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RESUMO: O Mancozebe é um fungicida etilenobisditiocarbamato (EBDC) amplamente utilizado, cujos efeitos 
tóxicos já foram estudados em diversas espécies. No entanto, até o momento nenhum estudo avaliou o potencial 
mutagênico deste agrotóxico em peixes. Os efeitos mutagênicos de uma exposição aguda (120 h) a quatro diferentes 
concentrações (0,3 mg/L, 0,7 mg/L, 1,5mg/L e 2,5 mg/L) de uma formulação comercial à base de Mancozebe foram 
avaliados através do teste do micronúcleo (MN) e da ocorrência de anormalidades nucleares (AN) nos eritrócitos da 
espécie Astyanax jacuhiensis. Para a determinação das freqüências de MN e AN, foram analisadas 2000 células por 
animal. Os resultados não demonstraram diferenças significativas (P≥0,05) na freqüência de micronúcleos e anormalidades 
nucleares entre o grupo controle e os quatro tratamentos à base de Mancozebe, indicando que este fungicida não apresenta 
evidências de genotoxicidade em peixes da espécie Astyanax jacuhiensis, quando expostos às concentrações testadas neste 
trabalho.  
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INTRODUÇÃO 

 
O Brasil é um dos líderes mundiais em 

consumo de agrotóxicos (FARIA et al., 2007). Esses 
produtos tornaram-se indispensáveis para a 
agricultura moderna, constituindo uma categoria 
heterogênea de substâncias químicas cuja aplicação 
ainda é o meio mais eficiente e aceitável para o 
controle de pragas, ervas daninhas e doenças em 
plantas (BOLOGNESI, 2003). Embora o uso de 
defensivos agrícolas tenha aspectos positivos, estas 
substâncias podem chegar a reservatórios de água, 
rios e riachos, produzindo impactos adversos na 
biota aquática, onde, mesmo em concentrações não 
letais, podem provocar alterações em múltiplos 
níveis de organização, incluindo moléculas, tecidos, 
órgãos, indivíduos, populações e comunidades 
(GRISOLIA, 2005).  Entre os animais aquáticos que 
não são alvo dos agrotóxicos, destacam-se os 
peixes, visto que eles podem metabolizar, 
concentrar e armazenar poluentes presentes nos 
corpos d’água (VAN DER OOST et al., 2003). 

Os fungicidas constituem um dos principais 
defensivos utilizados na agricultura, sendo o 
Mancozebe um produto de amplo espectro 
comercializado em grande escala e indicado para 
uma ampla variedade de culturas que vão desde 
hortaliças até cereais. Seu princípio ativo é o 
etilenobisditiocarbamato (EBDC) (GRISOLIA, 
2005). O modo de aplicação do Mancozebe é 
realizado através de pulverização ou tratamento de 

sementes, estando disponível no mercado brasileiro 
como pó molhável (MARRS; BALLANTYNE, 
2004).   

De acordo com dados da Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária (ANVISA), os fungicidas da 
classe dos ditiocarbamatos são compostos derivados 
do ácido ditiocarbâmico que apresentam baixa 
toxicidade aguda. No entanto, os EBDCs 
apresentam riscos associados ao seu principal 
produto de metabolização, a etilenotiouréia (ETU).  
Evidências de carcinogenicidade (SHUKLA et al., 
1990; BELPOGGI et al., 2002), desordens 
reprodutivas (BALIGAR; KALIWAL, 2001; JOSHI 
et al., 2005; ROSSI et al., 2006) e neurotoxicidade 
(NORDBY et al., 2005) têm sido relatadas em 
animais de laboratório ou em trabalhadores rurais 
expostos ao Mancozebe. A ANVISA o classifica 
como um fungicida de classificação ambiental II, ou 
muito perigoso ao meio ambiente.   

O conhecimento sobre a genotoxicidade dos 
agrotóxicos utilizados nas culturas brasileiras é de 
extrema importância, visto que muitas destas 
substâncias acarretam danos ao DNA, os quais 
podem desencadear processos de carcinogênese e 
anormalidades morfológicas, ou alterações nos 
gametas, influenciando na sobrevivência e na 
fertilidade das populações (BOLOGNESI, 2003). 
Dentre os diversos testes disponíveis, o teste do 
micronúcleo é um dos ensaios mais utilizados em 
avaliações genotóxicas, tendo se mostrado eficiente 
para a avaliação do potencial mutagênico de 
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diversas substâncias em peixes (MATSUMOTO; 
CÓLUS 2000; GRISOLIA, 2002; ÇAVAS; 
KÖNEN, 2007). Os micronúcleos (MN) podem se 
originar tanto por fragmentos cromossômicos 
quanto por cromossomos inteiros que não são 
incorporados ao núcleo principal durante a divisão 
(UDROIU, 2006). Em peixes, outras alterações 
nucleares em eritrócitos, como núcleos segmentados 
ou que apresentam invaginações (anormalidades 
denominadas “notched” e “blebbed”), também têm 
sido utilizadas como indicadores de exposição a 
substâncias genotóxicas (JIRAUNGKOORSKUL et 
al., 2007; NGAN et al., 2007). 

Embora os estudos sobre os efeitos 
biológicos dos ditiocarbamatos tenham aumentado 
nos últimos anos, nenhum autor avaliou o potencial 
mutagênico do Mancozebe em peixes. Desta 
maneira, o objetivo do presente estudo foi avaliar o 
potencial mutagênico do fungicida Mancozebe em 
peixes da espécie Astyanax jacuhiensis (COPE, 
1894) expostos a diferentes concentrações de uma 
formulação comercial contendo este ingrediente 
ativo. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Animais 

O experimento foi realizado com peixes 
adultos da espécie nativa Astyanax jacuhiensis, com 
comprimento médio de 11±2,5 cm, obtidos de um 
piscicultor e previamente aclimatados em aquários 
com aeração artificial e oferta de ração comercial 
por três dias. Os animais não foram alimentados 
durante o experimento. 
 
Delineamento Experimental 

Os peixes foram distribuídos em cinco 
aquários de dez litros (7 a 8 animais por aquário) 
com água de poço artesiano e aeração constante, 
cada um correspondendo aos seguintes tratamentos: 
quatro tratamentos contendo diferentes 
concentrações do produto formulado à base de 
Mancozebe 80% diluído em água (0,3 mg/L, 0,7 
mg/L, 1,5 mg/L e 2,5 mg/L) e um controle negativo 
com água tratada. Ao final de 120 horas de 
exposição, foram retiradas amostras de sangue 
periférico para a posterior realização do teste do 
micronúcleo e de anormalidades nucleares.  

As concentrações escolhidas para os 
tratamentos com Mancozebe foram baseadas em 
dados de toxicidade referentes a concentrações 
médias letais (CL50) deste agrotóxico em diferentes 
espécies de peixes, variando de 2,2 mg/L para a 
espécie Oncorhynchus mykiss (Walbaum) até 9,0 
mg/L para a espécie Carassius auratus (L., 1758) 

(EXTOXNET, 2010). Previamente, foram 
realizados testes pelo nosso grupo de pesquisa 
utilizando concentrações menores de Mancozebe e 
um menor período de exposição (72 horas), não 
ocorrendo efeitos genotóxicos (dados não 
publicados). 
 
Teste do Micronúcleo e Anormalidades 
Nucleares 

As amostras de sangue periférico coletadas 
da veia caudal dos animais foram espalhadas sobre 
lâminas de vidro e fixadas em metanol absoluto 
durante dez minutos, coradas com uma solução de 
Giemsa 10% por dez minutos e enxaguadas em água 
corrente, passando por uma lavagem em água 
destilada. Todas as lâminas foram codificadas e 
analisadas por um único examinador sem o 
conhecimento dos tratamentos aos quais pertenciam. 
A análise das amostras foi realizada com a 
utilização de microscópio óptico, examinando-se 
2000 eritrócitos de cada peixe. Os critérios para a 
identificação de micronúcleos foram os mesmos 
adotados por Grisolia (2002): (a) seu diâmetro deve 
ser menor que um terço do diâmetro do núcleo 
principal, (b) os micronúcleos devem estar 
claramente separados do núcleo principal e (c) os 
micronúcleos devem possuir coloração e intensidade 
semelhantes às do núcleo principal. Núcleos com 
morfologia anormal foram considerados como: 
“blebbed”, quando apresentavam uma pequena 
invaginação da membrana; “notched”, quando 
apresentavam invaginações profundas ou em maior 
número; e segmentados, quando se caracterizavam 
pela presença de um núcleo parcialmente ou 
totalmente dividido (CARRASCO et al., 1990). 
 
Análise Estatística 

Os grupos expostos aos diferentes 
tratamentos foram comparados pelo teste não-
paramétrico de Kruskal-Wallis, considerando o 
nível de significância de p ≤ 0,05.  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A Tabela 1 apresenta o número médio de 

micronúcleos e anormalidades nucleares por 1.000 
células de Astyanax jacuhiensis expostos a 
diferentes concentrações de Mancozebe por um 
período de 120 horas. Não foi observada 
mortalidade durante o período de exposição. As 
frequências de micronúcleos variaram de 0,0/1.000 
células nos tratamentos com Mancozebe a 0,3mg/L, 
0,7 mg/L e 2,5 mg/L a 0,4/1.000 células  no 
tratamento com Mancozebe a 1,5 mg/L. O grupo 
controle apresentou uma taxa de micronúcleos de 
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0,2/1.000 células. As diferenças observadas entre o 
grupo controle e os quatro tratamentos com o 
fungicida não foram estatisticamente significantes 
(p = 0,76). Levando em consideração a análise de 
anormalidades nucleares em eritrócitos, a classe de 
alterações com o maior frequência foi a classe 

“blebbed”, sendo que não foram encontradas 
diferenças significativas (P≥0,05) entre o grupo 
controle e os grupos expostos ao Mancozebe em 
nenhuma das classes de anormalidades 
consideradas. 

 
Tabela 1. Médias e desvios padrão de micronúcleos e anormalidades nucleares em 1.000 eritrócitos de A. 

jacuhiensis expostos a diferentes concentrações de Mancozebe.  
Tratamento N Micronúcleo   “Blebbed” “Notched”          Segmentado 
Controle Negativo 7 0,2 ± 0,7               3,7 ± 3,3             0,8 ± 0,9               0,1 ± 0,3 
Mancozebe 
0,3 mg/L 

7 0,0 ± 0,0               1,1 ± 1,7             0,4 ± 0,7               0,5 ± 0,9 

Mancozebe 
0,7 mg/L 

7 0,0 ± 0,0               2,2 ± 2,2             0,4 ± 0,7               1,0 ± 2,2 

Mancozebe 
1,5 mg/L 

5 0,4 ± 0,5               2,2 ± 2,5             0,4 ± 0,8               2,4 ± 3,2 

Mancozebe  
2,5 mg/L 

8 0,0 ± 0,0                0,5 ± 0,5            0,0 ± 0,0               0,1 ± 0,3 

 
Os resultados obtidos em outros estudos 

sobre o potencial genotóxico do fungicida 
Mancozebe são conflitantes, dependendo da 
metodologia utilizada e dos organismos utilizados 
como modelo.  Em um estudo realizado por 
Calviello et al. (2006), na Itália, relatou-se um 
aumento significativo de danos ao DNA em células 
de ratos Wistar expostas in vitro ao Mancozebe. 
Georgian e colaboradores (1983) estudaram os 
efeitos do Mancozebe sobre as células de medula 
óssea de ratos Wistar (in vivo) e sobre linfócitos 
humanos (in vitro), revelando um aumento nas 
freqüências de aberrações cromossômicas de modo 
dose-dependente nos ratos e nos linfócitos humanos. 
A atividade genotóxica do Mancozebe também foi 
documentada em um estudo realizado por Krüger 
(2009), revelando um aumento na freqüência de 
anormalidades da anáfase-telófase em bulbos de 
Allium cepa expostos a uma formulação comercial 
do produto. No entanto, em um estudo realizado por 
Vasudev e Krishnamurthy (1994), não foram 
encontrados aumentos significativos na freqüência 
de micronúcleos em eritrócitos de camundongos 
expostos in vivo a uma formulação comercial a base 
de Mancozebe. 

A contaminação aquática pode provocar 
danos genótoxicos em peixes, os quais afetam o 
sucesso reprodutivo, padrões genéticos e 
subseqüente dinâmica populacional (BELFIORE; 
ANDERSON, 2001), Os resultados obtidos no 
presente trabalho indicaram que o Mancozebe não 
foi capaz de induzir danos ao DNA da espécie A. 

jacuhiensis, embora não se possa descartar a 
possibilidade de efeitos genotóxicos com 
concentrações mais elevadas ou com maior tempo 

de exposição. No entanto, concentrações mais 
elevadas podem não ser encontradas na natureza e 
Farah et al. (2003), estudando os efeitos dos 
pesticidas 2,4-D (diclorofenoxiacético) e PCP 
(pentaclorofenol), relataram um aumento 
significativo da freqüência de micronúcleos em 
peixes após 48, 72 e 96 horas de exposição. De 
acordo com Udroiu (2006), para a detecção de 
micronúcleos, é necessário que populações de 
células em divisão passem por pelo menos um ciclo 
celular completo; o número máximo de eritrócitos 
micronucleados em peixes ocorre de um a cinco dias 
após a exposição, sendo que na maioria das espécies 
isto ocorre após dois ou três dias. Devido à total 
falta de informações a respeito da genotoxicidade 
dos etilenoditiocarbamatos em peixes, novos 
estudos são necessários para a avaliação dos riscos 
ao meio ambiente, associados ao uso indiscriminado 
desta classe de pesticidas. 

Os resultados do presente trabalho 
demonstram que o fungicida Mancozebe não 
apresenta evidências de genotoxicidade em peixes 
da espécie Astyanax jacuhiensis, quando expostos às 
concentrações e tempo de exposição utilizados. 
Considerando a ampla utilização deste fungicida 
mundialmente, é de extrema importância a 
caracterização dos possíveis efeitos genotóxicos 
deste produto, assim como a elucidação do processo 
de formação da etilenotiouréia através da 
metabolização do Mancozebe em organismos 
silvestres. 
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ABSTRACT: Mancozeb, a widely used ethylenebisdithiocarbamate (EBDC) fungicide, has been studied for its 

toxic effects on several species. However, no study has evaluated the genotoxic potential of this agrochemical in fish. 
Therefore, the mutagenic effects of an acute exposure (120 h) in aquarium to four different concentrations (0,3 mg/L, 0,7 
mg/L, 1,5mg/L and 2,5 mg/L) of a Mancozeb commercial formulation were evaluated using the micronucleus (MN) test 
and the analysis of nuclear abnormalities (NA) in Astyanax jacuhiensis erythrocytes. To determine the frequencies of MN 
and NA, 2000 cells per fish were evaluated. The results showed no significant differences (P≥0.05) in the micronuclei and 
nuclear abnormalities frequencies between the control group and the four groups treated with Mancozeb, indicating that 
this fungicide does not present evidence for genotoxicity on Astyanax jacuhiensis, when exposed to the concentrations 
tested in this work.  

KEYWORDS: Fungicides. Fish. Genotoxicity. Astyanax jacuhiensis. 
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