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Resumo:

Os pesticidas s80 substancias quimicas destinadas a erradicacdo de pragas e doencgas que transmitem
enfermidades as plantas cultivadas em sistemas agricolas e florestais. Sua utilizacdo tem sido uma
atividade comum na agricultura global, com o objetivo de ampliac@o na produtividade das culturas. No
entanto, quando esses compostos séo empregados de maneira descontrolada, podem ocasionar impacto
em organismos nao-alvos, como 0s seres humanos. O estresse oxidativo, definido como o desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e sua remocdo por sistemas antioxidantes,
pode estar relacionado com muitas desordens neuroldgicas induzidas pela exposicdo a xenobidticos,
como os pesticidas. Diante da crescente utilizacdo de herbicidas na agricultura e do risco de
contaminagcdo da biota no ambiente, faz-se necess&rio 0 estudo da toxicidade destas substancias.
Considerando a escassez de estudos sobre a agdo da associagéo entre 0 2,4 - D e o Picloram sobre
parémetros de toxicidade, o presente estudo visa compreender a toxicologia desta associagéo,
determinando os efeitos dos herbicidas sobre a geracdo de estresse oxidativo em D. melanogaster. Para a
realizacdo deste estudo, foi utilizado o herbicida Palace®, mistura comercial de picloram e 2,4-D. Este
herbicida & composto por 114,76 g/L de picloram e 447,22 g/L de 2,4-D. As moscas adultas macho e
fémea foram expostas separadamente a diferentes concentraces do herbicida através da dieta durante
24h. Os tratamentos foram realizados utilizando as concentragbes, para 2.4-D e picloram,
respectivamente, de 1g/L e 0,256 g/L; 5g/L e 1,28 g/L; 10 g/L 2,56 g/L; 50 g/L € 12,8 g/L; 100 g/L e
25,6 g/L, dém de um grupo controle, sem a adicdo de herbicidas. A producdo de EROs foi determinada
espectrofluorimetricamente, usando o marcador fluorescente permedvel a membrana H2-DCFDA. Para a
determinac&o dos niveis de tiol total, utilizou-se 0 método de Ellman (1959), assm como para os niveis
de tiol n&o proteico. Os resultados obtidos demonstram que a associagdo dos herbicidas picloram e 2,4-D
diminui a producdo de EROs em cabegas de D. melanogaster para todas as concentragdes testadas em
machos, e para as trés concentracOes mais altas em fémeas. Para os corpos de D. melanogaster, néo
houve resultados significativos estatisticamente em relacéo ao grupo controle. Para os niveis de tiol total,
ndo houve resultados significativos para os individuos machos, quando comparados ao grupo controle.



Fémeas tratadas com o herbicida apresentaram uma reducdo nos niveis de tiol total na cabega nas
concentragfes de 2, 5 e 50 g/L. Ja as fémeas tratadas com 100 g/L apresentaram um aumento nos niveis
de tiol na cabeca. A concentracéo de 10 g/L ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo
sem adicdo de herbicidas. Quanto a andlise dos corpos das fémeas, foi observada uma reducéo
significativa nos niveis de tiois na concentragéo de 1g/L. assim como para a avaliacdo dos niveis de tidis
total e ndo proteico. Podemos concluir que a toxicidade da associacdo dos herbicidas 2,4-D e picloram
nao parece estar relacionada ao aumento no estresse oxidativo em D. melanogaster, e portanto, outros
mecanismos de toxicidade devem ser estudados.
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EFEITOS DOS HERBICIDAS PICLORAM E 2,4—D SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO EM
Drosophila melanogaster

1. INTRODUGAO

Os pesticidas sao substancias quimicas, naturais ou sintéticas, com acéo
téxica, destinadas a prevencao ou erradicacdo, de maneira geralmente especifica,
de pragas e doencas que, de algum modo, lesam ou transmitem enfermidades as
plantas cultivadas em sistemas agricolas e florestais. Essa definicdo tem como
referéncia insetos, fungos, bactérias, plantas infestantes ou qualquer outra forma de
vida que comprometa a produtividade do sistema de cultivo. Seus efeitos vao além
do organismo alvo podendo causar perturbacdes nas plantas, na biota da parte
aérea e do solo (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006; ZAMBRONE, 1996).

A aplicagdo de herbicidas para o controle de plantas daninhas tem sido uma
atividade comum na agricultura global, sempre com o objetivo de ampliagdo na
produtividade das culturas. No entanto, quando esses compostos sao empregados
de maneira descontrolada, podem ocasionar impacto em organismos n&o-alvos,
como os que vivem no ambiente, incluindo os seres humanos (NWANI et al., 2011).
O Picloram é um herbicida de propriedades auxinicas usado extensivamente no
controle de plantas invasoras de folhas largas em pastagens e em campos de
culturas tolerantes a sua acdo (MANTOVANI, 2007). Este herbicida apresenta longa
persisténcia no ambiente, com meia-vida entre 20 e 300 dias (SILVA et al., 2007), e
pode ser encontrado no solo até trés anos apds sua aplicacdo (DEUBERT e
CORTE-REAL, 1986). O 2,4 — D foi o primeiro herbicida seletivo bem-sucedido,
sendo introduzido em 1946, transformando-se rapidamente no herbicida mais
extensamente usado em todo o mundo (INDUSTRY TASK FORCE II, 2017).

A mosca da fruta, Drosophila melanogaster foi o primeiro organismo complexo
a ter o seu genoma sequenciado (ADAMS et al., 2000). Com o sequenciamento do
genoma humano, as correspondéncias observadas entre o0s dois genomas
destacaram e estimularam seu papel como modelo para interpretar a biologia
humana e os processos patoldgicos. A mosca continua sendo uma das primeiras
opcodes na biologia, onde genes, técnicas genéticas e outras descobertas sdo muitas
vezes resolvidas primeiro na mosca e depois traduzidas para sistemas de mamiferos
(PANDEY e NICHOLS, 2011). A D. melanogaster tem sido utilizada como modelo
bioldgico para testes de toxicidade de praguicidas (NARCISO e NAKAGAWA, 2009),
na deteccao de inseticidas por bioensaio (HIRATA et al., 2002) no potencial toxico-
genético de larvicidas (ACIOLE et al., 2014), entre muitos outros estudos.

Diante da crescente utilizacdo de herbicidas na agricultura e do risco de
contaminacao da biota no ambiente, faz-se necessario o estudo da toxicidade destas
substancias. Considerando a escassez de estudos sobre a acdo da associacao
entre 0 2,4 - D e o Picloram sobre parametros de toxicidade, o presente estudo visa
compreender a toxicologia desta associagao, determinando os efeitos dos herbicidas
sobre a geracao de estresse oxidativo em D. melangaster.

2. METODOLOGIA

Para a realizacdo deste estudo, foi utilizado o herbicida Palace®, mistura
comercial de picloram e 2,4-D. Este herbicida é composto por 114,76 g/L de
picloram e 447,22 g/L de 2,4-D.



As D. melanogaster (linhagem Harwich) foram mantidas em incubadora a
25°C, ciclo claro/escuro de 12 h, umidade de 65% e alimentadas com dieta padrao.
Moscas adultas macho e fémeas foram expostas separadamente a diferentes
concentracdes do herbicida através da dieta durante 24h. Os tratamentos foram
realizados utilizando as concentracdes, para 2.4-D e picloram, respectivamente, de
1g/L € 0,256 g/L; 5 g/L e 1,28 g/L; 10 g/L e 2,56 g/L; 50 g/L e 12,8 g/L; 100 g/L e
25,6 g/L, além de um grupo controle, sem a adicao de herbicidas. Para a realizacao
do teste, as moscas ja tratadas tiveram suas cabecas separadas do resto do térax e
abddmen para que fossem homogeneizadas.

A producdo de espécies reativas de oxigénio foi determinada
espectrofluorimetricamente, usando o marcador fluorescente permedvel a
membrana H2-DCFDA de acordo com Lebel et al., 1992 e Garcia-Ruiz et al., 1997.
Para os niveis de tiol total, utilizou-se 0 método de Ellman (1959), assim como para
os niveis de tiol ndo proteico. No ultimo, as amostras foram precipitadas em &cido
tricloroacético antes da andlise.

A quantificagdo do conteldo de proteina das amostras foi realizada pelo
método de Bradford (1976) utilizando-se albumina bovina como padrao.

Para a anadlise estatistica dos valores obtidos, utilizou-se o software
GraphPad Prism 5, versao 5.0. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via
seguida do teste pos hoc de Tukey, considerando-se estatisticamente significativos
valores com p<0,05.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO
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Figura 1. Efeito da exposi¢éo aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre a oxidacdao da DCFH.
Resultados expressos como média + erro padrdo. * Diferenca estatistica em
relagédo ao grupo controle por ANOVA de 1 via seguido de teste pos hoc de

Tukey (p<0,05).

Os resultados obtidos demonstram que a associacao dos herbicidas picloram
e 2,4-D diminui a producao de EROs em cabecas de D. melanogaster para todas as
concentracoes testadas em machos, e para as concentracées de 10, 50 e 100 g/L



em fémeas. Para os corpos de D. melanogaster, nao houve resultados significativos
estatisticamente em relagao ao grupo controle (Figura 1).
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Figura 2. Efeito da exposicao aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre 0 os niveis de tiol total.
Resultados expressos como média + erro padrao. * Diferenca estatistica em
relagéo ao grupo controle por ANOVA de 1 via seguido de teste pos hoc de

Tukey (p<0,05).
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Figura 3. Efeito da exposi¢éo aos herbicidas 2,4-D e picloram sobre 0 0s niveis de tiol ndo
proteico. Resultados expressos como média * erro padrdo. * Diferenga
estatistica em relacéao ao grupo controle por ANOVA de 1 via seguido de teste
pos hoc de Tukey (p<0,05).



Para os niveis de tiol total (Figura 2), ndo houve resultados significativos para
os individuos machos, quando comparados ao grupo controle. Fémeas tratadas com
o herbicida apresentaram uma reducdo nos niveis de tiol total na cabega nas
concentracdes de 2, 5 e 50 g/L. Ja as fémeas tratadas com 100 g/L apresentaram
um aumento nos niveis de tiol na cabega. A concentracao de 10 g/L ndo apresentou
diferenga estatistica em relacdo ao grupo sem adicdo de herbicidas. Quanto a
andlise dos corpos das fémeas, foi observada uma redugéo significativa nos niveis
de tidis na concentragédo de 1g/L.

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados obtidos para os niveis de tiol ndo
proteico. Nos tratamentos realizados, nenhum grupo apresentou resultados
significativos quando comparados ao grupo controle.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Podemos concluir, a partir dos resultados obtidos, que a toxicidade da
associacao dos herbicidas 2,4-D e picloram nao parece estar relacionada ao
aumento no estresse oxidativo em D. melanogaster. Desta forma, em estudos
futuros, outros mecanismos de toxicidade devem ser estudados.
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