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2007. 73p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
RESUMO

Fipronil, um derivado fenil pirazdlico, € conhecido por causar neurotoxicidade
tendo o acido gama-amino butirico (GABA) como principal alvo para o
mecanismo de sua acdo téxica. O presente estudo investigou os efeitos do
diazepam e do flumazenil sobre o comportamento de ratos expostos
agudamente ao fipronil (Frontline® Top Spot). Ratos Wistar jovens, machos,
receberam um dos seguintes tratamentos: a- 0,3 ml de 6leo de milho aplicada
topicamente sobre o dorso dos animais (controle). b- fipronil (280 mg/Kg)
aplicado topicamente sobre o dorso dos animais; c- fipronil e apos 3,0 horas,
aplicacdo de diazepam (5mg/Kg, i.p.); d- fipronil e ap6s 3,0 horas, aplicacdo de
flumazenil (4mg/Kg, i.p.). ApoOs 3,5 horas da aplicacdo do fipronil ou do
controle e ap6s 30 minutos do diazepam e do flumazenil, os animais tiveram o
comportamento avaliado em arena de campo aberto e em labirinto em cruz
elevado. Observou-se que na arena de campo aberto o diazepam antagonizou
o efeito do fipronil sobre os comportamentos de limpeza e levantar e potenciou
o comportamento de congelamento; ja o flumazenil potenciou o efeito do
fipronil sobre os comportamentos de limpeza e levantar e antagonizou o efeito
do fipronil sobre o comportamento de congelamento. No labirinto em cruz
elevado, diazepam parece ter potenciado o efeito do fipronil sobre o nimero de
entradas nos bracos abertos e fechados; ja o flumazenil antagonizou o efeito
do fipronil sobre a entrada no braco aberto. Concluindo, os resultados indicam
influéncia do diazepam e do flumazenil sobre determinados comportamentos
dos animais expostos agudamente ao fipronil sugerindo o envolvimento do
GABA nos efeitos comportamentais do praguicida. Nao se exclui outro tipo de
mediacdo na acdo deste agente sobre as alteracbes comportamentais

observadas.

Palavras Chave: Fipronil, comportamento, GABA, diazepam, flumazenil.



Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The present study investigates diazepam and flumazenil influence on
neurobehavioral effects of exposition to pesticide fipronil (Frontline® Top Spot)
in young rats. The pesticide was topically applied (single dose) to rats receiving
concurrent diazepam or flumazenil administration. Fipronil exposed rats in the
open-field (OF) tests showed increased freezing, grooming, and rearing while
elevated plus maze (EPM) tests showed none significant alterations although
seems that fipronil decrease entry in both open and closed arms. In OF,
diazepam intensified fipronil effect on freezing and antagonized on grooming
and rearing while flumazenil antagonized fipronil effect on freezing and
intensified fipronil effect on grooming and rearing. In EPM, diazepam intensified
fipronil effect on entry in both open and closed arms while flumazenil
antagonize this effect. Our studies suggest that fipronil exposition induces
behavioral alterations in young rats correlated with fear; emotionality and
exploratory behavior without modify locomotor activity of animals or anxiety
status. The fact of diazepam and flumazenil influence these alterations
suggests GABA mediation on observed fipronil effects but other mechanism of

fipronil neurotoxicity is not discarded.

Key Words: Fipronil, behavior, GABA, diazepam, flumazenil.
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Os estagios tecnoldgico e industrial atingidos pelo homem moderno
proporcionaram o rapido desenvolvimento da capacidade de sintetizar novas
substancias quimicas, porém, o uso irracional e indiscriminado destas é
responsavel por um dramatico aumento nos niveis de poluicdo do solo e da
agua trazendo consequéncias na qualidade dos alimentos e sérios problemas
na saude do meio ambiente e dos organismos vivos que os habitam.

Praguicidas que agem em sistemas transmissores neuronal e muscular
sao freqientemente aplicados na agricultura moderna no controle de varias
pragas. Por varios anos, compostos organofosforados séo utilizados para este
propésito. Mais tarde, outros praguicidas altamente toxicos foram introduzidos,
como organoclorados e piretréides. Recentemente, praguicidas de 2° geracao,
como o fipronil, tém sido utilizados e observou-se que sdo menos toxicos e com

maior afinidade aos receptores de insetos e mamiferos.

Fipronil € um derivado fenilpirazol amplamente utilizado em medicina
veterinaria. Tem uma excelente acao terapéutica e atividade persistente no
controle de pragas veterinarias (pulgas, carrapatos, mosca do chifre), quando
administrado topicamente em animais domeésticos. Também é efetivo em
baixas doses contra numerosos insetos terrestres e, por causa do seu largo
espectro de acdo, permite que seja também utilizado para o controle de pragas
das lavouras (gafanhotos, formiga e cupins) e na higiene publica (baratas,
formigas, lagartixas, besouros, larvas de Aedes aegypti). Estas possibilidades
de utilizacdo podem, no entanto, permitir que organismos nao alvos como aves,
plantas aquaticas, peixes, algas, passaros, humanos, répteis e mamiferos

sejam atingidos.

O risco de impactos adversos dos praguicidas € devido a sua toxicidade
intrinseca e de interacdes com 0 meio ambiente. A revisdo bibliografica a
seguir focaliza além dos aspectos quimicos, propriedades do fipronil
relacionadas ao seu potencial de impacto ao meio ambiente, vida animal, seres

humanos e sistemas agricolas.

A busca de novos indicadores de exposicdo de organismos nao alvos a
agentes quimicos, vem cada vez mais se intensificando e uma bateria de

protocolos de testes procura identificar os problemas por meio de estudos de



toxicidade reprodutiva, neurotoxicidade, carcinogenicidade, hepatotoxicidade

entre outros, utilizando nos estudos, roedores e nao roedores.

Este projeto de pesquisa avaliou aspectos do mecanismo de acao toxica
do fipronil em ratos e as implicacdes sobre a neurotoxicidade deste agente, a

qual foi avaliada por meio de testes neurocomportamentais.
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Fipronil, 5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-[(trifluorometil)
sulfinil]-1H-pirazol-3-carbonitrila) (Sinonimia — MB 46030), é um composto
classificado como praguicida (Classificacdo toxicolégica — Classe I,
descoberto pela transnacional Rhéne-Poulenc Agro no ano de 1987 (RHONE-
POULENC, 1995), sendo altamente ativo e de amplo espectro, derivado
quimicamente da familia do fenilpirazol ou fiproles. Recentemente, foi
designado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U.S.EPA)
como de 2% geracdo e tem sido sugerido como alternativo aos inseticidas
organofosforados (TANG et al., 2004). Comercialmente pode ser encontrado

com varios nomes: Icon®, Regent®, Ascend®, Chipco®, Adonis®, Frontline®.
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Figura 1 — Férmula estrutural do fipronil (Tingle et al., 2003)

A formulacgéo de fipronil é frequentemente apresentada como isca de
insetos, spray para pets, e como produtos granulados para gramados no
controle de grilos (U.S.EPA, 2001), incluindo também liquidos, pos e granulos
que dispersam na agua, microgranulos, solido dispersivel, emulsées aquosas
(TINGLE et al., 2003).

e Degradacao do fipronil:

1. No meio ambiente:

Fipronil é propenso a transformacdes metabdlicas e degradacdes

abidticas a vérios produtos fundamentais gerando MB 46513 (fipronil desulfinil)



por fotolise, MB 45950 (fipronil sulfeto) por reducao, MB 46136 (fipronil sulfona)
por oxidacdo e RPA 200766 (fipronil amido) por hidrolise (PEI et al., 2004).
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Figura 2 — Vias de degradacgao do fipronil no meio ambiente (PEI et al.,
2004).

Segundo Tingle et al. (2003) o principal metabdlito, fipronil-desulfinil (MB
46513), € extremamente estavel e é mais toxico que o composto de origem
sendo aproximadamente 10 vezes mais toxico para mamiferos, em testes de

laboratorio, que o produto original.

A degradacéo é lenta no solo argiloso, com uma meia vida de 34 dias
(BOBE et al., 1998). Na agua a degradacao, tem meia vida de 3,63 horas,



guando exposto a uma fonte luminosa (U.S.EPA, 1996). Segundo Tingle et al.

(2003) o potencial para contaminagéo do lencol d’agua é considerado baixo.

Fipronil no ar tem uma pressdao de vapor relativamente baixa e
provavelmente ndo volatiliza e s6 sera encontrado no ar se for utilizado na
forma de spray. No solo, tem baixa mobilidade o que resulta num baixo
potencial de contaminacdo de &agua, e tem uma tendéncia de dissipar-se
longitudinalmente pelo solo, o que facilita sua quebra por microorganismos
(U.S.EPA, 2001).

2. Em organismos vivos:

Nos organismos vivos, tanto o metabdlito fipronil-sulfona quanto o produto
de degradacéo fipronil-desulfinil, foram relatados como sendo mais toxicos para
insetos, mamiferos, peixes e passaros que o proprio composto original (DAS et
al., 2006).

Em ratos, fipronil € rapidamente metabolizado e os residuos
extensamente distribuidos nos tecidos, particularmente em tecidos gordurosos,
onde permanecem em quantias significantes uma semana apds administracéo
oral (TINGLE et al., 2003). Estudos metabdlicos mostraram que havia um
potencial maior de bioacumulagdo do produto MB-46513 (fipronil-desulfinil), em
tecidos gordurosos (U.S.EPA, 1998).

Estudos de Tingle et al. (2003) na Australia, mostraram resultados
semelhantes confirmando, em carne bovina, a lenta depuracéo do fipronil na
gordura, resultando em uma acumulacdo leve sob constante condicdo de
pasto. Segundo estes autores, a meia vida do fipronil na gordura da carne € em

torno de 18 dias.

Fipronil marcado (**C) administrado oralmente para ratos e ratas nas
doses de 4 e 150 mg/kg (dose unica) e 4 mg/kg durante 14 dias, resultou em
significantes quantidades de residuos radioativos na carcaca, trato
gastrointestinal, figado, adrenal e gordura abdominal, apés 168 horas, em

todos os ratos em todos grupos de dose (U.S.EPA, 1996).



No ambiente doméstico, é utilizado contra carrapatos, pulgas e acaros
gue infestam os animais, principalmente cées, gatos e equinos (POSTAL et al.,
1995; PENALIGGON, 1997; HUGNET et al., 1999; JENNINGS et al., 2002).

Este agente quimico tem formulacdo muito variada e tem sido bastante
utilizado na agricultura para protecdo contra formigas, gafanhotos, cupins,
vaquinha verde-amarela, broca da cana, migdolus (MONOGRAFIA BASF S/A,
2005; SCHARF e SIEGFRIED, 1999, WILDE et al., 2001.

N&o foram relatados efeitos agudos adversos em humanos e os sintomas
observados em experimentos com animais expostos a doses altas foram:
reducdo no consumo alimentar, andria, excitabilidade e convulsGes
(MONOGRAFIA BASF S/A, 2005).

e Mecanismos Gerais de Toxicidade:

1 - Efeitos em vertebrados e invertebrados:

Fipronil € uma molécula extremamente ativa e um potente desregulador
do Sistema Nervoso Central (SNC) dos insetos e dos mamiferos. A toxicidade
de fipronil é atribuida a sua habilidade para agir no receptor acido gama amino
butirico (GABA) como um bloqueador ndo competitivo dos canais de cloro dos
neurdnios no sistema nervoso central (RHONE-POULENC, 1995; DAS et al.,
2006). Esta agao resulta numa descontrolada atividade do SNC e consequente
morte do inseto (FAO, 1998). Em insetos expostos a doses suficientes, o
fipronil causa excitagdo neuronal excessiva, paralisia e morte. Matsuda et al.
(2001) observaram que fipronil possui maior afinidade por receptores de
insetos que os de mamiferos.

GABA é o principal neurotransmissor inibitério do SNC de mamiferos. E
sabe-se que benzodiazepinicos interagem com receptores GABA, ligando-se

no sitio modulatorio dentro do complexo receptor (HALL et al., 2004).

Mecanismo de acao molecular do fipronil.
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Figura 3 — Mecanismo de agédo molecular do fipronil (Ecobichon, 2001).

Embora o canal ibnico de GABA seja importante na transmissédo nervosa
tanto em vertebrados quanto em invertebrados (GRANT et al., 1990) e fipronil
se ligue aos receptores GABA dos vertebrados, esta ligagdo é menos firme que
aquela nos invertebrados, o que proporciona seletividade do fipronil (RHONE-
POULENC, 1995; GRANT et al.,1998).

O mecanismo de acao do fipronil € muito semelhante ao de outros grupos
de inseticidas, como os piretroides e o grupo dos ciclodienos dos
organoclorados: aldrin, endrin, dieldrin. Estes compostos quimicos também
agem no receptor GABA na transmissao nervosa, mas ha diferencas nos sitios
de ligacao entre classes inseticidas (TINGLE et al., 2003).



Embora o fipronil seja moderadamente toéxico para ratos e
camundongos, com uma DL50 oral entre 40 e 100 mg/kg (HAINZL e
CASIDA, 1996; ROSE et al., 1999; TANG et al.,, 2004), estudos da ACP
(1999) relatam que tecnicamente o fipronil pode estar na categoria toxica ll e
lll, dependendo da via de administracdo, sendo classificado como néo-
sensibilizador. Sinais comuns de toxicidade aguda em animais experimentais

sdo: piloerecao, postura curvada, locomog¢do anormal e diarréia.

Em camundongos, o fipronil € metabolizado no figado, sofrendo um S-
oxidacdo para formar o metabdlito fipronil-sulfona (HAINZL et al., 1998;
TANG et al., 2004). J& o relato da U.S.EPA, 2001, diz que o fipronil é toxico
para mamiferos por ingestdo e a DL50 oral para ratos € 97mg/kg. E
ligeiramente téxico pela via dermal, com um relato de DL50 dermal maior
que 200mg/kg para ratos. O fipronil ndo provoca sensibilizacdo dérmica em

cobaia, mas mostrou irritacdo dermal em coelhos.

Estudos cronicos com alimentagcdo incluindo fipronil para ratos
mostraram que ocorrem: ansiedade, diminuicdo do ganho de peso,
diminuicdo do consumo alimentar e da eficiéncia na conversdo alimentar,
diminuicao dos valores hematoldgicos, alteracdes de parametros sanguineos
(colesterol, calcio e proteina), alteracdes dos hormodnios da tiredide,
alteracdes na bioquimica da urina, alteracdes grosseiras a necropsia,
aumento do peso do figado e tiredide e efeitos renais (U.S.EPA, 1996).
Fipronil é principalmente eliminado pelas fezes e urina, respectivamente
45%-75% e 5%-25% das doses administradas (TINGLE et al., 2003).

Fipronil penetra fracamente na epiderme ou na camada hipoderme de
ratos e coelhos, confirmando a baixa passagem percutanea (baixa
toxicidade dermal), e quando aplicado por esta via, 0 produto ndo causou
aumento nas malformacgbes do esqueleto ou visceral em coelhos e ratos
(ACP, 1999).

A substancia quimica fipronil também possui excelente acéo terapéutica e

atividade persistente contra pulgas em gatos e caes (RUST, 2005).



2 - Riscos devido a exposicdo em mamiferos:

O principal mecanismo de agao da toxicidade de fipronil em humanos, se
expostos, ocorre pelo mesmo principio de acédo toxica observado em insetos,
ou seja, inibicdo no receptor GABA (HAINZL e CASIDA, 1996; OZOE et al.,
2000; TANG et al.,, 2004), fazendo bloqueio ndo competitivo dos canais de
cloro dos neurénios no SNC. O risco de toxicidade aguda em humanos parece
ser insignificante para pessoas quando fipronil é usado de acordo com as

normas de procedimento do rétulo do produto (ACP, 1999).

Recentemente foi publicado um caso clinico descrevendo os sintomas
induzidos por fipronil em pacientes, relatando dor de cabeca, nauseas,
vertigem e fraqueza (CHODOROWSKI e ANAND, 2004). Este relato indica que
inseticidas de 2° geracdo também podem provocar graves efeitos em humanos
em casos de exposicdo prolongada. Embora vérias investigacdes recentes
tentem esclarecer a toxicidade neuronal de fipronil em mamiferos, ha poucos
dados acerca de efeitos fisiolégicos detalhados (FUNG et al., 2003). Szegedi
et al.(2005) sugerem que o fipronil possui alguns efeitos sobre o sistema
nervoso de mamiferos, mas estes sdo geralmente moderados e temporarios.

Um dos grandes problemas observados € a ocorréncia de risco de
exposicdo ocupacional para seres humanos quando o fipronil é utilizado, por
exemplo, pelo operador de pulverizacdo. Fipronil € pouco penetrante em pele
humana e quando ocorre € improvavel ser maior que 1% - 3% da dose
aplicada. Apesar disto, neste tipo de ocupacdo, podem ser observados
sintomas como reacgfes ocular, respiratoria, gastrointestinal e outras reacfes

sistémicas, rapidamente reversivel. (TINGLE et al., 2003).

Baseado no fato de que as criancas sao geralmente mais sensiveis que
os adultos aos efeitos neurotdxicos e comportamentais (POHL et al., 1998;
COSTA et al., 2004), a reversibilidade dos efeitos neurotdéxicos nos adultos
deve ser avaliada com critério, mesmo na auséncia sinais clinicos neurologicos
evidentes (KIMMEL, 1998).



A necessidade de avaliacdo de efeitos precoces por exposicdo a
compostos quimicos em criancas é reforcada pela observacdo de que estas
criancas expostas a produtos de uso doméstico ou agricola, mesmo que nao
apresentem sintomas clinicos, podem apresentar pior desempenho em testes
neurocomportamentais em relacdo a criancas da mesma comunidade que
nunca foram expostas a esses compostos (DAM et al.,, 2000). Por isso,
preconizado a utilizacdo de testes neurocomportamentais para avaliacdo da

neurotoxicidade por agentes quimicos tipo fipronil.

Modelos de estudos experimentais com animais sdo utilizados
amplamente e os riscos de efeitos prejudiciais de agentes quimicos para o ser
humano sdo avaliados, baseados em modelos toxicocinéticos e fisioldgicos.
Em testes toxicoldgicos, geralmente sao utilizados roedores, a fim de auxiliar a
avaliacdo de potenciais danos causados pela exposicdo do homem a
compostos téxicos (CASTRO, 2004). Mas este é um ponto controverso da
avaliacdo da seguranca de uso dos compostos quimicos. Na extrapolagdo dos
dados obtidos em animais para os seres humanos, apesar da similaridade na
fisiologia dos organismos, deve-se atentar para alguns aspectos como

variacdes interespécies e limitacbes experimentais (DOURSON et al., 2002).

A neurotoxicidade ocasionada pela exposicdo a substancias téxicas é
avaliada de acordo com testes, descritas na literatura internacional, que se
baseia em aplicacdo de questionarios (no caso de seres humanos), alteracdes
de funcdes cognitivas e comportamentais. As funcdes cognitivas, como
aprendizagem e memoria, tém sido utilizadas em individuos expostos a
solventes e metais pesados. As comportamentais sao: sociabilidade,
cooperacao, estado emocional, nivel de atividade, atencdo, ansiedade e
irritabilidade (DESPRES et al., 2005).

e Ecotoxicidade:
Apesar de seu uso consideravel como praguicida em organismos de
diversos ecossistemas, pouca informacdo tem sido disponibilizada sobre o



fipronil na literatura corrente em relacdo a sua toxicidade para organismos
superiores, incluindo o proprio homem.

Fipronil € altamente efetivo contra uma variedade de pragas de insetos,
mas existe uma grande preocupacao sobre a contaminacdo do meio ambiente
e efeitos na saude humana, uma vez que seu uso mundial esta aumentando
devido ao aumento do comércio em muitos paises industrializados e
desenvolvidos (TINGLE et al., 2003).

A exposicao humana aos agroquimicos seja por exposicdo ambiental ou
ocupacional, pode ocasionar danos a saude se as exposi¢coes forem
freqlentes, inclusive em pequenas doses (CASTRO et al., 1999). A andlise do
risco de contaminacgao de populacdes expostas envolve o conhecimento das
fontes de emissao, dos contaminantes, das transformacgdes, transporte e
acumulo no ambiente, das rotas de ingresso no organismo, das doses
potenciais, da biodisponibilidade, da dose biologicamente efetiva e de possiveis

efeitos prejudiciais a saude dos organismos (CASTRO, 2004).

Fipronil foi bastante comercializado na China em 1993, por causa de seu
efetivo controle de pragas e la tem sido usado extensivamente na plantacao de

arroz e outros vegetais (PEI et al., 2004).

Numerosos estudos foram conduzidos para determinar niveis de residuos
de fipronil em numerosas colheitas de vegetais e frutas. Os resultados
indicaram que niveis de residuos em alimentos colhidos sdo geralmente muito
baixos, muitas vezes abaixo dos limites aceitaveis (BELAYNEH, 1998). Fipronil
geralmente pode ser aplicada em baixas doses para promover efetivo controle
de pragas; isto é claramente vantajoso sob o ponto de vista ecotoxicolégico ja
que oferece reducdo de riscos a vida selvagem nao-alvo (LATCHININSKI,
2000).

e Toxicidade Reprodutiva
Apesar da diversidade de estudos existentes, os efeitos dos agroquimicos
na saude nem sempre sao bem conhecidos. Muitos desses agentes afetam o

sistema reprodutor, efeitos esses confirmados em testes experimentais



incluindo gestacdo, parto, lactacdo, desmame, crescimento e desenvolvimento
da prole (CLAUDIO et al.,, 1999; GREENLEE et al., 2004). Sabe-se, por
exemplo, que a exposicdo da fémea a agroquimicos durante a prenhez e a
lactacdo pode causar alteracbes refletidas em aspectos fisicos e
comportamentais, de acordo com o periodo do desenvolvimento animal. A
exposicao perinatal pode envolver efeitos latentes, observados tardiamente,
gue se manifestam apds um estimulo ambiental, mesmo nos casos em que a
exposicdo ocorra em doses menores que aquelas que promovem efeitos
evidentes em adultos (KIMMEL, 1998; CHELONIS et al., 2004; COSTA et al.,
2004).

Em estudo de Tingle et al. (2003) sobre toxicidade reprodutiva em ratos,
observou-se que fipronil esta associado com efeitos reprodutivos, baseados
nos efeitos sobre a tiredide, figado e glandula pituitaria, sinais clinicos de
toxicidade, diminuicdo do tamanho da ninhada, diminuicdo do peso corporal,
diminuicdo na porcentagem de acasalamento, reducéo do indice de fertilidade,
reducd@o na sobrevivéncia pos-implantacdo e sobrevivéncia pds-natal da prole e

retardo no desenvolvimento fisico.

Estudos recentes de Ohi et al. (2004) demonstraram que os efeitos
adversos do fipronil sobre o aparelho reprodutor de ratas estao relacionados as
alteracdes provocadas no sistema enddcrino dos animais sugerindo ser o
fipronil um desregulador deste sistema. Agentes ativos hormonalmente
(desreguladores endocrinos) podem causar uma variedade de efeitos adversos
a saude incluindo alteracdes do desenvolvimento comportamental e riscos
reprodutivos; também resulta em alteragbes dos niveis de progesterona e
estradiol, na duracdo do ciclo estral e taxa de gestacdo de fémeas de ratos
Wistar. O desequilibrio hormonal pode impedir o transporte dos
espermatozoides, e consequentemente passagem do Ovulo fertilizado para
dentro do utero.

Os sinais tradicionalmente observados de toxicidade materna em estudos
experimentais com o fipronil sdo: decréscimo do ganho de peso, diminuicdo do
consumo de agua e alimento, sinais clinicos e mortalidade. Altera¢fes sutis de
comportamento e mudancas neurolégicas podem ser indicadores iniciais de

dano a saude dos animais jovens em desenvolvimento (CASTRO, 2004).



Os agroquimicos organicos como o fipronil, podem ocasionar prejuizos ao
desenvolvimento embriofetal, provocando aborto ou deficiéncias na formacéo
do feto, alteracfes fisioldgicas como alteracdes na modulacdo do sistema
endocrino de animais silvestres e do ser humano, além de alteracdes
comportamentais (VOGEL e HAGLER, 1996; POHL et al., 1998). Um dos
possiveis mecanismos de agdo para estes efeitos do fipronil € a interferéncia
com a sintese de esterdides, mais precisamente com a enzima CYP 19
aromatase, que catalisa a conversdo de andrégenos em estrogenos, sendo
responsavel pelo balanco homeostatico entre o que tradicionalmente sao

considerados horménios femininos e masculinos (SIMPSON e DAVIS, 2001).

e Neurotoxicidade:

Tendo em vista a acdo toxica do fipronil sobre o GABA levando as
alteracbes do funcionamento do sistema nervoso central promovendo
neurotoxicidade e, que avaliacdo neurocomportamental tem sido utilizada como
indicador biolégico de funcdo para estudar neurotoxicidade por agentes
quimicos (WORMLEY et al., 2004), estudos que avaliem o comportamento de

animais expostos ao fipronil tornam-se necessarios.

Os estudos neurotoxicolégicos experimentais em animais incluem
avaliagcdes preliminares (screening), que se constituem por bateria de
observacao funcional, quando séao avaliados reflexos e algumas reagdes como
salivacdo e piloere¢do. Ainda podem ser conduzidas avaliagdes do

desenvolvimento cognitivo (aprendizado e memaria) (CASTRO, 2004).

As respostas que envolvem atividade e outros comportamentos s&o
estudadas em roedores no contexto de exploracdo e aprendizagem, memoria e
ansiedade. O efeito inicial neuroquimico no cérebro pode ter consequéncias
comportamentais a longo prazo para 0 organismo em desenvolvimento
(BEKKEDAL et al.,, 1999; SARTER, 2004). A atividade exploratéria €
frequentemente usada como um indice de reatividade de um animal a uma
situacao nova e, até certo ponto, em situacdes de estresse (ZIMMERMANN et
al., 2001; COSTOLI et al., 2005).



Fipronil causa neurotoxicidade aguda em ratos, promovendo diminuicdo
da for¢ga muscular a ponto do animal se arrastar sobre as patas traseiras. Caes
mostraram sinais clinicos de neurotoxicidade crénica e exames neurol6gicos
anormais (U.S. EPA, 1996).

Na avaliacdo da neurotoxicidade subcronica, ratos mostraram um
aumento na incidéncia de andria, aumento na incidéncia da resposta ao
beliscdo da cauda em machos, aumento na incidéncia da resposta exagerada a
um estalido, em machos e fémeas, e aumento na forca de agarrar dos
membros anteriores, na idade de 13 semanas, em fémeas (TINGLE et al.,
2003).

e Hepatotoxicidade:

Estudos recentes demonstraram o potencial dos pesticidas organicos para
inibir ou induzir enzimas metabolizadoras de xenobioticos em humanos. Das et
al. (2006) observaram que o fipronil promove inducdo enzimatica hepatica
(CYP1A1, CYP3A4, CYP2B6 e CYP3A5) de forma dose dependente, porém,
doses muito altas podem fazer retornar o nivel do citocromo a niveis normais.
Fipronil-sulfona induziu efeitos citotoxicos a doses baixas, e a possibilidade
destes efeitos citotdéxicos fossem devido a apoptose foi indicada por inducéo
tempo e dose dependente, da atividade da enzima caspase — 3/7 em células
HepG2 e hepatdcitos humanos (DAS et al., 2006).

e Carcinogénese:

De acordo com a classificagdo pela U.S.EPA (1996) de carcinogénicos
quimicos, o fipronil foi classificado como pertencente ao grupo C (possivel
carcinogénico humano), baseado no aumento dos tumores de células
foliculares da tiredide em ambos o0s sexos em ratos. H4 2 mecanismos basicos
pelo qual substéncias quimicas podem induzir neoplasia em glandula
tireoideana em roedores: um, devido a um efeito carcinogénico direto na
propria tirebide e o outro no qual uma variedade de mecanismos que

funcionam como desreguladores da tiredide, induzem neoplasia da glandula



tireoideana, secundaria ao desequilibrio hormonal. Fipronil parece agir por

meio do mecanismo secundario (U.S.EPA 1998).

Fipronil € um dos varios pesticidas conhecidos que induzem céncer na
tiredide de ratos, provavelmente como o resultado de sua habilidade de
acentuar o metabolismo hepatico e a excre¢do dos horménios da tiredide. E
possivel que a inducdo de enzimas microssomais e o acompanhamento dos
sintomas associados com indugédo, inclusive aumento do peso do figado e
hipertrofia hepatocelular, pode ter um papel no desenvolvimento do tumor (DAS
et al., 2006).

Héa importantes diferencas na fisiologia da glandula tireéide entre roedores
e humanos. Isto pode indicar que o rato ndo seja um bom modelo para
mecanismos carcinogénios da tiredide em humanos. Os niveis de dose para 0s
quais o fipronil produz cancer de tirebide em ratos sdo muito altos e séo

improvaveis de ocorrer sob as condicbes normais de uso (TINGLE et al., 2003).

Diferencas entre espécies podem ser observadas, na dependéncia da
dose, em se tratando da agcdo cancerigena deste agente. O fipronil técnico ndo
€ cancerigeno para camundongos quando administrado em doses de 30 ppm
ou mais (U.S.EPA, 1996); ja para ratos, fipronil € carcinogénico a doses de 300
ppm em machos e fémeas, baseado no aumento da incidéncia de sinais
clinicos e altera¢des na bioquimica clinica e parametros tireoideanos (U.S.EPA,
1996).

e Agonista Gabaérgico - Diazepam.

Os benzodiazepinicos interagem com receptores no SNC, localizados
paralelamente aos receptores de GABA e amplamente distribuidos no cortex,
cerebelo e estruturas limbicas, &reas envolvidas em processos emocional e
cognitivo e também na deflagracdo de convulsdo. Estudos demonstraram que
h& um acoplamento funcional e estrutural dos receptores de benzodiazepinicos
com receptores de GABA, formando um complexo macromolecular e, desta
forma, se explica a potencializacdo desses farmacos sobre os efeitos do
neurotransmissor GABA nos sitios pré e pos-sinapticos, levando ao aumento

da transmissao gabaérgica (OGA, 2003).



Os benzodiazepinicos ligam - se a componentes moleculares do receptor
GABA A, presente nas membranas neuronais do SNC. Esse receptor que atua
como canal de ions de cloreto, € ativado pelo neurotransmissor inibitério
GABA.

O GABA é o principal neurotransmissor inibitério do SNC, estudos indicam
gue os benzodiazepinicos potenciam a neurotransmissao gabaérgica em todos
0s niveis do neuroeixo, incluindo a medula espinhal, hipotdlamo, hipocampo,
substancia negra, cortex cerebelar e cortex cerebral. Os benzodiazepinicos
parecem aumentar a eficiéncia da inibicdo sinaptica gabaérgica, aumentando
os efeitos do GABA sem ativacdo direta dos receptores GABA ou dos canais
de cloro associados (KATZUNG, 2006).

e Antagonista Benzodiazepinico - Flumazenil.

O flumazenil € um dos derivados 1,4-benzodiazepinicos com alta
afinidade pelo receptor de benzodiazepinicos e atua como antagonista
benzodiazepinico competitivo, sendo o Unico atualmente disponivel para 0 uso
em clinica (FILE e ANDREWS, 1994). Flumazenil bloqueia a acdo dos
benzodiazepinicos, mas ndo antagoniza os efeitos de outros sedativo-

hipnéticos, do etanol, dos opidides ou de anestésicos gerais sobre o SNC.

O flumazenil foi aprovado para uso na reversdo dos efeitos depressores
da superdosagem de benzodiazepinicos, bem como para acelerar a
recuperacdo apds o uso desses agentes em procedimentos anestésicos e
diagnésticos (KATZUNG, 2006).



I — OBJETIVOS

Objetivo Geral
Estudar, se a exposicdo aguda ao fipronil € capaz de provocar efeitos
neurocomportamentais em ratos e se 0 nheurotransmissor GABA seria

importante nestes efeitos.

Obijetivos Especificos

1- Avaliar a atividade neurocomportamental de ratos expostos agudamente ao
fipronil utilizando a Arena de Campo Aberto;

2 - Avaliar a atividade neurocomportamental de ratos expostos agudamente ao
fipronil utilizando o Labirinto em Cruz Elevado;

3 - Estudar a influéncia do agonista gabaérgico diazepam nos efeitos
comportamentais do fipronil,

4 - Estudar a influéncia do antagonista benzodiazepinico flumazenil nos efeitos

comportamentais do fipronil;



IV - MATERIAL E METODOS

1. Animais: para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 120 ratos
Wistar jovens (45-50 dias de idade), machos, fornecidos pelo Biotério Central
da Unesp de Botucatu. Os animais foram mantidos no Biotério do Centro de
Assisténcia Toxicolégica (CEATOX) sob condi¢cdes padrdo (temperatura
controlada a 22+2°C, luz 12x12 horas, umidade 70-80%, &gua e racdo ad
libitum) para aclimatacéo e crescimento, até o momento de sua utilizacdo nos
experimentos. O projeto foi aprovado pela Camara de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP de Botucatu.

2. Drogas utilizadas

= Fipronil: Frontline® (Merial Satde Animal Ltda — S&o0 Paulo, Brasil);

— Diazepam: Dienpax® - ampolas medicamentosas contendo diazepam
10mg/2mL (Sanofi-Syntelabo).

= Flumazenil (Roche Diagnostics GmbH — Rio de Janeiro, Brasil) — Lote
BS9911SA01.

3. Procedimento Experimental

3.1. Experimento piloto: obtencdo da dose de fipronil e o tempo esperado para
0 aparecimento de efeito a serem utilizados nos experimentos. Para encontrar
a dose ideal para ser utilizada neste trabalho, realizou-se um experimento
piloto baseando-se no trabalho de OHI et al. (2004), os quais utilizaram o
fipronil nas doses de 70, 140 e 280 mg/kg e observaram que nestas doses 0
mesmo provocava efeitos reprodutivos adversos. Estas trés doses foram
testadas em grupos de 10 animais cada uma comparando-se com um grupo
controle, também de 10 animais. A maior dose que causou efeito
comportamental nos animais foi a de 280 mg/kg e esta foi a dose escolhida

para ser utilizada nos experimentos.



Trinta animais foram divididos em 3 grupos (n=10) e foram testados os tempos
de 1, 2 e 4 horas apods a aplicacao topica do fipronil, para o aparecimento de
efeito sobre o comportamento. Escolheu-se o tempo de 3,5 horas.

3.2. Grupos de tratamento (N=15): experimento para testar a influéncia do

diazepam e do flumazenil sobre os efeitos comportamentais do fipronil:

- Controle (CT): os animais receberam apenas manipulacdo de forma idéntica
aos tratados, administrando-se topicamente numa Unica vez sobre o seu dorso,

apenas 0leo de milho (0,3ml).

- Grupo fipronil (F): os animais receberam fipronil na dose de 280 mg/kg,

aplicado topicamente, sobre o seu dorso (0,25 — 0,3ml)

- Grupo fipronil mais diazepam (F+DZ): os animais receberam fipronil na dose
de 280 mg/kg, aplicado topicamente sobre o seu dorso. Apdés 3 horas da
aplicacao de fipronil, foi administrado diazepam, na dose de 5 mg/kg, por via

intraperitoneal (ip).

- Grupo fipronil mais flumazenil (F+FZ): os animais receberam fipronil na dose
de 280 mg/kg, aplicado topicamente, sobre o seu dorso. Apds 3 horas da
aplicacao de fipronil foi administrado flumazenil, na dose de 4 mg/kg, por via
intraperitoneal (ip).

Ap6s 3 horas da aplicacdo do 6leo de milho ou do fipronil e ap6s 30 minutos da
aplicacdo do diazepam ou do flumazenil, o comportamento dos animais de
todos os grupos de tratamento foi avaliado em Arena de Campo Aberto e

Labirinto em Cruz Elevado.
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Figura 4 - Esquema do protocolo experimental para administragéo dos agentes

quimicos.

3.3. Avaliagdo Neurocomportamental

3.3.1. Arena de Campo Aberto: a atividade geral dos animais foi avaliada por
meio de observacdo direta em arena de campo aberto, construida conforme
especificacdbes modificadas por Broadhurst (1960). Para as observacdes
comportamentais, os animais foram colocados no centro da arena e, durante 3
minutos, foram registrados os parametros descritos a seguir:

Congelamento: tempo, em segundos, em que 0 animal permanece em
imobilidade ténica, geralmente com o ventre rente ao chdo, os olhos bem
abertos e respiracao irregular.

Limpeza: tempo, em segundos, em que 0 animal executa movimentos com as
patas anteriores em direcdo aos pavilhdes auriculares e/ou movimentos de
lamber dirigidos, principalmente, as por¢des laterais do corpo e regido genital;
Locomocao: numero de vezes em que o animal adentra com as quatro patas
em uma das divisdes da arena;

Levantar: numero de vezes em que o animal se coloca sobre as patas
traseiras, com o tronco perpendicular a arena, tendo a cabeca dirigida para

cima e, tocando ou ndo com as patas anteriores, as paredes do campo aberto;



3.3.2. Labirinto em Cruz Elevado: este teste comportamental foi descrito por
Pellow e Chopin (1985), e convalidado por Pellow e File (1986), para o estudo
de drogas ansioliticas e ansiogénicas em ratos. Este teste fundamenta-se na
aversao dos roedores a espacos abertos e altos, o que acarreta estimulacao
tanto dos centros do medo como da exploragao, sendo interpretado como
indutor da ansiedade. O aparelho consiste em um labirinto em cruz, com dois
bracos fechados (50x10x40 cm), e este elevado a 50 cm do ch&ao. Os animais
foram colocados no espaco central do labirinto com a cabeca voltada para o
espaco aberto e serdo registrados o nimero de vezes e o tempo em segundos
em que o animal entra e permanece nos bracos abertos e fechados, a cada

minuto, durante 5 minutos.

O indice de ansiedade corresponde a razdo entre o numero de entradas
nos bracos abertos e o nimero total de entradas. Este indice é diretamente
proporcional ao efeito ansiolitico do animal (PELLOW e CHOPIN, 1985).

Ao final de cada sessao, na arena e no labirinto, os aparelhos foram limpos

com alcool etilico 5%, v/v para disfarcar o cheiro do animal anterior.

4. Andlise Estatistica dos Resultados

Os resultados experimentais obtidos em cada grupo de tratamento foram
comparados estatisticamente por meio do programa INSTAT 3.0 (GraghPad
Software) utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) complementada, a
posteriori, com o teste de Tukey-Kramer sempre que encontrado p<0,05
(SNEDECOR e COCHRAN, 1980). Os grupos controle e fipronil foram
comparados, em separado, com fipronil mais diazepam ou fipronil mais

flumazenil.

Os resultados dos grupos F+DZ e F+FZ nédo foram comparados entre si.



V — RESULTADOS
A tabela 1 e os graficos de 1 a 4, contém os resultados da avaliacdo
comportamental realizada em Arena e Campo Aberto.

Tabela 1 — Resultados da avaliacdo comportamental realizada em Arena de
Campo Aberto em animais controle e recebendo fipronil, fipronil mais diazepam

e fipronil mais flumazenil.

Comportamento Grupos Experimentais
Controle Fipronil Fipronil + Fipronil +
Diazepam | Flumazenil
Congelamento 2,79 4,34 15,29 * 1,37
(s) +1,24 +1,31 11,72 ** +0,52
Limpeza 6,69 13,06 * 0,53 * 21,74 *
(s) +0,60 +3,14 10,09 ** 12,34 **
Locomocéao (n°.) 52,15 49,50 28,16 * 48,10
+2,47 +3,16 15,91 ** +3,54
Levantar 1,62 7,07 * 3,20 ** 12,27 *
(n°) +0,31 +0,74 +0,84 +0,82 **

Os valores representam a Média = Erro Padrdo da Média. *p<0,05 do Controle

**p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).



Grafico 1 - Comportamento de congelamento em ratos controles agudamente

ao fipronil, fipronil mais diazepam e fipronil mais flumazenil (N=15).
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Os valores representam a Média * Erro Padrdo da Média. CT =

Controle F = Fipronil DZ = Diazepam FZ = Flumazenil *p<0,05 do Controle
**p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).

No grafico 1, observa-se que administragdo de fipronil provocou um aumento
(55%), estatisticamente n&o significante, no comportamento de congelamento
dos animais em relacdo ao controle. Administracdo de fipronil mais diazepam
provocou um aumento estatisticamente significante do comportamento de
congelamento, em relagc&o ao controle e em relagéo ao fipronil. A administracéo
de fipronil mais flumazenil provocou uma diminuicdo estatisticamente né&o
significante do comportamento de congelamento, em relacdo ao controle (51%)

e ao fipronil (68%).



Grafico 2 - Comportamento de limpeza em ratos controles e expostos
agudamente ao fipronil, ao fipronil mais diazepam e ao fipronil mais flumazenil
(N=15).
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Os valores representam a Média + Erro Padrdo da Meédia. CT =
Controle F = Fipronil DZ = Diazepam FZ = Flumazenil *p<0,05 do Controle
**p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).

No grafico 2, observa-se que administracdo de fipronil provocou um aumento,
estatisticamente significante, no comportamento de limpeza dos animais em
relacdo ao controle. Administracdo de fipronil mais diazepam provocou uma
diminuicdo estatisticamente significante, no comportamento de limpeza dos
animais em relacdo ao controle e em relagdo ao fipronil. A administracdo de
fipronil mais flumazenil provocou um aumento estatisticamente significante do

comportamento de limpeza em relagéo ao controle e ao fipronil.



Grafico 3 - Comportamento de locomoc¢ao em ratos controles e expostos
agudamente ao fipronil, ao fipronil mais diazepam e ao fipronil mais flumazenil
(N=15).
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Os valores representam a Média + Erro Padrdo da Média. CT =
Controle F = Fipronil DZ = Diazepam FZ = Flumazenil *p<0,05 do
Controle **p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).

No gréfico 3, observa-se que administracdo de fipronil ndo modificou o
comportamento de locomocdo dos animais em relacdo ao controle.
Administracdo de fipronil mais diazepam provocou uma diminuicdo
estatisticamente significante, no comportamento de locomog¢ao dos animais em
relacdo ao controle e em relagcédo ao fipronil. A administracdo de fipronil mais
flumazenil ndo modificou o comportamento de locomoc¢do dos animais em

relacdo ao controle e ao fipronil.



Grafico 4 - Comportamento de levantar em ratos controles e expostos
agudamente ao fipronil, ao fipronil mais diazepam e ao fipronil mais flumazenil
(N=15).
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Os valores representam a Média + Erro Padrdo da Média. CT =
Controle F = Fipronil DZ = Diazepam FZ = Flumazenil *p<0,05 do
Controle **p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).

No gréfico 4, observa-se que administracao de fipronil provocou um aumento,
estatisticamente significante, no comportamento de levantar dos animais em
relacdo ao controle. Administracdo de fipronil mais diazepam provocou um
aumento (98%), estatisticamente nao significante, no comportamento de
levantar dos animais em relacdo ao controle. Administracdo de fipronil mais
diazepan provocou uma diminuicdo, estatisticamente significante, no
comportamento de levantar dos animais em relacdo ao fipronil. A administracao
de fipronil mais flumazenil provocou um aumento estatisticamente significante
do comportamento de locomo¢cao em relacdo ao controle e em relagdo ao

fipronil.



A tabela 2 e os graficos de 5 a 8, contém os resultados da avaliacédo

comportamental realizada no Labirinto em Cruz Elevado.

Tabela 2 — Resultados da avaliagdo comportamental realizada no Labirinto em
Cruz Elevado em animais controle e recebendo fipronil, fipronil mais diazepam

e fipronil mais flumazenil.

Comportamento Grupos Experimentais
Controle Fipronil Fipronil + Fipronil +
Diazepam Flumazenil
Numero de 4,51 3,04 1,27 * 5,25 **
entradas nos +0,61 +0,40 +0,33 ** 0,47
bracos abertos
Numero de 7,76 6,52 1,80 * 8,27
entradas nos +0,73 +0,62 +0,50 ** +0,72
bracos fechados
Tempo de 40,46 44,20 124,61 * 27,21
permanéncia +8,48 +7,90 +32,19 ** +3,25
nos bracos
abertos
Tempo de 177,63 191,15 110,73 ** 241,12
permanéncia +11,64 +15,84 122,29 123,74
nos bragos
fechados

**p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).

Os valores representam a Média *+ Erro Padrao da Média. *p<0,05 do Controle




Grafico 5 - Comportamento da entrada nos bracos abertos em ratos controles e
expostos agudamente ao fipronil, ao fipronil mais diazepam e ao fipronil mais
flumazenil (N=15).
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Os valores representam a Média + Erro Padrdo da Meédia. CT =
Controle F = Fipronil DZ = Diazepam FZ = Flumazenil *p<0,05 do Controle

**p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).

No gréfico 5, observa-se que administragdo de fipronil provocou uma
diminuicdo (33%), estatisticamente ndo significante, no comportamento de
entrada nos bracos abertos dos animais em relacdo ao controle. Administracéo
de fipronil mais diazepam provocou uma diminuicdo estatisticamente
significante, no comportamento de entrada nos bragos abertos dos animais em
relacdo ao controle e em relagédo ao fipronil. A administracdo de fipronil mais
flumazenil provocou um aumento no comportamento de entrada nos bracos
abertos, estatisticamente nédo significante, em relacdo ao controle (16%) e um
aumento, estatisticamente significante, no comportamento de entrada nos

bragos abertos em relag&o ao fipronil.



Grafico 6 - Comportamento da entrada nos bracos fechados em ratos controles
e expostos agudamente ao fipronil, ao fipronil mais diazepam e ao fipronil mais
flumazenil (N=15).
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Os valores representam a Média + Erro Padrdo da Média. CT =
Controle F = Fipronil DZ = Diazepam FZ = Flumazenil *p<0,05 do
Controle **p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).

No grafico 6, observa-se que administracdo de fipronil provocou uma
diminuicdo (16%), estatisticamente ndo significante, no comportamento de
entrada nos bracos fechados em relacdo ao controle. Administracédo de fipronil
mais diazepam provocou uma diminuigdo, estatisticamente significante, no
comportamento de entrada nos bragos fechados em relacdo ao controle e em
relacdo ao fipronil. A administracdo de fipronil mais flumazenil provocou um
aumento (27%), estatisticamente ndo significante, comportamento de entrada

nos bragos fechados em relagéo ao fipronil.



Grafico 7 — Tempo de permanéncia nos bracos abertos em ratos controles e
expostos agudamente ao fipronil, ao fipronil mais diazepam e ao fipronil mais
flumazenil (N=15).
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Os valores representam a Média + Erro Padrdo da Meédia. CT =
Controle F = Fipronil DZ = Diazepam FZ = Flumazenil *p<0,05 do
Controle **p<0,05 do Fipronil (Tukey-Kramer).

No grafico 7, observa-se que administracdo de fipronil ndo modificou o tempo
de permanéncia nos bracos abertos em relagdo ao controle. Administracéo de
fipronil mais diazepam provocou um aumento, estatisticamente significante, no
tempo de permanéncia nos bracos abertos em relagdo ao controle e em
relacdo ao fipronil. A administracao de fipronil mais flumazenil provocou uma
diminuicdo, estatisticamente n&o significante, no tempo de permanéncia nos

bragos fechados em relag&o ao controle (33%) e em relagao ao fipronil (38%).



Grafico 8 — Tempo de permanéncia nos bracos fechados em ratos controles e
expostos agudamente ao fipronil, ao fipronil mais diazepam e ao fipronil mais
flumazenil (N=15).

300
HE
D 200- .
n 1T
Z *%
g 1
£ 100-
|_
O [ [ [ [
CT F F+Dz F+Fz

Os valores representam a Média + Erro Padrdo da Meédia. CT =
Controle F = Fipronil DZ = Diazepam FZ = Flumazenil **p<0,05 do Fipronil
(Tukey-Kramer).

No grafico 8, observa-se que administracao de fipronil ndo modificou o tempo
de permanéncia nos bracos fechados em relagdo ao controle. Administracao de
fipronil mais diazepam provocou uma diminuicdo, estatisticamente nao
significante, no tempo de permanéncia nos bracos fechados em relacdo ao
controle (38%) e uma diminuicdo estatisticamente significante em relacdo ao
fipronil. A administragdo de fipronil mais flumazenil provocou um aumento,
estatisticamente nao significante, no tempo de permanéncia nos bracos

fechados em relac&o ao controle (36%) e em relacéo ao fipronil (26%).



VI - DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que ratos Wistar expostos
agudamente ao fipronil tém alteragcbes comportamentais e que estas alteracdes
podem, em parte, ser mediadas pelo GABA.

Alteracbes do comportamento em animais expostos a um determinado
agente quimico podem servir como indicativo de que a substancia provoca
neurotoxicidade. Comportamento tem sido, por isto, utilizado como um
bioindicador de funcdo (WORMLEY et al., 2004) para estudar efeitos toxicos de

agentes quimicos, como o fipronil, por exemplo.

A importancia de estudos neurocomportamentais reside no fato de que
comportamento € considerado como um produto final funcional de varios
processos sensoriais, motores e integrativos, que ocorrem no sistema nervoso.
Por isso, avaliacdo de alteracdes comportamentais tem sido agora reconhecida
como um indicador padrdo de toxicidade em humanos e animais, expostos
aguda e cronicamente a baixas concentracbes de agentes quimicos
considerados por terem potencial neurotoxicante (CLAUDIO et al., 2000;
WORMLEY et al., 2004).

Nos experimentos desenvolvidos neste trabalho, utilizando a atividade
neurocomportamental para avaliar neurotoxicidade, observaram-se efeitos
importantes de interagdo nos animais expostos ao fipronil e diazepam bem
como fipronil e flumazenil.

O teste de campo aberto € considerado como um indicador do estado
emocional do animal (ARCHER, 1973) e é comumente utilizado para triagem
farmacoldgica de drogas que atuam sobre o sistema nervoso central (EIDMAN
et al., 1990). Neste teste, os comportamentos de locomocao e de levantar séo
considerados, respectivamente, como medidas das atividades locomotora e
exploratoria, enquanto que os de limpeza e de congelamento sé&o
positivamente correlacionados com medo ou emocionalidade (HENDERSON,
1970; ARCHER, 1973; EIDMAN et al, 1990; BARROS et al, 1994;
BHATTACHARYA, 1994).

No presente experimento, as alteragbes observadas nos animais
recebendo fipronil foram: aumento dos comportamentos de congelamento,

limpeza e levantar. Se por um lado apenas o comportamento de levantar foi



estatisticamente significante, por outro lado, ndo se pode desprezar a
significancia biologica do percentual de aumento dos comportamentos de
congelamento e limpeza (55% e 95% respectivamente). Assim, pode-se sugerir
que o fipronil aumenta a emocionalidade e a atividade exploratdria dos animais
sem modificar sua atividade locomotora. Esses resultados contradizem os
resultados de Archer (1973) sugerindo que emocionalidade aumentada poderia
inibir exploragao.

O teste do labirinto em cruz elevado é considerado um indicador do
estado de ansiedade do animal (PELLOW e FILE, 1986) e um niumero maior de
entradas nos bracos fechados juntamente com um tempo maior de
permanéncia nos mesmos refletem um grau de ansiedade elevado nos
animais. Nos experimentos o fipronil diminuiu de forma néo significante as
entradas nos bracos abertos e fechados do labirinto, sem mudar o tempo de
permanéncia em ambos. Isto sugere que o praguicida nao influenciou o estado
de ansiedade dos animais. Por outro lado, a relacdo de entradas
fechado/aberto, foi maior nos animais recebendo o fipronil (Ct=1,72; F=2,14).
Isto parece confirmar a maior atividade exploratéria observada na arena de
campo aberto nos animais recebendo o fipronil.

O diazepam, um farmaco anticonvulsivante do grupo dos
benzodiazepinicos, tem sido utilizado para estudar os efeitos neurotéxicos de
substancias que exercem acao inibitéria sobre o complexo canal ionoforo cloro-
receptor GABAA ligando-se na interface proteina lipideo da membrana do
receptor, levando como consequéncia, a efeitos estimulantes do sistema
nervoso central e convulsdbes (GAMMOM et al.,1981; VALENTINE, 1990).
Como o diazepam exerce uma acdo estimulante sobre a transmisséo
gabaérgica (MOREIRA et al., 2000) e o fipronil bloqueia 0 GABA (HAINZL e
CASIDA, 1996; OZOE et al., 2000; TANG et al., 2004), nossa suposicao era a
de que nos animais experimentais o diazepam fosse capaz de antagonizar 0s
efeitos comportamentais do fipronil, se realmente o GABA estivesse envolvido
no mecanismo de acdo de toxicidade neurocomportamental do praguicida.
Seguindo esta linha de raciocinio, a ac¢do antagonista do diazepam, no
presente experimento, pode ser observada nos comportamentos de limpeza,

levantar e na permanéncia nos bracos fechados.



Considerando que ansiedade pode ser encarada como um componente
do estado emocional (CRAIG et al., 1995), o efeito do diazepam sobre a
alteracdo da ansiedade observada na permanéncia dos animais no braco
fechado do labirinto € consistente com as interagcbes do benzodiazepinico
sobre a emocionalidade dos animais recebendo fipronil, detectada no teste da
arena de campo aberto, por meio dos comportamentos de limpeza e levantar e
reforca a sugestdo do envolvimento do GABA nos efeitos
neurocomportamentais do fipronil.

Do mesmo modo, o flumazenil, um antagonista do GABA (HALL et al.,
2004), também tem sido utilizado para estudar a acdo de drogas sobre a
transmissdo gabaérgica. Utilizando o flumazenil, esperava-se que, ao contrario
do que foi observado anteriormente com o diazepam, nos animais
experimentais o flumazenil fosse capaz de intensificar os efeitos do fipronil, se
realmente o GABA estivesse envolvido no seu mecanismo de acao neurotédxica.
A acdo intensificadora do flumazenil sobre efeitos do fipronil pode ser
observada nos comportamentos de limpeza, levantar e na permanéncia nos
bracos fechados. Isto confirma o que foi observado com o diazepam e também
reforca a sugestdo do envolvimento do GABA nos efeitos
neurocomportamentais do fipronil.

N&o existem dados de literatura sobre influéncia do diazepam ou
flumazenil na acdo neurocomportamental de agentes quimicos do grupo dos
fenilpirazois, do qual o fipronil € integrante. Este fato dificulta a comparacao dos
presentes resultados com os de outros autores, porém, valoriza e atribui a este
estudo um caréter inédito.

Observando as acdes do diazepam e do flumazenil sobre os
comportamentos de congelamento, na arena de campo aberto, e entradas nos
bracos abertos e fechados, no labirinto em cruz elevado, pdde-se notar que
ocorreu o inverso do que se esperaria, quando diazepam e/ou flumazenil foram
administrados conjuntamente com o fipronil, ou seja, o diazepam parece ter
potenciado enquanto o flumazenil parece ter antagonizado o fipronil. Isto
poderia sugerir talvez uma mediacao diferente daquela exercida pelo GABA
nas alteracbes observadas. Serd que, a semelhanca de outros pesticidas

como, por exemplo, os inseticidas organoclorados, o fipronil poderia estar



modificando a extrusao do calcio celular neuronal interferindo com a enzima de

membrana celular, ATPase Ca*Mg’-dependente?



VIl — CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho de pesquisa nos permitem concluir

que:

e Exposicdo aguda ao fipronil na dose de 280mg/kg, promove alteracbes

neurocomportamentais em ratos;
e As alteracbes neurocomportamentais envolvem  componentes
principalmente de medo, emocionalidade e atividade exploratoria dos

animais;

e O diazepam e o flumazenil influenciam determinados comportamentos

alterados pelo fipronil;

e O GABA pode estar envolvido nos efeitos comportamentais do fipronil;

e N&o se exclui outro mecanismo de acao envolvido nos efeitos

comportamentais do fipronil.
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Abstract

The present study investigates diazepam and flumazenil influence on neurobehavioral
effects of exposition to pesticide fipronil (Frontline® Top Spot) in young rats. The
pesticide was topically applied (single dose) to rats receiving concurrent diazepam or
flumazenil administration. Fipronil exposed rats in the open-field (OF) tests showed
increased freezing, grooming, and rearing while elevated plus maze (EPM) tests showed
none significant alterations although seems that fipronil decrease entry in both open and
closed arms. In OF, diazepam intensified fipronil effect on freezing and antagonized on
grooming and rearing while flumazenil antagonized fipronil effect on freezing and
intensified fipronil effect on grooming and rearing. In EPM, diazepam intensified
fipronil effect on entry in both open and closed arms while flumazenil antagonize this
effect. Our studies suggest that fipronil exposition induces behavioral alterations in
young rats correlated with fear; emotionality and exploratory behavior without modify
locomotor activity of animals or anxiety status. The fact of diazepam and flumazenil
influence these alterations suggests GABA mediation on observed fipronil effects but
other mechanism of fipronil neurotoxicity is not discarded.
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1. Introduction

In recent years there is great concern that pesticides and other chemicals substances may
modify the normal functioning of human and wildlife endocrine system. These
hormonally active agents (endocrine disruptor chemicals) may cause a variety of
adverse health effects including developmental, reproductive and behavioral hazards
(Carlos et al., 2004). It has long known that exposure to pesticides can induce
neurotoxicity in rodents, as well as in others species including humans (Ecobichon,
2001).

Fipronil (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl] -4-(1,R,S)-
[(trifluoromethyl)sulfinyl]-1-H-pyrazole-3-carbonitrile) is a highly active, broad
spectrum pesticide from the phenyl pyrazole family, which targets the gamma-amino
butyric acid (GABA) receptor (Hosie et al., 1995; Moffat, 1993; Ratra et al., 2001)
Agriculturally, fipronil has been used on pests of a wide variety of food crops (Ngim
and Crosby, 2001; Scharf and Siegfried, 1999; Wilde et al., 2001). In non-agricultural
applications this pesticide is used to control veterinary pests (Jennings et al., 2002) and
has also been designated by EPA as one of alternatives to the organophosphates (OP)
for termite and fire ant control. Concerns for fipronil effects on public health have been
raised because of the wide range of uses in both, commercially and in home applications

of these pesticides (Jennings et al., 2002; Tingle et al., 2003).

Fipronil is much more toxic toward insects than toward mammals (Cole et al., 1993;
Hainzl and Casida, 1996; Matsuda et al., 2001) being their selectivity due to its greater
potency in blocking insect GABA-gated chloride channels than their mammalian
counterparts (Hainzl and Casida, 1996; Hainzl et al., 1998). The sulfone metabolite, as
well as a photodegradation product, fipronil desulfinyl, have been reported to be more
toxic to insects, mammals, fish and birds than the parent compound itself (Das et al.,
2006).

Although neurotoxicity has been well characterized, and the action mode is available in
mammals, information regarding the potential neurobehavioral effects of this class of
compound is limited and there are only a few data concerning detailed
neurophysiological effects (Fung et al., 2003). Behavioral investigations, however,
might be very important in cases when animals or humans are exposed either to low

doses of chemicals for a long time, or to a single high dose during an accident.



The purpose of the present study was first to elucidate whether fipronil poses behavioral
hazards to male rats acutely exposed by topical administration of a formulated product,
since topical application is the most popular form of therapeutic use of this pesticide. A
sufficient number of well-validate endpoints were investigated in order to provide a
comprehensive risk assessment of the entire central nervous system and the involvement
of GABA.

2. Material and Methods

2.1. Materials

Fipronil (FrontLine® TopSpot™) commercial formulation, containing 10% fipronil was
obtained from Merial Saide Animal Ltda (Sdo Paulo/SP, Brazil). Flumazenil was
obtained from Roche Diagnostics Gmbh - Rio de Janeiro/RJ, Brazil. Diazepam was

purchased of Sanofi/Sintelabo — Sao Paulo/SP, Brazil.

2.2. Animals

Male Wistar rats (40 days old) were obtained from the stock of the Sao Paulo State
University and kept under specific conditions on a constant 12 h light/dark cycle and
controlled temperature (22+2°C). Standard pellet food (BioBase®, Santa Catarina/SC,
Brazil) and tap water were available ad libitum. The Committee of Ethics in
Experimentation Animal (CEEA) of the College of Medicine Veterinary and Zootecnia,

Sao Paulo State University (UNESP of Botucatu), approved the study.

2.3. Treatments

For treatments four experimental groups (N=15) were designed respectively as control
(Ct—corn oil), fipronil (F - fipronil 280 mg/kg), fipronil plus diazepam (F+DZ —
fipronil and after 3 h diazepam i.p., 5 mg/kg), and fipronil plus flumazenil (F+FZ -
fipronil and after 3 h flumazenil i.p., 4 mg/kg). Fipronil and control animals were
exposed as a single topic dose on the cervical region. The dose of 280 mg/kg was chose

to be tested because it has been preconized as sufficient to cause adverse reproductive



effects in Wistar rats (Ohi et al., 2004). Animals were utilized in the behavioral tests 3.5

h after fipronil or 0.5 h after diazepam or flumazenil administration.

2.4. Behavioral tests

Behavioral evaluations of rats were performed using an open field and elevated plus
maze tests in which the animals were tested at one time without previous habituation.
These experimental models were chosen for behavioural evaluation because they are
used to demonstrate drug-induced central nervous system effects (Godinho et al., 2002;
Trombini et al., 2001). One day prior to testing, animals were transferred in their home
cage into a sound-attenuated, temperature-controlled room, illuminated by dim red
lights. The period of behavioral observation was defined between 9 a.m. and 11 p.m. To

prevent observational bias the testers were blind to the exposure group.

2.4.1. Open-field studies

The open field behaviour was assessed using a wood box measuring 97 x 32.5 cm
(diameter x height), similar to that described previously (Broadhurst, 1960). This was
divided into three concentric circles, which were subdivided by painted black lines into
18 similar spaces. For open field observations, each rat was placed in the center of the
arena and for the next 3 minutes was scored on the following parameters: ambulation
frequency (number of floor units entered with the four paws), rearing frequency
(number of times the animals stood on its hind legs), freezing duration (total time the
animal was in a immobile state, often in a crouching posture with wide open eyes and
irregular respiration, after it had remained motionless for at least 1 second), and
grooming duration (total time the animal used to groom). The following grooming
behaviours were considered: forepaw vibration, paw licking, washing of nose, face and
head, body licking, genital grooming, scratching, and head-shaking. The open field was

cleaned with 5% ethanol before each animal was introduced.

2.4.2. Elevated plus maze studies

The elevated plus maze behaviour was conducted as described previously (Pile and File,
1986) and was assessed using an apparatus consisting of two open and two enclosed
arms of equal length and width (50 x 10 cm). The open arms had a 1-cm high Plexiglas

edge while the enclosed arms are not entirely enclosed, but rather have walls that extend



40 cm high. The plus maze was elevated 50 cm above the floor. Each rat was placed in
the center of the elevated plus maze facing one of the open arms, and number of entries
with the four paws, and time spent (seconds) in the open or closed arms were recorded
during a 3-min test period. The elevated plus maze test is based on the principle that
exposure to an elevated and open arm maze leads to an approach conflict that is
considerably stronger than that evoked by exposure to an enclosed maze arm. Thus, the
total entries and time spent in both open and closed arms provides a measure of anxiety
or fear-induced inhibition of normal exploratory activity (Pile and File, 1986). The
elevated plus maze was carefully cleaned with 5% ethanol before each animal was

introduced.

2.5. Statistical Analysis

The different data obtained were analyzed using Instat 3.0 (Graph Pad Software). Data
were compared through one-way analyses of variance (ANOVA) and the Tukey-
Kramer test was used for comparisons between means whenever the test for ANOVA

was significant at P<0.05 (Snedecor and Cochran, 1980).

3. Results

3.1. Fipronil effects

By comparing Ct and F animals, was determined the fipronil effects on the behavior.
Fig. 1-4 shows the data obtained in the OF test. Data and ANOVA statistics revealed
that acute fipronil administration increased significantly grooming (p<0.05) and rearing
(p<0.001) behaviors and non significantly freezing behavior (55%). Locomotor activity
was not modified by the fipronil administration. Fig. 5-8 shows the data obtained in the
EPM. Data and ANOVA statistics revealed that acute fipronil administration provoked
a non significant reduction in the open (33% lower) and closed entry arms (16%
lower).The permanency time in the open and closed arms was not affected by the

fipronil.

3.2. Influence of diazepam on the fipronil effects
Data presented here comparing control and fipronil animals with fipronil and concurrent
diazepam animals. Fig. 1-4 shows, through data and ANOVA, that in the OF, diazepam



enhanced significantly (p<0.001) fipronil effect on freezing behavior and antagonizes
significantly fipronil effect on grooming (p<0.001) and rearing (p<0.001) behaviors. Fig
5-8 shows the data obtained with diazepam in the EPM. Data and ANOVA statistics
indicate that the number of open (p<0.05) and closed (p<0.001) arms entries is
significantly lower in the F+DZ in relation to that the obtained only with fipronil
indicating an enhanced effect by the benzodiazepine. As the locomotion in OF and the
permanence time in open and closed EPM arms had unchanged by the fipronil, the
lowered locomotor activity and the elevated permanence time in open arms and the
decreased permanence time in closed arms in F+DZ animals is probably the self

diazepam effect expression.

3.3. Influence of flumazenil on the fipronil effects

Data presented here comparing control and fipronil animals with fipronil and concurrent
flumazenil animals. Fig. 1-4 shows, through data and ANOVA, that in the OF,
flumazenil antagonize not significantly the fipronil effect on freezing behavior (68%)
and enhanced significantly the fipronil effect on grooming (p<0.05) and rearing
(p<0.001) behaviors. On locomotion flumazenil presented none effect. Fig 5-8 shows
the data obtained with flumazenil in the EPM. Data and ANOVA statistics indicate that
the number of open arms entries in the F+FZ group was significantly higher (p<0.01)
that the obtained only with fipronil indicating an inverse effect. The closed arms entries

and the open and closed arms permanence time were not modified by the flumazenil.

4. Discussion

The present study demonstrates that male Wistar rats acutely exposed to fipronil had
behavioral alterations, parts of which are influenced by diazepam and flumazenil

suggesting the involvement of GABA in these alterations.

In the present study, animals receiving fipronil presented increased freezing, grooming
and rearing suggesting that the insecticide increases emotionality and exploratory
activities without modify locomotor activity however locomotion also be related to
exploration (Archer, 1973). The test of open field is considered as an indicator of the
emotional state of the animal and is commonly used for pharmacological selection of

drugs that act on the central nervous system (Eidman et al., 1990). In this test the



locomotion and rearing are considered respectively as measure of locomotor and
exploratory activities, while that grooming and freezing are positively correlated with
fear or emotionality (Archer, 1973; Barros et al., 1994; Bhattacharya, 1994; Eidman et
al., 1990; Henderson, 1970).

Observations presented by Archer (1973) suggest that increased emocionalidade could
inhibit exploration. The data obtained in the OF test suggesting increased emotionality
in animals fipronil exposed contradict, in part, the observed by Archer since that
locomotor activity was not affected while rearing was increased by fipronil
administration. These data indicating dissociation between these two behaviors in
animals exposed to insecticide are contrary with results of others authors that reports
ambulation and rearing as positively correlated behaviors (Moreira, 1996, Satinder,
1968 ).

The test of the EPM is considered an indicator of the animal anxiety state (Pellow and
File, 1986) and a higher entry number in the closed arms together with an elevated
permanence time reflect both a increased degree of anxiety in the animals. In the EPM
test fipronil reduced not significantly the open (32%) and closed (15%) arms entry,
without changing the permanence time in both. This result suggests that the insecticide
did not influence the anxiety state the animals. For another side, the relation between
closed/opened entries was higher in the animals receiving the fipronil (Ct=1.72;
F=2.14). This seems to confirm the highest exploratory activity of animals observed
through rearing behavior in OF after fipronil exposition and reinforce the suggestion of
a dissociation status between locomotion and rearing behaviors. However anxiety can
be considered as a component of the emotional state (Craig et al., 1995), in present
experiments fipronil was capable of affect emotionality without provoke interference in

the animal’s anxiety.

Diazepam, a pharmacological anticonvulsant pertaining to the benzodiazepines group,
has been used to study neurotoxicity by substances which exert inhibitory action on the
complex canal ionophore chlorine-receptor GABAA leaguing in the lipid protein
interface of the receptor membrane, leading as consequence, to stimulants effects on
central nervous system and producing convulsions (Gammom et al., 1981; Valentine,
1990).



As diazepam exerts a agonista action on the gabaergic transmission (Moreira et al.,
2000) and the fipronil blocks the GABA (Hainzl and Casida, 1996; Ozoe et al., 2000;
Tang et al., 2004), our assumption was that in the experimental animals diazepam might
be capable to antagonize the fipronil behavioral effect if really GABA it he was
involved in the action mechanism of insecticide neurobehavioral toxicity. In the present
experiments the antagonistic diazepam action could be observed only in grooming and
rearing behaviors. These observations might be indicative of a fipronil gabaergic effect
on these behavioral alterations.

The permanence time in the EPM of animals that receive fipronil plus diazepam was
higher in open arms (Fig 7) and lower in closed arms (fig 8), in comparison to which
animals that receive only fipronil. Considering that anxiety to look as an emotional state
component (Craig et al., 1995), these results is consistent with alterations of
benzodiazepine on emotionality of animals fipronil exposed, detected in the OF test,
through grooming and rearing behaviors, This observation strengths the suggestion of
GABA involvement on behavioral effects of fipronil.

The GABA antagonist flumazenil also has been utilized to study the action of drugs that
act on the gabaergic transmission (Hall et al., 2004). Their utilization on the present
experiments was based in the fact that flumazenil might be capable of intensify the
fipronil effect if GABA really it he was involved in its mechanism of behavioral
toxicity. In fact an intensifier action of the fipronil effect, due flumazenil concurrent
administration, could be observed in grooming and rearing behaviors assessed in Of.
This confirms what it was observed with diazepan and also it strengthens the suggestion
of a GABA involvement in the fipronil neurobehavioral effect.

Various authors had been demonstrated experimental behavioral alterations in animals
exposed acutely or chronically to chemical agents type insecticide, however the lack of
studies relating influence of diazepam or flumazenil in the neurobehavioral action of the
chemical agents phenylpyrazoles derived of which fipronil is integrant, difficult a data
comparison but enhances the importance of the present data.

A relevant aspect that deserves be cited is the results obtained with freezing behavior in
OF test (Figure 1) and with open entry arms behavior in EPM test (Figure 5). In animals
fipronil exposed and receiving concurrent diazepam or flumazenil administration was
observed that occurs the inverse of the expected effect since that diazepam raise to a
power and flumazenil antagonized the fipronil effects. Perhaps these results indicate a



different mediation mechanism of that one exerted by GABA it in the observed
alterations.

Concluding, the results obtained in the present experiments to allow that fipronil
provoke behavioral effects in young rats and that GABA is involved in these effects,
although is not possible exclude other additional action mechanism for the observed

effects.
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Fig. 1. Freezing behavior in rats (N=15) receiving acute control (Ct), fipronil (F),
fipronil plus diazepam (F + DZ), and fipronil plus flumazenil (F +FZ) administration.

Values represent the mean + S.E.M. *p< 0.001 of control ** p< 0.001 of fipronil
(Tukey-Kramer).
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Fig. 2. Grooming behavior in rats (N=15) receiving acute control (Ct), fipronil (F),
fipronil plus diazepam (F + DZ), and fipronil plus flumazenil (F +FZ) administration.
Values represent the mean + S.E.M. *p< 0.01 of control ** p< 0.05-0.001 of fipronil
(Tukey-Kramer).
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Fig. 3. Locomotor activity behavior in rats (N=15) receiving acute control (Ct), fipronil
(F), fipronil plus diazepam (F + DZ), and fipronil plus flumazenil (F +FZ)
administration. Values represent the mean £ S.E.M. *p< 0.05 of control ** p< 0.05 of

fipronil (Tukey-Kramer).
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Fig. 4. Rearing behavior in rats (N=15) receiving acute control (Ct), fipronil (F), fipronil
plus diazepam (F + DZ), and fipronil plus flumazenil (F +FZ) administration. Values
represent the mean + S.E.M. *p< 0.001 of control ** p< 0.05-0.001 of fipronil
(Tukey-Kramer).
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Fig. 5. Open entry arms behavior in rats (N=15) receiving acute control (Ct), fipronil
(F), fipronil plus diazepam (F + DZ), and fipronil plus flumazenil (F +FZ)
administration. Values represent the mean £ S.E.M. *p< 0.01 of control ** p< 0.05 of

fipronil (Tukey-Kramer).
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Fig. 6. Closed entry arms behavior in rats (N=15) receiving acute control (Ct), fipronil
(F), fipronil plus diazepam (F + DZ), and fipronil plus flumazenil (F +FZ)
administration. Values represent the mean = S.E.M. *p< 0.001 of control ** p< 0.001

of fipronil (Tukey-Kramer).
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Fig. 7. Permanency time behavior in open arms in rats (N=15) receiving acute control
(Ct), fipronil (F), fipronil plus diazepam (F + DZ), and fipronil plus flumazenil (F +F2Z)
administration. Values represent the mean £ S.E.M. *p< 0.01 of control ** p< 0.001
of fipronil (Tukey-Kramer).
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Fig. 8. Permanency time behavior in closed arms in rats (N=15) receiving acute control
(Ct), fipronil (F), fipronil plus diazepam (F + DZ), and fipronil plus flumazenil (F +FZ)
administration. Values represent the mean £ S.E.M. *p< 0.05 of control ** p< 0.05 of
fipronil (Tukey-Kramer).
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