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“O degrau de uma escada nao serve
simplesmente para que alguém permaneca
em cima dele, destina-se a sustentar o pé
de um homem pelo tempo suficiente para
que ele coloque o outro um pouco mais
alto”.

(Thomas Huxley)
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TOCANDO EM FRENTE

"Ando devagar porque ja tive pressa
E levo esse sorriso porque ja chorei demais
Hoje me sinto mais forte, mais feliz, quem sabe
Eu sO levo a certeza de que muito pouco eu sei
E nada sei

Conhecer as manhas e as manhas, o sabor das massas e das
macas
E preciso amor pra poder pulsar, é preciso paz pra poder sorrir
E preciso chuva para florir

Penso que cumprir a vida seja simplesmente
Compreender a marcha e ir tocando em frente
Como um velho boiadeiro levando a boiada
Eu vou tocando os dias pela longa estrada eu vou
Estrada eu sou

Conhecer as manhas e as manhds, o sabor das massas e das
macas
E preciso amor pra poder pulsar, € preciso paz pra poder sorrir
E preciso chuva para florir

Todo mundo ama um dia, todo mundo chora
Um dia a gente chega, no outro vai embora
Cada um de n6s compde a sua historia
E cada ser em si carrega o dom de ser capaz
De ser feliz!!'”

(Almir Sater/Renato Teixeira)
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Introdugdo Geral e Relevancia do Tema

1. INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA

Durante as ultimas décadas tem aumentado o interesse da comunidade cientifica e
das instituicdes em se detectar, conhecer e controlar os agentes ambientais responsaveis por
danos a saide humana e a sustentabilidade dos ecossistemas. Este interesse tem se
intensificado pelos aumentos assustadores dos relatos de acdo antropogénica sobre o meio
ambiente, responsaveis por danos na camada de ozonio, liberacdo acidentais de dejetos e
gases radioativos industriais além da liberagdo de pesticidas utilizados nas prticas
agricolas. Portanto, o crescimento da populagdo humana e das atividades associadas com a
agricultura, industrializagdo e comércio ainda contribuem para a depredagdo da
biodiversidade e variabilidade genética, tendo como conseqiiéncia o comprometimento de
muitas espécies, inclusive o homem (SILVA & FONSECA, 2003).

Apds a revolugdo industrial, um grande numero de substiancias quimicas tem sido
langadas nos ambientes terrestre, aquatico e m atmosfera. Estas substincias podem ser
transportadas e transformadas por diferentes processos e seus subprodutos podem causar
efeitos adversos ao homem, assim como danos aos ecossistemas terrestres e aquaicos.
Muitos estudos tém evidenciado a presenca de residuos devarias substancias quimicas no
ar, na agua, no solo, nos alimentos e nos organismos em geral (BERTOLETTI, 1996).

A poluicao do ambiente em que vivemos, por produtos genotoéxicos € mutagénicos,
afeta o proprio organismo e as suas geracgdes futuras, sendo observada ndo apenas para o
homem, como também para as plantas, os animais e os microorganismos. O estudo
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detalhado, minucioso e ordenado para detectar o modo de agdo e os meios de prevencao do

incremento de mutacgdes, devido a causas antrdpicas, deve, portano, merecer uma atencao
bastante especial por parte, principalmente, da canunidade cientifica (RIBEIRO et al.,
2003).

Alguns estudos vém sendo realizados na tentativa de se avaliar o comportamento, as
transformagoes e os efeitos de agentes quimicos, tantono ambiente como nos organismos.
A toxicologia estabelece limites de cancentracdo ou quantidade de substincias quimicas
aceitaveis no ambiente, por meio de estudos sobre os efeitos toxicos dessas substancias nos
organismos € nos ecossistemas (RAND & PETROCELLI, 1985).

Considerando-se que o uso dos agrotoxicos, como os herbicidas, tem causado uma
grande contamina¢do ambiental, devido a forma indiscriminada de como ¢ realizada essa
pratica, tornou-se imprescindivel a realiza¢do da avaliacdo da toxicidade, degenotoxicidade
e da mutagenicidade desses compostos.

Segundo Ueta et al. (1997), o herbicida atrazina é amplamente utilizado em culturas
de todo o mundo. Os perigos, tanto toxicos como genotoxicos, que o herbicida atrazina
pode representar para diferentes organismos e ambientes tém sido revisados. Porém, ha
uma necessidade emergencial de estudos mais detalhados sobre o modo de agdo desse
herbicida.

As espécies Allium cepa (Asparaginales, Alliaceae) e Oreochromis niloticus
(Perciformes, Cichlidae) sdo muito usadas como organismosteste para ensaios de
toxicidade, pois oferecem vantagens, principalmente, devido a sua adequacdo as finalidades
do estudo.

A interacdo entre diferentes métodos de avaliacdo de potencial tdxico, genotdxico e
mutagénico fornece uma visdo mais global e alrangente sobre o efeito de um agente
quimico.

Frente ao exposto acima, foram testados os sistemas-teste de Allium cepa € Oreochromis
niloticus para a avaliagdo do potencial citotdxico, genotoxico e mutagénico do herbicida
atrazina.



Introdugdo Geral e Relevancia do Tema

Para melhor apresentacdo, os resultados obtidos no presente trabalho, bem como a
discussdo de cada tema abordado, foram subdivididos em capitulos, escritos em forma de
artigo.

Apbs a apresentagdo dos referidos artigos, foram realizadas a discussdo e a corlusdo geral
de todos os dados apresentados, a fim de correlaciona-los entre si, para se obter uma visao
mais holistica dos efeitos do herbicida atrazina sobre os organismosteste utilizados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Os seres vivos estdo expostos as agdes de numerosos agentes potencialmente
toxicos. Estes agentes podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos e podem provocar, nos
organismos, efeitos fisiologicos, bioquimicos, patologicos e, em alguns casos, genéticos
(ARNAIZ, 1995). Uma grande variedade de substancias quimicas com potencial
mutagénico, tanto naturais como sintéticas, tem sido pesquisada. Muitas destas substancias
sdo encontradas nos alimentos, em drogas farmacéuticas, nos defensivos agricolas e nos
complexos de efluentes domésticos e industriais. Sabe-se que muitos destes compostos
podem causar mudancas prejudiciais herdaveis no material genético, sem que se expressem
de imediato (VOGEL, 1982). Desta maneira, ha muitos compostos mutagénicos no
ambiente, os quais podem representar um perigo para a saude do homem, em virtude do seu
potencial para induzir mutagdes (TAVARES, 1991).

A genética toxicologica tem por finalidade identificar e analisar a agdo de agentes
toxicos que sdo capazes de interagir com o material genético dos organismos. Entende-se
por genotoxicidade, alteragdes na estrutura dos cromossomos (clastogenicidade) ou na
sequéncia de pares de bases (mutagenicidade), causadas pela exposi¢do do organismo a
agentes toxicos (AL-SABTI & METCALFE, 1995).

A detec¢do e o entendimento das propriedades dos agentes toxicos fisicos e quimicos
permitem avaliar os efeitos deletérios ou mesmo letais desses agentes para os organismos
(ARNAIZ, 1995). Testes biologicos de toxicidade e mutagenicidade sdo, segundo Moraes
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(2000), indispensaveis para a avaliacdo das reagdes dos organismos vivos a poluicdo
ambiental como também para a identificagdo dos efeitos sinergisticos potenciais de varios
poluentes. O impacto de materiais toxicos na integridade e funcionamento do DNA celular
tem sido investigado em muitos organismos sob condi¢cdes de campo (MCCARTHY &
SHUGART, 1990). Muitos biomarcadores tém sido utilizados como ferramentas para a
deteccao dos efeitos toxicos, genotoxicos e mutagénicos da poluicdo. Entre eles, podemos
citar a presenca de adutos de DNA, aberragdes cromossdmicas, quebras nas fitas de DNA,
formacdo de micronucleos e outras anormalidades nucleares, além da inducdo de morte
celular (BOMBAIL et al., 2001). A maioria dos testes para detectar o potencial mutagénico
de substancias quimicas baseia-se na investigagdo de possiveis indugdes de danos
cromossomicos como alteracOes estruturais, formagdo de microntcleos, trocas entre
cromatides-irmas, avaliacdo de genes mutantes ou de danos no DNA, utilizando diferentes
organismos-teste, tais como bactérias, plantas e animais, tanto em testes in vitro como in
vivo (PENA, 1996).

A producdo de alimentos se d4 por meio da pratica da agricultura e da pecuaria e o
rendimento desta producdo estd diretamente relacionado com a competi¢do que enfrenta
com outros sistemas bioldgicos vegetais, animais, microbianos e parasitarios. Dessa forma,
o processo de modernizacdo da agricultura introduziu, nos anos 60, o emprego de novas
variedades biologicas consideradas mais produtivas, porém dependentes de adubos
quimicos e de uso intensivo de pesticidas, para que pudessem aumentar os indices de sua
produtividade. O emprego desses agentes quimicos resultou no aumento da produtividade,
mais por outro lado, trouxe conseqiiéncias adversas ao homem, visto serem estes agentes
nocivos tanto ao homem como ao ambiente. A pratica mundial do uso de agroquimicos, por
longos periodos, muitas vezes indiscriminada e abusiva, vem trazendo preocupacdes as
autoridades publicas e aos especialistas em satde publica e sustentabilidade de recursos
naturais (UETA et al., 1997).

Os agroquimicos sao produtos bastante toxicos, cuja absor¢ao no organismo do homem,
quase sempre, se da por via oral, podendo ocorrer também por inalagdo ou por via dérmica.
Como conseqiiéncia da exposicdo do homem aos pesticidas, podemos observar uma
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sériec de disturbios, tais como gastricos, neuroldgicos e musculares. Sdo agentes que
persistem por muito tempo no meio ambiente (ALVES, 1986).

Dentre os praguicidas, os principais agentes de intoxicacdo sdo os herbicidas e os
inseticidas. Ambos causam intoxicagdes graves, sendo os inseticidas os maiores causadores
de obitos (ZAMBRONE, 1986).

Segundo Chevreuil et al. (1996), Kim & Feagley (1998) e Abdel-Ramham et al.
(1999), a maioria dos efeitos toxicos dos herbicidas, sobre animais e plantas, foi
mmsuficientemente investigada. Como conseqiiéncia da falta de esclarecimento sobre a agao
dos herbicidas no meio biologico, esses agentes quimicos também podem representar um
problema para a satide humana (MUNGER et al., 1997; GORELL et al., 1998).

Para Veiga (1995), hoje, através de métodos relativamente simples, ¢ possivel
estimar os efeitos genotdxico, mutagénico, carcinogénico e teratogénico dos agrotoxicos.
Muitos trabalhos tém sido realizados por diversos pesquisadores preocupados com os
efeitos nocivos de defensivos agricolas, na tentativa de verificar os seus possiveis efeitos
fisiologicos (ALMEIDA, 1974; PAVANELLI, 1995), mutagénicos (DASSENOY &
MEYER, 1973; SAKAMOTO & TAKAHASHI, 1979; VENTURA et al., 2000, 2002;
VENTURA & MARIN-MORALES, 2003; FERNANDES et al, 2001, 2002;
MATSUMOTO et al., 2003) e carcinogénicos (TERRACINI, 1977).

Para o monitoramento dos organismos expostos aos agentes quimicos, os ensaios de
aberragdes cromossomicas, micronucleos e de cometa tém sido bastante utilizados
(HAGMAR et al., 1998). Alguns poucos estudos também tém mostrado os efeitos toxicos
de quimicos, por meio de processos de morte celular, tanto do tipo necrdtico como
apoptoético (ZAKERI & LOCKSHIN, 2002).

O impacto de um pesticida no ambiente depende de seu modo de dispersao e da sua
concentragdo, bem como da sua prépria toxicidade (VANDER WERF, 1996).

Os efeitos mutagénicos dos pesticidas em geral podem ser diversos, tais como reacio
direta com o0 DNA nuclear; incorporacio no DNA durante a replicacio celular;
interferéncia na divisao celular mitotica ou meiotica, decorrendo em divisao incorreta
da célula (TIMBRELL, 1999).
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Os herbicidas apresentam uma capacidade de interferir diretamente na divisao
celular de plantas, no alongamento e/ou na diferenciacdo celular, causando disturbios no
funcionamento das raizes ou dos tecidos vasculares (LINCK, 1979). Ja nos animais, os
herbicidas podem atuar em diversos tecidos ou 6rgdos, estando, muitas vezes, associados a
processos tumorigénicos (NATARAJAN, 2002).

A atrazina é um herbicida triazinico, classificado como moderadamente toxico de
pré e pos-emergéncia, utilizado para o controle de ervas daninhas em culturas de aspargo,
milho, sorgo, cana-de-acucar e abacaxi (POPA et al., 1986). Segundo Eldrige et al. (1999),
os herbicidas triazinicos estdo entre os pesticidas mais utilizados na agricultura, devido a
capacidade em inibir a fotossintese de invasoras de culturas. O Brasil, com as culturas de
cana ¢ de milho na lideranga, emprega elevadas quantidades de herbicidas triazinicos
(UETA et al., 1997).

Os herbicidas triazinicos sdo usados extensivamente nos Estados Unidos para
controlar grama e ervas daninhas de folhas largas durante o cultivo de milho, trigo, sorgo,
cana-de-acucar ¢ coniferas (WORTHING & WALKER, 1983). Devido ao seu uso
difundido na agricultura e ao seu potencial para a extensiva exposi¢do humana, a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) tem conduzido a uma Revisdao
Especial de dados publicados e ndo publicados de varios herbicidas triazinicos
(GOLDMAN, 1994).

De acordo com varios 6rgaos internacionais, incluindo o Environmental Protection Agency
(EPA), o Development for Environmental Assessment Center dos Estados Unidos e o
IARC Monographs (International Agency for Research on Cancer), o herbicida atrazina é
um agente quimico possivelmente carcinogénico para os seres humanos, embora o
embasamento para essa conclusio seja apenas evidenciado em outros animais (JONES &
FAWELL, 1987; WATERS et al., 1999). Sabe-se, por exemplo, que a atrazina induz
tumores mamarios em ratas Sprague-Dawley, sendo que o Peer Review Committee do
EPA's Office of Pesticide Program (OPP) concluiu que a atrazina deve ser considerada no
Grupo C - Possivel Carcindgeno Humano. Mais recentemente, o EPA's OPP tem se
encarregado de atualizar a avaliagdo dos possiveis modos de agdo da atrazina, incluindo
mutagénese, disrrupcao endocrina, e teratogénese (USEPA, 1999).
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A atrazina tem sido testada em varios sistemas, mas ha deficiéncias em relagao a
certos testes realizados, sendo que algumas evidéncias de efeitos genotdxicos, in vivo,
precisam ainda ser confirmadas (RIBAS et al., 1998).

Segundo Kristen (1997), a dramdtica expansdo do universo de compostos
xenobidticos vem influenciando o meio ambiente devido a presenca de milhdes de
quimicos antropogénicos com potencial toxico para a biosfera. Atualmente, ha uma grande
necessidade de se avaliar a toxicidade, a genotoxidade e a mutagenicidade de substincias
quimicas, como o herbicida atrazina, presentes nos ecossistemas, sendo que isso pode ser
realizado através da avaliagdo dos mecanismos de agdo dos toxicos em células de plantas e

animais.

a. Sistema-teste vegetal: Allium cepa

O teste de Allium tem recebido muita aten¢do por estar sendo usado em avaliacao de
poluentes presentes em solo e agua (FISKESJO et al, 1981; FISKESJO, 1985;
BERGGREN & FISKESJO, 1987; GROOVES et al., 1988; VIDAKOVIC et al., 1993;
FRANEKIC et al., 1994; LIU et al., 1995).

Allium tem sido um sistema-teste vegetal bastante utilizado nos estudos de
determinacdo dos efeitos de alguns quimicos. Entre as espécies de Allium, a mais indicada
como material-teste padrio pela “Royal Swedish Academy of Science” (FISKESJO, 1985)
e pelo “Gene-Tox Program” (GRANT, 1982) ¢ a espécie Allium cepa (Asparaginales:
Alliaceae).

O teste do Allium cepa é um teste confidvel para biomonitoramentos do potencial de
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade para diferentes substancias quimicas. Ma
et al. (1995), usando-se de técnicas citogenéticas realizadas em células meristematicas de
Allium cepa e Vicia faba, concluiram que esses materiais constituem uma eficiente
ferramenta para monitoramento ambiental de deteccdo de mutagenicidade, causadas por
quimicos.

O uso do Allium cepa como organismo-teste de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade deve-se as caracteristicas que possui na sua cinética de proliferagao, no
crescimento rapido de suas raizes, no grande numero de células em divisdo, na sua alta
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tolerancia a diferentes condi¢cdes de cultivo, na sua disponibilidade durante o ano todo, no
seu facil manuseio e por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande
tamanho (FISKESJO, 1985; QUINZANI-JORDAO, 1987).

A espécie Allium cepa é usada como material-teste desde 1920 (FISKESJO, 1985;
RANK & NIELSEN, 1993) e, a partir dai, tem sido utilizada para avaliar e classificar a
toxicidade de quimicos presentes no meio ambiente (FISKESJO, 1985), sendo
extensamente utilizada para a avaliagdo de aberragdes cromossomicas (GRANT, 1982).
Essa espécie tem sido utilizada como material vegetal teste indicador de mutagenicidade
por diversos autores como Rank & Nielsen (1993, 1997, 1998), Khors et al. (1997), Smaka-
Kincl et al. (1997), Kovalchuck et al. (1998), Chauhan et al. (1999), Ventura et al. (2000,
2002), Ventura & Marin-Morales (2003), Fernandes et al. (2001, 2002) e Matsumoto et al.
(2003), dentre outros. Testes com Allium cepa sao adequados por oferecer parametros
macroscopicos como turgescéncia, mudanga de cor, formato, textura, espessura e
comprimento da raiz, e parametros microscopicos como anafases prematuras, aderéncias
cromossdmicas, pontes, fragmentacdo e perdas cromossdmicas, C-mitoses € micronucleos,
que sao indicadores de eventuais mutagdes no conteudo genético celular.

Considerando apenas as analises de aberragdes em células anafasicas e telofésicas, o
teste de Allium cepa ¢ o mais simples e, consideravelmente, o mais confiavel dentre os
métodos de investigagdo de aberragdes realizados para todos os outros tipos de células
mitoticas (RANK & NIELSEN, 1987).

Segundo Rank & Nielsen (1993), a sensibilidade do teste de mutagenicidade com
Allium foi calculada como sendo superior em 82% aos resultados obtidos com roedores. Os
testes com Allium cepa também apresentam uma alta correlagdo com os resultados obtidos
com outros sistemas-teste de mamiferos (GRANT, 1982).

As células meristematicas de Allium cepa constituem um eficiente material
citogenético para analisar aberragdes cromossomicas causadas pela poluicdo ambiental
(KRISTEN, 1997).

O teste do Allium cepa pode ser usado como ferramenta para avaliagdo de contaminagao
por algumas substancias carcinogénicas que sao negativas no teste Ames.
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Desta forma, Rank & Nielsen (1998) apontam que o teste de Allium cepa pode ser
considerado um método mais sensivel que outros até hoje utilizados.

Segundo Cotelle et al. (1999), o teste de Allium cepa promove um diagndstico
rapido sobre reagdes causadas por herbicidas, cujo produto quimico pode ser arriscado para
satde humana.

De acordo com Cotelle et al. (1999), ha indicios de severa inibi¢do no indice
mitotico de células de Allium cepa, quando estas sdo submetidas ao solo contaminado por
varios metais pesados e herbicidas.

Alguns herbicidas tém uma a¢do comprovada na inducdo de efeitos clastogénicos e
aberragdes cromossdmicas em testes com Allium cepa (MA et al., 1995; PANDA et al.,

1997; RANK & NIELSEN, 1997; COTELLE et al., 1999).

b. Peixes como sistema-teste animal

O acumulo de substancias quimicas, em peixes, pode se dar pela
exposicao direta aos quimicos presentes nas aguas dos rios e mares, ou pela
cadeia alimentar, sendo esta uma maneira indireta de contaminacédo (ATEEQ
et al., 2002). Segundo Aaronson (1980), a mortalidade em massa de peixes de
pequenos lagos ou de tanques pode ser atribuida a agdo de compostos
quimicos toxicos a esses organismos que estdo presentes na agua.

Segundo Powers (1989) e Ateeq et al. (2002), os peixes reunem caracteristicas que
os tornam excelentes modelos experimentais para estudos de toxicologia aquatica, em que
sdo particularmente utilizaveis, pois alertam sobre o potencial de perigo de novas
substancias quimicas ou para a possibilidade da poluicdo ambiental.

De acordo com Harshbarger & Clark (1990), os peixes constituem bons
organismos-teste para monitoramento toxicoldgico, especialmente espécies pequenas de
aquario, pois podem ser mantidos em laboratério e facilmente expostos a substincias
toxicas de maneira similar. Segundo esses autores, esses organismos tém sido usados para a
avaliagdo da presenca de substincias que tenham potenciais mutagénico, teratogénico e

carcinogénico em humanos.
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Segundo Bombail et al. (2001), os peixes constituem bons bioindicadores dos
efeitos de poluentes e estdo sendo, cada vez mais, utilizados para detectar possiveis
problemas ambientais. De acordo com Alves-Costa (2001), as espécies Oreochromis
niloticus (tilapia) e Hoplias malabariscus (traira) sdo excelentes sistemas-teste para ensaios
laboratoriais, sendo freqiientemente utilizadas para a investigacdo da toxicidade de
substancias contaminantes de ecossistemas aquaticos. Oreochromis niloticus (Perciformes,
Cichlidae) ¢ uma espécie de peixe comercialmente importante no sudeste do Brasil,
particularmente no estado de Sao Paulo. Esta espécie ¢ também comumente encontrada em
estuarios de todo o mundo, sendo reconhecida pela sua sensibilidade em responder,

rapidamente, as alteragdes ambientais (VIJAY AN et al., 1996).

c. Ensaio de aberracoes cromossdmicas com o herbicida atrazina

Testes citogenéticos sdo adequados para identificar os efeitos perigosos de
substancias, em suas diversas concentragdes, ¢ em diferentes tempos de exposi¢dao. Estes
testes, realizados geralmente em organismos-teste, sao comumente aplicados no
biomonitoramento da extensdo da poluicdo e na avaliagdo dos efeitos combinados de
substancias toxicas e mutagénicas, sobre os organismos no ambiente natural (MORAES,
2000).

Plantas de sorgo, tratadas com atrazina, apresentaram aumento do nimero de seus
cromossomos, c¢€lulas multinucleadas, aneuploidia e poliploidia, e anormalidades em
c€lulas-mae de graos-de-pdlen, o que sugere que esse herbicida interfere na estabilidade da
meiose (LIANE et al., 1967).

Popa et al. (1986) observaram que a atrazina, quando aplicada em altas
concentragdes em plantulas de milho, pode induzir quebras cromossdmicas, que podem ser
visualizadas pela presenca de fragmentos cromossomicos Unicos e pareados; uma alta
freqliéncia de cromatides e pontes cromossdmicas; cromossomos retardatarios e a presenca
de células heteropoliploides ou poliploides.

Grant & Owens (2001) demonstraram que a atrazina induziu quebras cromossOmicas (na
mitose € na meiose) nas espécies Pisum sativum e Allium cepa.
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Estudos sobre o efeito da atrazina, realizados por Kligerman et al. (1993),
constataram que ndo houve aumento significativo de trocas de cromatides-irmads e
aberragdes cromossomicas em cultura de linfocitos de alguns animais expostos,
experimentalmente, a esse herbicida. No entanto, Adler (1980) observou que doses de 1500
e 2000 mg/Kg de atrazina induziram mutagdes letais dominantes e quebras cromatinicas em
medula 6ssea de ratos.

Estudos in vitro com linfécitos humanos, tratados com 0,10 ppm de atrazina,
detectaram um pequeno aumento no indice de aberragdes cromossomicas (MEISNER et al.,
1992). Porém, para concentragdes abaixo de 0,001 ppm desse herbicida ndo foram
detectadas aberragdes cromossomicas (ROLOFF et al., 1992). Lioi et al. (1998) observaram
um pequeno aumento no numero de troca de cromatides-irmas, mas um grande aumento de
aberragdes cromossomicas em linfocitos humanos expostos a atrazina. Meisner et al. (1993)
observaram um aumento significativo na freqiiéncia de quebras cromossomicas em células
sanguineas humanas expostas a 1 ppm do herbicida atrazina.

A atrazina também tem sido testada para avaliar a habilidade em induzir danos
citogenéticos em roedores. Meisner et al. (1992) submeteram ratos a 20 ppm de atrazina
(por meio de agua de beber) e ndo observaram aumento no numero de aberragdes
cromossOomicas, ap0s a exposi¢do ao herbicida. Num estudo similar, Roloff et al. (1992)
relataram que ndo houve aumento significativo de aberracdes cromossdmicas em células de
medula 6ssea de ratos, quando esses foram alimentados com 20 ppm de atrazina, por 90
dias.

Segundo Ribas et al. (1998), a atrazina ¢ responsavel por uma significativa
freqliéncia de aneuploidias em Neurospora crassa, pela ndo-disjungdo cromossdmica em
Aspergillus nidulans, além da indugdo da perda dos cromossomos sexuais em Drosophila
melanogaster, sendo esses efeitos ocasionados pela toxicidade desse herbicida.

Muitos estudos usando o sistema-teste de Aspergillus t€ém mostrado que a atrazina
nao ¢ mutagénica (SUMMER et al., 1984; KAPPAS, 1988; BUTLER & HOAGLAND,
1989), embora seja considerada mutagénica para outros sistemas-teste, como Drosophila
melanogaster (MURNIK & NASH, 1977; TORRES et al., 1992).

Em sistemas-teste de mamiferos, submetidos a acao do herbicida atrazina, a maioria dos
resultados parece ser negativa, exceto para os resultados de Loprieno & Adler (1980),
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que obtiveram um aumento significativo na freqiiéncia de aberracdes cromossomicas de
células de medula Ossea de ratos, e os dados obtidos por Meisner et al. (1993), que
descreveram uma indugdo de aberragdes cromossomicas em culturas de linfocitos humanos.
Enquanto os resultados advindos de sistemas-teste de bactérias e de mamiferos sdo quase
sempre negativos, a atrazina exerce efeitos mutagénicos claros em diferentes sistemas-teste
de plantas, por induzir aberragdes cromossomicas em Hordeum vulgare e Vicia faba (WUU
& GRANT, 1966; 1967), em Zea mays (PLEWA et al., 1984), e em Sorghum vulgare (LEE
et al., 1974); trocas de cromatides-irmas em milho (CHOU & WEBER, 1981) e mutagao
pontual também em milho (PLEWA et al., 1984).

d. Morte celular: necrose e apoptose

De acordo com Mello et al. (2001), agentes indutores de estresse, tais como:
radiagdo, drogas, choques térmicos, metais pesados, alcoois, hipoxia, jejum, inibidores
metabolicos, agentes oxidantes e infeccdes virais, dentre outros, podem induzir a morte
celular. Segundo Kaioumova et al. (2001), a perturbacao de cé€lulas por agentes quimicos
pode levar a uma seqiiéncia complexa de eventos que podem resultar em morte celular,
tanto de maneira apoptotica como necrotica.

A necrose € um tipo de morte celular, antigamente considerada como descontrolada. Para
Zakeri & Lockshin (2002), se uma célula encontra qualquer insulto ou injaria grave a sua
existéncia, seus mecanismos de geragdo de ATP ou de integridade e permeabilidade de
membrana sao comprometidos. A necrose pode ocorrer pela presenca de toxinas ou
componentes quimicos toxicos, os quais promovem a lise celular, sendo que as fungdes
mitocondriais e de canais i0nicos do sistema de membranas das células sdo totalmente
comprometidas. A necrose nao ¢ determinada por fatores intrinsecos da prépria célula, mas
por perturbacdes do meio ambiente, injurias estas que causam uma agressao letal, por ser
grave, intensa, continua ou ndo, mas que ultrapassa o nivel de habilidade homeostatica da
célula. Os agentes agressores podem ser agrupados em agentes fisicos (agao mecanica,
temperatura, radiacdo, efeitos magnéticos, eletricidade), quimicos (compreendem
substancias toxicas e nao toxicas), € biologicos (toxinas, infecgdes virdticas, bacterianas ou
micoticas,



Revisdo da Literatura 14

parasitas, etc). Esses agentes, dentre os quais estao incluidos os herbicidas, provocam um
comprometimento dos niveis celulares de respiracdo aerdbica, da sintese proteica, da
manuten¢ao da integridade das membranas celulares e da manuten¢do da capacidade de
multiplicagdo celular por interferéncias no RNA e DNA. A agdo dos agentes agressores
sobre os sistemas bioldgicos provoca a perda da homeostase e da morfostase celular, de tal
forma que a célula perde sua viabilidade (KAIOUMOVA et al., 2001).

Diferentemente da apoptose, que ¢ um fendomeno ocorrente com células Unicas, a
necrose tem sido freqiientemente descrita como um fendmeno multicelular. Estudos
moleculares t€ém mostrado que o primeiro evento observado na necrose € a alteragdo na
bomba de sddio e potassio da membrana celular, provocando edema intracelular. Quando
as enzimas lisossomais digerem as organelas citoplasmaticas, o citoplasma adquire um
aspecto vacuolizado, podendo ocorrer um processo associado de calcificagdo nas células
mortas. As alteragdes nucleares ocorrem, reversivelmente, até a etapa de condensagdo da
cromatina, formando blocos nucleares ligados a membrana nuclear e ao nucléolo
(cariorrexe). Entretanto, quando as alteracdes degenerativas progridem, pode aparecer
retragdo do nucleo, que se transforma em uma massa densa e enrugada de cromatina
(picnose). Esta cromatina sofre uma dissolu¢do progressiva (caridlise), aparentemente
como resultado da agdo hidrolitica das DNAses de origem lisossomal. O citoplasma perde a
basofilia e o limite celular torna-se indistinto. Observa-se que a perda da homeostase
envolve o sistema respiratdrio celular (comprometimento das mitocondrias), o sistema
enzimatico (comprometimento dos lisossomos) € o sistema de membranas, o qual parece ter
um papel crucial para o estabelecimento de lesdes irreversiveis na célula (ZAKERI &
LOCKSHIN, 2002).

Dados recentes indicam que, em contraste com a necrose que ¢ causada por condi¢des
muito extremas, a apoptose ¢ um tipo de morte celular caracterizado por um evento
fisiologicamente normal e regulado (programado). Atualmente, sabe-se que tanto a
apoptose como a necrose possuem caminhos de sinalizagdo, como receptores de morte
celular, cascatas de quinases e eventos mitocondriais. Através da modulacao desses
caminhos de sinalizacdo em ambos os processos de morte celular, ¢ possivel identificar e
distinguir a apoptose da necrose. As conseqiiéncias da necrose ¢ da apoptose para os
0rganismos sao
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diferentes. A necrose envolve constituintes citossolicos que extravasam para o espago
extra-celular, através da membrana plasmatica danificada, podendo provocar uma resposta
inflamatdria. Na apoptose, os constituintes citossolicos sdo isolados por membranas, sendo
entdo fagocitados por macrofagos. A resposta inflamatoria causada pela necrose, no
entanto, pode ter um significado adaptativo (por exemplo, uma resposta imune emergencial
e forte) sob condigdes patologicas (como cancer e infecgdes) (WOODLE & KULKARNI,
1998; HUPERTZ et al, 1999; STALDEMANN & LASSMANN, 2000,
PROSKURYAKOV et al., 2003).

Morfologicamente, a necrose ¢ um pouco diferente da apoptose ‘“classica”. Na
necrose, as células primeiramente incham, a membrana plasmatica se colapsa, e as células
sdo rapidamente lisadas. Na apoptose, as células primeiramente se reduzem e depois seus
nicleos se condensam, sendo que as células, finalmente, desintegram-se em corpos
apoptoticos. Diferente da apoptose, a necrose ndo ¢ promovida por sinais quimicos
intrinsecos da célula, pois ela ¢ uma conseqiiéncia dos danos causados por injlrias. No
entanto, as proprias enzimas liberadas do extravasamento das células necroticas tém a
capacidade de induzir a quebra da homeostase das células vizinhas, levando-as a processos
também necroticos, pela promog¢do de digestdo de suas membranas (KERR et al., 1972;
WYLLIE et al., 1980; MAJNO & JORIS, 1995).

Atualmente, Proskuryakov et al. (2003) determinaram que o termo apoptose pode
ser atribuido ao processo de eliminac¢do celular sem um rompimento aparente da membrana
plasmatica, enquanto a necrose ¢ um tipo de morte celular acompanhada por um rapido
efluxo de constituintes celulares no espago extra-celular.

Como se sabe, os efeitos toxicos de quimicos podem levar a uma morte celular
conhecida como necrose ou resultar na apoptose. Atualmente, ¢ evidente que muitos
quimicos ambientais também exercem toxicidade via sinalizacdo celular apoptotica. A
apoptose define uma situacao em que uma célula em processo de morte perde sua aderéncia
com as células vizinhas ou com a matriz extracelular. Além disso, a cromatina fragmenta-se
no nucleo, formando pequenas massas rodeadas pela membrana nuclear, enquanto que o
citoplasma fica com um aspecto diferenciado caracteristico. Essa aparéncia caracteristica
do citoplasma e do nucleo ¢ resultante da ativagdo de caspases, proteases de restri¢do, que
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podem clivar componentes importantes do citoesqueleto e da matriz nuclear (ZAKERI &
LOCKSHIN, 2002).

A apoptose requer a ativagdo de uma cascata de eventos bioquimicos regulados
geneticamente. A mitocondria age como executor central da apoptose, onde os estimulos
apoptdticos induzem a transicdo de permeabilidade mitocondrial, despolarizagao de
membrana e liberagdo da citocromo C. A ligagdo do citocromo C com o Apaf-1 (fator
ativador da protease apoptoética) desencadeia a ativagdo da caspase 9, iniciada na cascata
proteolitica. Entre as caspases efetoras, a caspase 3 e seu substrato sdo responsaveis pela
caracteristica morfologica das células apoptdticas. Seguida a ativacdo da caspases, a
membrana celular perde sua assimetria e a fosfatidilserina € externada para o folheto
externo da membrana plasmatica. Além disso, haverd a promo¢do de condensagdo
cromatinica e as endonucleases induzem a fragmentagdo do DNA nuclear (TUSCHL &
SCHWARB, 2003).

A apoptose pode ser induzida no curso normal de crescimento e desenvolvimento de
tecidos e, além disso, por uma variedade de compostos e condi¢des. A apoptose ¢ a
principal via de morte celular e ¢ necessaria para a manutencdo da cinética do equilibrio de
tecidos sadios. Evidéncias indicam que a apoptose pode representar um mecanismo para a
delecdo seletiva de células cuja sobrevivéncia prejudicaria o organismo como um todo
(STEINERT, 1996).

A acdo de certas substdncias quimicas em animais ativa algumas enzimas
especificas, podendo causar quebras no material genético e induzir a apoptose (PEITSCH et
al.1994).

A caracterizagdo de células apoptoticas e/ou necroticas tem sido baseada na
morfologia celular e na deteccdo de fragmentacdo de DNA por técnicas bioquimicas e
histoquimicas (HUPPERTZ et al., 1999; WILLINGHAM, 1999). Tanto a falta de ATP
como o aumento da intensidade do estimulo podem resultar no aborto da apoptose e,
conseqiientemente, numa mistura de caracteristicas apoptodticas e necroticas (LEIST et al.,
1997; LEIST & NICOTERA, 1997; HIRSCH et al., 1997; GREEN & REED, 1998).
Similarmente, a morte celular mediada pela cascata de caspases pode servir como
precursora de necrose secundaria (GREEN & REED, 1998).

A utilizagdo de marcadores fluorescentes na determinacao de morte celular vem se
mostrando um excelente método pela simplicidade, rapidez e sensibilidade desses
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marcadores. Tanto o Iodeto de Propidio (IP) como o Hoechst sio marcadores especificos
para evidenciar acidos nucleicos de cadeia dupla. O iodeto de propidio ¢ um reagente muito
utilizado para a marcagdo de células apoptoticas. Em células sadias, a integridade da
membrana plasmatica ndo permite a entrada do iodeto de propidio devido a sua
caracteristica polar (hidrofilico), diferente das células em processo de morte que, devido as
alteracdes na membrana, permitem a entrada desse marcador. Apds a entrada, o corante se
liga com os acidos nucleicos, emitindo luz vermelha, quando expostos a radiagdo
ultravioleta. O Hoechst 33342 ¢ um marcador que apresenta baixa citotoxicidade e se

intercala entre as regides A-T do DNA (TAS & WESTERNENG, 1981).

e. Ensaio de micronucleos e de anormalidades nucleares

Micronticleos sdo massas de cromatina com aparéncia de um pequeno nucleo,
resultante da condensagdo de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou Cromossomos
inteiros que atrasaram sua migragao para os polos na anafase (SCHMID, 1976; AL-SABTI
& METCALFE, 1995).

Embora o micronucleo possa se originar espontaneamente, a sua indugao é
comumente usada para se detectar danos genotdxicos e mutagénicos, resultantes
de exposi¢cdo a um agente toxico (HEDDLE et al., 1983). O teste do micronucleo
foi originalmente desenvolvido como um teste que utilizava eritrécitos
policromaticos de medula éssea de roedores (SCHMID, 1976) e, mais tarde,
estendido a eritrécitos circulantes (MACGREGOR et al, 1980). Esse teste tem sido
também aplicado, com sucesso, em eritrocitos de peixes. Os eritrécitos de peixes
sao especialmente preferidos para esse teste, pois sendo nucleados, os
micronucleos podem ser marcados facilmente, como um resultado de atividade
clastogénica (AL-SABTI & METCALFE, 1995).

Sabe-se que os ensaios de anormalidades nucleares e de microntcleos tém sido largamente
aplicados, em peixes, para a investigacao dos efeitos mutagénicos ambientais (AL-SABTI,
1986; HOSE et al., 1987; CARRASCO et al., 1990, HUGHES & HEBERT, 1991). Para
Landolt & Kocan (1983) e Heddle et al. (1983), o teste de micronucleo pisceo ¢ um dos
mais promissores, baratos e rapidos para a avaliagdo de mutagenicidade.
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O teste de micronicleo ¢ um teste simples e rapido, servindo para
biomonitoramento da qualidade da agua (BURGEOT et al., 1995). Hayashi et al. (1998)
descrevem o teste do micronlicleo como uma técnica vantajosa, pelo fato de poder ser
usado em qualquer populacdo celular em proliferacdo, sem que seja necessario o
conhecimento prévio de seu cariotipo.

Os ensaios de micronucleos, especificamente em peixes, representam um meio
sensitivo de medida de atividade mutagénica tanto em ensaios de laboratorio como de
campo (GRISOLIA & STARLING, 2001).

A técnica de micronicleos em peixes tem utilizado convencionalmente eritrocitos,
devido a facilidade de obtencdo dessas células; a taxa mitdtica relativamente alta do tecido
hematopoiético, o qual oferece uma rapida resposta mutagénica em relacdo a exposicdo a
xenobidticos; e a facilidade para a preparacdo de laminas por meio de esfregaco sanguineo
(SCHMID, 1976; TICE & IVETT, 1985).

O teste de micronucleos, em eritrocitos de peixes, tem sido utilizado
largamente para detectar os efeitos genotéxicos de mutagenos no meio ambiente
e sua frequéncia é considerada o reflexo dos danos mutagénicos nas células,
principalmente nos cromossomos (ATEEQ et al., 2002).

Al-Sabti et al. (1994) investigaram os efeitos citotoxicos do cromo (tri e
hexavalente) em sistemas-teste de peixes, empregando o teste do micronticleo. Os autores
observaram que a exposicdo dos animais, em dguas com concentragdes diversas de cromo,
causou um aumento na freqiiéncia de microntcleos, quando comparado com um grupo
controle.

Minissi et al. (1996) utilizaram o teste do micronucleo em Barbus plebejus para
trabalhos de monitoramento in situ de dois rios italianos, caracterizados por diferentes
niveis de poluicdo por compostos quimicos. Os autores verificaram que a freqiiéncia de
microntcleos parecia estar fortemente relacionada com a qualidade da agua, mostrando
assim uma resposta adequada para ser usada como teste de biomonitoramento ambiental.

Hose et al. (1984) e Das & Nanda (1986) constataram que muitos agentes clastogénicos e
mutagénicos, tais como o benzopireno e a mitomicina C, induzem a formacao de
micronucleos. Hose et al. (1987), por sua vez, usando o teste do micronucleo em eritrocitos
de peixes (Genyonemus lineatus € Paralabras clathratus) de um rio do sul da
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Califérnia, mostraram que a presenga de pesticidas como o DDT e o PCB no
ambiente ndo resultou em um aumento significativo na freqii€ncia de microntcleos.

Segundo Ateeq et al. (2002), o aumento da freqiiéncia de micronucleos e de células
alteradas foi significativo, quando eritrécitos do peixe-gato (Clarias batrachus) foram
analisados, apos a exposicao aos herbicidas 2,4-D e butacloro. Houve uma positiva relagao
de dose-resposta em todas as exposicoes aos dois herbicidas e em todos os tempos de

exposicao testados.

f. Ensaio de cometa

O ensaio de cometa ¢ particularmente uma técnica valiosa e barata, que permite a
deteccdo de diferencas intercelulares no dano e reparo de DNA, em qualquer populagdo de
c€lula eucaridtica que pode ser obtida por uma suspensao celular simples (SASAKI et al.,
1997; KOSZ-VNENCHAK & ROKOSZ, 1997; MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998). A
técnica requer pequenas amostras celulares (1-10000 células) e os resultados podem ser
obtidos em um tnico dia. Ostling & Johanson (1984) e Olive et al. (1990) tém mostrado
que a sensibilidade do ensaio de cometa em detectar danos em células simples ¢
comparavel a outros métodos de avaliagcdo, sendo usado na investigacdo da genotoxicidade
de varios agentes (SINGH et al., 1988, 1991; TICE et al., 1990; OLIVE et al. 1991, 1992;
BETTI et al., 1993).

O ensaio de cometa ¢ uma técnica promissora, especialmente diante de agentes
quimicos (RIBAS et al., 1995). O ensaio de eletroforese de células Unicas em gel ¢ uma
técnica poderosa para a deteccdo de quebras de DNA e danos em locais alcali-sensitivos em
c€lulas eucaridticas (OLIVE et al., 1990).

Ostling & Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica de
eletroforese em gel para detectar danos de DNA na taxa de c€lulas unicas. Nessa técnica, as
c¢lulas embebidas em agarose foram colocadas em uma lamina de microscopia, lisadas por
detergentes e sais, € 0 seu DNA liberado para ser submetido a eletroforese sob condi¢des
neutras. As células com uma alta frequéncia de quebras duplas do DNA (DBS) mostraram
uma migracao crescente de DNA em direcao ao anodo. A migracao de DNA foi
quantificada
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por coloragdo com brometo de etideo e através da medida da intensidade da fluorescéncia
de duas posigoes fixas, dentro do padrao de migragdo, usando um fotometro microscopico.
As condigdes neutras usadas limitaram a utilidade geral do ensaio.

O método do ensaio do cometa foi desenvolvido por Singh et al. (1988), que
adaptaram outras metodologias ja utilizadas, para desenvolver uma técnica de eletroforese
de célula tnica (SCGE - single cell gel electrophoresis), sob condi¢des alcalinas. Essa
técnica evidencia a ocorréncia de quebras em cadeias simples do DNA. A visualizagao
subseqiiente da mobilidade dos fragmentos de DNA nuclear tornou-se um meio bastante
adequado para detectarem-se danos no DNA em células tnicas. Os protocolos para o ensaio
do cometa variam entre laboratorios, porém, recentemente, Mcnamee et al. (2000)
propuseram modificagdes nos métodos ortodoxos de célula tnica, fazendo com que varias
células fossem processadas, de uma s6 vez, aumentando a eficiéncia da técnica, sem
comprometer a sua confiabilidade. Os resultados obtidos por eles demonstraram-se
similares aqueles previamente relatados, quando utilizaram o ensaio de cometa
convencional.

Durante a ultima década, o ensaio de cometa foi extensivamente utilizado como
uma ferramenta bdsica em muitas areas de pesquisa, alcangcando aplicagdes quimicas para
biomonitoramento ambiental, radiacdo bioldgica, processos de reparo de DNA e
ecotoxicologia genética. Frenzilli et al. (2000) utilizaram o ensaio de cometa para a
validacao dos efeitos genotoxicos de 18 compostos quimicos, revelando sua eficiéncia na
identificacdo de agentes genotoxicos. Os mesmos pesquisadores também demonstraram que
a producdo de quebras nas fitas de DNA pode ser bem correlacionada com muitas
propriedades mutagénicas e carcinogénicas dos poluentes ambientais.

Considerada atualmente como uma das maiores ferramentas no biomonitoramento
ambiental, o ensaio de cometa, pode ser utilizado para se avaliar danos em células em
proliferagdo ou nao, in vitro ou in vivo e podem ser aplicadas com o propdsito de andlises
genotoxicologicas (MONTEITH & VANSTONE, 1995). De acordo com Ribas et al
(1995), a simplicidade, a reproducdo e a rapidez associada aos danos de DNA, pela técnica
de cometa, torna o uso desse ensaio largamente aplicavel a genotoxicologia ambiental.

Monteith & Vanstone (1995) compararam o potencial do ensaio de cometa, como teste
genotoxicologico, com outras técnicas in vitro (aberragdes cromossdmicas € mutagoes,
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utilizando células pulmonares V79 de hamsteres chineses) e in vivo (micronticleos de
medula 6ssea em camundongos e reparo de DNA em ratos), demonstrando que o cometa
tem a habilidade de detectar danos no DNA, tanto quanto as demais técnicas.

Mitchelmore & Chipman (1998) concluiram que o ensaio de cometa ¢ um método
adequado como biomarcador ndo especifico de genotoxicidade em peixes e outros
organismos aquaticos, destacando a sensibilidade das células sangiiineas destes animais aos
efeitos genotdxicos de compostos quimicos. Ainda segundo Nacci et al. (1996) e Belpaeme
et al. (1996), o ensaio de cometa tem sido aplicado, com sucesso, em eritrocitos de muitas
espécies de peixes expostas a diversos agentes genotoxicos, o que pode ser verificado
através das quebras das fitas de DNA desses animais.

O estudo sobre a influéncia de uma mistura complexa de herbicidas (atrazina, 2,4-D,
alaclora, ciazina e malathion) em trabalhadores ocupacionalmente expostos a mesma, foi
realizado, utilizando-se de métodos citogenéticos padronizadamente estabelecidos
(aberragdes cromossomicas e ensaio de micronucleos) e da técnica do Ensaio de Cometa.
Esse ensaio mostrou um significativo aumento na migracao do DNA (P<0,001), sugerindo
que uma exposicdo a longo prazo aos pesticidas poderia causar danos no genoma em
células somaticas e, portanto, representaria um perigo potencial a satde humana (GARAJ-
VRHOVAC & ZELJEZIC, 2002).

Para a obtencdo de dados mais concisos a respeito da genotoxicidade dos herbicidas
triazinicos, Tennant et al. (2001) utilizaram a metodologia de ensaio do cometa, que se
mostrou altamente sensitiva em detectar pequenas taxas de danos de DNA, além de
requisitar um pequeno numero de c€lulas para andlise. De acordo com esse mesmo autor, o
ensaio de cometa mostrou que a atrazina induziu um pequeno aumento de danos de DNA
em leucocitos de ratos. Além disso, pela técnica de cometa, Clements et al. (1997)
relataram que a atrazina, na forma comercial (AAtrex Nine-O), induziu um dano
significativo no DNA de eritrocitos de algumas espécies de sapos.

A genotoxicidade de herbicidas, como a atrazina, também tem sido avaliada pelo ensaio de
cometa, através da utilizagdo de linfocitos sanguineos humanos. Segundo Ribas et al.
(1995), células sanguineas tratadas com o herbicida atrazina, nas concentracdes de  50-
200 ug/l, mostraram uma extensa migracdo de DNA, principalmente nas concentragdes de
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100 e 200 ug/l. Tais dados indicaram que o SCGE tem sido altamente sensivel na deteccdo
do dano de DNA, induzido pelo herbicida testado, sugerindo a alta habilidade do ensaio

cometa em detectar danos de DNA (SINGH et al., 1988; TICE et al., 1990; OLIVE et al.,

1992; BETTI et al., 1993).
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AVALIACAO DOS EFEITOS MUTAGENICOS DO HERBICIDA ATRAZINA,
POR MEIO DO ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS, UTILIZANDO
SISTEMA-TESTE DE Allium cepa

RESUMO

A atrazina ¢ um herbicida que pode provocar sérios danos ao meio ambiente e,
possivelmente, comprometer o material genético de organismos que entram em contato
com esse agente, provocando mutagdes no seu DNA. Foi avaliada a mutagenicidade de
diferentes concentracdes do herbicida atrazina, através do ensaio de aberragdes
cromossOmicas, utilizando Allium cepa como sistema-teste. Diferentes concentragdes do
herbicida atrazina (0,015; 0,031; 0,062 e 0,125ppm) induziram alteracdes genéticas no
organismo-teste, tais como: andfases multipolares, pontes, quebras e perdas
cromossdmicas, micronucleos, atrasos anafésicos e telofasicos, C-metafases e profases com
perda de material genético. A freqiiente presenca dessas aberragdes sugere que esse

pesticida apresente a caracteristica de ser mutagénico para todas as concentragdes testadas.

Palavras-chave: atrazina, mutagenicidade, aberragcdes cromossomicas, Allium cepa.
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EVALUATION OF THE MUTAGENIC EFFECTS OF THE HERBICIDE
ATRAZINE, THROUGH THE CHROMOSOME ABERRATIONS TEST, USING
THE Allium cepa TEST-SYSTEM

ABSTRACT

Atrazine is an herbicide that causes serious damage to the environment and possibly
affects the genetic material of organisms that come into contact with this agent, provoking
mutations in their DNA. The mutagenicity of different atrazine concentrations was
determined using the Allium cepa test-system through chromosome aberrations test.
Different concentrations of the herbicide (0,015; 0,031; 0,062 and 0,125ppm) induced the
following alterations in the genetic material of the test organism: multipolar anaphases,
chromosome bridges, breaks and losses, micronuclei, anaphase and telophase delays, C-
metaphases, and prophases with loss of genetic material. The frequent presence of these

aberrations suggests that this herbicide is mutagenic for all concentrations tested.

Keywords: atrazine, mutagenicity, chromosome aberrations, Allium cepa.
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INTRODUCAO

Uma grande variedade de substancias quimicas com potencial mutagénico,
tanto naturais como sintéticas, tem sido pesquisada. Muitas dessas substancias
sdo encontradas nos alimentos, em drogas farmacéuticas, nos agrotdxicos e nos
complexos de efluentes domésticos e industriais. Sabe-se que muitos desses
compostos podem causar mudancgas prejudiciais herdaveis no material genético,
sem que se expressem de imediato [1]. A preocupagdo com a proliferacdo de
agentes quimicos introduzidos no ambiente, que levam a possiveis alteragdes no
material genético dos organismos, foi um dos principais motivos que levou ao
desenvolvimento de métodos que avaliam a genotoxicidade e a mutagenicidade
de substancias quimicas [2].

Testes biologicos de toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade sdo, segundo
Moraes [3], indispensaveis para a avaliacdo das reagdes dos organismos vivos a poluigao
ambiental e também para a identificacio dos efeitos sinergisticos potenciais de varios
poluentes.

A maioria dos testes realizados com substancias mutagénicas baseia-se na avaliagcdo
da indug¢do de danos cromossomicos, tais como alteragdes estruturais, formacao de
micronucleos, trocas entre cromatides-irmas, avaliagdo de genes mutantes ou de danos no
DNA. Para essa avaliacdo sao utilizados diferentes organismos como bactérias, insetos,
plantas e vertebrados, tanto em testes in vitro como in vivo [4].

Para Veiga [5], hoje, através de métodos relativamente simples, € possivel estimar o
efeito genotoxico, mutagénico, carcinogénico e teratogénico de varios agrotoxicos. Dentre
esses agrotoxicos estd o herbicida triazinico atrazina, classificado como moderadamente
toxico de pré e pods-emergéncia. Esse herbicida ¢ utilizado para o controle de ervas
daninhas em culturas de aspargo, milho, sorgo, cana-de-agiicar e abacaxi [6]. Segundo
Eldrige et al. [7], os herbicidas triazinicos estdo entre os pesticidas mais utilizados na
agricultura.

A atrazina tem sido testada em varios sistemas, mas ha deficiéncias em relagdo a
certos testes realizados, sendo que algumas evidéncias de efeitos genotdxicos, in vivo,

precisam ainda ser confirmadas [8].
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testes, realizados geralmente em organismos-teste, sdo comumente aplicados no
biomonitoramento da extensdo da poluicdo, e na avaliagdo dos efeitos combinados de
substancias toxicas e mutagénicas, sobre os organismos no ambiente natural [3].

Dentre os vegetais superiores, Allium cepa (Asparaginales, Alliaceae) tem sido
indicado como um eficiente organismo-teste de gen otoxicidade e mutagenicidade. Essa
eficiéncia ¢ dada pelas caracteristicas que possui na sua cinética de proliferacdo, pelo
crescimento rapido de suas raizes, pelo grande nimero de células em divisdo, pela sua alta
tolerancia a diferentes condi¢cdes de cultivo, pela sua disponibilidade durante o ano todo,
pelo seu facil manuseio e por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de
grande tamanho [9,10].

O uso do Allium cepa (cebola) como material-teste foi originalmente introduzido em
1920 e, a partir dai, tem sido utilizado para avaliar e classificar a toxicidade de quimicos
presentes no meio ambiente [9]. Essa espécie tem sido utilizada como material vegetal teste
indicador de mutagenicidade por diversos autores como Rank and Nielsen [11, 12, 13],
Khors et al. [14], Smaka-Kincl et al. [15], Kovalchuck et al. [16], Chauhan et al. [17],
Ventura et al. [18, 19], Ventura and Marin-Morales [20], Fernandes et al. [21, 22] e
Matsumoto et al. [23], dentre outros. Testes com Allium cepa sdo adequados por se
basearem em parametros microscopicos, podendo ser observadas anafases prematuras,
aderéncias cromossomicas, pontes, fragmentagdo e perdas cromossomicas, C-mitoses ou C-
metafases e microntcleos, que sdo indicadoras de eventuais mutagdes no contetido genético
celular.

Segundo Fiskesjo [9], resultados positivos, obtidos pelo teste ddlium cepa, devem
ser considerados como uma indicagdo de que o quimico testado também pode causar danos
bioldgicos em outros organismos.

Para Chauhan et al. [17], o Allium cepa é um dos melhores sistemas -teste ja
estabelecido, sendo rotineiramente utilizado para avaliar o potencial genotoxico e
mutagénico de quimicos no ambiente, devido a sua sensibilidade e boa correlagdo com
sistemas-teste de mamiferos. Para Rank and Nielsen [11], a sensibilidade do teste de

mutagenicidade com Allium ¢ superior em 82% aos resultados obtidos com roedores.
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MATERIAIS E METODOS

O material biologico utilizado ¢ omo sistema -teste constituiuse de sementes de
Allium cepa (2n=16 cromossomos), que foram submetidas a germinagdo em diversas
concentragdes do herbicida atrazina. A gemminacdo ocorreu sempre em temperatura
ambiente e em placas protegidas de luminosidade paa a protecdo de eventuais eventos de
fotodegradacao.

A atrazina (CAS n°’ 1912-24-9; pureza 97,7%) é um herbicida seletivo do grupo
quimico das triazinas (2-cloro-4-etilamino -6-isopropilamino-s-triazina), cuja formula
empirica ¢ GH4CINs. As doses desse herbicida utilizadas em campo variam de 5 a 7 litros
por hectare, os quais sdo diluidos em 200 a 400 litros de agua, dependendo da cultura.

Cingqiienta sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em solucdes do
herbicida atrazina na minima concentracao ut ilizada em cam po ( 0,125ppm) e em
concentracdes progressivamente menores, como seguem: 0,062ppm, 0,031ppm e
0,015ppm. Todos os testes foram feitos em duplicata, para se obter um amplo nimero
amostral.

Todas as sementes foram submetidas a geminacdo em agua milli-Q, até que as
raizes atingissem 2cm de camprimento. Posteriormente, foram transferidas para placas
contendo o herbicida atrazina em suas diferentes concentragdes, com excecao do controle
(que foi feito com sementes submetidas a geminagdo apenas em agua milli-Q), sendo
sempre uma placa para cada concentracdo. As sementes permaneceram nessas placas por
20 horas. Decorrido este tempo, foi coletada aproximadamente a metade das raizes de cada
ensaio ¢ o restante das raizes foi transferido para placa contendo agua milli -Q, para um
periodo de recuperagdao de 48 horas. Apos esse periodo, foram realizadas novas coletas de
raizes. Todas as raizes coletadas foram fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 de
acido acético), por 6 a 18 horas.

Para a realizagdo das analises citoldgicas, os meristemas foram submetidos a uma hidrolise
acida em HCI 1N a 60° C, durante 11 minutos, seguido de uma lavagem em agua destilada.
A coloragao foi feita com Reativo de Schiff, por duas horas em local escuro. Todas as
laminas foram obtidas submetendo os meristemas a um esmagamento suave do material
entre lamina e laminula. As laminulas foram extraidas em nitrogénio
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liquido e as laminas foram montadas em Enthelan, para serem posteriormente observadas.
Foram analisadas as células que apresentaram anormalidades como: células
portadoras de microntcleos, préfases com perda de material genético, aderéncias
cromossdmicas na metafase, C-metafases, anafases irregulares (anafases multipolares, com
atraso, pontes anafasicas), células com perdas e quebras cromossomicas e células com
atraso e ponte telofasicas. Também foram verificadas as freqiiéncias relativas das células
que apresentaram aberragdes cromossomicas. Os resultados de cada concentracdo foram
avaliados e comparados entre si, ¢ as melhores figuras foram fotodocumentadas. A analise

estatistica dos dados foi feita pelo método de KruskalWallis.

RESULTADOS

A freqiiéncia de células aberrantes (F.A.), observadas para raizes submetidas ao
tratamento com agua milHQ (controle), foi nula (0%), uma vez que ndo foram registrados
quaisquer tipos de anormalidades no ciclo celular e/ou nos cromossomos desse material. As
freqiiéncis médias de células com aberracdo, resultantes da exposicao as diversas
concentracoes do herbicida atrazina, apresentaram diferengas entre os tratamentos
realizados (20h e 48h). As F.A. foram de 1,07%; 1,28%; 2,36% ¢ 1,59% para as raizes
tratadas com atrazina por 20h a 0,015ppm; 0,031ppm; 0,062ppm e 0,125ppm,
respectivamente (Tabela 1). As F.A. para essas mesmas raizes, quando transferidas para
placas com agua milli-Q, pelo periodo de 48h de recuperagdo, foram de: 0,53%; 0,53%;
0,30% e 0,80%, respectivamente (Tabela 1).

Os tipos de aberragdes e/ou alteracdes mais freqiientemente observados nas células
submetidas as diversas concentragdes do herbicida atrazina, durante o periodo de 20 horas e
durante o periodo de recuperacdo de 48h em agua milli-Q, foram: anafase multipolar,
pontes anafasica e/ou telofasica, quebra cromossdmica na metafase e/ou na anafase, atraso
anafasico, micronucleo, aderéncia cromossomica, C-metafase, perda de material genético
na profase, atraso telofasico e perda cromossdmica na metafase e/ou na anafase (Tabela 1,

Figura 1).
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Os tipos e as freqiiéncias de aberragdes, nas células submetidas as dversas
concentragdes do herbicida atrazina, durante o periodo de 20 horas, foram os seguintes:

- concentragdo de 0,015ppm: anafase multipolar (0,065%), ponte anafisica e/ou
telofasica (0,03%), quebra cr omossdmica na metafase e/ou na anéafase (0,015%), atra  so
anafasico (0,05%), micronucleo (0,34%), C-metafase (0,24%), perda de material genético
na profase (0,214%), atraso telofasico (0,09%) e perda cromossomica na metafase e/ou na
anafase (0,03%) (Tabela 1, Figura 1).

- concentracdo de 0,031ppm: anafase multpolar (0,05%), ponte anafasica e/ou
telofasica (0,355%), quebra cromossdmica na metafase e/ou na anafase (0,10%), atraso
anafasico (0,135%), micronucleo (0,25%), C-metafase (0,225%), perda de material
genético na profase (0,115%) e atraso telofasico (0,055%) (Tabela 1, Figura 1).

- concentracdo de 0,062ppm: anafase multipolar (0,005%), ponte anafasica e/ou
telofasica (0,04%), quebra cromossomica na metafase e/ou na anafase (0,01%), atraso
anafasico (0,11%), micronucleo (0,205%), C-metafase (0,09%), perda de material genético
na profase (0,145%), atraso telofasico (1,67%), aderéncia cromossOmica na metafase
(0,08%) e perda cromossomica na metafase e/ou na anafase (0,01%) (Tabela 1, Figura 1).

- concentragdo de 0,125ppm: anafase multipolar (0,215%), ponte anafsica e/ou
telofasica (0,22%), quebra cr omossdmica na metafase e/ou na anafase (0,055%), atraso
anafasico (0,265%), micronucleo (0,30%), C-metafase (0,12%), perda de material genético
na profase (0,075%), atraso telofasico (0,29%), aderéncia cromossdmica na metafase
(0,01%) e perda cromossomica na metafase e/ou na anafase (0,045%) (Tabela 1, Figura 1).

J& os tipos e as freqliéncias de aberragdes, nas células submetidas as diversas
concentragdes do herbicida atrazina, durante o periodo de recuperagdo de 48 horas, foram
0s seguintes:

- concentragdo de 0,015ppm — tratamento de recuperagdo: andfase multipolar
(0,03%), ponte anaféasica e/ou telofasica (0,065%), atraso anafasico (0,035%), micronucleo
(0,225%), C-metafase (0,075%), perda de material genético na profase (0,03%), atraso

telofasico (0,035%) e aderéncia cromossdmica na metafase (0,03%) (Tabela 1, Figura 1).
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- concentragdo de 0,031ppm - tratamento de recuperagdo: anafase multipolar
(0,095%), ponte anafésica e/ou telofésica (0,035%), atrasos anafésico (0,21%), micronuicleo
(0,045%), C-metafase (0,08%), aderéncia cromossdmica na metafase (0,015%) e perda
cromossOomica na metafase e/ou na anafase (0,055%) (Tabela 1, Figura 1).

- concentragdo de 0,062ppm — tratamento de recuperagdo: anafase multipolar
(0,045%), ponte anafasica e/ou telofasica (0,03%), quebra cromossomica na metafase e/ou
na anafase (0,005%), atraso anafasico (0,03%), microntcleo (0,08%), Gmetafase (0,03%),
atraso telofasico (0,06%) e aderéncia cromossdmica na metafase (0,025%) (Tabela 1,
Figura ).

- concentragdo de 0,125ppm — tratamento de recuperacdao: andfase multipolar
(0,017%), ponte anafasica e/ou telofasica (0,005%), atraso anafasico (0,017%),
microntcleo (0,.275%), C-metafase (0,405%), perda de material genético na profase
(0,025%) e atraso telofasico (0,055%) (Tabela 1, Figura 1).

Dentre as alteracdes encontradas na analise do material exposto ao herbicida
atrazina, pode-se observar que a maioria delas esta relacionada com perda de naterial
genético (visualizadas pebs eventos de pontes, quebraseat rasos cromossdmicos),
conforme pode ser observado na Figura 1. Essas perdas estdo associadas a presenga de
micronucleos em células interfasicas das geracdes seguintes.

A freqiiéncia total de aberragdes cromossdmicas observada para a concentragao de
0,062ppm (2,360%) foi considerada significativa ao nivel de 5% (Teste de KruskalWallis),

quando comparada com os resultados obtidos no controle.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

As freqiiéncias de células aberrantes totais, observadas para todas as concentracdes testadas
do herbicida atrazina, para ambos os tratamentos (20h e recuperagdo), mostraram valores
mais altos que o observado no teste controle. Foi observado para a concentragao de
0,062ppm um maior valor percentual de células aberrantes, que pode ser conprovado pelos
testes estatisticos realizados (significativos a 5%), confirmando a alta mutagenicidade das
concentragdes mais altas desse herbicida. A concentracdao de 0,062ppm foi a que mais
induziu alteragdes celulares, podendo ser a
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mesma considerada, dentre as concentragdes testadas, como a concentragcdo diagndstico de
mutagenicidade para o herbicida atrazina.

E importante considerar que a concentragio de 0,125ppm induziu uma freqiiéncia
menor de células aberrantes quando comparada a concentragdo de 0,062ppm do herbicida
atrazina. Segundo Ventura [24], isso pode ser explicado porque a concentracdo de
0,125ppm do herbicida atrazina inibiu o indice mitotico das células de raizes de Allium
cepa, sendo que aproximadamente 85% dessas células apresentavam-se em intérfase. Além
disso, aproximadamente 2,5% das raizes tratadas com 0,125ppm do herbicida atrazina
encontravam-se em processo de morte celular. Essa concentragao (0,125ppm) apresentou,
entdo, um efeito citotdoxico mais drastico que as demais concentragdes, levando as células a
morte celular.

Decorrido o periodo de recuperacdo, foram observadas menores freqliéncias de
células aberrantes em todos os testes realizados. Dessa maneira, o periodo de recuperagao
de 48h, em agua milli-Q, parece ter sido eficiente para minimizar o efeito mutagénico do
herbicida em células de Allium cepa, pois houve uma diminui¢do das freqiiéncias de
aberragdes cromossdmicas ou, até mesmo, o desaparecimento de algumas das aberracdes
antes observadas.

Nossos resultados mostraram a presenga de diferentes aberragdes cromossdmicas
nos diversos testes realizados. Através das observagdes realizadas, verificou-se a presenga
de anafases multipolares, as quais, segundo Rank and Nielsen [12], ocorrem devido ao mau
funcionameno do fuso mitotico, responsavel pela distribuigdo irregular dos cromossomos,
encaminhando-os para mais de dois polos das células, o que contraria o evento de divisao
celular normal.

Outras alteracdes celulares encontradas foram quebras cromossOmicas, na metafase
e/ou na anafase, atrasos cromossdmicos e pontes anafasicas e telofasicas. Segundo Fiskesjo
[25], as quebras cromossdmicas podem ser decorrentes de pontes anafésicas, as quais
podem ser originadas por translocacdes ou simplesmente por terminagdes cromossomicas
coesivas. E possivel que as pontes resultem, também, de aderéncias cromossomicas,
podendo, neste caso, serem multiplas e persistirem até a telofase. Quando as pontes
cromossdmicas resultam de rearranjos estruturais, elas podem ocasionar fragmentagdes

cromossomicas [26].
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Nossos dados também descrevem a presenga de micronucleos, que podem ter sido
originados, de acordo com Sudhakar et al. [27], de um atraso cromossOmico na anafase,
caracterizado por um mau funcionamento do fuso ou ainda devido a presenca de
fragmentos acéntricos, derivados de uma resposta clastogénica. Assim, agentes quimicos
podem induzir micronucleos, por meio de disturbios do fuso ou de quebras cromossomicas.

Assim como Sudhakar et al. [27], n6s sugerimos que os micronucleos podem ser
formados pelos drasos cromossOmicos na anafase e por fragmentos acéntricos. Porém,
sugerimos ainda que, pelas nossas observagdes citologicas que evidenciam a presenga de
pontes cromossOmicas em anafase, os microntcleos derivados de fragmentos acéntricos
devem corresponder as regides terminais dos cromossomos, que foram perdidas durante a
quebra.

A presenca de C-metafases € mais um indicativo da mutagenicidade do herbicida
atrazina. Nas C-metafases ou C-mitoses, o fuso nuclear ¢ completamente inativado, o que
significa que nenhuma placa equatorial torna-se organizada e, conseqiientemente, a divisdo
do centromero ¢ atrasada ou at¢ mesmo impedida. Desta forma, a presenca de células em €
metafase, continuadamente, podera conduzir a duplicacio do nimero de cromossomos
dessas células. Um o utroef eito da C-metafase pode ser a producdo de nuameros
cromossdmicos variaveis, isto €, a producdo de células displéides. Entdo, um desvio muito
grande em relacdo ao numero cromossomico normal mnduzira a um desbalanco
cromossomico, com perda daviabilidade, inativagao parcial ou completa do fuso nuclear e
aumento da contracdo cromossdmica. Segundo Fiskesjo [9,25], a Gmetéafase deve ser
referida como um mecanismo causador de séros danos, podendo ser incluida entre os
parametros para um screening dos efeitos genotoxicos e mutagénicos.

Outra alteracao encontrada nas células em divisdo mitotica foi a existéncia de metafases
com aderéncia cromossomica. A atuagdo do herbicida na célula, possivelmente, impede a
migracao cromossdmica para os polos, devido a sua acdo aneugénica. Ha entdo um
estacionamento da divisao celular em metéafase, o que provoca uma continuidade na
condensac¢do dos cromossomos, que acaba promovendo uma for¢a de contragdo do
conjunto cromossOmico total, decorrendo assim em aderéncias aomossomicas. Segundo
Giacomelli [26], a aderéncia cromossdmica € um fendmeno citogenético amplamente
descrito em plantas. Embora sua primeira descri¢ao tenha sido
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feita por Koernicke, no inicio do século passado, o termo stickinesss foi empregado pela
primeira vez em 1932, por Beadle, para descrever o aspecto pegajoso de cromossomos de
milho, em células que haviam sofrido uma mutagao recessiva.

Todas essas alteragdes cromossomicas citadas, tais como anafases multipolares,
pontes, quebras e perdas cromossdmicas, micronucleos, aderéncias cromossomicas ¢ G
metafases, além de atrasos anafasicos e telofasicos, e profases com perda de material
genético, que foram observadas nos bioensaios realizados, sugerem que esse pest icida
apresenta uma alta mutagenicidade, sendo que as concentragdes mais altas mostraram-se
mais mutagénicas que as concentragdes mais baixas. Como todas as concentracdes testadas
do herbicida atrazina mostraram efeitos mutagénicos, quando comparadas com o teste
controle, podemos sugerir que doses residuais deste herbicida podem constituir um
problema para organismos expostos a este quimico. Assim, o herbicida atrazina pode
apresentar uma potencialidade em causar problemas a satide humana, pela mutagenicidade
registrada em outro organismo eucarioto e, portanto, pode também apresentar uma

potencialidade carcinogénica, pelo menos para as concentracdes testadas nesta pesquisa.
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Nota: Valores seguidos por * diferiram significativamente (5%), em relagdo ao controle, através da analise dos postos médios pelo teste

de KruskalWallis.

Controle Atrazina Atrazina Atrazina Atrazina
negativo 0,015ppm 0,031ppm 0,062ppm 0,125ppm
Tratamento 20h 48h 20h 48h 20h 48h 20h 48h 20h 48h
Anafase multipolar 0 0 0,065 | 0,030 [ 0,050 | 0,095| 0,005 [ 0,045 | 0,215 | 0,017
Pontes anafasica
e/ou telofasica 0 0 0,030 | 0,065 [ 0,335 0,035| 0,040 [ 0,030 | 0,220 [ 0,005
Quebra
cromossdmica 0 0 0,015 0 0,100 0 0,010 | 0,005 | 0,055 0
Atraso anafésico 0 0 0,050 | 0,035 [ 0,135 0,210 0,110 [ 0,030 | 0,265 | 0,017
Microntcleo 0 0 0,340 | 0,225 [ 0,250 | 0,045| 0,205 [ 0,080 | 0,300 [ 0,275
C-metafase 0 0 0,240 | 0,075 | 0,225 | 0,080| 0,090 [ 0,030 | 0,120 [ 0,405
Perda de material
genético na profase 0 0 0,214 0,030 0,115 0 0,145 0 0,075 0,025
Atraso telofasico 0 0 0,090 | 0,035 [ 0,055 0 1,670 | 0,060 | 0,290 | 0,055
Aderéncia
metafésica 0 0 0 0,030 0 0,015 0,080 | 0,025 | 0,010 0
Perda
cromossomica 0 0 0,030 0 0 0,055 0,010 0 0,045 0
Freqiiéncia total de
aberragdes 0 0 1,070 | 0,530 | 1,280 | 0,530| 2,360* | 0,300 | 1,590 [ 0,800
NO total de células
analisadas 11415 11571 9975 10345 [ 10579 9518 10249 | 10740 | 11028 [ 10105

Nota: Valores seguidos por * diferiram significativamente (5%), em relagdo ao controle, através da analise dos postos médios pelo teste de

Kruskal-Wallis.



Artigo 1 36

Figura 1: Células portadoras de aberragdes cromossdmicas, apos o tratamento com as diferentes
concentragdes do herbicida atrazina.

A. células interfasicas portadoras de micronucleos;B. célula no estagio de profase portando perda de material
genético, aparentando um micronticleo; C e D. célula em C-metafase; E. célula em metafase, apresentando
perda cromossdmica; F. célula metafasica com adaéncia, perda e quebras cromossomicas; G. célula
anafasica com perdas cromossomicas H. célula com anafase multipolar ; I. célula anafasica com atraso
cromossomico; J. célula anafasica com quebra cromossdmica; L. célula anafiasica com pontes
cromossomicas; M. célula em telofase inicial, apresentando ponte cromossomica.
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INVESTIGACAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DO HERBICIDA ATRAZINA,
PELA INDUCAO DE MORTE CELULAR, EM SISTEMA-
TESTE DE Allium cepa

RESUMO

A atrazina ¢ um herbicida que vem causando preocupagdes no Brasil, pois o seu
efeito sobre os organismos tem mostrado um alto potencial toxico. Foi investigada a
indu¢do de morte em células meristematicas de Allium cepa, expostas a concentracdo de
atrazina utilizada em campo e em concentragdes progressivamente inferiores. Para a
realiza¢do desse estudo, as sementes foram submetidas a germinacdo em agua Milli-Q, até
atingirem 2 cm de comprimento. Posteriormente, foram transferidas para as placas
contendo o herbicida nas varias concentracdes, onde as sementes permaneceram por 20h.
As laminas, com os materiais submetidos a acdo do herbicida, foram coradas com Corantes
Vitais (iodeto de propidio e Hoechst). A inducdo de morte celular no organismo-teste foi
diretamente proporcional ao aumento da concentragdo do herbicida. As maiores
concentragcdes levaram a um maior comprometimento das células que, provavelmente,
devem levar os organismos a morte. As menores concentracdes, apesar de uma menor
indu¢do de morte celular, podem provocar um retardo no desenvolvimento do organismo.
Assim, doses residuais do herbicida estudado podem levar ao desencadeamento de
problemas para as proximas geracdes celulares, decorrentes de divisdes das células afetadas

pela agdo do herbicida atrazina.

Palavras-chave: Morte celular, efeitos citotoxicos, atrazina, Allium cepa.
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INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF THE HERBICIDE
ATRAZINE, THROUGH THE CELL DEATH INDUCTION,
USING THE Allium cepa TEST-SYSTEM

ABSTRACT

The herbicide atrazine has been a source of concern in Brazil because of its high
toxic potential for organisms. We investigated the induction of death of Allium cepa
meristematic cells exposed to the concentrations of atrazine used in the field and to
progressively lower concentrations of these herbicides. A/lium cepa seeds were allowed to
germinate in Milli-Q water until the roots reached 2 cm in length, when they were
transferred to plates containing the various concentrations of the herbicide and left there for
20h. Slides prepared with the root material were stained with the vital stains propidium
iodide and Hoechst. An increase in cell death induction directly proportional to the increase
in herbicide concentration was observed in the test organism. The higher concentrations led
to greater cell impairment, probably causing the death of the organism, while the lower
concentrations, although causing a lower cell death rate, can cause a delay in the
development of the organism. Thus, residual doses of the herbicide studied can induce
problems for the next cell generations due to the division of cells affected by the action of

the herbicide atrazine.

Keywords: Cell death, cytotoxic effects, atrazine, Allium cepa.
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INTRODUCAO

Atualmente, nos paises agricolas, a aplicagdo de pesticidas, principalmente dos
herbicidas, tem tido grande importancia, permitindo uma maior produgdo agricola e uma
melhor qualidade dos produtos. No entanto, a maioria das ag¢des toxicas dos herbicidas
sobre animais e plantas foi pouco investigada (Kim and Feagley 1998, Abdel-Ramham et al
1999). Como conseqiiéncia da falta de esclarecimento sobre o papel dos herbicidas no meio
biologico, esses agentes quimicos também acabam representando danos aos ecossistemas e
problemas a saide humana (Gorell et al 1998).

A preocupagdo com a proliferacdo de agentes quimicos introduzidos no ambiente,
que levam a possiveis alteragdes genéticas nos organismos, foi um dos principais motivos
que levou ao desenvolvimento de diversas metodologias que avaliam a genotoxicidade de
substancias quimicas (Brusick 1987). Muitos trabalhos tém sido realizados por diversos
pesquisadores preocupados com os efeitos nocivos e toxicos dos defensivos agricolas, na
tentativa de verificar os seus possiveis efeitos fisiologicos (Almeida 1974, Pavanelli 1995),
mutagénicos (Dassenoy and Meyer 1973, Sakamoto and Takahashi 1979, Ventura et al
2000, 2002, Ventura and Marin-Morales 2003, Fernandes et al 2001, 2002, Matsumoto et al
2003) e carcinogénicos (Terracini 1977).

De acordo com Mello et al (2001), agentes indutores de estresse, tais como
radiacdo, drogas, choques térmicos, metais pesados, alcoois, hipoxia, jejum, inibidores
metabolicos, agentes oxidantes e infecgdes virais, entre outros, podem induzir a morte
celular.

Segundo Kaioumova et al (2001), a perturbagdo de células por agentes quimicos,
como os herbicidas, pode levar a uma seqiiéncia complexa de eventos que podem resultar
em morte celular, tanto de maneira apoptotica como necrotica.

Atualmente, Proskuryakov et al (2003) determinaram que o termo apoptose pode ser
atribuido ao processo de eliminagdo celular, sem um rompimento aparente da membrana
plasmatica, enquanto a necrose ¢ um tipo de morte celular acompanhada por um rapido
efluxo de constituintes celulares no espago extracelular.

Morfologicamente, a necrose ¢ um pouco diferente da apoptose “classica”. Durante a
necrose, as células primeiramente incham, a membrana plasmatica se colapsa, e as células
sdo rapidamente lisadas. Durante a apoptose, as células primeiramente se
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reduzem e depois seus nicleos se condensam, sendo, finalmente, desintegrados em corpos
apoptoéticos (Majno and Joris 1995).

Diferentemente da apoptose, que ¢ um fendomeno ocorrente com células Unicas, a
necrose tem sido freqiientemente descrita como um fendmeno multicelular. Em plantas, ha
varios tipos de morte celular, incluindo morte espontanea, como, por exemplo, das flores;
mortes ativadas através de mecanismos oxidativos ou de estresse; mortes induzidas por
agentes infecciosos ou por componentes quimicos toxicos, aparentemente como um
mecanismo de defesa; e mortes induzidas por hipersensibilidade desse mecanismo de
defesa (Zakeri and Lockshin 2002).

Como se sabe, os efeitos toxicos de quimicos podem levar a uma morte celular
conhecida como necrose ou resultar na apoptose. Atualmente, ¢ evidente que muitos
quimicos ambientais exercem toxicidade via sinalizagdo celular apoptotica (Zakeri and
Lockshin 2002).

A atrazina ¢ um herbicida seletivo do grupo quimico das triazinas, sendo
considerado um pesticida da classe toxicoldgica III, ou seja, medianamente toxico, e tem
sido usada como um herbicida seletivo de pré e pos-emergéncia em culturas de aspargo,
milho, sorgo, cana-de-aglicar e abacaxi. As doses utilizadas em campo variam de 5 a 7
litros por hectare, os quais sdo diluidos em 200 a 400 litros de dgua, dependendo da cultura.

De acordo com varios 6rgdos internacionais, incluindo o Environmental Protection
Agency (EPA), o Development for Environmental Assessment Center dos Estados Unidos
e o JARC Monographs (International Agency for Research on Cancer), o herbicida atrazina
¢ um agente quimico possivelmente carcinogénico para os seres humanos, embora o
embasamento para essa conclusdo seja apenas evidenciado em outros animais (Waters et al
1999).

De acordo com Ventura et al (2002), o herbicida atrazina induz a formacao de
microntcleos e aberragdes cromossdmicas em testes com Allium cepa, demonstrando os
efeitos mutagénicos do herbicida, através das técnicas de citogenética convencional.

Para Grant (1982) e Chauhan et al (1999), o Allium cepa ¢ um dos melhores
sistemas-teste ja estabelecidos, sendo rotineiramente utilizado para avaliar o potencial
citotoxico de quimicos no ambiente, devido a sua sensibilidade e boa correlagio com

sistemas-teste de mamiferos.
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O objetivo desse estudo foi investigar, através do uso dos Corantes Vitais Hoechst
33342 e lodeto de Propidio, os efeitos citotoxicos do herbicida atrazina, sob o processo de

inducdo de morte celular, utilizando raizes de Allium cepa.

MATERIAL E METODOS

O material biologico utilizado como sistema-teste para investigar os efeitos
citotoxicos do herbicida atrazina, sob o processo de inducdo de morte celular, através da
Técnica de Corantes Vitais, foi constituido de sementes de Allium cepa (2n = 16
Cromossomos).

Cinqiienta sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em solugdes do
herbicida atrazina nas concentragdes utilizadas nas culturas (concentragdo de campo:
0,125ppm) e em trés concentragdes progressivamente menores, como seguem: 0,062ppm,
0,031ppm e 0,015ppm.

Os ensaios foram realizados em placas de Petri e em temperatura ambiente.
Primeiramente, todas as sementes foram submetidas a germinacdo em agua milli-Q, até que
as raizes atingissem 2cm de comprimento. Posteriormente, sementes germinadas foram
transferidas para as placas contendo o herbicida atrazina em suas diferentes concentragdes,
sendo sempre uma placa para cada concentracao do herbicida. O teste-controle foi realizado
submetendo as sementes apenas a germinacdo em agua milli-Q. As sementes
permaneceram nessas placas por 20 horas e, apds esse periodo, as raizes foram coletadas
para serem processadas a fresco. Foram realizados cortes longitudinais na regido
meristematica dessas raizes que foram coradas, em lamina, com uma gota do Corante Vital
Hoechst 33342 (solugdo de 50 ug/ul). Apds 10 minutos, o material foi transferido para uma
outra lamina e a ele foi acrescentada uma gota de iodeto de propidio (solucdo de 25 ug/ul).
Ambas incubagdes foram feitas protegidas da luz. Na seqiiéncia, o material foi analisado e
fotografado em microscopio de fluorescéncia Leica DMLB, sob os filtros de excitagdo de
365nm e de barreira de 400nm.

Os resultados foram registrados da seguinte forma: as células com nucleos fluorescentes
azuis foram consideradas vivas, e com integridade de membrana, e as células com nucleos
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todas as células com integridade de membrana e o lodeto de Propidio cora apenas o DNA
de células sem integridade de membrana.

Foram realizadas analises comparativas de regides meristematicas de raizes de
Allium cepa. As analises foram feitas para as distintas concentragdes do herbicida atrazina,

bem como para o teste-controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as observacdes realizadas, foi possivel verificar que a indugdo de
morte celular em meristema de Allium cepa foi maior, a medida que se aumentou a
concentracdo do herbicida atrazina, conforme pode ser verificado na Figura 1.

Embora a indugdo de morte celular tenha sido observada para todas as
concentragdes testadas, as concentragdes do herbicida atrazina induziram uma resposta de
morte celular mais restrita a regido do procambio da raiz de Allium cepa. Com o aumento
das concentracdes, foi observado que, além da regido procambial ja descrita, as regides do
meristema fundamental e da protoderme também ficaram comprometidas (Figura 1).

A partir dos resultados obtidos foi possivel constatar que o herbicida atrazina
promoveu o desencadeamento da destrui¢do de células, levando as mesmas ao processo de
morte celular, mas nada podemos afirmar com relagdo ao tipo de morte celular, uma vez
que a Técnica de Corantes Vitais nao distingue células necroticas de apoptoticas. A
metodologia aponta a presenca de células vivas e células em processo de morte celular
generalizada. Segundo Saraste and Pulkki (2000), a falta de critérios uniformes para
diferenciar a apoptose de outros tipos de morte celular tem levado a interpretacdes
confusas, principalmente nas situagdes em que a apoptose € a necrose sao coexistentes.

O herbicida atrazina pode ter provocado tanto a morte celular do tipo apoptdtica como
necrdtica, os quais poderiam ser distinguidos apenas pela aplicacao de outras técnicas de
morte celular. Segundo Huppertz et al (1999), a caracterizagao de células apoptdticas e/ou
necrdticas tem sido baseada na morfologia celular e na deteccao de fragmentagdo de DNA
por técnicas bioquimicas e histoquimicas. Estudos tém demonstrado que a apoptose € a
necrose podem compartilhar mecanismos comuns nos primeiros estagios de morte celular e
que finalmente a ativagdo de caspases determinaria
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se a morte celular ¢ fenotipicamente apoptdtica ou necrotica (Hirsch et al 1997, Green and
Reed 1998). De acordo com Proskuryakov et al (2003), tanto a apoptose como a necrose
apresentam cascatas de quinases. Através da modulagdo dessa via de sinalizagdo, em ambos
os processos de morte celular, ¢ possivel identificar e distinguir a apoptose da necrose.

Segundo Duke et al (1996), um importante papel da morte celular,
independentemente de ser apoptotica ou necrdtica, induzida por agentes quimicos, fisicos
ou biologicos ¢ a elimina¢do de células que se tornaram malignas ou que iriam influenciar,
negativamente, a manuten¢do do metabolismo normal do organismo.

Nossos resultados apontam para um maior comprometimento celular para
concentragdes mais altas do herbicida atrazina, resultados esses concordantes com os
apresentados por Bayer et al (1967), que afirmam que os herbicidas atuam sobre os
vegetais, diminuindo a zona de tecido meristematico e interrompendo o desenvolvimento
da planta, por bloquear o processo de divisdo celular. Sugerimos que o herbicida atrazina,
provavelmente, promova a diminui¢do tecidual devido a ineficiéncia do organismo-teste em
repor as células afetadas geneticamente pela a¢do desse herbicida e que, conseqlientemente,
decorre em uma grande eliminagdo celular.

Nossas analises inferem que a técnica de coloragdo pelos corantes vitais iodeto de
propidio e Hoechst mostrou-se indicada para a avaliagdo de indu¢do de morte celular (sem
a especificacdo do tipo de morte celular envolvido) em meristemas radiculares de sistema-
teste de Allium cepa, constituindo-se em mais um teste eficiente para andlise de

citotoxicidade de substancias quimicas.



Artigo 2 49

Figura 1: Meristemas de Allium cepa expostos ao herbicida atrazina, submetidos a
metodologia de deteccdo de morte celular por Corantes Vitais (Hoechst e Iodeto de
Propideo). As regides azuis correspondem as células vivas coradas pelo Hoechst e as
regides vermelhas correspondem as células mortas coradas pelo Iodeto de Propideo. Al,
A2. teste controle (85x e 150x, respectivamente); B1, B2. 0,015ppm (85x e 150x,
respectivamente); C1, C2. 0,031ppm (85x e 150x, respectivamente); D. 0,062ppm (150x);
E. 0,125ppm (150x).
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AVALIACAO DOS EFEITOS MUTAGENICOS E GENOTOXICOS DO
HERBICIDA ATRAZINA, POR MEIO DO TESTE DE MICRONUCLEOS E DE
ANORMALIDADES NUCLEARES, UTILIZANDO Oreochromis niloticus
COMO SISTEMA-TESTE

RESUMO

O aumento da contaminagdo do ambiente aqudtico, por varios residuos de
compostos quimicos, tem causado efeitos diretos e indiretos na saude humana. A atrazina ¢
o herbicida triazinico mais encontrado nos ambientes aquaticos rurais devido ao seu
extensivo uso e estabilidade nesses ambientes. A mutagenicidade e a genotoxicidade de
diferentes concentracdes do herbicida atrazina foram determinadas através do teste de
micronicleos e de anormalidades nucleares, utilizando Oreochromis niloticus como
sistema-teste. Como as freqiiéncias de células micronucleadas e portadoras de
anormalidades nucleares, observadas para todas as concentragdes do herbicida atrazina
testadas, foram altamente significativas quando comparadas ao teste controle, pode-se
inferir que esse herbicida pode representar um perigo para a saide dos organismos a ele
expostos, em virtude do potencial que apresentou em induzir micronucleos e anormalidades

nucleares em eritrocitos de peixes.

Palavras-chave: atrazina, teste de micronucleo, anormalidades nucleares, genotoxicidade,

mutagenicidade, Oreochromis niloticus.
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EVALUATION OF THE MUTAGENIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF THE
HERBICIDE ATRAZINE, THROUGH MICRONUCLEI AND NUCLEAR
ABNORMALITIES TEST, USING Oreochromis niloticus
AS THE TEST-SYSTEM

ABSTRACT

The increase of the aquatic ecosystems contamination, through many chemical residues,
had caused both direct and indirect effects to the health human. Atrazine is the triazinic
herbicide more encountered in the rural aquatic environments due to its extensive use and its
stability in these environments. The mutagenicity and the genotoxicity of different atrazine
concentrations was determined using Oreochromis niloticus test-system through micronuclei
and nuclear abnormalities test. As the frequencies of the micronuclei and nuclear abnormalities
cells, observed for all the concentrations tested of this herbicide, were significantly higher than
the control assay, we can infer that this herbicide can represent a danger to the health of the
organisms exposed to this chemical agent, due to its potential to induce micronuclei and nuclear

abnormalities on fish erythrocytes.

Keywords: atrazine, micronuclei test, nuclear abnormalities, genotoxicity, mutagenicity,

Oreochromis niloticus.
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INTRODUCAO

Um aumento significativo no nimero de compostos quimicos industriais, agricolas e
comerciais no ambiente aquatico levam a varios efeitos deletérios nos organismos aquaticos
(Livingstone, 2001). Muitos desses quimicos podem exibir atividades mutagénicas,
revelando desordens genéticas, doengas e mortalidade para os organismos expostos (Nehls
and Segner, 2001). Em concentracdes mais baixas, estas substancias podem nao ter efeitos
agudos detectdveis nos organismos, mas podem reduzir sua sobrevivéncia, via efeitos a
longo prazo. Tais efeitos podem ser manifestados por um dano maior ou menor nas células
somaticas ou germinativas, e através do desenvolvimento de desordens, como, por
exemplo, o cancer, que requer periodos longos e latentes, antes de tornar-se clinicamente
visivel (White and Rasmussen, 1998).

O aumento da contaminagdo do ambiente aquatico, por vdarios residuos de
compostos quimicos, tem causado efeitos diretos e indiretos na satide humana (Al-Sabti et
al., 1994). A poluicdo ambiental aquatica ¢ um problema sério e crescente. Embora exista
uma legislagdo pertinente, este tipo de poluigdao, decorrente da emissao de residuos toxicos,
ainda ocorre.

Algumas vezes, agentes toxicos sdo emitidos diretamente no ambiente aquatico,
tornando-se genotoxicos pelas transformagdes biologicas ou quimicas sofridas pds-emissao
(Claxton et al., 1998). Entende-se por genotoxicidade, alteragdes na estrutura dos
cromossomos (clastogenicidade) ou na sequéncia de pares de bases (mutagenicidade),
causadas pela exposicao do organismo a agentes toxicos (Al-Sabti and Metcalfe, 1995).

Uma taxa elevada de agroquimicos ¢ detectada em ecossistemas aquaticos. Os
quimicos utilizados na agricultura podem ser carreados para rios por meio de chuvas, de
assoreamento por solos contaminados e outras atividades relacionadas a agricultura.
Segundo Edwards (1973), alguns herbicidas sdo, comprovadamente, responsaveis pela
contaminagdo de rios € mares. Além disso, os agrotoxicos podem alcangar os ambientes
aquaticos através da aplicagdo intencional, deriva e escoamento superficial de areas onde
ocorreram aplicacdes.
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Os agrotoxicos presentes em corpos d'agua podem penetrar nos organismos
aquaticos através de diversas portas de entrada. Seu grau de acumulagdo depende do tipo de
cadeia alimentar do organismo envolvido, da disponibilidade e persisténcia do
contaminante na agua e, especialmente, das caracteristicas fisicas e quimicas dos proprios
agrotoxicos (Spacie and Hamelink, 1985). Os peixes e invertebrados aquaticos podem
acumular agrotoxicos em concentracdes muito acima daquelas encontradas nas aguas em
que vivem, pois estes compostos podem se ligar ao material particulado em suspensado e ser
ingeridos por esses organismos (Nimmo, 1985).

Inimeros compostos quimicos, relacionados com atividades urbanas e agricolas, ja
foram detectados no meio aquatico, causando contaminacdo ambiental (Balinova, 1993;
Brambilla et al., 1993; Tekel and Kovacicova, 1993; Zahradnickova et al., 1994; Pereira et
al., 1996). Segundo Kligerman et al. (2000), foram encontrados residuos do herbicida
atrazina em agua de abastecimento de diferentes regides dos Estados Unidos.

A atrazina ¢ a triazina mais encontrada nos ambientes aquaticos rurais devido ao seu
extensivo uso e estabilidade nesses ambientes (Kligerman et al., 2000; Brusick, 1994). Esse
produto quimico ¢ classificado como moderadamente toxico para varias espécies de peixes,
tanto de agua doce como salgada (APFS, 1995). As triazinas sdo os herbicidas mais antigos
e mais comumente usados, sendo responsaveis por cerca de 30% do mercado mundial de
pesticidas (Tekel and Kovacicova, 1993; Tomita e Beyruth, 2002).

Como ocorre com o0s outros pesticidas, a atrazina atinge os ambientes aquaticos
através das aplicacdes ocorrentes nos campos agricolas, proximas aos corpos de agua, ou
diretamente através da aplicacdo descuidada (Hussein et al., 1996). A persisténcia do
herbicida atrazina na agua ¢ altamente varidvel, dependendo da natureza do ecossistema
aquatico em que ¢ introduzido e das condi¢des climaticas do local exposto (Comber, 1999).
A atrazina tem sido encontrada em varios locais em concentragdes distintas, atingindo cerca
de 3,5 ug/l em é4guas advindas da chuva, 1,25 ug/l na superficie aquatica, 0,5 ug/l em
ambientes alagados e 0,1 ug/l em &4guas consideradas potaveis. Além disso, as altas
concentracdes normalmente ocorrem no meio ambiente por curtos periodos, apds a
ocorréncia de acidentes (Fischer-Scherl et al., 1991).

Viérios paises, principalmente aqueles em desenvolvimento, tém verificado
problemas advindos dos efeitos adversos dos compostos quimicos encontrados nos
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ecossistemas, influenciando na sobrevivéncia de organismos aquaticos, como, por exemplo,
os peixes (Parkinson and Agius, 1988).

Os peixes retinem caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais
para estudos de toxicologia aquatica, em que sdo particularmente utilizaveis, pois alertam
sobre o potencial de perigo de novas substincias quimicas ou para a possibilidade da
poluicdo ambiental (Powers, 1989; Ateeq et al., 2002). De acordo com Harshbarger and
Clark (1990), os resultados obtidos em ensaios realizados com peixes podem ser usados
para a avaliacdo da presenca de substidncias que tenham o potencial de causar efeitos
teratogénicos e carcinogénicos em humanos.

Bombail et al. (2001) afirmam que o uso de peixes como bioindicadores dos efeitos
de poluentes est4 cada vez mais evidente, sendo que tal pratica pode permitir a deteccao de
possiveis problemas ambientais.

De acordo com Alves-Costa (2001), as espécies Oreochromis niloticus (tilapia) e
Hoplias malabariscus (traira) sao excelentes sistemas-teste para ensaios de toxicidade de
substancias contaminantes de ecossistemas aquaticos. Oreochromis niloticus (Perciformes,
Cichlidae) ¢ uma espécie de peixe comercialmente importante no sudeste do Brasil,
particularmente no estado de Sdo Paulo. E também comumente encontrada em estuarios de
todo o mundo, e ¢ reconhecida pela sua sensibilidade em responder rapidamente as
alteracdes ambientais (Vijayan et al., 1996).

O herbicida atrazina, em concentragdes que variam de 0,01 a 1000 ug/l, induziu
mudangas comportamentais e fisiolégicas em trutas arco-iris, derivadas de alteragdes
estruturais dos tubulos renais e do figado (Fischer-Scherl et al., 1991). Para Hussein et al.
(1996), as concentracdes de atrazina que sdo consideradas toxicas para diversas espécies
animais dos ecossistemas aquaticos variam de 0,50 ug/l a 88,4 ug/l. No entanto, parece que
a atrazina ¢ toxica e até mesmo letal para espécies distintas de peixes nas concentragdes que
variam entre 0,01 ug/l e 351,2 ug/l (Funari, 1989).

Micronticleos sdo massas de cromatina com aparéncia de um pequeno nucleo, resultante da
condensacao de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou cromossomos inteiros que
atrasaram sua migragao para os polos na anafase (Schmid, 1976; Al-Sabti and Metcalfe,
1995).
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Embora o micronicleo possa se originar espontaneamente, a sua inducdo ¢
comumente usada para se detectar danos genotoxicos e mutagé€nicos, resultantes de
exposi¢do a um agente toxico (Heddle et al., 1983).

O teste de micronucleos, em mamiferos, ¢ uma técnica comum que avalia danos
mutagénicos ocasionados por determinados agentes quimicos ou fisicos. Embora tenha sido
originalmente desenvolvida para sistemas-teste de roedores, como camundongos (Schmid,
1976), a técnica foi subseqiientemente modificada por Hooftman and Raat (1982) para a
aplicacdo laboratorial em peixes. Essa modificagdo, conhecida como o “teste do
microntcleo pisceo”, tem sido recentemente proposta como uma técnica potencialmente
rapida e barata, indicadora de contaminagdo ambiental em peixes (Schmid, 1976; Tice and
Ivett, 1985; Hose et al., 1987; Grisolia and Starling, 2001; Ateeq et al.,, 2002), como
resultado de atividade clastogénica (Al-Sabti and Metcalfe, 1995).

O teste de micronucleos em eritrocitos de peixes tem sido utilizado
como a primeira medida na avaliagdo do potencial clastogénico. Pelos
eritrocitos dos teledsteos serem nucleados, eles apresentam um bom potencial
na deteccado de substancias clastogénicas, em meio aquatico. Varios estudos
tém mostrado que os eritrocitos de peixes apresentam uma alta incidéncia de
micronucleos, apds a exposicao a diferentes poluentes, sob condicbes de
campo e de laboratério (Al-Sabti, 1986; Hose et al., 1987; Minissi et al., 1996).

Al-Sabti et al. (1994), investigando os efeitos citotdxicos causados pelo Cromo (trie
hexavalente) em carpas da Prussia (Carassius auratus gibelio), observaram que, tanto em
laboratério como em campo, 0s animais expostos a varios niveis de concentracdo desta
substancia apresentaram um aumento na freqiiéncia de micronucleos, quando comparados
com o grupo controle.

Minissi et al. (1996) utilizaram o teste do microntcleo em peixes (Barbus plebejus)
para realizar estudos de monitoramento de dois rios italianos, caracterizados por diferentes
niveis de poluicdo por compostos quimicos. Os autores verificaram que a freqiiéncia de
microntcleos parecia estar fortemente relacionada com a qualidade da agua dos locais

examinados, corroborando com cita¢des anteriores de eficiéncia do teste.



Artigo 3 61

Hose et al. (1984) e Das and Nanda (1986) constataram que muitos agentes clastogénicos e
mutagénicos, tais como o benzopireno e a mitomicina C, induzem a formagdao de
micronucleos. Hose et al. (1987), usando o teste do microntcleo em eritrocitos de peixes
(Genyonemus lineatus e Paralabras clathratus), mostraram que a presenca de pesticidas
(DDT e PCB) nas 4guas de um rio do sul da Califérnia ndo induziu aumento significativo
na freqiiéncia de microntcleos, quando comparados com o teste controle.

Segundo Ateeq et al. (2002), o aumento da freqiiéncia de micronucleos e de células
alteradas foi significativo, quando eritrocitos do peixe-gato Clarias batrachus foram
analisados, apos a exposicao aos herbicidas 2,4-D e butacloro. Houve uma relagao positiva
de dose-resposta em todas as exposi¢des aos dois herbicidas e para todos os tempos
testados.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a mutagenicidade e a genotoxicidade
do herbicida atrazina, pelo teste de micronucleos e de anormalidades nucleares de

eritrocitos, utilizando a espécie Oreochromis niloticus (tilapia) como sistema-teste.

MATERIAIS E METODOS

A espécie Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae) foi usada como
organismo-teste para detectar possiveis danos mutagénicos e genotdxicos do herbicida
atrazina. Os testes foram realizados com eritrocitos desse material biologico, onde foi
avaliada a indugdo de micronucleos e de anormalidades nucleares. Os peixes utilizados
apresentavam um tamanho médio de 15 cm. Os animais foram trazidos ao laboratorio e
aclimatados em tanque, sob condi¢des controladas.

A substancia quimica testada, a atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-
triazina), ¢ um herbicida seletivo do grupo quimico das triazinas. As concentracdes de
atrazina utilizadas no experimento foram: 25 ug/l; 12,5 ug/l e 6,25 ug/l.

Para a realizagdo dos bioensaios, foram utilizados quatro aquarios, sendo que, em um deles,
foi realizado o teste controle com agua de pogo artesiano e, nos trés restantes, foram
colocadas as distintas concentragdes do herbicida atrazina. Foram colocados, por 72 horas,
cinco espécimes de peixes em cada aquario. Decorrido esse
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tempo, foi retirado, de cada animal, cerca de 0,3 cc de sangue, por meio de pungdo
cardiaca, realizada com seringas heparinizadas. Logo apods a puncdo, a agulha foi limpa
com papel absorvente e a primeira gota de sangue foi descartada, para evitar a
contaminagdo do sangue com liquido corporal e/ou muco. As gotas posteriores foram
usadas para a confecg@o das laminas pela técnica de esfregaco (extensdes sangiiineas).

As laminas foram fixadas durante 10 minutos em metanol absoluto, e secas a
temperatura ambiente por 24h. Apds esse tempo, as laminas foram coradas com Giemsa 5%
por 20 minutos. Foram realizadas, no minimo, cinco extensdes sanguineas para cada
individuo. Todas as laminas foram analisadas em microscopio 6ptico comum, utilizando-se
as objetivas de 40 e 100x.

Foram analisadas 1000 células sangiiineas de cada lamina, para se determinar a
média e o desvio padrdao de eritrocitos com micronucleos e com anormalidades nucleares.
Os resultados obtidos para os ensaios realizados com o herbicida foram comparados com os

resultados do controle pelo teste estatistico ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (Teste H).

RESULTADOS

As freqiiéncias de microntcleos e de alteragdes nucleares, observadas em eritrdcitos
de Oreochromis niloticus (tilapia), submetidos ao tratamento com dgua do pogo artesianc
(controle), foram de 0,040 + 0,002 ¢ 0,208 + 0,010, respectivamente (Tabelas 1 e 2).

As freqiiéncias de eritrdcitos micronucleados de Oreochromis niloticus, submetidos
as diversas concentracdes testadas do herbicida atrazina (25 ug/l; 12,5 ug/l e 6,25 ug/l) por
72h, apresentaram diferengas entre si. As médias e os desvios padrdao foram de 0,345 +
0,001; 0,724 £ 0,012 e 1,192 + 0,041 para as concentragdes de 25 ug/l, 12,5 ug/l e 6,25
ug/l, respectivamente (Tabela 1).

Os tipos de alteracdes nucleares mais freqlientemente observados nos eritrécitos de O.
niloticus, apds exposicao ao herbicida atrazina, por 72h, testadas para as diversas
concentragdes, foram: células binucleadas, células com nucleos do tipo “blebbed”, células
com nucleos do tipo “lobed”, células com nucleos do tipo “notched”, células com nucleos
vacuolizados, células com nucleos do tipo “broken-eggs” e células com nucleos
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heteropicnoéticos (Figura 1), segundo classificacdo de Carrasco et al. (1990). O teste controle
também exibiu alteragcdes nucleares semelhantes as encontradas nos testes com atrazina.
porém em menor freqiiéncia.

De um total de 27431 células analisadas no teste controle (dgua do pogo artesiano)
foram registradas que 0,022% + 0,008 foi de células binucleadas, 0,011% =% 0,009 de
células com nucleos “blebbed”, 0,011% =+ 0,009 de células com nuicleos “lobed”, 0,003%
+ 0,008 de células com nucleos “notched”, 0,052% =+ 0,008 de células com nucleos
vacuolizados, 0,003%= 0,008 de células com nucleos “broken-eggs” e 0,106% + 0,008 de
células com nucleos heteropicnoticos (Tabela 2, Figura 1).

De um total de 27551 células analisadas na concentragdo de 6,25 ug/l de atrazina
foram registradas que 0,164% + 0,003 foi de células binucleadas, 0,969% + 0,017 de
células com nucleos “blebbed”, 0,229% + 0,004 de células com nucleos “lobed”, 0,054% =+
0,002 de células com nucleos “notched”, 0,777% =+ 0,020 de células com nucleos
vacuolizados, 0,119% =+ 0,004 de células com nucleos “broken-eggs” e 0,272% =+ 0,010 de
células com nucleos heteropicnoticos (Tabela 2, Figura 1).

De um total de 27603 células analisadas na concentragdo de 12,5 ug/l de atrazina
foram registradas que 0,076% % 0,004 foi de células binucleadas, 0,576% + 0,017 de
células com nucleos “blebbed”, 0,156% + 0,005 de células com nucleos “lobed”, 0,866% +
0,019 de células com nucleos vacuolizados, 0,054% + 0,004 células com nucleos “broken-
eggs” e 1,058% £ 0,017 de células com nucleos heteropicndticos (Tabela 2, Figura 1).

De um total de 27598 células analisadas na concentra¢do de 25 ug/l de atrazina
foram registradas que 0,080% + 0,003 foi de células binucleadas, 0,562% + 0,013 de
células com nucleos “blebbed”, 0,141% + 0,004 de células com nucleos “lobed”, 1,134% +
0,009 de células com nucleos vacuolizados, 0,065% =+ 0,003 de células com nucleos
“broken-eggs” e 1,181% + 0,017 de células com ntcleos heteropicnoéticos (Tabela 2,

Figura 1).



Artigo 3 64

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A andlise do bioensaio, utilizando Oreochromis niloticus como organismo-teste,
mostrou que as freqiiéncias de células micronucleadas e portadoras de anormalidades
nucleares, observadas para as concentragdes testadas do herbicida atrazina, foram
significativamente mais altas que as freqiiéncias de células com micronucleos € com
alteracdes nucleares observadas para o teste controle. Além disso, podemos dizer que,
quanto maior a concentracao utilizada do herbicida atrazina, maior foi o valor percentual de
c€lulas com nucleos alterados (microntcleos e anormalidades nucleares). Os potenciais de
mutagenicidade e genotoxicidade do herbicida atrazina, para todas as concentragdes
testadas, foram comprovados pelos testes estatisticos realizados, mostrando niveis de
significancia a 5%, quando comparados com os resultados do controle. A concentragdao de
25 ug/l do herbicida apresentou maiores indices de células com micronicleos e com
alteracdes nucleares, demonstrando a alta mutagenicidade do herbicida atrazina nesta
concentracdo. Como pode ser observado nas tabelas 1 e 2, houve uma relacao positiva de
dose-resposta para as concentragdes do herbicida atrazina.

Embora os nossos dados tenham mostrado que a freqii€ncia total de altera¢des nucleares foi
diretamente proporcional as concentragdes testadas do herbicida atrazina, pudemos
observar que, se considerarmos cada tipo especifico de alteragdao nuclear, a concentragao de
6,25 ug/l do herbicida atrazina apresentou as maiores freqiiéncias de células binucleadas, de
células com nucleos “blebbed”, células com nucleos “lobed” e células com nucleos
“broken-eggs”. Além disso, somente a concentragdo de 6,25 ug/l do herbicida induziu a
alteracdo nuclear do tipo “notched” (Tabela 2). Esses resultados demonstram que a
concentracao de 6,25 ug/l do herbicida atrazina apresenta um alto potencial de induzi¢ao de
danos genéticos associados a irregularidades da divisao celular (no caso das células
binucleadas) e a descaracterizagdo da membrana nuclear e/ou perda de material genético
(no caso das células com ntcleos “blebbed”, “lobed”, “notched” e “broken-eggs’). Por
outro lado, a concentracao de 25 ug/l do herbicida atrazina apresentou os maiores indices
de células com nucleos vacuolizados e heteropicnodticos, como pode ser observado na
Tabela 2. Segundo Ribeiro et al. (2003), células com nucleos vacuolizados e
heteropicnéticos podem ser associadas a alteragdes
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morfologicas caracteristicas de processos celulares necroticos e apoptoticos,
respectivamente. Dessa maneira, a concentragdo de 25 ug/l do herbicida atrazina apresenta
uma alta potencialidade em induzir alteragdes nucleares relacionadas a eventos de morte
celular.

Os nossos resultados mostraram uma alta freqiiéncia de micronucleos e de
anormalidades nucleares nos individuos de O. niloticus expostos as diferentes
concentragdes do herbicida atrazina. Esses dados s3o concordantes com estudos de
morfologia nuclear de eritrocitos de peixes, desenvolvidos por Das and Nanda (1986), Hose
et al. (1987) e Hughes and Hebert (1991), os quais também demonstram uma alta
incidéncia de micronucleos e de alteracdes nucleares em organismos expostos a diferentes
substancias quimicas. Dessa maneira, nossos dados corroboram com De Flora et al. (1993),
que propuseram que o teste de micronticleo pisceo constitui uma ferramenta sensitiva da
medida mutagénica de substancias quimicas, especialmente daquelas que provocam
respostas clastogénicas em organismos expostos.

As alteragdes nucleares, encontradas nos eritrocitos dos peixes expostos ao
herbicida atrazina, podem ser consideradas alteracdes celulares, que sdo bastante comuns
em organismos submetidos a exposi¢cdo de agentes quimicos, segundo Hose et al. (1984)
e Carrasco et al. (1990). De acordo com Beutler (1985), um grande nimero de drogas e
outros compostos quimicos pode interferir na sintese de DNA dos seres vivos a eles
expostos, resultando nas conhecidas alteragcdes nucleares.

De acordo com os nossos resultados, as concentragoes testadas do herbicida atrazina
induziram a formagdo de micronucleos no organismo-teste Oreochromis niloticus. Essa
inducdo pode estar relacionada, segundo Schmid (1976) e Al-Sabti and Metcalfe (1995),
com atrasos cromossdmicos na anafase, caracterizados por um mau funcionamento do fuso,
ou devido a presenga de fragmentos acéntricos.

As concentragdes utilizadas do herbicida atrazina induziram também a formacao de
anormalidades nucleares no organismo-teste. No entanto, os mecanismos exatos de como
0s compostos quimicos interferem na estrutura nuclear dos organismos, ocasionando todos
os tipos de anormalidades nucleares observados (células binucleadas, células com nucleos
“blebbed”, células com nucleos “lobed”, células com nucleos “notched”, células com
nucleos vacuolizados, células com nucleos “broken-eggs” e células com nucleos
heteropicnéticos) ainda ndo sao claros, necessitando de estudos
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especificos para que possam ser melhor avaliados. Segundo Ghadially (1982), as alteracdes
nucleares do tipo “notched” e vacuolizagio do nucleo devem estar provavelmente
associadas a aneuploidias. As células binucleadas podem ter sido originadas de falhas na
polimerizagdo da tubulina, decorrente da acdo do herbicida atrazina. Essa afirmacao ¢
coincidente com as de Canevari (1996), que cita que as células binucleadas se originam
devido a dificuldade da formacdao do fuso mitdtico, ocasionada pela acdo aneugénica de
compostos quimicos.

Como todas as concentragcdes testadas do herbicida atrazina induziram efeitos
mutagénicos € genotoxicos no organismo-teste, podemos inferir que esse herbicida, pelo
menos nas concentracdes de 6,25 ug/l, 12,5 ug/l e 25 ug/l, apresenta potencial para indugao
de microntcleos e alteragdes nucleares que podem ocasionar problemas a saude de outros
organismos expostos a esse quimico.

Em ultima analise, podemos considerar a concentracao de 6,25 ug/l do herbicida
atrazina como a dosagem diagnostico para deteccdo de micronucleos e anormalidades
nucleares de eritrocitos de Oreochromis niloticus, podendo ser essa concentracdo usada

como controle positivo para testes com Oreochromis niloticus.
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Tabela 1: Incidéncia de microntcleos em eritrocitos de Oreochromis niloticus, apdés o
tratamento de 72h em diferentes concentracdes do herbicida atrazina e em agua do pogo
artesiano (teste controle).

Freqiiéncia de

Concentracao (ug/l) Total de eritrécitos Numero total de micronucleos (média e

analisados micronucleos observados desvio padrio)

controle 27431 11 0,040 + 0,002
6,25 27551 95 0,345 £ 0,001*
12,5 27603 197 0,724 £ 0,012*
25 27598 329 1,192 £ 0,041*

Nota: valores seguidos por * diferiram significativamente (5%), em relag@o ao controle, pelo teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 2: Incidéncia de alteragdes nucleares (média e desvio padrao) encontradas em eritrocitos
de Oreochromis niloticus, apos o tratamento de 72h em diferentes concentracdes do herbicida
atrazina e em agua de pogo artesiano (teste controle).

Controle Atrazina Atrazina Atrazina
6,25 ug/l 12,5 ug/l 25 ug/l
Células binucleadas 0,022 + 0,008 0,164 + 0,003* 0,076 + 0,004* 0,080 + 0,003*
Células com nucleos 0,011 + 0,009 0,969 + 0,017* 0,576 £ 0,017* 0,562 +0,013*
“blebbed”
Células com nucleos 0,011 + 0,009 0,229 + 0,004* 0,156 + 0,005* 0,141 + 0,004*
“lobed”
Células com nucleos 0,003 + 0,008 0,054 + 0,002* 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
“notched”
Células com nucleos 0,052 + 0,008 0,777 + 0,020%* 0,866 + 0,019* 1,134 + 0,009*
“vacuolizados”
Células com nucleos 0,003 + 0,008 0,119 + 0,004* 0,054 + 0,004* 0,065 £+ 0,003*
“broken-eggs”
Células com nucleos 0,106 + 0,008 0,272 £ 0,010%* 1,058 £ 0,017* 1,181 +£0,017*
heteropicnéticos
Total de alteragdes 0,208 + 0,010 2,584 +0,169* 2,786 + 0,159* 3,163 +£ 0,078+
nucleares
Numero total de 57 712 769 873
alteragdes nucleares
Numero total de células 27431 27551 27603 27598

analisadas

Nota: valores seguidos por * diferiram significativamente (5%), em relacdo ao controle, pelo teste de Kruskal-Wallis.
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AVALIACAO DOS EFEITOS GENOTOXICOS DO HERBICIDA ATRAZINA,
POR MEIO DO ENSAIO DE COMETA, UTILIZANDO Oreochromis niloticus
COMO SISTEMA-TESTE

RESUMO

O ensaio de cometa tem sido descrito como uma eficiente ferramenta para a
deteccdo de mudangas na molécula de DNA de células expostas a agentes contaminantes,
tanto in vitro como in vivo. A genotoxicidade de diferentes concentracdes do herbicida
atrazina foi determinada através do ensaio de cometa, utilizando Oreochromis niloticus
como sistema-teste. Os dados sugerem que o ensaio de cometa € sensivel e eficiente para a
determinag¢do de danos no DNA ocasionados pela agdo do herbicida atrazina. Como todas
as concentragoOes testadas desse herbicida induziram fragmentagdo de DNA, pode-se inferir
que a atrazina possui a potencialidade de causar danos no material genético de organismos

expostos a este agente quimico.

Palavras-chave: atrazina, ensaio de cometa, genotoxicidade, Oreochromis niloticus.
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EVALUATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF THE HERBICIDE ATRAZINE,
THROUGH COMET ASSAY, USING Oreochromis niloticus
AS THE TEST-SYSTEM

ABSTRACT

The comet assay has been described as an efficient tool for the detection of changes
in the DNA molecule of cells exposed to contaminating agents in vifro and in vivo. The
genotoxicity of different atrazine concentrations was determined using Oreochromis
niloticus test-system through comet assay. The data suggest that the comet assay is
sensitive and efficient for the determination of DNA damage caused by the action of the
herbicide atrazine. As all the concentrations tested of this herbicide induced DNA
fragmentation, we can infer that the atrazine has a potentiality to cause damage on the

genetic material of organisms exposed to this chemical agent.

Keywords: atrazine, comet assay, genotoxicity, Oreochromis niloticus.
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INTRODUCAO

A avaliagdo de danos de DNA ¢ primordialmente importante quando se quer determinar

possiveis efeitos genotoxicos em organismos vivos, devido a exposi¢do a poluentes. As
substancias genotoxicas podem causar efeitos mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos,
além de problemas a satde animal, inclusive humana, resultando em efeitos adversos para a
estabilidade dos ecossistemas (Nacci ef al. 1996, Mitchelmore and Chipman 1998).
Herbicidas sdo pesticidas significativamente utilizados para destruir plantas indesejavesis,
tendo um importante papel na agricultura moderna, o que pode representar um potencial
perigo genético a saide humana devido a sua interagdo com o DNA, como relatado em
muitos estudos (IARC 1991). No entanto, quando levamos em conta a toxicidade de tais
compostos quimicos, muitos resultados ndo conclusivos também té€m sido relatados. Assim,
o ensaio de cometa ¢ prontamente uma técnica promissora, especialmente diante de agentes
quimicos (Ribas ef al. 1995).

O ensaio de eletroforese de células tnicas em gel ¢ uma técnica poderosa para a

deteccao de quebras de DNA e danos em locais alcali-sensitivos em células eucaridticas.
Também conhecido como ensaio cometa, ele ¢ um método rapido, simples e sensitivo para
quantificar o dano genético em um niimero pequeno de células (Ostling and Johanson 1984,
Olive et al. 1990).

O ensaio de cometa, por ser considerado sensitivo, rdpido, econdmico, além de
requerer poucas células para a sua execugdo (Mitchelmore and Chipman 1998,
Sasaki et al. 1997, Kosz-Vnenchak and Rokosz 1997), tem sido indicado como um método
para detec¢do de mudancas muito pequenas na estrutura do DNA célula a célula, tais como
as atividades de reparo, o modo de seu empacotamento e sua integridade (Koppen et al.
1999).

O método do ensaio de cometa foi desenvolvido por Singh et al. (1988), que
adaptaram outras metodologias j& utilizadas para desenvolver uma técnica de eletroforese
de célula unica (SCGE — single cell gel electrophoresis), sob condi¢des alcalinas. Essa
técnica evidencia a ocorréncia de quebras em cadeias simples do DNA. A visualizagao
subseqiiente da mobilidade dos fragmentos de DNA nuclear tornou-se um meio bastante

adequado para se detectar danos no DNA, em células unicas.
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O ensaio de cometa ¢ considerado atualmente uma das ferramentas mais eficientes
no biomonitoramento ambiental, pois pode ser utilizado para se avaliar danos em células
em proliferagdo ou ndo, in vitro ou in vivo, podendo também ser aplicado com o propdsito
de andlise genotoxicologica (Monteith and Vanstone 1995).

De acordo com Steinert (1996), o ensaio de cometa, além de ser uma ferramenta
sensivel na detec¢do de estresse citotoxico e genotoxico, pode detectar a influéncia de um
amplo espectro de agentes contaminantes.

Para a obten¢do de dados mais concisos a respeito da genotoxicidade dos herbicidas
triazinicos, Tennant et al. (2001) escolheram o SCGE como metodologia, justificando que
esse ensaio ¢ altamente sensitivo para detectar pequenas taxas de danos de DNA, além de
requisitar um pequeno numero de células para andlise. De acordo com esses mesmos
autores, a atrazina induziu um pequeno aumento de danos de DNA em leucocitos de ratos,
submetidos ao ensaio de cometa. Além disso, Clements et al. (1997), utilizando o ensaio do
cometa, relataram que a atrazina na forma comercial (AAtrex Nine-O) induziu a um
significativo dano no DNA de eritrocitos de algumas espécies de sapos.

A genotoxicidade de herbicidas, como a atrazina, também tem sido avaliada pelo
ensaio de cometa, através da utilizacdo de linfocitos sanguineos humanos. Segundo Ribas et
al. (1995), células sanguineas tratadas com o herbicida atrazina nas concentra¢des de 50-
200 ug/ml, mostraram uma extensa migragdo de DNA, principalmente nas concentragdes
de 100 e 200 ug/l. Tais dados indicaram que o SCGE tem sido altamente sensitivo na
detec¢ao do dano de DNA induzido pelo herbicida testado, sugerindo a alta habilidade do
ensaio cometa em detectar danos na molécula de DNA (Singh et al. 1988, Olive et al. 1992,
Tice et al. 1990, Betti et al. 1993).

Mitchelmore and Chipman (1998) concluiram que o ensaio de cometa ¢ um método
adequado como biomarcador ndo especifico de genotoxicidade em peixes e outros
organismos aquaticos, destacando a sensitividade das células sangiiineas destes animais aos
efeitos genotoxicos de compostos quimicos. Ainda segundo Nacci et al. (1996) e Belpaeme
et al. (1996), o ensaio de cometa tem sido aplicado, com sucesso, em eritrocitos de muitas
espécies de peixes expostas a diversos agentes genotdxicos, o que pode ser verificado

através das quebras das fitas de DNA desses animais.
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar a genotoxicidade do herbicida atrazina,
através do ensaio de cometa, utilizando a espécie Oreochromis niloticus (tildpia) como

sistema-teste.

MATERIAIS E METODOS

O material bioldgico, utilizado como sistema-teste para detectar possiveis danos
genotoxicos do herbicida atrazina, através da observacdo e classificacdo dos nucledides de
eritrocitos, constituiu-se de individuos de Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae)
oriundos da psicultura e com um tamanho médio de 15 cm. Os animais, trazidos ao
laboratério, foram aclimatados em tanque sob condigcdes controladas e com sistema de
filtragdo e aeragao.

A substancia quimica testada, a atrazina, ¢ um herbicida seletivo do grupo quimico
das triazinas e possui a seguinte composi¢cdo: 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-
triazina. A atrazina ¢ considerada um pesticida da classe toxicologica III, ou seja,
moderadamente toxica, sendo usada como um herbicida seletivo de pré e pds-emergéncia
em culturas de aspargo, milho, sorgo, cana-de-agucar e abacaxi. As concentragcdes de
atrazina utilizadas no experimento foram: 25 ug/l; 12,5 ug/le 6,25 ug/l.

Para a realizagdo dos bioensaios, foram utilizados quatro aquarios, sendo que, um
deles, foi destinado ao teste controle com dgua de pogo artesiano e, os trés restantes,
destinados as distintas concentracdes do herbicida atrazina. Em cada aquario, foram
colocados cinco espécimes, que ai permaneceram por 72 horas, para serem assim estimados
os efeitos das diferentes concentragdes da atrazina.

Amostras de sangue dos peixes foram colhidas em seringa heparinizada. Uma amostra de
10 ul de sangue foi diluida em 1000 pl de soro bovino fetal. As ldminas foram montadas
com 10 pl da suspensdo celular + 120 pl de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%), a
37°C. As laminas permaneceram em uma solugio de lise (1 ml de Triton X-100, 10 ml de
DMSO e 89 ml de solugdo de lise estoque, pH 10,0 - solugdo estoque: NaCl 2,5 M, EDTA
100 mM, Tris 10mM, ~8,0 g de NaOH so6lido, 10 g de lauryl sarcosinato sddico para 1L)
em geladeira por 1 hora. Apds a lise, as laminas permaneceram em tampao NaOH 300 mM
+ EDTA 1 mM (pH>13) por 20 minutos
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para denaturacdo do DNA, sendo logo apos submetidas a uma corrida de eletroforese a 25
V, 300 mA, por 20 minutos. As laminas foram entdo neutralizadas com Tris 0,4 M por 15
minutos e fixadas em etanol por 10 minutos.

As laminas foram coradas com brometo de etideo (0,02 mg/ml). A analise foi feita
ao microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX60), com filtro de excitacdo A = 420-490
nM e barreira A = 520 nM, em objetiva 40x. Para cada amostra de sangue (de cada
individuo) foram analisados 100 nucledides. Os nucledides foram classificados
visualmente, de acordo com a migra¢cdo dos fragmentos em: classe 0 (sem dano, ou seja,
com nucledides que ndo apresentaram cauda); classe 1 (dano pequeno, ou seja, com
nucledides apresentando um tamanho de cauda inferior ao didmetro da cabega); classe 2
(dano médio, ou seja, com nucledides apresentando um tamanho de cauda equivalente a
uma ou duas vezes o tamanho do didmetro da cabeca); classe 3 (dano grande, ou seja, com
nucledides apresentando o tamanho da cauda superior a 2 vezes o tamanho do didmetro da
cabega), de acordo com a classificagdo de Kobayashi et al. (1995). Também foram
verificados os scores de cada tratamento, multiplicando-se o nimero dos nucledides
observados em cada classe pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3). Para andlise estatistica, foi
utilizado o teste do x* (Pereira 1991), onde se comparou o namero total de nucledides

alterados, encontrados para cada tratamento, com os resultados obtidos no controle.

RESULTADOS

Todos os testes realizados com as diferentes concentragdes do herbicida atrazina
indicaram a presenca de danos na molécula de DNA, através do ensaio de cometa. O teste
controle apresentou um nimero de 83 nucledides com danos e 417 nucledides sem danos,
ou seja, freqiiéncias de 16,6% nucléoides com danos e 83,4% nucledides sem danos,
respectivamente. A maior parte dos nucledides com danos observados no teste controle
foram da classe 1 (14,6%) (Tabela 1, Figura 1).

Os numeros ¢ as freqiiéncias de nucleodides (Figura 2), para cada classe considerada,
encontradas nos eritrocitos de O. niloticus submetidos por 72h as diferentes concentragdes

do herbicida atrazina (6,25 ug/l; 12,5 ug/l e 25 ug/l) foram as seguintes:
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- concentragdo de 6,25 ug/l: classe 0 (108; 21,6%), classe 1 (127; 25,4%), classe 2
(158; 31,6%) e classe 3 (107; 21,4%) (Tabela 1, Figura 1).

- concentracdo de 12,5 ug/l: classe 0 (80; 16%), classe 1 (108; 21,6%), classe 2
(134; 26,8%) e classe 3 (178; 35,6%) (Tabela 1, Figura 1).

- concentragdo de 25 ug/l: classe 0 (59; 11,8%), classe 1 (70, 14%), classe 2
(177; 35,4%) e classe 3 (194; 38,8%) (Tabela 1, Figura 1).

As médias dos scores obtidos, através do tratamento dos eritrocitos de Oreochromis
niloticus com o herbicida atrazina nas concentragdes de 6,25 ug/l; 12,5ug/le25ug/le
por meio do tratamento com a agua do pocgo artesiano (controle), apresentaram os valores
de 152,8; 182; 201,2 e 18,8, respectivamente (Tabela 1).

Os resultados obtidos pela aplicagdo do ensaio de cometa em eritrocitos de 0.
niloticus, que foram expostos as diversas concentragdes do herbicida atrazina por 72h,
mostraram que o total de células com cometa exibiram diferencas significativas (nivel de
0,5%) pelo teste de y* , quando comparadas com os resultados exibidos pelo controle

(Tabela 1).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A andlise do bioensaio, utilizando Oreochromis niloticus como organismo-teste,
mostrou que as freqliéncias de nucleodides, apresentando todas as classes de danos,
observadas em todas as concentracdes do herbicida atrazina testadas, foram
significativamente mais altas que as freqiiéncias de nucledides com danos observadas para
o teste controle. Além disso, podemos dizer que, quanto maior a concentracdo do herbicida
atrazina testada, maior foi o valor percentual de nucledides com danos, que pdde ser
comprovado pelos testes estatisticos realizados (significativos a 0,5%), o que confirmou a
genotoxicidade do herbicida atrazina em todas as concentragdes testadas. A concentracao
de 25 ug/l do herbicida apresentou os maiores indices de nucledides com danos das classes
2 e 3, demonstrando a alta genotoxicidade do herbicida atrazina para essa concentracdao
testada. Pode-se afirmar, portanto, que existiu uma relacdo positiva de dose-resposta em

todas as exposigoes as concentragdes do herbicida atrazina testadas.
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Nossos resultados corroboraram com os estudos de Mitchelmore and Chipman
(1998), Nacci et al. (1996) e Belpaeme et al. (1996), os quais mostraram que o ensaio de
cometa com eritrocitos de peixes parece ser eficiente para detectar a genotoxicidade de
compostos quimicos. A aplicabilidade do ensaio de cometa, como uma ferramenta sensitiva
para a deteccdo da genotoxicidade de substancias quimicas, foi também verificada no
trabalho desenvolvido por Nanthawan et al. (2002). Nossos dados ainda s3o concordantes
com aqueles relatados por Darroundi and Natarajan (1993) e Mcnamee et al. (2000), os
quais verificaram que o ensaio de cometa ¢ um eficiente método para a avaliacdo de danos
na molécula de DNA, induzidos por quimicos.

Segundo Kammann et al. (2001), a fragmentacdo ou a quebra de fitas de DNA ¢
considerada uma lesdo potencialmente pré-mutagénica, sendo que a producdo de quebras
nas fitas de DNA pode ser bem correlacionada com muitas propriedades mutagénicas e
carcinogénicas de substancias quimicas (Frenzilli et al. 2000).

A genotoxicidade da atrazina, avaliada através da fragmentacdo do material
genético de diferentes organismos submetidos a esse herbicida (Ribas er al, 1995;
Clements et al., 1997; Tennant et al., 2001; Garaj-Vrhovac and Zeljezic, 2002), pode ser
confirmada através dos nossos estudos com Oreochromis niloticus (tilapia). Nossos dados
corroboram com os relatados por Clements et al. (1997) que, utilizando o ensaio de cometa,
mostraram que a atrazina na forma comercial (AAtrex Nine-O) induziu um dano
significativo no DNA de eritrocitos de algumas espécies de sapo. Ribas et al. (1995)
também verificaram a genotoxicidade do herbicida atrazina, através do ensaio de cometa,
mostrando que as concentragdes de 50-200 ug/l induzem uma extensa migracdo do DNA de
linfocitos sanguineos humanos. De acordo com Tennant et al. (2001), o ensaio do cometa
mostrou que a atrazina induziu um aumento de danos de DNA em leucdcitos de ratos.
Nossos resultados ainda sdo concordantes com os estudos de Garaj-Vrhovac and Zeljezic
(2002) que, por meio do ensaio de cometa, mostraram que trabalhadores, ocupacionalmente
expostos ao herbicida atrazina, apresentaram significativos aumentos na migragao do DNA
de suas células sanguineas.

Como todas as concentracdes testadas do herbicida atrazina mostraram efeito genotoxico,
quando comparadas ao teste controle, podemos inferir que esse herbicida, pelo menos nas
concentragdes de 6,25 ug/l, 12,5 ug/l e 25 ug/l, pode ocasionar danos no material genético
de organismos expostos a esse quimico, uma vez que se verificou que
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o herbicida atrazina foi capaz de provocar fragmentagdo no material genético do
organismo-teste.

Baseado nos resultados apresentados, podemos sugerir que doses residuais do
herbicida atrazina, decorrente de lixiviagdo de solos de culturas que margeiam recursos
hidricos, podem comprometer a estabilidade de ecossistemas aquaticos, principalmente no
que se refere a potencialidade em promover danos no material genético de peixes.

Nossa conclusao, a respeito da utilidade do ensaio de cometa, corrobora com as de
Singh et al. (1988), Olive et al. (1992), Tice et al. (1990) e Betti et al. (1993), que
concluiram, em seus diferentes trabalhos, que o ensaio de cometa ¢ um eficiente indicador

biologico de genotoxicidade a contaminagdo quimica.
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Tabela 1: Anélise das mudangas observadas, pelo Ensaio de Cometa, nos eritrocitos de

Concentragao Total de Total de | Numero de| Numero de| Numero de | Niumero de
do herbicida células células com | nucledides | nucledides nucledides | nucledides | Scores
atrazina (ug/l) | analisadas cometa da classe 0 | da classe 1 da classe 2 | da classe 3

100 19 81 18 1 0 20
100 17 83 15 2 0 19
0 (controle) 100 20 80 16 3 1 25
100 13 87 11 2 0 15
100 14 86 13 1 0 15

Total 500 83 417 73 9 1 X=18,8
100 78 22 25 31 22 153
100 75 25 26 30 19 143
6,25 100 80 20 26 33 21 155
100 81 19 26 32 23 159
100 78 22 24 32 22 154

Total 500 392 108 127 158 107 X=152,8
100 88 12 19 31 38 195
100 76 24 31 19 26 147
12,5 100 89 11 19 31 39 198
100 89 11 15 32 42 205
100 78 22 24 21 33 165

Total 500 420* 80 108 134 178 X=182

100 91 9 13 36 42 211
100 80 20 18 30 32 174
25 100 87 13 13 36 38 199
100 91 9 12 38 41 211
100 92 8 14 37 41 211

Total 500 441+ 59 70 177 194 X=201,2

valores seguidos por * diferiram significativamente (0,5%), em relag@o ao controle, pelo teste estatistico de xz.
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Figura 1: Freqiiéncias de nucledides com danos, para cada classe considerada, encontradas
nos eritrécitos de Oreochromis niloticus tratados com diferentes concentragdes do herbicida
atrazina.
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7. DISCUSSAO GERAL

a. Sistemas-teste

Foram realizadas andlises de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade,
utilizando-se Allium cepa e Oreochromis niloticus como sistemas-teste, em diferentes
concentracoes testadas do herbicida atrazina.

O sistema-teste de A. cepa foi utilizado para avaliar as agdes citotoxicas e
mutagénicas (através dos ensaios de morte celular e de aberragdes cromossdmicas,
respectivamente) de diferentes concentracdes do herbicida atrazina (0,015ppm; 0,031ppm;
0,062ppm e 0,125ppm), comparando os resultados com o controle (realizado apenas com
agua milli-Q).

O sistema-teste de O. niloticus foi utilizado para avaliar as agdes genotdxicas (por
meio dos ensaios de anormalidades nucleares e de cometa) e mutagénicas (por meio do
ensaio de micronucleos) de diferentes concentragdes do herbicida atrazina (6,25 ug/l;
12,5 ug/l e 25 ug/l), comparando os resultados com o controle (realizado apenas com adgua
de poco artesiano).

A escolha dos sistemas-teste seguiu a indicagdo de outros estudos (FISKESJO, 1985; AL-
SABTI, 1986; HOSE et al., 1987, GROOVES et al., 1988; HARSHBARGER & CLARK,
1990; RANK & NIELSEN, 1993, 1997, 1998; FRANEKIC et al., 1994; AL-SABTI &
METCALFE, 1995; KHORS et al., 1997; SMAKA-KINCL et al., 1997,
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KOVALCHUCK et al., 1998; CHAUHAN et al., 1999; COTELLE et al., 1999; ALVES-
COSTA, 2001; BOMBALIL et al., 2001), que descreveram a efetividade dos organismos na

avaliagdao de toxicos ambientais.

b. Analise dos efeitos citotoxicos

Foram realizadas analises, em sistema-teste de Allium cepa, para avaliar a
potencialidade de indugdo do efeito citotoxico de diferentes concentracdes do herbicida
atrazina (0,015ppm; 0,031ppm; 0,062ppm; 0,125ppm (concentragdo minima utilizada em
campo), por meio do ensaio de morte celular (Técnica de Corantes Vitais). Foram
observadas, para todas as raizes de Allium cepa submetidas as concentracdes do herbicida
atrazina testadas, por¢des de tecidos vivos e por¢des de tecidos em morte celular (apoptose
ou necrose). Nenhuma regido de morte celular foi observada para o controle.

E importante salientar que para as concentragdes mais altas do herbicida atrazina
(0,062ppm e 0,125ppm) houve uma maior inducdo de morte celular. Esses resultados
demonstram que o herbicida atrazina apresenta um efeito citotoxico sobre o sistema-teste
de Allium cepa, especialmente nas maiores concentragdes do herbicida, incluindo, portanto,
a concentragdo de 0,125ppm, que ¢ utilizada em campo. Esse elevado grau de morte
celular observado provavelmente ocorreu devido ao comprometimento dos tecidos
precursores do sistema vascular, tais como o cortex radicular e a epiderme, tecidos esses de
importancia vital para o organismo. Nossos resultados sdo concordantes com os resultados
de Bayer et al. (1967), que afirmam que os herbicidas atuam sobre os vegetais, diminuindo
a zona de tecido meristematico e interrompendo o desenvolvimento da planta, por bloquear
o processo de divisao celular. Provavelmente essa diminui¢do tecidual ocorra devido a
ineficiéncia do organismo-teste em repor as células afetadas pela agao do herbicida atrazina
e que, conseqiientemente, decorre em grande eliminacao celular.

Nossos dados revelam que o ensaio de morte celular em sistema-teste de Allium cepa
constitui um bom parametro de avaliagdo de citotoxicidade de substancias quimicas. Pelas
nossas analises, pudemos observar que todas as raizes submetidas as concentragoes testadas
do herbicida atrazina tiveram uma indug¢ao de morte celular e, portanto, uma
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redugdo de sua viabilidade celular. Os dados aqui apresentados corroboram com as citagdes
de Steinert (1996) e Kaioumova et al. (2001), que afirmam que a perturbagdo de células por
agentes quimicos, como os herbicidas, pode levar a uma seqiiéncia complexa de eventos
que pode resultar em morte celular, tanto de maneira apoptotica como necrdtica. Os dados
aqui apresentados acrescentam as citagdes de Tuschl & Schwab (2003), que afirmam que o
herbicida 2,4-D ¢ capaz de induzir morte celular em linhagens de células humanas de
hepatoma, e Sinha et al. (1998), que demonstraram que o herbicida flucloralina induz morte
celular, do tipo apoptdtica, em células tratadas com esse herbicida, que também o herbicida
atrazina pode induzir morte celular em tecidos radiculares de Allium cepa.

Nada podemos afirmar com relagdao ao tipo de morte celular, uma vez que a Técnica
de Corantes Vitais ndo distingue células necroticas de apoptoticas, mas sim células vivas e
em processo de quaisquer tipos de morte celular. O herbicida atrazina pode ter provocado
tanto a morte celular do tipo apoptotica como necrotica, os quais poderiam ser distinguidos
apenas pela aplicacao de outras técnicas de morte celular (HUPPERTZ et al., 1999).

Nossas andlises inferem que a técnica de coloragdo pelos corantes vitais iodeto de
propidio e Hoechst mostrou-se indicada para a avaliagdo de inducdo de morte celular em
meristemas radiculares de sistema-teste de Allium cepa, porém sem especificar o tipo de
morte celular envolvido, constituindo-se em mais um teste eficiente para analise de

citotoxicidade de substancias quimicas.

c. Analise dos efeitos genotoxicos

O potencial de genotoxicidade das diferentes concentragdes testadas do herbicida
atrazina foi avaliado pela freqiiéncia de danos no DNA de eritrocitos de Oreochromis
niloticus, detectado por meio dos ensaios de anormalidades nucleares e de cometa.

Foram realizadas analises em sistema-teste de Oreochromis niloticus para avaliar a
potencialidade de indugao do efeito genotoxico de diferentes concentragdes do herbicida
atrazina (6,25 ug/l; 12,5 ug/l e 25 ug/l), por meio do ensaio de anormalidades nucleares.
Foram observados nos eritrocitos de Oreochromis niloticus, tratados com as diferentes
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concentragdes do herbicida atrazina, freqiiéncias significativas de alteragcdes nucleares,
quando comparadas com o controle.

As alteragdes nucleares, encontradas nos eritrocitos dos peixes expostos ao
herbicida atrazina, podem ser consideradas aberragdes celulares, as quais sdo bastante
comuns, segundo Carrasco et al. (1990), em organismos submetidos a exposi¢do de agentes
quimicos. De acordo com Beutler (1985), um grande nimero de drogas e outros compostos
quimicos pode interferir na sintese de DNA dos seres vivos a eles expostos, resultando nas
conhecidas lesdes nucleares.

Nossos dados demonstraram que o herbicida atrazina, nas concentracdes testadas, ¢
capaz de interferir no material genético dos organismos a ele expostos, ocasionando
alteragdes nucleares. Estudos adicionais sdo necessarios para que possamos elucidar os
mecanismos exatos de como os compostos quimicos podem induzir a formagdo de
anormalidades nucleares. De acordo com Ghadially (1982), as alteragdes nucleares do tipo
“notched” e vacuolizagdo do nucleo devem estar, provavelmente, associadas as
aneuploidias. Ribeiro et al. (2003) consideram que as células com nucleos heteropicndticos
e vacuolizados estejam associadas aos processos de morte celular. Ja as células binucleadas
podem ter sido originadas devido a dificuldade da formagdo do fuso mitotico, ocasionada
pela a¢do aneugénica de compostos quimicos (CANEVARI, 1996).

Foram realizadas andlises em sistema-teste de Oreochromis niloticus para avaliar a
potencialidade de inducdo do efeito genotoxico de diferentes concentragdes do herbicida
atrazina (6,25 ug/l; 12,5 ug/l e 25 ug/l), por meio do ensaio de cometa. O ensaio do cometa
tem sido proposto como uma ferramenta eficiente no campo da genética toxicoldgica (TICE
et al., 1990; BETTI et al., 1993). Esse teste evidencia danos na molécula de DNA, pela
migracdo diferencial do material nuclear, quando submetido a eletroforese (ANDERSON et
al, 1998; MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998; NANTHAWAN, 2002).

Foram observadas nos eritrocitos de Oreochromis niloticus, tratados com as
diferentes concentragdes do herbicida atrazina, freqiiéncias significativas de danos na
molécula de DNA, quando comparadas com o controle. Além disso, existiu uma relagao
positiva de dose-resposta em todas as exposi¢des as concentracdes do herbicida atrazina

testadas.
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Nossos resultados demonstraram, através do ensaio de cometa, que as concentragdes
testadas do herbicida atrazina induziram efeitos genotoxicos em sistema-teste de
Oreochromis niloticus. Esses dados corroboraram com os estudos de Mitchelmore &
Chipman (1998), Nacci et al. (1996) e Belpaeme et al. (1996), os quais mostraram que o
ensaio de cometa em eritrocitos de peixes ¢ uma técnica eficiente para detectar a
genotoxicidade de compostos quimicos, ja que as células sanguineas sdo bastante sensiveis
aos efeitos das substancias toxicas. Darroundi & Natarajan (1993) e Mcnamee et al. (2000)
também afirmam a eficiéncia do ensaio de cometa como método para a avaliagao de danos
na molécula de DNA induzidos por quimicos.

A genotoxicidade da atrazina pdde ser confirmada através dos nossos estudos com
Oreochromis niloticus, para todas as concentragdes testadas. Assim, podemos inferir que
esse herbicida, pelo menos nas concentragdes de 6,25 ug/l, 12,5 ug/l e 25 ug/l, pode
ocasionar danos no material genético dos organismos expostos a esse quimico, podendo ser

potencialmente prejudicial, inclusive para o homem.

d. Analise dos efeitos mutagénicos

Para as andlises dos efeitos mutagénicos das diferentes concentragdes testadas do
herbicida atrazina, foram utilizados dois sistemas-teste, o Allium cepa ¢ o Oreochromis
niloticus. Esses sistemas-teste sdo reconhecidos como organismos eficientes na avaliagdo
de mutagénese ambiental, por varios autores.

O potencial de mutagenicidade das diferentes concentragoes testadas do herbicida
atrazina foi avaliado pela freqiiéncia de células aberrantes em meristemas de Allium cepa
(por meio do ensaio de aberragdes cromossomicas) € pela freqiiéncia de microntcleos em
eritrocitos de Oreochromis niloticus (por meio do ensaio do micronucleo pisceo).

Foram realizadas analises das células portadoras de aberragdes cromossdmicas, em sistema-
teste de Allium cepa, para avaliar a potencialidade mutagénica das diferentes concentragdes
testadas do herbicida atrazina (0,015ppm; 0,03 1ppm; 0,062ppm; 0,125ppm — concentragao
minima utilizada em campo) nos tratamentos de 20h e de 48h (recuperago). As aberragdes
observadas, para os dois tratamentos, nas células submetidas as diversas



Discussao Geral 97

concentragdes do herbicida, foram: anafase multipolar, pontes anafésica e/ou telofasica,
quebra cromossOmica na metafase e/ou na anafase, atraso anafdsico, micronucleo,
aderéncia cromossdmica, C-metafase, perda de material genético na profase, atraso
telofasico e perda cromossOmica na metafase e/ou na anafase. As freqiiéncias de células
aberrantes totais, observadas para todas as concentracdes testadas do herbicida atrazina,
para ambos os tratamentos (20h e recuperagdo), foram significativamente mais altas que a
freqiiéncia observada para o teste controle.

A concentragdo de 0,062ppm foi a que mais induziu alteragdes celulares, podendo
ser a mesma considerada, dentre as concentracdes testadas, como a concentracao
diagndstico de mutagenicidade, em sistema-teste de A/lium cepa, para o herbicida atrazina.

A concentracdo de 0,125ppm induziu uma freqiiéncia menor de células aberrantes
quando comparada a concentracdo de 0,062ppm do herbicida atrazina, o que pode ser
explicado devido a inibi¢do do indice mitdtico das células das raizes de Allium cepa e da
inducdo de morte celular devido a a¢dao do herbicida atrazina na sua concentragdo minima
utilizada em campo (VENTURA, 2002).

Decorrido o periodo de recuperacdo, foram observadas menores freqiiéncias de
células aberrantes em todos os testes realizados. Dessa maneira, o periodo de recuperagao
parece ter sido eficiente para minimizar o efeito mutagénico do herbicida, pois houve uma
diminui¢do das freqiiéncias de aberracdes ou, até mesmo, o desaparecimento de algumas
das aberragdes antes observadas.

Nossos dados sdo pioneiros quanto ao potencial de recuperacdo de danos
promovidos pela acdo do herbicida atrazina em células de Allium cepa.

Nossos resultados apontam a presenca de diversos tipos de aberracdes
cromossdmicas, nos diferentes testes realizados. Foi verificada a presenca de anafases
multipolares, as quais, segundo Rank & Nielsen (1997), ocorrem devido ao mau
funcionamento do fuso mitotico, distribuindo os cromossomos para mais de dois polos das
células.

Outras aberracdes cromossomicas encontradas, devido a a¢ao do herbicida atrazina, foram
quebras, atrasos e pontes cromossdmicas. Segundo Fiskesjo (1993), as quebras
cromossomicas podem causar pontes anafésicas, as quais podem ser originadas por
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translocagdes ou por terminagdes cromossOmicas coesivas. E possivel que as pontes
resultem, também, de aderéncias cromossomicas, podendo, neste caso, serem multiplas e
persistirem até a telofase. Quando as pontes cromossOmicas resultam de rearranjos
estruturais, elas podem deixar fragmentos cromossomicos (GIACOMELLI, 1999).

Também foi observada a presenca de micronticleos, que podem ter sido originados,
segundo Sudhakar et al. (1998), de um atraso cromossdmico na anafase, caracterizado por
um mau funcionamento do fuso ou ainda devido a presenca de fragmentos acéntricos.
Assim, agentes quimicos podem induzir microntcleos, por meio de distirbios do fuso ou de
quebras cromossomicas.

Assim como Sudhakar et al. (1998), nds sugerimos que, os micronucleos induzidos
pelo herbicida atrazina, podem ser formados pelos atrasos cromossomicos na anafase e por
fragmentos acéntricos. Porém, sugerimos ainda que, pelas nossas observagdes citologicas
que evidenciam a presenca de pontes cromossOmicas em anafase, os microntcleos
derivados de fragmentos acéntricos devem corresponder as regides teloméricas perdidas dos
cromossomos de A. cepa envolvidos na quebra.

A presenca de C-metéfases ¢ mais um indicativo da mutagenicidade do herbicida
atrazina. Nas C-metafases ou C-mitoses, o fuso nuclear ¢ completamente inativado, o que
significa que nenhuma placa equatorial torna-se organizada e, conseqiientemente, a divisao
do centromero ¢ atrasada ou até impedida. Desta forma, a presenga de células em C-
metafase, continuadamente, poderd conduzir a duplicagio do numero de cromossomos
dessas células. Um outro efeito da C-metafase ¢ a producdo de niimeros cromossomicos
varidveis, isto €, a producdo de células disploides. Entdo, um desvio muito grande em
relacdo ao numero cromossdmico normal induzira a um desbalango cromossomico, com
perda da viabilidade, inativagdo parcial ou completa do fuso nuclear e aumento da
contracdo cromossomica. Segundo Fiskesjo (1985, 1993), a C-metéafase deve ser referida
como um mecanismo causador de sérios danos, podendo ser incluida entre os parametros
para um screening de efeitos genotoxicos e mutagénicos.

Outra alteragdo encontrada foi a existéncia de metafases com aderéncia cromossomica.
Essa alteracdo também pode ter sido induzida pela inativacdo do fuso mitotico decorrente
da acdo da atrazina sob a célula, que decorre no impedimento da
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migracao cromossdmica para os polos. H4, entdo, um estacionamento da divisdo celular em
metafase, o que provoca aderéncias cromossdomicas. Segundo Giacomelli (1999), a
aderéncia cromossomica ¢ um fendmeno citogenético amplamente descrito em plantas.
Embora sua primeira descricdo tenha sido feita por Kdernicke, no inicio do século passado,
o termo stickiness foi empregado pela primeira vez em 1932, por Beadle, para descrever o
aspecto pegajoso de cromossomos de milho, em células que haviam sofrido uma mutagao
recessiva.

Foram realizadas andlises das células portadoras de micronucleos, em sistema-teste
de Oreochromis niloticus, para avaliar o potencial mutagénico das diferentes concentragdes
testadas do herbicida atrazina (6,25 ug/l; 12,5 ug/l e 25 ug/l). Foram observados nos
eritrocitos de Oreochromis niloticus, tratados com as diferentes concentragdes do herbicida
atrazina, freqiiéncias significativas de células com microntcleos, quando comparadas com
o teste controle. Além disso, existiu uma relagdo positiva proporcional de dose-resposta
para todas as concentragdes do herbicida atrazina testadas. A atrazina pode ter induzido a
formacao de micronucleos tanto por meio de distirbios do fuso como por quebras
cromossomicas.

Nossos resultados mostraram a alta freqiiéncia de micronucleos nos individuos de
O. niloticus expostos as diferentes concentragdes do herbicida atrazina, o que também pode
ser visto em outros estudos de morfologia nuclear de eritrdcitos de peixes expostos a outros
compostos quimicos (DAS & NANDA, 1986; HOSE et al., 1987; HUGHES & HEBERT,
1991). Dessa maneira, n6s concordamos com De Flora et al. (1993), que propuseram que o
teste de micronucleo pisceo ¢ uma ferramenta eficaz para a avaliagdo do potencial
mutagénico de substancias quimicas, especialmente daquelas que provocam respostas
clastogénicas em organismos expostos.

Nossos resultados corroboram com as afirmagdes de Longwell et al. (1983), Das &
Nanda (1986), Al-Sabti (1986), Hose et al. (1987) e Long & Buchman (1989), os quais
concluiram, em seus diferentes trabalhos, que o uso do teste do micronticleo pisceo ¢ um
eficiente indicador biologico de mutagenicidade devido a exposi¢dao quimica.

Os dados referentes a todos os ensaios aqui apresentados demonstram a potencialidade
citotoxica, genotoxica e mutagénica das diferentes concentracdes testadas do
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herbicida atrazina, a qual pode estar relacionada com problemas de descaracterizagcdo do

material genético dos organismos expostos a esse quimico.
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8. CONCLUSAO

- As andlises realizadas com as diferentes concentragdes do herbicida atrazina
testadas mostraram que houve a indugdo de efeitos citdtoxicos, genotoxicos e mutagénicos
nos sistemas-teste utilizados.

- Houve uma relagdo diretamente proporcional de dose-resposta para todas as
concentragdes testadas do herbicida atrazina nos sistemas-teste de Allium cepa e
Oreochromis niloticus.

- O periodo de recuperagdo mostrou-se eficiente para minimizar os efeitos
mutagénicos do herbicida atrazina, uma vez que a freqiiéncia de células aberrantes, em
sistema-teste de Allium cepa, diminuiu em todas as concentragdes testadas.

- A concentracdo de 25 ug/l do herbicida atrazina foi a que induziu uma maior
freqiiéncia de microntcleos, sendo considerada como potencialmente mais mutagénica que
as outras concentragoes utilizadas.

- Todas as concentracdes do herbicida atrazina utilizadas para o sistema-teste de
Oreochromis niloticus mostraram um alto potencial genotdxico, uma vez que induziram
significativas freqliéncias de anormalidades nucleares e de fragmentacdo do DNA dos
organismos expostos.

- Podemos considerar a concentra¢ao de 0,062ppm do herbicida atrazina como a dosagem
diagnostico para deteccdo de aberragdes cromossdmicas em células
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meristematicas de Allium cepa; e a concentragao de 6,25 ug/l do herbicida atrazina
como a dosagem diagnéstico para detec¢ao de micronticleos e anormalidades nucleares de
eritrocitos de Oreochromis niloticus. Essas concentragdes poderiam constituir um eficiente
indutor de alteracdes celulares e cromossomicas, podendo ser usadas em ensaios de
controle positivo.

- Acredita-se que as potencialidades citotoxica, genotoxica e mutagénica do
herbicida atrazina sobre os sistemas-teste utilizados, possam constituir um grande perigo a

satde dos organismos expostos a esse composto quimico.
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