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RESUMO: Fipronil (FP) € um inseticida neurotoxico com mecanismo formicida e cupinicida
do grupo fenilpirazol. FP antagoniza os receptores GABA associados ao canal de cloro,
danificando e/ou bloqueando os ions de Cl-, impedindo o influxo na via celular, anulando o
efeito neurorregulador dos receptores, levando o inseto a hiperexcitagcdo, paralisia severa e
morte. Partindo da premissa que inseticidas podem estar associados a eventos mutagénicos e
carcinogénicos, e pelo fato de FP ser comumente empregado no controle de pragas no Brasil,
o presente trabalho teve como objetivo, avaliar a capacidade mutagénica de FP por meio do
Teste do micronucleo em Tradescantia pallida (Trad-MCN). Apo6s aclimatizagdo (24h) em
solucdo de Hoagland, 7. pallida foram submetidas ao tratamento cronico com FP nas
concentragdes de 0,16; 0,8; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 and 0,025g/L de solugdo por 24 h. Em seguida
as hastes de T. pallida foram submetidas a solu¢do de Hoagland para recuperagdo. As
inflorescéncias jovens das hastes foram colhidas e fixadas em solugdo Carnoy e, apos 24
horas, foram conservadas em etanol 70% até o momento das analises. As anteras obtidas dos
botdes coletados foram maceradas sobre laminas para microscopia, coradas com corante
carmim acético e em seguida cobertas com laminulas e analisadas em microscopia Optica. FP
nas concentragoes de 0,2; 0,4; 0,8 ¢ 0,16 g/L diferiram estatisticamente do controle negativo,
evidenciando por tanto, efeito genotoxico em 7. pallida. Nas condi¢des experimentais
testadas e em T. pallida, FP apresentou atividade mutagénica nas concentragdes de 0,2; 0,4;
0,8 ¢ 0,16 g/L. Mais estudos precisam ser feitos, objetivando a obten¢do de mais dados sobre
a toxicocinética do inseticida FP.
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ABSTRACT: Fipronil (FP) is a neurotoxic insecticide with an ant and termiticide mechanism
from the phenylpyrazole group. FP antagonizes GABA receptors associated with the chloride
channel, damaging and/or blocking Cl ions, preventing their influx into the cellular pathway,
nullifying the neuroregulatory effect of the receptors, leading to hyperexcitation, severe
paralysis, and insect death. Based on the premise that insecticides may be associated with
mutagenic and carcinogenic events, and because FP is commonly used in pest control in
Brazil, this study aimed to evaluate the mutagenic capacity of FP through the micronucleus
test in Tradescantia pallida (Trad-MCN). After acclimatization (24 h) in Hoagland's solution,
T. pallida were subjected to chronic treatment with FP at concentrations of 0.16; 0.8; 0.4; 0.2;
0.1; 0.05 and 0.025g/L of solution for 24 h. Then, the stems of 7. pallida were subjected to
Hoagland's solution for recovery. Young inflorescences from stems were harvested and fixed
in Carnoy's solution. After 24 hours, they were preserved in 70% ethanol until analysis. The
anthers obtained from the collected buds were macerated on microscope slides, stained with
acetic carmine dye, and then covered with coverslips for analysis under light microscopy. FP
at concentrations of 0.2, 0.4, 0.8 and 0.16 g/L differed statistically from the negative control,
thus evidencing a genotoxic effecton 7. pallida. Under the experimental conditions tested and
in 7. pallida, FP showed mutagenic activity at concentrations of 0.2, 0.4, 0.8 and 0.16 g/L.
Further studies are needed to obtain more data on the toxicokinetics of the insecticide FP.

Keywords: Genotoxicity; Pesticide; Phenylpyrazole

1. INTRODUCAO

Pesticidas sdo substancias comumente utilizadas no campo, que objetivam matar ou
repelir pragas. Dependendo da caracteristica fisico-quimica, dose administrada e persisténcia
no meio, podem inferir impacto ambiental nos diferentes compartimentos do ecossistema
(solo, agua e ar), prejudicando as espécies nativas ndo-alvo de combate (Tsutsui; Maizumi;
Barret, 1984).

Pesticidas foram desenvolvidos visando atuar em um cendrio onde o controle eficiente
de pragas ¢ fundamental para garantir a demanda de alimento necessaria para abastecer a
populacao global (Morais et al., 2017). Embora exista outros métodos alternativos para o
controle de pragas no campo, a agricultura ainda continua dependente do controle quimico
(Ecobichon, 2000).

Desde a introdugdo no mercado, pesticidas tornaram se em um curto espago de tempo,
uma das tecnologias quimicas mais recorrentes por parte dos agricultores. No entanto, os
efeitos nocivos adversos desencadeados por inseticidas neurotoxicos tradicionais

(organofosforados, organoclorados, piretrdides e carbamatos) tém levantado polémica no
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meio cientifico em relagdo ao aspecto beneficio x impacto toxicoldgico e ambiental (M orais et
al., 2016).

Segundo Celik e colaboradores (2014), pesticidas precisam apresentar seguranga
alimentar, ocupacional e ambiental, apresentando por tanto, toxicidade seletiva, bem como,
baixa persisténcia no meio, com auséncia de capacidade de biomagnificacdo nos diferentes
niveis tréficos.

Ha muito se sabe que a exposic¢ao cronica, mesmo que em pequenas doses, pode gerar
diversos efeitos negativos a nivel molecular (citotoxicidade, disfuncdo nas vias bioquimicas e
danos genéticos) e comportamental (Celik ef al., 2014), havendo por tanto a necessidade de
avaliar o risco de exposi¢do a pesticidas pelas diferentes rotas de exposi¢do e em diferentes
organismos modelos (Houk, 1992).

Fipronil (5 - amino - 1 - [2,6 — dichloro — 4 - (trifluromethyl) phenyl] — 4 -
[(trifluoromethyl) sulfinyl] - 1H - pyrazole) (FP) ¢ um inseticida, formicida e cupinicida do
grupo fenilpirazol. Classificado como pesticida de segunda geragao, FP foi descoberto por
Rhone-Poulene Agro em 1987, introduzido comercialmente em 1993 e registrado nos Estados
Unidos em 1996 (Aajoud; Ravanel; Tissut, 2003).

FP apresenta atividade neurotdxica, interferindo com a hiperpolarizacdo normal do
neurdnio ao se ligar aos receptores GABA do canal de cloro, agindo ao danificar e/ou
bloqueando os ions de CI, impedindo o influxo na via celular (Connelly, 2001; Aajoud;
Ravanel; Tissut, 2003; Stenersent, 2004). Ao anular o efeito neurorregulador dos receptores, o
impulso nervoso ¢ comprometido, resultando em uma atividade neural excessiva (Cole et al.,
1993), quebrando a homeostase neural do inseto, levando a episoddios de hiperexcitagdo,
paralisia severa e morte (Bobé¢ et al., 1998; Gunasekara e Troung, 2007).

No Brasil, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), FP ¢
considerado altamente toxico ao meio ambiente, sendo classificado, de acordo com o0s
parametros toxicologicos, como pertencente a classe II. Em funcdo da sua toxicidade, bem
como a sua ampla utiliza¢do no campo, varios trabalhos tém demonstrado efeitos danosos em
organismos ndo-alvo, como abelhas (El Hassani et al., 2005; Le Faouder et al., 2007;
Lourenco et al., 2012), peixes, aves e mamiferos (Ohi et al., 2004; Stehr et al., 2006; Das et
al., 2006; Leghait et al., 2009). De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental
(Environmental Protection Agency - EPA) FP ¢ classificado como um possivel carcindégeno

(EPA, 2011).
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Os efeitos adversos proporcionados por pesticidas na saude humana sdo dificeis de
serem mensurados, visto que em muitos casos ndo sdo rapidamente manifestados
clinicamente. Informagdes sobre a toxicidade, fornecidos pela ANVISA e a determinagao da
dose diaria admissivel (IDA) sdo insuficientes para estimar o risco, uma vez que muitos
pesticidas podem alterar direta ou indiretamente biomoléculas, resultando em danos
genotoxicos e/ou mutagénicos (Bolognesi, 2003; 2014). Além disso, ja foi demonstrado na
literatura que os ingredientes inertes presentes na formulagdo do produto comercial, podem
potencializar o efeito toxico e mutagénico do ingrediente ativo (Morais et al., 2017),
subestimando a IDA, padrdo de seguranca alimentar adotado no pais.

Muitas pesquisadas pautadas na toxicologia e ecotoxicologia, ja relacionaram
pesticidas com doengas associadas a instabilidade genética (cancer) e outras doencas cronicas
(Bolognesi, 2003; Vidau et al., 2009; Bhalli ef al., 2009; Bolognesi; Moretto, 2014).

Na literatura, existe um acervo consideravel de trabalhos sobre a mutagenicidade
proporcionada por inseticidas, mas poucos dados estdo disponiveis sobre os efeitos
genotoxicos e mutagénicos do inseticida FP (Guisi NDE et al., 2011; Celik et al., 2014;
Morais et al., 2016), o que aponta para a necessidade de mais estudos direcionados a
avaliacao da molécula.

Dentre os diferentes organismos modelos usados no rastreio da genotoxicidade de
diferentes xenobioticos, destaca-se a Tradescantia pallida, uma planta pertencente a familia
Commelinaceae, de origem mexicana, de aspecto herbaceo e com caule suculento. A planta
tem em média 15 a 25 cm de altura, apresentando folhas e flores roxas, sendo as flores
menores ¢ mais claras que as folhas (Biasibetti; Rosin; Houssani, 2014). T. pallida ¢é sensivel
a xenobioticos e € utilizado para identificar danos genéticos de diferentes substancias (Xisto;
Morgan; Freitas, 2017), incluindo inseticidas (Rodriguez, 2016), por meio do Teste do
Micronucleo (TMN).

O TMN em Tradescantia, possibilitaa identificagdo de mutagenos que agem direta ou
indiretamente no material genético causando danos exclusivamente clastogénico e/ou
aneugénico. No intuito de contribuir com dados baseados na genética toxicoldgica, o presente
trabalho tem como objetivo, avaliar o efeito mutagénico do inseticida FP, por meio do Teste

do Micronucleo em Tradescantia pallida.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Agentes quimicos
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Fipronil Regent® 800 WG (CAS 120068-37-3) foi obtido da empresa BASF S.A,
Sao Paulo, Brasil. A Figura 1 (A) ilustra a estrutura quimica do Fipronil Regent® 800 WG,
que contém na sua formulagao 80% de principio ativo e 20% de ingredientes inertes.

Formaldeido (CAS 50-00-0) foi obtido da empresa SIGMA ALDRICH. A Figura 1

(B) apresenta a estrutura quimica da molécula.
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Figura 1. Estrutura quimica dos compostos. A. Fipronil; B: Formaldeido.

2.2 Material biolégico

Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt var. purpurea foram cultivadas em casa de
vegetagdao do Centro Universitario Mario Palmério, em temperatura de 16°C noite e 26° C dia
e umidade relativa de 60-80%.

As plantas foram cultivadas em vasos com volume de 1L, adaptados para o método de
exposicao. A fertilizagdo e irrigagao foram sistematicamente controladas, assim como a taxa
de mutacao espontanea do estoque de plantas.

A taxa de mutagdo espontidnea foi controlada por avaliagdo mensal do controle
negativo, assegurando que a frequéncia de micronucleos estivesse abaixo de 2 MN para 100
tétrades avaliadas. A temperatura foi mensurada, pois abaixo de 11 °C, a frequéncia de

mutacdo espontanea e formacao de microntcleos pode aumentar 100 vezes.

2.3 Exposicao de plantas

A producdo de mudas a partir de uma mesma matriz garantiu a isogenicidade das
amostras. O bioensaio foi executado conforme recomendacdes de Ma e colaboradores (1994)
com modificagoes.

Floreiras com no minimo 15 plantas foram utilizadas no bioensaio. Hastes de 15

centimetros, com inflorescéncias jovens foram cortadas e submetidas a solu¢do de Hoagland
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(Hoagland; Arnon, 1950) por 24 horas para aclimatizagdo, seguido do tratamento por 24
horas.

As hastes foram expostas ao inseticida FP nas concentragdes de 0,16; 0,8; 0,4; 0,2;
0,1; 0,05 e 0,025 g/L. A escolha das concentragdes foi baseada nas concentragdes
recomendadas pelo fabricante, onde para o tratamento de cana-de-agticar ¢ recomendado o
uso de 250 a 500 g em 300L de calda/ha. Sendo assim, todas as concentragdes avaliadas sdo
menos concentradas quando comparada aquela indicada pelo fabricante. A exposicao foi feita
por 24 h.

Formaldeido 0,2% foi utilizado como controle positivo. Como controle negativo foram
empregados tratamentos em agua obtida por sistema de osmose reversa.

Ap6s o periodo de exposicao, as hastes foram transferidas para bekers contendo agua

obtida por sistema de osmose reverse, onde permaneceram em etapa de recuperagdo por 24 h.

2.4 Teste do Micronucleo

Cumpridas as etapas de aclimatizagdo, tratamento e recuperagdo, as inflorescéncias
jovens das hastes foram colhidas e fixadas em solugdo Carnoy (3:1 de etanol e acido acético
glacial). As amostras foram conduzidas para o Laboratdrio e Citologia e Microbiologia Centro
Universitario Mario Palmério — UNIFUCAMP, e foram conservadas em etanol 70% até o
momento das analises.

As anteras obtidas dos botdes coletados foram maceradas com bastdo de vidro sobre
laminas para microscopia apds gotejamento com o corante carmim acético. Apds a maceracao
e limpeza (descarte dos fragmentos das anteras), as laminas foram cobertas com laminulas e
rapidamente aquecidas a 80°C para fixagdo do corante nas tétrades. A frequéncia de
micronucleos foi apresentada como nimero de micronucleos por 100 tétrades analisadas.

Para cada concentragdo de FP, 20 botdes florais com células de grao de pdlen em
estado de tétrades foram empregados. Para cada concentracdo, 10 laminas foram
confeccionadas, dentre as quais foram avaliadas 300 tétrades quanto a presenca de
microntcleos em microscopio optico de luz sob magnificagdo de 400 vezes, como proposto

por Ma e colaboradores (1994).

2.5 Analise estatistica
Anélise de Variancia (ANOVA) foi empregada para determinar a significancia das

concentracdes de FP avaliadas. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados
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estatisticamente significantes (Callegari-Jacques, 2006). O teste de Tukey foi aplicado para

realizar comparacdes entre os pontos amostrais em relagdo aos grupos controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado o potencial mutagénico de diferentes concentragdes
de FP por meio do teste do micronucleo em Tradescantia pallida (Trad-MCN).

Na Tabela 1 estao apresentados o resumo dos resultados obtidos pelo Trad-MCN. Foi
evidenciado aumento na frequéncia de microndcleos nas plantas tratadas com 0,16 g/L (dose
indiscriminada — 7,80 + 1,58), 0,8 g/L (5,90 = 1,63) 0,4 g/L (5,80 + 0,59) ¢ 0,2 g/L (5,40 +
1,12) de FP, evidenciado por tanta diferenca estatisticamente significativa (Teste de Tukey,

p<0,05) quando comparado ao controle negativo (4gua obtida por sistema de osmose reversa).

Tabela 1. Frequéncia de Micronucleos em Tradescantia pallida tratada com diferentes

concentracdes de Fipronil (FP).

Tratamentos Tétrades Frequéncia de Diagnostico
g/L analisadas micronucleos/100 + SD estatistico®
Controle negativo 3000 1,20+ 0.52
Controle positivo 3000 18,0 £ 3,86 +
FP
0,025 3000 1,45+1,18 -
0,05 3000 2,62 +1,48 -
0,1 3000 2,11 +1,25 -
0,2 3000 540+ 1,12 +
0,4 3000 5,80 + 0,59 +
0,8 3000 5,90 + 1,63 +
0,16 3000 7,80 + 1,58 +

Diagnostico estatistico: + Médias com diferenca estatisticamente significativa quando
comparado ao controle negativo de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05); - Médias que nao
diferiram do controle negativo.

FP: Fipronil; Controle negativo: agua obtida por sistema de osmose reverse; Controle

Positivo: Formaldeido (0,2%).
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Embora FP, assim como todos os inseticidas comercializados, apresentam licenca
emitida pelos orgdos competentes (ANVISA, IBAMA e MAPA), diferentes trabalhos tem
demonstrado que FP pode causar danos genéticos em sistemas in vivo ¢ in vitro (Ghisi NDE et
al.,2011; Celik et al., 2014).

Celik et al. (2014) avaliaram as capacidades genotoxica e mutagénica da molécula in
vitro por meio do Ensaio Cometa, Teste do micronucleo (TMN) e o Teste de Troca de
Cromatides Irmas (TCI) em culturade linfécitos. FP demonstrou ser genotdxico € mutagénico
em todas as doses testadas (0,1; 0,3 e 0,7 pg/mL) e em todos os sistemas testes, exceto no
TMN na dose de 0,1 pg/mL.

Ghisi et al. (2011) verificaram que nas concentracdes de 0,10 e 0,23 pg/mL, FP ¢
capaz de causar danos clastogénicos e/ou aneugénicos (identificado por meio do TMN) em
Rhamdia quelen, evidenciando por tanto, danos mutagénicos.

Tanto no trabalho de Celik et al. (2014), quanto o trabalho de Ghisi et al. (2011)
foram constatadas a relagao dose dependéncia na frequéncia de danos ao DNA, corroborando
com os resultados do nosso estudo.

Morais et al., (2017) avaliaram a capacidade mutagénica, recombinogénica e
carcinogénicado FP em Drosophila melanogaster. Os resultados revelaram que FP apresenta
atividade mutagénica antes (cruzamento ST) e apos metabolizagdo (cruzamento HB). Além
disso, em todas as concentragdes testadas (0,3; 0,7; 1,5 ¢ 3 x 10 mM), FP foi capaz de
incrementar alta frequéncia de tumores epiteliais nos diferentes apéndices da mosca. Vale
destacar que os danos induzidos pelo FP em D. melanogaster foi devido principalmente a
eventos recombinogénicos (Morais et al., 2016), os quais sd3o fundamentais para ativar
mecanismos carcinogénicos (Nepomuceno et al., 2015).

Embora nao tenha sido avaliado no presente trabalho o mecanismo de inducao de
mutacdo no DNA de T. pallida, diferentes trabalhos na literatura sugerem um mecanismo pelo
qual FP altera o material genético. Com base nos relatos sobre a toxicocinética do inseticida
FP, a chave para a alteragdao do material genético induzida pela molécula nao est4 associada a
sua interacdo direta com o DNA, mas sim pela sua interferéncia no processo normal do
estresse oxidativo, aumentando a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Lassiter et
al.,2009; Ki et al., 2012; Badgujar et al., 2015a; Badgujar et al., 2015b; Park et al., 2015).

Ki et al. (2012) demonstraram que células de neuroplasma humano SH-SYSY
expostas a diferentes concentragdes de FP exibiram elevados niveis de ERO, levando a

peroxidacdo de lipideos da membrana celular, aumentando o estresse oxidativo. A liberagao
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de ERO foi dose-dependente, sendo gerada em maior intensidade na dose mais concentrada
(100 uM).

Acreditamos que o aumento da concentragao de FP aumenta o estresse oxidativo. O
estresse oxidativo ¢ natural e fundamental nos organismos, estando envolvidos em diferentes
processos biologicos (Barretos e David, 2006). No entanto, o aumento acima dos niveis
normais pode gerar radicais livres altamente reativos, promovendo oxidagdo de biomoléculas,
incluindo o DNA (Barretos e David, 2006; Abdullah, 2015).

ERO geradas por pesticidas sdo fortes candidatas ao surgimento de disturbios
neurodegenerativos, tais como a doenca de Parkinson e de Alzheimer (Bogdanov ef al., 2001;
Huang et al., 2004). Em adicdo, alguns estudos tém demonstrado o aumento do risco do
parkisionismo em individuos expostos cronicamente a pesticidas (Brown et al., 2006).
Somado a estes eventos, o aumento da produ¢do de ERO em organismos expostos a diferentes
xenobiodticos esta diretamente associado a danos genotoxicos, o que aumenta as chances de

instalagao do cancer (Peluso ef al., 2015).

4. CONCLUSAO
Nas condi¢des experimentais testadas e em 7. pallida, FP apresentou atividade
mutagénica nas concentracdes de 0,2; 0,4; 0,8 e 0,16 g/L. Mais estudos precisam ser feitos,

objetivando a obten¢ao de mais dados sobre a toxicocinética do inseticida FP.
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