AVA
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Jodo Leandro Chaguri

Efeitos da exposicao ao pesticida fipronil nas alteracoes

pressoricas em ratos acordados

Botucatu

2016



AV
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A
u nesp Y& «40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Efeitos da exposicao ao pesticida fipronil nas alteracoes

pressoricas em ratos acordados

Aluno: Jodo Leandro Chaguri
Orientador: Prof. Dr. Carlos Alan Candido Dias Junior

Co-orientador: Prof. Dr. Antonio Francisco Godinho

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu, Unesp, para
a obtencdo do titulo de Mestre em
Farmacologia e Biotecnologia.

Botucatu

2016



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELR SEGAO TEC.
DIVISAQ TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO

TRATAMENTO DA INFORM.
DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIZA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 3/5651

Chaguri, Jo&c Leandro.

Efeitos da exposigédo aoc pesticida fipronil nas alteracgdes
pressoéricas em ratos ac ados / Jo&c Leandro Chaguri. -
Botucatu, 201¢é

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Institutc de Bicciéncias de
Botucatu

Orientador: Carlos Alan Candido Dias Junior

Coorientador: Antonioc Francisco Godinho

Capes: 21007004

1. Pesticidas - Efeito fisiolégico. 2. Exposigdo a
praguicidas. 3. Biomarcadores farmacoldgicos. 4. Toxicidade
- Testes. 5. Pressdo arterial - Regulagdo. 6. Hipertenséo.
7. Pressdo Sanguinea.

Palavras-chave: Biomarcadores; Fipronil; Praguicida;
Toxicidade cardiovascular.




Quanto- ao-resto; sabemos que e todas as coisas Deus intervém
para o-benv daqueles que o- amam; daqueles que séo- chaumados
segundo- o- sew designio-

(Romonos 8,28)



Dedico este trabalho ao grande amor de minha
vida, minha esposa Alba, que tem sido a
grande companheira e incentivadora nesta
jornada e as minhas filhas-princesas Giovanna

Maria e Maria Clara.



Agradecimentos

A Deus que, em sua Infinita Bondade, providenciou todas as coisas para que este trabalho fosse
feito. Sem o Senhor eu nada seria.

Aos meus orientadores Carlos Alan Candido Dias Junior e Antonio Francisco Godinho, que
sempre acreditaram em minha capacidade e foram incentivadores deste processo. Obrigado pela paciéncia
e pela amizade. Aprendi e aprendo muito com vocés.

Aos companheiros de pés-graduacdo Fabio Anselmo, Victor Hugo Gongalves Rizzi, Regina
Aparecida do Nascimento, Daniel Franca Horta e José Sérgio Possomato Vieira, pela ajuda e pela

amizade. Caminhar com vocés fez este percurso tornar-se menos pesado.
Ao Hélio Kushima pela ajuda nas analises realizadas.

Aos amigos e companheiros do CEATOX, Alaor Aparecido Almeida, Antonio Francisco
Godinho, Fabio lachel da Silva, Josie Michelle Juvencio, Julliano da Silva Otoni, Rita de Céssia

Ferrari, Sarah Setznagl e Valéria Cristina Sandrim, pelo apoio e compreensao.

Aos amigos, professores, funcionarios e alunos da Faculdade Sudoeste Paulista — FSP. Com

voceés tenho aprendido cada vez mais a arte de ensinar.

Aos alunos de Iniciacdo Cientifica Kaio Henrique Luizetti, Bruna Bengosi Lopes, Fernando
Gamaliel Theodoro da Silva, Taina Mazetto, Caique Faria, Faber Machado. A colaboracdo de vocés

neste processo jamais sera esquecida.

Aos meus irmaos do Grupo de Oragdo Oasis e da Renovacdo Carismética Catdlica. Suas

oracBes e a convivéncia em comunidade me sustentam.

Ao amigo-irmdo Wedson Maria Costa Junior. Amizade que surgiu de uma forma inesperada e

tem sido uma grande escola para mim.

Aos meus pais, Jairo Chaguri Filho e Santina Aparecida Caprioli Chaguri, e meu irméo
Rodrigo Chaguri que ha muito tempo ajudaram a dar o pontapé inicial nesta jornada. VVocés foram e sdo
fundamentais.

A minha esposa Alba Nascimento de Oliveira Chaguri e minhas princesas Giovanna Maria
de Oliveira Chaguri e Maria Clara de Oliveira Chaguri, que souberam entender as auséncias e todo o
estresse vividos nestes tempos. VVocés sdo e sempre serdo o porto para onde volto e renovo minhas forcas,

onde posso ser eu mesmo, amando e sendo amado. Amo vocés!!!



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1 — Formula estrutural do fipronil ... e 11
Figura 2 — Vias de Degradagéo do Fipronil no meio ambiente .............cccooevireiinnnnnns 15
Figura 3 — Presséo arterial aumentada apds exposicao ao fipronil ..........cccoevrennee, 26

Tabela 1 — Classificagdo Toxicologica dos AGrotOXiCOS .........ccoeerereeirsierieieserie e 13



LISTA DE ABREVIAURAS E SIGLAS

ABIQUIM - Associagdo Brasileira da Inddstria Quimica
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CEATOX - Centro de Assisténcia Toxicologica

CLso - Concentracdo Letal média

CYP - Citocromo P450

DDT - Diclorodifeniltricloroetano

DLso - Dose Letal Mediana

EPA - Agéncia de Prote¢cdo Ambiental

FIOCRUZ - Fundagdo Oswaldo Cruz

GABA - Gamma-AminoButyric Acid ou Acido Gama Aminobutirico
INCA - Instituto Nacional do Céancer

SNC - Sistema Nervoso Central

TY2 - tempo de Meia Vida

T4 - Tiroxina

TSH - Hormonio Estimulante da Tiredide



Resuwmor

RESUMO

O fipronil é um inseticida fenilpirazol amplamente utilizado na Medicina Veterinaria, na
agricultura e domesticamente para o controle de pragas. O mecanismo responsavel pela
sua acdo toxica consiste na inibicdo seletiva dos receptores do &cido gama amino
butirico GABA associado a canais de cloreto. Estudos recentes mostram que fipronil
afeta organismos ndo-alvo, incluindo populagbes de espécies ambiental e,
potencialmente, os seres humanos. O presente estudo verificou se a exposicédo a fipronil
afeta a pressdo arterial sistolica e biomarcadores relacionados. Assim, fipronil foi
administrado oralmente a ratos (30 mg / kg / dia) durante 15 dias (grupo Fipronil) ou
solucdo fisioldgica (grupo controle). Fipronil aumentou significativamente a presséo
arterial sistolica (158 + 13 mmHg), em relagdo ao grupo controle (127 + 3 mmHg).
Significativamente, niveis mais elevados de fipronil no plasma foram observados no
grupo Fipronil (0,46 + 0.09ug / mL contra 0,17 = 0.11pg / mL no grupo de controle). O
grupo exposto ao Fipronil apresentou ganho de peso menor em comparagdo com 0 grupo
controle. Enquanto o fipronil resultou hum aumento das concentracGes de endotelina-1,
a reducdo da capacidade antioxidante e niveis menores de metaloproteinase de matriz 2
(MMP-2) e Nitrito/Nitrato em relacdo ao grupo controle, ndo foram observadas
alteracbes em marcadores sericos renal e hepaticos. Portanto, este estudo sugere que o
fipronil provoca hipertensdo e a endotelina-1 desempenha um papel importante. Além
disso, estes resultados sugerem que as reducbes de tanto a MMP-2 e NO podem

contribuir com a elevacédo da pressdo sanguinea sistélica observada com fipronil.

Palavras-chave: fipronil, toxicidade cardiovascular, praguicida, biomarcadores.
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Prélogo

PROLOGO

Esta dissertacdo sera apresentada na forma de uma introdugdo consistindo em
uma revisdo sobre o Fipronil e seus aspectos toxicologicos, seguida pelo manuscrito
referente a dissertacdo, publicado em margo de 2016 Environmental Toxicology and

Pharmacology conforme normas desta revista.



Introducdio-

INTRODUCAO

Nos ultimos anos hd uma crescente preocupacao de que os praguicidas e outras
substancias quimicas podem modificar a fungdo enddcrina normal de seres humanos e
animais selvagens. Praguicidas hormonalmente ativos (também conhecido como
desreguladores enddcrinos) podem causar uma variedade de efeitos adversos, incluindo
0s riscos de desenvolvimento, reprodutivos e comportamentais. Sabe-se que a exposi¢do
de roedores e outros mamiferos, incluindo seres humanos, aos praguicidas pode gerar
efeitos de toxicidade (TERCARIOL; GODINHO, 2011).

Os praguicidas estdo entre os mais importantes fatores de risco para a satde dos
trabalhadores rurais e para 0 meio ambiente. Utilizados em grande escala por varios
setores produtivos e mais intensamente pelo setor agropecuério, tratamentos de
madeiras para construcdo, industria moveleira, armazenamento de gréos e sementes,
combate as endemias e epidemias. Enfim, as utilidades desses produtos excedem em
muito o que comumente se conhece (SILVA et al., 2006).

Comecou-se a discutir os impactos ambientais e a salde devido ao uso
indiscriminado de praguicidas na década de 1960, o que culminou na proibi¢do do uso
do diclorodifeniltricloroetano (DDT) nos EUA pela Agéncia de Protecdo Ambiental
(EPA). (MURRAY; TAYLOR, 2000). Foi criado em 1986 o Cddigo Internacional de
Conduta para Distribuicdo e Uso de Agrotoxicos, estabelecendo-se padrdes de conduta
para 0 comércio e uso seguro e eficiente dos agrotoxicos, mas a fiscalizacéo e vigilancia
do comércio destes produtos ainda sdo ineficientes (ABREU; ALONZO, 2014).

Em 2013, a Associacdo Brasileira da Industria Quimica (Abiquim) divulgou um
aumento de 10,3% nas vendas de agrotoxicos no Brasil, atingindo movimentacdo de
US$ 9,4 bilhdes em 2012, ante US$ 8,5 bilhdes em 2011 (ABIQUIM, 2013). Nos
altimos 12 anos, o mercado brasileiro de agrotoxicos cresceu 190%, tornando o Pais,
desde 2008, o maior consumidor dessas substancias no mundo (CARNEIRO et al. 2012;
RIGOTTO et al. 2012; ANVISA, 2009). O recorde de consumo de agrotdxicos e o
contexto atual quimico-dependente de producdo de alimentos sdo reflexos da
"modernizacdo do campo" adotada pelo governo brasileiro, a partir da década de 1960,
que modificou as praticas agricolas no Pais (JACOBSON et al., 2009).

O Instituto Nacional do Céancer (Inca), em abril de 2015, divulgou documento no
qual afirma que o Brasil tem um consumo médio mensal de 5,2 quilos de veneno

agricola por habitante. Este instituto se posicionou contra as atuais praticas de uso de
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Introducdio-

praguicidas e ressaltou o0s riscos da exposicdo cronica, gerando infertilidade,
impoténcia, abortos, malformacgdes, neurotoxicidade, desregulacdo hormonal, efeitos
sobre o sistema imunoldgico e cancer (INCA, 2015)

Os problemas relacionados com o uso de praguicidas tém levado a uma
crescente inquietacdo por parte dos 6rgdos responsaveis que atuam com o objetivo de se
obter boas praticas de utilizagdo destas substancias. Principalmente porque os paises
que mais utilizam estes compostos nas culturas agricolas dispem de recursos humanos
pouco treinados, pouca ou nenhuma infra-estrutura para fiscalizacdo ou formacao
adequada e populacdes altamente suscetiveis com elevadas taxas de analfabetismo e
precéarias condicdes de saide (WESSELING et al., 2005).

FIPRONIL

O Fipronil (C12H4CIlFgN4OS, cujo nome quimico é 5-amino-1-[2,6-dicloro-4-
(trifluormetil) fenil]-4-[(trifluorometil) sulfinil]-1H-pirazol-3-carbonitrila — Figura 1)
(CONNELLY, 2001) é um pesticida derivado quimicamente da familia do fenilpirazol,
considerado de segunda geracgdo, altamente ativo e de amplo espectro (WILDE et al.,
2001), sendo descoberto por Rhone Poulenc Agro em 1987, introduzido no mercado em
1993 e registrado como um pesticida nos Estados Unidos da América em 1996
(CONNELLY, 2001; GUNASEKARA et al., 2007). O fipronil foi o primeiro inseticida
deste grupo utilizado para o controle de pragas (IKEDA et al., 2001).

Cl
N CN
O N g e
S
Cl b
NH2 CF3

Fig. 1 — Formula estrutural do fipronil
Fonte: TINGLE et al., 2003

E um desregulador do sitema nervoso similar em toxicidade para organoclorados
classicos, tais como dieldrin e endosulfan, mas com cerca de 500 vezes maior
toxicidade seletiva para insetos e baixa toxicidade para mamiferos (GRANT et al.,
1998; RATRA; CASSIDA, 2001).
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Comercialmente pode ser encontrado com vérios nomes como: lcon®, Regent®,
Ascend®, Chipco®, Adonis®, Frontline®.

E classificado toxicologicamente como moderadamente toxico para ratos e
camundongos (HAINZL; CASIDA, 1996). A DLs, oral para ratos € 97mg/kg, sendo
considerado toxico para os mamiferos através da ingestdo. E levemente toxico por via
dérmica para ratos, com uma DLsp maior que 2000mg/kg (CONNELLY, 2001).

O fipronil, em sua forma pura, € um p6 branco, com massa molar de 437 g mol-1
(TINGLE et al., 2003; AMARAL, 2012) com odor de bolor (TINGLE et al., 2003).
Apresenta ponto de fusdo de 195,5 a 203°C, sua solubilidade de 0,0024 g L-1 em &gua
no pH 5,0 e 0,0022 g L-1 no pH 9,0, sendo altamente solivel em solventes orgéanicos
(545,9 g L-1 em acetona) (AMARAL, 2012).

O fipronil é conhecido em mais de 70 paises e utilizado em mais de 100
diferentes tipos de culturas para o controle de pestes (ZHAO; SALGADO, 2010;
AMARAL, 2012). Foi introduzido na Europa e nos Estados Unidos em meados de 1990
(LI; AKK, 2008) e autorizado para comercializagdo na Franca em 1994 (BICHON et al.,
2008), porém, por causa de sua possivel implicacdo na mortalidade de abelhas, desde
2004, a sua utilizacdo como produto fitossanitario foi suspensa neste pais (OLIVEIRA,
2010). Nos Estados Unidos, o fipronil ndo € registrado para uso na agricultura no estado
da California (GUNASEKARA et al., 2007). Também teve seu uso proibido nos demais
paises da Europa pelo alto grau de toxicidade, comprovado pelos problemas sérios
registrados em organismos expostos (OLIVEIRA, 2010). No entanto, em alguns paises
ndo europeus, continua a ser um dos ectoparasiticidas mais utilizados para animais de
estimacgé@o na medicina veterinaria (LACROIX et al., 2010; ZHAO; SALGADO, 2010).

Em medicina veterinaria o fipronil tem sido amplamente utilizado para o
controle de pulgas, carrapatos e piolhos mastigadores de bovinos, cdes e gatos. Em
agricultura este agente é usado como inseticida, formicida e cupinicida em culturas de
algoddo, arroz, batata, cevada, feijdo, soja, milho, cana-de-agUcar, trigo e pastagens
(HAINZL; CASIDA, 1996; MOHAMED et al., 2004; SZEGEDI et al., 2005; WILDE et
al., 20001). E eficaz para o controle de cupins e gafanhotos, tanto na fase de larva como
em estagio adulto (CONNELLY, 2001), bem como insetos resistentes aos inseticidas:
piretroides, organofosforados, e carbamato (CONNELLY, 2001; GUNASEKARA et
al., 2007).

Segundo monografia publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, o

fipronil pode também ser utilizado como produto domissanitario no controle de
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Introducdio-

formigas em apresentacfes de isca granulada ou po seco, para produtos de venda livre
para jardinagem amadora. Pode ser utilizado também como preservante de madeira
(ANVISA, 2012).

Na agricultura pode ser empregado em aplicagdo no solo nas culturas de batata,
cana-de-acucar e milho. Aplicacdo foliar nas culturas do algoddo, arroz, eucalipto e
soja. Aplicacdo em sementes de algoddo, amendoim, arroz, cevada, feijdo, milho,
pastagens, sorgo, soja e trigo. Aplicacdo foliar em mudas de eucalipto. Aplicagéo no
controle de formigas e cupins, e aplicacdo na &gua de irrigacdo para o arroz irrigado
(ANVISA, 2012).

No Brasil o fipronil esta na categoria de classificacdo toxicoldgica classe Il -
altamente toxico (Tabela 1) (ANVISA, 2012).

TABELA 1. Classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos

Classe Toxicologica Toxicidade

I Extremamente toxico
[l Altamente toxico

Il Mediamente toxico
v Pouco téxico

Fonte: BRAIBANTE e ZAPPE, 2012.

O fipronil é frequentemente aprensentado como isca de inseto, spray para pets e
como produtos granulados para gramados, incluindo também liquidos, pds e granulos e
microganulos dispersiveis em agua (TINGLE et al., 2003)

Estudos crénicos com alimentacdo incluindo fipronil para ratos mostraram que
ocorrem: ansiedade, diminuicdo do ganho de peso, diminuicdo do consumo alimentar e
da eficiéncia na conversao alimentar, diminuicdo dos valores hematoldgicos, alteracdes
de parametros sanguineos (colesterol, célcio e proteina), alteracdes dos horménios da
tiredide, alteracBes na bioquimica da urina, alteracdes grosseiras a necropsia, aumento
do peso do figado e tireoide e efeitos renais (U.S. EPA, 1996).

Além deste efeito, o fipronil também provoca efeitos de toxicidade reprodutiva
(U.S.EPA, 1996), hepatotoxicidade (SOUSA et al., 1997), alteracbes comportamentais
(TERCARIOL; GODINHO, 2011) e desregulacdo enddcrina (U.S.EPA, 1998).

Foi publicado um caso clinico descrevendo os sintomas induzidos por fipronil

em pacientes, relatando dor de cabeca, nauseas, vertigem e fraqueza (CHODOROWSKI
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e ANAND, 2004). Este relato indica que inseticidas de 2° geracdo também podem
provocar graves efeitos em humanos em casos de exposi¢do prolongada. Embora varias
investigacOes recentes tentem esclarecer a toxicidade neuronal de fipronil em
mamiferos, hd poucos dados acerca de efeitos fisiologicos detalhados (FUNG et al.,
2003).

Um dos grandes problemas observados é a ocorréncia de risco de exposicao
ocupacional para seres humanos quando o fipronil é utilizado, por exemplo, pelo
operador de pulverizacdo. Fipronil é pouco penetrante em pele humana e quando ocorre
é improvavel ser maior que 1% - 3% da dose aplicada. Apesar disto, neste tipo de
ocupacdo, podem ser observados sintomas como reacBes oculares, respiratoria,
gastrointestinal e outras reagdes sistémicas, rapidamente reversiveis. (TINGLE et al.,
2003).

TOXICOCINETICA

Segundo dados da literatura corrente fipronil pode sofrer transformacées
metabolicas e degradacdes abioticas a varios produtos fundamentais (Figura 2) gerando
MB 46513 (fipronil desulfinil) por fotolise, MB 45950 (fipronil sulfeto) por reducéo,
MB 46136 (fipronil sulfona) por oxidacdo e RPA 200766 (fipronil amido) por hidrdlise
(PEI et al., 2004).

n 1
F4CS Ccn F4CS CRH

Ej k;
Ha M . /N . e
2C| M . Reducao Hidrolise na

no solo agua e -
no solo
CFa CFa
MB 45950 §

b, o RPA 200766

Cl

Fipronil-sulfeto T Fipronil-amida
H2N ‘NIN
i - Fotélise
Oxidagéo 1 na agua e
no solo 3 no solo
MB 46030
[n] s . . "
FSB% cn Flpronll Fio o
Hzmm H2N .N/M
Cl Cl cl cl
CF3 CF3
MB 46136 . IVIB_ 46513 .
Fipronil-sulfona Fipronil-desulfinil

Fig. 2 — Vias de Degradacgéo do Fipronil no meio ambiente
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Fonte: PEI et al., 2004

Segundo TINGLE et al. (2003) o principal metabolito, fipronil-desulfinil (MB
46513), é extremamente estavel e € 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 € lenta no solo argiloso, com uma meia vida de 34 dias (BOBE et
al., 1997).

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 estudo com ratos, apds administracdao por via oral, fipronil foi rapidamente
metabolizado e o pico plasmatico foi alcangado 5,5 horas ap0s o tratamento; a meia-
vida de eliminacdo foi de 183 horas em machos e 245 horas em fémeas. O fipronil se
distribuiu por todos os tecidos, com maior predominio no tecido adiposo (MARTINS,
2009). Estudos metabolicos mostraram que havia um potencial maior de bioacumulacao
do produto MB-46513 (fipronil-desulfinil), em tecidos gordurosos (U.S.EPA, 1998).

Em carne bovina, outro estudo mostrou resultados semelhantes confirmando a
lenta depuracdo do fipronil na gordura, resultando em uma acumulagdo leve sob
constante condi¢cdo de pasto. Segundo estes autores, a meia vida do fipronil na gordura
da carne é em torno de 18 dias (TINGLE et al., 2003).

Um estudo com o tratamento por via topica em cdes e gatos detectou fipronil
concentrado em glandulas sebaceas, camadas epiteliais que rodeiam os pelos 2 meses
apos o tratamento, sugerindo a difusdo passiva do fipronil no pelo e pele (JACKSON et
al., 2009

Relativamente, pouco se sabe sobre a capacidade do fipronil ser metabolizado
em vertebrados. Estudos in vivo de mamiferos indicam que a via metabdlica principal
para o fipronil envolve a formacdo oxidativa do metabdlito sulfona (DAS et al., 2006;
CID, 2012). Estudos com microssomas hepaticos humanos e isoformas do citocromo
P450 (CYP) recombinantes demonstraram que a formacdo da sulfona € quase
exclusivamente o resultado da atividade do CYP3A4. Embora limitado, o0 metabolismo
por CYP2C19 também foi relatado. O metabdlito sulfona, assim como produtos da
fotodegradacdo, o fipronil-dessulfinil, foram relatados como sendo mais téxicos para
insetos, mamiferos, peixes e aves do que o préprio composto original (DAS et al., 2006;
CID, 2012). TANG et al. (2004), em seus estudos, concluiram que, o0 CYP3A4 é a
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principal enzima responséavel pelo metabolismo do fipronil. Também constataram que a
principal via metabdlica ocorre por meio da oxidacao do grupo tio éter para a formacéo
do fipronil-sulfona e a enzima responsavel pela oxidac&o é uma isoforma do citocromo
P450. In vitro, fipronil aumenta atividades de CYP1A1 e 3A4 em hepatdcitos humanos.
Em contraste, nenhum efeito claro de fipronil foi evidenciado nas atividades de
microssomas de ratos e coelhos tratados com fipronil (1,2 e 5 mg/kg/d por 4 e 14 dias)
(LEGHAIT et al, 2009). Fipronil é metabolizado, principalmente, em sulfona
(CABONI et al., 2003; SILVA, 2008; MARTINS, 2009; LACROIX et al., 2010),
sulfeto, dessulfinil (CABONI et al., 2003; MARTINS, 2009) e amida por hidrolise
(SILVA, 2008; MARTINS, 2009). Outro metabolito da transformacdo do fipronil
resulta em &cido sulfonico, mas em menor grau (GAUTHIER et al., 2008). A via
predominante do metabolismo do fipronil é a oxidacéo, em sulfona correspondente. Esta
reacdo, principalmente catalisada pelo citocromo P450 isoforma CYP3A4, pode ser
considerada como uma via de bioativagdo uma vez que o metabolito é a sulfona
(CRAVEDI et al., 2013). A sulfona tem seis vezes mais afinidade do que o composto
original para bloquear os receptores GABA no cérebro e vinte vezes maior poténcia em
bloguear os canais de cloreto ativados pelo GABA em mamiferos (JACKSON et al.,
2009; CID, 2012; CRAVEDI et al., 2013) do que nos insetos (JACKSON et al., 2009),
em comparacdo com o fipronil inalterado. Fipronil-sulfona também é suspeito de ser
mais toxico do que o fipronil em diferentes espécies. Além disso, o fipronil-sulfona
persiste no sangue por muito mais tempo que o proprio fipronil (CRAVEDI et al.,
2013). Fipronil-dessulfinil, o primeiro metabolito ambiental (fotodegradagdo) do
fipronil, € 9 a 10 vezes mais ativo sobre os canais de cloro de mamiferos do que o
composto original, reduzindo a seletividade entre os insetos e humanos quando expostos
para este metabolito (JACKSON et al., 2009). Fipronil-dessulfinil apresenta um nivel de
toxicidade para mamiferos 10 vezes superior ao fipronil, aléem de ser extremamente
mais estavel (FERREIRA, 2010; FERREIRA et al., 2011; FERREIRA et al., 2012). O
fipronil é lentamente metabolizado e excretado em ratos (CRAVEDI et al., 2013).

A concentracdo maxima do fipronil no sangue ocorre de 4 a 6 horas apds sua
ingestdo e comeca a declinar lentamente, sendo seu processo de eliminagcdo lento
(AMARAL, 2012). O tempo de meia vida (T%2) longo do fipronil no sangue, de 150 a
245 horas em alguns casos, pode ser atribuido a liberacéo lenta de residuos de gordura e
pode sugerir potencial de bioacumulacdo de produtos metabdlicos do fipronil (TINGLE

et al., 2003; CID, 2012), pois, devido a intensa recirculacdo éntero-hepatica, possui
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elevado tempo de meia-via, tornando-se assim, um fator de acréscimo de sua toxicidade
(SILVA, 2008). Em uma pesquisa com ratos, o fipronil apresentou tempo de meia-vida
em sangue total, apds administracdo oral na dose de 4 mg/Kg, de 6,2 a 8,3 dias
(JACKSON et al., 2009; CID, 2012).

A excrecdo do fipronil e de seus metabolitos é realizada principalmente atraves
das fezes e em menor quantidade através da urina (AMARAL, 2012). Em ratos, a
excrecdo do fipronil ocorre 75 % pelas fezes e 25 % pela urina (TINGLE et al., 2003;
JACKSON et al., 2009; UDO, 2012) tanto para machos, quanto para fémeas (TINGLE
et al., 2003).

MECANISMOS DE TOXICIDADE

Fipronil é uma molécula extremamente ativa e um potente desregulador do
Sistema Nervoso Central (SNC) dos insetos e dos mamiferos. O mecanismo responsavel
pela sua acdo toxica consiste na inibicdo seletiva dos receptores do acido gama-amino
butirico (GABA) associado a canais de cloreto (GARSSADI et al., 1994; ZHAO et al.,
2004; GROSMAN et al., 2006). A molécula de fipronil inibe de forma ndo-competitiva
0 receptor do GABA, fixando-se na porcdo internalizada deste receptor ionotrépico,
inibindo o influxo celular dos ions cloro, anulando assim o efeito neuro-regulador do
GABA (SARTOR; SANTAREM, 2006) e resultando em atividade neural excessiva; o
aumento da atividade neural causa paralisia e, conseqlientemente, a morte do organismo
exposto (MANRIQUE, 2009; ZHAO et al. 2004).

Matsuda et al. (2001) observaram que fipronil possui maior afinidade por
receptores-transmissores de insetos que de mamiferos que resulta em menor toxicidade
em relacdo a outros inseticidas.

Esta seletividade deve-se a elevada capacidade do fipronil de bloquear a
isoforma dos canais de Cl- do receptor GABA de insetos (HAINZL; CASIDA, 1996).
Apesar disso, o fipronil pode ligar-se aos receptores GABAa € GABA: de mamiferos
(IKEDA et al., 2001; RATRA et al., 2002).

Embora o canal ibnico de GABA seja importante na transmissdo nervosa tanto
em vertebrados quanto em invertebrados (GRANT et al., 1990) e fipronil se ligue aos
receptores GABA dos vertebrados, esta ligacdo € menos firme que aquela nos
invertebrados, 0 que teoricamente proporciona a seletividade do fipronil (RHONE-
POULENC, 1995; GRANT et al.,1998).
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O principal mecanismo de acdo da toxicidade de fipronil em humanos, se
expostos, ocorre pelo mesmo principio de agdo toxica observado em insetos, ou seja,
inibicdo no receptor GABA (HAINZL; CASIDA, 1996; OZOE et al., 2000; TANG et
al., 2004), fazendo bloqueio ndo competitivo dos canais de cloro dos neurénios no SNC.

Ha& trés rotas principais de intoxicacdo por fipronil: oral, dérmica e inalacdo
(JENNINGS et al., 2002; FUNG et al., 2003). No primeiro caso, o fipronil parece ndo
representar um agente tdxico grave para os mamiferos; no entanto, qualquer espécie
pode ser afetada se a dose for maior do que a recomendada pelos fabricantes. De acordo
com relatos na literatura, ha casos de intoxicacdo devido a exposicdo acidental ou uso
incorreto do composto (CHODOROWSKI; ANAND, 2004; LEE et al., 2010). Um caso
de intoxicacdo aguda ap0s a ingestdo de uma dose alta de fipronil causou morte humana
(MOHAMED et al., 2004).

O mecanismo de agdo 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 tambéem agem no receptor GABA na
transmissdo nervosa, mas ha diferencas nos sitios de ligacdo entre classes inseticidas
(TINGLE et al., 2003).

ECOTOXICIDADE

A utilizacdo deste inseticida em grandes quantidades pode gerar residuos no
ambiente, principalmente nos recursos hidricos proximos as areas nas quais foi
utilizado. De acordo com Manrique et al. (2013), ndo existem informagdes suficientes
sobre os impactos que este inseticidas e 0s demais agrotoxicos utilizados podem causar
nos sistemas aquaticos.

No ar o fipronil tem pressdo de vapor relativamente baixa, segundo a lei de
Hanry’s (constante), e ndo se volatiliza rapidamente. Em aplicacdes por aspersdo é
provavel que ndo se encontre vapores presentes no ar (BCPC, 1997; U. S. EPA, 1996).

No solo, o valor médio do coeficiente de adsorcdo do fipronil .a matéria organica
do solo (Koc) é 803, que confere ao composto de baixa a moderada adsorcdo por area
de superficie (MEDE RHONE-POULENC AGRICULTURAL LIMITED, 1997; DPR,
2001).

A molécula tem baixa capacidade de dispersdao na terra, mas isto ndo resulta em
baixo potencial para a contaminacdo das aguas subterrdneas (USEPA, 1996; BURR,
1997).
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Em estudo comparativo da adsorcédo do fipronil, em dois tipos de solo no
mediterraneo, foi constatado que a adsorcdo estava diretamente relacionada com a
quantidade de matéria organica presente no solo (BOBE et al., 1997).

No ambiente aquético a solubilidade determinada para o fipronil foi de 2,0 a 2,4
mg.L-1 (USEPA, 1996; KIDD e JAMES, 1991; AYLIFFE, 1998). O fipronil foi
adsorvido rapidamente em sedimento com areia contendo 8% de matéria organica e pH
5,8 (FEUNG e YENNE, 1997). A vida média do fipronil em condicGes aquaticas
aerobias é de aproximadamente 14,5 dias. Nesta condicdo, a maior quantidade de
metabdlito formado é de sulfito, que correspondeu a 74% do residuo total depois de 30
dias (FEUNG e YENNE, 1997).

Connelly (2001) descreveu a transformacdo do fipronil no meio aquético, onde
gera o desulfinil, subproduto com acdo neurotdxica semelhante a molécula original do
fipronil, que mantém a acao tdxica aos organismos expostos.

Em estudos metabdlicos observa-se que ha um potencial de bioacumulagdo do
desulfinil em tecidos gordurosos (DEMCHECK; SKROBIALOWSKI, 2003;
CONNELLY, 2001).

Em estudos de campo e de laboratério em diferentes tipos de solo, sob diversas
condicdes ambientais, foram estabelecidas as rotas de degradacdo do fipronil em &gua e
em solo. O composto pode ser metabolizado via reducdo ao sulfeto, via oxidacdo a
sulfona, e via hidrolise a amida. Em presenca de luz solar, o fipronil é fotodegradado e
forma o desulfinil fipronil (FENET et al., 2001).

Os testes ecotoxicologicos podem ser utilizados como instrumento de predicéo
(ESPINDOLA et al., 2003), antecipacéo e diagnostico de possiveis impactos ecoldgicos
causados pelos compostos toxicos (CALOW, 1993), bem como para classificagéo,

A ecotoxicidade aguda do fipronil foi avaliada para alguns organismos ndo-
alvos. CHANDLER et al. (2004) estimaram a Concentracdo Letal média (CLso);96h de
fipronil para o copépode Amphiascus tenuiremis em 0,0068 mg.L-1 e determinaram a
sobrevivéncia de 90% expostos a 0,22 mg.L-1; 94 % de inibicdo da reproducdo com
0,42 mg.L-1 e atraso no tempo de expulsdo dos ovos pelas fémeas.

Para o microcrustaceo Daphnia pulex, a CLs;96h estimada foi de 0,016 mg.L-1
(STARK et al., 2005). A CLso; 96h calculada para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
foi de 0,248 mg.L-1 (USEPA, 1996).

Scott et al. (2008) determinaram o efeito do fipronil nos cérregos usados para

irrigacdo da cultura de arroz, por meio da avaliacdo da comunidade macroinvertebrada.
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Verificaram que a persisténcia, apos seis meses de uma Unica aplicacéo de 0,005 mg.L-
1 diminuiu a populagdo dos macroinvertevrados aquéticos estudados.

Fipronil é altamente toxico para abelhas (DLso de 0,004 pg/abelha), lagartos
(DLso para Acanthodactylus dumerili [Lacertidae] é de 30 pg/g peso corporal) e
galindceos (DLsp de 11,3 mg/Kg para codornizes do Norte) (TINGLE et al., 2003).

A utilizacdo incorreta do fipronil causa sérias preocupacdes, pois no Brasil
existem &reas totais sendo pulverizadas, ndo havendo a menor preocupacdo com
possiveis contaminacfes e prejuizos aos ecossistemas. Ha registros sobre reducdo do
nimero de abelhas em vérias partes do pais. A sua utilizacdo deve ser mais bem
pesquisada com o objetivo de determinar os reais riscos apresentados ao ambiente
(AMARAL, 2012).

Jennings et al. (2002) encontraram grandes quantidades de fipronil em cées
tratados com fipronil, mesmo apo6s 24h de aplicacdo, indicando riscos para a saude

humana se a exposicéo € repetida.

NEUROTOXICIDADE

Segundo LARINI (1999) neurotoxicidade é a capacidade que um composto
quimico tem de provocar efeitos adversos no sistema nervoso central, no sistema
nervoso periférico e 6rgdos do sentido, podendo ser reversiveis (quando ocorrem
mudancas funcionais temporarias) e irreversiveis (mudancas estruturais com lesdo ou
degeneracdo de componentes estruturais do sistema nervoso).

Alteracdes do comportamento em animais expostos a um determinado agente
quimico podem servir como indicativo de que a substancia provoca neurotoxicidade.
Comportamento tem sido utilizado como um bioindicador de funcdo (WORMLEY et
al., 2004) para estudar efeitos tdxicos de agentes quimicos, como o fipronil, por
exemplo.

Caes mostraram sinais clinicos de neurotoxicidade cronica e exames
neuroldgicos anormais (U.S.EPA, 1996).

Na avaliacdo da neurotoxicidade subcrénica ao fipronil (TINGLE et al., 2003),
ratos mostraram um aumento na incidéncia de anuria, 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.
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Um estudo cronico da acgdo do fipronil por via oral em cdes da raca Beagle, com
dose de 10 mg/Kg/dia, foi reportado perda de apetite, postura curvada, inatividade,
convulsdo, tremores no corpo e balancar de cabeca. Nesta dose também houve a morte
da metade do nimero de animais expostos. Os estudos hematoldgicos e de urindlise ndo
mostraram alteragOes (CID, 2012).

Estudos utilizando metab6litos do fipronil também foram realizados. Ratos
foram alimentados com fipronil-dessulfinil nas doses 0, 0.5, 2.0, e 10 ppm por dois anos
(0, 0.025, 0.098 e 0.050 mg/Kg/d para machos e 0, 0.032, 0.130, e 0.550 mg/Kg/d para
fémeas). A dose inicial de 10 ppm foi reduzida para 6 ppm nas fémeas, ap6s 26
semanas, devido ao aumento da mortalidade. Machos e fémeas apresentaram aumento
da incidéncia de agressividade e irritabilidade ao toque, na maior dose testada. Fémeas
também apresentaram aumento da salivacdo na dose de 10 e 6 ppm, e convulsdes, nas
doses de 2, 6 e 10 ppm. Além disso, machos na dose de 10 ppm e fémeas nas doses 2, 6
e 10 ppm, desenvolveram sinais clinicos de toxicidade, sem evidéncia de
carcinogenicidade. Nenhum efeito foi observado em doses abaixo de 0.5 ppm (0.025
mg/Kg/d) (JACKSON et al., 2009).

Uma pesquisa foi realizada em ratos machos e fémeas para a avaliacdo aguda da
neurotoxicidade do fipronil, utilizando doses entre 0,5 e 50 mg/Kg. Foi possivel
observar, na maior dose testada, morte em até dois dias apds o tratamento. Na necropsia,
notou-se hemorragia cerebral difusa. Sete horas ap0s o tratamento, 0s animais
apresentaram sinais de depressédo (diminuicdo do nimero de levantamentos, diminuicéo
dos reflexos e diminuicdo da temperatura corporal) e de estimulacdo do sistema nervoso
central (tremores, convulsdes ténico-clénicas, mioclonias) (MARTINS, 2009).

No estudo de TERCARIOL e GODINHO (2011) demonstrou-se que ratos
expostos agudamente ao fipronil tém alteraces comportamentais importantes pois foi
observado aumento dos comportamentos de congelamento, limpeza e levantar sugerindo
que o fipronil aumenta a emocionalidade e a atividade exploratoria dos animais sem

modificar sua atividade locomotora.

CARCINOGENESE

Fipronil é um dos varios praguicidas conhecidos que induzem cancer na tiredide
de ratos, provavelmente como o resultado de sua habilidade de acentuar o metabolismo
hepético e a excrecdo dos horménios da tiredide. E possivel que a inducdo de enzimas

microssomais e a sua capacidade de melhorar o metabolismo hepéatico dos horménios
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tireoidianos e excrec¢do inclusive aumento do peso do figado e hipertrofia hepatocelular,
possa ter um papel no desenvolvimento do tumor (HURLEY et al., 1998; DAS et al.,
2006; TINGLE et al., 2003; MARTINS, 2009).).

De acordo com a classificacdo pela U.S.EPA de carcinogénicos quimicos, o
fipronil foi classificado como pertencente ao grupo C (possivel carcinogénico humano),
baseado no aumento nos tumores de células foliculares da tiredide em ambos 0s sexos
de ratos. H& 2 mecanismos basicos pelo qual substancias quimicas podem induzir
neoplasia em glandula tireoideana em roedores, um devido a um efeito carcinogénico
direto na propria tiredide e o outro no qual uma variedade de mecanismos que
funcionam como desreguladores da tiredide, induzem neoplasia da glandula tireoideana,
secundaria ao desequilibrio hormonal Como explicado anteriormente, fipronil parece
agir por meio de mecanismo secundéario (U.S.EPA 1998).

Em estudo de LEGHAIT et al. (2009), demonstrou-se que ratos tratados com
fipronil (3mg/kg/dia por via oral durante 14 dias) apresentaram diminuigdo da
concentracdo plasmatica de Tiroxina (T4) por aumento da depuracdo (provavelmente
pelo aumento da atividade das enzimas hepaticas) e aumento da concentacdo plasmatica
de Hormonio Estimulante da Tiredide (TSH). Corroborando com estas observacdes para
fipronil, estudos mostram que a exposicao prolongada de células da tiroide para valores
elevados de TSH predispdem ao desenvolvimento de tumores de tiredide em ratos
(HURLEY et al., 1998; WILLIAMS, 1995; HOOD el al, 1999).

Tigle et al. (2003) afirmaram que, devido a importantes diferencas na fisiologia
da glandula tiredide entre roedores e humanos, isto poderia indicar que o rato ndo seria
um bom modelo para mecanismos carcinogénios da tiredide em humanos.

Uma associacao entre a concentracdo de TSH elevado e cancer de tiredide foi
recentemente relatada em seres humanos (BOELAERT, 2009). Porém em um estudo
recente realizado em condic6es de exposicdo ocupacional ao fipronil em uma fabrica de
producdo de medicamentos veterinarios, ndo demonstrou que a exposicdo crénica a
fipronil foi associada a um aumento da incidéncia de testes TSH anormais. As
concentracbes de fipronil sulfona foram correlacionados negativamente com
concentracbes de TSH nos trabalhadores expostos ao fipronil, levantando a
possibilidade de que o fipronil tem um efeito inibidor central sobre a secrecdo de TSH
em seres humanos (HERIN et al., 2011). Estes dados juntos sugerem uma acgdo

desreguladora enddcrina do praguicida.

22


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X08004654
http://erc.endocrinology-journals.org/search?author1=Kristien+Boelaert&sortspec=date&submit=Submit

Introducdio-

GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE:

Vérios estudos tém demonstrado que os praguicidas podem ter efeitos genotoxicos
em organismos direta ou indiretamente expostos (incluindo seres humanos)
(BORZSONYI et al., 1984, DULOT et al.., 1985 e NEHEZ et al.., 1988) e, por
conseguinte, a avaliacdo da genotoxicidade de praguicidas é atualmente de grande
importancia.

Em estudo realizado por OLIVEIRA et al. (2012B), o ensaio cometa revelou que o
fipronil para as doses de 15mg/kg e 25mg/kg ndo induzem danos no DNA em
camundongos. Por outro lado, efeitos genotoxicos significativos foram observados no
tratamento com 50mg/kg de fipronil. Camundongos tratados com esta dose exibiram
uma frequéncia média mais elevada de células danificadas e indice de genotoxicidade
com a maioria dos cometas classificados como classe 1. Com base nestes resultados,
esta concentracdo de fipronil pode induzir danos no DNA de organismos expostos, 0s

quais podem ou n&do serem reparados.

TOXICIDADE REPRODUTIVA

Os agroquimicos organicos como o fipronil, podem ocasionar prejuizos ao
desenvolvimento embriofetal, provocando aborto ou deficiéncias na formacdo do feto,
alteracdes fisiologicas como alteracdes na modulagdo do sistema endocrino de animais
silvestres e do ser humano, além de alteracbes comportamentais (VOGEL; HAGLER,
1996; POHL et al., 1998). Um dos possiveis mecanismos de acdo para esse efeito € a
interferéncia com a sintese de esterdides, mais precisamente com a enzima CYP 19
aromatase, que catalisa a conversdao de andrdégenos em estrogenos, sendo responsavel
pelo balangco homeostatico entre o que tradicionalmente sdo considerados hormdnios
femininos e masculinos (SIMPSON; DAVIS, 2001).

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, diminuicéo
do tamanho da ninhada, diminuicdo do peso corporal, diminui¢cdo na porcentagem de
acasalamento, reducdo do indice de fertilidade, reducdo na sobrevivéncia pds-
implantacédo e sobrevivéncia pds-natal da prole e retardo no desenvolvimento fisico.

Estudos de OHI et al. (2004) demonstraram que os efeitos adversos do fipronil
sobre o aparelho reprodutor de ratas estdo relacionados as alteracBes provocadas no

sistema enddcrino dos animais. Estes agentes ativos hormonais (desreguladores
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enddcrinos) podem causar uma variedade de efeitos adversos a salde incluindo
alteracbes do desenvolvimento comportamental e riscos reprodutivos; também resulta
em alterages dos niveis de progesterona e estradiol, na duracdo do ciclo estral e taxa de
gestacdo de fémeas de ratos Wistar. Os niveis de desequilibrio hormonal podem impedir
0 transporte dos espermatozoides, e consequentemente passagem do dvulo fertilizado
para dentro do Gtero. Neste estudo observou-se prolongamento do ciclo estral (dias)
ap6s uma Unica administracdo topica de 70 mg/kg quando comparado com o controle.
Também reduziu o indice de gravidez (67%) no grupo da dose mais elevada
(280mg/kg). Os niveis de progesterona e estradiol no plasma, obtidos em diferentes
periodos ap6s o tratamento com fipronil, foram significativamente diferentes depois de
96 h de tratamento, quando comparados com o0s controles, demonstrando que o fipronil
pode alterar o funcionamento normal do sistema endocrino e causar efeitos reprodutivos
adversos em ratas fémeas, 0 que também contribui para engrandecer a sugestdo de um

efeito desregulador endocrino pelo praguicida.

HEPATOTOXICIDADE:

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 de que estes efeitos
citotoxicos fossem devido a apoptose foi indicada por inducdo tempo e dose
dependente, da atividade da enzima caspase — 3/7 em células HepG2 e hepatdcitos
humanos (DAS et al., 2006).

Um estudo realizado por Silva (2008) avaliou os efeitos da exposicdo
prolongada de ratos ao inseticida; foram observados hepatocitos edemaciados e aumento
do peso do figado em animais tratados com uma dose oral de 10 mg kg-1, o que
corresponde a um décimo do valor da DL50 estabelecida para ratos (TINGLE et al.,
2003). Alem disso, os figados de ratos analisados apds a exposicdo a diferentes doses de
fipronil (15, 25 e 50 mg kg-1) revelaram alteracdes citologicas, morfoldgicas e
histoquimicas nos hepatdcitos com processos autofagicos, esteatose e morte celular por
necrose (OLIVEIRA et al., 2012A)

Uma vez no sangue, o fipronil e o0s seus metabolitos sdo amplamente
distribuidos, em particular nos tecidos adiposos, além de ter um elevado nivel de
recirculacdo entero-hepatica (HAINZL; CASIDA, 1996; MOHAMED et al., 2004). A
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formacdo do metabdlito sulfona, que € derivado de uma reacdo de oxidagdo do grupo
tioéter, corresponde a principal via de metabolismo hepéatico do composto (CABONI et
al., 2003; TANG et al., 2004). De acordo com Leghait et al. (2009), esta oxidacdo é
catalisada por enzimas do citocromo P450. Tanto o fipronil como seu metabolito
sulfona podem induzir a morte celular em células HepG2 e em hepatdcitos humanos
(DAS et al., 2006).

Os mecanismos hepatotdxicos do fipronil ndo sdo conhecidos. Em mitocondria
isoladas de figado de rato Vidau et al. (2011) demonstraram que o fipronil exerce efeito
desacoplador. Em outro estudo, o fipronil se mostrou inibidor da cadeia de transporte de
elétrons, mais especificamente no complexo I, de forma dose dependente a partir da
concentragdo de 5 uM (PALMA et al., 2013).

EFEITOS CARDIOVASCULARES
Recentemente, realizamos um estudo piloto para avaliarmos os possiveis efeitos
nocivos do fipronil e verificamos que a aplicacdo diaria de fipronil por via topica
(durante trés dias) resultou em possiveis acOes deletérias caracterizadas por niveis
pressoricos elevados comparados aos animais ndo expostos ao fipronil (controle)
(Figura 3).

Pressao sistélica de cauda
(mmHg)

Fig. 3 — Pressdo arterial aumentada apds exposicédo ao fipronil
(estudo piloto no laboratério do CEATOX)
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Curiosamente, alguns casos de intoxicacdo humana por fipronil deram entrada em
nosso Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX), os quais apresentaram sintomas
tipicamente associados com o bloqueio dos receptores da funcdo GABAérgica (tais
como ndausea, dor de cabeca e convulsdes) e, surpreendentemente, alguns deles também
apresentaram elevacédo da presséo arterial.

No entanto, nenhum estudo anterior havia examinado os efeitos da exposi¢do ao
fipronil sobre a pressdo arterial sistolica, e conforme o nosso conhecimento, este é o
primeiro estudo para elucidar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento muito
precoce da hipertenséo induzida pelo fipronil em ratos.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar, a0 menos em parte, as
alteracdes cardiovasculares causadas por alguns praguicidas. Neste contexto, incluem-
se:

1 - a formacdo aumentada de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzidas pelo
fipronil (KI et al., 2012);

2 - a reducdo da biodisponibilidade do oOxido nitrico (NO) (CASARES,
MANTIONE, 2006);

3 — 0 aumento da reatividade vascular aos vasoconstritores endotelina,
catecolaminas e angiotensina.(MONTICIELO et al., 2008)

Sabe-se que o0 estresse oxidativo ativa as metaloproteinases (JACOB-
FERREIRA; SCHULZ, 2013) e a associacdo entre atividade aumentada de
metaloproteinases (especialmente a MMP-2) na hipertensdo pode ser confirmado por
estudos recentes sugerindo que a MMP-2 participe da patogénese da hipertensdo em
animais (CASTRO et al., 2011; WALTER et al.,, 2008) assim como em humanos
hipertensos (AHMED et al., 2006; YASMIN et al., 2005). Os aumentos dos niveis de
MMP-2 foram associados as significativas alteracbes funcionais bem como na
remodelacdo vascular secundaria a hipertensdo em ratos. (CASTRO et al., 2012;
GUIMARAES et al., 2011). O mecanismo preciso e pelo qual a atividade aumentada da
MMP-2 correlaciona-se com 0 aumento da pressdo sanguinea ainda ndo esta
esclarecido, no entanto, a MMP-2 pode aumentar a contratilidade vascular ao clivar
peptideos envolvidos no controle do tdénus vascular, promovendo a degradacdo de
peptideos vasodilatadores, tais como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) (FERNANDEZ-PATRON et al., 2000) e adrenomedulina (MARTINEZ et al.,
2004), bem como a formacdo de peptideos vasoconstritores, a endotelina-1
(FERNANDEZ-PATRON et al., 1999).
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Recent reports show that fipronil affects non-target organisms, including environmental species popu-
lations and potentially humans. We aimed to examine if fipronil exposure affects the systolic blood
pressure and related biomarkers. Thus, fipronil was orally administered to rats (30 mg/kg/day) during
15 days (Fipronil group) or physiological solution (Control group). While fipronil increased signifi-
cantly the systolic blood pressure (158 + 13 mmHg), no significant changes were observed in Control
group (127 £ 3 mmHg). Significantly, higher levels of fipronil in plasma were observed in Fipronil group
(0.46 £0.09 p.g/mL versus 0.17 £0.11 pg/mL in Control group). Fipronil group showed lower weight gain
compared with Control group. While fipronil resulted in higher concentrations of endothelin-1, reduced
antioxidant capacity and lower levels of circulating matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) and nitric oxide
(NO) metabolites compared to Control group, no alteration was observed in serum biomarkers of renal
and hepatic/biliary functional abilities. Therefore, this study suggests that fipronil causes hypertension
and endothelin-1 plays a key role. Also, these findings suggest that reductions of both MMP-2 and NO

may contribute with the elevation of systolic blood pressure observed with fipronil.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Fipronil [(+)-5-amino-1-(2,6-dichloro-o, o, - trifluoro-p-tolyl)-
4 trifluoromethylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile] is the first mem-
ber of the phenylpyrazole insecticide class, and possesses a
trifluoromethylsulfinyl functional group on the heterocyclic ring.
The fipronil has a broad spectrum of action against insects, being
used to control fleas, ticks, termites, mole crickets, ants, root-
worms, beetles, cockroaches and other insects (Tingle et al.,
2003). Fipronil was initially developed to replace pesticides, such
as organophosphates, carbamate and pyrethroids insecticides,
having action against resistant pest strains (Marahashi et al.,
2007), becoming an insecticide widespread used in agriculture.
MNarahashi et al. (2010) demonstrated that LDsg values of fipronil
are 0.13 and 41 mg/kg in houseflies and rats, respectively, thus
providing highly specificity for fipronil (Narahashi et al., 2010).

* Corresponding author at: Department of Pharmacology, Biosciences Institute of
Botucatu, Sao Paulo State University (UNESP), Distrito de Rubiao Junior, 5/N, 18.618-
970 Botucatu, 5ao Paulo, Brazil.

E-mail address: carlosjunior@ibb.unesp.br (C.A. Dias-Junior).

http:/jdx.doi.org/10.1016/j.etap.2015.12.020
1382-6689/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Jackson et al. (2009) have suggested that the “no observed adverse
effect level” (NOAEL) for acute oral dose of fipronil in rats is
2.5mglkg.

Importantly, recent evidences have shown that fipronil may be a
potent toxicant affecting non-target organisms, including environ-
mental species populations and potentially humans (Le Faouder
et al,, 2007) and deleterious effects were observed on the early
stages of the animal development (Udo et al., 2014; Badgujar et al.,
2015; Tercariol and Godinho, 2011). Although the fipronil's actions
are blocking the gamma-aminobutyric acid (GABA)-ergic recep-
tors and glutamate (Glu)-gated chloride channels (Marahashi et al.,
2007; Zhao et al., 2005), concerningly, evidence has demonstrated
that fipronil induces the releasing of reactive oxygen species, result-
ing in increased oxidative stress (Overmyer et al., 2007; Vidau et al.,
2011). Supporting these findings, it has been shown that fipronil
induced oxidative stress in kidney and brain of mice (Badgujar
et al,, 2015). Interestingly, we have received some cases of intox-
ication with fipronil in our center for assistance and control of
intoxications, who has presented symptoms typically associated
with the blockade of the GABAergic receptors function (such as
nausea, headache and seizures) and surprisingly, also presented
elevation of blood pressure. Together, these findings point to the
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importance of further exploring the mechanisms responsible for
fipronil-induced intoxication. However, no previous study had
examined the effects of exposure to fipronil on systolic blood pres-
sure, and to our knowledge, this is the first study to elucidate the
mechanisms involved in the very early development of fipronil-
induced hypertension in rats.

Therefore, we expanded previous reports and we hypothesized
that fipronil exposure (during 15 days) increases systolic blood
pressure inrats and the fipronil-induced hypertension is associated
with significant changes in circulating levels of related biomarkers:
endothelin-1, matrix metalloproteinase type 2 (MMP-2), NO and
antioxidant capacity.

2. Materials and methods
2.1. Animals and experimental design

All procedures for animal experimentation were approved by
the Ethics Committee, Biosciences Institute of Botucatu, Sao Paulo
State University (Protocol n® 620/2014), which is complied with
international guidelines of the European Community for the use of
experimental animals. Twenty male Wistar rats (250 + 20g) were
used in this study. The animals were housed in standard rat cages
and maintained at 22 °C on a 12-h light/dark cycle, and were given
free access to water and rat chow.

The animals were randomly distributed into one fipronil-
exposed group (Fipronil, n=12) and one Control group (non-
fipronil-exposed, Control, n=8) for 15 days, as follows: animals
in the fipronil-exposed group were treated by gavage with dose
of 30mg/kg of commercial product containing fipronil (Regent®
B800WG, BASF, Agro Brazil, Sao Paulo, Brazil). The animals in the
Control group were treated by gavage with physiological solution.
The protocol of intoxication using 30 mg of fipronil via oral used in
this study was chosen with basis in previous studies, which evalu-
ated the dose range to fipronil (Udo et al., 2014; Moser et al., 2015).
At the end of the experimental protocol (15th day), we evaluated
the weight gain and the rats were anaesthetized with 2% isoflurane
(Isoforine, Cristalia, Sao Paulo, Brazil) at a continuous oxygen flow
(2L/min), having confirmed immobility and loss of righting reflex,
the rats were submitted to euthanasia.

The whole-blood samples were collected in siliconized vac-
uum tubes containing no additives (for serum) or lyophilized
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) or heparin (Vacuntainer
Becton-Dickinson, BD, Oxford, UK) for plasma and fractions were
used after serum separation or whole blood centrifugation, and
both were stored at —80 “C until use for biochemical analysis.

2.2. Measurement of arterial blood pressure in conscious rats

Indirect systolic blood pressure (mmHg) was measured 1h
before (1st day) and during (1st to 15th) at alternated days
(between 8 and 12am) using tail-cuff plethysmography (catalog
# EFF 306, Insight, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazil). Conscious
rats were restrained for 5-10min in a warm box (Insight, Ribeirao
Preto, Sao Paulo, Brazil) in a quiet room and conditioned to numer-
ous cuff inflation-deflation cycles by a trained operator. Systolic
blood pressure was measured, and the mean of three measure-
ments was recorded, as previously described (Goncalves-Rizzietal.,
2015; Nascimento et al., 2015).

2.3. Determination of fipronil concentrations in plasma

Whole-blood levels of fipronil were determined by liquid-liquid
extraction and high-performance liquid chromatography with
ultraviolet detection (HPLC-UV) system (Prominence Shimadzu®,
Kyoto, Japan), according to the method proposed by Cid et al.

(2012) and adapted from Xavier et al. (2014). Briefly, blood samples
were subjected to extraction by stirring with acetonitrile (Merck,
Germany) and the filtered material was evaporated at room tem-
perature and re-suspended with acetonitrile, then, passed with
hydrophilic syringe filter with 13 mm diameter and pore 0.22 pm
(PTFE membrane, VWR, Atlanta, GA, USA). A volume of 10 uL was
injected into HPLC-UV, using a chromatographic column (C18). The
whole-blood fipronil levels were expressed in pg/mL.

24. Determinations of plasma endothelin-1 and MMP-2
concentrations

For measurements were used commercial enzyme immunoas-
say (ELISA) kits for endothelin-1 (R&D Systems Inc, Minneapolis,
MN, USA, catalog# DET100) and for MMP-2 (Abcam Inc, Cambridge,
MA, USA, catalog # AB100730) plasma level assays, according to the
manufacturer’s instructions. The plasma endothelin-1 and MMP-2
levels were expressed in pg/mL.

2.5. Measurements of total antioxidant capacity

Serum antioxidant activity was determined by the
Trolox (a water-soluble vitamin E analog, 6-hydroxy-2,578-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid, Sigma, 5t. Louis, MO, USA)
equivalent antioxidant capacity assay as previously described
(Ortner Hadziabdit et al., 2015). Briefly, the antioxidant capacity is
measured as the ability of the test compound (serum) to decrease
the color of the reaction mixture by reacting directly with the ABTS
(2,20-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) radical
cation. The ABTS solution was mixed with 300 mL of the diluted
serum sample and the reaction mixture was allowed to stand in
the dark. After 3 min, the inhibition of the initial absorbance was
recorded at 734 nm using an ultraviolet-visible spectrophotometer
(UV 4-100, ATl Unicam, Cambridge, UK). Antioxidant activity of
the sample was determined using a standard curve approach and
was expressed as mmol of Trolox equivalent/L of sample.

2.6. Determinations of plasma nitrite/nitrate (NOx)
concentrations

The plasma NO metabolites (nitrite/nitrate) - NOx concentra-
tions were determined in duplicate using the Griess reaction as
described previously (Goncalves-Rizzi et al, 2015; Nascimento
et al, 2015). Briefly, 40 pL of plasma was incubated with the same
volume of nitrate reductase buffer (0.1 M potassium phosphate,
pH 7.5, containing 1mM b nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate and 2U of nitrate reductase/mL) in individual wells
of a 96-well plate. Samples were allowed to incubate overnight
at 37°C in the dark; 8 pL of freshly prepared Griess reagent
(1% sulfanilamide, 0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride
in 5% phosphoric acid) was added to each well, and the plate
was incubated for an additional 15min at room temperature. A
standard nitrate curve was obtained by incubating sodium nitrate
(0.2-200IM) with the same reductase buffer. The absorbance
values were measured at 540 nm using a microplate reader (Spec-
trophotometer, Synergy 4, BIOTEK, Winooski, VT, USA). The NOx
levels in plasma were expressed in pmol/L.

2.7. Evaluations of liver/biliary or kidney functional abilities

Serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate amino-
transferase (AST) (IFCC method with pyridoxal phosphate activa-
tion), alkaline phosphatase (ALP) (IFCC method with aminomethyl-
propanol buffer), zamma-glutamyltransferase (GGT) (Szasz-Persijn
method, using L-g-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide), creatine
kinase (CK) (N-acetylcysteine-activated IFCC method), creatinine
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Fig. 1. Systolic blood pressure (mmHg, A), whole-blood fipronil levels (pg/mL, B) and weight gain (g, C) in the non-fipronil-exposed (Control group) or fipronil-exposed
(Fipronil group) rats. Data are shown as mean + 5.E.M. Comparisons between groups were assessed by one-way analysis of variance (ANOVA) test for repeated measures.

*p< 0.05 versus Control group.

(Jaffe kinetic method) and urea (urease/glutamate dehydrogenase
kinetic method) were assayed on a Dimension EXL 200 Integrated
Chemistry System (Siemens, Erlangen, Germany), according to the
manufacturer's specifications. Total imprecision, as expressed by
the coefficient of variation (CV) was less than 2.5% for all analytes
tested, as previously described (Lippi et al., 2006).

2.8. Data analysis and statistics

The results are expressed as means+ SEM. Shapiro-Wilk test
was applied to verify normality of data distribution. Comparisons
between groups were assessed by one-way analysis of variance
[ANOVA) test for repeated measures or Student's paired t-test
with Bonferroni's correction post hoc test, and t-distribution and
degree of freedom (df) values are presented as well. We used Graph
Pad Prism® 6.0 for Windows (San Diego, CA, USA) to analyze the
results. Differences were considered significant when probability
(*p)<0.05.

3. Results
3.1. Effect of fipronil exposure on systolic blood pressure

The effects of fipronil exposure on systolic blood pressure were
assessed in conscious rats. As shownin Fig. 1, fipronil caused signifi-
cant increases in systolic blood pressure (162 £ 16, t=4.071,df=18;
157 £ 14, t=4.234, df=17; and 158 £ 13 mmHg, t=5.327, df= 16, in
Fipronil group on days 11, 13 and 15 of exposition, respectively
(Fipronil group, *p<0.05, Fig. 1A). No significant changes in sys-
tolic blood pressure were observed in Control group throughout
experimental period (Fig. 1A).

The Fipronil group presented higher whole-blood fipronil lev-
els (0.46 +0.09 pg/mL) compared with non-fipronil-exposed rats
(0.17 £0.11 pg/mL in Control group, t=1.583, df=13, *p<0.05,
Fig. 1B). In addition, Fipronil group showed lower weight gain
[35+3 g) compared with Control group (48 + 3 2)(t=4.176, df= 16,
*p<0.05, Fig. 1C).

Table 1

Serum levels of creatinine, creatine kinase (CK), urea, alanine aminotrans-
ferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP) and
gamma-glutamyltransferase (GGT) in the non-fipronil-exposed {Control group) or
fipronil-exposed (Fipronil group) rats. Data are shown as mean + SEM.

Biomarkers of renal and ‘Control group Fipronil group
hepatic/biliary functional abilities

Creatinine (mg/dL) 0.500 + 0.036 0.455 £ 0.017
CK (U/L) 797 + 143 757 +78
Urea (mg/dL) 3942 4142
ALT (UJL), 62413 5043
AST (UjL) 1214 8 12319
ALP (L) 27+2 26+1
GGT(U/L) 9+09 9+01

3.2. Effects of fipronil exposure in circulating biomarkers levels

Fipronil group presented higher concentrations of endothelin-
1 (0.152+0.008 pg/mL) compared with Control group
(0.197 £0.019pg/mL) (t=1.928, df=16, *p<0.05 Fig. 2A).
Also, lower antioxidant capacity (Throlox, 0.075+0.021 versus
0.242 £ 0.080equiv./L, t=2.407, df=8) and levels of circulating
MMP-2 (4498 £ 300 versus 3260+ 130 pg/mL, t=4.072, df-16) and
NOx (13+1 versus 19+ 1 wmmol/L, t=4.617, df=16) were found
in fipronil treated rats compared with Controls (Fipronil versus
Control group, *p <0.05, Fig. 2B-D, respectively).

No changes were observed in serum levels of creatinine,
creatinine kinase, urea, alanine aminotransferase, aspartate amino-
transferase, alkaline phosphatase, gamma-glutamyltransferase in
fipronil treated rats compared with controls (Table 1, respectively).

4. Discussion

The main results of this present study reveal, for the first time,
that fipronil exposure resulted in elevation of both systolic blood
pressure and levels of endothelin-1. Additionally, rats exposed to
fipronil presented lower weight gain and decreases in antioxidant
capacity and levels of MMP-2 and NOx in plasma, and no significant
changes were observed in serum levels of creatinine, creatinine
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kinase, urea, alanine aminotransferase, aspartate aminotrans-
ferase, alkaline phosphatase, gamma-glutamyltransferase. Thus,
these findings suggest that endothelin-1 may play an important
role in fipronil-induced hypertension; also, the reductions of both
MMP-2 and NO contributed to the elevation of systolic blood pres-
sure observed with fipronil.

Accidental overexposure to the fipronil by farm works has been
reported since its introduction in the market in the 90s (Tingle
et al., 2003). The existence of fipronil-containing foodstuffs in many
households has raised concerns and the possibility of contami-
nation has been considered by governments (Tingle et al., 2003;
Le Faouder et al., 2007; Jennings et al., 2002). Although fipronil's
selectivity to the insects has been attributed to the inhibition of

chloride channels, which results in uncontrolled neural excita-
tion and, eventually, the death of the insect (Jackson et al., 2009),
lower potency has been saw by antagonizes mammalian GABAer-
gic receptors (lkeda et al., 2004). Accordingly, the human fipronil
toxicity results in symptoms and complications typically associ-
ated with the blockade of the GABA receptor function, featured by
nausea, headache and seizures (Mohamed et al., 2004). However,
adverse effects non-related to this fipronil's mode of action has
been reported in experimental studies, since low doses of fipronil
revealed reproductive toxicity (Moser et al., 2015; Ohi et al., 2004),
disturbed maternal behavior (Udo et al.,, 2014) and disruption of
thyroid function in rats (Leghait et al., 2009).

The present study shows that fipronil elevated the systolic
blood pressure. Although the mechanisms elucidating how the
fipronil exposure resulted in hypertension had never been investi-
gated before, our findings show that fipronil-induced hypertension
(Fig. 1) could be explained by increases of endothelin-1 and
decreases of NOx levels in plasma (Fig. 2). Supporting our results,
it has been suggested that the normal function of the vascular
endothelial lining the circulatory system is essential for vascular
homeostasis (Murakami and Simons, 2009; Koyama et al., 2013).
However, if the endothelial dysfunction is present as in many
vascular diseases, including hypertension, there are decreases in
endothelium-dependent vasodilators (NO and prostacyclin) and
increases in endothelium-dependent vasoconstrictors (endothelin-
1 and thromboxane A;) (Chiu and Chien, 2011). Accordingly,
studies in humans have demonstrated that endothelin-1 levels
are increased in hypertensive patients (Saito et al., 1990) and
endothelin-1 receptor antagonists reduced the blood pressure in
resistant hypertension (Weber et al., 2009) and improved the
endothelium-dependent vasodilation in essential hypertension
(Cardillo et al., 2002). Inregard to the NO, it has been demonstrated
that lesser NOx plasma concentrations compared with control sub-
jects, confirming biologically that decreases in NO bioavailability
during elevation of blood pressure (Panzaet al., 1993; Kleinbongard
et al., 2006).

Otherwise, endothelial dysfunction has been often associated
with a paradoxical increased oxidative stress, according to reduc-
tion in antioxidant capacity (Ortner HadZiabdi¢ et al, 2015;
Chiu and Chien, 2011), thus, oxidative stress induced by fipronil
(Badgujar et al.,, 2015; Bebe and Panemangalore, 2005) may has
impaired the bioavailability of NO observed here (Fiz. 2). Accord-
ingly, previous reports stated that acute fipronil exposure induced
oxidative stress (Badgujar et al., 2015) and reduced antioxidant sta-
tus (Gill and Dumka, 2013) in animals. In this concern, toxicity
mediated by pesticides involves excessive production of reactive
oxygen species, which may lead to alterations in the cellular antiox-
idant defense system resulting in susceptibility of cells to oxidative
stress (Badgujaret al., 2015; Bebe and Panemangalore, 2005; Moser
et al,, 2015). Reduction of cellular antioxidant status makes up
the cell to become vulnerable to modify lipids, nucleic acids and
proteins leading to cell disruption and increased production of
lipid peroxidation induced by oxidative stress (Salminen and Paul,
2014). Thus, it is reasonable to consider that endothelial dysfunc-
tion has contributed with the fipronil toxicity in the present study.

In addition, decreases in MMP-2 levels in plasma were also
observed with fipronil (Fig. 2), supporting earlier findings in which
increases in tissue inhibitor of MMP (TIMP) were showed after
fipronil exposure (Moser et al., 2015). Accordingly, both reduced
levels of MMP-2 and NO could increase vessel rigidity and decrease
its plasticity, contributing to increased vascular resistance and
hypertension. These suggestions are consistent with previous
reports that MMP-2 (a typical gelatinolytic enzyme) is decreased
while the collagen deposition presents increased in arteries from
hypertensive patients (Erzul et al., 2004) and from hypertension in
pregnant rats (Li et al., 2014).
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Importantly, the fipronil's mechanism is blocking the chloride
channels of GABA-ergic receptors and glutamate-gated chlo-
ride channels (Narahashi et al., 2007; Zhao et al., 2005) and
GABA antagonists activate vasopressin release (Isobe and Nishino,
1997; Magnusson and Meyerson, 1993; Sladek and Armstrong,
1987). Furthermore, vasopressin mediates the expression of the
endothelin-1 (Emori et al., 1991; Imai et al., 1992; Li et al., 2003),
which, in turn, is responsible for control the heart rate and systemic
arterial pressure (Faraci, 1989). Therefore, it is possible that fipronil
causes the vasopressin release and vasopressin had induced the
expression of endothelin-1, elevating the systolic blood pressure
as observed in the present study.

Earlier studies have reported that liver, kidney and brain are
the target organs for toxic insults of fipronil (Badgujar et al., 2015;
Tercariol and Godinho, 2011), owing to the fact that these tissues
are extremely perfused organs and receive high blood volumes. In
fact, liver toxicity to fipronil has been reported in mice following
subchronic and chronic exposures (De Oliveira et al, 2012). On
the other hand, this was not observed in our current short-term
(15 days) study (Table 1). The present results show that although
Fipronil group presented lower weight gain (Fig. 1), suggesting
biological toxicity, no significant alterations were observed nei-
ther liver/biliary or kidney functional abilities as reflected by no
significant changes in alanine aminotransferase, aspartate amino-
transferase, alkaline phosphatase, gamma-glutamyltransferase,
creatine kinase, creatinine and urea levels in plasma (Table 1).
Importantly, a previous study showed that with repeared dos-
ing fipronil accumulated (Moser et al,, 2015) and increases in
fipronil levels have been related to induction of hepatic metaboliz-
ing enzymes (Moser et al., 2015; Das et al., 2006). However, these
differences could be explained, at least in part, by physiological and
compensatory responses, as well as differing levels of fipronil and
its metabolites resulted from different dosage regimen.

Therefore, it should be taken into account that reference levels
and acceptable daily intakes for fipronil are set at doses much lower
than those used here, which were approached to try to identify
biological changes. In addition, although these doses may reflect
high peaks in exposures with high contamination or poisonings
(Jennings et al., 2002; Mohamed et al., 2004), a logical follow-up
study should be driven to assess lower doses and longer exposure
periods, to start approaching environmentally relevant exposures.

5. Conclusion

The main conclusions of the present study are that repeated
oral expositionof 30 mg/kg/day of fipronil caused hypertension and
disturbed related biomarkers that regulate the blood pressure. In
addition, increases in endothelin-1 and decreases in antioxidant
capacity, MMP-2 and NO were observed after 15 days of fipronil
exposure. However, no changes in hepatic/biliary or renal func-
tion after 15 days of exposure were seen with fipronil. Therefore,
our results suggest that endothelin-1 plays a key role in fipronil-
induced hypertension and are in accordance with the notion that
reductions of both MMP-2 and NO contribute to the elevation of
blood pressure.
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