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RESUMO

DOSSENA, S. C. Avaliacao dos efeitos do herbicida 2,4-Diclorofenoxiacético sobre o
sistema nervoso entérico de Rhamdia quelen. 41f. 2018. Trabalho de Conclusao de Curso -

Ciéncias Biologicas Modalidade Licenciatura, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Dois Vizinhos, 2018.

O Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um agrotoxico pertencente & classe dos herbicidas
com agdo voltada a eliminagdo de plantas daninhas ou indesejadas. Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) este herbicida faz parte da Classe I de toxicidade,
sendo considerado extremamente toxico. Até o presente momento nenhum estudo avaliou os
efeitos deste herbicida sobre o sistema nervoso entérico (SNE) de peixes da espécie Rhamdia
quelen. Sendo esta uma espécie nativa da regido sul do Brasil e altamente cultivada para fins
comerciais. Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos toxicos da exposicdo aguda e
subcronica através da via hidrica ao herbicida 2,4-D sobre o SNE da espécie nativa Rhamdia
quelen por tempos de 24 e 192 horas, nas concentragdes de 0 e 60 pg/L, através de analises
quantitativas e morfométricas dos neurdénios mioentéricos do segmento cranial do intestino
delgado. Para isso, foram expostos ao herbicida 60 animais machos, provenientes de
piscicultura comercial, dos quais 20 foram utilizados para estudo neuronal através da
evidencia¢do dos neurdnios mioentéricos por azul de metileno Em relacdo a organizagao
morfoldgica, os neurdnios mioentéricos foram encontrados na tinica muscular externa como
ja relatado para outras espécies. Observou-se que o plexo mioentérico destes peixes ¢ formado
por ganglios compostos por poucos neurdnios € que ocorrem muitos neurdnios isolados.
Através da mensuracdo foi possivel observar que os animais expostos ha 192 horas
apresentaram maior propor¢ao de neuronios grandes. A andlise quantitativa ndo revelou morte
neuronal, mas sugeriu que o 2,4-D pode induzir ao aumento na sintese proteica neuronal. Os
resultados sugerem que o 2,4-D afeta o plexo mioentérico levando a alteragcdes manifestadas
pela redugdo na propor¢do de neurdnios pequenos, aumento na propor¢ao de neurdnios
grandes e aumento na densidade de neurdnios mioentéricos em alta atividade de sintese
proteica.

Palavras-chaves: Neurdnios mioentéricos. Toxicidade. Peixes.



ABSTRACT

DOSSENA, S. C. Evaluation of the effects of the 2,4-dichlorophenoxyacetic herbicide on
the enteric nervous system of Rhamdia quelen. 41f. 2018. Trabalho de Conclusao de Curso
- Ciéncias Biologicas-Licenciatura, Federal University of Technology - Parani. Dois
Vizinhos, 2018.

The 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is a pesticide belonging to the class of herbicides
and its action is directed to the elimination of weeds and unwanted plants. According to the
Brazilian National Health Surveillance Agency (ANVISA) this herbicide belongs to Class I of
toxicity, therefore it is considered extremely toxic. Until the present moment no study has
evaluated the effects of this herbicide on the enteric nervous system (SNE) of the fish species
Rhamdia quelen. Being a native species of south Brazil and highly cultivated for commercial
purpose. The objective of this study was to evaluate the toxic effects of acute and subchronic
exposure through the water route to the herbicide 2,4-D on the SNE of Rhamdia quelen. The
fishes were exposed to 2,4-D in concentrations of 0 or 60 pg/L during 24 or 192 hours. The
effects on the SNE were assessed through quantitative and morphometric analyzes of the
myenteric neurons of the cranial segment of the smooth intestine. Sixty male fishes were
exposed to the herbicide of which 20 were used in the neuronal study. Animals were obtained
from commercial fish farming. Neuronal staining was carried with metilene blue based dye.
Regarding the morphological organization the neurons were found in the external muscular
tunica as observed in other species. The myenteric plexus consists of ganglia composed by
few neurons and also many isolated neurons occur as well. Through the measurement it was
possible to observe that the animals exposed to 192 hours presented greater proportion of
large neurons. The quantitative analyze didn’t show signs of neuronal death but suggested that
the 2,4-D can induce increasing in neuronal protein synthesis. The results suggest that 2,4-D
affects the myenteric plexus leading to changes showed by the reduction in the proportion of
small neurons, increase in the proportion of large neurons and in the density of myenteric
neurons in high activity of protein synthesis.

Key words: Myenteric neurons. Toxicity. Fishes.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos de vérias classes sdo considerados essenciais para 0 desenvolvimento
agricola, por potencializarem a producdo e manterem a integridade das plantagdes, além de
reduzirem custos com méo de obra (VIEIRA et al., 2017). Entretanto, devido aos seus efeitos,
alguns deles podem afetar os ecossistemas prejudicando o meio ambiente pela contaminacao
do solo e da 4gua (CATTANEO et al., 2008).

Segundo estatisticas, o Brasil € o maior consumidor de agrotéxicos no mundo e o
grupo dos herbicidas é o mais comercializado mundialmente (FROEHNER; NETO;
MACHADO, 2012). No Brasil, mais de 322 mil toneladas desse grupo foram comercializadas
em 2016, sendo os ingredientes ativos glifosato e 2,4-D os mais comercializados oficialmente
(IBAMA, 2016).

Os herbicidas sdo agrotoxicos utilizados na agricultura e no paisagismo, visto que
promovem a eliminacdo de plantas daninhas ou indesejadas (PEREIRA, 2006). A este grupo
pertence 0 2,4-D, o qual vem se destacando devido a facilidade na sua aquisicdo e
manipulacdo e também por atuar como complemento ao glifosato, que vem perdendo seu
efeito de forma gradativa. Segundo a ANVISA (2015) este herbicida faz parte da Classe | de
toxicidade, sendo considerado extremamente toxico, podendo causar sérios danos a saude
animal e ao ambiente.

Na maioria das vezes os herbicidas possuem um longo tempo de atividade residual em
solos e &guas, permanecendo ativo por meses devido a dificuldade de degradacéo
microbioldgica (SANTOS et al., 2000). As caracteristicas do 2,4-D permitem que ele possua
uma meia-vida na agua de cerca de duas a quatro semanas, sendo degradado a 2,4-
diclorofenol (AMARANTE JUNIOR et al., 2002; ISLAM et al., 2018). Porém, antes da sua
degradacdo, o 2,4-D pode acabar contaminando o sistema aquatico e afetar peixes e
consequentemente outros animais que se alimentam de peixes, causando assim uma
contaminacdo indireta e comprometendo a qualidade dos produtos derivados dessas culturas.

Rhamdia quelen, ou jundia cinza como € popularmente conhecido, & uma espécie de
peixe nativa no Sul do Brasil, com distribuicdo Neotropical desde a Argentina até o Sul do
México (SILFVERGRIP, 1996). Seu cultivo, para fins comerciais vem aumentando
gradativamente no sul do Brasil (PAMPLONA, 2009) pelo fato de conseguir suportar os
invernos rigorosos e apresentar rapido crescimento no verdo (MONTANHA et al., 2011,
BARCELLOS et al., 2001). De acordo com Carneiro, Schorer e Mikos (2005) é um peixe de

rapido crescimento e que pode facilmente se desenvolver em cativeiro. Devido a estas
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condicGes e por ser onipresente em rios e lagos do Sul do Brasil que se escolheu a espécie R.
quelen para o presente estudo.

Os efeitos neurotdxicos do 2,4-D associados ao sistema nervoso central (SNC)
incluem coma, convulsdes, paralisia, fasciculacdo, alucinacGes, miose, ataxia, hipertonia,
entre outros. Foram observados outros sintomas clinicos como: acidose metabdlica, faléncia
renal, febre, hiperventilagédo e aumento de atividade da aminotransferase (BRADBERRY et
al., 2000). O mecanismo da neurotoxicidade especifico do 2,4-D ainda ndo esta
completamente esclarecido (BORTOLOZZI et al., 2001).

Bradberry et al. (2000) revelam que entre 0os mecanismos propostos para a a¢édo do
2,4-D no SNC hé& a ocorréncia de alteracbes na membrana celular da célula neuronal com
desacoplamento da fosforilacdo oxidativa e interrupcéo do metabolismo da acetil coenzima A.
Em espécies ndo alvo, aguelas que possuem contaminacdo indireta pelo 2,4-D o seu
mecanismo de toxicidade ainda é pouco entendido, embora existam estudos que indiquem
riscos relacionados com o desenvolvimento de tumores malignos em pessoas expostas
(ATEEQ; FARAH; AHMAD, 2005).

Segundo Kreutz et al. (2008) a contaminacdo da agua com grandes quantidades de
pesticidas leva a mortalidade de peixes, mas os efeitos de pequenas quantidades sdo
praticamente desconhecidos. Em culturas de arroz irrigado, por exemplo, 0s herbicidas séo
aplicados diretamente na dgua e podem afetar a vida aquética. A toxicidade de herbicidas
utilizados nessas culturas foi avaliada (MIRON et al., 2005) e alguns destes compostos foram
considerados ndo-toxicos para R. quelen em concentracdes consideradas efetivas para plantas
daninhas (KREUTZ et al., 2008). Demais estudos mostraram diferentes alteracGes
histoldgicas em peixes e outros animais ap0s a exposicdo a agroquimicos, alguns autores
sugerem que as alteracbes podem resultar em mau funcionamento de varios sistemas ou
orgdos de peixes (ATEEQ; FARAH; AHMAD, 2006; BENLI et al., 2007; CATTANEO et al.,
2008).

O SNE é responsavel pela inervagdo intrinseca do trato gastrointestinal (TGI),
representando o principal sistema de controle das atividades motoras, da digestdo e da
absorcdo dos nutrientes. Por ser morfologicamente mais simples que o SNC e, a0 mesmo
tempo, apresentar alta complexidade bioquimica e por existirem diversos métodos de estudo o
SNE tem sido utilizado como modelo experimental dos efeitos de diversas condi¢des sobre o
sistema nervoso. O SNE é formado por neur6nios, células da glia entérica e pelas conexdes
entre essas células e outros tipos celulares. A maioria dos neur6nios entéricos se organiza em

dois plexos ganglionados, o plexo mioentérico e o plexo submucoso.
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Pereira (2006) afirma que quando administrado por via oral em concentracfes de 2,5 e
5 pg/kg do peso corpéreo por um periodo de 15 dias o 2,4-D acaba influenciando os
neurdnios do plexo mioentérico do duodeno de ratos, resultando no aumento do nimero de
neurbnios grandes e aumento no ndmero de neurdnios pequenos. Corréa (2010) observou que
na dosagem de 5 mg/kg de peso corporal durante 15 dias o0 2,4-D ndo promove morte
neuronal, mas induz hipertrofia os neurénios NADPH-diaforase positivos e reducdo da area
do perfil do corpo celular na populagéo geral de neurdnios.

Apesar de sua grande importancia funcional poucos trabalhos tém abordado os efeitos
do 2,4-D sobre o sistema nervoso entérico. Neste sentido, este trabalho sera realizado para
avaliar os efeitos da exposicdo aguda e subcroénica através da via hidrica, nos tempos de 24 e
192 horas na concentracdo de 60 pg de 2,4-D por litro de agua sobre o sistema nervoso

entérico da espécie nativa R. quelen.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos toxicos da exposicdo aguda e
subcrénica ao herbicida 2,4-D por via hidrica sobre o SNE da espécie nativa Rhamdia quelen
(Quoy; Gaimard, 1824).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar os efeitos da exposi¢cdo ao 2,4-D sobre o nimero de neur6nios mioentéricos no

intestino delgado de R. quelen.

2) Analisar os efeitos da exposi¢do ao 2,4-D sobre o tamanho de neurdnios mioentéricos no

intestino delgado de R. quelen.

3) Produzir informac@es sobre os efeitos do herbicida 2,4-D sobre o sistema nervoso entérico

de peixes.



12

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MORFOLOGIA GASTROINTESTINAL

O TGl se estende da boca ao anus e € formado por 6rgaos ocos ou saculares por onde
passa 0 alimento apds ser ingerido (GRAAFF, 2003). A parede dos 6rgdos do TGI é composta
por quatro camadas, ou tunicas, sendo elas: tunica mucosa, tunica submucosa, tunica
muscular externa e tunica serosa (GRAAFF, 2003). Os processos envolvidos no mecanismo
de digestdo que ocorre no TGI sdo controlados pelo SNE, tendo neste uma atividade motora
proveniente do plexo mioentérico (STERNINI, 1988), o qual esté localizado entre as camadas
longitudinal e circular da tunica muscular externa.

Em peixes a morfologia do TGI apresenta muitas variacfes, as quais podem estar
relacionadas com a dieta, a filogenia, o habito alimentar, a forma do corpo, além de outras
caracteristicas que refletem na diferenciacéo funcional (BECKER et al., 2010). Vérios autores
relatam que existem relacBes entre a morfologia do TGl com os hébitos alimentares dos
peixes, ou seja, a partir de diferencas nas caracteristicas estruturais, anatémicas e histoldgicas,
torna-se possivel diagnosticar o regime alimentar de uma espécie, cujas caracteristicas sdo
apontadas como adaptacdes e modificacfes (SEIXAS FILHO et al., 2001; SILVA; GURGEL,;
SANTANA, 2005). O intestino neste caso acaba variando em forma, arranjo e comprimento.
Como relatam Fryer e lles citados por Giora e Fialho (2003) o comprimento do intestino esta
diretamente relacionado a categoria trofica da espécie, sendo ordenados desta maneira:

carnivoros < onivoros < herbivoros < detritivoros.

3.2 SISTEMA NERVOSO ENTERICO

O sistema nervoso autdonomo (SNA) compde a parte eferente do sistema nervoso
visceral, porém alguns autores acreditam que o SNA possua também fibras aferentes viscerais
(MACHADO, 2004). Para Hansen (2003), o sistema nervoso entérico faz parte do SNA e
integra a motilidade, secrecfes, fluxo sanguineo e respostas imunes em padrdes de
comportamento através de reflexos neurais. Oria e Brito (2016) complementam citando que
ele é encontrado ao longo de todo trato gastrointestinal, estendendo-se do es6fago ao reto,
também presente no pancreas e vesicula biliar.

Os orgaos do trato gastrointestinal, incluindo o intestino sdo os Unicos 6rgdos internos
que estdo expostos a uma grande variedade de estimulos fisico-quimicos vindos da parte
externa através do alimento ingerido (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000). Como
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consequéncia, o intestino desenvolveu um rico repertorio de movimentos coordenados de seu
aparato muscular para assegurar a mistura apropriada e a propulsdo dos contetidos durante a
digestdo, absor¢édo e excrecdo. O transito oro-anal do contetdo intestinal pode ser considerado
como uma forma de locomoc¢do adaptativa que ocorre em uma ampla gama de dominios
espaciais e temporais, esses movimentos sdo resultado da interacdo do aparato neural e do
aparato muscular (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000).

Em humanos, a ontogenia dos intestinos comeca em cerca de oito semanas no
estdmago e conclui-se no reto por cerca de treze semanas de gestacdo (HANSEN, 2003). Os
neurénios do SNE tém origem embrioldgica a partir de células precursoras da crista neural, a
partir de onde se deslocam para a parede dos 6rgdos do TGlI, colonizando estes érgdos desde o
esdfago até o anus (FURNESS; COSTA, 1987; GABELLA, 1990). O comportamento celular
e o controle molecular da formagdo do SNE séo incrivelmente conservados em peixes, aves e
mamiferos (GOLDSTEIN; HOFSTRA; BURNS, 2013).

Nas ultimas décadas muito se tem estudado para obter uma descrigdo completa de
todas as classes morfoldgicas e funcionais de neurdnios entéricos nas diversas espécies
animais. A estratégia inclui o desenvolvimento de diferentes métodos combinando técnicas
como: histoquimicas, imuno-histoquimicas, impregnacdo por prata e coloracdo com azul de
metileno para evidenciar neurénios (GABELLA, 1969; SANTER, 1994).

Os neurdnios presentes no SNE estdo organizados em dois grandes plexos
ganglionados: o plexo mioentérico e o plexo submucoso (CHRISTENSEN, 2001). Estes
plexos sdo formados por corpos de neurbnios, fibras nervosas e por células da glia entérica
(SOUSA; MIRANDA-NETO, 2009), tipos celulares estes que fazem parte de uma complexa
rede que controla a motilidade gastrointestinal (ORIA; BRITO, 2016). Os plexos foram
denominados de acordo com sua localizacdo na parede dos oOrgdos do TGIl. O plexo
submucoso localiza-se entre o tecido conjuntivo da tunica submucosa e o plexo mioentérico
localiza-se entre as camadas de musculo liso da tanica muscular externa (COSTA,
BROOKES; HENNIG, 2000; GERSHON, 2000).

Os neur6nios do SNE se organizam em ganglios revestidos por tecido conjuntivo, o
qual separa os ganglios dos tecidos que os circundam. Essa organizacdo é predominante em
mamiferos, onde o tamanho e a forma das redes ganglionares podem variar em um mesmo
plexo nas diferentes partes do trato gastrointestinal e em diferentes espécies. Nota-se também
a presenca de neurdnios isolados em roedores (GABELLA, 1987). Estes ganglios miontéricos
de acordo com Furness e Costa (1987) variam significativamente em tamanho, forma e

orientacdo de especie para espécie e de uma parte do TGI para outra.
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Os neurdnios entéricos podem ser classificados em trés tipos principais baseando-se
em sua morfologia e fisiologia, sendo 0s neurdnios sensitivos que funcionam de maneira a
controlar a distensdo da parede intestinal, os interneurénios que repassam as informacoes
entre os préprios neurdnios entéricos e 0s neurdnios motores que controlam de fato todas as
atividades do TGl (FURNESS; COSTA, 1987; HANSEN, 2003).

Estados alterados da fun¢do da mucosa e/ou motilidade gastrointestinal resultantes de
disfuncédo nervosa podem levar a sindromes que, dependendo da regido do intestino afetado,
incluem disfagia, doenca do refluxo gastro-esofagico, retardo do esvaziamento do estdmago,
dor abdominal e inchago, diarreia, constipacdo e incontinéncia fecal (WADE; COWEN,
2004).

3.3 Rhamdia quelen sp.

R. quelen, ou jundia cinza como é conhecido popularmente, € uma espécie de peixe
com distribuicdo neotropical, sendo encontrado desde a Argentina até o sul do México. Seu
cultivo, para fins comerciais vem aumentando gradativamente no sul do Brasil
(SILFVERGRIP, 1996; PAMPLONA, 2009). De acordo com a Embrapa (2017), o jundi& esta
entre as trés especies mais comuns produzidas na regido Sul. Sdo comumente comercializados
pelo fato de conseguirem suportar 0s invernos rigorosos e apresentarem rapido crescimento
no verdo (MONTANHA et al., 2011, BARCELLOS et al., 2001). Segundo Carneiro, Schorer
e Mikos (2005) é um peixe de rapido crescimento e que pode facilmente se desenvolver em
cativeiro.

E classificado taxonomicamente em: Classe Osteichthyes, Série Teleostei, Ordem
Siluriformes, Familia Heptapteridae, Género: Rhamdia e Espécie: Rhamdia quelen (GOMES
et al., 2000; SILFVERGRIP, 1996). Vivem em lagos e rios e preferem locais com aguas mais
calmas, tendo fundo de areia e lama. Podem chegar a 50 centimetros de comprimento e trés
quilos, possuindo habito noturno (PAMPLONA, 2009).

Os animais adultos dessa espécie sdo onivoros, ou seja, se alimentam
preferencialmente de pequenos peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais, e detritos
organicos (GUEDES, 1980; MEURER; ZAMBONI-FILHO, 1997). Entretanto, as
caracteristicas anatémicas de seu trato digestivo sdo semelhantes aquelas de peixes
carnivoros/ictiofagos, como trato gastrointestinal simples e auséncia de cecos pildricos ou
moela (BALDISSEROTTO et al., 2014). Os organismos encontrados no conteudo
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gastrointestinal indicam que essa espécie € generalista com relacdo a escolha de alimento
(GUEDES, 1980).

E considerada como uma espécie euritérmica, a qual resiste a grandes oscilacdes de
temperatura, com seu ideal térmico esteja entre 22-28°C (BORGES, 2005). Segundo Gomes
et al. (2000), os alevinos aclimatados a 31°C suportam temperaturas de 15 a 34 °C. Existem
estudos apontando que o crescimento destes é rapido, pois alcangam aproximadamente cinco
centimetros de comprimento com apenas 30 dias de idade em sistemas artificiais. O
crescimento se torna acentuado em exemplares expostos a escuriddao (GOMES et al., 2000).

O intestino de R. quelen é a parte mais longa do trato gastrointestinal, espalhando-se
da regido pilérica do estbmago até o anus e apresenta um didmetro aproximadamente
uniforme em todo o seu comprimento, com uma diminuicdo gradual em direcdo a por¢éao
terminal, tendo sua histologia semelhante a outros vertebrados, constituidos por quatro
tinicas: mucosa, submucosa, muscular externa e serosa (HERNANDEZ; PEREZ;
DOMITROVIC, 2009). A tunica muscular externa do intestino consiste em uma ampla
camada circular interna e longitudinal externa; entre essas duas camadas, 0S COrpos neuronais
pertencentes ao plexo mioentérico podem ser observados (HERNANDEZ; PEREZ;
DOMITROVIC, 2009). A tunica serosa é formada por mesotélio e tecido subseroso conectivo
com vasos sanguineos abundantes e a submucosa por uma camada fina de tecido conjuntivo
denso sendo também muito vascularizada (HERNANDEZ; PEREZ; DOMITROVIC, 2009).

E levado em consideracio o crescimento, a sobrevivéncia e a reproducdo dos
individuos quando escolhidos para testes classicos de laboratério (VAN DER OOST et al.,
2003). Por ser de facil aquisicdo, se adaptar facilmente a condicGes laboratoriais e por ser
nativo e onipresente em rios e lagos do Sul do Brasil que se escolheu a espécie R. quelen para
0 presente estudo. Além disso, apresenta certa resisténcia a condi¢fes aquaticas adversas,
sendo considerada uma espécie adequada para deteccdo precoce de contaminantes aquaticos

por meio de biomarcadores histoldgicos (MUNOZ et al., 2015).

3.4 ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO

Agrotoxicos de varias classes sdo considerados essenciais para o desenvolvimento
agricola, mas devido aos seus efeitos, alguns deles podem afetar os ecossistemas atraves da
contaminacgéo do solo e da agua (CATTANEDO et al., 2008). Para Miguel (1999), os herbicidas
vém apresentando um alto crescimento no mercado agricola, devido a pratica de

monoculturas, nas quais os riscos de invasdo por ervas daninham é grande.
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Os herbicidas &cidos fazem parte de uma importante classe de pesticidas usados no
controle de ervas (SANCHEZ; BRUNETE et al., 1994), sdo frequentemente destinados a
matar ou remover qualquer tipo de praga existente (QURRATU; REEHAN, 2016). O 2,4-D é
um membro desta classe, sendo um composto altamente seletivo, sistémico e pré ou poés-
emergente (TOMLIN, 1994).

Os herbicidas podem possuir longo tempo de atividade residual permanecendo por
meses em solos e aguas, devido a dificuldade de degradacdo microbioldgica (SANTOS et al.,
2000). Sendo assim, podem acabar contaminando o sistema aquatico e afetar peixes e
consequentemente outros animais que se alimentam de peixes, causando uma contaminagéo
indireta, acometendo também a qualidade dos produtores derivados dessas culturas. Na
agricultura, o 2,4-D vem sendo muito utilizado em cereais, culturas de grdos e cana-de-acucar
para controle de plantas daninhas de folhas largas, também em pastagens, manejo florestal,
jardinagem e controle da vegetagdo aquatica (CATTANEO et al., 2008).

De acordo com o Parecer Técnico de Reavaliagdo n° 07, de 2015/GGTOX/ANVISA, o
2,4-D naquela época ndo estava proibido em nenhum pais do mundo, mas passava por
processo de reavaliacdo em alguns paises, como: Australia, China e Estados Unidos. No
Canadé e Austrélia, por exemplo, algumas formas de 2,4-D estdo proibidas devido a riscos ao
meio ambiente e a falta de dados para avaliacdo, como nos mostra 0 Quadro 01 (ANVISA,
2015).

Quadro 01: Situagdo internacional do 2,4-D em 2015 segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Pais Situaciio

Argentina Permitido. O éster isobutilico de 2,4-D esta proibido na Provincia de Santa Fé'.

Australia Permitido. Os ésteres altamente volateis de 2. 4-D estiio proibidos (nisco ao meio ambiente).

Canada Permitido .
Proibido somente na forma dietanolamina (DEA) de 2.4-D e para uso aguatico.
Em Quebec e Ontario € proibido o uso em gramados, jardmns e parques. Reavaliagfio prevista.

China Permnutido. Em reavaliacio.

Dinamarca Restrito. Proibida a aplicacio de mais de 100 g de inorediente ativo/hectare/ano’.

Estados Unidos Permitido. Em reavaliacio.

India Permitido.

Japdo Permitido.

Malasia Permitido.

Noruega Proibido. mas atualmente (julho de 2013) esta em andamento avaliacdo de novo pedido de
aprovagio do 2.4-D.

Suécia Proibido antes desse pais se tornar membro da Unido Evuropeia.
0 uso de 2.4-D ¢ autorizado na Unido Europeia. entretanto nfio ha produtos a base desse
ingrediente ativo aprovados na Suécia.

Suiga Permutido.

Unifio Europeia Permitido. Reavaliaciio recentemente finalizada, registro valido até 2030.

Fonte: Parecer Técnico de Reavaliacdo N° 07, de 2015/GGTOX/ANVISA. (Adaptado).

No Brasil, ha atualmente 54 produtos formulados a base de 2,4-D registrados no
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), desses 54, ha 23 a base de 2,4-D acido; dois de
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2,4-D amina; 15 de 2,4-D dimetilamina; 11 de 2,4-D trietanolamina e trés de 2,4-D
triisopropanolamina (ANVISA, 2015). De acordo com os dados mais recentes de
comercializacdo do Ibama, o 2,4-D foi o segundo ingrediente ativo de agrotdxico mais
vendido no Brasil em 2016, ficando atrds apenas do glifosato, outro herbicida (IBAMA,
2016). Segundo a ANVISA,

Esse ingrediente ativo esta autorizado para aplicacdo em pré e pés-emergéncia das
plantas infestantes nas culturas de arroz, aveia, café, cana-de-aglcar, centeio,
cevada, milho, pastagem, soja, sorgo e trigo. Sendo formalmente permitidas as
seguintes modalidades de aplicacdo de 2,4-D: aérea e terrestre (costal e tratorizada).
(ANVISA, 2015, p. 21).

Segundo informacg6es do National Pesticide Information Center — NPIC (2000), o 2,4-
D tem sido amplamente empregado como herbicida em empreendimentos agricolas e nédo
agricolas, e é registrado para uso em ambientes terrestres e aquaticos. Pode causar baixas
taxas de crescimento, problemas que afetam a mudangas de comportamento ou até a morte de
algumas espécies (BUKOWSKA, 2006). Vale ressaltar que em 05 de marco de 2015 a
Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo) deferiu a liberacdo comercial de
milho geneticamente modificado com tolerancia ao herbicida 2,4-D (BRASIL, 2015).

O 2,4 D pertence ao grupo quimico dos fenoxilacéticos e existe em formulagGes
contendo sais de amina mais sollveis em agua, ou derivados de éster solGveis em solventes
organicos. Sua Vvisdo macroscopica caracteriza-se pela apresentacdo na forma de um poé
branco de odor levemente fendlico (SCHVARTSMAN, 1991). Possui a formula molecular
CgHsCl,03 (Figura 01), peso molecular 221,04, ponto de fuséo 140,5 °C, ponto de ebuligdo
130 °C e solubilidade em agua de 900 mg/litro a 25°C (KENNEPOHL; MUNRO, 2001).

Figura 01 - Estrutura quimica do 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)

o OCH,COH

Cl

Fonte: Indice Monografico ANVISA, 2018 (Adaptado)

A ANVISA (2015) classifica o herbicida 2,4-D como pertencente a classe | (Quadro
2), sendo extremamente toxico, podendo causar diversos danos ao ambiente e a saude animal.

De acordo com a Portaria n® 03, de 16 de janeiro de 1992, a dose letal capaz de eliminar 50%
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da populagdo animal empregada no teste (DLsg) com ratos, atribuida para este agente situa-se
entre 0-50 mg/kg do peso corporal quando ingerido por via oral e 0-200 mg/kg através da via
dérmica (BRASIL, 1992). Analizando a sua concentracdo letal (CLso) atribui ser mais
contaminante quando inalado, tendo o valor méximo de até 0,2 mg/L (FROEHNER; NETO;
MACHADO, 2012).

Quando 02 — Classe toxicoldgica dos agrotoxicos.

Classe toxicoldgica Toxicidade DL50 (mg/Kg) Faixa colorida
[ Extremamente téxico =5

I Altamente toxico Entre 5e 50 Amarela
1] Mediamente toxico Entre 50 e 500 Azul
v Pouco toxico Entre 500 e 5.000 Verde

Fonte: Peres e Moreira, 2003 (Adaptado).

O 2,4-D ficou especialmente conhecido por ser um dos ingredientes do Agente
Laranja, uma mistura 1:1 de 2,4-D e acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5- T), que continha
grandes quantidades de dioxinas contaminantes (HARDELL, 2008) e que foi amplamente
utilizado nos anos 1960 e 1970 para controlar ervas daninhas e principalmente como
desfolhante durante a Guerra do Vietna (IARC, 2012).

A agricultura é uma das principais atividades econémicas no estado do Parana e vem
se destacando quando o assunto é producdo. Dutra e Ferreira (2017) atraves de seus estudos
coletaram dados a respeito do uso deste herbicida entre 2014/2015 e concluiram que o 2,4-D
manteve-se entre 0s cinco principios ativos mais consumidos no estado. No ano de 2016 o
2,4-D ocupou a sétima posicdo entre os agrotoxicos mais vendidos na regido Sudoeste do
Parana e em 2017 saltou para a sexta posi¢do, segundo as informacdes declaradas ao Sistema
de Controle do Comércio e Uso de Agrotdxicos (Siagro) (ADAPAR, 2016, 2017).

3.4.1 Exposicdo e acdo neurotoxica do 2,4-D

Para Pereira (2006), quando se trata de humanos, a exposi¢do ao 2,4-D pode ocorrer
durante a manufatura, a formulacdo, o transporte, a mistura e a aplicacdo deste produto, ou
ainda, pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados. Friedrich (2014) complementa
afirmando que em humanos pode ser absorvido através da inalagcdo, por via dérmica e da
ingestdo de agua ou de alimentos contaminados incluindo o leite materno ou através da

placenta. Desta forma percebe-se que a exposi¢cdo ao 2,4-D pode ocorrer em diferentes
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momentos da vida, como intra-Gtero, lactacdo, infancia, adolescéncia, fase adulta e
senescéncia.

Os sintomas de inalacdo do 2,4-D no homem incluem sensacdo de queimacdo na
nasofaringe e peito e também tontura (ABDOLLAHI, 2004). Ja a ingestao inclui sensagédo de
queimacdo na lingua, faringe, es6fago, também vémito, dor abdominal, no peito, gastrite,
diarreia, podendo levar até a uma hemorragia gastrointestinal (BERWICK, 1970;
BRADBERRY et al., 2000; ABDOLLAHI, 2004). Segundo Schvartsman (1991) a dose
toxica para o ser humano, ap0s ingestéo, esta em torno de trés a quatro gramas e a dose letal é
28 gramas. Ja, para ratos a dose letal é de 375 mg/kg de peso corpéreo (ALMEIDA;
RODRIGUES, 1988). Os efeitos neurotdxicos associados ao SNC incluem coma, convulsdes,
paralisia, fasciculacdo, alucinag¢fes, miose, ataxia, hipertonia, entre outros. Foram observados
outros sintomas clinicos como: acidose metabdlica, faléncia renal, febre, hiperventilacdo e
aumento de atividade da aminotransferase (BRADBERRY et al., 2000).

O mecanismo da neurotoxicidade em relacdo ao 2,4-D ainda ndo estd esclarecido
(BORTOLOZZI et al., 2001). Entre 0os mecanismos propostos para a a¢do do 2,4-D no SNC,
Elo e MacDonald (1989) indicam que ha inibicdo do transporte de acidos organicos para fora
do cérebro devido ao aumento nos niveis de metabdlitos acidos resultantes da biogénese das
aminas. Bradberry et al. (2000) revelam a ocorréncia de alteragdes na membrana celular da
celula neuronal com desacoplamento da fosforilagdo oxidativa e interrupgdo do metabolismo
da acetil coenzima A. Bortolozzi et al. (1998) acrescenta que ocorre aumento nos niveis de
serotonina devido ao aumento de sua biossintese, ou por inibicdo da recaptacdo desse
neurotransmissor e disfuncdo da enzima monoamina oxidase. Alteracbes na integridade
funcional e estrutural de proteinas nas membranas plasmaticas e das organelas podem
desencadear alteracbes no metabolismo energético prejudicando as atividades bioldgicas da
célula como a sintese de ATP, sinalizacdo, regulacdo de reacdes de biossintese e catabolica,
transportes de metabdlitos e de ions (PALMEIRA et al., 1997; BRADBERRY et al., 2000).

3.4.2 Efeitos de herbicidas sobre peixes

Segundo Kreutz et al. (2008) a contaminagdo da agua com grandes quantidades de
pesticidas leva a mortalidade de peixes, mas os efeitos de pequenas quantidades sao
praticamente desconhecidos. Em culturas de arroz irrigado, por exemplo, os herbicidas sdo
aplicados diretamente na agua e podem afetar a vida aquatica. A toxicidade de herbicidas

utilizados em culturas de arroz irrigado foi avaliada (MIRON et al., 2005) e alguns destes
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compostos, incluindo o 2,4-D foram considerados n&o-toxicos para R. quelen em
concentragdes consideradas efetivas para plantas daninhas (KREUTZ et al., 2008).

Demais estudos mostraram diferentes alteracGes histoldgicas em peixes e outros
animais ap0s a exposicdo a agroquimicos; alguns autores sugerem que as alteracdes podem
resultar em mau funcionamento de vérios sistemas ou 6rgdos de peixes (ATEEQ; FARAH;
AHMAD, 2006; BENLI et al., 2007; CATTANEO et al., 2008). Perreira (2006) afirma em
seus estudos com Rattus norvegicus que o 2,4-D quando administrado por via oral em
concentracdes de 2,5 e 5 pg/kg do peso corporeo, por um periodo de 15 dias, leva ao aumento
no namero de neurdnios grandes a custa da reducdo do numero de neurdnios pequenos, tanto
quando evidenciados por Giemsa quanto quando evidenciados por NADH-diaforase. Corréa
(2010) utilizando a mesma espécie, conclui a partir de analises feitas utilizando dosagem de 5
mg/kg de peso corporal durante 15 dias que o 2,4-D ndo promove morte neuronal, mas induz
a reducdo na area do perfil do corpo celular da populagdo geral de neurdnios evidenciados
pela técnica de Giemsa e causa hipertrofia nos neurénios NADPH-diaforase positivos.
Sarikaya e Yilmaz (2003) também descrevem o 2,4-D como sendo altamente toxico para 0s
peixes, tendo efeitos muito nocivos para 0s seres humanos e animais, uma vez que, se
acumula nos tecidos e provoca envenenamento agudo.

Percebemos que poucos trabalhos tém abordado os efeitos toxicos do 2,4-D sobre o
SNE apesar de o trato gastrointestinal ser um dos primeiros a serem impactados pela ingestéo
do herbicida e de possuir grande importancia funcional, sendo 0 SNE a por¢do mais complexa
do sistema nervoso periférico, responsavel pela inervacdo intrinseca do TGI. Devido a isso,
percebe-se a necessidade de novos estudos sobre os efeitos do 2,4-D em diferentes
organismos, visto que vem ganhando espaco do glifosato no mercado de agroquimicos, em

decorréncia da resisténcia ja adquirida pelas plantas a este herbicida.

4 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos realizados neste projeto foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana (CEUA-UTFPR), sob protocolo de n® 2016-18 (Anexo 01).

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 60 exemplares machos da espécie nativa R. quelen, provenientes

primeiramente de uma piscicultura comercial localizada em Toledo, Parana. Infelizmente
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houve alguns entraves que resultaram em uma elevada taxa de mortalidade dos animais, sendo
assim para a realizagdo do Ultimo ensaio os exemplares foram obtidos na cidade de Francisco
Beltrdo, Parana.

Os animais foram transportados através de um veiculo disponibilizado pela universidade
e estiveram dentro de sacos plésticos aerados durante o percurso até a UNEPE de piscicultura
da UTFPR - Dois Vizinhos. Ao chegarem ao setor, onde permaneceram até o momento da
coleta, os animais foram primeiramente submetidos a um banho de permanganato de potassio
(KMnO,4) de no maximo cinco minutos, com concentraces de 0,5 g/L (Figura 2-A). De
acordo com Floyd e Klinger (1999) o permanganato de potéassio é um quimico utilizado como
profilatico no controle de bactérias, parasitas e fungos que podem gerar infeccGes em peixes.

Posteriormente os animais foram colocados em caixas de 250 litros de &gua, onde
permaneceram em aclimatacdo, com aeragdo constante e temperatura em torno de 28 °C, por
um periodo de 15 dias (Figura 02-A). Durante esse periodo eram alimentados duas vezes ao

dia com racdo 16% de proteina bruta em quantidade equivalente a 10% do peso total.

Figura 02: A- Caixas nas quais os peixes foram aclimatados e banhados com permanganato de potassio
itros onde foi aplicado o herbicida.

Fonte: Autoria propria.

Para a exposic¢do hidrica, os animais foram distribuidos em 12 caixas de polietileno de 50
litros (Figura 02-B), cada uma contendo cinco individuos. Destaca-se que foi tomado cuidado
para que a distribuicdo entre as caixas fosse dada de maneira que a massa corporal média
apresentada entre os individuos fosse equivalente.

Posteriormente ocorreu a adicdo do herbicida 2,4-D puro (padrdo analitico — Sigma
Aldrich®) (Figura 03), o qual foi diluido diretamente na agua do experimento, na
concentracédo de 60 pg/L, sendo avaliados dois tempos de exposicdo de 24 e 192 horas. Para o

ultimo foi adotado 0 método de exposicdo semi-estatico, o qual consistiu em troca a cada 48
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horas de 30% do volume de &gua total contendo a concentracdo inicial da substancia teste,
sendo imediatamente reposta.

A concentracdo de 2,4-D de 60 pg/L utilizada neste experimento representa o dobro da
dosagem permitida pelo CONAMA, conforme resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005 que
“dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condic¢des e padrdes de lancamento de efluentes, e
da outras providéncias” (CONAMA, 2005) Para esta resolucdo a dosagem permitida de 2,4-D

para dguas da Classe 111 — aguas doces é de 30 pg/L.

Figura 03: A - 2,4-D puro (padrdo analitico — Sigma Aldrich®. B- Diluicdo do herbicida na agua do
experimento.

Fonte: A- Aliciane de Almeida Roque e B- Autoria propria.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais (Tabela
01).

Tabela 01 - Dados dos grupos experimentais.

GRUPOS NUMERO DE TEMPO DE CONCENTRACAO
EXPERIMENTAIS ANIMAIS EXPOSICAO (horas) | DE 2,4-D (ug/L)
C24 15 24 00
H24 15 24 60
C192 15 192 00
H192 15 192 60

Fonte: Autoria propria.
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4.3 EUTANASIA E COLETA DAS AMOSTRAS

Apos o término dos periodos de exposi¢do os animais foram anestesiados com cloridrato
de benzocaina (C9H1:NO;) com concentra¢bes de 100 mg/L, segundo as Diretrizes da Pratica
de Eutanasia estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), que dispGe sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais (CONCEA,
2013).

Logo apos a realizacdo da eutandsia, cinco animais de cada grupo experimental foram
selecionados para este estudo. Os animais foram pesados e mensurados e foi realizada a
laparotomia e coleta da porcdo cranial do intestino delgado (Figura 04-A). A porcdo cranial
do intestino delgado (BALDISSEROTTO et al., 2014) foi coletada, lavada com solucgédo
salina, pesada, fotografada para posterior mensuracdo da area intestinal e em seguida
preparada para fixagdo. Foi utilizado o fixador de Giemsa de acordo com Barbosa (1978), o
qual é composto de 30 mL de formaldeido 35% (CH,0), 15 mL de &cido acético glacial
(CH3COOH), 9 g de cloreto de sodio (NaCl) e 1000 mL de &gua destilada (BARBOSA,
1978). Para fixagédo foi ligada a extremidade proximal do orgdo com um fio de algodéo,
injetado fixador no segmento de forma a preencher gentilmente a amostra, ligada também a
porgao distal com fio de algodao dando ao seguimento aspecto de “bexiga” (Figura 04-B). Por

fim as amostras foram imersas em fixador por 48 horas.

Figura 04 — A: Laparotomia e coleta da porcdo cranial do intestino delgado de Rhamdia quelen e B: Segmento
cranial do intestino delgado pronto para fixac&o.

Fonte: Autoria propria.
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4.4 EVIDENCIACAO NEURONAL

Para a evidenciagdo neuronal os preparados totais foram corados de acordo com a técnica
de Giemsa, modificada por Barbosa (1978). Esta técnica permite a obtencdo de preparactes
diafanizadas, com células neuronais bem coradas e pouca coloracéo no tecido muscular, desta
forma os neurdnios ficaram evidenciados e contrastados, obtendo-se transparéncia na
preparacdo e permitindo uma melhor analise do material.

Para tanto, apos 48 horas de fixacdo das amostras em solucdo fixadora de Giemsa,
preparada com 30 mL de formaldeido (35%), 15 mL de &cido acético glacial, 9 g de cloreto de
sodio e 1000 mL de agua destilada, foi removido um segmento de aproximadamente um
centimetro de comprimento o qual foi aberto pela margem mesentérica sob
estereomicroscopio (Figura 05-A). Com auxilio de pin¢as de ponta fina foram removidas as
tinicas mucosa e submucosa para formar um preparado total, composto pela tinica muscular
externa e tlnica serosa, as quais contém os neurénios mioentéricos. Esses preparados totais
foram utilizados para evidenciacdo dos neurdnios mioentéricos e montagem de laminas

histoldgicas permanentes (Figura 05-B).

Figura 05 — A: Segmento de 1 cm de comprimento da porcdo cranial do intestino delgado de R. quelen sendo
preparado para microdissec¢do e B: Laminas histologicas permanentes destes segmentos corados pelo método de
Giemsa modificado por Barbosa (1978).

Fonte: Autoria prépria.

A solucgdo para evidenciagdo neuronal foi feita com 4 mL de solugdo A, contendo
9,780 g de monofosfato acido de potassio (KH,PO,) a qual apresenta pH em torno de 4,60; 6
mL de solucdo B, contendo 9,465 g de fosfato acido de sddio (Na3PO4), apresentando pH em
torno de 9,23; 60 gotas de solucdo estoque Giemsa contendo 1 g de azul eosina e azul de
metileno, 54 mL de glicerol (C3HgOs3), 84 mL de metanol (CH3OH) em 90 mL de agua
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destilada. Os preparados totais permaneceram imersos no corante durante 48 horas em
temperatura ambiente (Figura 06-A).
Figura 06 — A: Preparados totais de segmentos da porcédo cranial do intestino delgado de R. quelen imersos em

solucdo corante de Giemsa segundo Barbosa (1978) e B: Processo de desidratacdo e diafanizacdo destes
preparados para confec¢do de laminas permanentes.

Fonte: Autoria propria.

Para a confeccdo das laminas permanentes os preparados totais de membranas, ja
dissecados e corados foram desidratados, seguindo uma ordem crescente de alcoois iniciando
em 75% até 100% e diafanizados em xilol (Figura 06-B). O preparado total foi disposto entre

lamina e laminula com resina sintética Permount®.

4.5 ESTUDO MORFOMETRICO

As laminas permanentes foram observadas através de um microscopio de luz acoplado a
uma camera para captura das imagens, utilizando-se lente objetiva com aumento de 40x.
Foram capturadas imagens da parte intermedidria de cada membrana, as quais foram
posteriormente importadas no software Image J, onde foram mensuradas as areas do corpo
celular de 50 neurdnios mioentérico para cada lamina, totalizando 250 neurbnios por grupo

experimental. Os resultados foram expressos em micrdmetros quadrados (Um?).
4.6 ESTUDO QUANTITATIVO

As laminas permanentes contendo o0s preparados de membrana corados foram
visualizadas em microscépio de luz com lente objetiva no aumento de 40x. Os neurbnios
foram contados em 50 campos por lamina, na porcdo intermediaria da membrana. Para a

padronizacdo das regiGes da circunferéncia intestinal, sendo o intestino delgado um ¢érgéo
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tubular, considera-se a borda de insercdo do mesentério no intestino como sendo o ponto 0° e,
portanto, a regido mesentérica se estendendo entre 0° a 60° e 300° a 360° a regido
intermediaria se estendendo entre 60° a 120° e 240° a 300° e a regido antimesentérica
representando o intervalo entre 120° a 240° (MIRANDA-NETO et al., 2001).

Em cada campo, todos os neurdnios foram contados considerando-se 0os neurdnios que
aparecerem pela metade nas margens superior e direita do campo e desprezando-se 0s que
aparecerem pela metade nas margens esquerda e inferior a fim de evitar a dupla contagem de
uma mesma célula. Os resultados de contagem neuronal foram tabelados e utilizados para

calcular a densidade neuronal — neurdnios/cm?.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados correspondentes a todas as varidveis coletadas foram submetidos a analise
estatistica pelo uso do software Graph Pad Prism 6®. Para comparac¢des entre os grupos foi
utilizado o teste de ANOVA e Qui Quadrado. O valor de significancia adotado foi de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DADOS CORPORAIS

A tabela 02 resume os parametros corporais dos animais ao final do periodo
experimental.

Tabela 02 — Média de massa corporal, comprimento corporal e relacdo da massa corporal por centimetro
corporal de exemplares de R. quelen expostos a 0 ou 60 pg de 2,4-D/L de agua durante 24 horas,
respectivamente, C24 e H24 ou 192 horas, respectivamente, C192 e H192. n = 5, *= p<0,05 para H192 em
relacdo a C192 segundo teste t de Student.

GRUPOS Massa corporal (g) Comprimento ggr?tsfri:t?’:)pggfggfarl
EXPERIMENTAIS corporal (cm) (glcm)
C24 60,38+19,82 18,84+188 3,15+0,72
H24 55,24+12,71 18,50+1,38 2,96+0,46
C192 57,25+9,68* 17,85+1,03 3,19+0,34*
H192 42,00+9,93* 16,26+1,16 2,56+0,41*

Fonte: Autoria propria.

Ao final do periodo experimental os animais dos grupos C192 e H192 apresentaram

diferenca significativa (p<0,05) em sua massa corporal, tanto quanto na relacéo entre a massa
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corporal por centimetro corporal. Foi possivel observar durante a exposi¢ao que os animais do
H192 ndo consumiam o mesmo volume de ragdo que os animais C192, o que resultou na
diminuicdo da sua massa corporal quando comparado ao grupo controle com 0 mesmo tempo
de exposicao.

Resultados semelhantes de diminuicdo da massa corporal foram observados por
Fonseca (2007), o qual exp6s R. quelen a uma formulacdo comercial de 2,4-D em
concentracdes de 0,0, 0,5 ou 2,0 mg/L durante 90 dias, observando reducdo em alguns
parametros do crescimento como média da massa final, com reducdo de 37% e 45%,
respectivamente, para 0,5 ou 2,0 mg/L e comprimento total do corpo, com reducdo de 15%
para a concentracdo 2,0 mg/L. Considerando que o 2,4-D é um potente contaminante da agua,
e que R. quelen pode absorver até 30% da quantidade deste herbicida presente na agua em
apenas 96 horas é provavel que uma exposicdo prolongada afete o crescimento por alterar o
metabolismo do peixe (FONSECA, 2007), influenciando a quantidade de alimento ingerido e
resultando em perda da massa corporal.

5.2 ORGANIZACAO MORFOLOGICA

A exposi¢do ao 2,4-D nos tempos e doses utilizados neste trabalho ndo alterou a
organizacdo morfoldgica do plexo mioentérico da porcdo cranial do intestino delgado R.
guelen. Neste segmento intestinal os neurbnios mioentéricos foram encontrados na tdnica
muscular externa, como ja observado para o intestino delgado de outros animais como: ratos
(MIRANDA-NETO et al., 2001; HANSEN, 2006; CORREA, 2010; PEREIRA, 2006), patos
(MOLINARI et al., 1994) e também para outras espécies de peixes como a carpa (Cyprinus
carpio) (GERMANO et al., 2008) e o pacu (Piaractus mesopotamicus) (STABILLE et al.,
2000).

Foi perceptivel com a visualizacdo das laminas que o plexo mioentérico de R. quelen é
formado por ganglios compostos por poucos neur6nios e que também ocorrem muitos
neurdnios isolados, ou seja, sem uma organizagdo especifica (Figura 07). Germano (2008) e
Stabille et al. (2000) observam algo parecido em seus trabalhos com as espécies de peixes
citadas anteriormente, descrevendo que o plexo € constituido por neurbnios isolados e,

também, reunidos em ganglios de distribuigéo esparsa
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Figura 07 — Fotomicroscopia do plexo mioentérico da porcdo cranial do intestino delgado de R. quelen. Ganglios
mioentéricos (circulados) e neur6nios isolados (setas). Lente objetiva de 40X. Coloragdo de Giemsa segundo
Barbosa (1978).

Fonte: Autoria propria.

J& para ratos, segundo Pereira (2006) os neurdnios corados pela técnica de Giemsa
foram observados em seus aspectos tipicos em ganglios interligados em arranjos semelhantes
a uma rede. Corréa (2010) também cita que os neuronios foram visualizados no interior de
ganglios interconectados por feixes de fibras nervosas.

5.3 MORFOMETRIA NEURAL

A mensuracdo foi feita através da area total do perfil celular de 50 neurdnios por
animal totalizando 250 neurdnios por grupo experimental. Os resultados foram distribuidos
em forma de frequéncia de classes, tendo intervalos arbitrarios de 20 pm?. Desta forma foi
possivel avaliar as proporc6es de tamanhos de neurénios em cada categoria, de acordo com 0s
grupos experimentais.

Segundo Sousa (2013) os neurdnios mioentéricos exibem grande variabilidade de
tamanho e forma e o uso de média ndo expressa todo o leque de variacdo nos tamanhos desses
neurdnios. Devido a isso, os dados para mensuracdo neuronal foram convertidos em
distribuicdes de frequéncia com intervalos de classes arbitrarios de 20 um? os quais foram
representados como histogramas nas Figuras 08 e 09.
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Podemos observar através da Figura 08 que os animais expostos ha 24 horas ao
herbicida ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao tamanho do perfil do corpo
celular comparado aos animais controle, esse resultado se deu segundo o teste de qui

quadrado, tendo p>0,05.

Figura 08 — Histograma de distribuicdo de frequéncia em fungdo do tamanho de neurdnios mioentéricos na
porcdo cranial do intestino delgado de R. quelen, expostos durante 24 horas a concentragdes de 2,4-D de 0 (C24)
ou de 60 ug/L de agua (H24). As diferencas entre as distribuigdes nao sédo estatisticamente significantes (p>0,05)
pelo teste de qui quadrado, n=5.
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Fonte: Autoria propria.

J& em relacdo aos animais exposto ha 192 horas a diferenca entre as distribuicdes sdo
estatisticamente significantes, p<0,05 segundo teste de qui quadrado, como podemos observar
na Figura 09. A exposicdo ao herbicida nessas condicdes deslocou para a direita a distribui¢do
de frequéncia dos neurdnios de acordo com seu tamanho revelando que houve uma reducéo
no numero de neurdnios pequenos e aumento no nimero de neurdnios grandes.

Figura 09 — Histograma de distribuicdo de frequéncia em funcdo do tamanho de neurénios mioentéricos na
porcdo cranial do intestino delgado de R. quelen, expostos durante 192 horas a concentracdes de 2,4-D de 0
(C192) ou de 60 pg/L de agua (H192). As diferencas entre as distribuigdes sdo estatisticamente significantes
(p<0,05) pelo teste de qui quadrado, n=5.
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Fonte: Autoria prépria.
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Resultados semelhantes foram observados em trabalhos nas doses de 25 e 5
mg/Kg/peso de 2,4-D em experimentos conduzidos por um periodo de 15 dias sobre o
duodeno e o jejuno de ratos (PEREIRA, 2006; CORREA, 2010; NANNI, 2010; PEREIRA et
al., 2013).

5.4 QUANTIFICACAO NEURAL

Néo foram observadas diferencas significativas na area do segmento cranial do
intestino delgado entre 0s grupos experimentais, portanto nao foi necessario corrigir os dados
de quantificacdo neuronal para alteraces na area intestinal.

Para a quantificacdo, foram contados os neurbnios presentes em 50 campos
microscopicos por animal, totalizando 250 campos por grupo experimental. Esses 50 campos
correspondem a uma area de 9,8125 mm?. Esses resultados foram extrapolados de forma a
representar a densidade neuronal, isto é, 0 nimero de neurdnios por centimetro quadrado,
como uma forma mais conveniente de analise e demonstracdo dos dados, mas sem alterar suas

caracteristicas basicas. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 10.

Figura 10 — Densidade média de neurdnios mioentéricos na porcdo cranial do intestino delgado de Rhamdia
quelen, expostos a concentragdes de 2,4-D de 0 ou 60 ug/L de agua por 24 horas, respectivamente, C24 e H24 ou
por 192 horas, respectivamente, C192 e H192. Barras representam o desvio padrdo, * = p<0,05 segundo
ANOVA com pds-teste de Tukey, n=5.

50000 *
o 40000 T
g *
3 30000 -
=
S 20000
Q
=

10000

° > & v

Fonte: Autoria propria.

Observou-se que a exposic¢do ao 2,4-D néo leva a morte neuronal. Quando analisados
pelo teste da ANOVA com comparacdo multipla entre os grupos, os dados demonstram que
houve diferenca significativa (p<0,05) apenas entre 0s grupos C24 e H192, ou seja, entre 0
grupo controle avaliado em 24 horas e 0 grupo exposto ao 2,4-D na concentragao de 60 pg/L
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por 192 horas. Entre os demais percebe-se que ha uma tendéncia ao aumento do numero de
neurbnios nos grupos expostos ao herbicida, porém sem alcancar significancia estatistica.

Corréa (2010) registrou um aumento, apesar de nao significativo (p>0,05), no tamanho
da subpopulacdo de neurdnios reativos para NADPH-diaforase no jejuno de ratos do grupo
experimental, em experimento conduzido por um periodo de 15 dias e na dosagem de
5mg/kg/dia de 2,4-D. Resultados parecidos foram descritos por Pereira et al. (2013) para o
duodeno em condicdes experimentais semelhantes. Os resultados mostram que, embora por
mecanismos ainda desconhecidos, o 2,4-D interfere no plexo mioentérico, alterando o nimero
de neurdnios e também propiciando uma maior incidéncia de neurénios com area de perfil
celular grande.

Segundo Jessel (1991) uma das formas dos neurdnios responderem a agressao exposta
¢ aumentar seus polirribossomos, RNA e a sintese proteica para tentar compensar a lesao
inicial, condicdo esta que pode levar o pericardio a aumentar seu tamanho. Portanto, no caso
dos animais que foram expostos ao 2,4-D, os neur6nios poderiam inicialmente aumentar de
tamanho e, depois evoluir para morte celular como apontado por Jessel (1991) enquanto
outros neurdnios poderiam ainda diminuir o tamanho de sua area celular caracterizando
hipotrofia, que pode também ser esperado como um mecanismo béasico de resposta a situacdes
de agressdo celular, como por exemplo, na reducdo de nutrientes ou de estimulos necessarios
para 0 bom funcionamento da célula. Aumento da expressdo de neurotransmissores seguido
de injuria neuronal indica que particulares neurotransmissores tomam parte de uma resposta
protetora com objetivo de recuperar os neurénios afetados (KRISTENSSON; THEMNER-
PERSSON; EKBLAD, 2007).

Um fator importante a ser citado é que a técnica de evidenciacdo neuronal utilizada
neste trabalho marca os neurbnios atraves da interacdo entre o azul de metileno presente no
corante com 0s polirribossomos nos neurdnios. Esta caracteristica do método permite fazer
uma relacdo entre a condicdo experimental testada e seus efeitos sobre a sintese proteica
neuronal. Com esta técnica, nos neurbnios que estiverem em maior atividade de sintese
proteica a coloragdo serd mais intensa, propiciando sua visualizagdo e contagem e nos que
estiverem em baixa atividade de sintese proteica os neurbnios ndo serdo corados ou
apresentardo coloracdo péalida, ndo sendo visualizados e contados. Nestas condi¢fes 0s
grupos experimentais que apresentarem mais neurénios em alta atividade de sintese proteica
exibirdo maior densidade neuronal. Desta forma, os resultados de quantificacdo neural nos

permitem observar que nos animais expostos por 192 horas ao 2,4-D as células neuronais
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tendem a aparecer em maior quantidade, ou seja, s&o mais bem evidenciadas pela técnica de
Giemsa por estarem em maior atividade de sintese proteica.

Visto que os neurdnios apos sua diferenciacdo ndo sdo capazes de proliferacdo celular
e que ndo houve alteracdo na area do segmento intestinal analisado, de forma a causar
agrupamento ou dispersao dos neurbnios e assim afetar a densidade neuronal, ndo € possivel
afirmar que a exposicao ao 2,4-D leva a um aumento no nimero de neurénios.

Considerando o que foi dito sobre os provaveis efeitos deste herbicida sobre a sintese
proteica € possivel afirmar que a exposicdo ao herbicida tende a promover o aumento na
sintese proteica dos neurbnios mioentéricos e que esse aumento pode estar ligado a
mecanismos enddgenos de protecdo dos neurdnios contra efeitos estressantes da exposi¢do ao
herbicida. Entretanto, os mecanismos de acdo do 2,4-D sobre o sistema nervoso ainda ndo sao
totalmente compreendidos (BONGIOVANNI et al., 2007).

Associado a isso temos o aumento no uso extensivo deste herbicida nas ultimas
décadas (AMARANTE-JUNIOR et al., 2002) e a baixa disponibilidade de informacdes sobre
seus efeitos sobre peixes, em especial sobre espécies nativas do Brasil. Desta forma fica
evidente que mais pesquisas sdo necessarias para melhor compreender os efeitos do 2,4-D

sobre peixes.

CONCLUSAO

Nas condi¢bes em que o experimento foi conduzido pode-se concluir que o 2,4-D
quando aplicado por via hidrica na dose de 60 pg/L por um periodo de 192 horas tem efeitos
sobre o plexo mioentérico de R. quelen, levando a alteracdes manifestadas pela reducdo na
proporcdo de neurdnios pequenos, aumento na propor¢do de neurénios grandes e aumento na

densidade de neurénios mioentéricos em alta atividade de sintese proteica.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CEUA Protocolo n® 2016-18
Apresentacio do Projeto:

O projeto em apreciagdo visa avaliar os possiveis efeitos do herbicida 2,4-D (écldo diclorofenoxiacético) em Rhamdia
quelen (Pisces: Siluriformes).

Objetivo:

A presente proposta tem como objetivo avaliar os efeitos téxicos da exposicdo aguda e subcrdnica pelas vias hidrica e
tréfica ao herbicida 2,4-D (dcido diclorofenoxiacético) sobre a espécie nativa Rhamdia quelen, através da avaliagdo de
diferentes biomarcadores. Os objetivos especificos dessa proposta sdo:

1- Avaliar a exposicdo por via hidrica do potencial téxico do herbicida 2,4-D, por tempos de 24, 48, 96 e 192 horas, nas
concentracBes de 15, 30 e 60 pl, através de biomarcadores de genotoxicidade, mutagenicidade, citotoxicidade,
andlises morfolbgicas, andlises bioquimicas e analise de desregulagdo enddcring;

2- Avaliar a exposicdo por via tréfica do potencial téxico do herbicida 2,4-D, por tempos de 24, 48, 96 e 192 horas, nas
concentragbes posteriormente definidas, através de biomarcadores de genotoxicidade, mutagenicidade,
citotoxicidade, andlises morfolégicas, andlises bloquimicas e anilise de desregulacdo enddcring;

3- Oferecer oportunidade e estrutura para realizacio de trabalhos de conclusio de curso, Iniciacdo cientifica e
dissertagBes de mestrado no campus Dols Vizinhos da UTFPR e parceiras, contribuindo para formacgdo de recursos
humanos capacitados para realizar vdrias técnicas de andlise e com senso critico  quanto
a0s problemas ambientals,

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os organismos-alvo desta proposta, os peixes Rhomdia quelen, serdo submetidos a exposigdes hidrica e tréfica do
herbicida 2,4-D em concentragdes que préximas dquelas que encontrariam em seu amblente natural contaminado
pelo mesmo. Embora esta exposico intencional vise observar os provdveis maleficios causados pelo produto nestes
animais, a proposta central do trabalho muito relevante, uma vez que 0 2,4-D é um produto com histdria curta e,
consequentemente, seus efeitos de longo prazo no ambiente e também nas comunidades humanas sdo
desconhecidos. Assim, os efeitos toxicos que sejam eventualmente detectados nestes pelxes deverdo servir de
pardmetro para medidas de melhor controle no uso do herbicida.
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Comentarios ¢ ConsideragBes sobre a Pesquisa:

A metodologia a ser aplicada é compativel com os objetivos da proposta, inclusive é semelhante ao que tem sido
feito na drea de pesquisa, demonstrado através de citagBes de publicagBes atualizadas (ano de 2016).

Consideragdes sobre os Termos de apresentaglo obrigatéria:

Foram anexados & presente solicitagdo os seguintes termos e documentos: 1) o requerimento preenchido e assinado
pelo pesquisador responsavel pelo projeto; 2) o formuldrio unificado de encaminhamento 2o CEUA-UTFPR, com os
ajustes solicitados no parecer anterior (versdo 01); 3) projeto de pesquisa completo no modelo da PROPPG-CEUA; 4)
a declaragdo de ndo inicio do projeto (com assinatura e data); 5) Declaragio de médico veterindrio, datado e
assinado, como responsdvel técnico pelo bem estar dos animais utilizados durante a execugdo do projeto; 6) o
registro de projeto junto & DIRPPG-DV.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Todos os documentos exigidos foram apresentados e em ordem e, como ja comentado, os riscos inerentes aos
peixes do experimentos sio compensados pelos beneficios que os futuros resultados deverdo trazer.

No parecer anterior (versiio 1) deste mesmo protocolo foram exigidos ajustes ou justificativas para os seguintes trés
itens da proposta:

1) Corregdo nas tabelas do item 10,11 que indicam somente tratamentos com concentragdes de 15 pg/L,
enquanto o declarado no restante do documento seriam 15, 30 e 45 pg/L;

2) Ainda no item 10.11, solicitou-se malores explicagBes que fundamentassem e justificasse o uso de tantos
animais extras como controle para cada tratamento;

3) Para a segunda fase do experimento, que seria da exposicdo em via tréfica, definir as concentragdes do

herbicida a serem experimentadas {eu ndo serem decididas o posteriori), ou apresentar justificativa plausivel
para tal indefinig8o,

A proponente fez todos os ajustes e explicagBes solicitadas. Particularmente quanto & questdo do uso de triplicatas
dos grupos controle, demonstrou, através de publicacdes atualizadas em periddicos clentificos renomados, que esta
& uma prética corrente em termos de delineamento amostral para o tipo de experimentacdo cientifica da drea.
Quanto & definigdo das concentragSes do herbicida no experimento via tréfica, a proponente seguiu as
recomendagbes da instrucSo OECD 420 (da Organisation for Economic Co-operation and Development) que indica
pardmetros de experimentacio quanto a testes de toxicidade aguda em animais ndo-humanos. O fato de apolar-se
em pardmetros respeitados internacionalmente indicaram a esta CEUA a concardincia com o procedimento.

Situagdo do Parecer:
APROVADO

Consideragbes Finais a Critério da CEUA;
Todos os procedimentos devem seguir a lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008,
Todos 0s membros presentes na reunidio de 13 de setembro de 2016 acompanharam a decisdo do parecerista.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto Intitulado “Avaliagio maltipla dos efeitos téxicos do herbicida 2,4-D (cido
diclorofenoxiacético) sobre a espécie nativa Rhamdia qQuelen (Pisces: Siluriformes)®, protocolo n? 2016/018, sob a
responsabilidade de Nédia de Castilhos Ghisi - que envolve a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica {ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6,899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UTFPR) da UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL
DO PARANA, em reunido de 13/09/2016.

Vigéncia do projeto: De 16/10/2016 a 10/01/2019
Fraidade ( )Ensino{ X ) Pesquisa Cientifica
Espécie/linhagem: Rhamdia quelen (Pisces: Siluriformes)
Nimero de animais: 576

Peso/lIdade: 50g

Sexo: Mascullno

Origem: Piscicultura comercial

Dois Vizinhos, 14 de setembro de 2016.

/. VY “‘/l

| —
Assinado por:
Gustavo Sene Silva
Vice-Presidente da Comisslo de £tica no Uso de Animals da Universidade Tecnolégica Federal do Parand

Pégina3de3



