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1. RESUMO

O fipronil, ingrediente ativo do acaricida Frontiline®, ¢ um derivado fenil-pirazélico e sua
eficacia na eliminagdo de diversas pragas, mesmo em baixas concentragdes, ja foi
demonstrada, porém, sua atuagdo sobre os organismos ndo alvos, ainda nio foi totalmente
esclarecida. Neste sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos de diferentes
doses do fipronil sobre o figado de camundongos. Os resultados mostraram que os animais
expostos ao fipronil apresentaram alteracdes ultraestruturais significativas no tecido e nas
células hepaticas com evidente desorganizacdo celular e citoplasméatica dos hepatdcitos, com
aumento do numero de organelas, principalmente mitocondrias e reticulo endoplasmatico
rugoso, organelas que, no caso dos individuos expostos, foram provavelmente responsaveis
pela sintese de enzimas inativadoras do produto téxico. Houve actimulo de lipideos no
citoplasma dos hepatdcitos (esteatose) além de extensas areas vacuolizadas, principalmente
em regides proximas ao nucleo. As alteracdes observadas no nucleo dos hepatocitos
sugeriram a ocorréncia de processos de morte celular. As células de Kupffer aumentaram em

nimero o que sugerindo aumento de processos fagocitarios nos figados dos animais expostos.

Palavras-chave: Fipronil; figado; camundongos; ultraestrutura; MET
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2. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de produtos quimicos no controle de invertebrados praga, tanto
na agricultura, quanto na saude publica, tem gerado diversos distirbios, sendo que os
impactos ambientais causados, seja no solo ou na agua, sdo de dificil mensuragcdo. Neste
sentido, pesquisas tem sido desenvolvidas na inten¢do de se avaliar os efeitos toxicos e
carcinogénicos destes produtos (FLORES et al., 2004; SHAFER et al., 2005; RUBIN et al.,
2007). No entanto, produtos que foram anteriormente utilizados, como os organoclorados e os
piretréides, por exemplo, tiveram que ser substituidos por substancias quimicas mais recentes,
conhecidas como inseticidas de segunda geracdo, as quais apresentam maior eficiéncia e
seletividade no controle das pragas (BALANCA; DE VISSCHER, 1997; TINGLE et al.,
2003). Nesta direcdo o uso destes produtos nos organismos alvo tem comprovado sua
eficiéncia (OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2009), no
entanto, pouco se sabe a respeito dos seus efeitos sobre organismos considerados nao-alvo,
bem como sobre o meio ambiente (HURLEY et al., 1998; OLIVEIRA, 2010, TANG et al.,
2004;).

O fipronil, composto quimico sintético, faz parte dessa nova geracdo de produtos
utilizados para combater invertebrados. Ele ¢ um derivado fenil-pirazélico com amplo e
conhecido espectro inseticida e acaricida (TINGLE et al., 2003), tendo sido utilizado para o
controle de varias pragas domésticas e das lavouras, tais como: formigas, baratas, cupins,
gafanhotos e besouros, mostrando excelentes resultados mesmo quando utilizado em baixas
concentragdes. Este produto tem sido comercializado com a denominagdo de Icon, Regent,
Ascend, Termidor, Goliath, Chipco, Chipco Choice e Adonis, entre outros (COLLINS;
CALCOTT, 1998; GUNASEKARA; TROUNG, 2007; MARICONI et al., 1994; MELO-
FILHO; VEIGA, 1998; TINGLE et al., 2003).

Devido a eficiéncia do fipronil no combate a ectoparasitas sua utilizagdo dentro da
medicina veterinaria vem aumentando em escala global, visto que ao ser administrado
topicamente este apresenta excelente acdo terapéutica e sua atividade € persistente no combate
a pulgas e carrapatos de cdes e de gatos domésticos. Comercialmente ele é conhecido como
Frontline® e Top Spot® (OLIVEIRA et al., 2008; POSTAL et al., 1995). Além disso, sua
utilizagdo tem auxiliado na saide publica, combatendo os principais vetores de
antropozoonoses, como as larvas do mosquito da dengue, Aedes aegypti (ALI et al., 1998;

PRIDGEON et al., 2008). Porém, a ampla utilizagdo do fipronil tem exposto direta, ou
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indiretamente a sua agdo ndo s6 os organismos alvos, mas também aqueles ditos ndo alvo,
como ¢ o caso das algas, plantas aquaticas, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos, bem
como o proprio ser humano (TINGLE et al., 2000; TINGLE et al., 2003).

Um dos fatores que torna a utilizagdo do fipronil mais preocupante ¢ a formacao de
metabolitos resultado da sua degradagdo. Como exemplo desse processo tem-se o fipronil-
dessulfinil, que apresenta grau de toxicidade, para mamiferos, cerca de 10 vezes superior
aquele do proprio fipronil, sendo ainda extremamente mais estavel (TERCARIOL, 2007;
TINGLE et al., 2003). O que ¢ também motivo de atencdo, ¢ que ele pode apresentar efeitos
bioacumulativos, quando a sua aplicagdo ¢ sistémica e ciclica, como no caso das aplicagdes
em lavouras e pastos, o que afeta os animais ao longo da cadeia troéfica (CONELLY, 2001,
GUNASEKARA et al., 2007; TINGLE et al., 2000; USEPA, 1998).

Mahler et al. (2009) estudando os efeitos do fipronil observaram que seus residuos
estavam presentes na poeira dentro e fora de residéncias de uma cidade do estado do Texas
nos EUA, bem como nas residéncias em que os animais de estimagdo eram tratados com
produtos para o controle de pulgas e de carrapatos e naquelas onde havia sido feito o controle
de cupins e formigas. Foi verificado que a quantidade total do fipronil e de seus derivados,
fipronil sulfeto e fipronil desulfinil, chegava a valores superiores a 10.000 pg por kg de
poeira, apontando assim valores médios de residuos muito superiores no interior das
residéncias quando comparados aqueles obtidos do lado de fora destas, demonstrando a
capacidade de permanéncia do produto no ambiente.

Nos organismos alvo (invertebrados em geral) o fipronil age interferindo nas
sinapses dos neuronios do sistema nervoso, especificamente nos receptores GABA (y-Amino
Butyric Acid), bloqueando os canais de cloro (CONELLY, 2001), com conseqiiente inibi¢do
do impulso nervoso, o que resulta em atividade neuronal excessiva ¢ que leva o animal,
dependendo da dose, a um estado de paralisia severa podendo inclusive chegar a morte
(RHONE-POULENC, 1995; TINGLE et al., 2000). A seletividade do fipronil é garantida
devido a condi¢do deste em se ligar mais eficientemente aos receptores dos insetos do que
aqueles dos mamiferos (HAINZL et al., 1998; MATSUDA et al., 2001).

Nos vertebrados e especificamente nos mamiferos, o fipronil tem efeito toxico via
ingestdo, com a DLs, para ratos estimada em 97mg.kg"'. (USEPA, 1998). Ao contrario, sua
aplicacdo tépica, é pouco téxica (com uma DLs, superior a 2000mg.kg™ em ratos) devido a
baixa penetrabilidade dérmica (CONELLY, 2001; GUNASEKARA et al., 2007; USEPA,
1998; TINGLE et al., 2000).
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Entre os vertebrados, em geral, além de sua atuac@o no sistema nervoso, o fipronil
interfere também, na morfologia de outros orgdos, como ¢ o caso do figado, tiredide e
hipofise. Trabalhos anteriores ja demonstraram os efeitos do fipronil sobre a tiredide
(HURLEY et al., 1998, FERREIRA et al., informagdo pessoal) e sobre o figado (OLIVEIRA,
2010) de roedores.

O figado, devido principalmente a sua localizagdo, ¢ o 6rgdo que sofre os primeiros
impactos da acdo dos produtos téxicos ingeridos pelos individuos, pois, diferentemente de
outros Orgdos ele tem sua principal fonte de sangue (75% do total) oriunda da veia porta
(ROSS & PAWLINA, 2008), o que, dessa forma, possibilita que todo o sangue da cavidade
abdominal, rico em nutrientes absorvidos pelo sistema digestorio, seja metabolizado primeiro
pelos hepatocitos, antes de seguir para a veia cava inferior e dai para o atrio direito do
coragdo, onde entdo dar-se-a a distribui¢do para o resto do corpo.

Estudos de Tang et al. (2004) também demonstraram os efeitos, in vitro, do
metabolismo do fipronil, por meio da andlise de hepatocitos tanto de humanos quanto de
ratos. Os autores constataram que a principal via metabdlica do produto dar-se-ia por meio da
oxidagdo do grupo tioéter para a formagdo do fipronil sulfona. Os mesmos autores também
verificaram que a enzima responsavel pela S-oxidag¢do do fipronil seria uma isoforma do
citocromo P450.

Dessa forma, os dados até agora disponiveis na literatura tem mostrado que o fipronil
seria um agente causador de alteragdes ndo s6 no sistema nervoso (TINGLE et al., 2003), mas
também na tiredide (FERREIRA et al., informacdo pessoal; HURLEY et al., 1998) e no
figado (OLIVEIRA, 2010) de vertebrados. No entanto, poucos estudos demonstraram até
agora os efeitos do fipronil sobre a ultraestrutura das células dos 6rgdos por ele afetados, pois,
apesar de ter sido estabelecida a rota metabolica deste produto (TANG et al., 2004), ainda nao
foram demonstrados os efeitos morfologicos do fipronil e de seus derivados nas células dos

organismos considerados nao alvo.
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3. Objetivos

Devido a ampla utilizagdo do produto quimico fipronil (ingrediente ativo do
acaricida Frontline®), na medicina veterindria e na agricultura e a pouca informagio
disponivel na literatura a respeito dos seus efeitos nos organismos ndo alvo, o presente
trabalho teve como objetivo analisar ultraestruturamente os efeitos do fipronil, sobre os
hepatécitos de camundongos expostos a diferentes concentragdes da DLsy em condigdes de

laboratorio.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Obtencdo dos Animais

Para a realizag@o do presente estudo foram utilizados 20 camundongos fémeas Swiss
(Mus musculus), com 5-6 semanas de idade, sauddveis e com peso semelhante (20 gr + 20%),
sendo 5 espécimes por grupo de tratamento.

Os espécimes foram obtidos do Biotério de Criagio CEMIB/UNICAMP e foram
mantidos em condi¢gdes controladas (22°.C + 2°.C, 50% de umidade, com fotoperiodo de 12h)
em laboratorio, durante 7 dias, para aclimatacdo, antes da realizacdo do experimento.

Os camundongos foram identificados individualmente e dentro de cada grupo de
tratamento. Cada grupo foi mantido em caixas apropriadas de polipropileno identificadas e
com agua filtrada e ra¢do comercial ad libitum.

Para a realizag¢do desse estudo, foi utilizado o laboratorio de Microscopia Eletronica
do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, UNESP, campus de Rio Claro-SP,
Brasil.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animal da

Fundag¢do Herminio Ometto —-UNIARARAS, SP, Brasil, sob protocolo n° 09/2009.

4.2. Obtencgdo do Fipronil

O fipronil, composto do grupo quimico fenil pirazol, CAS n°: 120068-37-3 e de
nome quimico (RS)-5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-4-(trifluoromethyl-
sulfinyl)-1H-pyrazole-3-carbonitrile foi obtido a partir do produto comercial Regent 800 WG,
fabricado pela BASF com grau de pureza de 80% (sendo os 20% restantes constituidos de

produtos inertes).

4.3. Dosagem do Fipronil e Modelo Experimental

A selecdo das concentracdes do fipronil para a avaliacdo das alteragcdes morfo
fisiologicas nos camundongos foi baseada na DLsy de 50mg.kg™”, obtida por Oliveira (2010).
A partir da DLsy foram estabelecidas trés solucdes diferentes, duas pela diluicdo desta, na

proporcao de 30%, 50%, e a terceira, a propria DLs.
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Os camundongos foram divididos em quatro grupos de tratamento: grupo I (controle
negativo), grupo II (30% - 15 mg.kg™” grupo III (50% - 25 mgkg™) e grupo IV (a propria
DLso - 50 mgkg"). A administragdo do fipronil foi por meio de injegdo intraperitonial, com
volume na propor¢do de 10 mL de fipronil (30%, 50% e 100% da DLsy) por quilo de peso
corpéreo (0.2 mL). No grupo controle negativo foi administrado apenas o solvente (agua

destilada) sem adi¢do do acaricida.

4.4. Ultraestrutura

Para realizacdo da ultraestrutura, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical. Posteriormente foi feita a dissec¢do e fragmentos do figado foram
retirados e fixados em glutaraldeido 2.5% por 4 horas, tendo sido na sequéncia lavados em
dois banhos de tampao cacodilato de sodio a 0.1M por 15 minutos cada banho. Todos os
fragmentos foram pds-fixados em tetroxido de dsmio 1% em cacodilato de sédio e
novamente, banhados em tampao cacodilato de sodio, por 15 minutos.

A seguir, os fragmentos foram passados em dalcool 10% durante 15 minutos e,
posteriormente, contrastados em acetato de uranila a 2% mais etanol a 10% durante 2 horas. A
desidratacdo foi realizada em série crescente de banhos em acetona 50%, 70%, 90%, 95% e
100%, com durag¢do de 10 minutos cada e acetona pura (100%), dois banhos, com duragdo de
15 minutos cada. Logo apds, o material foi submetido a mistura de acetona e resina na
propor¢do de 1:1 onde permaneceu por 12 horas, e depois, foi transferido para resina Epon
Araldite pura sem catalisador.

Finalmente, os fragmentos do figado foram incluidos em resina Epon Araldite pura
com catalisador e colocados em estufa a 60°C por 48 horas.

O material foi entdo seccionado em ultramicrétomo e as sec¢des ultrafinas foram
coletadas em grades de cobre. A seguir, foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de
chumbo durante 45 e 10 minutos respectivamente.

As grades contendo as sec¢des foram examinadas e fotografadas em Microscdopio

Eletronico de Transmissao Philips CM 100.
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5. Resultados

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram as alteragdes ultraestruturais
pelas quais passam as diferentes células presentes no figado de camundongos expostos a
diferentes doses de fipronil, composto ativo do acaricida Frontline®.

Na figura 1 observa-se a ultraestrutura destas células, as quais foram obtidas a partir
de individuos do grupo I (controle). Verifica-se a organizacdo do tecido hepatico, que
apresenta hepatocitos com formato hexagonal (Fig. 1A), com membrana plasmatica integra
(Fig. 1C) e quantidade regular de organelas, estando evidentes as mitocondrias, com matriz
eletrondensa, bem como reticulo endoplasmatico rugoso (RER) do tipo lamelar (Fig. 1D). O
nucleo destas células ¢ arredondado, com cromatina dispersa pela organela estando
condensada apenas em alguns pontos, geralmente proximos ao envoltério nuclear (Figs. 1B,
1E-F). No interior do nucleo observa-se um ou mais nucléolos, que apresentam as porgdes
fibrosa e granular distintas (Fig. 1B). As células de Kupffer possuem formato de cunha,
nucleo grande em relagdo ao citoplasma e evidente heterocromatina (Figs. 1H-I). Na figura 1E
observa-se a presenca de um capilar hepatico com hemaécia no seu interior.

A figura 2 mostra a ultraestrutura das células do figado obtidas a partir de individuos
do grupo II (concentracdo de 15mg.kg™), e nestas ja é possivel observar as modificacdes
estruturais causadas pela administragdo do fipronil (Fig. 2A). Apesar dos hepatdcitos
apresentarem ainda um formato hexagonal a sua membrana plasmadtica estd irregular e em
alguns lugares apresenta reentrancias, as quais sdo mais evidentes entre células adjacentes
(Fig. 2C). O citoplasma abriga muitas gotas lipidicas (Fig. 2F) distribuidas em meio a areas
vacuolizadas (Figs. 2E-F), principalmente ao redor do nucleo, onde ai estas sdo mais extensas
(Fig. 2G). Quanto a presenca de organelas existe agora a maior freqiiéncia de peroxissomos
(Figs. 2A-B e 2D-E). O nucleo perde a forma original arredondada e passa, na maioria das
células hepaticas, a apresentar forma irregular (Figs. 2A e 2F), bem como tamanho menor em
relacdo aqueles observados nos hepatdcitos do grupo controle (Fig. 2A). Apresenta também
maior quantidade de heterocromatina proxima ao envoltorio nuclear, a qual esta dispersa no
interior do nucleo (Fig. 2B). No nucléolo destas células € possivel observar as regido granular
e fibrosa (Fig. 2H).

Ainda nos individuos do grupo II (15mgkg™) pode-se observar um aumento na

freqiiéncia das células de Kupffer as quais possuem pouco citoplasma repleto de vacuolos e
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de RER. Os seus nucleos apresentam maior quantidade de heterocromatina e estdo mais
irregulares na forma quando comparados aos das células do grupo I (Fig. 2H-I).

A figura 3 mostra os efeitos de 50% da DLsy (25mg.kg™) do fipronil sobre as células
do figado dos individuos do grupo III, onde ¢ possivel observar a intensificacdo dos efeitos
inciais ja verificados nos individuos do grupo II de tratamento. Os hepatdcitos perdem a
forma original tornando-se irregulares e a membrana plasmatica apresenta mais € maiores
dobras por toda a extensdo celular (Figs. 3A e 3C). Ha um nitido aumento da presen¢a de
gotas lipidicas (esteatose) as quais agora tem maior tamanho e estdo distribuidas por todo o
citoplasma (Figs. 3B, 3D-E). A desorganizacdo citoplasmatica ¢ evidente devido a extensa
vacuolizacdo (Figs. 3A-B e 3F).

Os nucleos dos hepatdcitos apresentam contorno irregular com heterocromatina
marginalizada, além do aumento do nimero de complexos poro (Figs. 3B e 3E). Fica clara a
presencga de grandes nucléolos geralmente posicionados no centro do nucleo (Fig. 3A). Além
disso, a regido fibrosa dos nucléolos apresenta diferencas na eletrondensidade indicando que
seus componentes sdo mais heterogéneos quando comparados aqueles encontrados no
individuos do grupo I (Fig. 3G-H).

As células de Kupffer aparecem com freqiiéncia ainda maior nestes figados do que
naqueles dos individuos dos grupos I e II e neste grupo de tratamento observa-se o
citoplasma destas células repleto de vacuolos autofigicos com diferentes conteudos e
tamanhos (Fig. 3I). Os nucleos das células de Kupffer estdo mais irregulares e com
heterocromatina distribuida por toda a organela, sendo que em alguns pontos devido as
diferengas de eletrondensidade deva ser constituida por elementos diferentes (Fig. 3J).

A figura 4 apresenta os efeitos da prépria DLs, (concentragdo de 50mg.kg”) do
fipronil sobre o figado dos individuos do grupo IV, células estas que apresentaram as maiores
alteragdes ultraestruturais devido a maior toxicidade do produto. Na figura 4A tem-se uma
vista do tecido hepatico e nela nota-se a desorganizacdo tanto celular quanto citoplasmatica
dos hepatocitos com aumento nitido de regides de RER (Figs. 4C, 4G e 4H), peroxissomos
(Fig. 4A), gotas lipidicas (Figs. 4B, 4F e 4N) e de grandes areas com extensa vacuolizag@o
(Figs. 4B, 4G e 4))

A membrana plasmatica das células se apresenta irregular, principalmente notada nas
areas de contato entre duas células adjacentes (Fig. 4D). Os nucleos dos hepatdcitos estdo
muito menores do que os observados no grupo I e com grande quantidade de heterocromatina
marginal (Figs. 4B, 4E-F). Uma pequena quantidade de nucleos apresenta nucléolo definido e

quando este esta presente, parece estar associado a heterocromatina marginal, sendo que as
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regides granular e fibrosa ndo ficam bem definidas, estando distintas apenas por uma leve
diferenca de eletrondensidade (Figs. 4F-G e 4N).

As células de Kupffer nestes individuos (Figs. 41 e 4L) estdo em maior numero do
que o observado no grupo I e seus nucleos apresentam diferentes regides de heterocromatina,
evidenciadas por maior ou menor eletrondensidade. Na figura 4M ¢ possivel observar um

microndcleo em uma célula de Kupffer.
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Figura 1: Ultraestrutura dos diferentes tipos de células encontrados no figado de
camundongos do grupo I. (A) Visdo geral do tecido hepatico, onde as células estdo com
forma hexagonal e com nucleo arredondado e central. (B) Detalhe de um hepatécito (h) onde
observa-se mitocondrias (m) e reticulo endoplasmatico rugoso (rer) préximo ao nucleo. (C)
Detalhe de dois hepatocitos adjacentes (seta vazada indicando as membranas). (D)
Mitocdndrias e rer no citoplasma do hepatdcito. (E) e (F) Detalhe do nucleo (n) e do espago
perinuclear. Em (E) observa-se heterocromatina marginal (seta cheia) e em (F)
heterocromatina marginal e nucléolo (nu). (G) Detalhe de capilar hepatico (bv) com hemacia
(he) no interior. (H) Detalhe da célula de Kupffer (Ke¢) com nucleo grande e pouco
citoplasma. (I) Detalhe do nudcleo da célula de Kupffer, com grande quantidade de
heterocromatina marginalizada (seta cheia).

ec = eucromatina, pe = peroxissomo.

Barras de Escala: A=10 um
B,C,E, H,I=1 um
D=0,5pm
F, G=2 pm
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Figura 2: Ultraestrutura dos diferentes tipos de células encontrados no figado de
camundongos do grupo II (15mg.kg™). (A) Visdo geral do tecido hepatico onde observa-se
hepatocitos e célula de Kupffer (Kc). (B) Detalhe do hepatocito, com peroxissomos (pe) e
nucleo (m) irregular. (C) Detalhe de dobras da membrana plasmatica (mp) entre dois
hepatocitos adjacentes (seta). (D) Detalhe de mitocondrias (m), reticulo endoplasmético
rugoso (rer) e peroxissomo (pe) no citoplasma do hepatocito. (E) e (F) Detalhe do nucleo (n)
e do espaco perinuclear. Em (E) observa-se um nucleo com heterocromatina marginal (seta) e
nucléolo (nu) bem evidente e em (F) nucleo irregular (n) com heterocromatina marginal
(seta) e gotas lipidicas (li) no citoplasma perinuclear. (G) Detalhe de vacuolizagdo (v) no
espaco perinuclear. (H) Detalhe de nucléolo de hepatdcito, onde a regido fibrosa (nuf) estd
envolta pela regido granular (nug). (I) Detalhe da célula de Kupffer (Ke), com gota de lipideo
(li) no citoplasma e nucleo (n) com heterocromatina. (J) Detalhe do ntcleo da célula de
Kupffer (Kc¢) com aspecto mais irregular € maior quantidade de heterocromatina.

bv = vaso sanguineo

Barras de Escala: A=10 um
B,D,E, F, G=2 um
C, H=0,5 pm
I=1 pm
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Figura 3: Ultraestrutura dos diferentes tipos de células encontradOs no figado de individuos
do grupo III (25mg.kg™). (A) Visdo geral do tecido hepatico, com hepatdcitos menores e de
forma irregular. (B) Detalhe do hepatdcito, com presenca de gotas lipidicas (li) e areas
vacuolizadas (v) ao redor do nucleo (n). (C) Detalhe entre dois hepatocitos adjacentes, a seta
indica as membranas. (D) Detalhe do citoplasma de hepatocito com gota lipidica (li) e area
vacuolizada (v). (E) Detalhe do nucleo, com heterocromatina marginal (seta cheia) e
complexo-poro (seta vazada), e citoplasma perinuclear, com gotas lipidicas. (F) Detalhe
hepatocito e célula de Kupffer (Kc). (G) Detalhe do nucleo (n) de hepatdcito, com nucléolo
(nu) evidente e grande quantidade de heterocromatina marginal e dispersa (seta). (H) Detalhe
do nucléolo de hepatdcito, onde as regides, fibrosa e granular, ndo estdo distintas. (I) Detalhe
da célula de Kupffer (Ke), com vacuolos autofagicos (v) no seu citoplasma. (J) Detalhe do
nicleo (n) da célula de Kupffer com forma irregular e presenga de diferentes regides de
heterocromatina.

bv = vaso sanguineo

Barras de Escala: A=10 um
B=5 pm
C, H,J=1 um
D=0,5 um
E,F, G, I=2 um
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Figura 4: Ultraestrutura dos diferentes tipos de células encontrados no figado de individuos
do grupo IV (50mgkg™). (A) Visdo geral do tecido, com hepatdcitos com niicleos (n)
menores € presenca de areas vacuolizadas (v). (B) Detalhe de hepatdcitos adjacentes, com
presenca de gotas lipidicas (li) e areas vacuolizadas (v) ao redor do nucleo (n). (C) Detalhe de
reticulo endoplasmatico rugoso (rer) e mitocondrias (m) no citoplasma de hepatocito. (D)
Detalhe de entre dois hepatdcitos adjacentes, com a presenga de membrana irregular € com
muitas dobras (cabeca de seta). (E) Nucleo picnotico (n). (F) Detalhe do citoplasma de
hepatocito com grandes gotas lipidicas. (G) Detalhe do nucleo, com forma irregular e
heterocromatina dispersa, e citoplasma perinuclear de hepatocito, com areas vacuolizadas. (H)
Detalhe de rer e mitocondrias (m). (I) Detalhe de célula de Kupffer (Kc) e hepatocitos. (J)
Detalhe do citoplasma vacuolizado de hepatocito e duas células de Kupffer (Kc) adjacentes.
(L) Detalhe do nucleo de célula de Kupffer com forma irregular. (M) Detalhe da célula de
Kupffer, onde observa-se nucleo de microntcleo (seta). (N) Detalhe de gotas lipidicas no
citoplasma perinuclear do hepatécito.

bv = vaso sanguineo

Barras de Escala: A=l
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6. Discussiao

O figado apresenta caracteristicas singulares no seu suprimento sanguineo, visto que
cerca de 75% do total de sangue que irriga o 6rgdo tem origem venosa, através da veia porta
(ROSS & PAWLINA, 2008), e apresenta papel fundamental na absor¢do, metabolizagdo e
inativacdo de diversos compostos presentes no sangue, incluindo aqueles toxicos
(GONZALES; CRESPO; BRUSKE, 1993). Assim, os hepatdcitos podem ser considerados os
primeiros alvos da agdo destes produtos presentes no sangue, o que torna a analise do figado
uma importante fonte de informagao nos estudos de toxicologia (BRAUNBECK, 1998).

A utilizacdo de técnicas de histopatologia e de ultraestrutura na verificagdo de
alteragdes causadas pela a¢do de produtos téxicos tem se mostrado muito eficaz (OLIVEIRA
et al., 2008, RAMAIAH; RIVERA; ARTEEL, 2004; STRAUB et al., 2007) e uma importante
ferramenta na avaliacdo dos danos causados por esses produtos nos sistemas dos organismos
estudados.

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstraram claramente os efeitos
toxicos do fipronil (ingrediente ativo do acaricida Frontline®) sobre o figado de
camundongos a ele expostos, grupos IL, ITI e IV, nas concentragdes a 15mgkg™, 25mg kg™ e
50mg.kg’, respectivamente, onde foi possivel observar um acumulo de danos hepaticos a
medida que houve o aumento da concentra¢do do produto quimico.

Nos grupos onde os camundongos foram expostos, a primeira reagdo celular
observada foi a mudanca na forma e no tamanho dos hepatocitos. Oliveira (2010) em estudos
anteriores ja havia demonstrado a ocorréncia de hipertrofia do tecido hepatico, utilizando-se
da aplicacdo de técnicas histologicas, em camundongos tratados com fipronil. O presente
estudo demonstrou que essa hipertrofia dar-se-ia em grande parte pelo aumento no niimero de
organelas citoplasmaéticas, tais como mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso (RER), as
quais provavelmente estariam envolvidas com a degradacdo do produto toxico,
principalmente o RER, que estaria particularmente aumentando sua capacidade de sintetizar
enzimas, isoformas do citocromo P450, em especial a isoforma CYP3A4, com a fun¢do de
inativar o produto toxico, através da S-oxidag¢do. A mesma informagao também foi obtida por
Tang et al. (2004), ao realizarem estudos in vitro com o fipronil, utilizando microssomas de
figado de ratos e de humanos, com diferentes isoformas do citocromo P450, além das
interacdes com a testosterona e o diazepam, substratos do citocromo P450. Outros autores

como Das et al. (2006), registraram, in vitro, que o fipronil induziria a formagdo de isoformas
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do citocromo P450 (principalmente a isoforma CYP3A4), em hepatocitos humanos quando
estes eram expostos ao produto.

Verificou-se no presente estudo que a agdo do produto quimico atingiu também os
nucleos dos hepatdcitos dos individuos expostos, traduzida, principalmente, na modificagao
da forma e na composi¢do e distribui¢do da cromatina. Foi possivel observar que o produto
agiu principalmente levando a um aumento na condensa¢ido e marginaliza¢do da cromatina,
sinais esses considerados indicativos da ocorréncia de processos de morte celular. Giil et al.
(2004), em estudos com peixes expostos a poluentes presentes na agua, e McGregor et al.
(2003), estudando os danos causados pela overdose de paracetamol em humanos, encontraram
os mesmos resultados de sinalizacdo de morte celular nos hepatocitos destes individuos.

Outra evidéncia marcante aqui observada, via alteracdes causadas pela ag¢do do
produto téxico nos figados dos individuos expostos foi o acimulo de gotas lipidicas
(esteatose) no citoplasma dos hepatdcitos. A esteatose, em muitos casos, ¢ uma alteragdo
considerada ser o sintoma inicial de algum trauma fisioldgico que o organismo sofreu, sendo
este um estado que pode ser reversivel, caso a injiria ndo permaneca. Contrariamente, se 0s
danos continuarem a ocorrer eles podem levar a condi¢des patoldgicas, tais como inflamacao
cronica do tecido com infiltracdo de tecido conjuntivo, estado este que pode se agravar até a
instalacdo da fibrose, cirrose e do carcinoma hepatico (TRAUSER; ARRESE; WAGNER,
2010) levando inclusive o individuo a dbito.

As causas da esteatose, no entanto, sdo variadas e podem ocorrer ou por motivos
isolados ou pela combinag¢do de varios fatores. Contudo, no presente estudo, os efeitos de
acimulo de lipideos nos hepatdcitos dos individuos dos grupos de tratamento levaram a
desorganizacdo citoplasmatica o que provocou alteragdes estruturais e fisioldgicas no dérgao,
visto que no metabolismo celular, toda a atividade de sintese enzimadtica parece ter siso
concentrada na tentativa de produzir enzimas com a finalidade de metabolizar as moléculas do
fipronil e com isso conseguir elimina-las do sistema. Purohit, Rapaka e Shurtleff (2010)
encontraram resultado semelhante estudando receptores de canabinodes (cannabinoid 1
receptor - CB1, e cannabinoid 2 receptor - CB2) e a relagdo destes receptores com agentes
considerados fatores da formacdo de esteatose, como o etanol e a dieta rica em gordura. Estes
autores observaram que uma vez ativado o CB1 por estes agentes haveria um aumento da
sintese de acidos graxos e uma diminui¢do da oxidagdo destes, resultando em acimulo de
lipideos no figado. Nai et al. (2010) também observaram a formagdo de esteatose em figados

de ratos expostos a vapores de metilmetacrilato.
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Além da ocorréncia da esteatose, outra alteracdo visivel aqui observada,
principalmente, nos figados dos individuos do grupo III, expostos a 100% da DLso (50mg.kg
Y, foi 0 aumento do numero de células de Kupffer, macréfagos residentes do tecido hepatico
com diversas fungdes, que incluem a fagocitose de eritrdcitos danificados ou velhos, digestao
da hemoglobina, produgdo de bilirrubina e secrecdo de enzimas necessarias para a digestdo
intracelular (processos imunoldgicos). Dessa forma, o aumento observado no numero de
células de Kupffer ja era esperado, uma vez que estas células estariam respondendo a ag¢do do
produto téxico na tentativa de preservar o tecido hepatico, eliminando as areas com danos.

Neyrinck et al. (2009) estudando o papel das células de Kupffer no metabolismo de
glicose e a sensibilidade a insulina em ratos observaram que em individuos tratados com
dieta rica em gorduras e com as células de Kupffer inibidas através da administracdo de
cloreto de gadolinio (GdCls), ndo se observaram deposicdo e acaimulo de lipideos (esteatose)
nos hepatdcitos, demonstrando que de alguma forma as células de Kupffer participariam do
processo desta deposicdo, muito embora ainda ndo se tenha clarosaiba como esse processo
dar-se-ia.

Outro importante ponto a ser considerado neste trabalho seria a caracterizacdo dos
efeitos sistémicos que o fipronil provocou, visto que em trabalhos recentes desenvolvidos
pelos pesquisadores do BCSTM (Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology — UNESP
— Rio Claro, SP), mostram a ocorréncia de alteragdes histologicas também na tiredide extraida
de camundongos expostos a esse mesmo produto. Leghait et al. (2009), estudando as
disfuncdes da tiredide em ratos, observaram que elas poderiam estar associadas a depuragio
plasmatica dos hormonios produzidos por essas glandulas, bem como a um aumento da
atividade da enzima citocromo P450

Assim sendo o presente trabalho demonstrou que se tornaria ainda interessante
avaliar os efeitos do fipronil sobre outros drgdos de vertebrados, tais como a hipofise e o rim,
0 que possibilitaria avaliar de que maneira esse produto toxico, amplamente utilizado,
interferiria no eixo de controle Hipofise-Tiredide, bem como que modifica¢des causaria sobre

as c¢lulas responsaveis pela eliminacdo deste.
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7. Conclusao

Assim por meio das informagdes obtidas no presente estudo concluiu-se que:

1. O fipronil (ingrediente ativo do acaricida Frontline®) causou alteracdes no
figado observadas ultraestruturalmente nos hepatocitos de todos os individuos dos grupos de
tratamento.

2. As alteragdes ultraestruturais dos hepatdcitos expostos a agdo do fipronil foi
proporcional ao aumento da concentrag@o do produto.

3. O aumento das organelas citoplasmaticas dos hepatocitos, principalmente
mitocOndrias e reticulo endoplasmatico rugoso deu-se também devido a atuagdo destas na
sintese de enzimas responsaveis pela inativag¢@o do fipronil e retirada do mesmo do sistema.

4. A esteatose observada nos hepatdcitos aumentou proporcionalmente ao
aumento da dose do produto toxico.

5. O fipronil induziu, de maneira indireta, a morte celular, observada através da
vacuolizacdo de porg¢des do citoplasma e condensagdo da cromatina nuclear.

6. O aumento do niimero de células de Kupffer deu-se na tentativa do organismo

em preservar o tecido dos danos causados pelo produto toéxico eliminando areas afetadas.
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