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RESUMO

Os pesticidas sao substadncias amplamente utilizadas na agropecuaria e
frequentemente sdo responsaveis por problemas ambientais, intoxicacbes humanas
e de animais. O 2,4-D é um herbicida que apresenta persisténcia moderada nos solos
e potencial de contaminacéo de aguas subterraneas. O Picloram é o composto ativo
de herbicidas reguladores de crescimento que age de maneira similar ao 2,4-D. A
mosca da fruta, D. melanogaster, provou ser uma util ferramenta para avaliar o
impacto dos estresses ambientais nas populacbes, pois possui estruturas que
desempenham as func¢des equivalentes as dos mamiferos, contribuindo assim como
modelo para estudos de desenvolvimento, comportamento e doencas humanas.
Desta forma, a exposi¢do de D. melanogaster e células de mamiferos a pesticidas
pode resultar em alterac6es bioquimicas similares, indicando que a mosca da fruta
pode ser considerada um bom modelo para o estudo toxicologico. Sendo assim, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade dos herbicidas 2,4 — D e
Picloram de maneira associada na mosca da fruta, D. melanogaster. Para a realizagao
deste trabalho, utilizou-se a mistura comercial de 2,4 — D e picloram com as
concentracfes de 114,76 g/L de picloram e 447,22 g/L de 2,4-D. Para o estudo do
desenvolvimento e da sobrevivéncia, montou-se curvas com diferentes concentracdes
dos herbicidas paralelos a um grupo controle sem adicdo de herbicidas. Moscas
fémeas e machos foram analisadas separadamente. Além da sobrevivéncia, foi
analisado o comportamento locomotor (teste de escalada) bem como a atividade da
enzima acetilcolinesterase, a producao de espécies reativas de oxigénio, os niveis de
tidis total e ndo proteico e a atividade antioxidante total do composto. Os resultados
obtidos demonstram que a exposicdo de ovos e larvas de D. melanogaster a
associacdo dos herbicidas em estudo ndo afeta o desenvolvimento dos individuos
significativamente. A exposicdo de individuos adultos ocasionou mortalidade
progressiva de maneira dose-dependente. Quanto ao teste comportamental, a co-
exposicao aos herbicidas levou a uma reducado significativa na locomoc¢ao quando
comparado ao grupo controle e, assim como na analise da mortalidade, os individuos
machos foram mais afetados pelos efeitos téxicos dos herbicidas em estudo. Quanto
a avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase, os resultados mostram que a
associacao destes herbicidas causou um aumento da atividade da enzima em machos
de D. melanogaster. Na avaliacéo dos efeitos sobre os niveis de tidis, enquanto houve
uma diminuicdo nos niveis de tiol ndo proteico com o aumento da concentracdo dos
herbicidas, os niveis de tiol total ndo foram afetados de maneira uniforme. A producéo
de espécies reativas de oxigénio foi diminuida em amostras de cabecas e aumentada
em amostras de corpos de D. melanogaster. Na avaliacdo da atividade antioxidante
total do composto, obteve-se que 0 mesmo possui atividade antioxidante em todas as
diluicdes testadas com uma atividade antioxidante total de 130,7% para a diluicdo
1/10. A partir da anélise dos resultados obtidos, pode-se observar que a associagao
dos herbicidas 2,4 — D e picloram provavelmente causa efeitos toxicos em D.
melanogaster.

Palavras chave: Pesticidas. Auxinas. Acetilcolinesterase. Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

Pesticides are substances widely used in agriculture and are often responsible for
environmental problems, human and animal intoxication. 2,4-D is a herbicide that
exhibits moderate persistence in soils and the potential for contamination of
groundwater. Picloram is the active ingredient of growth regulating herbicides that act
similarly to 2,4-D. The fruit fly, D. melanogaster, has proved to be a tool to evaluate
the impact of environmental stresses, since it has structures that perform functions
equivalent to those of mammals, contributing as a model for studies of development,
behavior and human diseases. Thus, exposure of D. melanogaster and mammalian
cells to pesticides may result in similar biochemistry alterations, indicating that the fruit
fly can be considered a model for the study of pesticide toxicity. Therefore, the present
work aims to evaluate the toxicity of the herbicides 2,4 - D and Picloram in association
in the fruit fly, D. melanogaster. It was used a commercial mixture of 2,4 - D and
picloram with concentrations of 114.76 g/ L picloram and 447.22 g /L 2,4 - D. For the
study of development and survival, curves with different concentrations of herbicides
parallel to a control group were set up without addition of herbicides. Female and male
flies were analyzed separately. In addition to survival, the locomotor behavior,
acetylcholinesterase activity, production of reactive oxygen species, levels of total and
non-protein thiols, and total antioxidant activity of the compound were analyzed. The
results obtained demonstrate that an exposure of eggs and larvae of D. melanogaster
to the herbicide under study does not affect the development significantly. Exposure
of adult subjects caused progressive mortality in a dose-dependent manner. Regarding
the behavioral test, co-exposure to herbicides led to a significant reduction in
locomotion when compared to the control group and, as in the mortality analysis, male
subjects were more affected by the toxic effects of the herbicides under study.
Regarding the acetylcholinesterase activity, the results show that the association of
the herbicides caused significant increase in enzyme activity in males of D.
melanogaster. Considering the effects on thiol levels, while there was a decrease in
non-protein thiol levels with increased herbicide concentration, total thiol levels were
not uniformly affected. The production of reactive oxygen species was decreased in
the heads and increased in the bodies of D. melanogaster. For the total antioxidant
activity, it was observed that the herbicide has antioxidant activity in all dilutions tested
with a total antioxidant activity of 130.7% for the dilution 1/10. From the analysis of the
results, it is possible to conclude that the association of the herbicides 2,4-D and
picloram cause remarkable toxic effects in D. melanogaster.

Keywords: Pesticides. Auxins. Acetylcholinesterase. Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

Os compostos praguicidas sao substancias amplamente utilizadas na
agropecuaria e frequentemente sdo responsaveis por problemas ambientais
(MCLEAY e HALL, 1999; WERNER et al., 2000), intoxicacbes humanas e de animais
(ZWIENER e GINSBURG, 1988; FERRER e CABRAL, 1991; HAYES JUNIOR, 1975).
Além de afetar a qualidade do ar, do solo, das aguas superficiais e subterraneas, os
pesticidas podem causar problemas a saude do homem pela exposicao direta, através
do manuseio dos produtos, ou indireta, representada pelos residuos contidos em
alimentos e 4gua (LIMA et al., 2007).

No meio ambiente, as moléculas de agrotoxicos podem seguir diferentes rotas,
atingindo diferentes ecossistemas e interferindo na dinamica de diversos seres vivos.
Desta forma, a contaminacao de um organismo representante de um nivel tréfico mais
baixo da cadeia alimentar, muito provavelmente causara impactos negativos em
organismos pertencentes a niveis troficos mais elevados, em virtude do efeito residual
das moléculas xenobiéticas ingeridas (STEFFEN et al., 2011). Neste caso, os ultimos
niveis da cadeia alimentar poderdo apresentar maior quantidade de produto toxico no
organismo (COSTA et al., 2004). Independentemente da forma de aplicacdo, no
momento em que a molécula de um agrotoéxico é aplicada no ambiente, na maior parte
dos casos, atinge o solo (LAVORENTI, 2003).

O acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) € um herbicida que controla
essencialmente ervas de folhas largas anuais e algumas perenes, em culturas de
cereais, cana-de-acUcar e pastagens, entre outras. Segundo Rodrigues e De Almeida
(1998), por ser muito volatil, quando aplicado em periodos de ventos seus vapores
podem atingir quildmetros de distancia, causando contaminacdo atmosférica. De
acordo com Amarante Junior et al. (2002) e D’Antonino et al. (2009), este herbicida
apresenta persisténcia moderada nos solos sendo algumas formulagbes menos
adsorvidas, como as formulacbes aminas, as quais sdo mais propicias a serem
lixiviadas para cursos d"agua e acumularem metabdlitos secundarios no perfil do solo.
Segundo Primel et al. (2005) o 2,4-D detém baixo potencial de contaminacgéo de aguas
superficiais, porém, apresenta potencial de contaminacdo de aguas subterraneas.
Este herbicida possui classificagcdo toxicoldgica I, ou seja, € extremamente toxico.

O Picloram é o principio ativo de herbicidas reguladores de crescimento

amplamente utilizados para o controle de ervas daninhas, agindo de maneira similar
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ao 2,4-D, e mesmo sendo considerado ndo toxico em baixas doses, possui a mesma
classificacdo toxicoldgica do anterior. No mercado, sdo comercializadas inUmeras
misturas deste herbicida de maneira associada ao 2,4 — D, como o Tordon®, o
Norton® e o Palace®.

A mosca da fruta, Drosophila, provou ser uma util ferramenta para avaliar o
impacto dos estresses ambientais nas populacdes (COYNE et al., 1983;
DOBZHANSKY, 1935; HOFFMANN e PARSONS, 1991), sendo empregada em
estudos de transmisséo dos caracteres hereditarios, interacdes genéticas, ligacbes e
aberracdes cromossdmicas e mudancas evolutivas em populacbes (CAMPOS et al,
2014; LAVINGTON et al, 2014; LEE et al, 2014; POWELL, 1997; SCHAEFFER et al,
2008; SINGH et al, 2013; STRICKBERGER, 1962;). A mosca adulta tem estruturas
gue desempenham as funcbes equivalentes do coracdo, pulmao, rim, intestino,
cérebro e trato reprodutivo do mamifero, contribuindo assim como modelo para
estudos de desenvolvimento, comportamento e doengas humanas (PANDEY e
NICHOLS, 2011). E um importante modelo para estudos toxicoldgicos (AFFLECK e
WALKER, 2008; GUPTA et al., 2005), tendo sido bem descrita a utilizacdo deste
modelo para o estudo de mecanismos moleculares envolvidos em doengas humanas
gue afetam o sistema nervoso (NICHOLS, 2006; YANG, 2006), elucidando os
mecanismos envolvidos em muitas doencas neurologicas, fazendo com que esse
modelo continue sendo utilizado na explanacdo de detalhes de mecanismos e
servindo como base para a criacdo de terapias farmacologicas (CELOTTO e
PALLADINO, 2005).

Desta forma, a exposicdo de Drosophila melanogaster e células de mamiferos
a pesticidas pode resultar em alterac6es bioquimicas similares, indicando que a
mosca da fruta pode ser considerada um bom modelo para os estudos toxicoldgicos.
Todavia, o numero de estudos disponiveis na literatura ainda é pequeno, tornando-se

necessaria, entao, a realizacdo dos mesmos.

2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade dos herbicidas 2,4

— D e Picloram de maneira associada na mosca da fruta, Drosophila melanogaster.
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2.2  Objetivos especificos

a) Estudar os efeitos dos herbicidas sobre o desenvolvimento e a sobrevivéncia
de D. melanogaster;

b) Analisar os efeitos dos herbicidas em testes comportamentais para avaliacéo
da atividade motora de D. melanogaster;

c) Estudar os efeitos dos herbicidas sobre a enzima acetilcolinesterase;

d) Determinar os efeitos dos herbicidas sobre a producédo de espécies reativas de

oxigénio (EROSs) e niveis de tiois.

2.3 Justificativa

Conforme o INCA (2015), o atual modelo de cultivo com o uso intensivo de
agrotoxicos gera grandes prejuizos, como poluicdo ambiental e intoxicagdo, tanto de
trabalhadores, quanto da populacdo em geral. As intoxicacfes agudas por agrotoxicos
sdo as mais relatadas e atingem, principalmente, pessoas expostas em seu ambiente
de trabalho. Os efeitos mais recorrentes relatados séo irritagdo da pele e olhos,
coceira, cllicas, vomitos, diarreias, espasmos, dificuldades respiratérias, convulsées
e morte. No caso das intoxicagcfes cronicas toda a populagcéo pode ser afetada, pois
sdo resultantes da exposicdo mdultipla aos agrotoxicos, ou seja, da presenca de
residuos de pesticidas em alimentos e no ambiente, usualmente em doses baixas. Os
efeitos adversos decorrentes da exposi¢ao cronica aos agrotoxicos podem aparecer
muito tempo apés a exposicao, impossibilitando a correlacdo com o agente. Dentre os
efeitos referentes a exposicao cronica a principios ativos de agrotoxicos podem ser
apontados: infertilidade, impoténcia, abortos, mas-formacfes, neurotoxicidade,
desregulacéo hormonal, efeitos sobre o sistema imunolégico e cancer. De acordo com
Baird e Cann (2011), a regulamentacdo no uso dos pesticidas ndo da a atencao
necessaria a protecdo da saude humana, particularmente de recém-nascidos e
criancas, onde o crescimento e desenvolvimento estdo ameagados. As criangas
ingerem, proporcionalmente, mais alimentos que os adultos, os quais tendem a conter
niveis mais elevados de pesticidas. Seus 0rgaos internos, incluindo o cérebro, estao,
ainda, em desenvolvimento e amadurecimento, tornando-os mais vulneraveis a

gualquer efeito negativo que 0s compostos possam ter.
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Diante da crescente utilizacdo de herbicidas na agricultura e do risco de
contaminacao da biota no ambiente, faz-se necessario o estudo da toxicidade destas
substancias. De acordo com Dallegrave et al. (2005), as principais substancias
envolvidas nos acidentes com herbicidas em 2005 foram, respectivamente, Glifosato,
Acido 2,4 — D, Picloram e Paraquat. Considerando a escassez de estudos sobre a
acao da associacao entre o 2,4 - D e o Picloram sobre parametros de toxicidade, o

presente estudo visa compreender a toxicologia desta associacao.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Agrotoxicos

Defensivos agricolas, agrotdéxicos ou pesticidas sao substancias quimicas,
xenobidticos em sua grande maioria, naturais ou sintéticas, com acdo toxica,
destinadas a prevencao ou erradicacdo, de maneira geralmente especifica, de pragas
e doencas que, de algum modo, lesam ou transmitem enfermidades as plantas
cultivadas em sistemas agricolas e florestais. Essa definicdo tem como referéncia
insetos, fungos, bactérias, plantas infestantes ou qualquer outra forma de vida que
comprometa a produtividade do sistema de cultivo (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006;
ZAMBRONE, 1996). Séo substancias que atingem o solo, ndo s6 pela incorporacao
direta de superficie, como também, através do tratamento de sementes com
fungicidas e inseticidas como forma de controle de agentes fitopatogénicos presentes
no solo, ou eliminagédo de plantas invasoras, no caso de herbicidas (MUSUMECI,
1992).

Os principais pesticidas utilizados, sdo xenobidticos pertencentes ao grupo dos
organofosforados, organoclorados, carbamatos, feniluréias, entre outros. Suas
vantagens no aumento e estabilizacdo da producdo sdo evidentes, pois as pragas e
doencas sdo responsaveis por detrimentos de 30 a 40% na agricultura, podendo
atingir perda total da producéo se o controle eficaz ndo for praticado em tempo habil
(MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

3.1.1 Historico
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Os primeiros compostos a serem usadas como pesticidas na agricultura ja eram
conhecidos h&d muito tempo, como cianetos, arseniacais, enxofre e compostos de
cobre. No Brasil, estes produtos também eram usados, e apos 1929, quando iniciou —
se o predominio de algodao na regido centro-sul, além do milho e da cana, os produtos
mais usados eram o0s sais de cobre e arsénio, enxofre e cal (LARA e BATISTA, 1992).
Os pesticidas comecaram a ser usados em larga escala no inicio da década de 40,
tornando-se importantes fatores da producdo agricola mundial. Milhares de
compostos organicos ja foram registrados como pesticidas, os quais variam de
moléculas simples a moléculas bastante complexas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

No Brasil, a datar de 1970, a producdo agricola experimentou grandes
transformacdes. A politica de estimulo do crédito agricola, relacionada as novas
tecnologias, fomentou varias culturas, principalmente as destinadas a exportacdo. A
criacdo de pacotes tecnologicos ligados ao financiamento bancario obrigava os
agricultores a obter insumos e equipamentos, muitas vezes dispensaveis. Dentre 0s
insumos, estavam os pesticidas, os quais eram recomendados para o controle de
pragas e doencas, como método de proteger as culturas. Essa metodologia obrigava
0 emprego sisteméatico de pesticidas, mesmo sem presenca de pragas, ocasionando
em pulverizacdes excessivas e desnecessarias (RUEGG et al., 1991).

3.1.2 Legislagao

Os agrotoxicos sao considerados extremamente importantes no modelo de
desenvolvimento da agricultura no pais. O Brasil € o maior consumidor de produtos
agrotoxicos do mundo. Em decorréncia da significativa importancia, tanto em relacéo
a sua toxicidade quando a escala de uso, 0s mesmos possuem uma ampla cobertura
legal no Brasil, com um grande numero de normas legais (MMA, 2017). Os
agrotoxicos, no Brasil, passaram a ser regulamentados pela Lein°® 7802 de 11 de julho
de 1989, também conhecida como Lei dos Agrotoxicos, posteriormente
regulamentada pelo decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, a qual dispde sobre
pesquisa, experimentacdo, producdo, embalagem, rotulagem, transporte,
armazenamento, comercializacdo, propaganda comercial, utilizacdo, exportacéo,
importacao, destino final dos residuos e embalagens, registro, classificagédo, controle,

inspecdao e fiscalizacdo de agrotoxicos, seus componentes e afins (BRASIL, 1989).



28

Anterior a criacao desta lei, 0s agrotoxicos eram regulados apenas por portarias
ministeriais. A criacdo de uma lei especifica de regulamentagéo representou, entao,
um grande avanc¢o no controle dessas substancias. Posterior a esta lei, foram criados
inimeros decretos, instrugcdes normativas, portarias e resolugdes, das quais
destacam-se a Instrucdo Normativa n°® 036 de 24 de novembro de 2009, do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) — a qual estabelece as exigéncias
para a realizacdo de pesquisa e experimentacdo, no que concerne a conducéo e
emissao de laudos de eficiéncia e praticabilidade agrondémica, de fitotoxicidade e
ensaios de campo para fins de estudo de residuos de agrotoxicos e afins (MAPA,
2009); e a Resolucdo RDC n° 034 de 16 de agosto de 2010, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — que regulamenta produtos saneantes para venda livre,
e Instrucdo Normativa n® 042 de 05 de dezembro de 2011, que a altera e tem como
objetivo estabelecer as informagdes a serem mencionadas na rotulagem de produtos
saneantes desinfetantes de forma a minimizar o risco a saude do usuéario (ANVISA,
2010).

Além disso, as resolucdes 357/2005 e 396/2008, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) e a Portaria 2914/2011 Ministério da Saude, dispéem sobre os
valores maximos permitidos de agrotéxicos, e outros compostos, para a classificacéo
dos corpos de agua, enquadramento das aguas subterraneas e qualidade da agua

para consumo humano, respectivamente.

3.1.3 Comportamento e impactos ambientais

De acordo com Moreira e Siqueira (2006), os pesticidas sdo utilizados,
geralmente, sobre as plantas ou diretamente sobre o0 solo ou sementes. Seus efeitos
vao além do organismo alvo podendo causar perturba¢cdes nas plantas, na biota da
parte aérea e do solo. A utilizacdo destes produtos pode, portanto, causar diversos
efeitos indiretos sobre os componentes do ecossistema agricola. Uma fracéo residual
permanece nos tecidos vegetais, no solo e nos organismos. A fragao que atinge o solo
sofre consideraveis interacdes quimicas com a fase inerte e com a biota, além de
sofrer inUmeras alteracées quimicas que determinam a dissipacdo ou persisténcia,
assim como seu impacto no ecossistema.

O impacto de xenobidticos, nos quais incluem-se 0s agrotoxicos, sobre o meio

ambiente, € um tema bastante complexo, polémico e amplamente debatido.


http://www.adapar.pr.gov.br/arquivos/File/Legislacao/Sanidade_Vegetal/Agrotoxicos/IN_SDA_036_09.pdf
http://www.adapar.pr.gov.br/arquivos/File/GSV/Agrotoxicos/lf_7_resolucao_RDC_34_de_2010.pdf
http://www.adapar.pr.gov.br/arquivos/File/Legislacao/Sanidade_Vegetal/Agrotoxicos/IN_SDA_042_11.pdf
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Especialistas procuram melhorar seus entendimentos sobre dois aspectos principais:
a biodegradacédo e reducdo da bioacumulacdo desses produtos, além dos seus
impactos na atividade dos organismos essenciais a boa qualidade e funcionamento
do ecossistema (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Devido a sua toxicidade inerente e
persisténcia na natureza, os pesticidas tém contribuido significativamente na

degradacéao de ecossistemas (JOY et al., 2005).

Figura 1 — Processos e transformacfes que regulam a persisténcia, o destino e os impactos

potenciais dos xenobidticos.
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Fonte: Adaptado de MOREIRA e SIQUEIRA, 2006.

Segundo Moreira e Siqueira (2006), os xenobidticos podem ser transferidos do
solo para os organismos, tais como as plantas, através da absorcao pelas raizes e
para os componentes da biota microscépica, meso e macrofauna, entrando na cadeia
trofica do ecossistema, podendo atingir o homem por diversas vias de exposicao,
ocasionando a biomagnificacdo do produto. Pode, também, ocorrer transformacdes
quimicas que promovem sua volatilizacdo e decomposicdo fotocatalitica ou
degradacédo. Quando esta é resultado da acao direta dos microrganismos ou indireta
de enzimas extracelulares, esse processo é conhecido como biodegradacéo, o qual
se constitui na principal via de desaparecimento da maior parte dos xenobiéticos no

solo. O produto adsorvido as particulas do solo pode ser arrastado com o material
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particulado pela erosdo, até os corpos d’agua, onde pode persistir e exercer
significativo impacto na qualidade da agua e na vida aquética, introduzindo-se na
cadeia alimentar. Compostos em solucdo também séo passiveis de perda, através da
lixiviacdo para o subsolo, atingindo o lencol freatico, afetando a qualidade dos
reservatérios subterraneos de agua, tornando axiomaticos 0s riscos potenciais desses
produtos ao meio ambiente (FIGURA 2). De acordo com o Ministério da Saude (2006),
a contaminacdo de um corpo hidrico por agrotoxicos ocorre especialmente de uma
forma difusa, o que evidentemente prejudica a ado¢do de medidas para impedir sua
chegada aos rios e lagos, contaminando ainda as aguas subterraneas.

O uso dos agrotoxicos pode levar a comparéncia de residuos na cadeia
alimentar e consumidores podem ser expostos a baixos niveis dessas substancias
quimicas (GRAILLOT et al., 2012). Devido aos efeitos adversos ao meio ambiente e a
seguranca dos alimentos, esses produtos despertam cada vez mais preocupacao e
exigem mais cuidados em sua utilizacdo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Os efeitos dos agrotéxicos sobre componentes fisicos e biolégicos do solo,
embora complicados, tém sido frequentemente avaliados. No entanto, a maioria dos
estudos é conduzida em condi¢Bes de laboratério, utilizando-se de metodologias
baseadas em bioensaios (CORTET et al., 2002). E indubitavel que agentes toxicos ao
atingirem o solo interferem no ecossistema, mas a magnitude ecologica disso, no
contexto da microbiologia do solo, ainda ndo pode ser efetivamente determinada
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

O comportamento e o destino de determinado composto quimico no solo
dependem, principalmente, de suas propriedades particulares e aspectos funcionais
da molécula. Porém, outros fatores como a quantidade e frequéncia de aplicacao,
condic¢@es fisicas, quimicas e biolégicas do solo, sdo também de analoga importancia
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Mesmo que empregados de maneira correta, 0s
pesticidas podem ocasionar problemas de saude publica ou ambiental. Uma
probabilidade é a de causar desequilibrio nos sistemas ecoldgicos, favorecendo o
ataque de pragas desconhecidas, além do efeito indesejado em insetos polinizadores.
Além disso, podem causar grande mortalidade de aves e peixes, que néo sao os alvos
originalmente pretendidos. Isto ocorre, pois 0s rios, lagos e mares sdo contaminados
pelos pesticidas, que sao levados pela lixiviagdo e pelo vento, a locais distantes do
ponto de aplicacéo (TARDIVO, 2004).
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3.1.4 Degradacao

O termo degradacéao tem sido utilizado para descrever transformacdes de toda
espécie, estando inclusas, também, aquelas que resultam em produtos mais toxicos
que o composto inicial, através da sua inativacdo, assim como aquelas responséveis
pela completa mineralizacdo, resultando em CO2, H20, NOs, entre outros
(MUSUMECI, 1992). De maneira analoga a maioria dos compostos organicos, 0s
pesticidas existentes no meio ambiente — na presenca de ar, agua ou solo —
degradam-se para formar outros compostos, 0s quais seguem se decompondo. A
ocasional quebra total dos compostos organicos para CO2, H20, e formas inorganicas
estaveis de seus elementos, € chamada de mineralizacao (BAIRD e CANN, 2011). Os
xenobidticos podem se decompor no solo através de inimeros processos, dentre eles
estdo a volatilizacao, lixiviagdo e reacdes fotoquimicas de natureza hidrolitica ou por
fotdlise. Entretanto, em numerosas circunstancias a decomposi¢cdo do agrotoxico €
atribuido a atividade microbiana do solo (MUSUMECI, 1992). De acordo com Baird e
Cann (2011), mesmo que alguns pesticidas possuam um longo tempo de vida no
ambiente, a maior parte deles sofre reacfes quimicas e bioquimicas em poucos dias
ou meses, resultando em outros compostos. Levando em consideragéo seu tempo de
vida, os pesticidas classificam-se como sendo néo persistentes, se eles duram menos
gue 30 dias; moderadamente persistentes, para aqueles que duram entre 30 e 100
dias; e persistentes, para 0s que possuem tempo de vida superior a 100 dias.

Na atmosfera, o processo de degradacao usualmente comega com o ataque
sobre a molécula organica e através do radical hidroxila (-OH), ou através de uma
reacao fotoquimica, caso a substancia absorva luz com comprimentos de onda
especificos. A decomposi¢cdo fotoquimica é possivel, também, para pesticidas
presentes na agua ou adsorvidos no solo (BAIRD e CANN, 2011).

As caracteristicas estruturais de uma determinada molécula e os fatores
ambientais onde sucede-se a degradacdo s&o muitos, interagindo e variando
intensamente em espacgo e tempo. Dentre as principais caracteristicas quimicas do
produto em relacédo a degradacéo estdo o tamanho, a estrutura quimica, a forma e
carga de molécula e a existéncia de grupos funcionais. Esses fatores estabelecem o
comportamento no solo, o grau de toxicidade, a rota metabdlica e a absorgéo pelos

microrganismos. Comumente, quanto maior, mais condensada e mais ramificada,
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maior € a estabilidade quimica e menor sera a degradacao da substancia. (MOREIRA
e SIQUEIRA, 2006)

3.2 Classes de agrotoxicos

Todos os pesticidas quimicos compartiiham uma propriedade comum de
interferir no metabolismo vital de organismos aos quais eles séo téxicos (BAIRD e
CANN, 2011). Dentre as varias categorias de pesticidas, serdo descritas as trés
principais: herbicidas, inseticidas e fungicidas, o0s quais representam,
respectivamente, 62,6%, 12,6% e 7,8% do total de vendas de agrotoxicos no Brasil
(IBGE, 2015).

3.2.1 Inseticidas

Inseticidas tém sido utilizados pela sociedade através dos anos. Uma das
motiva¢des importantes para o uso desses pesticidas € o controle de patologias. O
uso de inseticidas tem reduzido significativamente a incidéncia de doencas
transmitidas por insetos. Entre essas doencas estdo a malaria, febre amarela, peste
bubdnica, doenca do sono, entre outras. Além disso, outra razdo importante para o
uso de inseticidas é a prevencdao de insetos que atacam as culturas de alimentos, pois
mesmo com um extensivo uso de pesticidas, aproximadamente um terco do total da
producdo de grdos do mundo é destruidas por pestes e ervas daninhas, durante o
crescimento, colheita e estocagem (BAIRD e CANN, 2011). Entretanto, a aplicacéo
desenfreada de inseticidas, tem causado efeitos negativos, tais como o0
desaparecimento de algumas espécies de insetos Uteis e, consequentemente,
manifestacdo de novas pragas. Ademais, espécies de insetos tornaram-se resistentes
a determinados inseticidas, levando a busca de novos produtos com maior
seletividade (SENENT, 1979 apud FLORES, 2004). Entre os compostos inseticidas
utilizados em grande escala, estédo os organoclorados, organofosforados, carbamatos

e piretroides (LARA e BATISTA, 1992).

3.2.2 Fungicidas
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Os fungicidas sdo parte importante na produgdo agricola mundial. Em sua
auséncia, as perdas seriam consideravelmente maiores (WALTERS, 2009). Uma das
suas formas de uso € a aplicacdo nas sementes, a qual oferece garantia adicional no
estabelecimento de lavouras a custos reduzidos (HENNING, 2005). A aplicacéo
continua de fungicidas com 0s mesmos mecanismos de acdo pode gerar O
desenvolvimento de resisténcia em populacées de patégenos (WALTERS, 2009).
Além desta caracteristica negativa, ja sdo conhecidos efeitos fitotdxicos em plantulas
(GOULART, 1993) e impactos negativos a organismos nao alvo, tais como
organismos terrestres (ROEMBKE et al., 2007), animais selvagens, peixes, e também
ao meio ambiente (MUNKVOLD et al, 2006).

3.2.3 Herbicidas

A aplicagao de herbicidas para o controle de plantas daninhas tem sido uma
atividade comum na agricultura global, sempre com o objetivo de ampliacdo na
produtividade das culturas. No entanto, quando esses compostos sdo empregados de
maneira descontrolada, podem ocasionar impacto em organismos néo-alvos, como 0s
gue vivem no ambiente, incluindo os seres humanos (NWANI et al., 2011). A utilizac&o
de herbicidas, pode ser considerada uma ferramenta eficiente e altamente sofisticada.
Desde 2007, herbicidas assumiram o posto de pesticida mais utilizado entre trés das
maiores categorias de agrotoxicos (ZHANG et al., 2011). Hoje, os herbicidas sédo as
substancias quimicas mais usadas no mundo (HE et al., 2012), atingindo cerca de
85% do total usado em alguns paises desenvolvidos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).
Este rapido crescimento no consumo de herbicidas é consequéncia da consolidacéo
das areas de plantio direto, da agregacdo de novas areas produtivas, da crescente
dificuldade em conseguir mao de obra no campo, aliadas a grande disponibilidade e
eficiéncia de produtos quimicos (INOUE e DE OLIVEIRA JUNIOR, 2011)

Embora os herbicidas sejam muito importantes para a agricultura, sob certas
situacdes podem agir como poluentes que deterioram a agua e o solo. Enquanto a
maior parte dos herbicidas ndo séo deliberadamente aplicados ao solo, eles podem
entrar no mesmo por interceptacédo direta do herbicida pela superficie durante as
aplicacdes iniciais, pelo escorrimento do produto da vegetacéo e lixiviagao do material
das plantas em decomposicdo (ZABALQOY et al.,, 2008). Também podem ocorrer

disfungbes induzidas nas plantas por xenobiéticos residuais no solo, onde, no caso
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dos herbicidas, tém-se o denominado “carryover” — ou efeitos residuais do herbicida
aplicado na cultura anterior — os quais tém grande impacto nos cultivos em rotacao
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Entre os anos de 1997 e 2004, o Centro de Informacao Toxicologica do Rio
Grande do Sul (CIT/RS) registrou 252 mortes causadas por ingestdo de agentes
toxicos. Destas, 12,7% foram causadas por herbicidas, o qual ficou atrds apenas de
organofosforados e carbamatos (19,4%) (SILVA, et al., 2006). Ao analisar-se o perfil
das intoxicac@es por agrotoxicos registrados no CIT/RS entre 1997 a 2005, observa-
se maior incidéncia no sexo masculino, na idade produtiva, em circunstancias
acidentais e com evolugédo para cura (DALLEGRAVE, 2005).

Tal como os inseticidas, esses agrotoxicos sao distribuidos em diferentes
classes quimicas, e 0 seu comportamento no solo dependera de sua estrutura
guimica. Algumas das classes importantes de herbicidas séo as triazinas, feniluréias,
tiocarbamatos, acilanilidas, cloroacetamidas, amitrolas, acidos fenoxialcaldides,
carbamatos, fendis e dinitroanilinas (MUSUMECI, 1992).

3.3 Herbicidas auxinicos

O grupo de herbicidas mimetizadores da auxina, também conhecidos por
reguladores de crescimento, auxinas sintéticas ou herbicidas hormonais, em funcao
da similaridade estrutural com a auxina natural das plantas, tem grande importancia
histérica, uma vez que o 2,4 — D foi o primeiro composto orgéanico sintetizado pela
indastria utilizado como herbicida seletivo, dando estimulo ao desenvolvimento inicial
da industria quimica na agricultura (DE OLIVEIRA JR et al., 2011). Estes herbicidas
apresentam acdo semelhante a auxina, porém potencializada, induzindo mudancas
metabolicas e bioquimicas no metabolismo de acidos nucleicos e na plasticidade da
parede celular (CARVALHO, 2013)

Em 1931, Kogl e Haagen-Smit, isolaram, pela primeira vez, um hormonio
vegetal, ao qual deu-se o nome de auxina. Esse por sua vez, foi identificado como
sendo o acido indol acético (AlA). Pouco depois do isolamento deste, varios
pesquisadores demonstraram que certos compostos cuja existéncia nos vegetais era
desconhecida, induziam rea¢des nas plantas semelhantes aquelas determinadas pela
auxina natural (ALTERMAN e NEPTUNE, 1977). Sabendo-se que as auxinas, quando

aplicadas em determinadas concentracdes, exerciam efeitos tOxicos nas plantas,
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surgiu a ideia de usar produtos sintéticos de efeitos semelhantes as auxinas com o
propdsito de combater plantas indesejaveis (MITCHELL e HAMNER, 1944).

Segundo Carvalho (2013), as auxinas controlam atividades de genes atraves
de diversos eventos metabdlicos, assim como a concentracao de auxina € controlada
pela célula. Normalmente, os niveis de auxina sdo elevados apenas quando é
necesséria a elongacgéo celular ou outra atividade que lhe é especifica. Com a
aplicacdo de auxinas sintéticas, a concentracdo de auxina na célula ndo pode ser
regulada pelo metabolismo celular, mantendo-se em altos niveis. Com isso, 0
metabolismo celular fica desregulado, proporcionando elongagédo celular
descontrolada. Isso, aliado ao fato de que as substancias de reserva séo mobilizadas
e transportadas para os pontos de crescimento, acarreta crescimento e reproducao
celular abundante, principalmente nessas regiées. Com isso, a planta € levada a morte
devido ao esgotamento das reservas e a inativacao de mecanismos de reparo das
células, que resultam na perda de funcéo celular.

De acordo com De Oliveira Jr (2011), os herbicidas mimetizadores da auxina
afetam o crescimento das plantas de maneira similar & auxina natural das plantas, no
entanto, sGo0 mais persistentes e mais ativos que o AlA, apresentam efeitos no
crescimento das plantas e podem ser notados em doses muito baixas, apresentam
baixa toxicidade para mamiferos, controlam basicamente plantas daninhas
dicotiledbneas anuais ou perenes e, com excecao do Picloram, ndo persistem no solo
por mais do que uma safra.

Dentre os grupos de herbicidas mimetizadores de auxina, estdo o Acido
Benzoico (Dicamba); os Acidos Piridinecarboxilicos (Aminopyralid, Clopyralid,
Fluroxypir, Picloram e Triclopyr); os Acidos Fenoxicarboxilicos (2,4 — D, MCPA) e o
Acido Quinolinocarboxilico (Quinclorac) (DE OLIVEIRA JR (2011).

3.3.1 Picloram

O Picloram (Acido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridinacarboxilico) é um herbicida
de propriedades auxinicas usado extensivamente no controle de plantas invasoras
dicotiledbneas (folhas largas) em pastagens e em campos de culturas tolerantes a sua
acao (MANTOVANI, 2007). Mesmo sendo o Picloram um herbicida recomendado para
controle de folhas largas, algumas gramineas sdo extremamente sensiveis a ele,

inclusive espécies utilizadas como pastagens, onde o herbicida apresenta registro
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para uso (CARMO et al., 2008). Sua férmula estrutural € mostrada na FIGURA 3 e
sua formula molecular é dada por CsH3CIsN202.

O Picloram apresenta longa persisténcia no ambiente, com meia-vida entre 20
e 300 dias (SILVA et al., 2007), e pode ser encontrado no solo até trés anos apoés sua
aplicacdo (DEUBERT e CORTE-REAL, 1986). Conclui-se, erroneamente, que o
Picloram € facilmente lixiviado devido a sua mobilidade, porém, o sistema solo é
altamente complexo, e uma gama enorme de fatores dificulta a sua mobilidade. Por
exemplo, pode-se citar a presenca de matéria organica, oxidos e oOxi-hidréxidos de
ferro, aluminio e manganés, fatores ambientais, entre outras coisas, fazendo crer que
a lixiviacdo do Picloram ndo ocorre tdo rapidamente quanto se poderia supor
(MANTOVANI, 2007).

Figura 2 — Formula estrutural do herbicida picloram.

o
~OH
\ Cl
Cl NH;
Cl

FONTE: WSSA (2017).

O picloram foi previamente testado em mamiferos quanto a sua toxicidade
cronica. Em 1969, McCollister e Leng apud Reuber (1981) alimentaram ratos albinos,
machos e fémeas, com 10000 ou 30000 ppm de Picloram por 90 dias. Foram
observadas alteracdes patoldgicas ligeiras a moderadas nos rins e no figado dos
ratos. Verificou-se um aumento estatisticamente significativo nas razées dos pesos do
figado e do rim para os pesos corporais em ratos de ambos 0S sexos.

Em outro estudo, céaes beagle foram alimentados com picloram em suas racoes
em niveis diarios de 15, 50, e 150 mg/kg de peso corporal durante 2 anos. Alguns
caes foram mortos apdés 1 ano para exames patolégicos. Os resultados indicaram a
inexisténcia de alteragbes brutas ou histopatoldgicas que pudessem ser atribuidos a
ingestao do herbicida (LYNN, 1965, MCCOLLISTER E LENG,1969 apud REUBER,
1981).



37

332 24-D

O 2,4 — D (Acido 2,4-diclorofenoxiacético) € um membro da familia dos
herbicidas clorofenoxiacéticos (RODRIGUES e SERRA, 1996), sendo classificado
pela ANVISA como um herbicida hormonal do grupo fenoxiacético. Suas formulagfes
amplamente utilizadas no controle de plantas dicotiledoneas, principalmente em
culturas de cereais, grama e alguns vegetais, entre outras (RODRIGUES e SERRA,
1996). O 2,4 — D (FIGURA 4) foi o primeiro herbicida seletivo bem-sucedido, sendo
introduzido em 1946, transformando-se rapidamente no herbicida mais extensamente
usado em todo o mundo (INDUSTRY TASK FORCE II, 2017). Desde a guerra do
Vietnd, quando foi utilizado pela forca aérea norte-americana como agente
desfolhante, junto com o acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), formando o agente
laranja, o 2,4-D tem substituido a capina manual e mecéanica, diminuindo a méo-de-

obra, ocasionando o aumento da produtividade agricola (PRADO, 1998).

Figura 3 — Formula estrutural do herbicida 2,4 — D.

T
O -CHz-C—OH
Cl

Cl
FONTE: WSSA (2017).

Quando o 2,4 — D é aplicado sobre as plantas susceptiveis, ele é rapidamente
absorvido e migra as outras partes do vegetal, afetando principalmente os tecidos
meristematicos. A sua rapida distribuicdo contribui em grande parte para a sua
eficiéncia como agente téxico (ALTERMAN e NEPTUNE, 1977).

O 2,4 — D apresenta persisténcia curta a média nos solos e, em doses normais,
a atividade residual ndo excede a quatro semanas em solos argilosos em clima quente
(SILVA et al., 2007).

Bucher, em 1946, foi um dos primeiros a relatar os resultados de experimentos
com pequenos animais usando 2,4 — D. Em seus estudos observou miotonia

temporaria de 8 a 24 horas ap0s uma Uunica injecdo de 150 a 250 mg/kg em
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camundongos, ratos, coelhos e cdes. Em 1947, Hill e Carlisle publicaram os
resultados de estudos orais agudos. ApGs doses Unicas de 2,4 — D encontraram que
a DLso para camundongos é de 375 mg/kg; para ratos, 666 mg/kg; para coelhos, 800
mg/kg e para porquinhos-da-india, 1.000 mg/kg. A maior dose oral inica administrada
a macacos sem a observacao de efeitos adversos, foi de 214 mg/kg, enquanto que
para a administragao intraperitoneal foi encontrada a dose de 428 mg/kg. Uma injecéo
oral, mais uma intraperitoneal em macacos com uma dose total de 500 mg/kg de 2,4
— D causou nauseas, vomitos, letargia e falta de coordenacédo muscular. Observou-se
gue todas as espécies reagiram de forma semelhante e que as mortes por grandes
doses foram, aparentemente, devido a fibrilacdo ventricular. Quando a morte foi
adiada, observou-se miotonia, rigidez das extremidades, ataxia, paralisia e coma.
Florsheim e Velcoff (1962) relataram uma diminuicdo do peso da tireoide e do peso
corporal em ratos machos apos injec6es subcutaneas unicas de 2,4 — D a 100 mg/kg.

Em cdes, Drill e Hiratzka (1953) descobriram que os sintomas téxicos ocorriam
em até seis horas ap6s uma administracdo Unica, oral, de doses letais de 2,4 — D
sendo que os 6bitos ocorriam entre 2 e 9 dias apds a administracdo dos compostos.

Experimentos conduzidos em macacos indicam que o 2,4 — D é um irritante
gastrico em grandes doses, de modo que a possibilidade de ocorréncia de intoxicacéo
aguda em humanos pareceria relativamente remota devido a grande dose que o
homem poderia presumivelmente tolerar (HILL e CARLISLE, 1947). E usualmente
aceito que a DLso oral de 2,4 — D para o homem é de cerca de 500 mg/kg. (YOUNG,
1978).

Em um estudo realizado por Shavgulidze et al. (1976), a DL1oo oral Unica do sal
de sddio 2,4-D em ovelhas foi de 900 mg/kg. A morte ocorreu entre 2 e 4 dias apds 0s
sinais clinicos de astenia, depressao, ataxia, hipotermia, dispneia, paralisia muscular,
anorexia e fotofobia intensa nos animais que receberam doses entre 500 e 1.000
mg/kg. A dose oral Unica de 300-400 mg de 2,4 — D foi desintoxicada entre 9 e 12 dias
sem que restasse vestigios do composto nos tecidos. McLennan (1974), relatou sobre
a administragéo acidental oral de 2,4 — D em duas vacas. Observou-se que a morte
de um animal ocorreu dentro de 12 horas ap6s uma dose calculada de 150-188 mg/kg.
A dose toxica para o animal que sobreviveu foi calculada entre 105 e 132 mg/kg.

Clark et al. (1975) trataram bovinos e ovinos adultos com acido 2,4 — D (99%
de pureza) com diferentes concentracdes de 2,4 — D introduzidas na ragao durante 28

dias. Os animais foram mortos e os tecidos foram amostrados um dia apés a ultima
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dose, e outros, uma semana depois. Os residuos do 2,4 — D e seus metabdlitos de
fenol foram determinados no musculo, gordura, figado e rim. Mulsculo e gordura
continham os niveis mais baixos, enquanto rins e figado continha o maior nivel de
residuos. A retirada do tratamento durante uma semana antes da morte resultou numa
reducao significativa nos teores de residuos, com excecao dos rins. Nao foi detectado
2,4 — D na gordura ou no musculo de quaisquer animais. O 2,4 — D foi rapidamente
eliminado dos animais, principalmente na urina, com meia-vida plasmatica entre 3 e
12 horas apés uma unica dose. De maneira geral, 0 mesmo acumulou-se em tecidos
animais quando administrado em altas doses ou repetidas doses menores, entretanto
estes residuos diminuiram rapidamente, possuindo uma meia-vida de 1 a 2 semanas.
Devido a sua excrecéo pelos rins, os niveis do composto nos tecidos renais eram até
vinte vezes maiores do que 0s niveis observados em outros 6rgaos e tecidos.

De acordo com Young (1978), os potenciais embriotoxicos, fetotdxicos e
teratogénicos do 2,4 — D sdo extremamente variaveis com efeitos observaveis
dependentes da concentracdo, grau de pureza e método de administracdo, com
alguns efeitos ocorrendo apenas com doses que se aproximavam da toxicidade
materna.

Residuos de herbicidas fendxi em alimentos tratados foram facilmente
absorvidos no intestino de animais e excretados rapidamente na urina, em grande
parte como fenoxiacido inalterado (LENG, 1977). Em geral, devido as vias de
degradacdo amplamente diferentes, os herbicidas fenoxi ndo persistem nas plantas
(YOUNG et al., 1978). Entretanto, Muzik (1976) observou que em algumas plantas,
como o tomate, o 2,4 — D ndo-metabolizado pode ligar-se as membranas celulares e
persistir por dois ou trés meses.

A maior parte dos dados obtidos em estudos agudos sugerem que 0 2,4 — D
nao é particularmente toxico em animais (BERNDT e KOSCHIER, 1973). Sugeriu-se
que parte da razdo para esta falta de toxicidade deve-se ao fato que o0 2,4 — D é
excretado rapidamente pela maioria dos mamiferos (BERNDT e KOSCHIER, 1973;
KHANNA e FANG, 1966). Em contrapartida, varios autores demonstraram que o 2,4
— D pode induzir danos aos tecidos hepatico e muscular (PAULINO e PALERMO-
NETO, 1991; TOTH et al., 1977).

3.3.3 Picloram+2,4—-D
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A mistura dos compostos 2,4 — D e Picloram foi utilizada entre 1966 e 1971 na
guerra do Vietnd em uma mistura conhecida como Agente Branco (WALKER et al.,
2012) na formulagéo Picloram 102 g/l e 2,4 — D 396 g/l (OAKES et al., 2002a).
Atualmente, a mistura destes herbicidas é muito utilizada, sendo que as principais
misturas comerciais de Picloram + 2,4 — D sao Norton®, Tordon® (DE OLIVEIRA JR
et al., 2011), Palace®, Pampa®, entre outros (SEAB, 2017).

A mistura de 2,4 — D e Picloram é soluvel em agua e persistente no solo e,
consequentemente, tem um elevado potencial de lixiviacdo, ndo sendo recomendada
sua utilizacdo em solos de textura grossa com presenca de zona saturada, onde a
contaminacdo das aguas subterrdneas € mais provavel de ocorrer (CARVALHO,
2013; PETERSON et al., 2001).

Nascimento e Yamashita (2009), realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar o comportamento de olericolas cultivadas em solos com aplicacdo da
formulagéo de herbicida 2,4 — D + Picloram nas subdoses de 0,04; 0,08; 0,24; 0,48 e
0,96 L ha-1 comparadas com um solo sem contaminante. Avaliou-se a emergéncia
das plantulas, a altura das mesmas e a fitointoxicacao promovida pelo cultivo em solo
previamente contaminado. Observou-se que solos contaminados com 2,4 — D +
Picloram provocaram reducédo na emergéncia e altura das plantas e o aumento na
fitotoxicidade em todas as doses analisadas.

Em um estudo realizado por Oakes et al. (2002a), ratos machos foram
submetidos a gavagem durante 9 semanas com uma mistura de 2,4 — D e Picloram
comercialmente chamada Tordon 75D. Cada macho foi acasalado com seis fémeas
ndo tratadas. Todas as fémeas acasaladas foram mortas no vigésimo dia da gestacao,
sendo os fetos pesados e examinados quanto a malformacdes estruturais e
desenvolvimento esquelético. Os itens analisados — tamanho da ninhada, peso fetal e
taxa de malformacao — nédo foram afetados pelo tratamento. Em outro estudo realizado
por Oakes (2002b), os ratos foram tratados de maneira similar e ao final do tratamento,
seus testiculos foram pesados e examinados histologicamente. Foram coletadas
amostras de sangue para determinar a testosterona no soro. O tratamento com
Tordon 75D causou uma grave reducdo no peso testicular em alguns animais. Os
danos testiculares nédo foram devidos a perturbagdes enddcrinas uma vez que nao
houve diferencas significativas na concentragdo sérica de testosterona em animais

controle quando comparados aos animais tratados.
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Gallagher e Giulio (1991), expuseram exemplares de bagre americano
(Ictalurus punctatus) a uma mistura de Picloram e 2,4 — D durante 10 dias, mostrando
diminuicao das concentracdes séricas de cloreto e da razao figado/peso corporal. Tais
alteracdes nao foram observadas em peixes expostos aos compostos isoladamente.
Nenhum dos compostos, nem a sua mistura, aumentaram as atividades da catalase
hepética peroxisomal. Desta forma, a exposic¢ao diaria de 2,4-D ou Picloram néo induz
enzimas peroxisomais em bagres de canal, diferente da exposi¢cdo a uma mistura de
2,4 — D e Picloram, que pode causar efeitos fisiologicos ndo observados com os

compostos isoladamente.

3.4 Avaliacao da toxicidade

Antes limitada ao estudo dos venenos, atualmente a toxicologia é norteada para
o estudo dos efeitos adversos das substancias quimicas sobre organismos vivos,
estando inclusos os efeitos em niveis moleculares, celulares e bioquimicos, buscando
0 estabelecimento da significancia do dano e do uso seguro destas substancias
(SISINNO e OLIVEIRA-FILHO, 2013). O proposito principal da toxicologia é gerenciar
0 risco, 0 que é condicdo indispensavel para o estabelecimento de acbes de
seguranca no emprego dos xenobidticos e que promove a protecdo do ecossistema e
da saude humana (CHASIN e AZEVEDO, 2003).

A toxicidade € uma propriedade individual que cada composto tem, de gerar
efeitos danosos a um algum organismo quando este é submetido, durante um
determinado periodo de tempo, a certas doses ou concentracdes. Os fatores com
maior influéncia na toxicidade sdo a duragéo e a frequéncia de exposicao, a rota de
administracdo da substancia, e a existéncia de processos fisicos, quimicos e
bioldgicos no ambiente. (SISINNO e OLIVEIRA-FILHO, 2013)

Em relacédo a duracéo da exposicéo, a exposicado aguda é aquela resultante da
administracdo de altas quantidades de uma substancia, por um periodo de 24h ou
menos, na qual observa-se um efeito toxico imediato (SISINNO e OLIVEIRA-FILHO,
2013). Ainda que a toxicidade aguda de uma substancia seja de maior relevancia no
caso de exposicao acidental a um composto quimico puro, na toxicologia ambiental
julga-se mais importante a exposi¢cao cronica, a qual corresponde a uma baixa dose
individual de um composto quimico téxico que esta presente no ambiente, por um

maior periodo de tempo. (BAIRD e CANN, 2011).
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Ao executar um estudo de toxicidade, de acordo com Chasin e Azevedo (2003),
0s critérios para avaliar a toxicidade podem ser, dentre outros, testes bioquimicos,
como inibicdo de enzimas; avaliacdo do comportamento; estudo da acéo e dos efeitos
do toxico sobre os reflexos condicionados; efeito sobre fertilidade e fetos; DEso, DLso,
CEso e ClLso.

3.4.1 Atividade da enzima acetilcolinesterase

A acetilcolina (Ach) é um dos mais importantes neurotransmissores do sistema
nervoso autbnomo, sendo encontrada em ganglios autondmicos, juncdes
neuroefetoras parassimpaticas e neuromusculares somaticas, na medula adrenal e
também no sistema nervoso central (SNC). Quando é liberada na fenda sinaptica, a
Ach interatua com receptores executando seus efeitos fisiologicos (ADAMS, 1992).
Apbs a liberacdo da Ach na fenda sinptica ou juncdo neuromuscular e sua atuacao
em receptores especificos, € necessario que este neurotransmissor seja removido, de
maneira que possibilite a recuperacdo do receptor e evite respostas repetitivas e
descontroladas apdés um Unico estimulo. Esta supressdo deve ser resultado da
hidrélise da Ach, com formacdo de colina e acido acético, catalisada pela
acetilcolinesterase (AchE) (SILMAN e SUSSMAN, 2005).

A enzima AchE é vital para o desempenho padrao do sistema sensorial e motor
(PAYNE et al., 1996). Em virtude da sua funcdo chave no controle da transmissao
sinaptica, esta enzima se torna um dos alvos moleculares mais expostos aos efeitos
de agentes neurotoxicos, como jons metalicos (ARAUJO, 2015) e pesticidas
organofosforados e carbamatos (ARAUJO, 2015; OLIVEIRA et al., 2005; STURM et
al., 2000).

Compostos como os inseticidas carbamatos e organofosforados inibem,
respectivamente, a atividade da AchE de maneira reversivel e irreversivel. Outros
compostos como pesticidas organoclorados e metais pesados parecem agir da
mesma forma, contudo a concentracdo necessaria para provocar tal efeito é
relativamente maior (STURM et al, 2000). A inibicdo da AchE pode ser perigosa para
peixes, particularmente por interferir na atividade natatoria, comprometendo sua
alimentacao e fuga de predadores (BALINT et al., 1995). Ainda que a inibicdo da AchE

seja um biomarcador mais especifico de exposicdo aos organofosforados ou
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carbamatos, é essencial a investigacdo da atuacdo de outros compostos sobre a
atividade da mesma (GUILOSKI, 2010).

3.4.2 Estresse oxidativo

Um radical é qualquer molécula que apresenta elétrons desemparelhados em
seu orbital mais externo, considerado agente oxidante. Entre os oxidantes com maior
relevancia nos processos patologicos tem-se as Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs), as quais dividem-se em dois grupos, as radicalares: superoxido, hidroxila,
peroxila e alcoxila; e as ndo-radicalares: oxigénio singleto, o peréxido de hidrogénio e
0 acido hipocloroso. A maior parte destes compostos é elevadamente reativa, com
tempo de vida bastante curto. Eles séo produzidos in vivo no decorrer do metabolismo
celular normal, assim como quando o organismo é exposto a uma série de estimulos
toxicos, como radiacdo ionizante e xenobidticos diversos (BARREIROS et al., 2006;
COMPORTI, 1989; GILLHAM et al., 1997). A formacé&o de uma grande quantidade de
EROs pode lesar macromoléculas biolégicas como acidos nucléicos, proteinas,
lipidios e carboidratos (XIONG et al., 2007). O desequilibrio entre a producédo de EROs
e a sua remocéao por sistemas antioxidantes, € denominado estresse oxidativo (ALl et
al., 1991; SANFELIU et al., 2001; SARAFIAN, 1999; YEE e CHOI, 1996). Sugere-se
gue a magnitude do estresse oxidativo pode ser controlada pela relacdo GSSG/GSH
(HALLIWELL, 1993).

Frente ao estresse oxidativo, enzimas antioxidantes importantes tais como
catalase, superdxido dismutase (SOD) e glutationa—s—transferase (GST), que
empregam esses compostos como seus substratos especificos, podem ter sua
atividade alterada (ARAUJO, 2015). Nessa circunstancia, é sabido que o estresse
oxidativo pode estar relacionado com muitas desordens neuroldgicas, particularmente
o mal de Parkinson (MARIANI et al., 2005), a doenga de Alzheimer (KEDAR, 2003;
MEYDANI et al., 2001) e a neurotoxicidade induzida pela exposi¢cdo a xenobidticos
como os organofosforados (KEHRER, 1993).

3.4.2.1 Antioxidantes endogenos

Em sistemas aerdbicos, a existéncia de equilibrio entre agentes pro-oxidantes,

como as EROs, e os sistemas de defesas antioxidantes é fundamental. Conforme
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mencionado anteriormente, tais agentes sdo gerados endogenamente como resultado
direto do metabolismo do Oz e em situa¢des ndo-fisioldgicas, tais como a exposicéo
da célula a compostos xenobioticos, 0s quais provocam a reducao incompleta de Oo..
(HEBBEL, 1986; ROSS e MOLDEUS, 1991). A exposicao de organismos aos radicais
livres, oriundos de inUmeras fontes, levou os organismos ao desenvolvimento de uma
série de mecanismos de defesa capazes de eliminar estes radicais livres (CADENAS,
1997). Os organismos eucariotos apresentam enzimas antioxidantes tais como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que
reagem com 0s compostos oxidantes e protegem as células e os tecidos do estresse
oxidativo (TRABER, 1996).

A GSH é um tripeptideo de baixo peso molecular, composta por glutamato,
cisteina e glicina. Possui na cisteina um grupo tiol, e esta presente em grandes
qguantidades na célula, tornando-se o principal tampao redox intracelular. Na defesa
antioxidante a GSH exerce varias funcdes (FERREIRA e ABREU, 2007), podendo
reagir com uma grande variedade de xenobidticos eletrofilicos pela acdo da enzima
GST, tornando estes compostos mais soluveis e mais facilmente excretaveis (FANG,
2002). A GSH também ¢é substrato da enzima GPx, doando elétrons para a reducéo

de peréxidos em agua a medida que é convertida na sua forma oxidada, GSSG.

3.5 Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster foi o primeiro organismo complexo a ter o seu
genoma sequenciado (ADAMS et al.,, 2000). Com o sequenciamento do genoma
humano, as correspondéncias observadas entre os dois genomas destacaram e
estimularam seu papel como modelo experimental para interpretar a biologia humana
e 0s processos patolégicos. A mosca continua sendo uma das primeiras opgdes na
biologia, onde estudos experimentais sdo, muitas vezes, realizados primeiro em
moscas para depois em organismos mais complexos como os mamiferos. (PANDEY
e NICHOLS, 2011).

Além das vantagens de ter seu genoma ja sequenciado, existem muitas
caracteristicas notérias na mosca, as quais a tornam um modelo chamativo para a
realizacdo de estudos. Além de possuir um curto ciclo de vida, sendo possivel um
unico par fértil de acasalamento produzir centenas de descendentes geneticamente

idénticos dentro de 10 a 12 dias, a mosca pode ser considerada um modelo multiplo,
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definidos pelo estagio de desenvolvimento, respectivamente, o embrido, a larva, a
pupa e o adulto. Ainda que hajam inUmeras diferencas entre as moscas e 0s seres
humanos, o grau de biologia e fisiologia conservada tornam a D. melanogaster uma
ferramenta imensamente eficaz no processo de elucidacdo do efeito de drogas
(PANDEY e NICHOLS, 2011). A D. melanogaster tém sido utilizada como modelo
biolégico para testes de toxicidade de praguicidas (NARCISO e NAKAGAWA, 2009),
na deteccdo de inseticidas por bioensaio (HIRATA et al., 2002), como avaliador do
efeito tdxico-genético do propolis em suas proprias células somaticas (OLIVEIRA et
al., 2007), como bioindicadora na avaliacdo da letalidade de extrato de Nicotiana
tabacum (MORATORE et al.,, 2009), no potencial toéxico-genético dos larvicidas
(ACIOLE et al., 2014), na avaliacao do potencial genotoxico do metabdlito secundario

de Prodigiosina (LIMA, 2014), entre muitos outros estudos.

Figura 4 — Drosophila melanogaster adulto, aspecto dorsal, vista superior. A esquerda um individuo

macho, a direita fémea.

Fonte: FlyBase (2017)

O ciclo de vida da D. melanogaster é bastante curto quando comparado a
outras espécies. A partir da fase de ovo, da qual decorre a embriogénese, em cerca
de 24 horas, tém-se a eclosdo de uma primeira forma larval que, ap6s 24h, muda de
cuticula e transforma-se em uma larva de segunda fase. Ap0s mais 24h, a larva troca
mais uma vez de cuticula, passando entéo para a terceira fase, onde seu tamanho é
significativamente aumentado, por cerca de 72h. A partir dai, surge uma cuticula

espessa que forma uma espécie de casulo, o qual denomina-se pupa. Durante a fase
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de pupa, que possui duracdo de aproximadamente cinco dias, ocorre metamorfose, a
gual envolve a degradacao de praticamente todos os tecidos larvais e a propagacéo
significativa dos discos imaginais. Da pupa eclode o individuo adulto, que atinge a
maturidade sexual ao fim de 12 horas, com uma expectativa média de vida de 60 dias.
Os adultos eclodem com moderada pigmentacéo, e apenas ao final de algumas horas,
€ gue se torna 6bvia a coloracdo acastanhada do corpo e o padréo de listas escuras
dos segmentos abdominais (LIMA, 2014), sendo possivel, entdo, diferenciar
individuos machos e fémeas, os quais diferem-se pela coloracdo na porcéo final do
abdbmen — escura para machos e clara para fémeas. A D. melanogaster (FIGURA 5)
possui o corpo dividido em trés segmentos: cabeca, torax e abdémen. Na cabeca,
evidencia-se as antenas, as pecas bucais e 0os olhos; no térax apresenta 3 pares de
patas e no abdémen, possui uma nitida segmentacéao e é este que constitui seu centro

de nutricao.

4 METODOLOGIA

Neste capitulo serdo apresentados todos os procedimentos, equipamentos e
materiais utilizados neste trabalho. A maioria das metodologias usadas neste projeto
jd sdo rotina em nossos laboratorios. Além disso, os laboratérios em questdo,
dispunham dos equipamentos e materiais necessarios a realizacdo do trabalho

proposto.

4.1 Reagentes

Para a realizacdo deste trabalho, utilizou-se a mistura comercial de 2,4 — D e
picloram denominada Palace®. Este herbicida possui em sua composi¢ao 114,76 g/L
de picloram, 64 g/L de equivalente acido de picloram, 447,22 g/L de 2,4-D, 240 g/L de
equivalente acido de 2,4-D e 596,02 g/L de ingredientes inertes.

4.2 Manutencgdo dos organismos-teste

As Drosophila melanogaster (linhagem Harwich) foram mantidas em

incubadora a 25°C, ciclo claro/escuro de 12 h, umidade de 65% e alimentadas com
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dieta padréo — farinha de milho, sacarose, glicose, melado, farinha de soja, gérmen

de trigo, levedura e agar.

4.3 Desenvolvimento de D. melanogaster

A postura de ovos e a avaliacado dos diferentes estagios do desenvolvimento
de D. melanogaster do ovo a pupa, e de pupa a mosca foi realizada de acordo com
Golombieski et al. (2008). Para a realizacao dos tratamentos, foram utilizadas moscas
fémeas virgens. Apoés 4 dias da separacdo destas, as moscas foram colocadas para

ovopositarem em placas de petri contendo meios de cultura.

Tabela 1 — Diferentes concentracdes de herbicidas que foram utilizadas no estudo do

desenvolvimento de D. melanogaster.

Grupo % de Palace® 2,4-D (g/L) Picloram (g/L)
1 0,011 0,05 0,0128
2 0,022 0,1 0,0256
3 0,112 0,5 0,128
4 0,224 1 0,256

Fonte: A autora, 2017.

Para o tratamento dos ovos, apés retirados do meio de ovoposicdo, 0s mesmos
foram mantidos por 2 min em uma solucao de hipoclorito de sodio (NaClO), a 2,5%,
para a remocdo do coérion e adicionados, em seguida, a um meio de tratamento
(MgCL2, MgSOs4, NaH2PO4, CaClz, glucose, glutamato, glicina, acido malico e acetato
de sodio) com o herbicida em uma curva de concentracao (TABELA 1), paralelos a
um grupo controle sem a adicao de herbicidas. Apos 18h, os ovos (10 por grupo) foram
transferidos para o meio solido (a4gar, leite em pd e agucar) sem herbicidas. O
desenvolvimento dos individuos foi acompanhado diariamente.

Para o tratamento das larvas, 24h apds a ovoposicao as larvas foram retiradas
das placas de petri e expostos as mesmas concentracdes do tratamento dos ovos,
através do meio sélido (10 larvas por grupo). Os tratamentos foram acompanhados
diariamente para observacdo das mudangas de estagios, e os individuos estiveram

expostos ao herbicida durante todo o tratamento.
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4.4 Estudo da sobrevivéncia

Para o estudo da sobrevivéncia, montou-se curvas de sobrevivéncia com
diferentes concentracdes dos herbicidas (TABELA 2) paralelos a um grupo controle
sem a adi¢cao de herbicidas. Um total de 10 individuos de até trés dias de idade foram
colocados em tubos de ensaio contendo discos de papéis filtro no fundo, com 30 uL
de solugéo de sacarose 5% contendo a concentracédo correspondente do herbicida.
Os individuos foram, entéo, transferidos a cada 24h para uma solugéo recentemente
preparada, durante 3 dias. A mortalidade foi registrada as 24, 48 e 72h. Moscas
fémeas e machos foram analisados separadamente. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

Tabela 2 - Diferentes concentra¢gfes de herbicidas que foram utilizadas no estudo da sobrevivéncia.

Grupo % de Palace® 2,4-D (g/L) Picloram (g/L)
1 0,224 1 0,256
2 1,12 5 1,28
3 2,24 10 2,56
4 11,2 50 12,8
5 22,4 100 25,6

Fonte: A autora, 2017.

4.5 Analise da habilidade locomotora: geotaxia negativa

O comportamento locomotor (teste de escalada) foi realizado conforme descrito
por Jimenez-Delrio et al. (2010), com algumas modificagcoes.

Apos transferir as moscas para tubos de ensaio com marcacdes na altura de 8
cm, os tubos foram suavemente batidos em uma superficie adequada para que as
moscas caissem no fundo do tubo. Cronometrou-se 10 segundos e contou-se 0
namero de moscas que ultrapassou a marca no tubo de ensaio. Este procedimento foi
repetido 10 vezes e teve o resultado expresso como a porcentagem média de moscas

gue ultrapassaram a marca de 8 cm em 10 segundos.

4.6 Atividade da enzima acetilcolinesterase
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Para a determinacdo da atividade da acetilcolinesterase, as moscas tratadas
durante 24h tiveram suas cabecas separadas do térax e abdémen para que fossem
homogeneizadas. A homogeneizacdo foi realizada na proporcdo 1:10 em tampao
fosfato de potassio (TFK) a 0,1 M, pH 7,5. Os homogeneizados foram centrifugados a
4000 rpm durante 10 minutos a 4°C, sendo coletados e reservados apenas o
sobrenadante para posterior andlise.

Para a andlise utilizou-se o método de Ellman et al. (1961). O sistema (TFK +
DTNB na propor¢cao 4:1) foi incubado com a agua e o tecido por 2 minutos, a
temperatura ambiente. Apoés, pipetou-se o substrato (acetiltiocolina 8mM). A leitura
foi realizada no espectrofotdmetro a 412 nm por 5 minutos, com intervalos de leitura
de 30 segundos, tendo os resultados expressos como pmol.mint.mg proteinas,

calculados de acordo com a Equagéao 1.

Amin x diluicéo
13,6 x volume de amostra x [proteinas]

Equacao 1

4.7 Niveis de tiois

Para a determinacdo nos niveis de tidis, as moscas ja tratadas tiveram suas
cabecas separadas do resto do torax e abddémen para que fossem homogeneizadas.
A homogeneizacao foi realizada na propor¢cdo 1:10 em tampao fosfato de potassio
(TFK) a 0,12 M, pH 7,5. Os homogeneizados foram centrifugados a 4000 rpm durante
10 minutos a 4°C, sendo coletados e reservados apenas 0 sobrenadante para

posterior analise.

4.7.1 Tiol total

Preparou-se as amostras para a leitura utilizando agua destilada, DTNB 10mM

e TFK 0,1 M, pH 7,5, realizando, a seguir, a leitura em espectrofotbmetro a 412 nm.

4.7.2 Tiol ndo-proteico

Para a quantificag@o de tiol ndo-proteico, precipitou-se as amostras em acido

tricloroacético na proporgdo 1:2. Apos, as amostras foram centrifugadas por 10
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minutos, a 5000 rpm e 4°C e incubadas por 30 minutos com agua destilada, DTNB
10mM e TFK 0,1 M, pH 7,5, antes de realizar a leitura em espectrofotbmetro a 412
nm.

4.8 Avaliacdo da producéo de EROs

A producéo de espécies reativas foi determinada espectrofluorimetricamente,
usando o marcador fluorescente permeavel a membrana H2-DCFDA de acordo com
Lebel et al., 1992 e Garcia-Ruiz et al., 1997;

Para a preparacdo das amostras, as moscas ja tratadas tiveram suas cabecas
separadas do térax e abddomen para que fossem homogeneizadas em solucéo tampéo
Tris — HCI 40mM, pH 7,4 na proporcdo 1:10. Os homogeneizados foram, entéo,
centrifugados a 2000 RPM, durante 3 minutos a 4°C, e o sobrenadante filtrado em
musselina.

Para a preparacdo das amostras as quais realizaram-se leituras, foram
utilizados a solucdo tampéo Tris — HCI, a amostra e a diclorofluoresceina diacetato.
ApoOs serem adicionadas tais solucbes em tubos de ensaio, 0s mesmos foram
armazenados em um local escuro durante 30 minutos. Finalizado este tempo, utilizou-
se o espectrofluorimetro para a leitura das amostras, onde foram selecionados os
comprimentos de onda — 488 nm para excitacdo e 522 nm para emissao. Para o
branco utilizou-se a solucédo tampéao Tris — HCI, e as amostras de cada grupo foram
realizadas em triplicata. O resultado final foi dado como a média dos trés valores

obtidos para cada grupo.

49 Atividade antioxidante total

O potencial antioxidante total do herbicida foi avaliado pelo método do
complexo fosfomolibdénio. O herbicida em estudo foi diluido nas concentragdes 1:10,
1:20, 1:30, 1:40 e 1:50, e os resultados foram comparados com a atividade
antioxidante total do 3,5-Di-tert-4-butilhidroxitolueno (BHT) 1000 uM. As amostras
foram incubadas a 95°C durante 90min. Depois de arrefecer a mistura até a
temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 695 nm. Todas as analises foram
realizadas em triplicata. A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em
relacdo ao BHT, considerando sua absorbancia correspondente a 100% de atividade

antioxidante.
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4.10 Quantificacdo de proteinas

O conteudo de proteina das amostras foi determinado pelo método de Bradford

(1976) usando-se albumina bovina como padréo.

411 Analise estatistica

Para a representacdo grafica e andlise estatistica dos resultados obtidos,
empregou-se o software GraphPad Prism 5, versdo 5.0. Os dados foram analisados
por ANOVA de uma via seguida do teste pos hoc de Tukey ou pelo teste t ndo-

pareado, sendo considerados estatisticamente significativos valores com p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento de D. melanogaster

Tabela 3 - Efeito da exposicdo de ovos aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre o desenvolvimento de
D. melanogaster. Resultados expressos como média * erro padrdao, com n = 4. A andlise estatistica
foi realizada por ANOVA de uma via seguida do teste pos hoc de Tukey (p<0,05).

Estagios de Palace® (%)
desenvolvimento 0 0,011 0,022 0,112 0,224
Ovos 10 10 10 10 10
4,25 + 5,50 + 5,33+ 3,00 £
Larvas 5
0,75 1,50 0,33 1,08
400 £ 3,50 533+ 2,75+ 467 +
Pupas
0,71 0,50 0,33 1,11 0,33
3,75+ 3,50 2,67 + 1,67 +
Moscas 5
0,75 0,50 1,76 1,67

Fonte: A autora, 2017.

Nas TABELAS 3 e 4 sao mostrados os resultados obtidos para o
desenvolvimento de D. melanogaster. A primeira tabela apresenta os dados para o

tratamento de ovos e a segunda do tratamento com larvas. A analise estatistica foi
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realizada por ANOVA de uma via seguida do teste pos hoc de Tukey, e nenhum grupo
apresentou diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle.
Os resultados obtidos mostram uma tendéncia a reducéo da sobrevivéncia durante o
desenvolvimento de D. melanogaster quando h& exposicéo ao herbicida testado, no

entanto esse efeito ndo € estatisticamente significativo.

Tabela 4 - Efeito da exposicdo de larvas aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre o desenvolvimento de
D. melanogaster. Resultados expressos como média + erro padrdo, com n = 5. A andlise estatistica

foi realizada por ANOVA de uma via seguida do teste pos hoc de Tukey (p<0,05).

Estagios de Palace® (%)
desenvolvimento 0 0,011 0,022 0,112 0,224
Larvas 10 10 10 10 10
3,20 5,50 + 3,80 420 + 0,60 +
Pupas
1,68 0,50 1,39 1,02 0,60
2,80 £ 4,25 + 3,20 2,80 + 0,60 +
Moscas
1,71 0,75 1,24 1,50 0,60

Fonte: A autora, 2017.

Estudos similares podem ser encontrado na literatura. Em um estudo realizado
por Ozkan e Yanikolu (1999), foi observado que o 2,4-D, aplicados em varias
concentracfes, diminuiu a taxa de eclosdo e os niveis de glicogénio em ovos de
Pimpla turionellae que ainda estavam passando por desenvolvimento embrionério.
Por outro lado, Somers et al (1978), ao expor ovos de galinhas aos herbicidas 2,4 — D
ou picloram, néo observou efeitos adversos em qualquer parametro usado para avaliar

a incubacao.

5.2 Estudo da sobrevivéncia

Os resultados obtidos demonstram que a exposicdo de D. melanogaster a
associacao dos herbicidas 2,4-D e picloram ocasiona mortalidade progressiva de
maneira dose-dependente (FIGURA 5). Além disso, observou-se que esta associacao
possui efeitos potencializados em individuos machos. Nas fémeas, foram observados

efeitos estatisticamente significativos nas duas concentra¢cdes mais altas de 11,2 e
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22,4% ja a partir do primeiro dia. Na concentracéo de 2,24% os efeitos significativos
foram observados a partir do segundo dia, e na concentragéo de 1,12% apenas no
terceiro dia. Quanto aos machos, o comportamento apresentado foi similar, no entanto
para a concentracdo de 1,12 % a significancia estatistica ocorreu a partir do segundo
dia do tratamento. A maior sensibilidade dos machos frente ao tratamento, pode ser

explicada por diferengas entre os géneros, como as hormonais.

Figura 5 - Efeito da exposig&o aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre a sobrevivéncia de D.
melanogaster em fémeas e machos, com n = 5. Resultados expressos como média + erro padrao.
*Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, em 24h, por ANOVA de 1 via seguido de teste

pos hoc de Tukey (p<0,05). # Diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle, em 48h, por ANOVA
de 1 via seguido de teste pos hoc de Tukey (p<0,05). + Diferenca estatistica em relacéo ao grupo
controle, em 72h, por ANOVA de 1 via seguido de teste pos hoc de Tukey (p<0,05).
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Fonte: A autora, 2017.
5.3 Analise da habilidade locomotora: geotaxia negativa

Quanto ao teste comportamental (FIGURA 6), fica evidente que a co-exposi¢cao
aos herbicidas levou a uma reducao significativa na locomog¢éo quando comparado
ao grupo controle e, assim como na analise da mortalidade, os individuos machos
foram mais afetados pelos efeitos toxicos dos herbicidas em estudo. Para fémeas, os
resultados foram significativos estatisticamente a partir da concentragcéao e 2,24 %,
enquanto para os machos, a significancia estatistica foi observada a partir da
concentracéo de 1,12 %.

Comportamentos semelhantes ja foram observados em outros modelos
experimentais expostos aos mesmos herbicidas. Estudos anteriores relataram

miotonia temporaria em camundongos, ratos, coelhos e cées, ap0s serem expostos
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ao herbicida 2,4 — D. Além disso, em um estudo realizado por Hill et al. (1947), foi
observado que macacos expostos ao 2,4 — D apresentaram falta de coordenacéo
muscular. Além disso, Browne e Moore (2014) observaram que lagostins expostos a
niveis subletais de 2,4 — D apresentaram diminui¢cao na habilidade locomotora. Assim
como no estudo da sobrevivéncia, a menor sensibilidade de fémeas frente ao
tratamento com a associacao dos herbicidas 2,4 — D e picloram pode ser explicada
devido as diferencas relacionadas ao género. Diferencas quanto a sensibilidade de
machos e fémeas a herbicidas ja foram observadas previamente, conforme estudo
realizado por Figueira et al (2017), o qual comparou o efeito de atrazina em D.
melanogaster, para fémeas e machos. Os resultados demonstraram que este
herbicida pode afetar o comportamento em D. melanogaster, de maneira diferente em

fémeas e machos.

Figura 6 - Efeito da exposicdo aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre o comportamento de escalada
em moscas fémeas e machos, com n = 17. Resultados expressos como média * erro padrao. *
Diferenca estatistica em relacao ao grupo controle por ANOVA de 1 via seguido de teste pos hoc de
Tukey (p<0,05).
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Fonte: A autora, 2017.

5.4 Atividade da enzima acetilcolinesterase

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase (FIGURA 7) mostram que a associagcao dos herbicidas 2,4 — D e
picloram ndo causa efeitos estatisticamente significativos em fémeas de D.

melanogaster. Para a analise dos efeitos sobre os corpos de machos, foi observado
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aumento estatisticamente significativo da atividade da enzima para todas as
concentracgdes testadas. Quanto as cabecas de machos, foi observada uma tendéncia
ao aumento da atividade da AchE em todas as concentracdes, porém este aumento

nao foi significativo estatisticamente.

Figura 7 - Efeito da exposi¢&o aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre a atividade da enzima
acetilcolinesterase em corpos e cabecas de D. melanogaster, com n = 5. Resultados apresentados
separadamente para individuos machos e fémeas e expressos como média * erro padrdo. * Diferenga

estatistica em relacdo ao grupo controle por teste t (p<0,05).
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Fonte: A autora, 2017.

De acordo com os resultados obtidos, a diminuicdo da capacidade de escalada
dos individuos testados n&do parece estar relacionada a atividade da enzima
acetilcolinesterase, uma vez que alteracdes significativas na atividade da enzima so
foram observadas no corpo de moscas macho. No entanto, estes resultados

evidenciam mais uma vez a maior sensibilidade dos machos frente ao herbicida.
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Considerando os resultados obtidos, sugere-se que o composto testado nao interfere
diretamente no sitio ativo da enzima. E sabido que pesticidas, como os
organofosforados e carbamatos, possuem efeitos inibitérios sobre a atividade da
AchE, envolvendo, principalmente, o sitio esterasico, formando um complexo muito
estavel (WIENER e HOFFMAN, 2004). A estabilidade deste complexo esta
relacionada, principalmente, com a estrutura quimica do composto, causando menor
ou maior inibicdo da atividade enzimatica. Tal inibicdo € uma reacdo especifica,
considerada o principal efeito da exposicdo aos pesticidas organofosforados
(TAYLOR et al., 1995) e carbamatos (METCALF, 1971, MACHEMER e PICKEL,
1994).

No caso dos herbicidas estudados, por serem compostos acidos, uma das
possiveis explicacdes para os efeitos apresentados, € a de que suas moléculas nao
tenham afinidade com o sitio esterasico devido a porcao acida da triade catalitica.
Além disso, os compostos testados podem nao interagir diretamente com a enzima
AchE, mas podem ter efeito sobre receptores pré- e pds-sinapticos da Ach causando
alteracdes nos niveis de Ach na fenda sinaptica. Um aumento da liberacdo de Ach ou
uma inibicdo do seu receptor poderiam explicar a maior atividade da AchE observado
para individuos machos através de um efeito compensatorio, levando ao aumento na
expressdo do gene da AchE e, portanto, um aumento da sintese da enzima. Este
efeito foi relatado por Shankland e Schroeder (1973), que concluiram em suas
investigacbes sobre os efeitos do dieldrin na funcdo sinaptica no sexto ganglio
abdominal da barata americana, que este pesticida organoclorado exerce sua agao
na membrana pré-sinaptica de sinapses colinérgicas e atua causando a liberacao
excessiva e espontanea de ACh de locais de armazenamento pré-sinapticos. Outra
possivel explicacdo para os resultados encontrados, seria a atua¢do dos pesticidas
organoclorados no fluxo de ions Na* e K*, como em estudo realizado por Davis e
Wedemeyer (1971), onde levantou-se a possibilidade de que a inibicdo da atividade
de ATPase ativada por Na*, K* nos 6rgaos vitais envolvidos no transporte de sédio
possa ser um fator causal nos efeitos subletais crénicos e na letalidade aguda de
pesticidas organoclorados em peixes. A inibicdo da Na*, K*-ATPase também pode
afetar a sinalizag&o pela Ach interferindo na sua acao.

5.5 Niveis de tidis
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5.5.1 Tiol total

Para os niveis de tiol total (FIGURA 8), os valores obtidos em cabecas de
fémeas apresentaram ascensdo com o aumento da concentracéo de herbicida, sendo
gue a concentracao de 22,4% apresentou resultado significativo quando comparado
ao grupo controle. Tal resultado pode sugerir uma resposta adaptativa compensatoria
induzida pela maior concentracdo do herbicida, aumentando os niveis de tiois totais e
assim, melhorando as defesas celulares frente a toxicidade do herbicida. Ndo houve
diferencas significativas entre o controle e os grupos tratados com herbicida quanto
aos niveis de tidis totais na cabeca de moscas macho e no corpo de machos e fémeas.

Figura 8 - Efeitos da exposicéo de D. melanogaster aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre os niveis
de tiol total em corpos e cabecgas. Resultados apresentados separadamente para individuos machos
e fémeas e expressos como média + erro padrdo, com n = 6. A analise estatistica foi realizada por

ANOVA de uma via seguida do teste pos hoc de Tukey (p<0,05).
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5.5.2 Tiol ndo proteico

Na FIGURA 9 séo apresentados os resultados obtidos para os niveis de tiol ndo
proteico. Nos tratamentos realizados, observou-se que os niveis de tiol ndo proteico
possuem tendéncia a diminuir com o0 aumento da concentracdo de herbicida,
apresentando resultados significativos em comparagcdo com o grupo controle, apenas

na concentracao de 22,4% em cabegas de machos.

Figura 9 - Efeitos da exposicéo de D. melanogaster aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre os niveis
de tiol ndo proteico. Resultados apresentados separadamente para individuos machos e fémeas e
expressos como média * erro padrdo, com n = 6. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de

uma via seguida do teste pos hoc de Tukey (p<0,05).
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Fonte: A autora, 2017.

Considerando que os niveis de tidis ndo proteicos representam a quantificacao
dos niveis de GSH, o qual estd envolvido na detoxificagdo de xenobibticos,

acreditamos que a diminuicdo dos niveis de tiol ndo proteico esteja relacionada com
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a deplecéo dos niveis de GSH devido a sua ligacdo e consequente eliminagdo com o
herbicida.

5.6 Avaliacédo da producédo de EROs

Os resultados obtidos demonstram que a associagao dos herbicidas picloram
e 2,4-D diminui a producdo de EROs em cabecas de D. melanogaster para todas as
concentracfes testadas em machos e fémeas, sendo significativos os resultados
obtidos nas concentracdes iguais ou superiores a 2,24%. Para os corpos de fémeas
de D. melanogaster, apenas as concentracdes de 2,24% e 22,4% apresentaram

resultados significativos estatisticamente em relacéo ao grupo controle (FIGURA 10).

Figura 10 - Efeito da exposicao aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre a produgéo de espécies
reativas de oxigénio em corpos e cabecas de D. melanogaster, com n = 5. Resultados apresentados
separadamente para individuos machos e fémeas e expressos como média * erro padrdo. *

Diferenca estatistica em rela¢éo ao grupo controle por teste t (p<0,05).
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Tais resultados demonstram que a neurotoxicidade induzida pelo herbicida em
D. melanogaster ndo parece estar relacionada ao aumento da producao de espécies
reativas e sim, a outros mecanismos de toxicidade. No entanto, o herbicida foi capaz
de aumentar a producdo de espécies reativas no corpo de D. melanogaster
evidenciando mecanismos de acao diferentes do herbicida na cabeca e no corpo.
Estas diferencas entre os tecidos podem estar relacionadas a diferentes alvos

moleculares ou a diferentes metabdlitos dos compostos presentes no herbicida.

5.7 Atividade antioxidante total

Na TABELA 5 séo apresentados os resultados da atividade antioxidante total
do herbicida Palace®. Os resultados demonstram que a diluigdo 1/10 (44,72 g/L de
2,4 — D e 11,48 g/L de picloram), possui atividade antioxidante maior que a do BHT,
utilizado como referéncia no ensaio. Tais resultados indicam que o composto pode
exercer atividade antioxidante, capturando espécies reativas de oxigénio, 0 que
justificaria a diminui¢éo da oxidacao da DCFH, conforme apresentado na FIGURA 10.
Esses resultados podem ser explicados a partir da anélise da estrutura molecular do
2,4-D e do picloram devido a presenca de hidroxilas que poderiam atuar na

neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio.

Tabela 5 -Capacidade antioxidante total (%) para diferentes concentra¢gfes de 2,4-D e picloram,
guantificadas pelo método do complexo de fosfomolibdénio. A porcentagem foi calculada usando BHT

1000 uM como 100%. Os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo para trés diferentes

ensaios.
Diluicéo 1/10 1/20 1/30 1/40 1/50
% de Palace® 10 5 3,33 2,5 2
130,70 58,70 46,39 30,15 52,12
AAT (%)
+ 4,70 + 20,25 +5,48 +1,92 + 7,52

Fonte: A autora, 2017.

6 CONSIDERACOES FINAIS

De maneira geral, a associacao dos herbicidas 2,4 — D e picloram apresentou

toxicidade em D. melanogaster, interferindo de maneira variada em todos os testes
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realizados. No entanto, mais estudos serdo necessarios para investigar o exato
mecanismo de toxicidade dos herbicidas.

Na avaliacdo da sobrevivéncia, habilidade locomotora, atividade da enzima
acetilcolinesterase e dos niveis de tiol ndo proteico, fica evidente a maior sensibilidade
dos individuos machos aos herbicidas testados.

Desta forma, recomenda-se, para estudos futuros, investigar o efeito da
associacao dos herbicidas 2,4 — D e picloram sobre a expressao génica da AchE e de
genes envolvidos em vias relacionadas as defesas celulares, bem como a atividade
de enzimas antioxidantes em moscas machos e fémeas. Além disso, recomenda-se a
realizacdo de testes de genotoxicidade, como o0 ensaio cometa, a fim de se investigar

outros possiveis mecanismos de toxicidade dos herbicidas.
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