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Exposicao trofica de peixes ao herbicida 2,4-D:
avaliacao de danos através do teste de Micronucleos
e ENA

Trophic exposure of fish to herbicide 2,4-D: damage
assessment by micronucleus test and ENA

RESUMO

Nos ultimos anos houve um grande crescimento da populagdo humana, um fato
que trouxe demanda por um aumento na produgdo de alimento e
consequentemente no uso de defensivos agricolas. Esse trabalho teve como
objetivo avaliar a citotoxicidade e mutagenicidade do herbicida 2,4-D (Acido
diclorofenoxiacético), através do teste de micronucleos e alteragdes nucleares
eritrocitarias (ENA), apds a exposicado crbnica via oral de peixes da espécie
Rhamdia quelen. Os tratamentos foram constituidos de 4 grupos: 1) controle
(agua destilada), 2) 1ug/100ml, 3) 10ug/100ml, 4) 100ug/100ml. Os animais foram
divididos entre dois tempos de coleta de material biolégico (22 e 42 dias) e
passaram por gavagem a cada 10 dias. Os resultados demonstraram mudangas no
total de anormalidades do tipo micronucleo, em bolha, e lobado. Percebe-se que no
tempo de 42 dias houve aumento significativo na taxa geral de anormalidades
morfolégicas nucleares nas trés doses de contendo 2,4-D. Desta forma, podemos
concluir que o 2,4- D apresenta potencial citotéxico e mutagénico quando exposto
oralmente por tempos maiores que 22 dias.

PALAVRAS-CHAVE: Mutagéo. Alteracdes nucleares eritrocitarias. Agrotéxico.

ABSTRACT

In recent years there has been a growth in the human population, a fact that has
had the demand for an increase in food production and, consequently, no use of
pesticides. This chemical activity of the microbiality and mutagenicity of herbicide
2,4-D (Dichlorophenoxyacetic Acid), from the production of micronuclei and
erythrocitable nuclear changes (ENA), after chronic species of the species of
Rhamdia quelen. These were made up of 4 groups: 1) control (distilled water), 2)
1 ug /100 ml, 3) 10 ug / 100 ml, 4) 100 ug / 100 ml. The animals were divided
between two times of biological material collection (22 and 42 days) and gavage
every 10 days. The results showed changes in the total of bubble and lobed
micronucleus abnormalities. Losing that there is no time of 42 days to increase the
overall rate of nuclear morphological abnormalities in the three doses of 2,4-D
containing. Thus, we can conclude that 2,4-D has cytotoxic and mutagenic potential
when exposed orally for more than 22 days.

KEYWORDS: Mutation. Erythrocyte nuclear changes. Pesticide
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INTRODUCAO

Com a crescente demanda de alimentos, desde a ‘Revolugédo Verde’ e
com a ‘Revolugdo Biotecnoldgica’, a agricultura teve um remanejamento da
forma de producéo, utilizando novas tecnologias e intensificando o uso
produtos quimicos, chamado defensivos agricolas. Esses, também
conhecidos como pesticidas ou agroquimicos, segundo Sabik, et al.
(2000), sa@o substancias quimicas, naturais ou sintéticas com a
finalidade de prevenir, controlar ou eliminar pragas. Sdo produtos que
representam uma grande movimentagdo na economia do pais, gerando
cerca de 180 bilhdes por ano (OLIVEIRA; COSTA,

2019).

Os defensivos agricolas podem ser classificados a partir do organismo-
alvo a que se destinam, destacando-se principalmente: herbicidas,
inseticidas, fungicidas, etc. Um dos produtos que ganhou muito espago
no mercado recentemente foi o 2,4-D ou &cido diclorofenoxiacético, um
herbicida que possui um mecanismo de agédo capaz de mimetizacdo das
auxinas naturais das plantas (MUNRO et al, 1992). Na nova
reclassificagcao toxicoldgica dos agrotoxicos, publicada em 01/08/de 2019
pela ANVISA, alterou o 2,4- D da Classe | - Extremamente Toxico para a
Categoria 4 (Produto Pouco Toxico) — faixa azul. Nesta mesma publicagao, a
Classificagdo Toxicologica para a DLso Oral enquadra produtos com 2,4-D na
Categoria 4 (Nocivo se ingerido). Ainda, destaca-se que o resultado no teste
do MICRONUCLEO (MN) é relatado como negativo. Considerando-se que
ha resultados divergentes sobre sua toxicidade, é necessario estudos mais
aprofundados sobre seus efeitos.

Os ambientes aquaticos sdo os primeiros a serem afetados
efetivamente por agentes genotoxicos, uma vez que séo os receptores finais
de diversos tipos de poluentes, acumulando componentes tdxicos através de
deposicdo e escoamento pelas aguas da chuva. E extremamente dificil o
monitoramento de todos os parametros que causam a contaminagdo nos
ambientes aquaticos. Contudo é possivel submeter diferentes formas
plantas, animais e outros seres vivos a xenobiéticos de interesse e analisar
suas respostas metabdlicas com o uso de diferentes tipos de
biomarcadores (PEAKALL, 1994).

O problema dos contaminantes ambientais esta relacionado
principalmente com os efeitos ambientais a curto e longo prazo. Mesmo com
a presente proibicao de diversos componentes quimicos em varios paises,
estas substancias individualmente ou em misturas sdo langadas diariamente,
e pouco se sabe sobre os efeitos cumulativos e sinérgicos. Desta forma, é
importante a avaliagdo através do uso de bioindicadores. Segundo Van Der
Oost; Beyer; Vermeulen (2003) um bioindicador € definido como um
organismo que fornece informagdes sobre as condi¢des ambientais do seu
habitat pela sua presenca ou auséncia ou pelo seu comportamento ou
outros parametros bioldgicos.

Em avaliagbes ecotoxicolégicas bioensaios sao de grande importancia
pois determinam os efeitos toxicos dos poluentes langados a um corpo d’agua
na biota aquatica, possibilitando inclusive o controle da bioacumulagéo
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desses poluentes nos tecidos dos organismos (PORTO, 1991).

Visto a importancia de testes para a avaliagdo dos xenobidticos
BOLOGNESI; e HAYASHI (2011) afirmam que o teste do Micronucleo, devido
sua simplicidade, € uma das técnicas para identificar alteracdes gendbmicas
em animais aquaticos. Os MN s&o formados no processo de diviséo celular
devido a perda de um cromossomo inteiro ou parte dele e podem ser
atribuidos a diferentes eventos de dano ao DNA (BOLOGNESI; HAYASHI,
2011).

Juntamente ao teste de MN, avaliam-se também as ENA alteragbes
nucleares eritrocitarias (ENA). As ENAs sao atribuidas a problemas na lamina,
uma proteina do nucleo que confere o formato oval regular e a estabilidade do
nucleo (ALBERTS et al., 2010).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade e
mutagenicidade do herbicida 2,4-D, através do teste de micronucleos e
alteragdes nucleares eritrocitarias (ENA), apos a exposi¢ao cronica via oral
de peixes da espécie Rhamdia quelen.

MATERIAIS E METODOS

Para o experimento foram utilizados exemplares de Rhamdia quelen
adquiridos em piscicultura comercial. Os espécimes passaram por um periodo
de oito dias para aclimatacdo em 16 tanques redes (Fig. 1) e foram
submetidos a bioensaios de exposicdo oral de 2,4-D (padrao analitico
Sigma Aldrich®). Os tratamentos foram constituidos de 4 grupos: 1)
controle (dgua destilada); 2) 1ug/100ul; 3) 10ug/100ul; 4) 100ug/100ul. Os
animais foram divididos entre dois tempos de coleta de material biolégico (22 e
42 dias) e passaram por gavagem a cada 10 dias. Os seguintes parametros da
agua eram analisados duas vezes por semana e controlados: pH, dureza da
agua, oxigénio dissolvido, aménia, nitrito, bem como também a luminosidade
€ a vazao da agua.

Figura 1 — Representagédo esquematica do delineamento amostral
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Fonte: Autoria propria (2019)
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As gavagens foram realizadas no dia 0, 10°, 20°, 30° e 40° apés o
inicio do experimento. A amostragem de material bioldgico foi realizada
em 22 dias e 42 dias. Os peixes foram previamente anestesiados com
benzocaina. Com o auxilio de uma seringa heparinizada foi retirado
amostras de sangue por de puncdo caudal. O mesmo foi utilizado para o
Teste de Micronucleo e ENAs. Realizou-se uma extensdo sanguinea em
lAminas de microscépio, posteriormente fixada em etanol por 30 min. As
laminas foram coradas com Giemsa 10%. Foram analisadas
1.000 células por animal. As alteragbes morfoldgicas nucleares analisadas
foram: Micronucleo, nucleos Lobado, Entalhado, em bolha, Binucleado,
Vacuolado (CARRASCO; TILBURY; MYERS, 1990). Apenas foram computadas
as células as que estavam com a membrana citoplasmatica intacta.

Os resultados foram estatisticamente analisados, utilizando o
Programa STATISTICA. Testes de pressupostos foram previamente aplicados e
definiu-se por ANOVA uni e bi fatorial para determinar se havia diferenca
entre os grupos, seguida de teste de post hoc.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Quando se analisou todas as alterac¢des eritrocitarias nucleares agrupadas
por ANOVA bifatorial, verificou-se que ocorreu diferenga significativa entre os
grupos (Fig. 2), em relagdo aos tempos e as dosagens (p=002949). Ainda,
pode perceber- se na Fig. 2 que uma exposicdo de 22 dias (organismos
submetidos a 3 gavagens) ndo apresenta diferenca entre os organismos
que receberam 2,4-D e os organismos que receberam agua destilada. Ja no
tempo de 42 dias de exposicdo oral (5 gavagens), percebe um aumento
significativo nas médias de taxas de danos nos eritrocitos de organismos
expostos, onde todos os individuos que ingeriram 2,4-D apresentam taxas
maiores que 0s que receberam somente agua.

Das anormalidades analisadas, os Micronucleos apresentaram uma diferencga
significativa (p=0,00007) entre os controles e os animais expostos . Os
micronucleos originam-se de fragmentos cromoss6micos ou cromossomos inteiros
que ficam para tras na anafase durante a divisdo nuclear (FENECH,
2007).

A exposicdo a esse agente xenobionte provocou um aumento
significativos de a anormalidades do tipo em bolha (p=0,00896) e lobado
(p=0,00809). Por outro lado, a ingestéao de 2,4-D nao elevou significativamente
as ENAs do tipo Binucleado (p=0,2656), Entalhado (p=0,5737) e Vacuolado
(p=0,3946).



Figura 2. Resultados do total de ENAs nos quatro tratamentos e dois tempos de exposi¢éo
troficas de Rhamdia quelen ao 2,4-D.

ENAs: F(3, 152)=3.0750, p=0.02949
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Fonte: Autoria propria (2019)

Resultados semelhantes foram obtidos em peixes expostos por via hidrica
ao 2,4-D. O trabalho de Ruiz De Arcaute; Soloneski; Larramendy (2016)
observou que a exposigao hidrica ao 2,4-D na faixa de 252-756 mg / L elevou
a frequéncia de MNs em peixes expostos tanto a 48 e 96 h. Ainda neste
trabalho, os nucleos em bolha foram induzidos em tratamentos com
duragcao de 48 e 96 h, e os nucleos entalhados foram apenas induzidos
em peixes expostos por 96 h. Ateeq et al., (2002) verificou que 2,4-D nas
concentragdes de 25, 50 e 75 ppm possui potencial genotdxico e citotoxico
aos peixes, pois encontrou um aumento significativo na taxa de micronucleos,
bem como nas frequéncias de células com alteracbes. Além disso, linfocitos
humanos também foram expostos a 0,4 e 4ug/ml 2,4-D. Observou- se que
ambas as concentragdes de pesticidas causaram um aumento nas quebras de
cromatides cromossomos, no numero de micronucleos e numero de gemas
nucleares nestas células (ZELJEZIC; GARAJ-VRHOVAC, 2004).

Em concluséo, nossos resultados representam o primeiro experimento
com exposicao trofica de peixes ao 2,4-D e traz evidéncia do potencial
citotoxico e mutagénico deste herbicida em um tempo maior de exposigao
quando ingerido.
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