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1. RESUMO

O controle de plantas daninhas é fundamental para a produgdo agricola, devido a sua
competicdo pelos fatores limitantes de crescimento (nutrientes, dgua, luz) e aos seus efeitos
alelopaticos. Pesticidas organicos sintéticos t€ém se tornado um importante elemento nas
praticas de produgdo agricola tecnificada, dando um grande impulso na industria
agroquimica em todo mundo. Os beneficios de tais produtos sdo claramente visiveis nos
substanciais aumentos na produtividade. No entanto, o destino final desses compostos
organicos, principalmente dos herbicidas, tém causado sérias preocupacgdes, pelo grande
volume utilizado. Preocupados principalmente com a possivel interacdo desses produtos
com o material genético dos organismos, nosso estudo visou compreender a acdo da
trifluralina, por ser este herbicida amplamente utilizado na agricultura. O presente estudo
aborda avaliacOes toxicoldgicas, de mutagenicidade, genotoxicidade e carcinogenicidade do
herbicida trifluralina. Também foram abordadas as caracteristicas quimicas, fisicas,
persisténcia, mobilidade, processo de degradacdo e mecanismos de acdo do herbicida.
Alguns dados foram obtidos junto as pesquisas realizadas na literatura cientifica disponivel
sobre o produto, mas a maioria das apresentacdes, aqui registradas, sdo decorrentes da
propria investigacdo realizada com a aplica¢do do produto em organismos testes. Os dados
obtidos foram comparados e discutidos, principalmente, com citacdes de autores
especialistas no estudo da acdo do produto e nas publicacdes da Agéncia de Protecdo
Ambiental Norte-Americana (USEPA). Aspectos da legislacdo brasileira dos agrotéxicos

também foram sucintamente abordados.

Palavras chave: Trifluralina, toxicidade, mutagenicidade, genotoxicidade, Allium cepa,

Oreochromis niloticus.
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2. ABSTRACT

The controlling of weed plants is fundamental for agricultural production, due to their
competition by the limiting factors of growing (nutrients, water, light) and due to their
alelopatics effects. Synthetic organic pesticides have becoming an important element in the
practice of technical agricultural production, resulting in a great impulse in agrochemical
industry around the world. The benefits from these products are clearly visible in the
substantial increasing in the productivity. Otherwise, the final destination of these organic
composts, mainly of the herbicides, have causing serious worrying because their high
volume. Preoccupation mainly with the possible interaction of these products with the
genetic organisms material, our study have the aim to examine the trifluralin action because
this herbicide is widely utilized in the agriculture. The present work also looks at the
toxicological interactions of mutagenicity, genotoxicity and carcinogenicity of the
trifluralin herbicide as well the chemical and physical features, persistence, mobility,
degradation process, and herbicide action mechanisms. Some data are from researches done
in the available scientific literature about the product, but the majority of the presentation
here reported is from our own investigation realized with the application of products in test
organisms. The data collected were compared and discussed mainly with report of expert
authors in the study of the action of the product and using publications in the United States
Environmental Protection Agency (USEPA). Aspects of Brazilian agrotoxic legislation

were also briefly discussed.

Key-words: Trifluralin, toxicity, mutagenicity, genotoxicity, Allim cepa, Oreochromis

niloticus.
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3. INTRODU(;AO

A agricultura praticada em nosso pais ainda € altamente dependente de insumos
quimicos, dentre os quais os agrotoxicos. Os agrotoxicos vém sendo usados por mais de
quarenta anos devido a sua eficdcia em controlar uma grande variedade de pragas, doengas
e plantas daninhas que infestam as lavouras, garantindo uma maior produtividade e,
conseqiientemente, um maior retorno econdmico da atividade agricola.

Sem o uso de agrotéxicos, a producdo e a qualidade dos alimentos seria
drasticamente afetada, como também haveria um comprometimento na disponibilidade de
alimentos que poderia levar a uma substancial alta nos precos dos produtos agricolas.
Embora os beneficios do uso de agrotoxicos sejam claros, muitos questionamentos sao
feitos sobre a real necessidade de sua utilizacdo, devido aos riscos que podem causar a
saude do consumidor e ao meio ambiente. Seus efeitos adversos, como o comprometimento
da saide da populacdo e a contaminacdo do meio ambiente, passam muitas vezes
despercebidos pela sociedade diante dos beneficios econdmicos gerados. No entanto, tem-
se observado, ao longo dos anos, que o uso indiscriminado dos agrotéxicos tem levado ao
aparecimento de residuos desses compostos nos diferentes compartimentos do meio
ambiente (dgua, solo e ar) e em produtos alimenticios. Devido a periculosidade que os agro
téxicos apresentam a saide humana e a manutencdo da biodiversidade, hd hoje uma

necessidade urgente de se intensificarem os estudos que possibilitem um monitoramento
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eficiente de possiveis contamina¢des ambientais. Tais estudos sdo fundamentais para que se
estabelecam estratégias visando a redu¢do dos riscos de contaminagdo. Ainda hoje, hd uma
escassez de informacgdes precisas sobre os mecanismos de acdo, as medidas de seguranca
para a aplicacdo de agrotéxicos, bem como sobre os seus efeitos sobre o ambiente e sobre a
satide humana.

Apesar da dificuldade em se estabelecer ligacdes diretas entre os efeitos ecolégicos
e a saude humana, o uso de espécies sentinelas, associadas aos problemas ambientais, € a
base para essa conexdo. A comunidade cientifica como um todo admite hoje que a satude
humana depende da saide ambiental e que a continua degradacdo do meio ambiente
ameaca a qualidade de vida da populagdo.

Muitos tipos de organismos sao utilizados como bioindicadores da avaliagao de
possiveis efeitos de contaminacdo natural ou de origem antropogénica. Em ambientes
aqudticos, moluscos, vermes bénticos, esponjas, anfibios e peixes tém sido utilizados como
biomonitores de toxicidade de poluentes. Plantas, particularmente Tradescantia, Allium
cepa e Vicia faba, tém sido utilizadas para a avaliacdo da polui¢do presente na dgua, no
solo e na atmosfera.

Estudos genéticos podem contribuir na compreensdo dos modos de a¢do de diversas
substancias. Os estudos dos processos pelos quais as células sdo mutadas, tanto
espontaneamente como por agentes ambientais, sdo extremamente importantes para a
manutencdo dos ecossistemas € do bem estar da humanidade. Atualmente, vdrias
ferramentas genéticas estdo disponiveis para o estudo de mutagenicidade e genotoxicidade,
pois constituem um suporte tecnolégico para o desenvolvimento de metodologias mais
eficientes que possam complementar dados ja existentes, ampliando os conhecimentos
sobre a complexidade genética e fisioldgica dos organismos. Essas ferramentas t€ém sido
utilizadas como recursos importantes para a deteccdo e caracterizagdo das potencialidades
de inducdo de danos genéticos por xenobiontes e para o entendimento de como esses

eventos ocorrem na complexidade dos organismos.
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4.0BJ ETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi:

- Investigar os possiveis danos celulares e genéticos, decorrentes da
exposicao a doses residuais do herbicida trifluralina nos organismos testes
Allium cepa (cebola) e Oreochromis niloticus (tilapia). Para esta
investigagdo, foram utilizados testes capazes de avaliar mutagenicidade do
herbicida tais como o teste de aberragdes cromossdmicas e o teste do
microndcleo. O ensaio do cometa também foi realizado em eritrdcitos
nucleados de Oreochromis niloticus com a finalidade de se avaliar a acdo
genotdxica do herbicida;

- Avaliar a sensibilidade dos testes e dos organismos utilizados como bons
bioindicadores na investigacao de xenobiontes;

- Contribuir com informagdes sobre os potenciais efeitos do herbicida
trifluralina sobre o meio ambiente, além de fornecer subsidios que possam

servir de alerta para possiveis efeitos sobre o homem.
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5. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Mutagénese ambiental
Os seres vivos estdo expostos as acdes de numerosos agentes potencialmente

téxicos. Estes agentes podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos e podem provocar efeitos
fisioldgicos, bioquimicos, patoldgicos e, em alguns casos, genéticos (ARNAIZ, 1995).

A toxicologia estuda a acdo de compostos quimicos e outros xenobidticos sobre 0s
organismos, com é&nfase especial nos efeitos adversos ou danosos (RAND &
PETROCELLI, 1985). A genética toxicoldgica tem por finalidade identificar e analisar a
acdo desses compostos em relacdo a sua capacidade de interagir com o material genético
dos organismos (AL-SABTI & METCALFE, 1995).

Pesquisas que investigam a acdo de agentes mutagénicos ambientais vém tendo
grande importancia, pois se sabe que, embora ocorram mutagdes espontaneas, a maior parte
delas € induzida por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, aos quais o homem pode estar
exposto (MATSUMOTO, 2004).

Os agentes mutagénicos sdo substancias que induzem alteragdes na molécula de
DNA, que podem ser corrigidas pelo proprio mecanismo de reparo das células. Alteragdes

ndo reparadas, ou reparadas erroneamente, originam mutacdes de ponto e/ou
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cromossdmicas (CONNOR & FERGUSSON, 1993), tais como quebras e "gaps" que
sao normalmente visualizadas em cromossomos metafdsicos. Na andfase, os tipos
aberrantes encontrados sdo geralmente quebras, perdas, pontes cromossOmicas e
multipolaridades. As quebras podem ser simples ou aos pares, € as pontes podem ser
simples ou miultiplas (NATARAJAN & OBE, 1982; PAVLICA et al., 2000;
MATSUMOTO & MARIN-MORALES, 2004). A maioria das substiancias quimicas
com potencial mutagénico € capaz de alterar o material genético em todas as fases do
ciclo celular, porém, para se fixarem como alteracdes cromossdmicas, necessitam de
mecanismo de replicagdo do DNA, logo apds a ocorréncia dessas alteracdes (OBE &
BEEK, 1982).

Muitos agentes mutagé€nicos induzem efeitos sobre nicleos eucrométicos, que
podem ser detectados citologicamente pela inibi¢do e interrupcdo do progresso da
divisao celular, aberracdes cromossdmicas numéricas e estruturais, troca de croméatides
irmés entre outros, utilizando diferentes organismos-testes como bactérias, plantas e
animais, tanto in vitro como in vivo (PENA, 1996).

Efeitos genotdxicos podem promover quebras no DNA, acarretando em perda de
material genético e mutagdes que inviabilizam a célula ou que decorrem em processos
carcinogénicos. Atualmente, a genotoxicidade € avaliada utilizando-se diversos testes
que incluem vdrios organismos e resultam em informagdes seguras e precisas, quanto a
potencialidade em causar lesdao no DNA.

Muitas técnicas estdo sendo desenvolvidas para avaliar o potencial mutagénico e
genotdxico de agentes poluidores, tais como: andlise de aberragdes cromossdmicas,
andlise de DNA “fingerprinting”, andlise da freqiiéncia de quebras na molécula de
DNA; ensaio do cometa; quantificacio dos adutos de DNA e teste do microntcleo
(McCARTHY et al., 1989; DEPLEDGE, 1996; MATSUMOTO et al., 2005).

Assim, dependendo da mutag@o a ser investigada e do tipo de material a ser
avaliado, € realizada a escolha do organismo e do teste mais adequado ao estudo
(MATSUMOTO, 2003).

O uso de bioensaios € eficiente para a identificacdo de toxicidade. Segundo
White et al. (1996) muitas fontes poluidoras sdo capazes de reduzir a sobrevida de um

organismo. A reducdo da sobrevida se deve aos danos causados no genoma das células
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somdticas e/ou germinativas. Esses danos t€m sido relacionados as desordens genéticas
e ao cancer.

Bioensaios com Salmonella (teste de Ames) sdo, freqiientemente, utilizados para
avaliagdo de mutagenicidade de agentes xenobiontes. Desde o advento destes testes,
muitas outras analises t€ém sido utilizadas para avaliar a mutagenicidade, sendo o DNA
o alvo desses estudos (WHITE et al., 1996).

Uma das mais antigas e utilizadas ferramentas para se realizar estudos de
avaliagdo de mutagenicidade € o teste de aberracdes cromossomicas. Esse teste, baseado
na citogenética classica, ¢ um dos poucos métodos diretos usados para mensurar
mutagdes em sistemas expostos a mutagenos ou carcinégenos potenciais (RANK et al.,
2002).

De acordo com Steinert (1996), o ensaio do cometa tem sido considerado um
teste sensivel para avaliar estresse citotdxico e genotdxico e pode detectar a influéncia
de um amplo espectro de agentes contaminantes.

O teste de SMART, que utiliza a espécie Drosophila melanogaster, além de
utilizar um organismo experimental eucaridtico, possibilita a deteccdo simultanea de
mutagdes génicas e cromossdmicas (GRAF et al., 1986; WURGLER & VOGEL, 1986).

O ensaio do microndcleo avalia, pela presenga de por¢des de cromatina
intracitoplasmadtica, a possibilidade de inducdo de quebras ou de perdas de
cromossomos inteiros, caracterizando a potencialidade mutagénica do agente estudado.
A técnica € aplicada, principalmente, em monitoramento da poluicdo ambiental e usa
diversos organismos testes (roedores, peixes e plantas, dentre outros) como

bioindicadores.

3.2. Aspectos da lei dos agrotéxicos
Segundo Grisolia (2005), o Brasil possui uma legislagdo especifica sobre os

agrotoxicos (Lei n°® 7.802/89), lei esta que regulamenta seu uso em todo o territorio.
Esta legislacdo apresenta pardmetros bem semelhantes aos das legislagdes dos paises
europeus, dos Estados Unidos e do Canadd, as quais prevéem a proibicio de um
agrotéxico que apresente caracteristicas de carcinogenicidade, mutagenicidade e
teratogenicidade, que provoquem distirbios hormonais ou danos no aparelho reprodutor

ou ainda apresentem caracteristicas que causem danos ao meio ambiente.
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Desde a implantagdo da lei dos agrotdxicos, hd 15 anos, nenhum agrot6xico no
Brasil sofreu qualquer tipo de restri¢do por apresentar as caracteristicas antes citadas. O
processo de registro completa-se apds as avaliacdes de eficdcia agrondmica pelo
Ministério da Agricultura, de toxicidade a saide humana pelo Ministério da Saide e de
periculosidade ao meio ambiente pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovéveis (Ibama), sendo o Ministério da Agricultura o 6rgao

registrante (GRISOLIA, 2005).

3.3. Contaminaciao ambiental por agrotoxicos
Os agrotéxicos s@o biocidas por natureza, isto €, sdo venenos utilizados na

agricultura para exterminar alguma forma de vida, aquelas que para o homem
constituem uma praga agricola. Assim, ndo hd agrotéxico inofensivo e nesse grupo
muito diversificado de compostos quimicos, alguns fungicidas, inseticidas e herbicidas
sdo extremamente agressivos ao meio ambiente e a saide humana (GRISOLIA, 2005).

O emprego dos agrotdxicos na agricultura resultou em um aumento consideravel
na produtividade mas, por outro lado, trouxe conseqiiéncias adversas ao homem, visto
que estes agentes estdo relacionados com uma variedade de doengas, incluindo o céncer,
assim como conseqiiéncias adversas ao ambiente. A priatica mundial do uso de
agrotéxicos, muitas vezes indiscriminada e abusiva, vem trazendo preocupagdes as
autoridades publicas e aos envolvidos com saide e sustentabilidade de recursos
naturais, em conseqiiéncia da contaminagao ambiental (UETA et al.,1998).

Inimeros trabalhos tém revelado a presenca de niveis alarmantes de agrotoxicos
no ecossistema (PARSONS & WITT, 1989). Dentre os efeitos nocivos ao ambiente
pode-se citar a presenca de residuos no solo, na dgua, no ar, nas plantas e animais. Além
da contaminacdo do meio ambiente, estes residuos podem chegar ao homem através da
cadeia alimentar e ocasionar danos a saide (EDWARDS, 1973).

Os efeitos mutagénicos derivados da agdo de agrotéxicos podem ser diversos,
tais como reagdo direta com o DNA nuclear, incorporagdo no DNA durante a replicacio
celular, interferéncia na divisdo celular mitética ou meidtica, decorrendo em divisdes
incorretas da célula (VEIGA, 1995).

A avaliacdo dos niveis de contaminacio terrestre por agrotoxico envolve a

utilizacdo de espécies silvestres, como roedores, marsupiais, répteis e anfibios, como
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bioindicadores. Nesses animais pode-se estudar as freqiiéncias de aberracdes
cromossOmicas, as lesdes neuroldgicas, a fertilidade e a ocorréncia de tumores
associados a deteccdo, por espectrofotometria ou cromatografia, de residuos no sangue
ou nos tecidos, além de detectar danos no DNA, por meio do ensaio do cometa
(GRISOLIA, 2005).

Os impactos dos agrotoxicos sobre a biota do solo variam de acordo com as suas
caracteristicas fisicas e com o tipo de microflora. A meia-vida do agrot6xico no solo e o
risco de contaminacdo do lencol fredtico dependem também da interacdo de diferentes
fatores, como: estrutura molecular, intensidade de aplicag@o, caracteristicas fisicas e
microbioldgicas do solo e vias de degradacdo do agrotoxico (GRISOLIA, 2005).

Hayes et al. (1995) relataram a incidéncia de linfomas malignos em céaes
expostos ao herbicida acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D). Os caes expostos ao 2,4-D
apresentaram residuos do herbicida na urina. A exposi¢do decorreu do fato de que nos
Estados Unidos o 2,4-D € muito utilizado na manuten¢do de gramas em jardins, quintais
e patios.

Em relacdo a dgua, embora a agricultura seja apenas uma das inimeras fontes
ndo-pontuais de poluicdo, geralmente € apontada como a maior contribuinte de todas as
categorias de poluentes (EDWIN, 1996). Uma vez na 4gua, dependendo das
caracteristicas fisico-quimicas, o residuo do agrotéxico pode tanto se ligar ao material
particulado em suspensdo, como se depositar no sedimento do fundo ou ser absorvido
por organismos, podendo entdo ser detoxicados ou acumulados (NIMMO, 1985).
Existem diversos estudos na literatura para se determinar a presenga de agrotoxicos em
dguas superficiais e subterraneas (MALLET & MALLET, 1989; DURAND &
BARCELO, 1989; BARCELO, 1994; BARCELO et al., 1996), além de estudos sobre
os efeitos de herbicidas sobre organismos aquéticos (TUNDISI, 1990; RODRIGUES,
1993).

Os quimicos utilizados na agricultura podem chegar aos rios carregados pelas
chuvas, por despejos industriais e urbanos e por assoreamento do solo (YAMAGISHI et
al., 1981; OHYAMA et al., 1986). Além disso, os agrotoxicos podem alcancar os
ambientes aqudticos por aplicacdes intencionais ou por deriva e escoamento superficial,

a partir de dreas que sofreram aplicacdes diretas desses produtos (EDWARDS, 1973).
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Os agrotoxicos presentes em corpos d'dgua podem penetrar nos organismos
aquadticos através de diversas portas de entrada. O grau de acumulagdo desses produtos
depende do tipo de cadeia alimentar, da disponibilidade e persisténcia do contaminante
na dgua e, especialmente, de caracteristicas fisicas e quimicas que possuem (SPACIE &
HAMELINK, 1985). Os peixes e invertebrados podem acumular os agrotéxicos em
concentragdes muito acima daquelas encontradas nas dguas nas quais eles vivem, pois
estes compostos podem se ligar ao material particulado em suspenséo e serem ingeridos
pelos organismos aquaticos (NIMMO, 1985), dentre outros processos. Vdrios paises,
principalmente aqueles em desenvolvimento, tém sofrido com os problemas derivados
dos efeitos adversos dos compostos quimicos encontrados nos ecossistemas, que vem
influenciando na sobrevivéncia de organismos aqudticos como, por exemplo, os peixes

(PARKINSON & AGIUS, 1988).

3.4. Allium cepa como organismo teste
Vegetais superiores sdo sistemas genéticos freqlientemente utilizados para o

monitoramento de poluentes ambientais. Atividades mutagénicas de quimicos podem
ser analisadas em diferentes sistemas testes vegetais como em Allium cepa, Arabidopsis
thaliana e Hordeum vulgare. Por meio desses sistemas vegetais podem ser realizados
ensaios de aberragGes cromossdmicas e testes citogenéticos (CONTE et al., 1998;
TIMBREL, 1999; RANK et al., 2002). Bioensaios com plantas t€m sido considerados
mais sensiveis e mais simples quando comparados com bioensaios que utilizam
animais. Esses organismos-teste tém sido validado em estudos de colaboragdo
internacional entre os "United Nations Environmental Program" (UNEP), "World
Health Organization" (WHO) e "US Environmental Protection Agency" (USEPA), que
provaram a eficiéncia destes organismos para o monitoramento de mutagenicidade
causada por poluentes ambientais (MENKE et al., 2001 e GRANT, 1999). Os vegetais,
por serem receptores bioldgicos diretos de agrotoxicos, constituem, portanto, um
importante material para testes genéticos e de monitoramento desses contaminantes
(MA et al., 1995).

Vegetais superiores sdo atualmente reconhecidos como excelentes indicadores
de efeitos genotdxicos e mutagénicos de ambientes com presenca de substincias

quimicas (SHARMA & PANNEERSELVAN, 1990).
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Para o estudo de mecanismos bdsicos e determinag¢do dos efeitos de alguns
quimicos, Allium tem sido um sistema-teste bastante utilizado. Entre as espécies de
Allium, Allium cepa (cebola) é a mais indicada como material-teste padrdo pela “Royal
Swedish Academy of Science” (FISKESJO, 1985) e pelo “Gene-Tox Program”
(GRANT, 1982). A espécie Allium cepa tem sido, freqiientemente, utilizada para se
determinar efeitos citotéxico, mutagénico e genotdxico de vdrias substincias (GRANT,
1982; FISKEJO, 1985; MATSUMOTO, 2004), sendo utilizada como um organismo
padrdo para testes rapidos (SMAKA-KINCL et al., 1996), por apresentar boa correlacio
com sistemas teste de mamifero (GRANT, 1982; RANK & NIELSEN, 1993;
CHAUHAN et al., 1999). Alteracdes cromossdmicas em Allium cepa podem ser
observadas em qualquer fase do ciclo celular e sdo consideradas evidéncias de efeitos
mutagénicos promovidos por agentes clastogénicos ou aneugénico, classificados de
acordo com o tipo de alteracdo induzida (VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002).

O teste do Allium cepa é um teste confidvel para biomonitoramentos de cito e
genotoxicidade para diferentes substincias quimicas. Ma et al. (1995), usando de testes
in situ com células meristematicas de Allium e Vicia faba, concluiram que esses
materiais constituem uma eficiente ferramenta para monitoramento ambiental.

Allium cepa tem sido indicada como um eficiente organismo-teste de
citotoxicidade e mutagenicidade, devido as caracteristicas que possui na sua cinética de
proliferagdo, pelo crescimento rdpido de suas raizes, pelo grande nimero de células em
divisdo, pela sua alta tolerdncia a diferentes condi¢cdes de cultivo, pela sua
disponibilidade durante o ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir cromossomos
em niimero reduzido (2n=16) e de grande tamanho (FISKESJO, 1985; QUINZANI-
JORDAO, 1987).

O uso do Allium cepa como material-teste foi originalmente introduzido por
Levan em 1938 (FISKESJO, 1985; RANK & NIELSEN, 1993) e, a partir dai, tem sido
utilizado para avaliar e classificar a toxicidade de quimicos presentes no meio ambiente
(FISKESJO, 1985). 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), dentre outros. Testes com Allium cepa sio adequados por

oferecer parametros macroscopicos como turgescéncia, mudanca de cor, formato,
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textura, espessura € comprimento da raiz, e pardmetros microscopicos como andfases
prematuras, aderéncias cromossomicas, pontes, fragmentagdo e perdas cromossomicas,
C-mitoses e micronucleos, que podem se caracterizar em evidéncias ou até indicadores
de eventuais mutacdes no contetido genético celular.

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 correlacdo com os
resultados obtidos com outros sistemas-teste de mamiferos (GRANT, 1982). Para
Chauhan et al. (1999), o Allium cepa € um dos melhores sistemas-teste ja estabelecido,
sendo rotineiramente utilizado para avaliar o potencial genotdxico de quimicos no
ambiente, devido a sua sensibilidade e boa correlagdo com sistemas-teste de mamiferos.

Segundo Fiskesjo (1985), resultados positivos obtidos pelo teste de Allium cepa
devem ser considerados como uma indica¢do de que o quimico testado também pode
causar danos biol6gicos em outros organismos.

Os cromossomos de plantas tém ajudado na pesquisa do cancer (LEVAN, 1951).
Por essa razdo o teste de Allium t€m tido grande importancia, uma vez que promove um
diagnéstico rdpido sobre reacdes causadas por agrotoxicos, cujo produto quimico pode

ser arriscado para saide humana (BUSHRA et al., 2002).

3.5. Teste de aberracoes cromossomicas em Allium cepa
A avaliacdo da genotoxicidade de quimicos perigosos/danosos tem sido feita hé

muitos anos, por meio de testes com vegetais superiores (RANK, 2002). Durante a
década de 30, Levan (1938) demonstrou que a colchicina poderia causar distirbios no
fuso mitético, levando a uma poliploidizacdo em células meristematicas de raizes de
Allium. Posteriormente, Levan (1945) demonstrou que varias solucdes de sais
inorganicos induziam diferentes tipos de aberracdes cromossOmicas em células de
meristemas radiculares de Allium cepa. Desde entdo, muitos novos testes de
mutagenicidade utilizando microorganismos, linhagens celulares de mamiferos e outros
sistemas bioldgicos tém sido desenvolvidos, mas os testes com vegetais ainda sdo
utilizados, rotineiramente, em muitos laboratérios em todo mundo, como indicadores de
potencial mutagénico de diversos agentes. Além disso, ensaios com vegetais sdo uteis

para se testar amostras ambientais complexas como esgoto (GROVER & KAUR, 1999),
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dguas de rios (RANK & NIELSEN, 1998), e solos contaminados (CHANG et al., 1997;
KOVALCHUCK et al., 1998; COTELLE et al., 1999).

Alguns dos ensaios vegetais realizados com Allium cepa, Vicia faba e
Tradescantia paludosa, que foram utilizados nos estudos dos efeitos mutagénicos das
radiagOes ionizantes e de mutagenos quimicos, sdo hoje empregados para se avaliar a
mutagenicidade/clastogenicidade de poluentes ambientais (GROVER et al.,, 1999).
Estudos realizados por Grover et al. (op cit.), mostraram que 0s ensaios com vegetais
apresentam resposta positiva, com relacdo aos poluentes. Esses autores avaliaram os
efeitos genotdxicos de pesticidas, utilizando vegetais e mamiferos como organismos
testes. Nestes estudos eles observaram existir uma correlacdo significativa (91,5%) entre
os dois sistemas. A eficicia do sistema teste vegetal foi também registrado por
Constantin & Owens (1982).

Testes de Aberracdes cromossOmicas, utilizando-se Allium, padronizados por
Fiskejo (1985), sdo realizados desde o final da década de 30. Esse teste constitui em um
ensaio muito sensivel e confidvel para monitoramento ambiental. Ele é baseado na
avaliag@o do potencial genotéxico e mutagénico de substancias quimicas em espécies do
género Allium por meio do registro da atividade mitdtica (indice mitdtico) e
anormalidades no ciclo celular de células meristematicas das raizes dessas plantas
(VIDAKOVIE-CIFREK, 2002).

Diferentes espécies de Allium tém sido utilizadas como sistemas testes
biolégicos para se estudar efeitos de poluentes ambientais, tanto decorrentes de agdo de
substancias quimicas (GRANT, 1982; FISKEJO, 1988) como por radioatividade
(KOVALCHUCK et al., 1998; EVSEEVA & KHRAMOVA, 2002). A espécie mais
freqiientemente utilizada para a realizacdo dos testes de aberracdes cromossdmicas € o
Allium cepa, pelo consistente conhecimento da duracdo do seu ciclo celular e da sua
reacdo a muitos agentes mutagé€nicos (EVSEEVA, 2003).

Os testes de aberragdes cromossdmicas com Allium cepa fornece um rapido
exame dos efeitos toxicos de substincias quimicas complexas e de {ons
metdlicos.(FISKEJO, 1985; GRANT, 1982; FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1993;
FISKEJO, 1993; GRANT, 1994; NIELSEN & RANK, 1994). Ele foi o primeiro dos
nove ensaios com vegetais avaliados pelo Programa Gene-Tox da Agéncia de Protecdo

Ambiental dos Estados Unidos (GRANT, 1994, CONSTANTIN & OWENS, 1982).
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Este teste tem sido amplamente utilizado, principalmente, para se monitorar os impactos
derivados de emissdo de efluentes em rios (FISKEJO, 1993; RANK & NIELSEN, 1994;
SMAKA-KINCL et al., 1996).

A contagem da incidéncia de aberracdes cromossOmicas e de microndcleos em
células de meristemas radiculares fornece um método facil para se estudar os efeitos de
diferentes agentes mutagénicos como compostos de mercurio, selénio, zinco e cddmio,
bem como de pesticidas (FISKEJO, 1979; FISKEJO, 1988; GULATI et al., 1994;
BORBOA & DE LA TORRE, 1996). Curiosamente, a eficiéncia do teste de
micronicleo, realizado com células de raizes de Allium cepa, para se detectar a
clastogenicidade dos raios-X foi superior a encontrada para o teste com Vicia faba (MA
et al., 1995).

Testes realizados com Allium cepa tem recebido uma atencdo especial,
principalmente apés ter sido adaptada para se avaliar efeitos de poluentes do solo e da
dgua como, por exemplo, os dcidos clorofenoxiacéticos e clorofendis (FISKEJO et al.,
1981), o aluminio (BERGGREN & FISKEJO, 1987), os sais de metais pesados (LIU et
al., 1995) e outras substancias quimicas derivadas de efluentes industriais (FISKEJO,
1985; VIDAKOVIC et al., 1993) e de atividade agricola (FRANEKIC et al., 1994;
GROVER et al., 1997).

3.6. Peixes como organismo-teste
Segundo Powers (1989), os peixes retinem caracteristicas que os tornam

excelentes modelos experimentais para estudos de toxicologia aquitica, em que sio
particularmente utilizaveis, pois alertam sobre o potencial de perigo de substancias
quimicas ou para a possibilidade da polui¢cdo ambiental.

Além disso, os peixes acumulam substancias quimicas por exposicdo direta aos
quimicos presentes nas dguas dos rios e mares, ou através da cadeia alimentar do
ecossistema de maneira indireta (ATEEQ et al., 2002).

De acordo com Harshbarger & Clark (1990), a possibilidade dos peixes serem
mantidos em laboratério e facilmente expostos a substancias toxicas, de maneira similar
aos vertebrados superiores, permitem sua utilizacdo para a avaliacdo da presenca de
substancias que tenham o potencial de causar efeitos teratogénicos e carcinogé€nicos em

humanos.
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Atividades genotdxicas em peixes podem ser avaliadas usando uma variedade de
“end-points”, incluindo a inducdo de adutos de DNA (SIKKA et al., 1990; STEIN et al.,
1993), andlises de quebras de fita simples usando ensaio do cometa (SHUGART et al.,
1992) e acao mutagénica por meio do teste do microntcleo.

Uma variedade de espécies de peixes € extensivamente utilizada também para
estudos de carcinogenicidade. Dentre as espécies mais utilizadas estdo a truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) e o medaka japonesa (Oryzias latipes) (METCALFE, 1989).

De acordo com Alves-Costa (2001), as espécies Oreochromis niloticus (tilapia) e
Hoplias malabariscus sao excelentes sistemas-teste para ensaios laboratoriais realizados
para a investigacdo da toxicidade de substdncias contaminantes em ecossistemas
aquaticos. Oreochromis niloticus é uma importante espécie de peixe comercializavel do
sudeste do Brasil, particularmente do estado de Sdo Paulo. E também uma espécie
comumente encontrada em estudrios pelo mundo todo, conhecida por responder,

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

3.7. Teste do micronicleo
Para Landolt & Kocan (1983) e Heddle et al. (1983), uma das mais promissoras,

baratas e rdpidas técnicas de avaliagdo de mutagenicidade € o teste do microndcleo.
Microntcleos sdo massas de cromatina com aparéncia de um pequeno nicleo, resultante
da condensacdo de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou cromossomos inteiros que
atrasaram sua migracdo para os pdlos na andfase (SCHMIDT, 1976; AL-SABTI &
METCALFE, 1995). Alguns autores, baseados em andlises com linfécitos humanos,
sugerem que o DNA excedente na célula, eventualmente, forma um broto originando
um microntcleo que € expulso sob a forma de uma “mini cell” (SHIMIZU et al., 1998).

Embora o microntcleo possa se originar espontaneamente, a sua indugdo é
comumente utilizada para se detectar danos no material genético, resultantes de
exposi¢do a um agente mutagénico (HEDDLE et al., 1983).

De acordo com Stopper & Miiller (1997) uma das causas do aparecimento de
células micronucleadas seria a inducdo de alteragdes na maquinaria mitética,
principalmente, alteracdo no fuso e no cinetécoro.

A ocorréncia de microndcleos, segundo Macgregor et al. (1987), Hayashi et al.

(1994), Walker et al. (1996), tem sido utilizada como indicativo de efeitos clastogénicos
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(quebras no DNA) e de efeitos aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacdo
cromossomica anormal).

Tem sido demonstrado que distirbios no aparato mitético (fuso, cinetocoro) e
funcionamento incorreto da enzima topoisomerase Il podem estar envolvidos na formacao
de micronicleos (STOPPER & MULLER, 1997). De acordo com Sheaf et al. (1991), os
micronudcleos podem ser induzidos por eventos que atuam como inibidores do sistema de
reparo. Essa afirmacdo estd de acordo com Weirich-Schwaiger et al. (1994), que
salientaram que, além da correlagdo com a capacidade de reparo celular, também a idade
da célula pode influenciar na freqiiéncia de microntcleos em fibroblastos humanos.

Como citado anteriormente, os microntcleos podem também ser formados pela
perda de um cromossomo inteiro. Neste caso esse microntcleo é decorrente de dano no
aparelho mitético da célula (fuso mitético, cinetécoro ou centrdmero) ou dano na
propria estrutura cromossomica (FENECH, 2000; RIBEIRO, 2003).

A utilizacdo de técnicas moleculares, como sondas especificas para a regido
centromérica do cromossomo ou anticorpos anticinetocoro, permite distinguir
micronucleos originados de fragmentos acéntricos ou de cromossomos inteiros que nao
foram incluidos no nicleo principal da célula (RIBEIRO, 2003).

As conseqiiéncias da formac¢do do micronicleo, produzido espontaneamente ou
por indugdo, podem ser um passo tanto para uma transformag@o neopldsica como para a
eliminag@o do dano genético. A inclusdo de um gene supressor de tumor no micronicleo
e a subseqiiente inativagdo ou perda do mesmo poderia gerar neoplasia e, portanto, ser
um passo para a carcinogénese (STOPPER & MULLER, 1997). Entretanto, os autores
ainda afirmam que se a célula micronucleada morrer, se o microntcleo for reintegrado na
cromatina ou se a cromatina no microndcleo estiver acessivel para a transcricdo, a
formagdo do microntcleo pode ndo se caracterizar em evento precursor de carcinogénese.

De acordo com Kramer et al. (1990), os micronucleos sdo capazes de sintetizar
DNA, porém nio esté claro se a informacdo genética dentro do microntcleo € acessivel
para a célula. Segundo Obe & Beek (1982), micronicleos decorrentes de aberracdes
cromossdmicas t€m um ciclo celular retardado em relacdo ao nicleo principal.

Se o microndcleo contém cromossomos inteiros e a sintese de DNA no

micronucleo for sincronica com a sintese de DNA no nucleo principal, a reintegracio do
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cromossomo contido no microntdcleo ao genoma nuclear parece possivel (GUSTAVINO
et al., 1994).

Tem-se discutido por Stopper & Miiller (1997) que a formacdo de microndcleos
pode ser uma maneira de eliminac¢do de dano genético. Estudos realizados por Von-Hoff
et al. (1992) em tumores humanos, descreveram a presenca de oncogene amplificado
nesses tumores, geralmente presentes em elementos acéntricos extracromossomicos. A
eliminagdo desses elementos poderia ser acelerado pela formagéo de micronticleos.

O teste do microndcleo foi originalmente desenvolvido como um teste que
utilizava eritrécitos policrométicos de medula dssea de roedores (SCHMIDT, 1976) e
mais tarde estendido a eritrécitos circulantes (MACGREGOR et al., 1980). Esse teste
tem sido também aplicado, com sucesso, em eritrocitos de peixes. Hayashi et al. (1998)
descrevem o teste do microndcleo como uma técnica vantajosa, pelo fato de poder ser
usado em qualquer populacdo celular em proliferacdo, sem que seja necessirio o
conhecimento prévio de seu caridtipo.

Os eritrécitos de peixes sdao especialmente preferidos para esse teste, pois sendo
nucleados, os microniicleos podem ser marcados facilmente como um resultado de
atividade clastogénica (AL-SABTI & METCALFE, 1995). Eritrocitos de sangue
periférico de Oreochromis niloticus sao utilizados para detectar a presenca de
mutidgenos ambientais, através do teste de microndcleos (GRISOLIA et al., 2001).

Os ensaios de micronucleos, especificamente em peixes, representam um meio
sensitivo de medida de atividade genotdxica no laboratério e no campo. Varios estudos
tém mostrado que eritrocitos periféricos de peixes t€m uma alta incidéncia de
micronudcleos apds exposi¢do de diferentes poluentes no campo e em condicdes de
laboratério (HOOFTMAN & DE RAAT, 1982; AL-SABTI, 1986; DAS & NANDA,
1986; CROSS & HOSE, 1986; HOSE et al., 1987; METCALFE, 1988; AL-SABTI &
HARDIG, 1990; AL- SABTI, 1991; HUGHES & HEBERT, 1991; UEDA et al., 1992;
SCHULTZ et al., 1993; AL-SABTI et al., 1994; AL-SABTI, 1994). Os tecidos
relacionados a hematopoiese, em funcdo da necessidade da reposicdo constante das
células sangiiineas, apresentam elevada freqiiéncia de divisdes celulares, sendo as
células oriundas deste tecido bastante indicadas para a aplicagdo do teste do

micronucleo in vivo.
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Atualmente, uma grande variedade de organismos, como invertebrados aquéticos,
anfibios e peixes t€m sido utilizados para testes do microntcleo in vivo (CAVAS &
ERGENE-GOZUKARA, 2003; FERRARO et al., 2004).

Ateeq et al. (2002), utilizando eritrécitos de peixe-gato (Clarias batrachus) para a
avaliagdo toxica dos herbicidas 2,4-D e butacloro, observaram um aumento significativo
da freqiiéncia de micronucleos e de células alteradas apds exposicdo desses organismos a
esses agentes. Esses resultados mostram que o teste do micronticleo em eritrdcitos de
peixe parece ser uma ferramenta sensivel para a avaliacdo da acdo de agrotoxicos sob

material genético dos organismos.

3.8. Ensaio do cometa
Considerada por Monteith & Vanstone (1995) como uma das melhores

ferramentas para o biomonitoramento ambiental, o ensaio de cometa, pode ser utilizado
para se avaliar danos em células em prolifera¢do ou ndo, in vivo ou in vitro e podem ser
aplicadas com o propoésito de andlises genotoxicoldgicas.

O ensaio do cometa ¢ particularmente uma técnica valiosa e barata, que permite
a deteccdo de diferentes respostas celulares ao dano e reparo de DNA, em qualquer
populagdo de células eucaridticas que pode ser obtida por uma suspensdo simples
(SASAKI et al., 1997; KOSZ-VNENCHAK & ROKOSZ, 1997; MITCHELMORE &
CHIPMAN, 1998). A técnica requer pequenas amostras celulares (1-10.000 células) e
os resultados podem ser obtidos em um dnico dia. Ostling & Johanson (1984) e Olive et
al.(1990) tém mostrado que a sensibilidade do ensaio do cometa em detectar danos em
células simples € compardvel a outros métodos de avaliacdo, 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; MATSUMOTO et al., 2005).

O ensaio do cometa, por ser considerado sensivel, rdpido, econdmico, além de
requerer poucas células para a sua execucdo (MICHELMORE & CHIPMAN, 1998;
SASAKI et al., 1997; KOSZ-VNENCHAK & ROKOSZ, 1997), tem sido indicado
como um método para se detectar mudancas muito pequenas na estrutura do DNA,
célula a célula, tais como as atividades de reparo, o modo de seu empacotamento e a sua

integridade (KOPPEN et al., 1999).
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Ostling & Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica, de
eletroforese em gel para detectar danos de DNA na taxa de células tnicas. Nessa
técnica, as células embebidas em agarose foram colocadas em uma limina de
microscopia, lisadas por detergentes e sais, € o seu DNA liberado para ser submetido a
eletroforese sob condi¢des neutras. As células com uma alta freqiiéncia de quebras
duplas do DNA mostraram uma migracdo crescente de DNA em dire¢do ao anodo. A
migracdo de DNA foi quantificada por colora¢do com brometo de etideo e pela medida
da intensidade da fluorescéncia de duas posicdes fixas, dentro do padrdo de migracio,
usando fotdmetro microscopico. As condicdes neutras usadas limitaram a utilidade 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 unica (SCGE-single cell gel electrophoresis), sob condig¢des
alcalinas. Essa técnica evidencia a ocorréncia de quebras em cadeia simples do DNA. A
visualizag¢do subseqiiente da mobilidade dos fragmentos de DNA nuclear tornou-se um
meio bastante adequado para se detectar danos no DNA de células tnicas. Os protocolos
para o ensaio do cometa variam entre laboratérios, porém, recentemente, Macnamee et
al. (2000) propuseram modificacdes nos métodos ortodoxos de célula tnica, fazendo
com que varias células fossem processadas de uma sé 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
do cometa convencional.

A simplicidade e a reproducdo da técnica do cometa, bem como a rapidez de
resposta associada aos danos sofridos pelo DNA, torna o uso desse ensaio largamente
aplicdvel para a avaliacdo da genotoxicologia ambiental (RIBAS et al., 1995). Assim,
embora este método permita quantificar o dano em células individuais e detecte quebras
de fita simples, associadas com a perda de super empacotamento, também pode ser
possivel o seu uso para detectar a presencga de ligacdes cruzadas (OLIVE et al., 1990).

Michelmore & Chipman (1998) concluiram que o ensaio de cometa é um
método adequado como biomarcador ndo especifico de genotoxicidade em peixes e
outros organismos aqudticos, destacando a sensitividade das células sangiiineas destes

animais aos efeitos genotdxicos.
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Durante a tltima década, o ensaio do cometa foi extensivamente utilizado como
uma ferramenta basica em muitas dreas de pesquisa, sendo aplicadas como metodologia
de biomonitoramento ambiental, avaliacdo dos efeitos da radiacdo sobre os organismos,
investigacdo de processos de reparo do DNA e ecotoxicologia genética. Frenzilli et al.
(2000) utilizaram o ensaio do cometa para a validacdo dos efeitos genotoxicos de 18
compostos quimicos, revelando sua eficiéncia na identificacdo de agentes genotdxicos.
Os mesmos pesquisadores também demonstraram que a produgdo de quebras nas fitas
do DNA pode ser correlacionadas com as propriedades mutagénicas e carcinogénicas
dos poluentes ambientais.

Garaj-Vrhovac & Zeljezic (2002) mostraram em estudo sobre a influéncia de
uma mistura complexa de herbicidas em trabalhadores ocupacionalmente expostos, que
o ensaio do cometa mostrou ser uma técnica sensivel, para avaliacdo deste tipo de
quimico, capaz de detectar quantidades significativas de quebras no DNA (p<0,001),
permitindo aos autores sugerir que uma exposi¢do, a longo prazo, aos pesticidas
testados poderia causar danos no genoma em células somdticas e, portanto, representaria

um perigo potencial a saide humana.
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RESUMO

O presente estudo traz informacdes gerais sobre os agrotdxicos, tais como conceitos,
classificacdoes de toxicidade e de periculosidade ambiental além de discorrer sobre a
utiliza¢do indiscriminada de herbicidas o que caracteriza uma das maiores preocupacoes
dos pesquisadores, uma vez que essa substidncia quimica é a mais utilizada dentre os
agrotoxicos no mundo todo. Dentre os herbicidas, a trifluralina, um herbicida da familia das
dinitroanilinas amplamente utilizado no controle de ervas daninhas € vista com mais
detalhes, sendo destacada a sua caracterizagdo, seu modo de acdo e efeitos em sistemas
organicos. As caracteristicas quimicas e fisicas dessa substincia sdo aqui apresentadas,
assim como sua degradacdo, mobilidade, persisténcia no solo, concentragdes permitidas e
concentracdes encontradas no ar e na dgua. A trifluralina € tida como uma substancia que
interfere na polimerizacdo dos microtibulos, impedindo, desta forma, a divisdo mitética
dos organismos para os quais € toxica. Neste estudo sdo discutidas duas atuacdes do
herbicida que levam a interferéncia na formagdo do microtibulo. A primeira, € mais
conhecida, trata da formacdo do complexo herbicida-tubulina e a segunda sobre a possivel
interferéncia do herbicida na regulacio dos niveis do cdlcio citoplasmatico. O efeito toxico,
citotoxico, genotdxico e mutagé€nico também sao destacados neste artigo. O objetivo dessa
revisao foi resumir, em um unico documento, informacdes importantes sobre uma das
substancias quimicas mais empregadas na agricultura e discutir, a partir das informagdes
obtidas, seu mecanismo de a¢do e seus possiveis efeitos sobre os organismos.

Palavras chave: Trifluralin, meio ambiente, toxicidade, mutagenicidade, genotoxicidade,

carcinogenicidade, microtibulo e mitose.
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1. INTRODUCAO

O uso de substancias quimicas para controlar doengas, pragas e plantas daninhas da
agricultura teve seu inicio no final do século X1X, mas, somente apds a Segunda Guerra
Mundial, essa pratica seguiu critérios mais cientificos (LORENZI, 1990). De acordo com
os alvos contra os quais sdo destinados, os produtos quimicos usados na agricultura sao
denominados de inseticidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas, entre outros (KOTAKA e
ZAMBRONE, 2001).

O conjunto de produtos quimicos, acima referidos, recebe as denominacdes de
defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas, produtos fitossanitdrios ou agrotéxicos (este
ultimo restrito ao Brasil, por for¢a da Lei n. 7.802/89) (KOTAKA e ZAMBRONE, 2001).

De acordo com a Lei 7.802, de 11 de julho de 1989, art. 2° inciso I, agrotéxicos sdo:
a) "Produtos e ou agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preservd-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos"; b) "substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (MACHADO, 2001).

Todos os agrotoxicos t€m a propriedade comum de bloquear um processo
metabodlico vital de organismos indesejdveis, para os quais sdo toxicos. Estes quimicos
agem diretamente em um organismo indesejavel, eliminando-o ou controlando-o de alguma

maneira, como, por exemplo, interferindo em seu processo reprodutivo (BAIRD, 2002).
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Desde a sua introdugdo, os agrotéxicos vém caracterizando um problema, em
potencial, para a saide humana. Quanto a ingestdo de alimentos contaminados com esses
produtos, sabe-se que cerca da metade dos alimentos consumidos nos Estados Unidos,
contém niveis mensurdveis de, no minimo, um agrotéxico. Por essa razao, muitos deles
foram banidos ou tiveram seu uso limitado (BAIRD, 2002).

Além disso, segundo Langenbach (1989), o uso de agrotéxicos tem causado um
grande nimero de acidentes, principalmente, entre os trabalhadores rurais. A manipulagao
caseira, na maioria das vezes, é inadequada, ocorrendo, periodicamente, situacdes de
envenenamento e de contaminagdo ambiental.

O uso inadequado dos agrotoxicos foi objeto de adverténcia mundial em 2002 pela
FAO (Food and Agriculture Organization), que revisou do Cddigo Internacional de
Conduta sobre a Distribuicao e a Utilizacao de agrotoxicos (FAO, 2002).

O Brasil é o quarto maior consumidor mundial de substancias quimicas empregadas
na agricultura e a soja representa o maior gasto com agrotoxico (cerca de 35%), dentre as
culturas brasileiras (FERRO, 2003).

A Portaria Normativa n° 139, de 21 de dezembro de 1994, do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), com base no Decreto n°
98.816/90, classificou os agrotéxicos quanto ao seu Potencial de Periculosidade Ambiental
(PPA), levando-se em consideragdo as seguintes varidveis: bioacumulacdo, persisténcia,
toxicidade a diversos organismos, potencial mutagénico, carcinogénico e teratogénico. Os
produtos foram classificados em 1, I, III, IV, definindo-os como altamente perigoso, muito

perigoso, perigoso e pouco perigoso, respectivamente (COMPENDIO, 1996).
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As diretrizes e orientagdes referentes a autorizagdo de registros, renovacdo de
registros e extensdo de uso de agrotoxicos e afins no Brasil, estdo disciplinadas na
portaria 03 de 16 de janeiro de 1992 (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 1991). Essa
portaria classificou os agrotéxicos em fun¢do da sua utilizacdo, modo de acdo e
potencial ecotoxicoldgico, tanto ao homem como aos demais organismos vivos
presentes no ambiente. Foram estabelecidas 4 classes de toxicidade: I, I, IIL, IV, que se
referem a extremamente toxico, altamente téxico, medianamente t6xico e pouco téxico,
respectivamente.

A preocupacgdo com a contaminacdo por agrotéxico no Brasil tem despertado o
interesse de pesquisadores. O ambiente (RIEDER, 1999; DORES, 2000), os alimentos
(PIZANO e BAPTISTE, 1998; VIEIRA, 1999) e o leite humano, (MATUO e col.,
1990; OLIVEIRA, 1997) tém sido alvos de estudo em algumas regides brasileiras,
porém poucos autores como Schio (2001); Guimarées (2000); Ribeiro (1999) e o IBGE
(1999) tem desenvolvido trabalhos que avaliam a periculosidade ambiental, decorrente
do uso dos agrotéxicos (VIEIRA et al., 2001).

O consumo de agrotoxicos no Brasil é de aproximadamente 3,2Kg de
ingrediente ativos por hectare. Cerca de 88% do total de agrotéxicos que sdo
comercializados vao para os Estados de Sdo Paulo (22%), Parana (16%), Rio Grande do
Sul (13%), Mato Grasso (12%), Minas Gerais (10%), Goias (9%) e Mato Grosso do Sul
(6%). As culturas de soja, milho, citros e cana-de-acticar consomem cerca de 66% do
total, sendo que apenas a cultura da soja é responsavel pelo consumo de 33% desse
montante (JORNAL EXPRESS, 2004).

Dentre os agrotéxicos, os herbicidas constituem o grupo mais empregado na

agricultura (aproximadamente 65%). Esses quimicos tém como fung¢io controlar plantas
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daninhas, um dos fatores redutores de produtividade, sem injuriar as culturas agricolas. De
acordo com Ashton e Monaco (1991), planta daninha € toda planta que cresce onde nao é
desejada. Essas plantas tendem a competir com cultivares, por meio da extragdo de
elementos do solo que sdo vitais como dgua, luz, CO, e nutrientes, interferindo no
desenvolvimento da cultura e afetando a produgdo agricola. Estima-se que as perdas
ocasionadas nas culturas agricolas, pela interferéncia das plantas daninhas, no Brasil,
estejam em torno de 20-30% (LORENZI, 1990). Os herbicidas sdo também utilizados para
eliminar plantas das margens de estradas e rios e para marcar, corretamente, as linhas de
trilhas (BAIRD, 2002).

O mecanismo da acdo de muitos herbicidas sobre os organismos ndo estd
completamente compreendido (CHEVREUIL e col.,, 1996; KIM e FEAGLEY, 1998;
ABDEL-RAMHAM e col., 1999). A falta de informacdo detalhada da acdo dos herbicidas
sobre 0 meio biolégico pode acarretar em prejuizo a saide humana (MUNGER e col.,
1997; GORELL e col., 1998).

Os herbicidas podem ser classificados segundo diferentes critérios, relacionados as
suas propriedades, caracteristicas, uso, eficidcia e permanéncia no ambiente. (DEUBER,
1992). Quanto ao seu cardter quimico, os herbicidas podem ser classificados como
carbamatos, amidas, difeniléteres, aminofosforado, dinitroanilinas, entre outros. Os
herbicidas do grupo das dinitroanilinas tem por base a estrutura da anilina, contendo
moléculas de NO; nas posi¢des 2 € 6 ou 3 e 5 do anel. Este grupo possui mais de dez
diferentes herbicidas, entre os quais estdo trifluralina, dinitramine, oryzalin e pendimethalin

(DEUBER, 1992).
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A trifluralina tem sido usada na agricultura desde 1963 (GROVER e col., 1997).
Esse herbicida € registrado isoladamente ou em misturas nas seguintes culturas: soja, citros,
café em formagdo, algodao, amendoim, feijao, alho, vagem, girassol, mamona, mandioca,
berinjela, cenoura, quiabo, brécolis, repolho, couve-flor, cebola-de-transplante, citros,

girassol, pimentdo, tomate, canteiros de gladiolo e plantas ornamentais (RODRIGUES e

ALMEIDA, 1998).

2. INDENTIFICACAO E CARACTERISTICAS DO HERBICIDA TRIFLURALINA

A trifluralina € um herbicida de derivados benzénicos pertencente a familia dos
dinitroanilina (BYRD e col.,, 1995). O herbicida apresenta-se sob a forma de um
concentrado emulsiondvel ou na forma de um sélido cristalino amarelo alaranjado. E pouco
solivel em 4gua (solubilidade de 0,2 a 0,4 mg/L a 25 graus), medianamente volétil (vapor
de pressdo de 1,1. 10* mmHg a 25°C), possui densidade igual a 1,36 g/em® a 22° C, é
considerado alcalino e de longa persisténcia no ambiente (120-240 dias) (DEUBER, 1992).
A trifluralina tem alta afinidade com o solo (SANDERS e SEIBER, 1983), € relativamente
imovel e possui meia-vida de 3 a 18 semanas, dependendo do solo e da localizagao
geografica (CALDERON e col., 1999).

A composicdo quimica da trifluralina é: a,0,0—trifluoro—2—6-dinitro-N—N—
dipropil-p—toluidina (BELLINASO e col., 2004) e sua férmula quimica estrutural é

demonstrada na figura 1.
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Figura 1: estrutura quimica do herbicida trifluralina.

O produto comercial contém nitrosodipropilamina, um contaminante carcinogénico
(NDPA) (USEPA, 1987). Esse composto reage com o DNA no 0° da Guanina e pode
provocar mutagdo (COOPER e PORTER, 2000). Devido a preocupacdo decorrente desta
caracteristica, a "Environmental Protection Agency" (EPA) exigiu que as industrias se
certificassem de que os produtos com o principio ativo da trifluralina apresentassem
concentracdes de, no maximo, 0,5 ppm de nitrosodipropilamina. A EPA concluiu que a
trifluralina com essa concentragdo de nitrosodipropilamina ndo oferece risco toxicolégico
aos organismos. (USEPA, 1987; FEDERAL REGISTRE, 1982).

A USEPA (1999) classifica o herbicida trifluralina como do grupo C: possivelmente
carcinogénico para humanos, baseado em evidéncias com animais € ndo em humanos.

De acordo com a portaria 03 de 16 de janeiro de 1992, o herbicida trifluralina é
considerado altamente toxico (classe toxicoldgica II) e muito perigoso (classe II) quanto ao
seu potencial de periculosidade ambiental estabelecido pela Portaria Normativa n. 139 de

21 de dezembro de 1994 do IBAMA, com base no decreto n. 98.816/90. De acordo com
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Worthing (1991) a trifluralina é proibida na Colombia, Suécia e Belize, tendo o seu uso

restringido na Guatemala e EUA.

3. COMPORTAMENTO DO HERBICIDA TRIFLURALINA NO AMBIENTE
3.1. Comportamento no solo

O herbicida trifluralina é fortemente adsorvido pelos coléides da matéria organica e
pouco pelos da argila. Em solos ricos em matéria orgénica, a adsorcao impede a absor¢ao
do produto pelas raizes das plantas, nao sendo aconselhdvel o uso deste herbicida nestas
condi¢cdes (RODRIGUES e ALMEIDA, 1998). A lixivia¢do é muito reduzida, assim como
o movimento lateral no solo. Sua principal caracteristica é a persisténcia em solos
decorrente de sua baixa mobilidade, o que pode provocar danos em cultivos posteriores a
sua aplicacdo (CALDERON e col., 1999).

Herbicidas como a trifluralina, aplicados em pré-emergéncia, atuam melhor quando
a umidade do solo é de média a elevada. Com isso, o herbicida pode ser, pelo menos,
parcialmente solubilizado e distribuido nas primeiras camadas da superficie do solo, o que
o protegerd contra perdas (DEUBER, 1992).

A degradacdo desse herbicida no solo ocorre por via quimica, microbiana e por
fotélise. A degradacdo quimica promove dealquilacdo do grupo amino, reducdo do grupo
nitro a amino, oxidacdo parcial do grupo trifluorometil a carboxi e, subseqiientemente, a
degradacdo em fragmentos menores. A degradacao microbiana pode ocorrer em condi¢des
aerébicas e anaerdbicas (Figura 2). No entanto, observa-se que a degradagdo ocorre,

principalmente, em condi¢des anaerdbicas, como as observadas em solos de drenagem
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insuficiente, quando as chuvas sao sucessivas. Em condi¢des anaerdbicas, em um mesmo
periodo de tempo, 98% da trifluralina degrada-se, enquanto que em condi¢des aerdbicas s
se decompde 25% do produto. Dentre os fungos com capacidade de degradar o herbicida

trifluralina temos o Sclerotium rolfsii, Aspergillus niger, Fusarium sp e Tricoderma sp

(RODRIGUES e ALMEIDA, 1998).
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Figura 2: Degradacdo microbiana do herbicida trifluralina por via aerébica (A) e anaerébica (B). Extraido de

Audus (1980).
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O herbicida trifluralina também € sensivel a degradacdo pelos raios ultravioletas e
sua volatilizacdo também é um dos fatores importantes da perda do produto no solo
(SELIM e ZHU, 2002; CINDY e col., 2004).

A fotodecomposicdo da trifluralina geralmente envolve 3 processos: dealquilacdo
oxidativa da propilamina, ciclizacdo e reduc¢do do grupo nitro (Figura 3) (DIMOU e col.,
2004).

O primeiro produto da fotdlise da trifluralina, de acordo com Dimou e col. (2004) e
ilustrado na figura 3, parece ser um mono-dealquilado derivado do composto principal,
originando o composto 1. A dealquilagdo € atribuida a oxidag¢do do radical livre. Outro
intermedidrio da fotodegradagdo parece ser formado por reacdes de ciclizagdo. Os
compostos médios 5 e 4 sdo formados, aparentemente, pela reacdo entre a propilamina o
carbono da trifluralina e o grupo NO, do composto 1 e sdo identificadas as 2— etil -7nitro-1-
propil-5  (trifluorometil)-1H-benzimidazole e 2-etil-4 nitro-6- (trifluorometil)-1H-
enzimidazole, respectivamente. O dealquilado benzimidazole (composto 4) é o fotoproduto
mais estdvel, podendo persistir no ambiente por um tempo maior, possibilitando a sua
deteccao. Este produto pode ser formado pela reacao de dealquilagdo do composto 5.

Os compostos 4 e 5 podem ser reduzidos em dgua por mecanismos nao muito claros
(CROSBY, 1972), direto da formacdo de aril hidroxilamina (KLUPINSKI e col., 2003)
para formar o composto 6 e 7, respectivamente. Esses produtos também tém sido formados
durante a degradacdo quimica da trifluralina (KLUPINSKI e col., 2003). Os compostos 2 e
3 sdo formados pela redu¢do do grupo NO, para NH; do composto 1 e 2,6-dinitro-4-

(trifluorometil) benzenamine (composto ND), respectivamente. Esses compostos t€ém sido
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também identificados durante a degradacdo quimica da trifluralina (KLUPINSKI e col.,

2003), mostrando que esta rota acontece também em outros processos, além da

fotodegradagao (DIMOU e col., 2004).
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Figura 3: Fotodegradagdo do herbicida trifluralina. *ND= Substancia ndo detectada na fonte. Esquema

modificado de Dimou e col. (2004).
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A persisténcia média do herbicida trifluralina no solo para as doses recomendadas
em condi¢des de campo € de 1,8 ppm de residuo apos 180 dias da aplicacdo (ALMEIDA,
1985). No entanto, segundo o mesmo autor essa persisténcia pode variar de acordo com o

tipo de solo e as condicdes climéticas.

3.2. Comportamento do herbicida na agua

A contaminagdo da d4gua pela trifluralina pode ocorrer, eventualmente, por
lixiviacdo de sedimentos, durante a limpeza de equipamentos ou por derrames acidentais.
No entanto, somente 0,5% da quantidade aplicada no solo é lixiviada e pode vir a

contaminar fontes aquiferas. Essa porcentagem representa uma contaminag¢ao muito baixa
. ~ -1 .
da agua, representando concentragdes menores que 1.0 pug L . Conseqiientemente, o

herbicida trifluralina ndo € comumente detectado em dguas superficiais (GROVER e col.,
1997; ZIMMERMAN e col., 2000).

Dayama e Coupe (1997), Thurman e col. (1998) e Zimmerman e col (2000) em suas
andlises no Rio Mississipi detectaram taxas extremamente baixas do herbicida trifluralina
(menores que 0,1 g/L). Uma vez que esse herbicida é amplamente utilizado, os autores
afirmam que as baixas concentragdes do herbicida detectadas em dguas superficiais podem
ser atribuida a sua baixa mobilidade no solo e a baixa solubilidade em dgua (menor que 1
mg/L).

De acordo com a revisdo da resolucio do CONAMA n° 020/86, sobre Classificacdo

e Enquadramento de corpos de 4gua, o valor maximo aceitdvel de trifluralina nos corpos de

agua € de 0,2 ug/LL (CONAMA, 2003). O Brasil apresenta uma legislacdo que também
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regulamenta os niveis méaximos de agrotéxicos em d4gua potdvel, baseados em sua
periculosidade. Esses dados estdo regulamentados na Portaria n° 1460, de 29 de dezembro

de 2000, e estabelece que a quantidade maxima aceitdvel de trifluralina na dgua de beber

deve ser igual ou menor que 20 ug L. No entanto, a USEPA (2001) e a legislagdao da
Comunidade Européia (EC., 1982) estabeleceu um valor muito mais baixo, 2ug L'e 0,1ug

-1 .
L, respectivamente.

Segundo Dimou e col. (2004), a degradacdo da trifluralina na dgua ¢é influenciada
pela presenca de fons nitrato, o qual acelera a reacdo de fotdlise. Os produtos derivados
desta reacdo tém baixas ou nenhuma toxicidade, quando comparados com o produto

integro.

3.3. Comportamento do herbicida no ar
Grover e col. (2000) afirmam que o herbicida trifluralina € dissipado rapidamente
na atmosfera. Dependendo da estacdo, cerca de 25% do produto aplicado € volatilizado,
mas sdo encontrados no ar, no maximo, 2-3 ug m”, de trifluralina, logo ap6s a aplicagao,
diminuindo para menos que 100ng por m” ap6s algumas horas (WAITE e col., 2005).
Segundo a “United States Environmental Protection Agency” (1993), foram encontrados na
atmosfera do Canad4, entre os anos de 1988-89, uma concentragdo média de 0,27 ng/m3 de
herbicida no ar, com uma variacdo de 0 a 3,4 ng/m3 .
Mongar e Miller (1988) afirmam que as baixas concentracdes encontradas desse
herbicida na atmosfera se devem a rdpida reacdo da trifluralina com radical hidroxila (OH)

e a reacdo de fotdlise que promove a degradacdo do produto.
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3.4. Comportamento do herbicida nas plantas

A trifluralina é um herbicida de pré-emergencia que deve ser incorporado ao solo e
aplicado logo apdés a semeadura, quando as sementes das plantas estdo em inicio do
processo de germinacdo (RIBAS e col, 1996). A absor¢do do herbicida ocorre
principalmente pelo cauliculo e, secundariamente, pelas radiculas das plantulas, no inicio
da germinac¢do (RODRIGUES e ALMEIDA, 1998).

A trifluralina apresenta, como principal mecanismo de acdo, a inibicdo do processo
de divisao celular mitotica. Este herbicida atua, basicamente, sobre os meristemas e tecidos
dos orgdos subterraneos como, raizes, gemas, epicétilo, hipocétilo, plimula, rizomas,
tubérculos e sementes (DEUBER, 1992).

A inibicdo do desenvolvimento radicular pela acdo da trifluralina, tanto no
crescimento da raiz principal quanto na emissao de raizes secunddrias, € muito evidente em
algumas dicotiledoneas. Também € comum ocorrer o engrossamento do hipocétilo
(DEUBER, 1992).

De acordo com Almeida (1985), a trifluralina induz diversas mudancas bioquimicas
em plantas superiores, incluindo alteragdes nos teores de carboidratos, lipidios, nitrogénio
e, principalmente, alteracdes nos 4cidos nucléicos. Com isso, o produto afeta a divisao
celular nos tecidos meristematicos, inibindo a germinacdo de sementes e a formacdo de
novas células na radicula e no cauliculo.

Bayer e col. (1967) relataram que a trifluralina promove a diminuicdo da zona de

tecido meristemdtico e a interrupcao de divisdes mitdticas em raizes de trigo, algodao e
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cebola. Células de cebola tratadas com trifluralina apresentaram-se pequenas, densas e
multinucledas, anormais, frageis e aberrantes (HACSKAYLO e col., 1968). Estudos
realizados com Allium cepa por Fernandes (2002) mostraram que a toxicidade de
concentracoes residuais de trifluralina podem induzir alteracdes nessa planta. A autora
verificou que o herbicida promoveu inibi¢ao no crescimento da planta, maior turgescéncia,
maior fragilidade e maior espessura das raizes, em relacdo ao tratamento controle.

Segundo Almeida (1985), plantas cultivadas em solos tratados com a trifluralina s6
exibiram residuos nas raizes. Nao foi detectado residuo, em folhas, frutos e sementes, em
andlise com sensibilidade de até Sppb. Essa informagdo nos sugere que o herbicida

trifluralina ndo deve ser transportado pela seiva, para outros tecidos da planta.

4. MODOS DE ACAO DO HERBICIDA TRIFLURALINA

O crescimento e o desenvolvimento das plantas depende do processo mitético nas
regides meristematicas das mesmas. A divisdo celular é um processo que demanda um
correto funcionamento de diferentes organelas celulares, estruturas e produtos de muitos
genes. Desta maneira, esse processo € alvo potencial de varios quimicos que podem alterar
a cinética de divisao celular inibindo-a ou interrompendo-a totalmente (BOND, 1987).

Os dinitroanilines, familia a que pertence o herbicida trifluralina, as amidas
fosféricas e os N-fenilcarbamatos sdo compostos quimicos microtibulo-despolimerizantes
(MOREJOHN e col,, 1987, VERHOEVEN e col,, 1990; MOREJOHN e FOSKET, 1991;
RAMULU e col., 1995). Microtubulos sdo filamentos de estrutura subcelular, compostos

basicamente pela proteina tubulina heterodimérica (Figura 4 A) (QUADER, 1997). Os
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microtibulos exercem importantes fungdes celulares, estando diretamente relacionados ao
ciclo mitético e indiretamente ao desenvolvimento do organismo. Essas estruturas
participam de diversos processos celulares como a migragdo dos cromossomos,
manutencdo da estrutura celular, orientacdo e disposi¢do das microfibrilas de celulose,
formacgao da parede celular, movimento intracelular, bem como da diferenciacdo celular
(MOREJOHN, 1991; JORDAN e WILSON, 1999). A fun¢do dos microtibulos nos
processos subcelulares pdde ser melhor entendida quando foi possivel tratar células com
toxinas que interferiram na sua formacdo. Entre os fatores que mais afetam a acdo dos
microtibulos na célula, temos os quimicos, hormonais e idnicos, além de gradientes
elétricos ou ainda fatores ambientais, tais como temperatura, luminosidade, gravidade e
pressdo (QUADER, 1997; JORDAN e WILSON, 1999).

Muitos dos conjuntos de microtibulos celulares sdo ldbeis e dependem desta
labilidade para suas func¢des. O fuso mitético é um dos mais extraordinarios exemplos, cuja
formacao se da apds a desorganizacdo dos microtibulos citoplasméticos no inicio da
mitose. Por essa razdo, o fuso mitético € o alvo de uma variedade de drogas antimitéticas
especificas que interferem na troca de subunidades de tubulina entre os microtibulos e o

“pool” de tubulinas livres (ALBERTS e col., 2002).
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FIGURA 4: dimeros de tubulina formando microtibulo (A); complexo herbicida-tubulina, impedindo a

polimerizac¢do do microtibulo (B).
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Assim como em Chlamydomonas reinhardii, os autores Hanser e col. (1998)
verificaram que, em plantas, substancias téxicas como a colchicina e alguns herbicidas
formam complexos com o dimero da a e B-tubulina, impedindo sua polimeriza¢do normal.

Concentragdes submicromolares de trifluralina promoveram em Toxoplasma goodii
o bloqueio total da citocinese e a inibicdo da divisdo nuclear por interferéncia no fuso
intranuclear e em outros componentes do citoesqueleto (STOKKERMANS e col., 1996).
Andlises in vitro em Chlamydomonas reinhardii mostraram que o herbicida trifluralina
liga-se, especificamente, nas tubulinas, mostrando que esta € o primeiro alvo subcelular da
acao dos dinitroanilines (ANTHONY e HUSSEY, 1999).

De acordo com os autores op cit, este complexo herbicida-tubulina estd relacionado
com a interrupcdo do crescimento dos microtibulos. Com a despolimerizacdo dos
microtibulos na posi¢ao menos, os tibulos comecam, progressivamente, a ficar mais curtos
resultando, eventualmente, na completa perda do microtibulo (Figura 4 B). Os autores
ainda afirmam que os microtibulos corticais estdo entre os mais resistentes a acdo do
herbicida trifluralina e os fusos e fragmentos de microtibulos entre os mais sensiveis.

Anthony e col. (1998) afirmaram que, em geral, a seqiiéncia das tubulinas é
altamente conservada dentre os diferentes organismos, e esta conservagao estd relacionada
com as fungdes bésicas dos microtibulos.

Mahresh e Larry (1980), no entanto, acreditam que os herbicidas dinitroanilinas,
dependendo do organismo, tem diferentes afinidades as tubulinas uma vez que ndo
interagem com as tubulinas de vertebrados, mas interagem com as tubulinas de plantas e de

Chlamydomonas. Essa situacdo € reforcada pelos dados de Anthony e Hussey (1999), Baird



52

e col. (2000), Brevidrio e Nick (2000) e Yemets e Blume (1999), que afirmam ser os
herbicidas dinitroanilina compostos com maior especificidade para se ligar as tubulinas de
plantas do que as de vertebrados.

Estudos sobre a resisténcia de plantas aos herbicidas dinitroanilinas, mostraram que
algumas espécies vegetais possuem uma mutacdo natural que promove uma alteracdo na
seqiiéncia dos pares de bases, e conseqiientemente no seu cédigo genético. Uma dessas
alteracdes de base causa uma mudanca nos aminodcidos da proteina tubulina. A treonina,
aminodcido normal da posi¢do 239, € mudada para isoleucina, o que impede a ligacao do
grupo NO, dos herbicidas dinitroanilina com a molécula de tubulina, impedindo assim o

seu mecanismo de acdo (Figura 5) (ANTHONY e HUSSEY, 1999).
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Figura 5: Alinhamento da seqiiéncia da f¥-tubulinas evidenciando a posi¢do da substituicdo na tubulina de E.
indica mutante (Thr 239 para Ile- representada em branco) (extraida de Blume e col., 2002).

A partir dessas informacdes, seria intuitivo hipotetizar a idéia de que talvez a menor
afinidade do herbicida trifluralina para os vertebrados devesse ao fato desses ndo
apresentarem o aminodcido treonina na posi¢do 239, aparentemente o sitio alvo do
herbicida. No entanto, verifica-se na figura 6 que o aminoécido treonina na posi¢cdo 239 da

proteina a-tubulina estd presente em vegetais, parasitas e vertebrados, incluindo o homem.
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Figura 6: Comparagdo entre as seqii€éncias de aminoacidos da a-tubulina das espécies Zea mays (vegetal),
Hordeum vulgare (vegetal), Arabidopsis thaliana (vegetal),, Prunus amygdalus (vegetal), Pisum
sativum(vegetal) L. Donovani (parasita), Trypanosoma cruzi (parasita), Mus musculus (vertebrado), Sus
scrofa (vertebrado) e Homo sapiens. As seqiiéncias foram obtidas a partir da base de dados da NCBI de
acordo com os cédigos P14641, Y08490, P29511, P33629, U12589, U09612, M97956, P05213, P02550 e
P04687, respectivamente (YAMAMOTO e col., 1998). As seqiiéncias foram alinhadas por meio do programa
ClustalW (HIGGINS e col., 1994) utilizando-se os parametros “default”. O alinhamento foi entdo analisado
utilizando-se o programa MPALign (ARNOLDI e DEBONZI, 2004).

Segundo Sree e col. (1988), Hansen e col. (1998) e Vidakovié-Cifrek e col. (2002) a
trifluralina pode inibir a polimerizacdo dos microtibulos por meio da ligacdo com a
tubulina, mas pode também promover alteragdes na concentragdo de fons cdlcio no
citoplasma e influenciar a regulacdo da polimerizacdo e despolimerizacdo dos
microtibulos. De acordo com Hertel e col. (1981) mudancas na quantidade de Ca®* livre no
citoplasma, devido a acdo da trifluralina, pode, além de promover problemas nos
microtibulos, alterar processos bioquimicos e fisioldgicos que sdo dependentes do célcio,

tanto nos animais quanto nas plantas.
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Segundo Vidakovié-Cifrek e col. (2002), a trifluralina pode aumentar a
concentracio do fons Ca™ no citoplasma influenciando a divisdo mitética de raizes de
cebola.

Devido a estrutura quimica da trifluralina, esse herbicida tende a receber 2 elétrons
no seu anel benzénico, o que aumenta, significativamente sua toxicidade, uma vez que o

hidrogénio do grupo NH, da trifluralina tende a se ligar ao grupo polar das membranas

celulares e causar desordem em sua estrutura, tendo como conseqiiéncia a promoc¢ao de
disturbios de funcionamento (ARGESE e col., 2002). Essa desordem na estrutura das
membranas parece interferir na permeabilidade, principalmente, das membranas plasmatica

e mitocondrial. A trifluralina altera a permeabilidade das membranas por promover um

. L. +2 . .
colapso no potencial elétrico das membranas acarretando em efluxo de Ca = do interior das

. ~ . +2 . . . < .
mitocOndrias e a entrada de Ca = do exterior para o interior da célula por meio das

proteinas uniportadoras aumentando assim, as concentragdes desse ion no interior
citoplasmatico.

Considerando que baixos niveis de cdlcio sd@o necessdrios para a polimerizacgdo,
Hepler (1992) afirma que fusos mitéticos podem sofrer distirbios devido aos elevados

niveis desse fon. Baixas concentracdes de célcio livre no citoplasma (0,1-0,2 pM) sdo
essenciais para prevenir a precipitacdo de fésforo, competir com o Mg2+ por sitios de
ligacdo e funcionar como mensageiro secunddrio (MARSCHNER, 1988).

De acordo com Alberts e col. (1997) o Ca™ ¢ importante para a regulacdo da

atividade das enzimas mitocondriais e é importado do citosol através de um gradiente
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eletrostatico de H+. Acredita-se também que esse processo seja importante para a remogao
+2 . o +2 . 21: .
de Ca "~ do citosol, quando os niveis de Ca ~ citosdlico se tornam perigosamente altos.

Outro fator importante a ser considerado é a geracdo de derivados, por biodegradacio dos
agrotoxicos (FISHBEIN, 1984; HONG e col.,, 2000). Um dos sub-produtos da
biodegradacdo do herbicida trifluralina é uma anilina: 2,6 dinitro-anilina (Figura 7)

(WANG e ARNOLD, 2003):

NO,

NH,

NO,

Figura 7: Estrutura quimica do 2,6 dinitro-anilina.

As anilinas sdo compostos que causam uma variedade de efeitos toxicos,
dependendo das mudangas estruturais que sofrem. Varios estudos demonstraram que as
anilinas e os hal6genos de anilina podem induzir a formag¢do de metahemoglobina e
também ser toxico para rins e figado, tanto in vitro como in vivo (VALENTOVICK e col.,
1996; HONG e col., 2000). Os aminofendéis, produtos primarios do metabolismo das
anilinas, sdo compostos que estdo relacionados com a inducdo de neurotoxicidade

(VALENTOVICK e col., 1996).
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5. EFEITO TOXICO DO HERBICIDA TRIFLURALINA.
5.1. Toxicidade aguda

Estudos de toxicidade aguda visam demonstrar a ocorréncia de efeitos adversos num
curto periodo de tempo. Geralmente, trata-se da administracdo de uma unica dose ou
exposi¢oes multiplas em 24 horas. Para a avaliagdo do potencial toxicolégico, considera-se
o aparecimento de efeito num periodo de até 14 dias (PAINE, 1993). O objetivo desses
resultados € identificar 6rgaos que possam ser alvos potenciais e determinar a variabilidade
das respostas ao agente entre as diferentes espécies (OPAS/USEPA, 1996).

Alguma concentragdes e dosagens letais da trifluralina responsdveis pela morte da
metade dos animais expostos a um determinado tratamento em um certo periodo de tempo
estdo apresentados na tabela 1.

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial da Sadde) (1992), a trifluralina
promove a oxidacdo da hemoglobina (com a formacao metahemoglobina), a destruicdo de
glébulos vermelhos, além de ser toxica para os rins e figado, e provocar depressido do
sistema nervoso central. Pode provocar vomito, diarréia, debilidade, sudorese, perda da
visdo, de memoria e de concentragdo, e severa dermatite. Este herbicida é considerado
neurotoxico e irritante gastrointestinal. Pode causar morte por fibrilacio ventricular
(WORTHING, 1991), embora vérios autores (WORTH, 1970; BEM-DYKE e col., 1970;
LADONIN e col., 1980; GAINES e LINDER, 1986; ROYAL SOCIETY OF CHEMISTS,
1990; RODRIGUES E ALMEIDA, 1998) afirmem que a trifluralina seja uma substancia de

baixa toxicidade.
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Meister (1992) constatou que o herbicida trifluralina ndo apresenta efeito toxico em

testes com animais quando estes sdo expostos ao produto por via oral, pela derme ou

quando inalado. Nduseas e severo desconforto gastrointestinal podem ocorrer depois da

ingestdo de trifluralina. Quando aplicado nos olhos de coelho produziu uma leve irritagao

que se reverteu em 7 dias. Em humanos pode induzir alergias na pele e, quando inalado,

pode causar irritacdo na garganta e nos pulmaoes.

Tabela 1: Concentracdes e dosagens letais (CL50 e DL50) da trifluralina para diferentes

organismos.

Tratamento Espécie Grupo Nome popular Toxicidade
CI50 (48h) Lepomis macrochirus Peixe Branquia azul 19ugL!
CL50 (48h) Mola mola Peixe Peixe lua 19ug L
CL50 (48h) Cyprinus carpio Peixe carpa 1.0mgL"
CL50 (96h) Oncorhynchus mykiss Peixe Truta arco-iris 0,21mgL'1
CL50 (96h) Oncorhynchus mykiss, Peixe Truta arco-iris, 10-90ug L

Lepomis macrochirus, (jovem) Branquia azul,
Mola mola Peixe lua.

CL50 (48h) Daphnia magma Microcrustéceo - 0,56 mg L™
CL50 (96h) Procambarus clarkii Crusticeo lagosta 12mgL’
DL50 (oral) Apis mellifera Inseto Abelha do mel | 0,011mg abelha-1
DL50 (oral) Mus musculus Mamifero Camundongo de >500 mg kg ™'

laboratério

DL50 (oral) ratus norvegicus Mamifero Rato de > 10.000 mg kg™’

laboratério

DL50 (oral) - Mamifero cachorro >200 mg kg™
DL50 (oral) - Mamifero Coelho >200 mg kg™
DL50 (oral) - Ave Galinha > 200 mg kg

Dados extraidos de Gangolli (1999).
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5.2. Toxicidade cronica

Toxicidade cronica é aquela em que os efeitos toxicos ocorrem apds repetidas
exposi¢des, por um periodo longo de tempo, geralmente excedendo 80% do tempo de vida
do animal (AZEVEDO e CHASIN, 2003). O objetivo € identificar anormalidades e/ou
doencas que podem ser desencadeadas pela substancia testada e caracterizar as condig¢des
de exposicdo e a dose/concentragdo que poderd induzir doengas especificas ou mesmo a
morte dos organismos (OPAS/USEPA, 1996).

Na tabela 2 estdo apresentadas algumas informacdes quanto a toxicidade cronica,
sub-aguda e sub-cronica do herbicida trifluralina, para diferentes organismos.

Dados da "National Cancer Institute" (NCI) (2000) relataram que ratos submetidos a
exposicdo cronica de trifluralina, em baixas concentragdes, apresentaram um aumento de
carcinomas hepatocelular e uma maior incidéncia de adenomas bronquicos alveolares.
Também foi constatado em ratos submetidos a exposi¢do em baixas concentragdes do
herbicida trifluralina um aumento de cancer de bexiga. Foi observado que quando ratos
machos foram submetidos a doses elevadas do herbicida trifluralina, esses apresentaram
uma maior incidéncia de tumores em células foliculares e na glandula tiredide
(ENMERSSON e col., 1980).

De acordo com “Occupational Health Service” (1991), o contato prolongado da
trifluralina com a pele pode causar dermatite alérgica. A WSSA (1989) afirma que a
administracdo de trifluralina em cachorros por meio de gavagem, por 2 anos, ndo promove

efeito toxico.
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No entanto, a USEPA (1989), em ensaios cronicos com trifluralina, realizados com
60 animais (ratos F344) que receberam na dieta doses de 0, 813, 3250 e 6500 ppm, por 2
anos, foram observados danos no figado e nos rins desses animais.

De acordo com Worthing (1991), a trifluralina € altamente téxica e neurotéxica. O
autor afirma que o herbicida tem a capacidade de se acumular no tecido adiposo e de inibir
a funcdo imunoldgica do timo. E considerado possivelmente teratogénico e fetotéxico, tem
a caracteristica de alterar o sistema enddcrino e reprodutor, diminui o nimero e a
mobilidade de espermatozdides, além de aumentar a quantidade de espermatozodides

anormais.
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6. EFEITO CITOTOXICO DO HERBICIDA TRIFLURALINA.

Estudos citotéxicos sdo realizados para identificar o potencial de diversos agentes
em promover a morte significativa de células nos organismos. O objetivo é avaliar se esse
dano pode acarretar em um comprometimento de tecidos, 6rgdos ou do organismo como
um todo.

Estudos realizados por Ovidi e col. (2001) testaram em Nicotiana tabacum a
concentracdo de 1,53 mg/ml de trifluralina e observaram que o herbicida tem um efeito
especifico no aparato reprodutivo das plantas, pela acdo direta sobre a formacdo dos tubos
polinicos, por acarretar uma completa despolimeriza¢do dos microtibulos. Os autores ainda
sugerem que o citoesqueleto de microtibulos dos tubos polinicos podem ser usados como
bioindicadores para estudos de toxicidade induzidos por agentes aneugénicos, como a
trifluralina.

Fernandes (2002) afirma que o herbicida trifluralina age sobre o desenvolvimento
da planta, promovendo redu¢do no indice mitético de células meristeméticas de Allium
cepa, o que leva ao comprometimento no crescimento do organismo.

As afirmagdes da autora op cit estdo de acordo com as descricdes, para esse mesmo
herbicida, feitas por Villarias (1981), onde o autor comprova a a¢ao da trifluralina como um
herbicida pré-emergente, utilizado para inibir germinac¢do e impedir o estabelecimento de
ervas daninhas em culturas. De acordo com Bayer e col. (1967), a trifluralina promove a
diminui¢@o da zona de tecido meristematico, 0 que comprova a sua a¢ao sobre a inibicao do

crescimento.
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7. EFEITO MUTAGENICO E GENOTOXICO DO HERBICIDA TRIFLURALINA.

Os efeitos mutagénicos dos agrotoxicos, em geral, podem ser diversos, tais como
reacdo direta com o DNA nuclear; incorporacdio no DNA durante a replicagdo celular;
interferéncia na divisdo celular mitdtica ou meidtica, decorrendo em divisdo incorreta da
célula (TIMBRELL, 1999).

Efeitos genotéxicos podem promover quebras no DNA, acarretando em perda de
material genético e mutagdes que inviabilizam a célula ou que decorrem em processos
carcinogénicos. Atualmente, a genotoxicidade é avaliada utilizando-se diversos testes que
incluem vdrios organismos e resultam em informacdes seguras e precisas, quanto a sua
potencialidade em causar lesdo no DNA.

O potencial genotéxico e mutagénico do herbicida trifluralina tem sido investigado
por varios pesquisadores, por meio de diferentes ensaios e organismos (RIBAS e col.
1996). A maioria dos resultados relatados nesses testes sdo negativos ou inconclusivos
(WATERS e col., 1982; OSABA, 1995). Testes como os de aberracdes cromossdmicas tém
mostrado evidéncias de mutagenicidade em vdrias espécies de plantas (WU, 1972;
GRIGORENTO e col., 1986; FERNANDES, 2002). No entanto, testes realizados em
bactérias (USEPA, 1987), em Drosophila melanogaster (BRYANT e MURNIK, 1979;
FOUREMAN, 1981), em células medulares de camundongo (NEHEZ e col. 1980;
PILINKAYA, 1987) e em cultura de células (IARC, 1991) demonstraram resultados
contraditdrios aqueles obtidos em plantas.

Estudos realizados por PENA (1996) e CANEVARI (1996) indicam que baixas
concentracdes de trifluralina podem induzir efeitos mutagénicos. Essas autoras observaram

a presenca, significativa, de micronicleos em eritrécitos de peixes submetidos a
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tratamentos agudos com este herbicida. Quando os diametros dos microndcleos foram
mensurados por Canevari (1996), os dados indicaram que esses poderiam ser derivados de
perdas de cromossomos inteiros, constatando assim o efeito aneugénico do herbicida,
devido a interferéncia do agrotéxico no fuso mitético.

Andlises citohistologicas de raizes de plantula de feijdo, tratadas com vdrias
concentracdes de trifluralina, realizadas por Corso e col. (1986), apontaram para a presenga
de alteracdes no numero, tamanho e forma de nudcleos, além de mau formacdes e
desorganizacdo dos tecidos vasculares. Esses autores observaram também células com 2, 3
e 4 nucleos. Quando as células apresentavam-se uninucleadas, estes eram duas vezes
maiores que o da planta controle.

Células meristeméticas de Allium cepa tratadas com o herbicida trifluralina também
apresentaram problemas durante a divisdo mitdtica, tais como: poliploidias, C-metéfases,
anafases multipolares, pontes anafdsicas e telofdsicas, atrasos cromossdmicos e perdas de

material genético (Figura 8) (FERNANDES, 2002).
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FIGURA 8: Células meristematicas de Allium cepa tratadas com o herbicida trifluralina. A- C-metafase; B-
célula polipléide; C- célula multipolar; D- perda de material genético; E- ponte cromossdmica; F-tel6fase

com atraso cromossomico.

Segundo Fernandes (2002), nos bioensaios com meristemas radiculares de Allium
cepa tratados com trifluralina foram observados uma grande quantidade de células
interfasicas com mais de um nucleo e células com a presen¢a de microntcleos e “mini cell”

(Figura 9).

FIGURA 9: Células meristemdticas de Allium cepa tratadas com o herbicida trifluralina. A- célula com

micronicleo; B- célula e com “mini cell” adjacente; C- célula polinucleada.



65

Lignowski e col. (1972), observaram C-metdfases, micronicleos, nucleos
amebdides e poliploidias em meristemas radiculares de trigo e de cebola submetidos a agao
do herbicida trifluralina. Devido a ocorréncia de metafases irregulares, eles concluiram que,
provavelmente, o fuso foi rompido devido a acdo do herbicida sob o mesmo.

Bioensaios realizados com trifluralina, utilizando Pisum sativum como material
teste, revelaram uma reacdo positiva do herbicida com o aumento de alteracdes
cromossomicas, efeitos C- mitéticos e antimitéticos (GRANT e col., 2001).

Fernandes (2002) afirmou que, dentre as células de meristemas radiculares de
Allium cepa em divisdo, a trifluralina promove um aumento significativo no indice de
metafases irregulares. Esses dados corroboram com as afirmacdes de Lignowski e col.
(1972), Lee e col. (1997), Dow e col. (1998), Werbovetz e col. (1999) e Ovidi e col. (2001),
que caracterizaram a trifluralina como um potente inibidor de microtibulos, tendo
capacidade, portanto, de acumular um grande ndmero de células meristematicas em
metéfase.

Kaya e col. (2004), utilizando o teste de recombinacdo e mutagdes somaticas
(SMART) em Drosophila melanogaster, obtiveram resultados positivos quanto a
genotoxicidade do herbicida trifluralina.

Testes de genotoxicidade, utilizando o ensaio do cometa em cultura de linfécitos
humanos, demonstraram que a trifluralina produziu um aumento significativo no
comprimento da cauda do cometa. Esse aumento se deve as quebras no DNA, dadas pela
inducdo de reparo por excisao de nucleotideos, decorrente das lesdes promovidas pela agao

do herbicida (RIBAS e col., 1995). Quanto a freqiiéncia de células portadoras de cometa, o
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autor observou que, ap6s 48 horas de exposi¢ao ao herbicida, poucas células com cometas
foram encontradas, mas esses resultados mostraram-se estatisticamente significativos.

De acordo com Ribas e col. (1996), a trifluralina apresenta um fraco efeito
genotoxico em culturas de célula humanas porque promove uma redugdo na proliferagao
celular. O mesmo autor afirma que esse herbicida ndo revelou efeitos clastogénicos, uma
vez que promoveu pouca indugdo de troca entre cromatides irmas.

O teste do microntcleo realizado por Ribas e col. (1996), utilizado para detectar
atividade aneugénica, também teve resposta negativa, o que contradiz estudos de varios
outros autores que afirmam que o herbicida trifluralina promove aberracdes cromossdmicas
e alteragdes nucleares decorrentes de problemas nos fusos mitéticos (BRYANT, 1977;
FOUREMAN, 1981; DONNA e col. 1981; CANEVARI, 1996; PENA, 1996;

FERNANDES, 2002; entre outros).

8. CONSIDERACOES FINAIS

O aumento da produtividade agricola aconteceu em decorréncia de varios fatores,
entre eles o melhoramento genético, tecnologias de melhoria de implementos agricolas e o
uso de substancias que permitem a correcao de solos e controle de espécies indesejaveis
para a agricultura (agrotoxicos).

O uso de agrotoxicos tem causado discussdes e polémicas entre a comunidade
cientifica e seus usudrios, registrando, de diversas formas, indicacdes vantajosas e
desvantajosas para o seu uso. Dentre as indica¢des contrdrias ao uso de agrotéxicos
podemos destacar a falta de estudos detalhados sobre a agdo desses quimicos sobre os

organismos expostos, impossibilitando associacdes da acdo desse produto com o
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aparecimento de problemas futuros. No solo, o herbicida ¢ moderadamente persistente, o
que pode vir a comprometer organismos que, eventualmente, estejam expostos a ele. A
trifluralina é uma substancia com atividade anti-mitética, pois impede a divisao celular, fato
esse que pode levar a um comprometimento do desenvolvimento dos organismos.

Existem relatos que comprovam que a trifluralina caracteriza-se como uma
substancia de grande toxicidade aguda para peixes, mas poucos sdo as descri¢des de sua
toxicidade cronica e de seu efeito citotdxico.

Os estudos mutagénicos e genotéxicos realizados com esse quimico sdo, na maioria
das vezes, inconclusivos ou até contraditorios.

Pouco se tem de informacdo sobre a toxicidade dos produtos derivados da degradacdo da

trifluralina.
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RESUMO

Os microtibulos garantem, por meio da polimerizacio dos fusos mitéticos, da formagdo do
fragmoplasto e da presenca de centrossomos, o sucesso da divisdo mitética. A trifluralina,
um dos herbicidas mais utilizados no controle de ervas daninhas, € um potente inibidor do
processo de divisdo celular mitética devido a sua interferéncia na polimerizacdo dos
microtibulos. O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do herbicida
trifluralina em células meristematicas de Allium cepa bem como avaliar a sua a¢do sobre o
material genético dessa espécie. Para a realizacdo do estudo, radiculas de A. cepa foram
submetidas as diversas concentracdes do herbicida (0,42; 0,84; 1,67 e 3,34ppm) por 24
horas e, posteriormente, testada a capacidade de recuperacdo das células que sofreram
injurias pela substancia, submetendo as radiculas a um tratamento de 48 horas em dgua
mili-Q. A andlise das células dos meristemas radiculares de A.cepa, submetidos as diversas
concentracoes testadas do herbicida trifluralina, mostraram uma inibi¢do do indice mitético
significativo para as concentragdes de 0,84; 1,67 e 3,34ppm e induziram a formagdo de
alteracoes como C-metédfases, metdafases polipldides, metdfases com aderéncias
cromossdmicas, anafases multipolares, anafases e teléfases com atrasos, perdas, quebras e
pontes cromossOmicas, células polinucleadas e nicleos amebdides, principalmente, quando
as radiculas foram expostas as duas concentragdes mais baixas (0,42 e 0,84ppm). Algumas
das alteracdes encontradas parecem ser decorrentes de alteracdes anteriores devido a acdo
do herbicida nas diferentes fases e em mais de um ciclo celular consecutivo. Os resultados
obtidos em nossas andlises comprovam a a¢do microtibulo despolimerizante do herbicida,
0 que permite caracterizd-lo como uma substancia aneugénica. A ag¢do aneugénica da

trifluralina promove um efeito severo na célula, pois impede a segregacao simétrica do
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material genético durante a divisao celular. O periodo de recuperagdo por 48 horas parece
ndo ter sido suficiente para restabelecer a integridade das células expostas ao herbicida.
Uma vez que o organismo teste utilizado nesse estudo parece ter boa correlagdo com testes
realizados em mamiferos, alertamos para a eventual possibilidade de quantidades residuais
do herbicida trifluralina terem potencialidade para causar também problemas a saude
humana, uma vez que os tipos de alteracdes registradas neste estudo sdo também apontadas

como alteracdes relacionadas as neoplasias.

Palavras chave: Aberragdes cromossomicas, Allium cepa, microtibulo, mitose, trifluralina.



90

INTRODUCAO

A separacdo das crométides irmas e a subseqiiente formacdo de duas células filhas
idénticas depende de uma perfeita sincronia entre os cromossomos ao se dirigirem para os
polos das células. O estabelecimento das posicdes bipolares dos fusos é precedido pelo
movimento dos centrossomos para dire¢des opostas da célula e a partir do estabelecimento
dessas estruturas nestes locais é que tem inicio a polimerizacdo dos microtibulos do
aparelho mitético. Na prometifase, os centrossomos orientam a polimerizacdo dos
microtibulos de forma continua até que os fusos estabelecam contato com o cinetécoro dos
cromossomos (Sumara et al., 2004). Uma vez estabelecida a ligacdo entre o fuso e o
cinetécoro, as cromatides sdo separadas e transportadas para pdlos opostos da célula. A
membrana nuclear é entdo restabelecida, envolvendo cada um dos materiais genéticos
separados pela andfase, constituindo, entdo, os nucleos filhos, finalizando o processo de
cariocinese.

Ap6s a divisdo do material genético, os microtibulos polares residuais formam, em
vegetais, o fragmoplasto. Essa estrutura serve de base para a formagdo da lamina celular
primordial, onde serd depositada a nova parede celular e que serd responsivel por
determinar, precisamente, as posicdes das duas células filhas em relacdo as células
adjacentes. Assim, os planos de divisdo celular mitética, junto com o crescimento celular,
determinam o desenvolvimento dos vegetais (Alberts et al., 2002).

Os microtibulos garantem, por meio da polimerizacdo dos fusos mitdticos, da
formacao de fragmoplastos e dos microtibulos corticais, o sucesso da divisdo mitdtica

(Hepler et al., 1993).
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A trifluralina, um dos herbicidas mais utilizados no controle de ervas daninhas, €
um agente inibidor do processo de divisdo celular mitética, atuando basicamente sobre 0s
meristemas e tecidos de 6rgdos subterraneos como raizes, gemas, epicétilo, hipocétilo,
rizomas, tubérculos e sementes (Deuber, 1992).

Virios autores (Morejohn et al., 1987; Morejohn, 1991; Ribas et al., 1996; Anthony
& Hussey, 1999; Pavlica et al., 1998, Anthony et al., 1998) afirmam que o herbicida
trifluralina atua sob o processo de crescimento dos microtibulos, impedindo ou
interrompendo sua formacao. Anthony & Hussey (1999) acrescentam ainda que, dentre os
microtibulos, os corticais sao considerados mais resistentes a acdo do herbicida trifluralina
e os fusos e fragmentos de microtibulos os mais sensiveis.

Devido a interferéncia desse herbicida na polimerizacdo dos microtibulos, a
trifluralina tem sido testada em Tripanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e Toxoplasma
gondii com o intuito de se obter resultados positivos quanto ao controle desses parasitas
responsaveis pelo desenvolvimento das doencas de Chagas, da maldria e da toxoplasmose,
respectivamente. No entanto, apesar da trifluralina ser muito pouco téxica para mamiferos
(LD50 em ratos é de 500mg/kg™") e inibir a maior parte dos microtibulos dos parasitas,
existe evidéncias de possivel potencial carcinogénico do produto o que tem inviabilizado o
desenvolvimento de drogas antiprotozodricas a base de trifluralina (Stokkermans et al.,
1996; Werbovetz et al., 1999 e Bogitsh et al., 1999).

"Environmental Protection Agency" (USEPA) (1999) classifica a trifluralina como
substancia do grupo C: possivelmente carcinogénica para humanos. Dados da “National

Cancer Institute" (NCI) (2000) e de Emmerson et al. (1980) relatam a carcinogenicidade do
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produto, para ratos, confirmada pelo aumento de carcinomas apds exposicao cronica dos
organismos a esse herbicida.

Testes de recombinacdo e mutacdes somadticas (SMART) em Drosohila
melanogaster tem demonstrado resultados positivos também quanto a genotoxicidade do
herbicida trifluralina (Kaya et al., 2004).

De acordo com Ovidi et al. (2001), estudos realizados com Nicotiana tabacum
indicam que a trifluralina tem um efeito especifico no aparato reprodutivo das plantas, pela
acdo direta sobre a formagao do tubo polinico, devido a interferéncia na polimerizagao dos
microtibulos dessas estruturas. Os autores ainda sugerem que o citoesqueleto de
microtibulos dos pélens podem ser usados como um bioindicador para estudos de
toxicidades induzidas por herbicidas.

Bioensaios realizados com trifluralina, utilizando Pisum sativum como material
teste, revelaram uma reagcdo positiva do herbicida com o aumento de alteracdes
cromossomicas, efeitos C-mitéticos e antimitoticos (Grant et al., 2001).

Uma das mais antigas e utilizadas ferramentas para se realizar estudos de avaliacdo
de mutagenicidade € o teste de aberracdes cromossOmicas. Esse teste, baseado na
citogenética cldssica, € um dos poucos métodos diretos usados para mensurar mutacdes em
sistemas expostos a mutdgenos ou carcindgenos potenciais (Rank et al., 2002).

Testes citogenéticos sdo uteis para identificar os efeitos danosos de diversas
substancias, em suas varias concentracdes e apods diferentes tempos de exposi¢ao (Al-Sabti
& Kurelec, 1985; Al-Sabti, 1989; Abdou et al., 1989; Kak & Kaul, 1989; Kumar & Sinha,

1989; Rao, 1989; Chauahan & Sunderaramen, 1990; El-Khodary et al., 1990; Panda et al.,
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1990; Singh et al., 1990; Kumar et al., 1991; De-Serres, 1992; Matsumoto & Marin-
Morales, 2004).

Os testes que avaliam as aberracdes cromossdmicas tém sido largamente
reconhecidos. De acordo com Natarajan (2002), estas alteragdes revelam as conseqiiéncias
das acdes mutagénicas de agentes quimicos, aos quais muitos organismos estdo expostos,
inclusive o homem. Tanto as aberracdes estruturais como as numéricas tém sido observadas
em estudos na drea de saide humana, como nos casos de anormalidades congénitas em
recém-nascidos e neoplasias em humanos.

A avaliacdo da mutagenicidade de quimicos perigosos/danosos tem sido feita por
meio de testes com vegetais superiores (Rank et al., 2002). Por serem receptores biolégicos
diretos de agrotoxicos aplicados no campo, esses organismos constituem,
conseqiientemente, um importante material para testes genéticos e de monitoramento deste
tipo de poluente ambiental. Vegetais superiores sao atualmente reconhecidos como
excelentes indicadores de efeitos genotdxicos e mutagénicos de ambientes com presenca de
substancias quimicas (Sharma & Panneerselvan, 1990).

A espécie Allium cepa tem sido, freqlientemente, utilizada para se determinar efeitos
citotoxico, mutagénico e genotdxico de varias substancias (Grant, 1982; Fiskejo, 1985;
Matsumoto & Marin-Morales, 2004), sendo utilizada como um organismo padrdo para
testes rapidos (Smaka-Kincl et al., 1996), por apresentar boa correlacdo com sistemas teste
de mamifero (Grant, 1982; Rank & Nielsen, 1993; Chauhan et al., 1999). Alteracdes
cromossdmicas em Allium cepa podem ser observadas em qualquer fase do ciclo celular e

sdo consideradas evidéncias de efeitos mutagénicos promovidos por agentes clastogénicos
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ou aneugénico, caracterizados de acordo com o tipo de alteracdo induzida (Vidakovié-
Cifrek et al. 2002).

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do herbicida trifluralina em
células meristematicas de Allium cepa, bem como avaliar a sua acdo sobre o material

genético dessa espécie.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Quimico testado

A trifluralina é um herbicida de derivados benzénicos, pertencente a familia das
dinitroanilinas. Esse herbicida € de pré-emergéncia e deve ser aplicado e incorporado ao
solo logo ap6s a semeadura, quando as sementes das plantas estdo no inicio do seu processo
de germinacdo (Ribas et al., 1996). O herbicida é indicado para culturas de soja, citros,
café em formacgdo, algoddo, amendoim, feijdo, vagem, girassol, mamona, mandioca,
berinjela, cenoura, quiabo entre outras (Rodrigues & Almeida, 1998). A composicao
quimica da trifluralina € a, o, a—trifluoro—2-6-dinitro-N-N-dipropil-p-toluidina (CAS
number 1582-09-8) e é classificado como uma substincia medianamente toxica (classe II)

(DOU, 1991).

2.2. Organismo teste
O material bioldgico utilizado neste estudo, como sistema-—teste, para se avaliar os
efeitos mutagé€nicos do herbicida trifluralina, constituiu-se de sementes de Allium cepa
(2n = 2X= 16 cromossomos) de um mesmo lote (variedade Baia periforme), estocadas

em local escuro e acondicionadas a temperatura de 6-10° C.
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2.3. Solucao de tratamento e preparacio das radiculas

O herbicida trifluralina foi diluido em 4gua destilada nas proporcdes de 1: 10°; 1,9:
103; 3,7:103; 7.5 :10°. Levando-se em consideragcdo a quantidade de produto ativo
(trifluralina) contido no produto comercial (445g/L), obteve-se entdo as concentracdes de
0,42ppm; 0,84ppm; 1,67ppm e 3,34ppm da substancia trifluralina.

As sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em temperatura
ambiente, em placas de Petri recobertas com papel de filtro umedecido com dgua mili-Q.
Quando as radiculas atingiram cerca de 1cm de comprimento foram transferidas para placas
de Petri cobertas com papel aluminio, para evitar a degradac@o do herbicida (fotosensivel) e

expostas ao tratamento com as diversas concentra¢des do produto.

2.4. Tratamentos
Foram realizados 2 tratamentos com as concentracdes acima descritas do herbicida
trifluralina, como segue:

1- Tratamento de 24 horas: Radiculas com cerca de 1 cm de comprimento foram
expostas, por 24h, as diferentes concentracdes pré-estabelecidas do herbicida
trifluralina. Apds esse periodo, alguns exemplares foram coletados e fixados em
Carnoy (3:1(v/v)) e o restante seguiu para o tratamento de recuperagao;

2- Tratamento de recuperagdo: algumas radiculas que passaram pelo tratamento de
24 horas foram transferidas para outra placa de Petri, com dgua mili-Q, para um

tratamento de recuperacao por 48 horas.
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O teste controle foi realizado com sementes submetidas a germinacdo somente em agua
mili-Q. As coletas e as fixacdes dos meristemas ocorreram, conjuntamente, para os dois
tratamentos (24h e 48h).

As radiculas fixadas foram submetidas a uma hidrélise acida em HCI 1 N a 60° C,
durante 8 minutos e posteriormente submetidas ao reativo de Schiff por 2 horas, em local
escuro. As pontas das raizes foram seccionada, em lamina, para a extra¢ao das suas regides
meristematicas. Para intensificar a coloracdo das células, foi adicionada aos meristemas uma
gota de carmim acético (1%). O material foi recoberto por laminula, onde, com o auxilio de
um estilete de madeira, foi feita uma leve pressdo, somente para proporcionar um melhor
espalhamento das células sobre a lamina. Essa pressao foi bem suave, para ndo haver
comprometimento das andlises. O material foi analisado em microscépio de luz (Germany,
Carl Zeiss) com aumento de 400 vezes.

Foram realizados, em ambos os tratamentos, cerca de 15.000 contagens de células
para cada concentragdo investigada. O mesmo nimero de células foi observado para o teste
controle.

Através de andlises citologicas, foram observadas células portadoras de

anormalidades e quantificado o indice mitético, segundo as formulas:

IAC (indice de alteragdes cromossdmicas) = nimero de células alteradas x 100

total de células observadas

IM (indice mitético) = ndmero de células em divisdo x 100

total de células observadas
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2.4. Analise estatistica

Apds a obtengdo dos resultados do estudo, foi realizada a andlise estatistica pelo
método Kruskal-Wallis. Este ¢ um teste nao-paramétrico, conhecido como teste H, destinado
a comparar 3 ou mais amostras independentes de mesmo tamanhos ou desiguais, cujos

escores devem ser mensurados, pelo menos, a nivel ordinal.

3. RESULTADOS

Nossos resultados mostraram que, apds tratamento das radiculas de A.cepa com as
diversas concentracdes do herbicida trifluralina, foi observado uma inibicio do indice
mitético (Tabela 1, Figura 1) e a presenca de aberragdes cromossomicas e nucleares como C-
metafases, metdfases polipldides, metifases com aderéncias cromossOmicas, anéfases
multipolares, anédfases e tel6fases com atrasos, perdas, quebras e pontes cromossomicas,

células polinucleadas e niicleos ameboides (Tabela 1, Figura 2).

3.1. Indice Mitético

A partir de valores obtidos sobre indices mitdticos, € possivel avaliar o potencial de
uma determinada substancia em inibir ou aumentar a proliferacdo celular. As andlises do
indice mitdtico, referentes as radiculas tratadas com o herbicida trifluralina por 24 horas,
apresentaram um decréscimo significativo no indice de divisdo celular, para as
concentracoes de 0,84; 1,67 e 3,34ppm (Tabela 1, Figura 1). Apés o periodo de recuperagao
de 48 horas com dgua mili-Q, as radiculas tratadas com as concentracdes de 0,42 (resultado
ndo significativo para tratamento de 24 horas e 48 horas) e 0,84ppm apresentaram um leve

aumento no indice de divisao celular. Ja as radiculas tratadas com as concentracdes de 1,67
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e 3,34ppm, ap6s o periodo de recuperacdo exibiram freqiiéncias de aproximadamente 1,6 e
6,4 vezes maiores embora as diferencas numéricas tenham sido proporcionais (acréscimo
de 8,53 e 7,32 pontos, respectivamente). Mesmo apds o aumento da freqiiéncia de células
em divisdo, as concentracdes 0,84; 1,67 e 3,34ppm continuaram apresentando uma inibi¢ao

significativa no processo da mitose, quando comparadas ao teste controle.

3.2. Células aberrantes

Nossos testes, realizados com o herbicida trifluralina, apontaram a presenca de
aberracdes cromossomicas e nucleares. Algumas das alteragdes encontradas parecem ser
decorrentes de uma somatoéria de efeitos ocorridos em diferentes fases do ciclo celular e ou
devido a persisténcia da acdo do herbicida em mais de um ciclo consecutivo, o que parece
potencializar seu efeito (Esquema apresentado na figura 3).

Os resultados obtidos com o tratamento de 24 horas, utilizando as diferentes
concentracdes do herbicida trifluralina e com o tratamento de 48 horas em dgua mili-Q
apontaram a presenca de C-metéafases, metafases polipldides e metafases com aderéncia
cromossdmica (Tabela 1, Figura 2 A, B e C). Esses resultados foram significativos para as
concentracdes de 0,42ppm e 0,84ppm em ambos os tratamentos quando comparados com
os resultados obtidos para o teste controle (Tabela 1). A concentracdo de 1,67ppm
apresentou freqii€ncias significativas de C-metafases e células polipldides somente apds o
tratamento de recuperacdo de 48 horas em dgua mili-Q. J4 a concentragdo de 3,34ppm,
somente a presenca de aderéncia cromossOmica foi estatisticamente significativa, apds

tratamento de 24 horas (Tabela 1).
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Nossos estudos registram também problemas na segregacao cromossdmica durante
a anafase (Figuras 2 e 3). Como pode ser visto na tabela 1 e figura2 (E, F, G, H,J, N, O e
P) as concentragdes testadas do herbicida trifluralina promoveram vdrias aberragdes
cromossdmicas como perdas, quebras, atrasos, pontes e multipolaridade durante a anifase e
telofase (Figura 2 G, D, E, N, F, P, H e J). Dentre as alteragdes observadas, a presenca de
pontes cromossdmicas foi significativa para as concentracdes de 0,42ppm, 0,84 e 1,67ppm,
antes e apds o tratamento de recuperacio, quando comparadas ao controle (Tabela 1).

Problemas decorrentes do estabelecimento de pontes cromossdmicas, tais como
quebras cromossomicas (Figura 3), apesar de estar presente em todas as concentragdes e
nos dois tratamentos (24 e 48 horas), mostraram niveis de significancia, apds o tratamento
de 24 horas, somente para a concentragdo de 1,67ppm. Apés tratamento de recuperagdo a
concentracdo de 1,67ppm apresentou uma baixa freqiiéncia dessa altera¢do, enquanto que
as concentragdes 0,42 e 0,84ppm passaram a apresentar freqii€ncias significativas de
quebras cromossOmicas, quando comparados com os testes controle. Atrasos
cromossdmicos foram pouco observados nesse estudo (Tabela 1).

A exposi¢do das radiculas por 24 horas nas concentragdes de 0,42; 0,84 e 1,67ppm
levaram a uma inducdo significativa nas freqiiéncias de perdas cromossdmicas. Apds o
tratamento de recuperacdo, somente a concentraciao de 0,84ppm continuou a apresentar taxa
significativa dessa aberracdo. Ja a concentracdo de 3,34ppm que ndo havia apresentado
freqii€ncias significativas apds tratamento de 24 horas, mostrou resultado significativo apds
o periodo de recuperagao.

As aberracdes cromossOmicas encontradas nos testes realizados parecem ser

determinantes quanto ao aparecimento de alteracdes no nucleo das células (Figura 3). Os
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resultados obtidos para o tratamento de 24 horas com as diferentes concentracdes do
herbicida trifluralina apontam a presenga de células polinucleadas para as concentracdes
mais baixas testadas (0,42 e 0,84ppm), dados estes estatisticamente significativos (Tabela
1). Apés o tratamento de recuperagcdo de 48 horas em dgua mili-Q, houve um aumento da
freqii€ncia dessa alteracao para as concentragdes de 0,42 e 1,67ppm (Tabela 1). As anélises
estatisticas desses resultados foram significativas para as concentragdes 0,42; 0,84 e
1,67ppm (Tabela 1). Também foi observada para essas concentragdes a presenca de nicleos
amebdides, tanto para o tratamento de 24 horas como para o tratamento de 48 horas (Figura
2 L e M). Essa alteragao nuclear parece ser resultante de células multipolares com ponte
(Figuras 2 e 3).

A figura 4 expressa a freqiiéncia total de células aberrantes ap6s a exposi¢ao das
radiculas de A. cepa as diversas concentracdes testadas do herbicida, antes e apds
tratamento de recuperagcdo. O grafico mostra a manutencdo dos niveis significativos de
aberragdes celulares para as concentragdes de 0,42 e 0,84ppm e o aumento da freqiiéncia

das alteracdes para a concentracdo de 1,67, apds o tratamento de recuperagao.

4. DISCUSSAO

O wuso indiscriminado de herbicidas tem acarretado, muitas vezes, em
envenenamento € em contaminag¢do ambiental (Langenbach, 1989). Desta maneira, este é
um importante estudo que avalia os efeitos do herbicida trifluralina sobre o material
genético, fornecendo informagdes de sua agdo potencial sobre os organismos e
contribuindo, conseqiientemente, para um melhor esclarecimento sobre uma das muitas

substancias quimicas de grande utiliza¢do na agricultura.
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O herbicida trifluralina é considerado uma substancia microtibulo despolimerizante
(Morejhon et al., 1987; Morejhon, 1991; Ribas et al., 1996; Anthony & Hussey, 1998;
Pavlica et al., 1998, Anthony et al., 1999; Ovidi et al., 2001). Segundo Gisselsson et al.
(2004), Ochi et al. (2003) e Sumara et al. (2004) esse tipo de substancia pode ser capaz de
promover mudangas criticas no processo de divisdo celular, podendo resultar em
instabilidade gendmica.

Existem duas versdes para a acdo microtibulo-despolimerizante do herbicida
trifluralina: 1- ligacdo do herbicida as moléculas de tubulina, impedindo a polimerizagcdo
dos microtibulos (Upadhyaya & Noodén, 1977, Anthony et al., 1998; Werbovetz et al.,
1999; Anthony & Hussey, 1999; e Bogitsh et al. 1999); 2- Aumento do contetdo de ions
calcio nas células, promovendo problemas na regulacdo polimerizante/despolimerizante
dos microtibulos (Hertel et al., 1981; Sree et al., 1988; Hansen,1998 e Vidakovié-Cifrek et
al., 2002).

Anthony & Hussey (1998) afirmam que os herbicidas dinitronilinas, como a
trifluralina, possuem um radical NO, responsdvel pela sua ligacdo as moléculas de
tubulina. O complexo formado, herbicida-tubulina, inviabiliza a formagdo dos
microtibulos e, conseqiientemente, dos fusos mitéticos, uma das estruturas responsaveis
pelo sucesso do processo de divisdo celular. Ja para Hertel et al. (1981), Sree et al. (1988),
Hansen (1998) e Vidakovié-Cifrek et al. (2002), o herbicida trifluralina, além de atuar
junto as moléculas de tubulina, pode alterar e desregular a concentracdo de cdlcio na
célula. Tanto a formacdo quanto a estrutura e a degradacdo dos microtibulos sdo

controladas pelo fon célcio (Hepler e Wayne, 1985; Hepler, 1992) que, em alta
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concentracdo, acarreta em uma menor taxa de polimerizagdo de microtibulos
(Hepler,1992).

Os resultados obtidos em nossas andlises comprovam a ac¢do microtibulo
despolimerizante do herbicida o que permite caracterizd-lo como uma substancia
aneugénica. A a¢do aneugénica desse herbicida promove um efeito severo na célula, pois
impede a segregacdo simétrica do material genético durante a divisdo celular, levando a um
desbalan¢o gendmico caracteristica esta que, de acordo com Wolley et al. (1982); Ruhong
et al. (1997), também € observada em células neoplasicas.

Uma das comprovacdes da acdao aneugénica do herbicida, em nosso estudo, foi a
presenca significativa de C-metafases. A presenca de C-metafases é uma evidéncia da
completa inativacdo do fuso mitético das células (Fiskejo, 1985; Fiskejo, 1993), o que
significa que nenhuma placa equatorial foi organizada, levando a um atraso ou
impedimento da divisao dos centrdmeros.

Além da presenca de C-metafases, também foram observadas freqiiéncias
significativas de metafases polipléides. Essa alteracdo pode ter ocorrido devido ao
impedimento do processo de citocinese, em decorréncia da dificuldade na formacdo do
fragmoplasto. A auséncia do fragmoplasto impede a formacao de células filhas, originando
células polipléides (Vidakovié-Cifrek et al., 2002). O bloqueio da citocinese também foi
observado em Toxoplasma gondii quando esse organismo foi exposto a quantidades
micromolares do herbicida trifluralina (Stokkerman et al., 1996). Células polipléides, pelo
seu grande desequilibrio decorrente de seu conteido cromossdmico aumentado, tendem a

apresentar uma maior contra¢do cromossomica (Fiskejo, 1985; Fiskejo, 1993).
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Nossos resultados sugerem que o aumento da contracdo cromossdmica pode ser
decorrente, também, de inativacdo da despolimerizacdo dos fusos. Acreditamos que a
contragdo dos cromossomos pode ser capaz de promover aderéncias cromatidicas e
cromossdmica. De acordo com Fiskejo e Levan (1993), Marcano & Del Campo (1995) e
Marcano et al. (1998), a aderéncia cromossdmica ¢ um sinal comum da acdo toxica sobre
material genético e decorre, provavelmente, em um efeito irreversivel para a célula. A
aderéncia € um tipo de anormalidade que envolve a matriz protéica do material cromatinico
e ndo, propriamente, a molécula de DNA. A aderéncia cromossdmica, por ser um processo
irreversivel, geralmente promove a morte da célula (Fiskejo, 1988; Fiskejo, 1995; Fiskejo,
1997).

As aderéncias cromatidicas, segundo Marcano et al. (2004) originam pontes e,
conseqiientemente, quebras cromossdmicas. De acordo com Giacomelli (1999), as pontes
cromossOmicas resultantes de aderéncia podem ser multiplas e persistirem até a tel6fase.

Uma vez aderidas, as cromdtides permanecem unidas e, quando separadas, na
andfase, podem levar a ruptura do cromossomo. Essa sugestdo esclareceria a presenca de
pontes e quebras cromossdmicas apds tratamento com a trifluralina. Porém, a maioria das
quebras cromossdmicas observadas em nosso estudo parece ocorrer em porcdes
teloméricas (Figura 2 D). Neste caso, as quebras entdo seriam as responsdveis pela
formacgao das pontes cromossdmicas devido a caracteristica pegajosa que 0S Cromossomos
adquirem quando perdem porcdes teloméricas de suas estruturas. Essa caracteristica
clastogénica nido € inerente ao principio ativo da trifluralina. No entanto, o produto
comercial pode conter, nitrosodipropilamina, um contaminante carcinogénico que reage

com o DNA no O° da Guanina e pode provocar tais mutacdes (Cooper & Porter, 2000).
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Como a regido telomérica dos cromossomos contém um bloco de nucleotideos G
adjacentes, provavelmente o contaminante seja o responsavel pelas possiveis quebras
teloméricas registradas neste estudo em células meristematicas de A.cepa, apds exposi¢ao
ao herbicida trifluralina.

Kuriyama (1982) afirma que agentes poliploidizantes t€ém sido responsdveis por
induzir acumulag¢do de centrossomos supernumerarios. Os centrossomos sdao centros de
orientagdo dos fusos mitéticos que se replicam durante o ciclo celular, em paralelo com a
replicacdo do DNA (Ghadimi et al., 2000). Sao estruturas responsdveis pela bipolaridade
da célula durante a segregacdo dos cromossomos na anafase, o que mantém a integridade
genOmica numérica do organismo (Sumara et al., 2004). A presenca de centrossomos
supernumerarios, juntamente com a auséncia da citocinese e problemas nos fusos
mitéticos, comprometem a fidelidade da segregacdo cromossdmica e induzem a formacao
de anédfases multipolares e, conseqiientemente a presenga de células polinucleadas (Ochi et
al., 2003). De acordo com Rank & Nielsen (1998) as andfases multipolares decorrem do
mau funcionamento do fuso mitético, que distribui os cromossomos de forma irregular,
encaminhando-os para mais de dois p6los nas células, contrariamente ao que ocorre em
células de divis@o celular normal. Em nossos estudos, observamos que, provavelmente, os
cromossomos contidos nos multiplos pélos formados, tendem a se descondensarem e se
reestruturarem, formando células tnicas com varios nucleos (Figuras 2 H, I e Figura 3).
Nossos resultados corroboram com as afirmacdes de Kuriyama, (1982), Rank & Nielsen
(1998) e Ochi et al. (2003), uma vez que observamos niveis significativos de células

polipléides, multipolares e polinucleadas.
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Muitas das anéfases multipolares observadas neste estudo apresentaram também
pontes cromossomicas (Figura 2 J). Essa desarmonia cromossOmica instalada durante a
divisdo nuclear parece ndo impedir que a membrana nuclear se reestruture. No entanto, a
membrana acompanha a distribui¢do irregular do material genético na célula e d4 origem a
nucleos disformes (ndcleos amebdides) (Figura 2 L, M e Figura 3). Nossos resultados
corroboram com as afirmagdes de Lignowski et al. (1972) que descrevem, além de C-
metafases, micronidcleos e células poliploides, também a presenca de nicleos amebdides
em meristemas radiculares de trigo e de cebola submetidos a a¢ao do herbicida trifluralina.

Segundo Gisselsson et al. (2004), em estudos sobre instabilidade gendmica que
levam ao desenvolvimento de células neopldsicas, substancias aneugénicas tem a
potencialidade de induzir alteracdes celulares do tipo aneuploidia. A interrupcao da
polimerizacdo dos fusos mitéticos, durante a andfase, pode promover uma ligacao
unilateral dos fusos aos cromossomos, impossibilitando a movimentacdo desse para os
polos. Os cromossomos tendem a ficar dispersos no citoplasma caracterizando uma perda
de material genético, que acarretard em aneuploidia. (Shamina et al., 2003).

Nossos resultados mostraram freqii€ncias significativas de células com perdas
cromossOmicas observadas nas fases de metafase, anafase e tel6fase. Esse material
genético sem orientacao de fuso tende a migrar, aleatoriamente, para uma das células filhas
e derivar células com 2n +1 cromossomos.

De acordo com vdrios autores (Hedlle & Carraro, 1977; Viaggi et al., 1987; Niisse
et al., 1994; Fenech, 2000), as perdas e quebras cromossdmicas como também o proprio
material génetico excedente, promovido por replicacdo do conteido génico (Shimizu et al.,

2000; Leach & Jackson-Cook, 2004; Morejhon et al., 1987; Morejhon, 1991; Ribas et al.,
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1996; Pavlica et al., (1998) tendem a formar micronicleos que podem vir a ser eliminados
da célula sob a forma de "mini cells".

Também foi verificada em nosso estudo a presenga de atrasos cromossdmicos na
anafase e na teléfase. Acreditamos que essa alteracdo se deva nao por interferéncia na
polimerizacdo e sim na despolimerizagao dos microtibulos. A auséncia ou interferéncias
no evento de despolimerizagao impossibilita o encurtamento do fuso e impede ou atrasa a
movimentacdo dos cromossomos para os pélos. Acreditamos que essa alteracdo deva
ocorrer devido as possiveis mudangas do conteido de cdlcio presente na célula, causadas
pela acdo do herbicida. Entendemos que somente a formac¢do do complexo tubulina-
herbicida ndo seria suficiente para promover atraso cromossdmico, pois esse complexo
interfere, exclusivamente, na polimerizacdo dos microtibulos e o atraso cromossomico
acontece pela falta de despolarizagcdo dessas estruturas.

As aberragdes nucleares e cromossdmicas observadas e discutidas nesse estudo
foram mais evidentes e significativas para as concentragdes mais baixas testadas para esse
herbicida (0,42; 0,84 e 1,67ppm) (Tabela 1, Fig 4). A concentracdo mais alta (3,34ppm)
apresentou apenas resultado significativo para as alteracdes do tipo, metifases com
aderéncia cromossomica e perdas cromossomicas (Tabela 1). Essa concentragdao também
mostrou ser um potente inibidor do processo de divisdo celular mitética (Figura 1). Esse
resultado pode ser explicado pela prépria indicacdo do uso deste herbicida nessa
concentracdo, que tem como objetivo impedir o desenvolvimento de plantas indesejaveis,
por um bloqueio da sua divisdo celular (Ribas et al., 1996). Como as substancias
mutagénicas agem normalmente durante a replica¢ao ou durante as fases da divisao celular,

quando nao houver o evento de divisdo ndao hd possibilidade de se avaliar a acdo
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mutagénica. Podemos afirmar, assim, que nessa concentracdo (3,34ppm), por haver um
efeito téxico comprovado (inducdo de um baixo indice mit6tico), nao foi possivel estimar o
efeito mutagénico do produto.

O periodo de recuperacdo por 48 horas parece ndo ter sido suficiente para
restabelecer a integridade das células expostas ao herbicida, pois nao houve altera¢ido nos
seus niveis de significancia. Foi observado um aumento no total de aberra¢des para a
concentracdo de 1,67ppm e valores préoximos entre os dois tratamentos para as
concentracoes de 0,42 e 0,84ppm (Figura 4). A concentracdo de 3,34ppm apresentou uma
menor freqiiéncia de aberracdes apds o periodo de recuperagdo (Figura 4). No entanto,
acreditamos que esse resultado ndo esteja relacionado ao restabelecimento da célula
alterada, mas sim a um efeito citotoxico dessa concentracdo, observado pela baixa
freqii€ncia de células em processo de mitose e pela presenca, apds tratamento de 24 horas,
de metafases com aderéncia cromossomica que tendem a inviabilizar a célula (Tabela 1).
Esses resultados talvez representem os sérios danos causados pelo herbicida ao material
genético, promovendo injurias graves a célula, comprometendo assim a sua fisiologia.

Desta forma, acredita-se que os efeitos residuais do herbicida trifluralina podem
constituir um grande problema para organismos expostos. Este pode, eventualmente,
persistir residualmente no solo, podendo causar sérios problemas em cultivos posteriores,
bem como aos organismos presentes no solo.

Uma vez que o organismo teste utilizado parece ter boa correlagdo com testes
realizados em mamiferos (Grant, 1992; Rank & Nielsen, 1993; Chauhan et al., 1999),
alertamos para a eventual possibilidade de quantidades residuais do herbicida trifluralina,

terem a potencialidade para causar também problemas a saide humana, uma vez que os
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tipos de alteragdes registradas neste estudo sdo também apontadas como alteracdes
relacionadas as neoplasias (Ochi, 2002; Xu et al., 1999; Susanne, 2005; Ochi et al., 2003;

Gisselsson et al., 2004).

5. CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou, por meio de observacdes de inducdo de aberragdes
cromossOmicas e nucleares que o herbicida trifluralina pode ser considerado uma
substancia aneugénica. A trifluralina parece atuar nos microtibulos dos fusos mitéticos
devido, principalmente, a falta de segregacdo correta dos cromossomos observada, em
nosso estudo, durante a anédfase. O herbicida também age bloqueando a citocinese, o que
leva a formagdo de células polipléides. No entanto, esse quimico parece ndo atuar nos
microtibulos corticais (formadores de centrossomos), desta maneira, acreditamos que a
presenca de andfases multipolares, observadas neste estudo, foram decorrentes de
centrossomos supernumerdrios presentes na célula apds varias replicacdes sofridas pela
mesma sem que houvesse o evento da citocinese. As quebras observadas podem ser
conseqiiéncia das aderéncias cromatidicas ou por uma agdo clastogénica de contaminantes
do produto, como o nitrodipropilamina.

Devido a freqiiéncia significativa das alteracdes encontradas, podemos afirmar que
as concentracoes 0,42; 0,84 e 1,67ppm sdao genotdxicas para Allium cepa. A concentracao
mais alta avaliada neste estudo (3,34ppm) pode ser considerada téxica para o organismo
testado, devido a inibi¢do significativa de divisdo celular e por apresentar alteracdes

irreversiveis no material genético, o que pode causar inviabilidade célular.
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O periodo de recuperagdo nao foi suficiente para restabelecer a integridade das
células comprometidas pela a¢do do herbicida trifluralina, visto que algumas alteragdes
aumentaram ou mantiveram sua freqii€ncia significativa. Essa informac¢do nos permite
inferir que o herbicida promove uma a¢do continua e persistente no organismo e nos alerta
sobre a influéncia de doses residuais sobre o material genético dos organismos.

Sugerimos que as concentragdes de 0,42ppm e 0,84ppm podem ser consideradas
como “concentracdes diagnésticos” de mutagenicidade do herbicida trifluralina, ou seja,
aquela que pode trazer maiores informacdes, quanto aos danos no material genético
induzidos nos organismos. Essas concentra¢cdes mostraram um maior efeito sobre a indugao
de irregularidades celulares tanto quanto aos tipos como a quantidade de aberracdes
cromossdmicas e nucleares no organismo teste usado.

As células meristematicas de Allium cepa mostraram ter boa correlacdo com testes
realizados com animais, uma vez que nossos resultados mostraram as mesmas alteracoes
significativamente freqiientemente observadas em células neopldsicas. Desta forma, este
estudo traz informacdes adicionais e importantes, também, para alertar sobre a possivel
acdo carcinogénica do herbicida trifluralina para humanos, principalmente as doses
residuais, o que confirma a classificacdo da EPA, para a trifluralina, como uma substancia

possivelmente carcinogénica para humanos.
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Figura 2: Aberragdes cromossomicas e nucleares observadas em células
meristematicas de A/linum cepa apos tratamento com o herbicida trifluralina. A:
C-metafase: B: Célula poliploide: C: Aderéncia cromossomica: D: Metafase
com quebra cromossomica; E: Anifase com atraso cromossoémico; F: Ponte
cromossomica em anafase: G: Anafase com perda cromossomica: H: Anafase
multipolar; I: Célula polinucleada; J: Anafase multipolar com ponte; L:
Niucleo ameboide em intérfase; M: Nicleo ameboide em préfase; N:Telofase
com atraso cromossomico; O: Telofase com ponte cromossomica: P: Telofase
com perda, ponte e atraso cromossomico.
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RESUMO

Os micronucleos sao formados por meio de perdas cromossOmicas durante a anafase, por
fragmentos acéntricos ou por expulsdo de material genético excedente no nucleo. A
trifluralina interfere na formacdo dos microtibulos promovendo alteragcdes no material
genético inibindo assim a proliferacdo celular. Nosso estudo avaliou a potencialidade do
herbicida trifluralina em induzir a formacao de microntcleos e outras alteragdes celulares,
em meristemas radiculares de Allium cepa. Os tipos de anormalidades mais freqiientemente
observadas, os processos envolvidos na sua formacdo e as estratégias celulares para a
eliminacdo dos danos promovidos pelo herbicida, baseando-se na andlise da inducdo e
presenca de perdas cromossOmicas, células poliploides, micronicleos, “mini cells” sdo
discutidas. Também sdo apresentadas sugestdes das implicacdes da elimina¢do de material

genético constituinte dos microntucleos, tais como viabilidade celular e apoptose.

Palavras-chave: Trifluralina, Allium cepa, micronuicleo, agentes aneugénicos.
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INTRODUCAO

Os herbicidas do grupo das dinitroanilinas, como a trifluralina, t€m sido
amplamente utilizados no controle seletivo de ervas daninhas [1]. O herbicida trifluralina,
que tem acdo pré-emergente, penetra nas sementes na regido do hipocétilo e impede a
divisdo celular interferindo, diretamente, no desenvolvimento das plantas [2]. Esse
herbicida é caracterizado como um composto quimico microtibulo despolimerizante que se
liga as tubulinas através do seu radical NO, e impede a formacdo, principalmente, dos
fusos mitéticos [3 e 4].

Os efeitos mutagénicos, derivados da acdo de agrotéxicos, podem ser diversos, tais
como reacdo direta com o DNA nuclear; incorporacio no DNA durante a replicagao
celular; interferéncia na divisdo celular mitética ou meidtica, decorrendo em divisdes
incorretas da célula [5].

Vegetais superiores sdo sistemas genéticos freqiientemente utilizados para o
monitoramento de poluentes ambientais. Atividades mutagénicas de quimicos podem ser
analisadas em diferentes sistemas testes vegetais como em Allium cepa, Arabidopsis thaliana
e Hordeum vulgare. Por meio desses sistemas vegetais podem ser realizados ensaios de
aberracdes cromossOmicas e testes citogenéticos [6 e 7]. Bioensaios com plantas t€ém sido
considerados mais sensiveis e mais simples quando comparados com bioensaios utilizando
animais. Esses organismos-teste tém sido validado em estudos de colaboragdo internacional
entre os "United Nations Environmental Program" (UNEP), "World Health Organization"
(WHO) e "US Environmental Protection Agency" (USEPA), que provaram a eficiéncia
destes organismos para o monitoramento de mutagenicidade causadas por poluentes

ambientais [8 e 9]. Os vegetais, por serem receptores bioldgicos diretos de agrotdxicos,
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constituem um importante material para testes genéticos e de monitoramento desses
poluentes ambientais [10].

Testes citogenéticos sdo uteis para identificar os efeitos danosos de uma substancia,
em suas vdarias concentragdes e apods diferentes tempos de exposi¢do. Também sdo
importantes para avaliar influéncia dos xenobiontes sobre os organismos [11 e 12].

Alteragdes cromossomicas como C-metafases, andfases mulitpolares, perdas
cromossdmicas, atrasos cromossomicos e poliploidias podem indicar problemas no fuso
mitético. A interrup¢do do fuso ou a sua formacdo incompleta pode promover uma
segregacao incorreta dos cromossomos para as células filhas, gerando anormalidades [13].

Alteragdes como micronicleos podem se originar espontaneamente, porém, a sua
inducdo é comumente usada para se detectar danos genéticos, resultantes de exposi¢ao a um
agente mutagénico [14]. O teste do micronicleo tem sido um dos testes mais promissores
para a avaliacdo de mutagenicidade ambiental, pela sua eficiéncia, simplicidade e rapidez
[15]. A ocorréncia de microntcleos, segundo varios autores [16, 17 e 18] tem sido utilizada
como indicativo de efeitos clastogénicos e aneugénicos.

Os danos cromossOmicos estruturais e numéricos podem decorrer em formacgao de
microntcleo na geracdo celular e posterior a divisao e estar associados ao aparecimento
e/ou progressao de tumores, e a efeitos reprodutivos adversos, sendo, portanto, aplicado
para uma avaliacao toxicoldgica inicial [19].

Testes como os de aberracdes cromossOmicas t€m mostrado evidéncias de
mutagenicidade desse herbicida em vdrias espécies de vegetais [20 e 21]. Bioensaios
realizados com trifluralina, utilizando Pisum sativum como material teste, revelaram

freqii€ncias significativas de alteracdes cromossdmicas, efeitos C-mitéticos e antimitoticos
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[22]. Estudos de toxicidade mostraram, em experimentos com ratos, que esse herbicida
promove aumento na incidéncia de cancer de bexiga, tumores de células foliculares e da
glandula tire6ide [23].

Neste trabalho foi avaliada a potencialidade de indu¢c@o de microntcleos e de outras
alteracodes celulares, em meristemas radiculares de Allium cepa, apds exposicao em varias
concentracdes do herbicida trifluralina. Foram avaliados também os tipos de anormalidades
mais freqiientes, os processos envolvidos com as sua formacgdo e as estratégias celulares

para a eliminagao dos danos promovidos pelo herbicida.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Quimico testado
A substiancia investigada foi a 2,6 dinitro-N,N-dipropil4 (trifluorometil)
benzenamina, cuja férmula molecular é Ci3H;¢F3N304 (CAS number 1582-09-8) e que é
comercialmente denominada trifluralina [24]. Esse herbicida é considerado, de acordo com
a EPA, possivelmente carcinogénico para humanos, baseado em evidéncias com animais e

nao com humanos (grupo C) [25] e de classe II quanto ao potencial toxicolégico [26].

2.2. Solucao de tratamento e preparacio das radiculas

O herbicida trifluralina foi diluido em 4dgua destilada nas propor¢des de 1: 103; 1.9:

103; 3.7:103; 7.5:10°. Levando-se em consideracdo a quantidade de produto ativo

(trifluralina) contido no produto comercial (445g/L), obteve-se entdo as concentracdes de

0.42ppm; 0.84ppm; 1.67ppm e 3.34ppm da substancia trifluralina.
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Foram utilizadas em nossos testes sementes de Allium cepa, pela disponibilidade,
em nossa regido, de uma mesma variedade agrondmica durante o ano todo. Isso nos
garanyiu a confiabilidade entre as vdrias repeticdes dos ensaios por confirmagdo dos
resultados.

As sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em temperatura
ambiente, em placas de Petri recobertas com papel de filtro umedecido com dgua mili-Q.
Quando as radiculas atingiram cerca de Icm de comprimento, foram transferidas para
placas de Petri cobertas com papel aluminio para evitar a degradacdo do herbicida

(fotosensivel) e expostas ao tratamento com as diversas concentra¢des do herbicida.

2.3. Tratamentos

Foram realizados tratamentos com as concentracdes acima descritas do herbicida

testado, como segue:

3- Tratamento de 24 horas: Radiculas com cerca de 1 cm de comprimento foram
expostas, por 24h, as diferentes concentracdes pré-estabelecidas do herbicida
trifluralina. Apds esse periodo, alguns exemplares foram coletadas e fixadas em
Carnoy (3:1(v/v)) e o restante seguiu para o tratamento de recuperagao;

4- Tratamento de recuperagdo: algumas radiculas que passaram pelo tratamento de
24 horas foram transferidas para outra placa de Petri, com dgua mili-Q, para um
tratamento de recuperacao por 48 horas.

O teste controle foi realizado com sementes submetidas a germinacdo somente em agua
mili-Q. As coletas e as fixacdes dos meristemas ocorreram, conjuntamente, para os dois

tratamentos (24h e 48h).
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Os meristemas foram submetidos a uma hidrélise acida em HCI 1 N a 60° C, durante 8
minutos e posteriormente submetidas ao reativo de Schiff por 2 horas, em local escuro. As
pontas das raizes foram seccionada, em lamina, para a extracdo das suas regides
meristematicas. Para intensificar a coloracdo das células, foi adicionada aos meristemas uma
gota de carmim acético (1%). O material foi recoberto com laminula, onde, com o auxilio de
um estilete de madeira, foi feita uma leve pressdo, somente para proporcionar um melhor
espalhamento das células sobre a lamina. Essa pressao foi bem suave, para ndo haver
comprometimento das andlises. O material foi analisado em microscépio de luz (Germany,
Carl Zeiss) no aumento de 400 vezes.

Foram realizados, em ambos os tratamentos, cerca de 15.000 contagens de células para
cada concentragdo investigada. O mesmo numero de células foi observado para o teste

controle.

2.4. Analise estatistica

Apds a obtengdo dos resultados do estudo, foi realizada a andlise estatistica pelo
método Kruskal-Wallis. Este ¢ um teste nao-paramétrico, conhecido como teste H, destinado
a comparar 3 ou mais amostras independentes de mesmo tamanhos ou desiguais, cujos

escores devem ser mensurados, pelo menos, a nivel ordinal.

3. RESULTADOS
A partir das andlises realizadas com os meristemas radiculares de Allium cepa foi
observado, apds o tratamento com as diversas concentracdes do herbicida trifluralina,

inibicao do indice mitdtico (Figura 1) e a presenca de micronuicleos, "mini cells", nicleos
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irregulares e alteracdes cromossOmicas, tais como células polipléides e perdas
cromossomicas (Figura 2 e 3 respectivamente).

Na tabela 1 estdo apresentadas as freqii€ncias das alteracdes celulares (perdas
cromossOmicas, metafases polipléides, brotos nucleares, microntcleos e "mini cells"),

observadas para as diferentes concentracdes dos dois tratamentos.

3.1. Indice Mitético

Os resultado obtidos com as analises do indice mitético, referentes as radiculas
tratadas com o herbicida trifluralina por 24 horas, mostraram um decréscimo significativo
(p< 0,05) no indice de divisdo celular, para as concentragdes de 0,84, 1,67 e 3,34ppm
(Tabela 1, Figura 1). Ap6s o periodo de recuperacao de 48 horas com dgua mili-Q, as
mesmas concentracdes apresentaram um aumento na freqii€ncia de células em divisdo. No
entanto, os resultados continuaram mostrando que as maiores concentragdes testadas do
herbicida foram capazes de inibir, significativamente, a divisdo das células, quando

comparadas ao controle (Tabela 1, Figura 1).

3.5. Perdas cromossomicas

Perdas cromossdmicas s@o conseqiiéncias de problemas no fuso mitético. Em nossas
andlises foram observadas freqiiéncias significativas dessa alteracdo mitética quando as
radiculas de Allium cepa foram expostas ao tratamento de 24 horas nas concentragdes de
0,42; 0,84 e 1,67ppm. Ap6s o tratamento de recuperagdo, apenas a concentragdo de
0,84ppm continuou a apresentar uma freqii€ncia significativa de perdas cromossdmicas

quando comparadas ao controle. A concentracdo de 3,34ppm, que ndo havia apresentado
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freqii€ncias significativas dessa alteracdo apds tratamento de recuperagdo, exibiu um
aumento dessa na freqiiéncia de 0,09 para 0,19, tornando-se estatisticamente significativa
quando comparada ao controle (Tabela 1). Foram observadas perdas cromossdmicas

evidentes, principalmente, nas fases de metafase, andfase e teléfase (Figura 3).

3.4. Metafases poliploides

Os resultados obtidos para o tratamento de 24 horas com as diferentes concentragoes
do herbicida trifluralina apontam a presenga de metéafases poliploides (Figura 2 A) para as
concentracoes mais baixas testadas, sendo estes resultados significativos para a
concentracdo de 0,42 e 0,84 ppm, quando comparado com os resultados obtidos para o teste
controle (Tabela 1). Apds o tratamento de recuperacdo de 48 horas em dgua mili-Q, houve

um aumento da freqii€éncia dessa alteracao para todas as concentragdes testadas (p< 0,05).

3.5. Alteracoes nucleares

Nossas andlises mostraram alteragdes, na morfologia nuclear, caracterizadas pela
presenca de nucleos irregulares e de brotos nucleares como pode ser visto na figura 2 (C, D,
E e F). Brotos nucleares foram vistos em todas as concentracdes testadas e nos dois
tratamentos. As freqii€ncias foram significativas ao nivel de 5% para todos os testes
realizados, sendo os testes com as concentracdes de 0,42 e 0,84ppm (24 e 48 horas) e
1,67ppm (48 horas) foram significativos ao nivel de 1% (Tabela 1).

Em nossas andlises, os brotos nucleares parecem ser decorrentes de eventos de
poliploidiza¢des, cujo material excedente € expulso da célula (figura 4). Uma evidéncia

desse efeito € o tamanho semelhante dos nicleos das células portadoras de brotos e das
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células poliploidizadas (Figura 2 A e B). Também foram observados nucleos irregulares,
caracterizados por apresentar tamanho aumentado e morfologia alterada (Figura 2C). Essa
alterac@o nuclear parece anteceder a formagao do broto nuclear. A figura 4 apresenta uma
possivel seqiiéncia de eventos que antecedem a formacgao do broto e a eliminagao desse sob

a forma de micronucleo e “mini cell”.

3.2. Microniicleos

Todas as concentracdes do tratamento de 24 horas em trifluralina, exceto a
concentracdo 3,34ppm, mostraram diferencas significativas, quando comparados com o
grupo controle, em relagdo a presenca de microntdcleos. Apds o tratamento de recuperagcao
de 48 horas em dgua mili-Q, foi observado um aumento no nimero de células com
microntucleos para todas as concentracdes testadas do herbicida, exceto para a concentragao
de 3,34 ppm (Tabela 1, Figura 2 G e H).

Foram observadas células com micronucleos em diferentes fases do ciclo celular,
embora a maioria dos registros foram para células na fase de intérfase e profase. Os
microntcleos, observados nas diferentes fases do ciclo celular apresentaram-se, na maioria
das vezes, em sincronia de divis@o com o nucleo principal. Porém, em alguns casos, nao foi

registrada essa sincronia como pode ser visto na tabela 2 e figura 5.

3.3. "Mini cells"
Como pode ser visto na figura 2 (J, L e M), dentre as anormalidades observadas,
constatou-se a presenca de pequenas cé€lulas, com material genético reduzido ("mini cells"),

localizadas, de maneira geral, proximas a membrana da célula que a originou. Essa
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alterac@o foi observada para as concentracdes de 0,42ppm, 0,84 e 1,67ppm, tanto para os
tratamentos de 24 horas como para o periodo de recuperacdo de 48 horas em dgua mili-Q.
Nossos dados mostraram um aumento da freqii€ncia dessa alteracdo apds o periodo de

recuperacao (Tabela 1).

4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicaram que o herbicida trifluralina apresenta
atividade mutagénica, principalmente nas baixas concentracdes testadas. Esse efeito pode
ser atribuido pela sua capacidade em promover alteragdes em células meristeméaticas de
Allium cepa, tais como, células portadoras de perdas cromossdmicas, metafases
polipldides, nicleos irregulares, brotos nucleares, micronicleos e "mini cells". A a¢do da
trifluralina parece persistir sobre as células ou ter a capacidade de bloquear os seus
sistemas de reparo, pois, na maioria das vezes, mesmo apds um tratamento de recuperacao
por um periodo de 48 horas em dgua mili-Q, houve continuidade do seu efeito ou até
mesmo a sua intensificagao.

A concentragdo de 3,34ppm apresentou um baixo indice de células portadoras de
alteracdes e um alto indice de células em intérfase (Tabela 1, Figura 1). Esses resultados
podem ser explicados pela prépria indicacdo do uso agrondmico deste herbicida nesta
concentracdo, que tem como objetivo impedir o desenvolvimento da planta, por bloquear a
divisdo celular [2]. Como as substdncias mutagénicas agem normalmente durante a
replicacdo ou durante as fases da divisdo celular, como nao houve evento de divisdao, nao
houve evidéncias de efeitos causados em fases pds-dependente da divisao. Segundo nossos

resultados a concentracdo de 3,34ppm ndo apresentou qualquer acdo mutagénica sob o
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organismo testado, pois o efeito toxico do produto impediu a divisdo celular das células
meristemadticas, ndo possibilitando assim a visualizagdo de efeitos pds-dependentes do
ciclo celular de Allium cepa (Tabela 1).

O grupo NO; da trifluralina é capaz de se ligar as moléculas de tubulina impedindo
a sua polimerizagdo e, conseqiientemente, a formacdo de microtibulos. Dentre os
microtibulos, os fusos parecem ser os mais sensiveis a acdo da trifluralina, devido a sua
freqiiente organizacdo e desorganizacdo durante os eventos da divisdo celular [4].
Problemas na polimerizacdo de microtibulos pode estar relacionados com anormalidades
celulares como células polipldides e perdas cromossdmicas. Essas anormalidades parecem
levar a outras alteracdes celulares como a formagdo de nucleos irregulares, brotos
nucleares, micronucleos e "mini cells".

Microntcleos podem ser resultados de fragmentos acéntricos ou de cromossomos
inteiros que nao foram incorporados ao nucleo principal durante o ciclo celular [27]. Desta
maneira, uma substadncia capaz de induzir a formacdo de micronicleos, pode ser
considerada uma substancia clastogénica ou anegénica [28]. A acdo clastogénica ¢
comprovada pela presencga de microntcleos decorrentes de quebras cromossdmicas durante
o processo de divisdao celular. J4 a acdo aneugénica acontece pela inativagdo do fuso
mitético, que levard a perda de cromossomos inteiros, ficando os mesmos ausentes no
nucleo principal da célula. Sendo assim, muitos micronticleos que observamos nas células
tratadas com o herbicida trifluralina devem ser, provavelmente, decorrentes da acgdo
aneugénica desta substancia. Nossos resultados mostram a evidéncia dessa acdo, pelo
registro de células, em vdrias fases da divisdo, portadoras de perdas cromossdmicas

(Tabela 1, Figura 3).
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Alguns autores acreditam que se o micronucleo for formado por um cromossomo
inteiro e se a sua sintese de DNA for sincronica a sintese do DNA nuclear ha possibilidade
de haver uma reintegracao do cromossomo perdido e presente no micronicleo ao genoma
nuclear [29]. No entanto, em nossos estudos foram encontradas algumas células que
evidenciam que as por¢des de DNA que formaram os micronicleos podem ndo se
reintegrarem ao nucleo principal, pela falta de sincronia observada entre essas 2 estruturas
(figura 5). Outras evidéncias celulares que também comprovam essa afirmacdo (nao
reintegracdo) sdo os eventos observados de eliminacdo de material genético contido no
microntucleo, sob a forma de "mini cells" e a presenca de material genético altamente
compactado nos micronucleos (Figuras 5 B, E). Essa heterocromatinizacio € uma
caracteristica de células invidveis por inativa¢do do seu material genético.

Quando alguns genes sdo amplificados, o material excedente pode gerar nicleos
com ‘“shaped formations”, estruturas estas que sugerem ser as precursoras dos
microntcleos [30, 31]. Os micronticleos também podem aparecer decorrentes de replicacao
de cromossomos inteiros (por exemplo, do cromossomo X), como descrito em trabalhos
realizados com linfécitos submetidos a metodologia de FISH [32]. Os autores, baseados
em andlises com linfécitos humanos, sugerem que o DNA excedente na célula,
eventualmente, forma um broto originando um microntcleo que é expulso sob a forma de
uma “mini cell” [32]. "Mini cells" sdo pequenas porcdes citoplasmadticas portadoras de um
reduzido conteddo nuclear (Figura 2 J, L, M).

Nossos resultados confirmam as afirmacdes anteriores pela observagcdao de
microntucleos em diversas localizacdes citoplasmaéticas, o que nos sugere uma dinamica de

"migracdo" deste material genético desde o nicleo até a membrana celular, com a sua
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conseqiiente eliminacdo (Figuras 2 e 4). Para nds, essas "mini cells" seriam resultados de
um evento de expulsdo do material genético excedente, pois observamos um grande
namero de células polipldides, evidenciadas na fase de intérfase e de metéfase (Figura 2 A
e B). Essa poliploidiza¢ao (amplificacdo total ou parcial do material genético) pode levar a
uma certa inativacdo do material excedente, sob a forma de heterocromatina facultativa.
Como a heterocromatina tem afinidade de ligagdo com proteinas associadas a membrana
nuclear (Iamina nuclear) [33], podemos sugerir que essa cromatina facultativa deve sofrer
essa migracdo para a periferia nuclear e, como nao tem ligagdo com por¢des eucromaticas
do interior do nucleo, continuaria em processo de migracdo, até a sua total expulsdao do
nucleo (Figuras 2 e 4).

Trabalho realizado com linfécitos humanos [34] descreve que a formacao de “mini
cells” pode ser um evento que garanta a viabilidade da célula, pois a presenca de um
microntucleo no seu interior poderia comprometer sua fisiologia, levando a célula a morte. Os
autores encontraram uma correlacdo positiva entre os eventos iniciais da apoptose e a
formacao de micronicleos, apés tratamento com inibidores de fuso celular. Pelos nossos
estudos, acreditamos que se a célula passar por um processo de amplificagdo do material
genético e houver a expulsdo deste material excedente, por meio de micronidcleos que
progridem para "mini cells", existe a possibilidade da célula readquirir a sua viabilidade pela
normalizagdo do seu contetido nuclear. No entanto, se o microntcleo for formado por perdas
cromossdmicas ou por fragmentos, dependendo do material perdido, este pode desencadear o
processo de morte celular. Por outro lado, se o material genético perdido incluir um gene
supressor de tumor (no micronicleo) haverd uma subseqiiente inativacdo do mesmo o que

pode gerar neoplasia e, portanto, ser um passo para a carcinogénese [30].
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Entendemos que a eliminacdo de um micronicleo € um indicativo de manutengao
de fisiologia celular, pois, se estd havendo atividade de eliminagdo de alguma estrutura,
isto significa que a célula estd tendo resposta fisioldgica. Contudo, como a duracdo do
processo de brotamento nuclear e do processo de eliminacdo do microntcleo da célula sdao
desconhecidos [31], ndo se pode afirmar que uma célula portadora de micronicleo ira
desencadear um processo de morte, ou se estd em processo inicial de eliminacao.

A ac¢do do herbicida foi capaz de induzir a formagao de microntcleos em células
expostas, mesmo depois de um periodo de recuperacdo de 48 horas. Nossos resultados
sugerem que as células expostas ao herbicida trifluralina, provavelmente, estejam sofrendo
danos severos na sua integridade, pela alta freqii€ncia de células micronucleadas e das
poucas "mini cells" observadas. A grande quantidade de células portadoras de
microntucleos, mesmo apds o periodo de recuperacdo de 48 horas em 4gua, pode ser uma
evidéncia de que muitos dos micronicleos podem nao estar em processo de expulsdo, pois
devem ser decorrentes da acdo aneugénica direta do herbicida e, portanto, derivados de

perdas cromossOmicas do complemento normal da célula.

5. CONCLUSAO

O herbicida trifluralina é potencialmente mutagénico, por ter acdo aneugénica
comprovada. A a¢do aneugénica do herbicida € dada pela sua caracteristica microtibulo-
despolimerizante, que leva a alteragdes celulares como: células popliploidizadas, células
com perdas e quebras cromossdmicas e, conseqiientemente, células com brotos nucleares,

micronucleos e “mini cells”.
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O herbicida trifluralina apresenta uma a¢do mutagénica persistente em células de
Allium cepa, por continuar promovendo alteracdes, mesmo ap6s um periodo de recuperagao
de 48 horas em dgua mili-Q.

A concentracdo do herbicida utilizada na agricultura e testada neste estudo
(3,34ppm) promove um bloqueio da divisdo celular, ndo podendo assim ser caracterizado
como uma concentracio indicada para a avaliagdo da acdo mutagénica dessa substancia. As
concentracoes de 0,42ppm; 0,84ppm e 1,67ppm de trifluralina podem ser consideradas
potencialmente mutagénicas para Allium cepa, podendo ser usadas como substancia teste de
ensaios mutagénicos com essa espécie.

Os microntcleos podem ser formados pela acdo clastogénica, por acdo aneugénica
direta (perdas cromossdmicas) ou aneugénica indireta (poliploidiza¢do e/ou amplificagao
génica). Células micronucleadas podem ou nao estar em processo de expulsao de material
excedente, dependendo da origem do material contido no seu interior. Material amplificado
poderia ser mais facilmente expulso ("mini cells"), enquanto que material perdido
(elementos cromossdmicos), poderia ter uma maior persisténcia no interior do citoplasma,
permanecendo sob a forma de microntcleos.

Os microntcleos induzidos pela acdo da trifluralina parecem nem sempre ser
capazes de se reincorporar ao nucleo principal, pela falta de sincronia entre 0os mesmos,
pela presenca de "mini-cells" e pela alta compactagdo do material genético do microntcleo

(heterocromatinizagao), observados neste estudo.
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Tabela 2: Freqii€ncias de registros de microntcleos sincronicos e assincrénicos em meristemas radiculares de A. cepa tratados

com o herbicida trifluralina por 24 e apds tratamento de recuperacdo de 48 horas.

Concentracoes MN Sincronico (MNS) MN Assincronico (MNA)

Testadas T |N°de MN | N°de MNS | % de MNS/ CA |N°de MNA | Niicleo MN % de MNA/MN

24h 0 _ _ _ _ _ —
Controle 48h 0 _ _ _ _ _ —

24h 194 193 1,23 1 Metafase | Intérfase 0,51
0,42ppm 48h 283 283 1,85 0 _ _ 0,0

24h 191 191 1,21 0 _ _ 0,0
0,84ppm 48h 582 581 3,75 1 Telofase | Intérfase 0,17

1 Intérfase | Profase

24h 46 42 0,24 1 Metafase Profase 8,69
1,67ppm 2 Préfase | Intérfase

48h 452 449 2,79 3 Profase Intérfase 0,66

24h 2 2 0,013 0 _ _ 0,0
3,34ppm 48h 17 17 0,0 0 _ _ 0,0

MN: células micronucleadas; MNS: microntcleo

analisadas.

sincrénico; MNA: micronucleo assincronico; T: Tratamento; CA: células
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30 -
25'3 24.89

25

20 -

15

10

Células em divisao (%)

8,68"

8,89*

1,36*

Controle 0,42ppm 0,84ppm 1,67ppm 3,34ppm
Concentracoes do herbicida trifluralina

Tratamento de 24 h —&— Tratamento de recuperacéo (48h) ‘

Figura 1: Freqiiéncia de células em divisdo celular mitética antes e ap6s tratamento de recuperacao. *Significativo p<0,01.




Figura 2: Alteragdes cromossomicas e nucleares induzidas pelo herbicida trifluralina
A: célula poliploide: B: nicleo poliploide: C: nicleo disforme: D, E, F: brotos nucleares
G: célula micronucleada: H: micronticleo periférico; It micronucleo se desprendendo da
célula:J, Le M: células com “mini cell” adjacente.
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Figura 3: Perdas cromossomicas observadas em células meristematicas de
A. Cepa apods exposig¢do ao herbicida tritluralina. A: Perda de cromossomo
na metafase; B: Perda de cromossomo na anafase; C: Perda de cromossomo
na telofase.
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RESUMO

Embora a agricultura seja apenas uma das indmeras fontes nao-pontuais de poluicdo da
agua, geralmente é apontada como a maior contribuinte de todas as categorias de poluentes.
Os peixes reinem caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais para
estudos de toxicologia aquética, em que sao particularmente utilizdveis, pois alertam sobre
o potencial perigo de substancias quimicas ou para a possibilidade da poluicdo ambiental.
O teste de microndcleo é um teste simples e rdpido, servindo para biomonitoramento da
qualidade da dgua. Em vertebrados aquaticos, esse teste pode ser usado para avaliar a
influéncia da contaminacdo de ambientes aquaticos. Em nosso estudo foram avaliados o
potencial téxico do herbicida trifluralina, por meio de alteragdes no comportamento
natatério dos peixes, e a a¢do mutagénica dessa substancia pela aplicacdo do teste do
microntcleo em eritrécitos. Para a realizacdo desse estudo foram utilizados peixes da
espécie Oreochromis niloticus. Os peixes foram expostos por 72 horas a diversas
concentracdoes do herbicida (0,02; 0,01; 0,005; 0,0025 e 0,0012ppm). O sangue dos
organismos foi coletado por puncdo cardiaca e armazenado em geladeira por um periodo de
24 horas e 15 dias. Apds esses periodos, as laminas foram confeccionadas pelo método de
esfregaco (extensdes sangiiineas), fixadas, coradas com reativo de Schiff e contracoradas
com "fast green". Nossos resultados mostraram que as maiores concentragdes testadas (0,02
e 0,01ppm) podem ser consideradas toxicas para o organismo utilizado, por promoverem a
morte dos peixes e comprometerem a atividade muscular, comprovada por alteracdes na
disposicdo e movimentacao das nadadeiras. O teste do micronicleo foi aplicado para as
concentracdes de 0,005; 0,0025 e 0,0012ppm, as quais nao foram letais para o organismos.

Os resultados desse estudo foram negativos quanto ao potencial mutagénico do herbicida,
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uma vez que as concentracdes ndo promoveram alteracdes (micronucleos e alteracdes
nucleares) significativas nos eritrcitos dos peixes expostos a elas. No entanto, atentamos
para o tempo de armazenamento do sangue coletado. Quando o material foi preparado logo
apés a coleta observamos baixa freqiiéncia de alteragdes, porém o sangue coletado e
armazenado por 15 dias apresentou freqiiéncias extremamente significativas de
microntucleos, inclusive no teste controle, mostrando que o tempo de armazenagem

interfere nos resultados e pode levar a conclusdes equivocadas.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, micronudcleo, trifluralina.
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1. INTRODUCAO

O ambiente aquatico tem sido o destino de efluentes urbanos, industriais e agricolas.
Devido ao possivel potencial mutagénico e carcinogénico dos quimicos contidos nesses
efluentes, eles tém sido foco de ateng¢do de pesquisadores preocupados com a poluicao
marinha e da d4gua doce (Pain, 1995; Jonhson, 1998; Alzieu, 2000; Godwin, 2001).

O ensaio do micronicleo (MN) € um teste muito usado para avaliar a
mutagenicidade de poluentes ambientais e de diferentes quimicos. MN sdo porcoes de
cromatina intracitoplasmaticas que podem ser resultantes de quebras cromossomicas ou de
perda de cromossomos inteiros durante o processo de divisao celular (Kirsch-Volders et al.,
2000). A metodologia do microntcleo, além de ser aplicavel para roedores (Ribeiro et al.,
2003), € também aplicada em organismos marinhos (Majone et al., 1988; Burgeot., 1995;
Dopp et al., 1996; Venier et al., 1997; Bolognesi et al., 1999) e de dgua doce (Jaylet et al.,
1986; Van Hummelen et al., 1989; Al-Sabti, 1991; Belpaeme et al., 1996; Mersch et al.,
1996; Grisolia e Starling, 2001). Dentre os organismos de dgua doce este teste tem sido
aplicado, principalmente, em peixes (Jaylet et al., 1986; Van Hummelen et al., 1989; Al-
Sabti, 1991; Belpaeme et al., 1996; Sanchez-Galén et al., 1998; Grisolia e Starling, 2001).

Substancias organicas, como os herbicidas, sdo amplamente utilizadas para
controlar e ou destruir plantas daninhas. Essas substancias t€m uma importante atuacdo na
agricultura moderna (IARC, 1991) mas, muitas vezes, sdo utilizadas indiscriminadamente,
levando, periodicamente, a situacdes de envenenamento e de contaminacao ambiental. Esse
uso indiscriminado pode levar a um sério comprometimento do material genético de
organismos expostos caracterizando-se em um problema, em potencial, para a saidde

humana.
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O herbicida trifluralina é um composto organico muito utilizado na agricultura,
principalmente em plantacdes de milho e soja (Rodrigues e Almeida, 1998). Apesar de sua
baixa mobilidade no solo, lixiviacdo reduzida (Calderon et al, 1999) e rdpida degradacio
por meio da reacdo de fotdlise (Dimou et al.,, 2004), o herbicida trifluralina pode,
eventualmente, contaminar dguas superficiais por meio de escoamento superficial, durante
a limpeza de equipamentos ou por derrames acidentais (Grover et al., 1997; Zimmerman et
al., 2000).

Esse herbicida atua na polimerizagdo/despolimerizacio dos microtibulos,
interferindo no ciclo de divisdo celular (Morejohn et al., 1987; Verhoeven et al., 1990;
Morejohn e Fosket, 1991; Ramulu et al., 1995) e na regulacio de Ca*™ citoplasmético
(Hertel et al., 1981; Sree et al., 1988; Hansen, 1998 e Vidakovié- Cifrek et al., 2002).

Segundo Gisselsson et al. (2004), substancias aneugénicas como a trifluralina
podem promover instabilidade gendmica, por interferir na segregacao cromossdmica e por
isso se relacionar com processos de indu¢do do desenvolvimento de neoplasias.

A trifluralina € considerada altamente téxica (DOU, 1991), muito perigosa
(Compéndio, 1996) e possivelmente carcinogénica para humanos (USEPA, 1999). Porém,
estudos sobre a toxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade do herbicida trifluralina
trazem resultados, muitas vezes, contraditorios e inconclusivos.

Neste estudo foi observada a toxicidade do herbicida trifluralina, por meio de
mudancas no comportamento natatério de O. niloticus e pela agdo mutagénica dessa

substancia, avaliada pela aplicac¢ao do teste do microntcleo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Quimico testado

A substiancia investigada foi a 2,6 dinitro-N,N-dipropil4 (trifluorometil)
benzenamida, cuja formula molecular é Ci3H;gF3N304 (CAS nidmero 1582-09-8) e que é

comercialmente denominada trifluralina. Foram testadas nesse estudo as seguintes
concentracdes do principio ativo do herbicida: 0,02ppm; 0,01ppm; 0,005ppm; 0,0025ppm;

0,0012ppm.

2.2. Organismo teste

O organismo teste utilizado para avaliar o potencial mutagénico do herbicida
trifluralina foi uma espécie de dgua doce conhecida popularmente, como Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus). A espécie Oreochromis niloticus € um peixe comercializavel do
sudeste do Brasil, particularmente no estado de Sdo Paulo. E também uma espécie
comumente encontrada em estudrios do mundo todo, conhecida por responder,
rapidamente, as alteragdes ambientais (Vijayan et al., 1996).

De acordo com Alves-Costa (2001), a espécie Oreochromis niloticus € um excelente
sistema-teste para ensaios laboratoriais realizados para a investigacdo de substancias

contaminantes de ecossistemas aquaticos.

2.3. Tratamento
Para o bioensaio, foram utilizados aqudrios de vidro revestidos com papel pardo,

para evitar a entrada de luz, uma vez que a luz pode degradar o herbicida (fotossensivel).
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Os aquadrios foram preenchidos com 12 litros de dgua de pogo artesiano. Essa dgua foi
primeiramente aerada por 24 horas para depois ser inserido o herbicida para o preparo das
diferentes concentragdes do produto (0,02ppm; 0,01ppm; 0,005ppm; 0,0025ppm:;
0,0012ppm). O teste controle foi realizado utilizando somente 4dgua de pogo artesiano
aerada por 24h. Em cada aqudrio, foram colocados 5 espécimes, previamente aclimatados,
que permaneceram nessas condi¢des por 72 horas, para serem assim estimados os possiveis

efeitos do agrotdxico.

2.4. Coleta de material

Apbs os peixes terem sido expostos por 72 horas as diferentes concentragoes
residuais do herbicida trifluralina, foi realizada uma pun¢do cardiaca, com seringa
heparinizada, para a retirada de cerca de 3cc de sangue de cada espécime. Para o preparo
das laminas foi descartada a primeira gota de sangue da seringa, para evitar a contaminagao
deste com o liquido corporal e o muco. O material coletado foi armazenado em geladeira
(6-10°C), para posteriormente ser utilizado na prepara¢do das laminas do teste do

micronucleo.

2.5. Teste do micronicleo

O material coletado foi processado em dois tempos; aproximadamente 24 horas
apos a coleta e novamente depois de 15 dias. As laminas foram confeccionadas por meio da
técnica de esfregaco (extensdes sangiiineas).

Foram realizadas cerca de trés extensdes sangiiineas, no minimo, para cada

individuo e para cada tempo. As laminas foram fixadas, por 10 minutos, em metanol
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absoluto. Apds secagem por 24 horas, as laminas foram submetidas ao reativo de Schiff
(reagdo de Feulgen), por 2 horas, no escuro. Apds a reacdo, as laminas foram novamente
coradas com “fast green” por 20 segundos. Esse corante foi usado para intensificar o
contraste celular, e, conseqiientemente para uma melhor delimitacdo da célula. Foram
analisadas cerca de 3.000 células sangiiineas de cada peixe do estudo (herbicida e controle)
para cada tempo. As andlises foram realizadas em microscépio de luz com o aumento de
1000 vezes. Foram quantificadas, além de células micronucleadas, também outras

anormalidades nucleares. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste do X °.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos dados mostraram que as concentragdes mais altas (0,02ppm e 0,01ppm) do
herbicida trifluralina foram téxicas para a espécie testada. A concentragdo de 0,02ppm
promoveu a morte de 60% dos peixes em 24 horas, e a concentragdao de 0,01ppm, apesar de
nio ter sido letal nesse mesmo periodo de tempo (a morte dos exemplares ocorreu
aproximadamente apds 36 horas), induziu comportamentos alterados nos organismos
expostos ao produto. Nesse caso, apds 24 horas, os peixes mantinham-se em decubito
lateral e apresentavam atividade motora comprometida, observada pela disposicdo frontal
das nadadeiras (Figura 1) e batimento reduzido das mesmas. Esse comportamento parece
ter sido promovido, aparentemente, por problemas motores, devido a uma possivel acao
neurotéxica do herbicida trifluralina, como sugerido por Worthing (1991). Segundo
Anthony e Hussey (1999), o herbicida tem como principal alvo de a¢do as tubulinas. Uma

vez que cerca de 20% do total de proteinas soluveis extraidas do cérebro sdo tubulinas e os
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microtibulos estejam em uma densidade extraordinariamente alta nos prolongamentos das
células nervosas (Alberts et al., 2002), talvez essa concentragao (0,01ppm) do herbicida
trifluralina, pudesse estar interferindo indiretamente na func¢io dessas células, acarretando
em alteragdes no comportamento dos peixes, como o avaliado neste estudo. No entanto,
Mahresh e Larry (1980) afirmam que a trifluralina ndo interage com as tubulinas de
vertebrados. Sendo assim, um outro efeito que sugerimos é de que a neurotoxicidade
observada no organismo testado pode ser decorrente de uma acdo direta da trifluralina
sobre a regulacdo do célcio do interior das células. Essa sugestdo estd embasada nas
descricdoes de Vidakovié-Cifrek et al. (2002) e Sree et al. (1988), que afirmam que a
trifluralina promove aumento da concentracio de fons célcio no citoplasma.

Desta maneira, o comportamento dos peixes observados apds a exposicdo a
concentracdo de 0,01ppm se explicaria pela acdo do cdlcio na transmissdo de impulso
neuromuscular. De acordo com Alberts et al. (2002), esse processo inicia-se quando um

impulso nervoso atinge o terminal do nervo e despolariza a membrana terminal. A

. - o . . +2 .
despolarizacdo abre, transitoriamente, canais de Ca = controlados pela voltagem existente
~ +2 2 £ .
na membrana. Como a concentracdo de Ca = fora da célula é 1000 vezes maior que a
~ . . +2 . . o
concentracdo no seu interior, a entrada de Ca ~ no terminal nervoso fica facilitada. O

~ +2 . . . . ~
aumento na concentracdo de Ca = no citosol do terminal nervoso dispara a liberacdo

localizada de acetilcolina dentro da fenda sindptica. A acetilcolina liberada liga-se a
receptores de membrana de células musculares, abrindo canais de cdtions. Com isso, ha um

influxo de Na+ que leva a uma despolarizacdo crescente e localizada da membrana. A

. ~ . +2 ;. +2
despolarizacdo da membrana promove a abertura dos canais de Ca ~, liberando o Ca
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. , £, L1 . +2 ~
contido no reticulo sarcoplasmatico. Esse aumento subito de Ca = promove a contracio
muscular.

Baseado nas afirmacgdes de Alberts et al. (2002) sobre a atuacdo do Ca™ na

~ . ~ +2 .
contragdo muscular, sugerimos que o aumento da concentracdo de Ca = no citoplasma,

promovido pela trifluralina, possa, de alguma maneira, induzir uma liberagdo constante de
acetilcolina na fenda sindpica, estimulando a liberacio de mais cdlcio do reticulo
sarcoplasmadtico e, conseqiientemente, promovendo uma contracdo muscular constante.
Esse fato explicaria o comportamento da nadadeira constantemente contraida (posi¢ao
frontal) (Figura 1), apds a exposicdo a concentragdo de 0,01ppm da trifluralina. Desta
forma, sugerimos que essa concentracdo do herbicida trifluralina é capaz de alterar a
atividade muscular, comprometendo os movimentos natatérios de Oreochromis niloticus.

As concentragdes de 0,005ppm; 0,0025ppm e 0,0012ppm do herbicida trifluralina
ndo promoveram nem a morte dos peixes nem alteracdes comportamentais, permitindo
assim a continuidade do estudo.

Para a primeira coleta de sangue realizada, foram confeccionadas ldminas 24 horas
apos a coleta, e ap6s 15 dias de armazenamento em geladeira. Mesmo acondicionando as
amostras de sangue em condicdes de temperatura controlada (9°C) verificamos que o tempo
de armazenagem pode interferir nos resultados do teste do micronucleo. Os experimentos
realizados com sangue armazenado por 24h exibiram resultados que apontam uma baixa
indu¢do de micronucleos e de anormalidades nucleares (Tabela 1 e 2). No entanto, quando
o sangue coletado foi processado apds 15 dias da coleta, as taxas de inducdo de

micronuicleos aumentaram significativamente. Foram observados, em média, 33, 28, 16 e
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11 micronicleos a cada 1000 células analisadas, nas concentracdoes de 0,005ppm:;
0,0025ppm; 0,0012ppm e no controle, respectivamente. Além de induzir a formacao de
microntucleos, o armazenamento do sangue por 15 dias também induziu o aparecimento de
outras anormalidades que nao foram registradas para o material, quando analisado apés 24
horas da coleta (células binucleadas e “mini-cells”) (Tabela 1, Figura 2). Por esses
resultados, podemos inferir que o tempo de armazenamento do sangue pode levar a
formacdo de microntucleos, independentemente da acdo de xenobiontes sobre o organismo,
pois até ensaios controle apresentaram as mesmas respostas pelas alteragdes observadas.
Segundo Ma et al., 1995 e Stopper e Miiller, 1997; Kirsch-Volders et al., 2000;
Klobucar et al., 2003, os microntcleos sdo formados a partir de fragmentos cromossdomicos
ou de perdas de cromossomos inteiros durante a divisdo celular. No entanto, nossos
resultados nos levam a acreditar que esse ndo deve ser o unico processo de formacio de
microntucleos, uma vez que as células de sangue periférico, usadas neste estudo (apds 15
dias de coleta) ndo passardo por processo de divisdo celular e, portanto, quebras e perdas
cromossdmicas seriam impossiveis de ocorrerem. Eventualmente processos de degeneracao
nuclear (observadas em eventos de morte celular) podem também induzir a presenga de
fragmentacdo nuclear. Porém, nosso estudo ndo mostrou a presenca de fragmentacdo
nuclear juntamente com heteropicnose, como normalmente é encontrado em células que
estdo em processo de morte. Os nicleos observados no material processado, apds 15 dias
de coleta, ndo se caracterizavam pela presenca de heteropicnose, pois sua coloracido se
apresentou um pouco menos intensa que os nucleos do material processado em um curto
periodo de tempo apds a coleta (24 horas). Além disso, foi observado um tnico fragmento

em todas as c€lulas analisadas com todas as caracteristicas de um microntdcleo. Para a
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comprovacao desses dados, novos ensaios devem ser realizados. Além de se repetir os
tempos investigados, deve-se também avaliar novos periodos de envelhecimento do sangue,
além de submeter o material a técnicas mais especificas. Nossos resultados trazem
informacdes que podem caracterizar possiveis restricdes ao uso da metodologia de
microntcleo, mostrando a necessidade de se investigar varidveis que possam comprometer
a eficiéncia desta técnica.

Ap6s o estabelecimento do melhor tempo para processar o ensaio do microntcleo
com o sangue de peixes (24 horas apds a coleta) foram realizados testes que avaliaram a
porcentagem de microntcleos para se estimar a mutagenicidade do herbicida. A tabela 2
mostra os resultados obtidos com o teste do microntcleo apds a andlise de 30.000 células
para cada uma das concentragdes e para o controle. Os resultados apontam que as
concentracoes testadas nao podem ser consideradas mutagénicas para o organismo testado,
uma vez que o Unico resultado estatisticamente positivo, quando comparado ao teste
controle, referiu-se a porcentagem de anormalidades nucleares observadas apenas para a
concentracao de 0,0012ppm.

Oreochromis niloticus parece ndo ser um bom organismo para avaliar o potencial
mutagénico do herbicida trifluralina ou entdo os eritrocitos periféricos ndo constituem em
boas ferramentas para o estudo, uma vez que as doses mais altas testadas foram letais, antes
mesmo do fim do experimento, e doses ligeiramente mais baixas nao apresentaram

nenhuma evidéncia da acdo mutagénica do produto.
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Tabela 1: Avaliacdo da eficiéncia do teste do micronidcleo em eritrdcitos de peixe, para tempos

diferentes de armazenagem do sangue.

Concentragdes 24horas 15 dias

N MN (%) N AN (%) N MN (%) N AN (%)
Controle 1 0,006 12 0,08 176 1,17 0 0
0,0012ppm 2 001 32 0,21 253 1,68 21 0,14
0,0025ppm 1 0,006 10 0,06 433 2,88 81 0,54
0,005ppm 30,02 21 0,14 499 3,33 68 0,45

P 7 Z . ~ 1
N: Numero de células alteradas; MN: Células micronucleadas; AN: Alteracdes nucleares;
Presenca somente de invaginagdes e brotos nucleares; 2 Presenca somente de células
binucleadas, brotos nucleares e “mini cells”.

Tabela 2: Andlise de células eritrocitdrias de peixes submetidos a concentragdes residuais do

herbicida trifluralina, realizados 24 horas apds a coleta do sangue.

Concentracdo (ppm) N Microntcleo (%) N  Anormalidades nucleares'
Controle 1 0,003 £ 0,02 14 0,047 £ 0,08
0,0012ppm 3 0,01 £ 0,03 64 0,21*%+ 0,31
0,0025ppm 1 0,003 £ 0,02 29 0,097 £ 0,09
0,005ppm 5 0,017 £0,4 40 0,13 +0,11

* significativo p<0,05; N: Ndmero de células alteradas; ' invaginacdes nucleares.
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(Colaboragdo de Roberto, M. M.)

Figura 1: Desenho da espécie Oreochromis niloticus (tilapia) antes e apos tratamento com
a concentragio de 0.01ppm do herbicida tritluralina. A: apresentaggdo caracteristica do pei
xe e das nadadeiras em condigdes normais; B: disposi¢io anormal das nadadeiras (posi¢io
frontal) e posi¢io (decubito ventral). observada apos exposigio de 24 horas ao herbicida.
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Figura 2: Microntcleos e alteragdes nucleares observadas 15 dias apos a coleta
do material. A: eritrocito normal; B: evaginagiio nuclear; C: broto nuclear; D e E: célu
las micronucleadas: F: célula binucleada: G: “mini cell™;
H: grande numero de células micronucleada num mesmo campo com apenas 1
micronucleo.
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1. INTRODUCAO

As alteracdes no material genético dos organismos, promovidas pelos agrotoxicos,
podem ser diversos, tais como reacdo direta com o DNA nuclear; incorporagdo no DNA
durante a replicacdo celular e interferéncia na divisdo celular mitdtica ou meidtica,
decorrendo em divisao incorreta da célula (TIMBRELL, 1999).

O herbicida trifluralina é considerado um quimico microtibulo-despolimerizante,
devido a caracteristica de seu principio ativo que atua, principalmente, sobre as proteinas
tubulinicas, interferindo na polimerizacdo dos microtibulos e, conseqiientemente, impedindo
o processo de divisdo celular (MOREJOHN et al., 1987; VERHOEVEN et al., 1990;
MOREJOHN & FOSKET, 1991; RAMULU et al., 1995. No entanto, as formulacdes dos
agrotoxicos também apresentam substancias inertes que aumentam o poder de penetracdo, a
capacidade de dispersdo, a emulsidade, a solubilidade e a estabilidade dos ingredientes ativos,
além de apresentar também impurezas (contaminantes) (GRISOLIA, 2005).

De acordo com Grisélia (2005) muitos dos compostos chamados “inertes” tém
atividade quimica e toxicoldgica bastante alta. O herbicida trifluralina pode conter, dentre
outros, os inertes: xileno, etilbenzeno e naftaleno (VENTURES, 1995), além do contaminante
nitrosodipropilamina, considerado carcinogénico por reagir com o DNA no 0° da Guanina e
pode provocar mutagdes de ponto (COOPER & PORTER, 2000). Tanto o naftaleno
(DELGADO-RODRIGUES et al., 1995) como o xileno (WEBER-LOFTI et al., 2005) e o
etilbenzeno (MA et al., 1996) sdo considerados mutagénicos por promover alteracdes no

material genético.
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O ensaio do cometa é uma técnica para deteccdo de danos no DNA causados por
agentes que induzem quebras no material genético. Este ensaio constitui uma técnica
simples e sensivel para quantificar danos no material genético em um pequeno nimero de
células (OSTLING & JOHANSON 1984; OLIVE et al.,, 1990) e pode ser usado para
avaliar a genotoxicidade de varios agentes fisicos (SINGH et al., 1988, 1991; OLIVE et al.,
1990, 1991, 1992) e quimicos (TICE et al., 1990; BETTTI et al., 1993).

Michelmore & Chipman (1998) concluiram que o ensaio de cometa ¢ um método
adequado como biomarcador nao especifico de genotoxicidade em peixes e outros
organismos aquaticos, destacando a sensitividade das células sangiiineas destes animais aos
efeitos genotoxicos.

O objetivo deste estudo foi o de avaliar a agdo genotéxica do herbicida trifluralina,

por meio do ensaio do cometa, utilizando eritrécitos de Oreochromis niloticus.

2. MATERIAIS e METODO

Para o bioensaio, foram utilizados aqudrios de vidro envolvidos com papel pardo,
para evitar a entrada de luz, uma vez que o herbicida € fotosensivel. Os aquarios foram
preenchidos com 12 litros de dgua de pogo artesiano. Essa dgua foi primeiramente aerada
por 24 horas para depois ser inserido o herbicida, nas diferentes concentracdes a ser
avaliadas (0,02ppm; 0,01ppm; 0,005ppm; 0,0025ppm; 0,0012ppm). O teste controle foi
realizado utilizando somente dgua de poco artesiano aerada por 24h. Para se estimar o
efeito do herbicida foram colocados em cada aquério 5 espécimes de peixe, previamente
aclimatados e que permaneceram nas concentragdes preparadas com o produto por 72

horas.



185

Apés os peixes terem sido expostos as diferentes concentragdes residuais do
herbicida trifluralina, foi realizada uma puncdo cardiaca com seringa heparinizada, para a
retirada de cerca de 3cc de sangue de cada espécime. A primeira gota de sangue da seringa

foi descartada, para evitar a contaminac¢ao com o liquido corporal e o0 muco.

2.1. O ensaio do cometa

Para a realizacdo deste ensaio, o sangue coletado foi processado no mesmo dia da
coleta. Uma amostra de 10 pl de sangue foi diluida em 1.000 ul de solucao fisioldgica. As
laminas 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 solucdo de lise (1ml de
triton X-100, 10 ml de DMSO e 89ml de solugdo de lise estoque, pH 10,0 — solucdo
estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, ~8,0g de NaOH sdlido, 10g de lauryl
sarcosinato sodico para 1L) em geladeira por 1 hora. Apds a lise, as 1aminas permaneceram
em tampao NaOH 300mM + EDTA 1mM (pH ~13) por 20 minutos em corrente de
eletroforese a 25v, 300mA. As laminas foram, a seguir, neutralizadas com Tris 0,4M por 15

minutos e fixadas em etanol por 10 minutos (Tice et al., 1990, com pequena modificac¢io).

2.3. Anélise dos dados do cometa

Para cada amostra de sangue foram analisados 100 nucleos. As laminas foram
coradas com brometo de etidio (0,02 mg/ml). A andlise foi feita ao microscépio de
fluorescéncia, filtro B - 3* (excitagdo: A= 420 — 490nM, barreira: A= 520nM), em objetiva

de 40x. Os nucleos foram classificados, visualmente, de acordo com a migracdo dos
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fragmentos em: classe O (pouco dano); classe 1 (pequeno dano); classe 2 (médio dano) e

classe 3 (grande dano).

Para andlise estatistica foi utilizado o teste do %, comparando o ndmero total de

cometas encontrados em cada tratamento e as suas diferentes classes.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a andlise do ensaio do cometa mostraram uma formagao
significativa de nucledides com cauda, principalmente, com danos no DNA de classe 2 e 3
(Tabela 1, Figura 1). No entanto, ndo podemos inferir que as caudas observadas nos
nucledides sejam decorrentes somente de quebras no DNA, promovidas pela acdo das
concentracdes testadas do herbicida trifluralina. Dados semelhantes registrados por Ribas et
al. (1996) levaram os autores a sugerirem que o aumento significativo no comprimento da
cauda de cometas, apés tratamento com esse mesmo herbicida, poderia também estar
associada a quebras no DNA, pela indu¢do do sistema de reparo por excisao de bases ou de
nucleotideos, decorrentes de lesdes promovidas pela acdo da prépria substancia. Segundo
Collins et al. (1997), o sistema de reparo pode ser responsavel por quebras no DNA que
aumentam a cauda dos cometas. Sendo assim, caudas muito longas podem indicar um
grande potencial genotéxico ou uma eficiente atuagdo do sistema de reparo.

Os resultados apresentados neste estudo parecem ter sido ainda intensificados por
problemas de adequacgdo do protocolo utilizado, uma vez que até mesmo o teste controle
apresentou um alto ndmero de nucledides portadores de caudas do tipo 2 e 3,

diferentemente do observado em outros estudos. Acreditamos que, provavelmente, o tempo
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de corrida na eletroforese pode ter intensificado a promog¢do das caudas. Esta afirmacdo
esta de acordo com as citacdes de Gontijo et al. (2003) que afirmam que o tempo de corrida
da eletroforese é fator dependente do tamanho da cauda, pois seus estudos comprovaram
que diferentes tempos de corrida interferiram no tamanho da cauda dos cometas dos
organismos testados. Para os autores, tempos de corrida acima do ideal promoveram, em
Oreochromis niloticus expostos a um agente oxidativo (H,O,), o desenovelamento do
nucledide, dando origem a uma cauda que ndo representava o dano causado pela substancia
testada, mas sim um tempo excessivo de corrida que arrastou, mais facilmente, as alcas de
DNA desprovidas de proteinas.

Nosso estudo nao apresentou resultados consistentes, principalmente quanto a acao
genotoxica do herbicida trifluralina, avaliada pelo teste do cometa. O ensaio do cometa, por
ser um teste muito sensivel e criterioso, torna-se muitas vezes improprio para ser usado
como metodologia de investigacdo de potencial genotéxico de substancias quimicas. Para
que este teste possa ser usado, com seguranca, hd uma necessidade de uma melhor
adequacdo da metodologia com o organismo teste selecionado para o estudo. Um dos
parametros a ser avaliado na adequagdo da técnica € o tempo de corrida, além da escolha de

uma concentragdo adequada de suspensao celular.
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11. ConSIDERACOES FINATLS

A trifluralina, assim como outros agrotéxicos, precisa ser melhor estudada para
uma compreensdo mais consistente de sua acdo no ambiente e com isso um melhor
estabelecimento do seu custo-beneficio relacionado com o desenvolvimento sustentavel e
bem estar das geracoes futuras.

Existem relatos que comprovam que a trifluralina caracteriza-se como uma
substancia de grande toxicidade aguda para peixes, mas poucos sdo as descricdes de sua
toxicidade cronica e de seu efeito citotéxico.

Os estudos mutagénicos e genotdxicos realizados com esse quimico sdo, na maioria
das vezes, inconclusivos ou até contraditérios. Pouco também se tem de informacao sobre a
toxicidade dos produtos derivados da degradagdo da trifluralina.

Nosso estudo mostrou, por meio das alteragdes observadas em Alium cepa que o
herbicida trifluralina pode ser considerada uma substancia aneugénica. Por meio da
freqiiéncia significativa das alteracdes encontradas, podemos afirmar que as concentragoes
0,42; 0,84 e 1,67ppm sdo mutagénicas para Allium cepa e que a concentragao de 3,34ppm
pode ser considerada toxica para esse organismo, devido a inibi¢do significativa de divisao
celular e por apresentar alteracOes, irreversiveis, no material genético, o que inviabilizam

as células.



O periodo de recuperacdo, aplicado nos ensaios realizados nesta pesquisa, nao foi
suficiente para restabelecer a integridade das células de Allim cepa comprometidas pela
acdo do herbicida trifluralina. Essa informac¢do nos permite inferir que o herbicida
promove uma a¢do continua e persistente no organismo e nos alerta sobre os perigos de
doses residuais sobre o material genético dos organismos.

Sugerimos que as concentracdoes de 0,42ppm e 0,84ppm podem ser consideradas
“concentracdes diagndsticos” de mutagenicidade do herbicida trifluralina, porque traz
maiores informagdes, quanto aos danos no material genético do organismo testado, por
promover a inducdo de diferentes tipos de aberracOes nucleares e cromossdmicas, em
quantidades significativas para praticamente todas as alteracdes observadas.

Oreochromis niloticus parece ndo ser um bom organismo para avaliar o potencial
mutagénico do herbicida trifluralina ou os seus eritrécitos ndo constituem boas ferramentas
para o estudo, uma vez que as doses mais altas testadas foram letais, antes do fim do
experimento, e doses ligeiramente mais baixas ndo apresentaram nenhuma evidéncia de
acdo mutagénica.

Nosso estudo mostrou que o procedimento realizado para a avaliagdao da presenca de
micronucleos em células de sangue periférico de peixes, apds exposicdo a um agente, deve
ser realizada no méximo apds 24 horas a coleta do sangue, para evitar resultados falso
positivos.

Os resultados obtidos com Oreochromis niloticus, por meio do ensaio do cometa,
nao foram consistentes quanto a acdo genotoxica do herbicida trifluralina. O ensaio do
cometa, por ser um teste muito sensivel e criterioso, torna-se muitas vezes improprio para
ser usado como metodologia de investigagdo de potencial genotéxico de substancias
quimicas. Para que o mesmo possa ser usado, com seguranca, hd uma necessidade de uma
melhor adequac¢@o da metodologia com o organismo teste selecionado para o estudo.

Allium cepa mostrou-se um organismo bastante sensivel aos efeitos mutagénicos do
herbicida trrifluralina, fornecendo também informacdes sobre o mecanismo de formagao
das alteracdes observadas no estudo. Nossos estudos com Allium cepa mostraram que
existe uma forte correlagdo entre a persisténcia do herbicida e o desenvolvimento de certas

alteracoes celulares.



Micronicleos também podem ser formados em Allium cepa por eliminacdo de
material nuclear excedente decorrente de poliploidizagdes promovidas pela acdo
aneugénica do herbicida. Assim como outros autores, confirmamos a a¢do microtibulo-
despolimerizante do herbicida trifluralina, por meio das alteracdes encontradas em nosso
estudo.

Este estudo traz informagdes que confirmam a classificacio pela EPA para o
herbicida trifluralina, como uma substancia possivelmente carcinogénica para humanos, por
meio de evidéncias em outros organismos e nao em humanos, uma vez que as alteragdes
encontradas nas células meristematicas de Allium cepa, apds exposi¢do ao herbicida
trifluralina, sdo freqiientemente observadas em neoplasias. Porém sdo necessdrios mais
estudos sobre o mecanismo de acdo do herbicida, sejam eles relacionados a tubulina ou a
alteracdes nas concentragdes de calcio citoplasmatico. Os poucos estudos existentes nestas
areas tornam dificeis a compreensdo de reacdes, como a dificuldade do herbicida em se
ligar a tubulina de vertebrados, mesmo com a presenca da treonina na posicao 239, sitio de
ligacdo do herbicida.

Apesar dos requintes de uma legislagdo moderna sobre agrotéxicos, principalmente
sobre o processo de registro dos produtos que sO permitem a utilizacdo daqueles que
apresentem resultados negativos quanto a mutagenicidade, carcinogenicidade e
teratogenicidade, pode-se verificar muitos casos de contradicdo entre os resultados
avaliados pela legislagdo e os dados que se encontram na literatura cientifica sobre os
efeitos dos agrotéxicos. Desde a vigéncia da lei 7.802/89, hd 15 anos, nenhum agrotéxico
no Brasil sofreu qualquer tipo de restri¢do, o que traz preocupacdes, principalmente no que

tange a validade dos testes realizados para essa avaliacdo.
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