v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
Ny “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u nesp h INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO

CLARO

‘%Q > < RS
Us pgri0©
unesp

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

DETECCAO DA CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E MUTAGE NICIDADE,

DO INSETICIDA FIPRONIL NO ORGANISMO TESTE Allium cepa

Janaina Pedro

Dissertacdo apresentada ao Instituto
de Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual Paulista,
como parte (dps requisitos para
obtencdo do |titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas (Biologia Celular e
Molecular).

Abril - 2008




Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

N “JULIO DE MESQUITA FILHO”
u nesp INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO
CLARO

DETECCAO DA CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E MUTAGE NICIDADE,

DO INSETICIDA FIPRONIL NO ORGANISMO TESTE Allium cepa

Janaina Pedro

Orientadora: Prof® Dr* Maria Aparecida Marin-Morales

Dissertacdo apresentada ao Instituto
de Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas (Biologia Celular e
Molecular).

Rio Claro
Estado de Sao Paulo — Brasil
Abril de 2008



628.52
P372d

Pedro, Janaina
Deteccédo da citotoxicidade, genotdade e
mutagenicidade do inseticida fipronil no organiseste
Allium cepa / Janaina Pedro. — Rio Claro : [s2008
104 f. : il., tabs, gréfs.,dig

Dissertacdo (mestrado) — Ursizrde Estadual Paulista,
Instituto de Biociéncias de Rio Claro
Orientador: Maria Aparecida Mavlorales

1. Pesticidas — Aspectos ambientais. 2. Mutagge
ambiental. 3. Metabdlitos de degradacéo. 4. Abéesc
cromossOmicas. 5. Perigos a saude humana. I. Titulo

Ficha Catalogréfica elaborada pela STATI — Bibliatela UNESP

Campus de Rio Claro/SP




Ndo adormegas pensando que uma
coisa é dificil, pois correrds o risco
de seres despertado pelo barulho de
alguém que a executa.



Dedico essa tese aos meus pais
Odair e Fdtima por muitas vezes
abdicarem de seus sonhos para
realizar os meus, sempre com muito
amor, as minhas irmds Tatiane e
Juliana que sdo verdadeiras amigas e
companheiras, para todas as horas,
a0 meu namorado Rudy pelo
companheirismo, compreensdo e
ajuda ha realizagdo desse trabalho.



Agradeco, primeiro a Deus, por ter
me dado a vida, e a oportunidade de
realizar mais essa  conquista.



AGRADECIMENTOS:

A CAPES, pela bolsa concedida e ao Instituto de Biociéncias da Unesp
de Rio Claro, por me darem condigdes para realizagdo desse trabalho

concluido.

Agradego a minha orientadora Marin ndo s6 pela orientagdo nessa
nova caminhada, mas pela sua amizade, companheirismo, ensinamento e seu

otimismo para encarar as coisas.

A professora Carmem pelas risadas, momentos de descontragdo e

pelas dicas que ajudaram e muito na conclusdo desse trabalho.

A professora Maria Isabel por contribuir com seus conhecimentos na

realizagdo desse trabalho.

Agradego ao professor Odair por ter cedido o laboratério do CEIS

para que pudesse desenvolver parte do meu trabalho.

Agradego a professora Sanae pelas criticas construtivas quando
corrigia os meus relatérios, e quero deixar bem claro que ndo fui eu que

contribui para sua fama de “mau”.

A técnica Itamara por estar sempre pronta a me ajudar quando

precisei.



Quero agradecer aos meus pais Odair e Fdtima que sdo de
fundamental importancia a minha vida, por me darem suporte, incentivo e

amor para que pudesse chegar até aqui e, por creditarem que eu seria capaz.

Agradego as minhas irmds Tatiane e Juliana por sempre estarem
presentes nessa minha jornada, sempre me ajudando e se interessando pelo

meu trabalho, vocés sdo muito especiais para mim.

E claro, que jamais me esqueceria de agradecer ao meu namorado
Rudy por ser uma pessoa muito especial, um verdadeiro companheiro,
sempre me incentivando a seguir em frente, me ajudando, especialmente, na

realizagdo desse trabalho, obrigado por ser quem é.

Aos amigos do laboratério de Mutagénese Thais, Jaqueline, Daniela,
Dania, Livia, Nadia, Cristiane, Bdrbara, Bruna, Mdrcia, Silvia, Renata,
Eduardo, Matheus, Davi, Sandra, Cintya, Tatiana, José e Izabela, pela ajuda
a este trabalho, pelas conversas descontraidas e também sérias e pelas

muitas risadas.

Agradego as amigas Thais, por me ensinar a analisar laminas, e a

Jaqueline por me ensinar a fazer a primeira lamina.

Aos amigos Reinaldo, Gal, Thiago, Bombeiro, Rogilene, Milena, Mariele,
que apesar de ndo serem da mutagénese, estdo sempre juntos nos momentos

de descontracdo e indmeras risadas, vocés sdo muito divertidos.



Vi

Ndo poderia deixar de agradecer a uma pessoa que muito me ajudou e
torceu para que eu chegasse até aqui, a grande amiga e professora de

Inglés Miriam, muito obrigado.

Aos professores que passaram ao longo da minha caminhada, muito
obrigado, pois vocés também contribuiram com uma grande parcele de

ensinados e conhecimentos, pare que pudesse chegar aonde cheguei.

Por fim, agradego a todos que de alguma forma contribuiram para a
realizagdo desse trabalho, que dividiram comigo bons e maus momentos e,

caso tenha me esquecido de alguém pego desculpas.



vii

INDICE:

1. INTRODUGAO GERAL......coiuiieeieeeeeeeeeemeee ettt ste e enenanenens 1
2.0BUIETIVOS. ..ottt et e ettt e e e e e ettt e e e e e e s rnnne e e e e nnrareeeaeeans 5
3. REVISAO DE LITERATURA . ...ttt eeee et 6

I I o | 0] (0 ) d [ 0 1= OO PP PPPPRPRR 6
3.2. Inseticida FIProNil..........cooiiiiiiiieee e e e 9
3.3. Mutagénese AmbBIental................uvicmmmmmm e e 11
3.4. Allium cepacomo OrganiSMO tESIE........ccceeeeiiiiiieiee e 13
3.4.1. Teste de Aberracfes cromossOmMICagBiIIM CePa........uvvuiiiieiiieeeeiieeeeeiiiiiinens 15
N = 3 N (1 PP 18

Artigo de Reviséo: Caracteristicas, modos de agéfeis do inseticida fipronil sobre
0 ambiente e 0S organismos expostos.

S.ARTIGOZ. ... e e et e e er e 50
Avaliacdo dos efeitos toxicos e genotoxicos dotiaska fipronil, sobre o sistema teste
deAllium cepa

6. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES.........cci ot 81
T.BIBLIOGRAFIA......c.oiiieiiiieiestest st emmm ettt ettt sttt sttt s s e ee s e s ese e 89



Resumo Viii

Resumo

Os agrotoxicos constituem uma importante estratégiaagricultura, para a
obtenc&o de uma produtividade economicamente vigoed sdo substancias utilizadas
no combate de organismos indesejaveis. Os insatigdo agentes que tém acéo de
combater insetos, tanto na fase adulta como la@/dibronil € um composto do grupo
fenil-pirazol, toxicologicamente classificado conatamente toxico, amplamente
utilizado em campos agricolas do estado de Sam Haein como nas residéncias, para
combater insetos pragas. A acdo deste inseticiddageela sua ligacdo ao canal de
cloro, promovendo o bloqueio da ativacdo da comuulg®s estimulos nervosos, pelo
acido gama-aminobutirico (GABA), uma substancia cu@rola o fluxo de ions cloro,
através da membrana da célula nervosa. Em pequenasntracdes, apresenta uma
eficiente acdo nos organismos alvos. Esta carsiitartambém pode causar problemas
ao meio ambiente, muitas vezes, longe até dosdsgarde foi aplicado. O fipronil, em
temperaturas moderadas, é estavel no ambienteepma de um ano. Estudos mostram
gue esse inseticida pode ser degradado em diverstabolitos, que sdo ainda mais
toxicos que ele. Quanto a sua persisténcia no aebie fipronil apresenta variacdes
decorrentes da sua formulacdo, mas os seus me@b@odem ser mais persistentes
gue o proprio inseticida. Residuos de fipronil pondser bioacumulado no tecido
adiposo, indicando uma potencialidade de transt&éna cadeia trofica. No presente
trabalho, foram avaliadas as potencilidades téxicasotoxicas, genotoxicas e
mutagénicas do inseticida fipronil, por meio deebgaios comAllium cepa cujas
sementes foranexpostas a germinacdo em fipronil. Os resultadoicam que o
inseticida ndo apresentou efeito tdxico e citotdxpara a espécia. cepa quando se
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comparou os dados dos testes realizados com acidaetom os do controle negativo.
O fipronil promoveu diversos tipos de aberracoesnaossémicas, além da presenca de
células micronucleadas, comprovando a sua acaddyare e de mutagénica. Tambéem
observamos uma diferenca de acdo do inseticidayt@ans tipos de exposicdo ao
mesmo (presenca ou auséncia de luz), sugerindossiveb acdo, nestes casos, do

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

Palavras-Chaves: Fipronil, metabodlitos de degradacéo, vias de aédlium cepa
aberracbes cromossémicas, citotoxicidade, genatiade, muatgenicidade, perigos a

saude humana.
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Abstract

The pesticides are an important strategy for aljuce; to obtain productivity
economically viable, because they are substanced tes eliminate pest organisms.
Insecticides are agents which have action to commisatts, in both the adult and larval
stage. The fipronil is a group composed of pheryyapole, toxicologically classified as
highly toxic, and it is widely used in agricultufélds in Sao Paulo State, as well as in
homes, to combat insect pests. This insecticids #ubugh its connection to the
channel chlorine, promoting blockade in the acioratof the conduct of nervous
stimuli, the gamma-aminobutyric acid (GABA), a sisinge that controls the flow of
chloride ions through the cell membrane of nermesrhall concentrations, presents an
efficient action in the organism targets. This featcan also cause problems to the
environment, often far to the places where it ipligd. In moderate temperatures, the
fipronil is stable in the environment for abouteay. Studies show that this insecticide
can be degraded in various metabolites, which aes enore toxic than the fipronil.
Relative to its persistence in the environment,fijpionil presents variations resulting
from its formula, but their metabolites may be m@ersistent than the insecticide.
Residues of fipronil can be bioacumulated in ad#ptissue, indicating a potential of
transference by the food chain. In the presentarebeit had been evaluated the toxic,
cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials oé& thpronil insecticide through
bioassays withAllium cepa whose seeds were exposed to germination in this
insecticide. The results indicate that the insetgiqoresented no toxic and cytotoxic
effects for theA. cepaspecies, when we compared the data resulting freamtests
performed with the insecticide and with the negatoontrol. The fipronil promoted
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several types of chromosome aberrations, and tesepce of micronucleated cells,
proving its genotoxic and mutagenic action. We aégmrt a difference in action of the
insecticide, as the types of exposure to it (presear absence of light), suggesting a
possible action, in both cases, of the metaboli@& #6513, that is a substance that
appears due to the light degradation of the figrnmsiecticide.

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

Os seres vivos estdo expostos as acdes de numegsaes potencialmente
toxicos. Esses agentes podem ser fisicos, quinoigosiolégicos e podem provocar
efeitos fisioldgicos, bioquimicos, patolégicos m alguns casos, genéticos (ARNAIZ,
1995). Uma grande variedade de substancias quimicagotencial mutagénico, tanto
naturais como sintéticos, tem sido pesquisada. dduitestas substancias, que sao
encontradas nos alimentos, em drogas farmacéutiss,complexos de efluentes
domésticos e industriais e nos defensivos agricofaglem causar mudancas
prejudiciais herdaveis, sem que se expressem dabdtodVOGEL, 1995).

O uso de agrotoxicos constitui, atualmente, a raiestratégia da agricultura
para o combate e a prevencdo de pragas agricalasitigdo alimento em quantidade
suficiente e de qualidade para a populacdo. Essepastos, porém, podem apresentar
certa toxicidade ao homem, induzindo efeitos aadgersomo acdo imunodepressora ou
ainda carcinogénica, além de impactar o proprioiam fisico (VOGEL, 1995).

Ha muito tempo, muitos trabalhos tém revelado agurega de niveis alarmantes
de agrotoxicos nos ecossistemas, com acumulodisidivios no solo, na agua, no ar,
nas plantas, nos animais e nos alimentos (PARSOMSTE, 1989; BORTOLUZZ,
2006; POTTER et al., 2007) que, por meio dessénast podem chegar ao homem,
ocasionando danos a sua saude (EDWARDS, 1973, Us@pGapud TINGLE et al,
2003; LOURENCETTI et al., 2007).

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

por area cultivada. Dentre os produtos agricolasvapos para uso no pais, estdo os
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herbicidas, os acaricidas, os reguladores de anestd, os feromonios, 0os moluscicidas
e os protetores de sementes (CALDAS e SOUZA, 2000).

Com este uso extensivo de produtos agricolas, adtopambiental por esses
quimicos é crescente. A acdo impactante de um fwraplimico esta relacionada com a
sua caracteristica, por isso é dependente do paltethe dispersdo do agente, da
concentracdo encontrada no ambiente, além da artgxicidade do produto. Entre os
agrotoxicos, 0s mais perigosos sao o0s herbicidass @nseticidas, por causarem
intoxicacdes graves, mas, segundo Zambrone (198igée (2003), os inseticidas séo,
ainda, os mais detrimentais, por serem responspgkignaior numero de obitos.

A avaliacdo dos niveis de contaminacao terrestie per feita pela utilizagéo de
varias espeécies silvestres, tais como roedoressupiais, répteis, anfibios, dentre
outros, que sdo organismos considerados bioindieadde poluicdo ambiental. Por
esses animais, pode-se estudar as frequénciaseteagi®es cromossomicas, lesdes
neuroldgicas, alteracbes na fertilidade, danos N& B a ocorréncia de tumores, que,
muitas vezes, podem estar relacionados com a deteleg;altos indices de residuos de
contaminantes no sangue ou nos tecidos dos orgasigBaRISOLIA, 2005).

A crescente introducdo de agentes quimicos no amebikem levado os
pesquisadores a desenvolverem metodologias caplzesvaliar a potencialidade
dessas substancias em induzir alteracées no najenéatico de organismos expostos
(BRUSICK, 1987; ANTUNES e ARAUJO, 2000).

Dentre as substancias que causam danos nos 0rganiswos, existem as
substancias mutagénicas que, segundo RIBEIRO (26@3Rgentes capazes de induzir
alteracOes na molécula de DNA, levando a uma glieraerdavel da funcao génica.

Pesquisas que investigam a acdo de agentes mu@géambientais tém
recebido um importante destaque, pois, sabe-se euodora ocorram mutagdes
espontaneas, a maior parte delas é induzida patesgfisicos, quimicos ou biolégicos,
aos quais o homem e o0s organismos possam estastexpVEIGA, 1995;
MATSUMOTO et al., 2004, 2006; FERNANDES et al. 200ENTURA et al. , 2007,
LEME E MARIN-MORALES, 2008).

Um agente mutagénico pode causar mutacbes porsdssenodos de acéo,
assim como diferentes tipos de componentes essapldem ser considerados

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

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

A espéciéA. cepatem sido, freqientemente, utilizada para se datamefeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de variabstmcias (GRANT, 1982;
FISKESJO, 1985; MATSUMOTO, 2006), sendo consideradeno um organismo
padréo para testes rapidos (SMAKA-KINCL et al., ZQ%or apresentar boa correlacédo
com sistemas teste de mamifero (GRANT, 1982; CHANAHt al., 1999;
MATSUMOTO et al., 2004, 2006; FERNANDES et al., ZD0LEME e MARIN-
MORALES, 2008). Alteragcbes cromossdmicas Amcepapodem ser observadas em
qualquer fase da divisdo celular e sdo consideraddgéncias de efeitos mutagénicos
promovidos por agentes clastogénicos (quebra geassomos), ou aneugénicos (perda
de cromossomos), classificados de acordo com o dpo alteracdo induzida
(VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002; MATSUMOTO et al.,ad4, 2006; FERNANDES
et al., 2007; LEME e MARIN-MORALES, 2008).

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

De acordo com as citacdes de Stevens et al. (@R8] TINGLE et al, 2003),
esse inseticida é largamente usado nas culturaalgdeldo, arroz, batata, cana-de-

acucar, cevada, feijdo, milho, pastagens, sojaige, talém de ser encontrado em



Introducéo 4

formulacbes utilizadas na veterinaria, como, poengxo, o produto comercial
Frontline®.

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

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

Pelas propriedades toxicas do inseticida fiprop#Jo seu amplo uso na

agricultura e na veterinaria, o presente trabakie tomo objetivo:

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

Determinar a potencialidade genotoxica do inseidigronil, por meio de ensaios
de alteracdes cromossOmicas em ceélulag.deepa apos tratamentos com baixas
concentracdes do inseticida, antes e apos os psriedrecuperacao;

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

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

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

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

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

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

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

O impacto que cada agrotoxico promove sobre a liotaolo varia de acordo
com as caracteristicas do produto, as caractadsfisicas do ambiente e o tipo de
microflora associada. A meia-vida dos agrotoxicossalo e o risco de contaminacdo
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do lencol freatico dependem, também, da interagdses diferentes fatores e das vias
de degradacéao do agrotoxico. (GRISOLIA, 2005).

Em relacdo a agua, embora a agricultura seja apgnasdas inUmeras fontes
ndo-pontuais de polui¢do, ela geralmente é aport@da a maior contribuinte de todas
as categorias de poluentes (EDWIN, 1996; BAKOREalet2004; POTTER et al.,
2007). Uma vez na agua, dependendo das caractsisisico-quimicas, o residuo do
agrotoxico pode tanto se ligar ao material pardidalem suspensado como se depositar
no sedimento do fundo ou ainda ser absorvido paiganismos. Quando absorvidos,
poderdo ser detoxicados ou acumulados e, nesteodtiso, entrar na cadeia alimentar,
atingindo também o homem (EDWARDS, 1973; NIMMO, 398HAMILTON e
CROSSLEY, 2004; ZHOU et al., 2006).

Os quimicos usados na agricultura podem alcancamisentes aquaticos por
diversas formas, tais como: aplicagcéo intencionadleriva e escoamento superficial, a
partir de areas onde ocorreram aplicacdes; pelasash por despejos industriais e
urbanos e por assoreamento do solo (YAMAGISHI etl@B1; OYHAMA et al., 1986;
COLL et al., 2004). Para Eduards (1973), Nimmo B)98essoa et al. (2003) e Armas
(2005), os organismos expostos podem se contarodmaragrotoxicos por diferentes
portas de entrada, tais como: via dérmica; viautatéria, pelo contato com branquias
ou por via gastrointestinal (Figura 1). Segundonhbin 1985 e Sankar et al., 2006, os
peixes podem acumular agrotdéxicos em concentragdego acima daquelas
encontradas nas aguas em que vivem, pois, alénxmizsiedo que sofrem, podem
também ingerir esses quimicos, quando eles estagaaps ao material particulado em

suspensao.
- - [ Detva ]
o {}g:._ e ~
R —‘%.-k,__:_,, =
| | Vi
LI

Figural: Movimento dos agrotoxicos em ecossistemas aquatiddsMO, 1985)
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Certas praticas agricolas, como o0 uso excessinadeguado de agrotéxicos, a
destruicdo da cobertura vegetal para o plantichapneservacdo das matas ciliares e
das vegetacbes protetoras de nascentes, dentas datores, SA0 responsaveis por
grande parte dos problemas atuais observados coaewsos hidricos.

Existem diversos estudos na literatura para serrdetar a presenca de
agrotoxicos em aguas superficiais e subterranea&LIHT e MALLET, 1989;
DURAND e BARCELO, 1989; BARCELO, 1994; BARCELO et,al996; DEM,
2004; ZHOU et al., 2006), aléem de estudos sobefatos provocados pelos herbicidas
e inseticidas sobre organismos aquaticos expaoStesdns et al Apud TINGLE et al.,
2003, 1998; TUNDISI, 1990; TINGLE et al., 2003; NARRO, 2007;).

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

Por todas estas razdes descritas acima, o usequado de agrotoxicos foi
objetivo de adverténcia mundial em 2002 pela FA@{Fan Agriculture Organization
- FAO, 2007), que revisou o cbdigo internacionalcdaduta sobre a distribuicdo e a
utilizacdo de agrotoxicos.

A Portaria Normativa n° 139, de 21 de dezembr3$#, do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovail@iaMA), com base no
Decreto n°® 98.816/90, classificou o0s agrotéxicosantu ao seu potencial de
periculosidade ambiental (PPA), levando-se em denatdo as seguintes variaveis:
bioacumulacao, persisténcia, toxicidade a divemsganismos, potencial mutagénico,
carcinogénico e teratogénico. Os produtos forandigitdidos em classes |, II, 1l e IV,
definidos como altamente perigoso, muito periggserigoso, € pouco perigoso,
respectivamente (COMPENDIO, 1996).
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As diretrizes e orientacdes, referentes a autd@agrenovacdo de registros e
extensdo de uso de agrotéxicos e afins no Bras#dpalisciplinadas pela portaria 03 de
16 de janeiro de 1992 (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 199 Essa portaria classificou
0s agrotoxicos em funcdo da sua utilizacdo, modacde e potencial ecotoxicologico,
tanto para o homem como para os demais organisivas, eventualmente, expostos a
eles. Foram estabelecidas quatro classes de tadeid, I, I, IV, que se referem a
extremamente toéxico, altamente toxico, medianameidtdco e pouco toxico,
respectivamente (FERRO, 2006).

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

3.2 Inseticida fipronil

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

C12H4C12FsN4OS e  formula estrutural:
Cl

N CN
/\

CF; N

ik
NH, 0

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

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

controla o fluxo de ions cloro, através da membidmaélula nervosa. Dessa forma, a
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auséncia da inibicdo sinptica causa uma hipeegéwt do Sistema Nervoso Central
(SNC), o que leva o organismo a morte (BLOOMQUIZD05). Segundo esse autor,
os efeitos de envenenamento do SNC, que se daap&hgonista neurotransmissor
inibitério GABA, acontecem quando o acido é liberaths terminacdes nervosas preé-
sinapticas e se liga ao receptor da proteina p@ptto, pelo canal de cloro intrinsico.
Quando o GABA se liga ao receptor, o canal é akeitms de Cloro (Qlfluem para

dentro do neurdnio pos-sinaptico. Esta permeabiéidao cloro pode hiperpolarizar

(tornar mais negativo) o potencial de membrana, pro
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Embora o fipronil seja largamente usado em algaises como o Brasil, este
tem seu uso proibido nos paises da Europa, porceesiderado de alto grau de
toxicidade, comprovado pelos problemas sérios tragiss em organismos expostos
(Stevend et al., 1998pudTINGLE et al., 2003).

3.3 Mutagénese Ambiental

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

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

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

As mutagdes ocorrem em todos os seres vivos, sandarocesso fundamental
para a evolucdo e a diversidade das espécies. Maitaracoes genéticas sao
decorrentes da acdo dos chamados agentes mutag@&geates estes capazes de alterar
a sequéncia das bases do DNA. Muitas mutacées m@ticam em mudancgas
detectaveis na atividade metabdlica da célula owrdanismo e, portanto, passam
despercebidas. Outras, podem determinar a mordkrcel conseqiéntemente, também
nao sao detectaveis. Assim, apenas, um pequenamdeenutacdes, que ocorrem em
genes especificos, pode determinar vantagens paoaganismo ou levar a um
crescimento desordenado das células, alteracéde gstapodem ser transmitidas por
diversas geracdes (RIBEIRO et al., 2003).
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Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese pagstanmntrinsecamente
ligados. A mutacdo é uma consequéncia do dano nA BNste pode ser o0 estagio
inicial no processo pelo qual a maioria dos cagemds quimicos inicia a formacéo do
tumor. A literatura tem mostrado que mutacdes emoyé&enes criticos tém sido
encontradas nas neoplasias. Os primeiros gene#fichios foram os protooncogenes,
nos quais mutacdes ocorrendo em um ou poucos cdamdnos, podem gerar um
produto génico ativado, que causa a transformaghdac (BISHOP, 1991apud
RIBEIRO et al., 2003). Por outro lado, ha os gengsessores de tumor que codificam
proteinas essenciais para o controle do crescinmtbar. Quando esses genes sao
inativados, por perda ou mutacdo, podem resultarcscimento celular aberrante
(RIBEIRO et al., 2003; BARROS, 2007).

Muitas técnicas estado sendo desenvolvidas pal@m@egotencial mutagénico e
genotéxico de agentes poluidores, tais como: andles aberragces cromossdmicas,
andlise de DNA *“fingerprinting”, analise de frequ&énde quebras na molécula de
DNA; ensaio do cometa; quantificacdo dos adutoDNA e teste do micronucleo
(FERNANDES, 2005; MATSUMOTO et al., 2004).

Um dos mais antigos testes realizado para avalialg mutagénese, é de
aberracdes cromossémicas, o qual, segundo a cétticgerclassica, € um dos poucos
métodos diretos usados para mensurar mutacdesssmas expostos a mutagenos ou
carcindgenos potenciais (RANK et al., 2002; FERNAN2005).

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

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

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

3.4 Allium cepacomo organismo teste

Bioensaios com plantas tém sido considerados neaisiveis e mais simples,
guando comparados com bioensaios que utilizam @nilasta forma, muitos vegetais
superiores sdo, freqientemente, utilizados para amitaramento de poluentes
ambientais. Segundo MA et al, (1995), os vegefaus, serem receptores biologicos
diretos de poluentes, constituem um importante mahtpara testes genéticos e de
monitoramento ambiental.

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

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

Ainda segundo Grant (1982), Fiskesjo (1985) e Muatdo et al. (2006), a
espécie A. cepa oferece bons resultados para avaliacdo de efaitimgoxicos,
genotéxicos e mutagénicos de varias substanciagjoseonsiderada como um
organismo padrao para testes rapidos (SMAKA-KINEhIg 1997), por apresentar boa
correlacdo com sistemas teste de mamifero (GRAN2;1CHAUAHN et al., 1999).

Alteracbes cromossomicas e cepapodem ser observadas em qualquer fase da
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divisdo celular e sdo consideradas evidéncias eleoefmutagénicos promovidos por
agentes clastogénicos (quebra de cromossomos) aug@mcos (perda de
cromossomos), classificados de acordo com o tipatdeacéo induzida (VIDAKOVIE-
CIFREK et al., 2002; VENTURA, 2004; FERNANDES, 2008ATSUMOTO, 2006).
De acordo com Rank e Nielsen (1993), a sensibdéidbateste de mutagenicidade com
Allium foi calculada como sendo superior em 82% aostezig obtidos com roedores.

Segundo Kincl (1996), Matsumoto et al. (2006), Leanidarin-Morales (2008),
os testes feitos comy. cepa,para determinacdo de genotoxicidade e de citotade,
sdo feitos em curtos periodos de tempo, podendamp@erados para avaliagdo de
contaminagcdo por poluentes lancados na agua, teowhm pardmetros citologicos:
aberracdes cromossdmicas, inducdo de microndclemgbiedo de divisdo celular.
Assim, a espécié. cepatem sido um organismo muito utilizado para tededeteccao
de substancias genotodxicas presente no ambiemi#o semetodologia de inducdo de
aberracdes cromossdmicas (AC) a mais indicadagsamafim.

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

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

O sistemaA. cepa mostrou-se eficiente para ser utilizado em testes
citotoxicidade. Estudos realizados por Kuras e24106), com extrato aquoso da planta
Uncaria tomentosaum fitoterapico usado em tratamentos alternati®scanceres e
outras doencas graves, mostraram que o sistemnedAtestpae indicado para avaliagao
de citotoxicidade de células expostas a quimicoexitato causou, em. cepa uma
inibicdo da divisdo celular meristematica, confinai@ as propriedades antimitéticas ja
descritas para o produto pelos sistemas teste baimanano.

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

pode ser observado nos estudos de Riffat e Mas2086), onde os autores
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recomendam esta espécie para bioensaios de avatia¢éxicidade de varios poluentes
aquaticos, quando realizam testes biondicadores CERB-ethoxy— resorufin—O—

decthylase).

3.4.1. Teste de aberragbes cromossOmicas Afium cepa

A avaliacao de genotoxicidade de quimicos perigfolsmosos tem sido feita, ha
muitos anos, por meio de testes com vegetais supsr(RANK, 2002). Durante a
década de 30, Levan (1938) demonstrou que a colahpoderia causar distarbios no
fuso mitético, levando a uma poliploidizacdo emulz meristematicas de raizes de
Allium. Posteriormente, Levan (1945) demonstrou que ¥ésealucdes de sais
inorganicos induziam diferentes tipos de aberrag@esnossdomicas em células de
meristemas radiculares ée cepa Desde entdo, muitos novos testes de mutagengidad
utilizando microorganismos, linhagens celulares rdamiferos e outros sistemas
biolégicos, tém sido desenvolvidos, mas os tesbes wegetais ainda sédo utilizados,
rotineiramente, em laboratorios de todo o mundonadndicadores do potencial
mutagénico de diversos agentes. Além disso, ensaiwsvegetais sdo Uteis para se
testar amostras ambientais complexas como esgoROVER e KAUR, 1999,
HOSHINA, 2002, 2005, MAZZEO, 2006), aguas de riB®AKNK e NIELSEN, 1998;
HOSHINA, 2002, 2005; MATSUMOTO, 2006; MAZZEO, 200BEME e MARIN-
MORALES, 2008) e solos contaminados (KOVALCHUCKagt 1998; COTELLE et
al., 1999; CARITA, 2008).

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

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

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

Por meio de testes de aberracdes cromossomica&tarkir(1998), observou que
altas doses de um determinado quimico induziramrragi®s cromossémicas
estruturais, como quebras e trocas cromossémicasomatidicas, que poderiam levar
a célula a morte. Porém, observaram também ques di@8gas da mesma substancia,
geralmente, induziram pouca ou nenhuma toxicidatldar, com formacéo de células
viaveis, embora com varios tipos de aberracdesassémicas presentes.

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

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

Fiskejo (1993 e 1994) ainda ressalta a importaaceautilidade dos sistemas
testes vegetais na avaliagdo de riscos de genmtade& de substéncias quimicas
sintéticas e naturaignfatizando que, apesar das diferencas entre abalismos de
plantas e animais, existem similaridades entresesitdemas, que podem auxiliar na

compreensdo da acdo dos agentes toxicos. O autor af
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mutagénicos, em plantas, pode caracterizar impgedanformagdes de alerta, quanto
ao consumo de alimentos contaminados que possanarsderir, via trofica, e que
podem, eventualmente, apresentar uma potencialidadearomocdo de mutacbes em

humanos.
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Resumo
Muitas substancias quimicas vém sendo utilizadas giaersos fins, desde o

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

expostos, além de apresentar um potencial de disaedide humana.

Palavras-Chaves:Fipronil, metabdlitos de degradacao, vias de agfBitos, impactos

ambientais, perigos para a saude humana.
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1. Introducéo

O uso de substancias quimicas para controlar degpigas e plantas daninhas
na agricultura teve seu inicio no final do séculX,Xmas, somente ap0s a Segunda
Guerra Mundial, essa pratica seguiu critérios neastificos (LORENZI, 1990). De
acordo com os alvos contra os quais sdo destinadogrodutos quimicos usados na
agricultura sdo denominados de inseticidas, fudgs;i herbicidas, nematicidas, entre
outros (KOTAKA e ZAMBRONE, 2001).

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

Segundo Machado (2001) e de acordo com a Lei /7d&021 de julho de 1989,
art. 2° inciso |, agrotéxicos sao:

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

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

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

Desde a sua introducdo, os agrotdxicos vém se tedwamndo como um
problema, em potencial, para a salde humana. Quanitogestdo de alimentos
contaminados com esses produtos, sabe-se que darcametade dos alimentos

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

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

A Portaria Normativa n° 139, de 21 de dezembr9$2l, do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaii@aMA), com base no
Decreto n°® 98.816/90, classificou os agrotoxicosantuy ao seu potencial de
periculosidade ambiental (PPA), levando-se em dena¢do as seguintes variaveis:
bioacumulacao, persisténcia, toxicidade a divemsganismos, potencial mutagénico,
carcinogénico e teratogénico. Os produtos forandigigdhidos em classes |, Il, lll e IV,
definidos como altamente perigoso, muito perigoserigoso, e pouco perigoso,
respectivamente (COMPENDIO, 1996).

As diretrizes e orientacdes, referentes a autd@agrenovacdo de registros e
extensdo de uso de agrotéxicos e afins no Bras#dpalisciplinadas pela portaria 03 de
16 de janeiro de 1992 (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 199 Essa portaria classificou
0s agrotoxicos em funcdo da sua utilizacdo, modacde e potencial ecotoxicologico,
tanto para o0 homem como para 0os demais organisimos gresentes no ambiente.
Foram estabelecidas quatro classes de toxicidad®; lll, IV, que se referem a
extremamente toéxico, altamente toxico, medianameidtdéco e pouco toxico,
respectivamente (FERRO, 2003).

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

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

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

Dentre os agrotoxicos, o grupo dos inseticidasoeedestaque, especialmente,
pelo amplo uso em culturas que ocupam grandessédsitle terra, em especial, a cana-
de-acgucar, amplamente difundida no estado de Sdlo.FEssses quimicos tém a funcao
de controlar insetos pragas da agricultura, umfdimses redutores de produtividade,
sem injuriar as culturas agricolas.

Os inseticidas possuem agédo de combater insett®se@ larvas, e podem ser
classificados, quimicamente, segundo a CENEPI/A98§), como:

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

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

3. Organoclorados: compostos a base de carbono, cdivaisa de cloro. Séo
derivados do clorobenzeno, do ciclo-hexano ou diodieno. Estes agrotoxicos

foram muito utilizados na agricultura, porém seuo usem sido,
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5. Fenil-pirazol: compostos a base de fenil-pirasé@p snuito utilizados na
agricultura e nas residéncias, para combater ingetaga, tanto de vegetais
como de animais. EXipronil. Esse tipo de inseticida é largamente osads
culturas de algodado, arroz, batata, cana-de-aclmrada, feijdo, milho,
pastagens, soja e trigo. Nas residéncias, eleligadth no tratamento contra
pulgas e carrapatos de caes e gatos (TINGLE @04l3; ANVISA, 2005).

2. Caracterizacao do inseticida fipronil

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

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

O inseticida fipronil, tem nome quimico 5-amino2l§ -dicloroa-a-a- trifluor-
p-totil) 4-triflurometilsulfinil-pirazol-3carboniita, féormula quimica @H4Ci12FesN4OS e

férmula estrutural como representada na Figura 1:

Cl
CF, N

a SCF;
NH, o

Figura 1: Formula estrutural do inseticida fioptd@iNGLE et al., 2003).

O fipronil €, toxicologicamente, classificado conue classe Il, por ser

considerado altamente toxico. Como caracteriste@lgdo produto, ele apresenta
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coloragéo branca, odor moderado, ponto de fuséb98¢°C - 203°C, densidade de
1,6262 g/mL para 20°C, pressédo de vapor 2,8%mfMHg para 25°C e pH de 5,9 a 6,1
a 23°C (USEPA, 1996pud TINGLE et al., 22003).Sua comercializacdo é feita sob
diversas formas e denominacées, tais como: TerniBsf), RegefiiBasf), Frontlin&
(Merial) e Adoni§ (Rhone-Poulenc, and Aventis, France)

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

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

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

3. Modo de acao do inseticida fipronil

O fipronil pode ser caracterizado como um compdstaontato e ingestdo, com
consequéncias que variam de espécie para espétialgdmas espécies, o efeito de
ingestdo € o mais importante, enquanto que emsoatracdo de contato € a mais
pronunciada. Varios estudos tém demonstrado qoseticida se liga ao canal de cloro
e bloqueia sua ativacdo pelo 4cido gama-aminobot{GABA), uma substancia que
controla o fluxo de ions cloro, através da membmaélula nervosa. Dessa forma, a
auséncia da inibicdo sinptica causa uma hipesgé@ot do sistema nervoso central

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

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

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

infestados por estes organismos.

4. Processos de degradacgdo e metabdlitos formados

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

desta degradagao.
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O fipronil, na falta de metabdlitos ibnicos e emmperaturas moderadas, €
estavel no ambiente, por cerca de um ano. Em ddesli@gerdbicas, associadas a
temperaturas de 22° C a 25° C, o produto tem mésade 18 a 308 dias, embora
também possa apresentar variagcdes decorrentgsoddetisolo, do pH e do contetdo de
matéria organica do solo onde foi aplicado (Belaynk998,apud TINGLE et al.,
2003).

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

4.1. Degradacéao do fipronil na agua

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

4.2. Degradacéao do fipronil no solo

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

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

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

Bloomquist et al. (2000) afirmam que, no campo,pvohil apresenta baixa
mobilidade no solo, acdo esta associada ao fate oheeticida ndo ser sistémico, o que
favorece a sua permanéncia no local onde foi aj@icaugerindo que o mesmo € de
baixo impacto ambiental. Raventon et al. (2007)b&m registraram baixa mobilidade
do fipronil no solo. Porém, dados de Faouder et2807) indicavam que a dissolucéo
do produto em metabdlitos parece ser uma importdatele dissipacdo do inseticida
pelo solo, pelos dados de contaminacdo por fipraggiistrados em culturas néo
tratadas, quando proximas a culturas tratadas sterireseticida.

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

Em solos tropicais, o fipronil tem uma meia-vida3éehoras, sendo encontrados
0s seus metabdlitos na camada até 10 cm de prdadelido solo. A degradacéo é
rapida, sendo degradado 75% do produto, apés imésdd aplicacdo. Os metabdlitos
produzidos nesta degradacao, segundo Bobé eB8B,(apud TINGLE et al. 2003), foi
o sulfido fipronil (MB 45956), amido fipronil (RPR00766), desulfinyl fipronil (MB
46513) e sulfone fipronil (MB 46136) (Figura 2, B 1).

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

Abaixo da superficie do solo, o fipronil tem umadéncia para dissipar pela
associacdo entre as particulas, juntamente comaduar desagregacdo microbiana
(USEPA, 1996pudTINGLE at al., 2003). Segundo Burr et al. (19%/jipronil ndo se
desloca para as camadas mais profundas do solsendlm, desta forma, esperada a

contaminacdao pelo inseticida nestes ambientes.
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Figura 2: Esquema da degradacéao do fipronil, com formacauoeatabdlitos, registrados para solo, proposto peng et al. (2003) e por Tingle et al.
(2003), com modificacdes.
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Tabela 1: Codigos de identificagcdo, nomes comumsimicos da maioria dos produ
degradados do fipronil

Codigo Nome comum Nome quimico Fonte
MB 046030 Fipronil 5-amino-1-[2,6-dichloro-4- USEPA 1996
RPA (095988 (trifluoromethyl)phenyl]-4-

NnA - (s TP

R Q- trfluorc ey

-3 0-3-cyano-1-(2,6- anet Bressant,
dichloro-4- USEPA
trifluromethylphenyl)-

)V 1070 e

Fonte: TINGLE et al. (2003).
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4.3. Degradagao microbiana

O fipronil ndo é considerado facilmente biodegratigwis a degradacao bidtica
ocorre lentamente. Porém, a meia-vida do fipromélativamente mais longa em solos
descobertos do que em solos com cobertura vegeqak sugere que a agdo microbiana
pode auxiliar na degradacao do produto (CONNELL3QZ2 DPR 2001; TINGLE et
al., 2003).

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

O fipronil é degradado, lentamente, em 4gua edémsmtado sob condi¢bes
anaerobicas baixas. A meia-vida, neste caso, él@ea1130 dias, com uma meédia de
123 dias. Os dois metabdlitos mais encontrados amegradacéo, sdo o MB 45950 e
0 RPA 200766 (Figura 2, Tabela 1). O MB 45950 fatantrado em extrato de solo e o
RPA 200766 na 4gua e no solo (CONNELLY, 2001).

4.4. Hidrdlises

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

A degradacao abiotica do fipronil, para solucégsoaas e para superficie de
solos tropicais, mostrou diferentes valores de dfigr para diferentes pH e
temperaturas (BOBE et al., 1998). A persisténdiaéobaixa & moderada na agua e no

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

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

5. Persisténcia e Mobilidade
5.1. Persisténcia

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

O fipronil tem meia-vida de 3 a 7 meses em superfite solos tratados,
dependendo do substrato onde foi aplicado. Apdsaggio do inseticida fipronil, séo
encontrados residuos na vegetacao tratada, poetiodp maior do que 3 semanas. A
persisténcia é ainda maior na superficie de sofdados com matéria organica, mas
com auséncia prolongada de microorganismos (BELAMNER98 apud TINGLE et
al., 2003).

5.2. Mobilidade
5.2.1. Adsorcéo

Estudos sobre a adsorcao e dessorgcao do fiprorsblo indicam que, tanto o
fipronil como os seus metabdlitos, tém uma baixaihtade neste ambiente (USEPA,
2008).

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

sorcdo (Kd) de 4,19, para solos argiloarenosose (0J29 para solos argilosos. O
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coeficiente de sor¢do, segundo Paraiba et al. }260da um fendmeno fisico—quimico
constituido por adsorcao e absorcdo de moléculagyaoxico na matéria organica e
nos espacos microscopicos do solo. Este coeficeedependente da area superficial, da
concentracdo de substancias neutras ou eletricarmnantegadas, da matéria organica,
da polaridade e dos materiais presentes neste solo.

Pela sua alta afinidade com particulas do solopreramos mais residuos de
fipronil na camada acima de 10 a 12 cm do sologd®anexistentes nos lixiviados
subterraneos (TINGLE et al., 2003). Estudos sobrsigténcia e degradacao do fipronil
na vegetacao e no solo mostraram resultados sani{R}SEPA, 2008).

6. Bioacumulacéo

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

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

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

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

Estudos para avaliar a contaminacéao vegetal poorfil mostram que culturas

tratadas com este inseticida apresentam baixossrdeeresiduos, sendo estes sempre



Artigo 1 33

em concentragfes muito abaixo dos limites estableleqelas agéncias normativas
(BELAYNEH, 1998apudTINGLE et al., 2003).

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

7. Residuos em alimentos
A preocupacao com a presenca de agrotoxicos mosrahs € tdo antiga quanto
a utilizacao destes compostos quimicos no contl®lpragas e doencas que interferem
na producdo agricola. Somente em anos mais recent@s 0s avancos do
conhecimento cientifico, aliados ao desenvolvimaatmolgico, vem sendo possivel
quantificar os residuos de agrotéxicos presentedimento (ANVISA, 2006).
A exposicado de pessoas aos agrotoxicos, além deeaeo pelo contato direto,
dado pela manipulacdo e exposicdo ao produto, frdeém se dar, por via indireta,
através da alimentagcédo (ANVISA, 2006).
Diverso16558(d)-4.3311-2.16436(a)3.74 4(t)-2.16558(r)2.805(a)3.74(v)-0.295585(€)3.7
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os residuos de agrotoxicos presentes nos alimemtosgos principais responsaveis
(CALDAS E SOUZA, 2000).

Niveis Maximos de Residuos (MMR) de fipronil temdosestabelecido para
alguns alimentos em inimeros paises, incluindoiB¥daanca. No Brasil, 0 NMR é de
0,01 mg/Kg para cana-de-agucar e, de 0,05 mg/Kay lpetatas. Na Franca, o NMR é de
0,01 mg/Kg para arroz, girassol, acucar de betarbanana e cereais em graos. Nos
Estados Unidos o NMR € de 0,01 mg/Kg para arro®2 g/Kg para trigo. No Japéao,
o NMR é de 0,01 para arroz (BELAYNEH, 198BudTINGLE et al., 2003).

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

Dados apresentados pela ANVISA (2006) mostram guewgdlises realizadas
no Brasil, com 4 mil amostras de alimentos, forabsesvados problemas de
contaminacgdo por alguns agrotoxicos em 28% dedaslosa maioria decorrentes do uso
de produtos ndo autorizados para a determinadargulbu da quantidade excessiva
utilizada, o que gerou contaminagcfes com niveiesigluos acima dos permitidos pela
legislacao.

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

Segundo a European Food Safety Authority - EFSA§200 risco do inseticida
fipronil € baixo, quando passaros e mamiferos @mgesementes tratadas com este
produto. Em minhocas e peixes o risco também pedeasiderado baixo, mas vale
ressaltar que, segundo 0 mesmo autor, os metabdMe&b 46136, MB 45950 e RPA

200766 sao bioacumulados em peixes.
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8. Impactos nos organismos néo alvos
8.1. Organismos aquaticos

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

Em faner6gamas aquaéticas e algas, o fipronil iderado nao téxico (USEPA,
1996,apud TINGLE et al., 2003). Esta conclusao foi obtiddopeestudos realizados
com trés espécies de algas de agua dacab@ena flosaquae, Navicula pelliculosa
Selenastrum xapricornutymcujos resultados ndo mostraram efeitos signivica
sobre as alteracfes observadas para o0 crescimesits drganismos, apds a exposicao
a 0,2 mg/L de fipronil. Porém, na alga unicelU#enedesmus subspicatasfipronil
promoveu inibicdo e reducdo do crescimento, alénoudeas anormalidades, para as
doses de 0,08 e 0,16 mg/L.

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

Em animais invertebrados, baseado em estudoss feion Daphnia sp, o
fipronil mostrou-se extremamente toxico. (Evert897, apud TINGLE et al., 2003).
Foi observado que o fipronil afeta o comprimentocdgpo de dafinideos, quando em
concentracdes maiores do que 9,8 ppb. Os metabdli®> 46136 e MB 45950 foram
mais toxicos para este invertebrado, do que pdrasinsetos de agua doce.

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

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

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

8.2. Organismos terrestres

Quando uma solucéao de 2000 mg/L de fipronil fdicapa, continuamente, por
4 dias, em sementes de arroz, foi observado umipoegignificativo na germinacéao.
Quando as sementes foram expostas por 1 horaag8sha germinacao, o crescimento
pés-germinagdo também foi diminuido (STEVENS et1#198).

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

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

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

O fipronil é téxico para abelha, ndo devendoagdicado em vegetacdo usada
no forrageamento (Rhoné-Poulenc, 19@pud TINGLE et al., 2003). Estudos
realizados com abelhas nativas da regidao aridaesi® alos Estados Unidos (abelhas de
mel e abelhas da alfafa) mostraram que fipronil @&mnsiderado perigoso, quando
aplicado durante a noite na forma de spray, pegjrsdo Mayer e Lundem (1999), apos
24 horas de aplicagdo do inseticida, o indice detatmbade das abelhas decresce.
Também foi observado que as abelhas deixam denaroasi flores onde foi aplicado o
inseticida, talvez pela alta sensibilidade que passem seus oOrgaos olfativos. Outra

explicacdo que sugerimos é pelo préprio efeitoidioib do GABA que o inseticida
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promove, que leva a um déficit nas funcdes cogstido inseto. Desta forma nédo ha
passagem de informacdo e nem aprendizagem dodndal o recurso alimentar esta
disponivel.

O risco do fipronil para os macroorganismos n@ skonsiderado baixo para
concentracdo de 0,785 mg/Kg. Para os microorgamsisteosolo, o risco também é
baixo para aoncentracdo de 0,667 mg/Kg de fipronil e de 006033; e 0,267 mg/Kg
dos metabdlitos por MB 46136, MB 45950 e RPA 20Q7#&8pectivamente (EFSA,
2006).

8.2.1. Alteragao no Metabolismo

Quando o fipronil foi administrado por via gasériem ratos, ele se mostrou
toxico, desencadeando sintomas como diminuicdo idite, anuria, aumento de
excitabilidade, comprometimento fisioldgico de dsas oOrgaos, principalmente, do
figado, rim e tire6ide. Quando em contato com a gelratos, o inseticida causou uma
leve irritacdo, mas uma irritagcdo maior foi obsdeyajuando lebres foram expostas, via
dérmica, ao inseticida. Também foi observada uma leitacdo nos olhos destes
altimos organismos (USEPA, 2008). Segundo Tinglale{2003), o fipronil também
causa problemas adrenais e gastrointestinais e @tautor relata que cerca de 45% a
75% do fipronil é eliminado, nestes organismosagpéezes e de 5% a 25% pela urina.
Os metabdlitos encontrados na urina foram o MB Z258¢nais dois produtos oxidados
(MB 46136 e RPA 200766) (Figura 3 e Tabela 1), alénpréprio fipronil.

8.2.2 Efeitos da toxicidade aguda

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

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

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

inalacdo. Para a exposicao pela derme, a absatawehor do que 1%, depois de 24 h
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de exposicéo, sendo esta toxicidade considerada.dam contraste, a toxicidade via
derme, observada para coelhos, foi moderada (Rlestiction Network — PAN - UK,
2006). Experimentos de toxicidade aguda mostramageigposicdo dérmica em coelhos

leva a uma diminuicdo do peso corporeo e a umarnmapeténcia.

8.2.3. Efeitos de Toxicidade cronica

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

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

8.2.4. Efeitos neurotoxicos

O potencial neurotéxico do fipronil, observadogseénsaios desenvolvidos com
mosca doméstica e camundongos, que é dado pelprepaedade de bloquear os
canais de cloro das células nervosas, é manticiéaumentado pela fotodegradacao
do inseticida. A fotodegradacéao resulta em maiodpgdo do metabdlito desulfunyl do
que do detrifluorometilsulfinil (HAINZL e CASIDA, 996).

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

Os efeitos neurotdxicos subcronicos registrados gEos foram dentre outros a

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

quando aplicado em altas doses.

8.2.5. Efeitos Carcinogénicos
Estudos feitos com ratos mostraram que o fipromar&inogénico para a dose

de 300 ppm, causando cancer de tiredide (PAN —20R6). Porém, este inseticida foi
considerado nao carcinogénico para camundongos, gpaosagem de 30 ppm, mas
desencadeou os sintomas de diminuicdo no ganhesteepa diminuicdo na eficiéncia
de conversao de alimentos em massa corporea (nMaabasento do figado e aumento

do indice de mudancas histopatoldgico do figadbGILE, 2003).

8.2.6. Efeitos Genotoxicos e Mutagénicos

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

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

8.2.7. Efeitos na reproducao

Por meio de estudos feitos com ratos, foi obsencaee o inseticida fipronil
toxico na dose de 26,03 mg/Kg para machos e 28g@g®gnpara fémeas, causando
diminuicdo na porcentagem de acasalamento, reddgadndice de fertilidade e
diminuicdo de sobrevivéncia da prole pos-nasciméntdGLE et al., 2003).
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Figura 3
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Figura 3: Esquema da biodegradacdo do fipronil, dormacdo de metabdlitos,

registrados em experimentos com ratos (TINGLE.eR8D3), com modificacdes.
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Segundo a PAN-UK (2006), o fipronil mostrou altées reprodutivas em ratos
tratados continuamente com dieta a 300 ppm destéidida (grau de pureza de 95,4%).
Estes efeitos observados foram baseados em aksram@e caracterizaram sinais
clinicos de toxicidade como: diminuicdo do pes@éceo, diminuicdo da porcentagem
de acasalamento, reducéo de fertilidade, reduc@wli@vivéncia pés-natal da prole e
atraso no desenvolvimento fisico.

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

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

A fertilizacdo e a implantacdo dos conceptos desrato Utero sdo eventos
dependentes de altos niveis de progesterona eshadéxestradiol no plasma. Os niveis
hormonais ndo balanceados podem atrasar o0 traesplertespermatozoides e o
subsequente transporte do proprio ovo fertilizagiotrd do Utero. A reducao do indice
de prenhés em fémeas tratadas com fipronil, nogmardia da gestagcdo, pode ser
atribuida as alteracbes hormonais, mas, novastigaeS8es sdo necesséarias para a

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

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

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

Recentes estudos com hepatécitos humanos e detdatasemonstrado que os
inseticidas sdo capazes de interagir com muitaBneszmetabdlicas nestas células
(ROSE et al., 2005; LEDIRAC et al., 1997). Célulizsshepatdcitos humanos, expostas
ao fipronil, demonstraram que o inseticida e o sebproduto fipronil sulfone séo,
significativamente, mais toéxicos que outros insgéis da mesma classe toxicologica
(DAS, 2006). O fipronil € um substrato do CYP3Afue tem potencialidade em
induzir, significativamente, os subprodutos CYPBACYP3A4, resultando no aumento
do potencial de interacdo com uma ampla gama d&&wdas quimicas e horménios
endogenos. Nas células de hepatdcitos humanos @lep® inseticida causou
citotoxicidade, por duas principais vias de induci&oapoptose: a via mediada por
receptores e a via de inibicAo mitocondrial, queokre a liberacdo de proteinas
mitocondriais (DAS, 2006).

Segundo a USEPA (2008), quanto ao indice de aagemicidade, o inseticida
fipronil é considerado como do grupo C (possivelmaarcinogénico para humanos),
devido ao aumento de células foliculares da tieditbservado para ambos 0s sexos de
ratos expostos ao fipronil.

Estudos com o inseticida fipronil, em microssomedidado humano (HLM) e
em microssomo de figado de rato (RLM), mostrarane qu via metabdlica
predominante deste inseticida é a oxidagado do dgiapster, que gera o sulfone fipronil
(TANG et al., 2004). Estes dados também s&o coanted com as descricdes de

Hainzl e Casida (1996), para ensaios realizadoscamnundongos.
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Resumo

Os agrotoxicos constituem uma importante estratégiaagricultura para a
obtencdo de uma produtividade economicamente videekto do ponto de vista
guantitativo quanto qualitativo. Esses compostakepg muitas vezes, colocar em risco
0 meio ambiente e outros organismos ndo alvos, di@msco que podem causar a
saude humana. O fipronil € um inseticida do grugroldpirazol, amplamente utilizado
em campos agricolas do estado de Sdo Paulo-Bé@giresente trabalho teve por
objetivo avaliar a toxicidade e a mutagenicidadeirdticida fipronil, por meio de
bioensaios com 0 sistema tegte cepa Sementes desta espécie foram submetidas a
germinacdo em agua ultra-pura por 5 dias. Apés psteodo, as radiculas foram
expostas as concentracdes de 1,25 g/L; 0,625 ¢Bl2®/L e 0,156 g/L do inseticida,
por um periodo de 20 horas. ApOs esse tempo, ft@ & recuperacdo das raizes,
transferindo os meristemas para placas com agwapulta, por 48, 54 e 72 horas. Para
a verificacdo do potencial do inseticida fipronieear a germinagéo, induzir aberragbes
cromossOmicas, micronucleos e morte celular &mcepa foram confeccionadas
laminas com as regibes meristematicas radiculaeste dorganismo teste. Nossos
resultados apontam que o inseticida ndo apresesigto toxico e citotoxico sob a
espécieA. cepa pois os indices de germinacdo e de morte celodar foram
significativos, quando comparados aos resultadosamirole negativo. Ja quanto as
alteracbes indicadoras de genotoxicidade (abersacommossbmicas) e de
mutagenicidade (presenca de micronlcleos nas sglulidemos observar que o
fipronil promoveu diversos tipos de aberragfes assmicas como células portadoras
de pontes, perdas, quebras e aderéncias cromossimizmetafases, células
polipléides e micronucleadas, confirmando, assimfeito genotoxico e mutagénico do
produto. Pelos dados obtidos, observamos uma difarde acdo do inseticida para
diferentes tipos de exposicédo, onde os testes gesemca de luz mostraram maior
potencialidade de inducdo de efeitos genotoxicasutagénicos do que os realizados
com auséncia de luz, sugerindo que, possivelmentetabdlito decorrente da fotdlise
do fipronil potencializa a acédo deste inseticida.
Palavras-chaves: Fipronil, Allium cepa aberracbes cromossémicas, citotoxicidade,

genotoxicidade, muatgenicidade.
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1. Introducéo

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

O uso de agrotoxicos constitui, atualmente, a gradestratégia da agricultura
para 0 combate e a prevencdo de pragas agricasss Eompostos podem apresentar
certa toxicidade ao homem, induzindo a efeitos @thgecomo a acdo imunodepressora
ou ainda carcinogénica, além de impactar o pr@ribiente fisico.

Muitos trabalhos tém revelado a presenca de nalarsnantes de agrotoxicos
nos ecossistemas, com acumulos significativos oy sa agua, no ar, nas plantas e nos
animais. (PARSONS e WITT, 1989; POTTER et al., 308Iém da contaminacao do
meio ambiente, esses residuos podem chegar ao hguakmcadeia alimentar e
ocasionar danos a sua saude (EDWARDS, 1973; BOT@1.@Q206; LOURENCETTI
et al., 2007).

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

Os impactos dos agrotéxicos sobre a biota do sat@wm de acordo com as
caracteristicas do produto, as caracteristicasafisio ambiente e o tipo de microflora
associada. A meia-vida dos agrotdxicos no solorisam de contaminacdo do lencol
fredtico dependem, também, da interacdo desseecrtdifs fatores e das vias de
degradacéo do agrotéxico. (GRISOLIA, 2005).
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Em relacdo a agua, embora a agricultura seja apgnasdas inimeras fontes
nao-pontuais de poluicéo, ela geralmente € aport@da a maior contribuinte de todas
as categorias de poluentes (EDWIN, 1996; BAKOREalet2004; POTTER et al.,
2007). Uma vez na agua, dependendo das caractsisisico-quimicas, o residuo do
agrotoxico pode tanto se ligar ao material paidalem suspensao, como se depositar
no sedimento do fundo ou ser ainda absorvido pgaresmos, sendo entdo detoxicado
ou acumulado (NIMMO, 1985). Quando acumulados, padear na cadeia alimentar,
atingindo também ao homem (EDWARDS, 1973; NIMMO839HAMILTON e
CROSSLEY, 2004; ZHOU et al., 2006). Existem diversstudos na literatura para se
determinar a presenca de agrotoxicos em aguasfisigiere subterraneas (MALLET e
MALLET, 1989; DURAND e BARCELO, 1989; BARCELO, 199BARCELO et al.,
1996), além de estudos sobre os seus efeitos eamismgps aquaticos (TUNDISI,
1990).

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

A crescente introducdo de agentes quimicos no amebieem levado os
pesquisadores a desenvolverem metodologias caphbzesvaliar a potencialidade
dessas substancias em induzir alteraces no mageniético (ANTUNES e ARAUJO,
2000).

Dentre as substancias que causam danos nos organiswos, existem as
substancias mutagénicas que, segundo RIBEIRO (26@3Rgentes capazes de induzir
alteracdes na molécula de DNA, levando a uma glerhderdavel da funcdo génica.
Pesquisas que investigam a acao de agentes muag@mbientais vém tendo grande

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

Os efeitos derivados da acdo de agrotoxicos podendigersos, tais como
reacao direta com o DNA nuclear, incorporacdo ndARNrante a replicagao celular,
interferéncia na divisdo celular mitética ou maiatidecorrendo em divisdes incorretas
da célula (VEIGA, 1995 e FERNADES, 2005).

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

O inseticida fipronil, comercialmente registradomm Regente®, tem nome
quimico 5-amino-1-(2,6-dicloro-a-a-trifluor-p-totil) 4-triflurometilsulfinil-pirazol-3
carbonitrila e formula quimica 18H44C12FsN4OS. Este inseticida pertence ao grupo
quimico fenil-pirazol e tem a classificacao toxagita da classe Il (altamente toxico).

Varios estudos tém demonstrado que o inseticidégaeao canal de cloro e
blogueia sua ativacdo pelo acido gama-aminobutif@aABA), uma substancia que
controla o fluxo de ions cloro através da membi@maélula nervosa. Dessa forma, a
auséncia da inibicdo sinaptica causa uma hipeegéotdo Sistema Nervoso Central, o
que leva o organismo a morte (BLOOMQUIST, 2005).

Pesquisas feitas revelam que o inseticida fiprdegdaparece rapidamente na
superficie da dgua, embora alguns dados mostrentaxitéddade relativamente baixa
para organismos aquaticos nao alvos (TINGLE e2a03).

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

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

2. Materiais e Métodos

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

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

2.1. Metodologia

Para a verificagcdo da toxicidade e mutagenicidadensketicida fipronil, foram
testadas as seguintes concentracdes do produfog/l,Zconcentracdo de campo - C1);
0,625 g/L (C2); 0,312 g/L (C3) e 0,156 g/L (C4).

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

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

foi transferida para novas placas de Petri, comteaglia ultra-pura, por periodos de
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recuperacdo de 48 horas (gXC2sg C3i5 e C4g), 54 horas (Cly, C%4, CIHse Chy) €
72 horas (Cd, C24, C34 e C4,), para todas concentracdes. Ao final do periodo de
recuperacao, novas amostras foram coletadas efixpdra posterior analise.

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

Para preparacdo das laminas, as raizes foramasopsdo método de Feulgen
(MELO e VIDAL, 1978), cuja metodologia consiste ti&s banhos em agua destilada,
para a retirada do excesso de fixador. Apds essgdm, as raizes foram hidrolizadas
em HCI 1N, durante 8 minutos a temperatura de 6&e@do, posteriormente, lavadas
por trés vezes, em agua destilada, e coradas dmorea Shiff, por duas horas no
escuro. Os meristemas radiculares foram seccionamiosma gota de carmim acético
(2%), recobertos com laminula e esmagados suavenoemh o auxilio de estilete
metalico. As laminulas foram removidas em nitrogéhquido e, ap06s secagem,
montadas com resina sintética, para posteriorssnétn microscopia de luz.

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

fotodegrado.

2.2. Andlises dos efeitos citotoxicos e mutagénicos

As analises referentes ao potencial citotoxiconbtzaseadas nos parametros:
indice mitotico, indice interfasico (conforme almixalteracbes celulares e morte
celular (evidenciada pela presenca de ndcleo hmbtex@ipo, aumento do volume
celular; e vacuolizacdo do citoplasma). Os resafiafbram obtidos com base na
avaliacdo de cerca de 5000 células para cada a@anostitagens estas derivadas de 5

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

numero de células em diviséox

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

As analises dos potenciais genotoxico (aberrag@@sassémicas) e mutagénico
foram realizadas para as diversas concentracoesselicida fipronil, além do controle
negativo (dgua ultra-pura) e do controle positimfiuralina).

Para a analise do potencial genotoxico, diferetifess de alteracdes foram
consideradas (perdas, fragmentos, pontes, adesé&raaossémicas, entre outros) nas
diferentes fases da divisdo celular (préfase, ras¢afanafase, telofase). A analise do
potencial mutagénico foi realizada com base nagiéecias de células portadoras de
micronucleos e de quebras cromossdmicas, para taslatases do ciclo celular
(interfase, profase, metafase e telofase), de tahde 5000 células contadas para cada
amostra.

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

analise de Mann-Whitney.

3. Resultados
3.1. Analise do Potencial Téxico

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

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

Os resultados dos I.1. e .M., obtidos para osiessaom agua ultra-pura (CN) e
com trifluralina (CP), a partir de contagens encaede 5000 células meristematicas
analisadas por tratamento, mostraram frequéncia8,886 e 11,26%, respectivamente,

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

negativo, para as concentracbfes C3 e C4;, @2 C24 e C34 JA 0S meristemas
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submetidos ao inseticida fipronil, na ausénciaute dpenas a C3 apresentou valores

significativos (Figuras 2-5).

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

As freqUéncias registradas para morte celular nee@d CP foram 0% e 0,7%,
respectivamente.

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

guando comparados com o controle negativo (FighH&s

3.3. Andlise do Potencial Genotdxico e Mutagénico
3.3.1. Andlise das Aberracdes Cromossomicas e decktinlicleos

Os resultados obtidos com o CN e com o CP foraf?%0g 2,84%,
respectivamente.

Os resultados de AC obtidos nos ensaios com tiditsefipronil, na presenca
de luz, mostraram-se significativos paras as cdragies C3 e C4; G3e C4g Clss €
C3s4 e CLy e C4,4 Quando na auséncia de luz, os resultados forgmfisativos para:
Cle C2,C%e Cdg C24 e Chye C34 (Figuras 10-13).

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

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

Em relacdo as quebras cromossdmicas, 0s resultabiidos ndo foram
significativos, tanto para os testes feitos hagmwea como na auséncia de luz (Figuras
18-21).
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3.3.2. Tipos de Aberragbes Cromossdmicas

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

alteracbes cromossdmicas em baixa frequéncia, tedrndo os valores basais das

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

tipos de alteracdes, porém com uma freqiiéncia rmais elevada.

Os resultados obtidos para os testes realizadososomeristemas radiculares,

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

C3: préfases, prometafases e metafases com peoiasssomicas, C-metafases
e anafases com perdas e com pontes cromossomiGeEases multipolares,
tel6fases com perdas e com pontes e células pdislo

C4. préfases e metafases com perdas cromossortieagtafases, metafases
com aderéncias cromossdmicas, anafases com perdasonme pontes
cromossOmicas, anafases multipolares, tel6fases perdas e com pontes
cromossomicas.

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

C4yg, Clsy, C354: anafases com pontes cromossémicas.

Cl;s aderéncias cromossOmicas, C-metafases, metafases quebras
cromossOmicas, anafases com pontes e com perdasssdmicas e telofases
com pontes cromossémicas.

C4;,. C-metéfases, anafases com pontes cromossémtessases com pontes
cromossomicas.

J& para os meristemas radiculares submetidos @emiés concentracdes do

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

C1: aderéncias cromossOmicas e anafases com pontes.

C2: aderéncias cromossOmicas, anafases com potaiégases com pontes.
C2g aderéncias cromossOmicas, anafases com pontes pardas e teléfases
com pontes.

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

com pontes e com perdas e tel6fases com pontes.
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* Cly4 aderéncias cromossomicas, C-metafases, metafaseperdas, anafases
com perdas e com pontes, tel6fases com pontesilasgbliploides.
» C2, aderéncias cromossomicas, C-metafases, metafaseperdas, anafases

com perdas e pontes, teléfases com pontes e cphlipiides.

4. Discusséao e Conclusdo

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

Os estudos de Berlayneh (19%®ud TINGLE at al. (2003), comprovam que,
quando o inseticida fipronil ndo se degrada em Ipdditas ibnicos, e esta presente em
ambientes com temperaturas moderadas, ele é egiavelerca de um ano. Porém, no
ambiente, o fipronil pode ser degradado em diversesabdlitos, dependendo das
condicbes ambientais onde ele foi aplicado, taisiacoo metabdlito MB 46513
(desulfinil-fipronil), MB 46136 (sulfone-fipronil)MB 45950 (sulfide-fipronil) e RPA
200766 (amide-fipronil), dentre outros (Ngim e Gips2001, apud TINGLE et al.2003;
PEIl et al., 2003).

Quanto a persisténcia deste inseticida no ambiaigens autores afirmam que
ele desaparece, rapidamente, na superficie da éguse este tem uma toxicidade
relativamente baixa para organismos aquaticos ma&ms.aOutros autores também
apontaram um baixo impacto ambiental, quando otipfoi aplicado para controle de
insetos pragas nos Estados Unidos (TINGLE et &3R0Existem poucas informacoes
sobre a toxicidade do fipronil para organismos tgos dispostos no ambiente natural.
Os dados do potencial de contaminacédo do fiprdol @btidos, principalmente, por
estudos realizados em campos agricolas (TINGLE,&0D3).

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

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

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

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

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

Quando uma solugéo de 2000 mg/L de fipronil fdicapa, continuamente, por
4 dias, em sementes de arroz, foi observado umipoegignificativo na germinacao.
Quando as sementes foram expostas por 1 horagg8sha germinacgéo, o crescimento
pés-germinagdo também foi diminuido (Stenvens et1898, apud TINGLE, et al.
2003).

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

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

apos varias aplicacfes deste inseticida em uma anasea agricola. Como 0s ensaios
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comA. cepaforam desenvolvidos em laboratério, em placasateigacdo umedecida
com solucdo aquosa do produto, a concentracéo matstante, ndo sofrendo assim
alteracOes crescentes na sua concentracao, colmgeo/ado para solo. Desta forma, a
toxicidade descrita para as sementes de arroz pede&ecorrente da exposicdo as
concentragcdes superiores as testadas, decorreatestthulos proporcionados pela
persisténcia do metabdlito MB 46513, apés diveegdicacdes consecutivas no solo.
Porém, os resultados obtidos cémcepasao discordantes de outra citacdo de Tingle et
al. (2003), onde os autores afirmam que o insetidigronil, em condicdes de
laboratoério, apresentou uma toxicidade de alta teemamente toxica, para muitos
organismos aquaticos testados, quando estes forgpostes a concentracdes
relativamente baixas do produto (TINGLE et al., 200

Frente aos resultados encontrados, podemos irmfeey como o fipronil nao
apresentou acao toxica, pelos dados de indicerdergedo, sobre o sistema testeAde
cepa este organismo teste ndo se caracterizou em umirimicador de toxicidade do
produto, contrariando as citacfes de Grant (1988), afirma que este sistema teste €
indicado para testes de toxicidade, em geral, nedisrcando as descricdes de
Matsumoto et al. (2004 e 2006), Fernandes et &7 P@ Leme e Marin-Morales
(2008), que afirmam que este parametro (IM) n&ofetenum bom indicativo de
citotoxidade de agentes quimicos.

As analises realizados com o inseticida fipromih sistema teste de cepanas
diversas concentracfes, tempos e exposicdes, ndiwanam efeitos citotoxicos sobre
este sistema vegetal, pois ndo foram registradbseis significativos de morte celular,
para nenhum dos ensaios. Os resultados aqui afgéssnsobre a citotoxicidade do
fipronil, sdo inéditos, pois ndo ha relatos dettetes com este inseticida, para nenhum
outro sistema teste.

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

fipronil ndo é citotoxico paradA. cepa 0 que nos indica que esta espécie ndo se
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caracteriza em um bom organismo teste para enshositotoxicidade com este
inseticida.

Em relacdo as aberracbes cromossomicas, € saba&l@spas anormalidades
podem levar a diversas alteragOes, que pode terdouacdo mutagénica. Dentre as
aberracbes cromossémicas, as C-metafases sdoc@dergue evidenciam a acéo
aneugénica de uma dada substancia, pela comphisagéo do fuso mitdtico das
células (FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1993). Neste casmhuma placa equatorial é
organizada, podendo acarretar em um impedimentadidado dos centrdmeros.
Segundo Krisch-Volders (2002), a inducdo de C-rast&d pode levar a formacgdo de
nacleos polipléides, embora possa resultar tambémfonmacdo de uma grande
quantidade de micronucleos (FERNANDES et al., 2007)

Segundo Marcano e Del Campo (1995) e Marcano €19$8), um outro tipo
de anormalidade, caracterizada como aberracdo esimmica, sdo as aderéncias
cromossOmicas, que sao sinais comuns da acao teioan quimico sobre o material
genético. Esta aberracdo decorre, provavelmentefeit®s irreversiveis para a célula,
podendo leva-la @ morte. Para Marcano et al. (2@&34as alteracdes originam pontes e,
consequentemente, quebras cromossdmicas, afirneat@corroborada por Giacomelli
(1999), que afirma que as pontes cromossOmicasds@&orrentes de aderéncias,
acrescentando ainda que elas podem ser multiplessistirem até a telofase.

De acordo com Rank e Nielsen (1998), as anafaséiypabares decorrem do
mau funcionamento do fuso mit6tico, o que leva aa wlistribuicdo irregular dos
cromossomos, encaminhando-os para mais de dois pafcélulas, contrariamente ao
gue ocorre em células de divisdo normal.

Pela analise das células meristematicasAdecepa, submetidas a acdo do
inseticida Fipronil, pode-se perceber que houveigiad de alteragcdes cromossdmicas,
para as diversas concentracdes testadas do idaetimram registradas alteracdes do
tipo profases, prometafases e metafases com perdasossémicas; C-metéafases;
metafases com aderéncias cromossOmicas; anafasgsecdas, pontes e multipolares;
teléfases com perdas e com pontes e células pdigsloDentre todas as aberragfes, as
anafases e teléfases com pontes cromossémicas famanirregularidades mais
freqientemente encontradas neste estudo. Desta fmydemos inferir que o inseticida

fipronil tem acdo no material genético, promoveiad@réncias cromossémicas, mas,
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estas irregularidades, provavelmente, evoluem pandes em anafases e telofases, e
nao em morte celular.

Pelos resultados comparativos, obtidos entresteseealizados na auséncia de
luz e na presenca de luz, observamos que o preglutama maior acdo genotoxica no
segundo caso, isto é, na presenca de luz, o qoaeé possivel acdo de um dos
metabolitos do fipronil (0 MB 46513 - decorrente diegradacao por fotolise) ser o
responsavel pela inducdo das anormalidades cromassd acima descritas,
confirmando as citaces de Tingle et al. (2003) pamaior periculosidade do fipronil,
apos fotodegradacéo.

Os resultados de genotoxicidade obtidos @ancepaséao indicativos de que a
espécie se caracteriza em um bom organismo tesdieepaaios de genotoxicidade do
fipronil, reforcando as descri¢cdes de outros astqres indicam esta espécie como bom
indicador de acgdo genotdxica de quimicos ambienttass como herbicidas
(FERNANDES, et al. 2007; VENTURA e MARIN-MORALES,n press,
hidrocarbonetos (LEME e MARIN-MORALES, 2008) e msta pesados
(MATSUMOTO, 2005 e 2006).

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

Nossos resultados confirmaram também uma acéo @ecetmais evidente
para as menores concentracdes testadas do inadifmidnil, indicando um potencial
perigo para concentracfes residuas dispostas nmrambPor esta acdo genotoxica
mais pronunciada para as doses mais baixas, podargesr que o inseticida fipronil
apresenta uma maior permeabilidade celular quanuo baixas concentracdes,
possivelmente, por ndo sinalizar a célula de sxiaittade. Nas maiores concentracoes,
este potencial seria reconhecido, havendo, assim,inopedimento da entrada do
produto na célula.

As irregularidades cromossOmicas, citadas acimdempodecorrer em células

alteradas, como as portadoras de nucleos irregubarenultiplos. Essas anormalidades,
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assim como as quebras cromossOmicas, sao consdenadicativas da acgao
mutagénica de um produto.

Segundo Ribeiro (2003), os micronucleos sao formatioante a teléfase da
mitose ou meiose, quando o envoltério nuclear éonwduido ao redor dos
cromossomos das células filhas. Séo resultantesfratpnentos cromossémicos
acéntricos ou de cromossomos inteiros que nao famamidos no nudcleo principal.
Assim, os micronucleos representam perdas de cirmamam consequéncia de danos
cromossOmicos estruturais ou danos no aparelhdicoito

Uma substéncia capaz de induzir a formacgéo de Mi¢ ger classificada como
de acdo clastogénica ou aneugénica. A acao clastagé comprovada pela presenca
de micronucleos decorrentes de quebras cromossginticeante o processo de divisao
celular, ao contrario da acdo aneugénica, que eo®piela inativacdo do fuso mitdtico,
acarretando em perda de cromossomos inteiros dficas mesmos ausentes no nucleo
principal da célula.

Yamamoto e Kikuchi (1980) demonstraram que, pelonateho dos
micronucleos, era possivel determinar o tipo de agdagente mutagénico: clatogénico
ou aneugénico. Para estes autores, 0s agentamyélaisbs induziam MN de tamanhos
pequenos, enguanto que os aneugénicos induziam Bidres. No entanto, apesar do
método ter sido satisfatério para um grande nurderensaios com MN, este ndo se
mostrou confiavel para muitos casos. Combes €1885) concluiram que a analise do
tamanho do micronucleo ndo é parametro suficieata p determinacdo do potencial
clastogénico ou aneugénico de uma substancia. Fr€2@a0), baseado em estudos com
células humanas e outros tipos celulares, afirneaagtamanho dos cromossomos, por
ser heterogéneo, inviabiliza a correlacdo ent@ahho do micronucleo e o indicativo
seguro de clastogenicidade ou aneugenicidade. €sta autor, um micronucleo
pequeno pode ser decorrente de um fragmento deraimmssomo grande, ou de um
cromossomo inteiro de tamanho pequeno.

A mutagenicidade do inseticida foi estimada pesggstros de inducédo de MN e
de quebras cromossdmicas em células meristemakicAs cepa ap0s exposicdo em
diversas concentra¢cfes do inseticida fipronil. Porés Unicos resultados significativos
para mutagenicidade do inseticida foram obtidosgpéhdices aumentados de células

micronucleadas.
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Os parametros indicativos de mutagenicidade, obdes/pela agao do fipronil
sob o sistema-teste de cepa,foram mais significativos para as concentra¢cdes mai
baixas testadas e para os testes realizados rengaede luz, confirmando a possivel
acdo do metabdlito decorrente de fotodegradacdo @6N13), na inducdo das
anormalidades encontradas. Para os testes reaizsmlcauséncia de luz, também
obtivemos alguns resultados que confirmam a gerotiaxle, neste caso, para as
concentracdes mais altas do insetida. Estes daflamgam o maior efeito de acdo do
inseticida, quando em concentracfes mais baixagpeasenca de luz. Assim, temos um
indicativo de que, possivelmente, o metabdlito MEH43, formado pela fotdlise do
produto, seja o principal composto indutor de datmBNA deA. cepa

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

Estes dados nos sugerem que residuos de fipratéinp@aracterizar-se em um
perigo para espécies vegetais ndo alvo, principgbmeguando expostas as baixas
concentracdes, que podem ser decorrentes de @@gam solos de cultura, que sofrem
lixiviag6es. Porém, efeitos toxicos e citotoxicaslpm também ser possiveis, caso haja
um progressivo acumulo do produto, por estas intassaplicacoes. Estes dados
reforcam a preocupacao de diversas instituicOeseatalis e de pesquisadores, quanto a

atual utilizacao indiscriminada do inseticida.
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