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Resumo

RESUMO
A 4gua ¢ um dos fatores essenciais para a manutencdo das funcdes vitais dos seres vivos.
Tem-se observado um crescente comprometimento da qualidade deste recurso, devido a
poluicdo de muitos mananciais e até de bacias hidrograficas inteiras, seja por residuos
industriais, esgoto doméstico, ou ainda, por substancias utilizadas na agricultura, tais como
pesticidas, herbicidas e fertilizantes. H4 mais de 50 anos, o acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) ¢ usado em todo o mundo; dentre estes usos, foi um dos compostos do “agente
laranja” utilizado na Guerra do Vietna. Pelo fato de ter sua genotoxicidade comprovada por
diversos estudos e pela sua longa persisténcia no solo, que possibilita a lixiviagdo e a
percolagdo do composto afetando corpos hidricos, estudos que avaliem sua toxicidade sdo
relevantes e justificaveis. Os peixes sdo excelentes modelos experimentais para estudos de
toxicologia aquatica, pois alertam sobre o potencial perigo de substancias quimicas ou para a
possibilidade da poluicdo ambiental. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
expor tildpias a duas concentragdes do herbicida 2,4-D para avaliagdio dos impactos
provocados pela presenca deste composto sobre a vida aquatica; também foi objetivo deste
verificar se a retirada do composto favorece a recuperagdo desses animais. Para tanto, 45
peixes da espécie Oreochromis niloticus foram expostos em aquarios com concentragdes de 0
mg/L, 250 mg/L e 500 mg/L de 2,4-D. Decorrido 96 horas de exposi¢do, cinco animais de
cada aquario foram anestesiados e eutanasiados para a analise histopatoldgica das branquias e
os 10 animais restantes de cada aquario foram transferidos para aquarios com agua limpa para
a recuperagao por periodos de 96 e 192 horas; apés cada periodo de recuperagdo foram
realizadas nova coleta. As branquias foram analisadas por meio de técnicas ultramorfologica,
histologica e histoquimicas. A andlise ultramorfologica das branquias dos animais expostos as
concentracdes do herbicida 2,4-D revelou diferentes tipos de células cloridricas e a hipertrofia
das células pavimentosas das lamelas secunddrias; a analise histoldgica do tecido apresentou,
em ambos os tratamentos, desprendimento epitelial nas lamelas secundérias das branquias de
todos os animais expostos ao 2,4-D, assim como hipertrofia das células do epitélio e presenca
de células cloridricas entre estas células; a frequéncia dessas alteracdes foi inversamente
proporcional a concentracdo a qual foram expostos. Pela anélise histoquimica foi possivel
observar que o herbicida induziu a proliferacdo de células mucosas em todos os animais
expostos, sem relagdo dose-dependente. Os animais submetidos aos periodos de recuperacao
apresentaram regressao total das alteragdes encontradas apds a exposicdo, sendo esta
recuperagdo mais efetiva apos 192 horas. Portanto, os resultados sugerem que a retirada do

herbicida 2,4-D do ambiente pode reverter o quadro de histopatologia causada nos peixes.
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Abstract

ABSTRACT
Water is one of the essential factors to the maintenance of the vital functions of the living
beings. It has been observed an increasing impairment of this resource, due to the pollution of
several wellsprings and even entire watersheds, either by industrial residues, domestic sewage
or even by substances used in the agriculture, such as pesticides, herbicides and fertilizers. For
over 50 years, the 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is used worldwide; and it was one
of the compounds of the “agent orange” used in the Vietnam War. Since its genotoxicity was
proven by several studies and due to its long persistence in the soil, which enables the
leaching and percolation of the compound affecting the hydric bodies, studies that assess its
toxicity are relevant and justified. Fishes are excellent experimental models for the study of
aquatic toxicology, since they alert for the potential danger of chemical substances or to the
possibility of environmental pollution. In this context, the present study aimed to expose
tilapias to two concentrations of the herbicide 2,4-D to assess the impacts provoked by the
presence of this compound on the aquatic life; it was also objective of this study verify if the
withdrawal of the compound favours the recovery of these animals. For this purpose, 45 fishes of
the species Oreochromis niloticus were exposed in aquariums with the concentrations of 0
mg/L, 250 mg/L and 500 mg/L of 2,4-D. After 96 hours of exposure, five animals of each
aquarium were anesthetized and sacrificed for the histopathological analysis of the gills and
the 10 remaining animals of each aquarium were transferred to aquariums with clean water
for recovery for periods of 96 and 192 hours, after each recovery period, 5 animals of each
aquarium were anesthetized, sacrificed and the gills were removed for histopathology
analysis. The gills were analyzed by techniques of ultramorphology, histology and
histochemistry. The ultramorphological analysis of the gills of the animals exposed to the
concentrations of the herbicide 2,4-D showed different types of chloridric cells and
hypertrophy of the pavement cells of the secondary lamellae; the histological analysis of the
tissue presented, in both treatments, epithelial detachment in the secondary lamellae of the
gills of all the animals exposed to 2,4-D, as well as hypertrophy of the epithelium cells and
the presence of chloridric cells between these cells; the frequency of these alterations was
inversely proportional to the concentration to which they were exposed. By the histochemical
analysis it was possible to observe that the herbicide induced the proliferation of mucous cells
in all the animals exposed, without dose-dependent relationship. The animals submitted to the
recovery periods presented total regression of the alterations found after the exposure, and this
recovery was more effective after 192 hours. Thus, the results suggest that the removal of the

herbicide 2,4-D from the environment can revert the histopathology caused in the fishes.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

As emissdes de contaminantes no ar, no solo e principalmente nas aguas estdo
relacionadas aos processos naturais e, principalmente, as atividades humanas. As fontes de
poluicao podem ser classificadas em pontuais € nao pontuais (HOLT, 2000). Dentre as fontes
pontuais podemos citar as diversas estacdes de tratamento, de efluentes industriais, redes de
esgoto doméstico, derramamentos acidentais e mineragdo. As emissdes de fontes pontuais sdo
mais facilmente detectadas e controladas e, geralmente, resultam em descargas diretas dos
contaminantes nos corpos d’aguas. Ao contrario, as emissdes de fontes ndo pontuais sao de dificil
controle, variam com o tempo e espago € podem envolver rotas que resultam na deposi¢do parcial
dos contaminantes antes deles atingirem os corpos d’aguas. Um exemplo tipico de fonte ndo
pontual ¢ a utilizagao de agrotdxicos no solo (COSTA; OLIVI, 2008).

A qualidade dos ecossistemas aquaticos tem sido alterada em diferentes escalas nas
ultimas décadas, fator este desencadeado pela complexidade dos usos multiplos da agua pelo
homem, os quais acarretam em degradagdo ambiental significativa e diminui¢ao consideravel na
disponibilidade de dgua de qualidade, produzindo inimeros problemas ao seu aproveitamento
(PEREIRA, 2004).

Atualmente, vem sendo observado um crescente comprometimento da qualidade da
agua, devido a poluicdo de muitos mananciais e até de bacias hidrograficas inteiras, seja por
residuos industriais, esgoto doméstico, ou ainda, por substancias utilizadas na agropecuaria, tais
como pesticidas, herbicidas e fertilizantes.

A intensificacdo do uso de agrotoxicos nas ultimas décadas e os efeitos danosos desses
agentes quimicos ao homem e ao ambiente fez com que vérios paises regulamentassem seu uso e
sua producdo, com o objetivo de minimizar as consequéncias danosas nos ecossistemas. Para
tanto, cada pais instituiu comissdes ou comités multidisciplinares e organizacdes com
caracteristicas administrativas legais para avaliar o nivel de periculosidade e os riscos que esses
produtos impdem ao homem e ao ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Os pesticidas clorofenoxiacidos constituem importante classe de herbicidas,
apresentando normalmente um longo tempo de atividade residual em solos e aguas, persistindo
por varios meses devido a sua baixa atividade microbioldgica (SANCHEZ-BRUNETE et al.,
1994), sendo o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) um membro desta classe; tal composto ¢

altamente seletivo, sist€émico e pré ou pos-emergente (TOMLIN, 1994).
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Do ponto de vista ecologico, os métodos mais relevantes para avaliagdo da toxicidade de
contaminantes sdo aqueles que determinam alteracdes na estrutura e funcdo dos ecossistemas
(KELLY; HARWELL, 1989). Entretanto, tais determinacdes sdo dificeis de serem elucidadas,
possuem um alto custo, exigem muito tempo e raramente sdo preditivas (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006). Sendo assim, segundo estes autores, quando uma alteragdo significativa ¢
evidenciada, o ecossistema ja deve estar severamente danificado.

Estudos de biomonitoramento ambiental, com diferentes organismos teste, tém sido cada
vez mais requeridos para avaliar o real impacto de uma substancia (ou composto) sobre a saude
dos organismos, uma vez que as analises quimicas apenas detectam a presenca e quantidade desta
substancia. Diversas espécies de invertebrados e peixes tém sido empregadas nas avaliagdes da
ecotoxicologia aquatica (DAVID; FONTANETTI, 2005; MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA;
FONTANETTI, 2006; DAVID et al., 2008; HOSHINA et al., 2008; BIAGINI et al., 2009;
NOGAROL et al., 2012) e tem sido considerados bons modelos para estudo de impacto
ambiental (MALLAT, 1985; EVANS, 1987; LAURENT; PERRY, 1991; McKIM; ERICKSON,
1991; WENDERLAAR BONGA; LOCK, 1991; FONTANETTI et al., 2012).

As branquias dos peixes sao o principal alvo de varios poluentes aquaticos (KIKUCHI et
al., 1978), sendo seu epitélio, um excelente modelo para examinar os efeitos de substancias
dissolvidas nos tecidos (EVANS, 1987). Além disso, as branquias sdo os 6rgdos mais afetados
por seu contato constante com a agua (MISHRA et al., 1985), por isso, sdo geralmente
considerados bons indicadores da qualidade da dgua (RANKIN et al., 1982).

As alteragdes histologicas observadas nas branquias dos peixes sdo reconhecidas como
um método rapido e valido para determinar os danos causados por exposicdo a diferentes
poluentes (ARELLANO et al., 1999). Como a branquia ¢ o principal local de troca gasosa e de
funcdo importante na regulagdo idnica, as alteragdes morfologicas causadas pela exposicao aos
poluentes resultam em distarbios respiratérios (CERQUEIRA; FERNANDES, 2002). Perry e
Laurent (1993) consideram que as alteragdes morfologicas das branquias, ocorrem durante as
mudangas ambientais, como forma adaptativa de tentar conservar algumas das suas funcdes
fisiologicas.

Sendo o 2,4-D amplamente utilizado na agricultura, ser considerado mutagénico e ter
longa persisténcia no solo, que pode ser de varios meses, aumentando a possibilidade de

lixiviagdo e/ou percolagdo do composto comprometendo corpos hidricos, o estudo de sua
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toxicidade torna-se relevante e justificado. Assim, diante do exposto, este projeto teve como
finalidade observar se a presen¢a do herbicida 2,4-D no ambiente aquatico pode causar alguma
reacdo adversa em peixes e se a retirada do mesmo reverte alguma possivel alteracdo. Para isso,
foram utilizadas analises ultramorfologica, histologica e histoquimica de branquias de
Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo), que responde rapidamente as alteragdes ambientais
(VIJAYAN et al., 1996) e ¢ uma espécie comumente encontrada em inimeros recursos hidricos
de todo o mundo, importante por sua ampla comercializacdo na regido sudeste do Brasil,

particularmente em Sao Paulo (ALVES-COSTA, 2001).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A agua

A agua ¢ um dos fatores essenciais para a manutengao das fungdes vitais dos seres vivos.
Com o continuo crescimento populacional e um consequente aumento no consumo da agua, o uso
racional desse bem mineral tem sido incentivado, visando uma conservagdo da qualidade de
nossas aguas, ja que se trata de um recurso mineral finito (ESTEVES, 1998).

Desde os tempos de coldnia e principalmente agora no século XXI, o agronegocio tem
se destacado como um setor muito forte no Brasil, principalmente por sua natureza exportadora.
Como consequéncia, tem se tornado um dos setores da economia que mais causa impacto
ambiental, dado a necessidade de grandes por¢des de terras, uso excessivo de agroquimicos, bem
como a geragao de grande quantidade de residuos, os quais podem conter elementos e substancias
potencialmente poluidoras (RIBEIRO et al., 2007; UNICA, 2007).

Atualmente, um dos temas de discussdo mais relevantes na comunidade cientifica
mundial é o impacto gerado pelas atividades humanas ao meio ambiente, influenciando a
qualidade da 4gua, do solo e do ar. O descarte de produtos toxicos no meio ambiente leva a sérios
danos aos organismos, aos ecossistemas terrestres e principalmente o aquatico, uma vez que os
ecossistemas de dgua doce, juntamente com os estudrios, fornecem os sistemas mais baratos e
convenientes para descarte de efluentes (ODUM, 1988). Em consequéncia disso, a preocupagdo
em diagnosticar e monitorar a polui¢do ambiental aquatica € crescente e de extrema importancia.

Como o Brasil ¢ rico em recursos hidricos, ainda h4 na populagdo uma mentalidade de
descaso e desperdicio, sendo a dgua, devido sua propriedade como solvente universal, utilizada
para descarte de efluentes urbanos e transporte de residuos, que sdo muitas vezes toxicos, levando
a degradagdo dos ecossistemas aquaticos (WHITE; RASMUSSEN, 1998). Esses efluentes,
principalmente os industriais, podem ter composi¢cdes complexas podendo apresentar pesticidas e
metais pesados, ocasionando sérios danos aos organismos (VEGA et al., 1996).

A contaminagdo aqudtica por dejetos industriais e domésticos ¢ hoje, uma grande
preocupacdo da saude publica (MARIA et al., 2003), uma vez que o consumo de agua
contaminada, direto ou indireto, pode causar sérios danos aos organismos. Acredita-se que 80%
de todas as moléstias, e mais de um terco dos Obitos dos paises em desenvolvimento, sejam
causados pelo consumo de 4gua contaminada e que, at¢ um décimo do tempo produtivo de cada

pessoa ¢ perdido devido as doengas relacionadas com a dgua. Esgotos e excrementos humanos
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sdo os principais responsaveis pela deterioracdo da qualidade da 4gua em paises em
desenvolvimento (BIAGINI et al., 2009).

Neste sentido, o manejo e a disposi¢do de residuos agroindustriais tém merecido
destaque nos dias atuais, frente ao despejo inadequado e indiscriminado de muitos efluentes no

meio ambiente (SRIVASTAVA; SAHAI, 1987).

2.2. Peixes como bioindicadores e branquias como biomarcadores

Muitos organismos-teste vém sendo utilizados para andlise das condi¢cdes ambientais,
tais como cebola (SOUZA et al., 2009; CHRISTOFOLETTI et al., 2013), peixes (SOUZA;
FONTANETTI, 2006; HOSHINA et al., 2008; BIAGINI et al., 2009; CHRISTOFOLETTI et al.,
2009), moluscos (DAVID; FONTANETTI, 2005; DAVID et al., 2008; NOGAROL et al., 2012)
e diplopodos (BOZZATTO; FONTANETTI, 2012; MERLINI et al., 2012; SOUZA;
FONTANETTI, 2012).

O aumento da quantidade de contaminantes no ecossistema aquatico necessita do
entendimento do efeito biologico de xenobiontes na biota aquatica (ALBUQUERQUE, 2007).
Os peixes reinem caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais para estudos
de toxicologia aquatica, em que sdo particularmente utilizaveis, pois alertam sobre o potencial
perigo de substancias quimicas ou para a possibilidade da polui¢do ambiental (POWERS, 1989).
Além disso, os peixes acumulam substincias quimicas por exposi¢ao direta aos quimicos
presentes nas aguas dos rios e mares, ou através da cadeia alimentar do ecossistema de maneira
indireta (ATEEQ et al., 2002). Sendo assim, os peixes sdo intensamente utilizados como
bioindicadores em avaliagdes de contaminagdo ambiental (FONTANETTI et al., 2012).

A tildpia (Oreochromis sp) ¢ uma espécie nativa da Africa e foi introduzida no Brasil
por volta de 1971, no Cearda (CASTAGNOLLI, 1992). A espécie O. niloticus (tilapia-do-nilo) é
originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa (CARVALHO et al., 2006); pertence & familia
Cichlidae (SANTOS, 1977), apresenta coloragdo cinza azulada, corpo curto e alto, cabega e
cauda pequenas (GALLI; TORLONI, 1984). Segundo Costa-Pierce (2003), a caracteristica
principal que distingue O. niloticus ¢ a presenga de listras verticais por todo o comprimento da
nadadeira caudal. E uma espécie de peixe cujo cultivo, bem como importancia, vem crescendo,
sendo atualmente um dos mais importantes cultivos em aquicultura do mundo, atras apenas da

cultura de carpas e salmonideos. Além disso, ¢ a espécie de tilapia cultivada mais importante,
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representando mais de 80% da produgdo total de tildpias (MOUSA; MOUSA, 1999; AL-
SHAMSI et al.,, 2006). Uma caracteristica que torna vantajosa a criacdo de tilapias ¢ a
capacidade do organismo em obter um Otimo desenvolvimento em grandes concentragdes
populacionais, caracteristica que diminui o custo de manutencdo per capita (PONCE-MARBAN
et al., 2006).

A tilapia-do-nilo ¢ um 6timo modelo para avaliacdo do ecossistema aquatico e para
realizagio de estudos toxicologicos (GIRON-PEREZ et al., 2007). Os peixes, como um todo, sio
excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de retirar, estocar e bioacumular
compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT, 1998). Por possuirem essas
propriedades, eles podem sinalizar o potencial perigo de novas substancias quimicas ou para a
possibilidade de polui¢do ambiental. Podem ser mantidos em laboratério e sdo facilmente
expostos a substancias toxicas de maneira similar a outros vertebrados superiores, podendo ser
usados para a avaliagdo da presenga de substincias que tenham o potencial de causar efeitos
teratogénicos e carcinogénicos em humanos (HARSHBARGER; CLARCK, 1990). Sendo assim,
sao considerados excelentes sistemas-teste para ensaios laboratoriais realizados para a
investigacdo da toxicidade de substancias contaminantes em ecossistemas aquaticos (ALVES-
COSTA, 2001).

As alteracdes fisiologicas ou de outra natureza, nos tecidos ou fluidos corporais de um
organismo, sdo considerados biomarcadores de efeito, que podem ser reconhecidos associados a
um comprometimento da satde ou possivel doenga (NRC, 1987; WHO, 1993). Biomarcadores
de efeito podem ser utilizados, quer para documentar as alteracdes pré-clinicas ou efeitos
adversos para a saude devido a exposi¢do externa e absor¢ao de uma substancia quimica (VAN
der OOST et al., 2003).

As branquias dos peixes sao constituidas por filamentos ou lamelas primarias arranjados
em arcos duplos ao longo do osso. As lamelas secundarias sdao originadas nos filamentos e estao
dispostas perpendicularmente as margens inferior e superior de cada filamento, servindo mais
para sustentagdo da lamina secundéria, do que para processos de trocas gasosas (ROSETY-
RODRIGUEZ et al., 2002).

O epitélio branquial ¢ constituido por diferentes tipos celulares, incluindo células
pavimentosas ou respiratorias, células mucosas e células cloridricas (também chamadas de

mitochondrian rich cells), sendo estas ltimas, em peixes de 4gua doce, envolvidas em atividades
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de transporte idnico (LAURENT et al., 1985; LAURENT; PERRY, 1990). O niimero, tamanho,
forma e estrutura das células cloridricas podem ser modificados pela exposi¢do a certos fatores
ambientais (JAGOE; HAINES, 1997; BRITO, 2009). A determinacao dos efeitos adversos pode
ser realizada histopatologicamente, investigando lesdes, alteragdes ou formacdao de tumores
(neoplasias) nos tecidos dos peixes (VAN der OOST et al., 2003).

As células pavimentosas constituem a maior parte da superficie branquial; sdo
caracterizadas por serem constituidas por cristas em suas superficies, as quais, segundo Mallat
(1985), sao importantes na retencao de muco no epitélio branquial, como uma forma de prote¢ao
contra alteragdes ambientais.

Takashina e Hibiya (1995) relatam a hipersecre¢cdo de muco como sendo resultado de
uma resposta cronica contra infecgdes parasitarias ou bacterianas ou contra produtos quimicos
irritantes. O muco ¢ normalmente encontrado nos filamentos, mas pode ser encontrado no
epitélio respiratdrio de peixes expostos a condi¢des de estresse, o que pode sugerir que a camada
formada pela producdo de muco protege as superficies lamelares contra os agentes toxicos,
infecciosos e particulas em suspensao (MALLAT, 1985). Devido a fungdo de proteg¢ao do tecido
que o muco apresenta (BERNET et al., 1999), o aumento de células mucosas ¢ um indicativo de
presenga de substincias toxicas na agua. Sendo assim, pode-se dizer que a producdao de muco ¢
uma resposta generalista para exposi¢cdo a poluicdo e, mesmo sem uma ligacdo entre essas
alteracdes e contaminantes especificos, este controle fornece uma ferramenta util para o
monitoramento biologico (DAVID; FONTANETTI, 2009).

A célula cloridrica ¢ uma dos quatro tipos de células diferenciadas presentes no epitélio
branquial (PISAM, RAMBOURG, 1991; PERRY, LAURENT, 1993). Os outros tipos celulares
sdo as células pavimentosas, células mucosas e células neuroepiteliais (BAILLY et al., 1992).

Segundo Perry (1997), as células cloridricas sdo observadas no epitélio dos filamentos
e, em particular, estdo concentradas nas regides interlamelares e nas jungdes entre o filamento ¢ a
lamela. Normalmente, as células cloridricas sdo distribuidas de maneira esparsa pela lamela;
entretanto, em condi¢des de proliferacdo, as lamelas podem apresentar maior nimero dessas
células e, consequentemente, impedir a difusdo dos gases respiratérios. A fungdo primaria dessas
células, segundo a literatura, ¢ a troca de ions com o meio (MORGAN, 1994; MORGAN 1995;
CHANG et al., 2002; GOSS et al., 1992a; GOSS et al., 1992b; PERRY; GOSS, 1994).
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Segundo a literatura, existem quatro tipos diferentes de células cloridricas (PERRY,
1997), que serdo chamadas de I, II, III e IV (Fig. 1) para melhor compreensdo dos resultados
apresentados. Em cada tipo, a membrana apical da célula cloridrica tem uma aparéncia distinta
que permite identificar de forma simples cada uma destas células a partir das células
pavimentosas e mucosas circundantes. O tipo I (Fig. 1A) ¢ caracterizado por ter a aparéncia da
membrana apical semelhante a uma esponja devido ao raro arranjo das micrépilas da membrana
plasmatica. No tipo II (Fig. 1B), a membrana apical tem uma aparéncia semelhante a um tapete,
resultante de uma matriz extremamente densa de micropilas, isto serve para levantar a membrana
apical das células acima das células pavimentosas adjacentes. O tipo III (Fig. 1C) apresenta a
estrutura convexa da membrana apical varidvel, sendo algumas células com a superficie lisa,
enquanto que outras apresentam ornamentagao com micropilas, tendo uma aparéncia aspera da
superficie. No tipo IV (Fig. 1D), a membrana apical pode ser substancialmente rebaixada a um
nivel abaixo das células pavimentosas adjacentes para formar uma cripta apical, uma estrutura
geralmente associada com as células cloridricas de peixes marinhos.

Jagoe e Haines (1997) utilizaram técnicas histoquimicas para estudar efeitos de agua
com adi¢do de &cido e aluminio nas branquias de salmao; observaram diferencas na distribuicao,
tamanho e forma das células cloridricas. Os autores sugeriram que um aumento dessas células e
mudangas em sua estrutura pode ocorrer na tentativa de aumentar a captacdo de ions do
ambiente, uma vez que o pH baixo aumenta a saida desses ions.

Portanto, por serem sensiveis a agentes toxicantes no meio aquatico, 0s peixes vem se

mostrando muito adequados para os estudos de toxicidade.

2.3. O herbicida 2,4-D

Este item foi elaborado como um artigo de revisdo apresentado a seguir.
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Resumo

O uso intensivo de agroquimicos tem crescido exponencialmente no Brasil e no mundo,
em decorréncia da necessidade de suprir a demanda alimentar de uma populacao em crescimento.
Diante disso, o gerenciamento/monitoramento do uso de tais compostos caracteriza-se como uma
atividade complexa e de alto custo e que se mal executada, pode comprometer os beneficios
esperados e prejudicar o meio ambiente como um todo. Nesse sentido, com o intuito de explorar
os dados disponiveis a respeito do uso de herbicidas no Brasil e no mundo, o presente trabalho
buscou apresentar um historico e uma revisao sobre o herbicida 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),

suas propriedades quimicas, mecanismo de agdo e toxicidade sobre organismos nao alvos.

Palavras-chave: agrotoxicos, toxicidade, mutagénese, organismos nao alvos, agente laranja

1. Introducao

As fontes de poluicao podem ser classificadas em pontuais e nao pontuais (HOLT, 2000).
Dentre as fontes pontuais podemos citar as diversas estacdes de tratamento de efluentes
industriais, redes de esgoto doméstico, derramamentos acidentais € mineracdo. As emissdes de
fontes pontuais sdo mais facilmente detectadas e controladas e, geralmente, resultam em
descargas diretas dos contaminantes nos corpos d’agua. Ao contrario, as emissoes de fontes nao
pontuais sao de dificil controle, variam com o tempo e espago ¢ podem envolver rotas que
resultem na deposi¢do parcial dos contaminantes antes deles atingirem os corpos d’agua. Um
exemplo tipico de fonte ndo pontual ¢ a utilizagdo de agrotdxicos no solo (COSTA et al., 2008).

As emissdes de contaminantes no ar, no solo e principalmente, nas &aguas estdo
relacionadas aos processos naturais e, principalmente, as atividades humanas. O aumento da

populacdo mundial e a demanda crescente de alimentos tém motivado o uso de grandes
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quantidades de agrotoxicos nas plantagdes para prevenir ou combater pragas, visando assegurar
maior produtividade (CALDAS; SOUZA, 2000). As primeiras substancias utilizadas para
combater pragas ou doencas foram o enxofre, a cal e alguns sais de arsénio (SANCHES et al.,
2003).

A intensificagdo do uso de agrotoxicos nas ultimas décadas e os efeitos danosos desses
agentes quimicos ao homem e ao ambiente fez com que vérios paises regulamentassem seu uso e
sua producdo, com o objetivo de minimizar as consequéncias danosas nos ecossistemas. Para
tanto, cada pais instituiu comissdes ou comités multidisciplinares e organizacdes com
caracteristicas administrativas legais para avaliar o nivel de periculosidade e os riscos que esses
produtos impdem ao homem e ao ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Os agrotoxicos sdo biocidas por natureza, isto ¢, sao venenos utilizados na agricultura
para exterminar uma praga agricola. Nesse grupo muito diversificado de compostos quimicos,
encontram-se fungicidas, inseticidas e herbicidas considerados extremamente agressivos ao meio
ambiente e a saude humana (GRISOLIA, 2005).

Apo6s a Segunda Guerra Mundial, o nimero de substancias novas e o uso extensivo dessas
na agricultura aumentaram largamente. Com o aumento do plantio de monoculturas e a
destrui¢do da diversidade, ocorreu o aparecimento de varias pragas, as quais sdo combatidas pelo
uso de agrotoxicos (AMARANTE JR., 2002). Considerando-se que o uso de produtos
agroquimicos, tais como herbicidas, causaram uma grande contaminacdo ambiental, devido ao
seu uso generalizado, tornou-se indispensavel avaliar a toxicidade destes compostos (MARIN-
MORALES et al., 2013). O uso de tais compostos tem causado contaminag¢dao de sistemas
aquaticos, sendo importante monitorar as dguas subterraneas, especialmente em areas proximas a
regides agricolas e locais que constituem fontes primarias de dgua potavel (SANCHES et al.,
2003).

Sendo assim, embora a aplicagdo do herbicida aumente a produtividade agricola, ele
apresenta efeitos ecologicos graves, causando toxicidade em aguas receptoras e inibi¢do de
sistemas de tratamentos bioldgicos, mesmo em baixas concentragdes (MARRON MONTIEL et
al., 2006).

Diante do exposto, o presente trabalho tem por objetivo apresentar um historico sobre o

uso de herbicidas no Brasil € no mundo, assim como apresentar uma revisdo sobre o herbicida
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2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), suas propriedades quimicas, mecanismo de agdo e toxicidade

sobre organismos ndo alvos.

2. Propriedades quimicas e mecanismo de acio do herbicida 2,4-D

A formulacdo basica de 2,4-D ¢ acido, mas o 2,4-D ¢ formulado como sal inorganico,
amina ou éster por meio de varios processos de fabricagdo, e ¢ utilizado em muitos produtos
comerciais. O 2,4-D possui a formula molecular CsH¢Cl,0O3 (Figura 1) peso molecular 221,04,
ponto de fusdo 140,5°C, ponto de ebulicao 130°C e solubilidade em agua de 900 mg/litro a 25°C
(4cido) (KENNEPOHL; MUNRO, 2001).

COOH

Cl \ / O—CH:

Cl

Figura 1: Estrutura quimica do acido 2,4-D.

O 2,4-D contém subprodutos de sintese como as dioxinas (2,3,7,8-tetraclorodioxinas), um
composto clorado muito toéxico e presente em muitas listas de produtos carcinogénicos. O grupo
das dioxinas contém mais de 75 compostos, resultantes de diferentes processos industriais
(GRISOLIA, 2005).

Vérios derivados de acidos clorofenoxiacéticos sdo classificados como reguladores do
crescimento em plantas ou hormdnios que atuam como auxinas sintéticas. Estes derivados sdo
largamente utilizados como herbicidas e incluem o acido 2,4-diclorofenoxiacético (FILKOWSKI
et al., 2003; KUMARI; VAIDYANATH, 1989).

O papel principal de auxinas naturais € o crescimento, mas isto nao € o caso de auxinas
sintéticas, também chamados herbicidas auxinicos, que desempenham a fun¢do oposta aquela de
sua funcdo bioldgica. Auxinas sintéticas, tais como o acido 2,4-D persistem por longos periodos
dentro da planta, e, por consequéncia, sao mais eficazes e letais. O modo de agdo de herbicidas
auxinicos ¢ dependente da dose, € o seu efeito também depende da sensibilidade dos tecidos e

espécies (PAZMINO et al., 2012). Enquanto a concentracdo de auxina natural e os seus efeitos
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sdo rigidamente controlados, os herbicidas auxinicos ultrapassam os mecanismos reguladores
naturais de plantas suscetiveis e provocam uma resposta descontrolada de auxina. Em doses
baixas, herbicidas auxinicos possuem propriedades hormonais semelhantes aos da auxina natural.
No entanto, o crescimento das taxas causam varias anormalidades de crescimento em
dicotiledoneas sensiveis (KELLEY, RIECHERS, 2007). O modo de acdo do 2,4-D ¢ por meio do
aumento da plasticidade da parede celular e de aumentos anormais de biossintese de proteinas e
de etileno, resultando em uma descontrolada divisdo celular e danos ao tecido vascular das
plantas (USEPA, 2005). Portanto, o 2,4-D sendo quimicamente semelhante as auxinas, provoca
uma superestimula¢do do crescimento, culminando na morte da planta alvo (ORUC et al., 2004;
BENLI et al., 2007).

Os pesticidas clorofenoxiacidos constituem importante classe de herbicidas, apresentando
normalmente um longo tempo de atividade residual em solos e aguas, persistindo por varios
meses devido a baixa degradacao microbioldgica que sofre (SANCHEZ-BRUNETE et al., 1994).
0O 2,4-D, sendo um membro desta classe, trata-se de um composto altamente seletivo, sistémico e
pré ou pdés-emergente (TOMLIN, 1994).

Desta forma, este herbicida ndo ¢ facilmente biodegradavel, sendo frequentemente
detectado em curso d’agua (CHINGOMBE et al., 2006). E comumente utilizado para o controle
de pos-emergéncia das ervas daninhas anuais e perenes de folhas largas em cereais, milho,
pastagens, arroz, florestas e terras ndo agricolas. Este composto, emitido para o meio ambiente,
principalmente a partir de fontes antropogénicas ¢ caracterizado pela alta toxicidade, persisténcia
e capacidade de bioacumulagdo (MICHALOWICZ, 2005; MICHALOWICZ; DUDA, 2007,
AYDIN et al., 2005).

Segundo a United States Environmental Protection Agency (USEPA), o herbicida 2,4-D
foi classificado como Grupo D (ndo classificaveis como carcinogénico humano), em decorréncia
de que as evidéncias encontradas sao inadequadas, ndo podendo assim, ser demonstrado o efeito

carcinogénico do herbicida (KENNEPOHL; MUNRO, 2001).

3. Uso do herbicida 2,4-D no Brasil e no mundo
O 2,4-D tem sido amplamente usado em todo o mundo (WHO, 1984). Os herbicidas

fenoxiacidos 2,4-D e 2,4,5-T (2,4,5-triclorofenoxiacético) sdo utilizados em larga escala para o
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controle de ervas daninhas de folhas largas desde o inicio da década de 1940 (ITOH et al., 2013;
GRISOLIA, 2005).

No passado, o 2,4-D foi combinado com o 2,4,5-T para o controle de ervas daninhas
(WOLFE, 1984). Mais de 10 milhdes de galdes dessa mistura chamada de Agente Laranja,
formulada com a proporcao de 1:1 (MORTELMANS et al., 1984) foram utilizados na Guerra do
Vietna para desfolhar as arvores (WOLFE, 1984).

Sendo assim, embora o 2,4-D seja um dos herbicidas mais largamente utilizados com
sucesso, 0 seu uso intensivo levou ao aparecimento de ervas daninhas resistentes, podendo dar
origem a varios problemas toxicoldgicos, quando presente em concentragdes superiores as
recomendadas (TEIXEIRA et al., 2007).

As concentragdes recomendadas para o uso do 2,4-D estdo apresentadas na Tabela 1, que
leva em consideragao as culturas mais predominantes no Brasil e as ervas daninhas mais comuns

nas lavouras brasileiras.

4. Toxicidade do 2,4-D em diferentes organismos

Os agrotoxicos podem ser utilizados como um bom modelo para o estudo da
ecotoxicologia, pois contaminam atmosfera, d4gua e terra, sdo persistentes no meio ambiente,
entram nas cadeias ecoldgicas e provocam efeitos toxicos adversos que atingem desde uma
bactéria até o homem. A avaliagdo do impacto do uso de agrotdxicos sobre organismos nao alvos
¢ feita por diferentes testes. Sao considerados organismos representativos para estes diferentes
testes, pequenos mamiferos e passaros, microrganismos de solo, insetos polinizadores (abelhas e
vespas) € organismos aquaticos (peixes, zooplancton, fitoplancton e microcrusticeos)
(GRISOLIA, 2005).

O uso de herbicidas nos campos agricolas acarreta problemas de saude devido a
persisténcia ambiental ¢ um aumento na concentragdo dos agrotoxicos durante a passagem
através da cadeia alimentar. O alimento € a principal via para a exposi¢ao da populagdo humana a
estes produtos quimicos e, alguns tipos de peixe e marisco t€ém sido reconhecidos como principais
vetores para a transferéncia destes contaminantes para os seres humanos (ATEEQ et al., 2006). O
2,4-D pode causar diversas alteragdes metabolicas e necrose tecidual em organismos nao alvos,

incluindo membros importantes da cadeia alimentar (GALLAGHER; Di GIULIO; 1991).
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O 2,4-D ¢ rapidamente absorvido através do trato gastrointestinal apds exposi¢do oral, os
residuos deste agroquimico observados em niveis plasmaticos de 10 minutos a 24 horas apos a
exposicao, dependendo da dose e da forma quimica do 2,4-D (KNOPP; SCHILLER, 1992). A
absor¢ao do 2,4-D éster € relatada como mais lenta que as formas de sal e acido (ERNE, 1966);
porém, a taxa de excrecdo das diferentes formas quimicas ¢ similar (KNOPP; SCHILLER, 1992).

O 2,4-D, segundo Bécaert et al. (2006), apresentou um efeito negativo sobre o solo, seja
por inibi¢do direta ou por remocao de uma fonte de producao de enzima (bactérias). Este efeito
inibidor resultou em perda da estabilidade funcional da urease, PB-glicosidase e sulfatase
indicando um impacto sobre a estabilidade do solo por meio da alteragdo de mecanismos
funcionais de resisténcia e de recuperagdo do mesmo.

Em testes de laboratorio utilizando Eisenia foetida (Annelidac), o 2,4-D demonstrou
efeitos graves sobre o desenvolvimento e a reproducdo. Os efeitos toxicos observados apds
exposi¢do dos animais em solos contaminados com 2,4-D foram muito mais severos do que os
observados na exposicdo ao herbicida glifosato, na mesma concentragio (CORREIA;
MOREIRA, 2010).

Hoy (1985) realizou experimentos expondo espécimes de Scytonotus simplex (milipede)
expostos a trés diferentes doses de 2,4-D, aplicados de trés maneiras ao solo (aplicado
uniformemente no substrato, aplicado em metade do substrato e adicionado a metade do alimento
fornecido) e a grupo controle. Durante o experimento, foi observado que at¢ o 10° dia de
experimento, ndo houve mortalidade no grupo controle e que nos demais grupos, a mortalidade
comegou nos dois primeiros dias de experimento e aumentou progressivamente durante os
primeiros 10 dias. Comparagdes entre os trés métodos de administracdo de 2,4-D sugerem que
esta espécie de milipedes evita superficies tratadas com 2,4-D. Este trabalho sugere que a
distribuicao espacial dos residuos de 2,4-D no campo pode influenciar o efeito do herbicida neste
grupo animal. Uma distribui¢do uniforme, contaminando uma grande porcao de terra parece ser
mais prejudicial do que uma distribuicao irregular.

Segundo Gallagher e Di Giulio (1991), este herbicida ¢ geralmente considerado como
sendo nao toxico para os peixes em doses baixas. Entretanto, Fonseca et al. (2008) afirmaram que
os resultados obtidos em suas pesquisas indicam que o 2,4-D afeta o cérebro e a atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE) dos musculos e alguns parametros metabdlicos do sangue e

tecidos de Leporinus obtusidens, provavelmente devido ao estresse gerado pela toxicidade do
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herbicida. Sarikaya e Yilmaz (2003) também descreveram o herbicida 2,4-D como sendo
altamente toxico para os peixes, tendo efeitos muito nocivos para os seres humanos e animais,
uma vez que, se acumula nos tecidos e provoca envenenamento agudo (WHO, 1984).

Ateeq et al. (2006), utilizando analises histoldgicas das gonadas e o tecido hepatico de
peixes da espécie Clarias batrachus para analise da fragmentacdo do DNA confirmaram o efeito
genotodxico do 2,4-D. Nas andlises histologicas das gonadas, nos ovarios o herbicida induziu a
apoptose, confirmada pela presenga de ovocitos atrésicos, blebbing nuclear, cariolise, hipertrofia
e vacuolizacdo, além de deformidades mitocondriais, citoplasma eletrondenso, dano da
membrana plasmatica, vacuolizacdo e heterocromatiniza¢do. Nos testiculos, os tubulos eram
relativamente menores em tamanho e continham principalmente espermatides. Algumas células
nos tubulos seminiferos mostraram necrose caracterizada por dissolugdo do nucleo e da
membrana nuclear. Células de Leydig apresentaram hipertrofia, que pode ser uma resposta ao
aumento da demanda funcional. Sendo assim, este estudo confirma o efeito genotoxico do 2,4-D.

Cattaneo et al. (2008) relataram que durante o periodo de exposi¢do ao herbicida 2,4-D,
os peixes da espécie Rhamdia quelen apresentaram algumas alteragdes de comportamento como
letargia e natacao erratica. A analise histologica do figado apresentou alteragdes, apos o periodo
de exposi¢cdo, como arranjo anormal dos corddes hepaticos, ruptura da membrana celular e
vacuolizacao dos hepatocitos.

Tayeb et al. (2010) utilizaram figados de ratos para verificar a toxicidade do 2,4-D. Os
animais intoxicados, pelo método de gavage, apresentaram alteracdes acentuadas do tecido
hepatico. Apds quatro semanas de tratamento, os animais submetidos a 15 mg/kg de 2,4-D,
apresentaram os corddes hepaticos rompidos em muitos lugares. Observaram também necrose
focal, vacuolizagdo de hepatocitos e vasodilatacdo. Estas alteragdes foram mais acentuadas apos a
exposicao com uma dose de 75 mg/kg. A area de necrose foi especialmente mais frequente nesta
concentracdo, além de observarem o aumento da carga de glicogénio. O tratamento de 150 mg/kg
de 2,4-D apresentou outras alteragdes histopatologicas como nucleos picnoticos, congestdo dos
hepatdcitos, aumento significativo das células em necrose, vacuolizagdo de alguns hepatdcitos e
perda da forma poliédrica habitual. Os corddes hepaticos também estavam interrompidos em
muitas areas, concluindo que o 2,4-D provoca hepatotoxicidade subaguda.

A fim de investigar os efeitos do 2,4-D sobre a morfologia e funcao testicular, cabras anas

foram submetidas a trés diferentes tratamentos com o herbicida. Os resultados encontrados
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apresentam alteracdes do tubulo seminifero, tais como hiperemia ¢ edema do estroma, e a
membrana basal separada da fibromuscular circundante. Foi observada uma redu¢do no niimero
de células de Sertoli, sendo que as alteracdes vasculares do estroma intertubular foram presentes
em todos os grupos tratados, caracterizando uma perda na efetividade da reproducao do animal.
Sendo assim, a exposi¢do ao acido 2,4-D afetou negativamente os niveis de esperma dos
individuos, podendo implicar numa possivel disfungdo espermadtica para os seres humanos e
outras espécies que podem sofrer exposicao a esta substancia toxica ambiental quando aplicado
em terrenos agricolas (OBIDIKE et al., 2012).

Pesquisas afirmam que o 2,4-D induz aberragdes cromossdmicas, comprovando seu efeito
genotdxico/mutagénico (KALE et al.,, 1995; TUKULA; JALAL, 1985; MUSTONEM et al.,
1986).

Para avaliagdo da genotoxicidade e mutagenicidade, bioensaios com plantas tém sido
considerados em varios casos mais apropriados, principalmente quanto a abordagem ética. Desta
forma, muitos vegetais superiores sdo frequentemente, utilizados para o monitoramento de
poluentes ambientais (LEME; MARIN-MORALES, 2009; FONTANETTI et al., 2011; 2012).
Segundo Ma et al. (1995), os vegetais, por serem receptores bioldgicos diretos de poluentes,
constituem um importante material para testes genéticos e de monitoramento ambiental.

Croker (1953) em estudos com bulbos cebola relatou que o 2,4-D provoca alteragdes na
mitose, € estas sdo proporcionais a concentragao, podendo ser agrupadas em alteracdes estruturais
e fisiologicas. Alteragdes fisiologicas tais como aderéncia, condensagdo cromossdmica € atraso
na formacdo do fuso mitético foram vistos imediatamente apos duas horas de tratamento. A
alteracdo estrutural inclui quebra de cromadtide, observada apds duas ou quatro horas de
exposicdo ao tratamento com a concentragdo mais alta e quebras cromossomicas foram
observadas em todas as concentracdes. Portanto, o 2,4-D afeta o ciclo de acidos nucléicos,
sugerindo que o efeito sobre a estrutura do cromossomo € analoga com a agdo das radiagoes.

Pavlica et al. (1991) também testou bulbos de cebola e 2,4 D. Observou que a
concentragdo de 45 pM reduziu a atividade mitdtica, que foi trés vezes menor que o controle, ja a
concentracdo de 450 puM estimulou a divisao celular e aumentou o nimero de aberragdes
cromossomicas. O 2,4-D teve forte efeito sobre o fuso mitotico, a maioria das anormalidades
encontradas foi C-mitoses, distirbios na anafase e problemas na reconstituicdo do nucleo. O

herbicida provocou alteragdes cromossOmicas em metafase, andfase e telofase, exceto
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micronticleos que foram vistos principalmente em intérfase. Pontes cromossomicas em anafase e
telofase foram encontradas apos 2 e 24 horas de tratamento com 450 uM, cromossomos atrasados
também foram observados, porém em baixa frequéncia, enquanto o tipo mais frequente de
alteracao foram os micronucleos, detectados nas duas concentragdes. Aderéncias cromossdmicas
foram frequentes e acompanhadas de instabilidade no fuso mitdtico e nos cromossomos.
Fragmentacdo da cromatina em nucleos interfasicos foi vista na concentragdo mais alta, sob
forma de corpos de cromatina.

Segundo Ateeq et al. (2002), bulbos de cebola submetidos a solugdes de diversas
concentragdes de 2,4-D apresentaram, em particular nas doses 25-100 ppm, alteragdes marcantes
tanto sobre o crescimento geral como na forma das células, além de um indice mitdtico proximo
de zero. Nas doses que variavam de 5-20 ppm foram observados “Crochet hook™, C-tumores e
inchago nas raizes; por fim as raizes das dosagem que variava de 1-4 ppm foram usadas para o
teste de aberragdes cromossdmicas, no entanto este parametro ndo foi calculado efetivamente,
pois as raizes apresentavam um pequeno comprimento (3-5mm).

Estudos de genotoxicidade do 2,4-D em plantas transgénicas (Arabidopsis thaliana)
demonstraram que o aumento da concentracao do herbicida de 0-3 e 0-30 pg/l levou ao aumento
da frequéncia de reversdes A—G quando comparadas com o grupo controle. O aumento para 100
e 300 pg/l na concentragdo de 2,4-D no meio levou a diminui¢do na frequéncia de recombinagao.
Curiosamente, nao foi observado efeito do 2,4-D na frequéncia de muta¢cdes T—G. O aumento na
frequéncia de recombinagdo em baixas concentragdes estava relacionado com o aumento dos
niveis de mutacdes de ponto A—G. Assim, de uma forma geral, o 2,4-D teve forte efeito sobre a
recombinagdo nas menores concentracdes testadas, no entanto, esta tendéncia ndo foi observada
nas concentragdes mais elevadas (FILKOWSKI et al., 2003).

Estudo de toxicidade de derivados de auxinas sintéticas em plantas de folhas largas e
cereais mostrou que os herbicidas fenoxiacéticos inibiram o crescimento radicular, tanto em
cereais como em plantas de folhas largas, no entanto, gramineas em geral foram menos sensiveis
aos derivados de 2,4-D. Os derivados dos herbicidas mostraram-se mais toxicos para as plantas
de folhas largas do que para as gramineas (GRABINSKA-SOTA et al., 2003).

Em estudo sobre os efeitos citogenéticos do 2,4-D em solucdo de 50% em agua (1-2 L/ha)
em Hordeum vulgare (cevada), observou-se que a dose minima produziu um aumento de quase

duas vezes na ocorréncia de aberragdes citogenéticas. Mesmo sendo este aumento significativo,
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esta ocorréncia ndo se mostrou dose dependente, pois mesmo com a duplicacdo na dose do
herbicida, a frequéncia de células aberrantes pouco mudou (GERAS’KIN et al., 2005).

Kumar et al. (2010) relataram nos seus estudos com trigo que o 2,4-D reduziu o indice
mitdtico, sendo este parametro dose dependente. Na variedade HUW 468 foi observada a maior
frequéncia de células anormais na concentracdo de 1200 ppm do herbicida. A inducdo de
anormalidades cromossomicas também se mostrou dose dependente em todos os tratamentos. As
aberragdes cromossomicas mais comuns encontradas foram aderéncia e pontes, mas também foi
observada multipolaridade, além de atraso cromossOmico em resposta a dose maxima de
herbicida em todas as variedades.

Resultados do estudo que avaliou a genotoxicidade do 2,4-D em mudas de feijao, usando
os ensaios cometa ¢ RAPD (Amplificagdo Randomica do DNA Polimérfico) indicaram que a
GTS (Estabilidade do Modelo Genomico) e o crescimento das raizes foram reduzidos nos
tratamentos em relagdo ao controle negativo. O aumento da proteina solivel total foi observado
nas mudas expostas ao 2,4-D, enquanto que foi reduzida quando exposta ao controle positivo.
Foram observados também que os valores de danos ao DNA, no ensaio do cometa, foram
substancialmente mais elevados do que os controles negativos, em todos os grupos de tratamento.
Os padrdes de RAPD também apresentaram diferencas significativas entre o controle negativo e
as mudas tratadas, como desaparecimento de uma banda normal e/ou aparecimento de uma banda
adicional. Em resumo, o nimero de bandas aumentou com o aumento da concentragcdo do

herbicida auxinico, mostrando assim um efeito dose-dependente (CENKCI et al., 2010).

5. Consideracgoes finais

Diante do exposto, conclui-se que o herbicida 2,4-D ¢ efetivo quando utilizado em plantas
de folhas largas, porém, ¢ prejudicial quando presente nos ecossistemas aquaticos e terrestres,
podemos assim inferir que mesmo em doses baixas, esse agrotoxico possui acdo citotoxica,
genotoxica e mutagénica para as plantas que entraram em contato com essa substancia, e

alteracdes histologicas, fisiologicas e comportamentais nos diferentes animais expostos a ela.
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Tabela 1: Dosagem de 2,4-D utilizada nas culturas brasileiras para o controle de plantas daninhas.
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Cultura

Dose de 2,4-D (Kg/ha)

Plantas alvo

Trigo

0,67 - 1,005

Bidens pilosa

Raphanus raphanistrum

Euphorbia heterophylla

Galinsonga parviflora

Milho

1,005

B. pilosa

E. heterophylla

Sida rhombifolia

Commelina benghalensis

Ipomoea grandifolia

Alternanthera tenella

Amaranthus deflexus

Soja

0,67 - 1,005

B. pilosa

E.heterophylla

S. rhombifolia

C. benghalensis

Ipomoea purplrea

Richardia brasiliensis

Arroz

0,67 - 1,005

S. rhombifolia

B. pilosa

C. benghalensis

E. heterophylla

Arroz irrigado

0,201

Areschynomene rudis

Ipomoea aristolochiaefolia

Aeschynomene denticulata

Cana-de-agucar

0,67 - 2,345

B. pilosa

S. rhombifolia

Amaranthus viridis

Portulaca oleracea

G. parviflora

Emilia sonchifolia

R. brasiliensis

E. heterophylla

I. grandifolia

Commelia bengalensis

Pastagem

0,97 - 1,34

Cyperus rotundus

Sida cordifolia

S. rhombifolia

A. deflexus

P. oleracea

Tabela adaptada da orientagdo do fabricante do DMA 806 BR, Dow AgroSciences.
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3. OBJETIVOS

Este projeto teve por finalidade auxiliar na avaliagdo dos impactos provocados pela presenca e retirada
do composto 2,4-D sobre a vida aquatica, utilizando tilapias expostas a diferentes concentragdes deste acido.
A analise foi realizada sob trés oticas diferentes:

a) para observacgdes de alteracdo na superficie das células pavimentosas das branquias foi utilizada a
ultramorfologia;

b) para a analise de possiveis alteracdes teciduais foi utilizada a histologia;

¢) para avaliar as células mucosas e células cloridricas foram utilizados testes histoquimicos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material biolégico

Foram utilizados espécimes juvenis de O. niloticus, com peso médio de 35 g e
tamanho médio de 7 cm, provenientes de piscicultura. Esses animais foram aclimatados em
tanques com sistema de filtracdo e aeracdo adequada, por no minimo 15 dias e alimentados
durante todo periodo. Um dia antes do inicio do bioensaio, a alimentacdo dos animais foi

suspensa para evitar o acumulo de dejetos nos aquarios do experimento.

4.2. Produto testado
Neste estudo foi utilizado DMA 806 BR (4cido 2.,4-diclorofenoxiacético), da
empresa Dow AgroSciences, registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento, sob n° 02108604.

4.3. Bioensaio

Para a montagem dos bioensaios este projeto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa no Uso Animal da UNESP — Rio Claro, SP (CEUA — IB — UNESP — CRC) e obteve
aprovagao com o protocolo n° 6541, CEUA n° 028/2011 de 26.08.2011.

Baseado na informacdo fornecida pelo fabricante, as concentragdes utilizadas para a
exposicdo ao herbicida foram 50% da CL50, ou seja, 500 mg/L de 2,4-D, e 25% da CL50, ou
seja, 250 mg/L de 2,4-D. De acordo com os dados do fabricante, a concentracdo letal para
50% dos peixes expostos (CL50) ¢ aproximadamente 1000 mg/L de 2,4-D comercial; estes
dados ndo especificam a espécie do peixe testada.

Apoés a aclimatagdo, 45 tilapias foram divididas em trés grupos de 15 individuos e
cada grupo foi transferido para aquarios de prova estatica. O grupo controle (0 mg/1 de 2,4-D)
foi mantido em agua limpa de pogo artesiano, sem a adi¢do de nenhum composto; o
tratamento 1 foi mantido em dgua contaminada por 250 mg/L; o tratamento 2 foi mantido em
agua contendo 2,4-D comercial na concentragdo de 500 mg/L de 2,4-D comercial. O tempo de
exposicao dos animais ao referido composto foi de 96 horas, a fim de se obter a resposta
aguda. Os animais permaneceram em local sem iluminacao para que fosse evitada a possivel
fotodegradacdo do composto. Apds este periodo, cinco espécimes de cada grupo foram
anestesiados com benzocaina (0,1 g de benzocaina em 1 mL de alcool etilico para cada 100
mL de 4gua deionizada) e eutanasiados para a retirada do segundo arco branquial.

Para testar a recuperacdo desses animais, apds cessar a exposi¢do, foram adotados

dois periodos: quatro e oito dias. Durante o periodo de recupera¢do simulou-se o ambiente de
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aclimatacdo. Sendo assim, 10 individuos restantes de cada grupo foram transferidos para
aquarios independentes contendo 4gua de pogo artesiano, com iluminag¢do natural e,
alimentados normalmente, com alimento comercial contendo 36% de proteina. Os alimentos
em excesso ou nao consumidos imediatamente foram retirados do aquario. A transferéncia
dos peixes para os aquarios de recuperagdo se deu pela aclimatagdo destes para que ndo
houvesse nenhum choque ou estresse adicional que pudesse interferir no experimento.

ApO6s o primeiro periodo de recuperacgdo, cinco individuos de cada tratamento foram
coletados para avaliagdo da morfologia branquial. Depois do primeiro periodo de recuperagao,
25% da é4gua dos aquarios foram trocadas para que ndo houvesse acimulo de substancias
excretadas pelos proprios peixes. Os cinco individuos restantes de cada grupo foram

eutanasiados ao final do segundo periodo de recuperagao.

4.4. Ultramorfologia — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para analise da superficie das branquias, o segundo arco branquial foi fixado em fixador
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), mantido em geladeira. O material foi desidratado em uma
série de concentragdes crescentes de acetona (50%, 75%, 90%, 95%, 100%), levado ao ponto
critico e colado em suporte metalico. Foi entdo analisado ao microscopio eletronico de

varredura de baixo vacuo HITACHI TM3000 e fotografado.

4.5. Histologia das branquias

Para estudo da morfologia das branquias, o material foi fixado em solu¢ao Bouin (15
mL de solugdo aquosa saturada de 4cido picrico, 5 mL de formaldeido e 1 mL 4cido acético),
durante aproximadamente 24 horas. Em seguida, o material foi mergulhado em tampao
fosfato de sodio pH=7,4 e mantido em geladeira; apds a estabilizagdo, o material foi
desidratado em série alcoolica por 20 minutos cada concentragao (15%, 25%, 50%, 70%,
80%, 90%, 95% e 100%), colocados em resina de embebi¢do por no minimo 24 horas e,
finalmente, incluido em resina contendo catalisador. Apds polimerizacdo, os blocos foram
seccionados com espessura de at¢ 6 pum, com auxilio de micrétomo. Os cortes foram
hidratados e recolhidos em ldminas.

Apoés secagem das laminas em estufa, os cortes foram hidratados por 1 minuto em
agua destilada, corados com hematoxilina de Harris por 8 minutos e apds isso, reagiram com
agua de torneira por 4 minutos. Depois destas etapas, eles foram lavados em agua corrente,
corados com eosina por 5 minutos e, novamente, lavados em agua corrente. Depois de secas,

as laminas foram montadas com resina sintética. As mesmas foram analisadas em
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microscopio de luz e as imagens foram fotodocumentados em fotomicroscopio, fazendo-se

uso do programa para captura de imagens — Leica LAS v. 3.6.

4.6. Histoquimica
Calcio — Método de von Kossa (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) -

Para a observagdo de células cloridricas, foi utilizada a proposta de Pereira e Caetano
(2009); o material fixado em paraformaldeido 4% foi processado seguindo a rotina histologica
e os cortes foram imersos em nitrato de prata por 20 minutos, lavados em agua e transferidos
para hidroquinona ou revelador fotografico; foram imersos em tiossulfato de sddio ou fixador
fotografico F-5 (Kodak) por 5 minutos e contracorados com hematoxilina; a montagem das

laminas foi feita com gelatina glicerinada.

Polissacarideos neutros — Técnica do PAS (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)

Para observagdo de células mucosas, o material fixado em solugdo Bouin (15 mL de
solucdo aquosa saturada de acido picrico, 5 mL de formaldeido e 1 mL acido acético) foi
processado seguindo a rotina histologica e os cortes do material foram oxidados por 10
minutos em solu¢do de acido periodico 0,4% e colocados no reativo de Schiff por
aproximadamente 1 hora no escuro; foram deixados em 4gua sulfurosa por 3 minutos e
finalmente lavados em agua corrente por 30 minutos. A montagem das laminas foi realizada

com resina sintética.

4.7. Analise e Documentacao dos Resultados

A andlise histologica dos materiais foi realizada em microscopio de luz nas objetivas
de 10, 40 e 100x. Foram analisadas duas laminas com oito cortes de 6 pm para cada peixe,
sendo n = 15 para cada tratamento do bioensaio. Desta forma, foram analisados um total de 90
laminas e 720 cortes histologicos por técnica realizada.

Os resultados encontrados no controle e nos tratamentos foram comparados entre si
pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis. A descricdo e a avaliagdo das alteragdes
histopatologicas tiveram como base o protocolo de Bernet et al. (1999). Este foi adaptado pelo
grupo de pesquisa da professora Carmem S. Fontanetti Christofoletti para a andlise
semiquantitativa das principais alteracdes histopatologicas encontradas nas branquias de
tilapias expostas a contaminantes.

Um fator de importancia (W) foi definido para cada lesdo, de acordo com sua

importancia patoldgica, ou seja, como isso afeta a fun¢do do o6rgdo e a capacidade de
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sobrevivéncia dos peixes. As alteragdes foram previamente classificadas em trés fatores de
importancia: (1) Importancia patoldogica minima, a lesdo ¢ facilmente reversivel quando a
exposicao ao estressor termina; (2) Importancia patoldégica moderada, a lesdo ¢ reversivel na
maioria dos casos, quando o estressor € neutralizado; e (3) Importancia patologica acentuada,
a lesdo ¢ geralmente irreversivel, levando a perda parcial ou total da fungdo do o6rgao.

Foi desenvolvida, entdo, uma tabela propria para o presente estudo (Tabela 1), com
as principais alteragdes encontradas nas branquias dos peixes expostos ao herbicida 2,4-D.
Para melhor compreensdo dos resultados, as anomalias histopatoldgicas descritas, também
foram classificadas em escores (a) que variam de 0 a 6, dependendo do grau e da extensdo da
alteracdo, sendo: (0) nenhuma ocorréncia; (2) pouca ou rara ocorréncia; (4) ocorréncia
frequente; e (6) ocorréncia muito frequente. Além disso, valores intermediarios (1, 3, 5)
também foram considerados quando a alteracdo observada ndo era presente em todos

individuos analisados.

Tabela 1: Valores de fator de importancia atribuidos as diferentes alteragdes observadas nas

branquias O. niloticus expostos ao 2,4-D

Alteracao Fator de importancia (w)

Desprendimento do 1

epitélio lamelar

Hipertrofia das células 1
pavimentosas
Aumento no numero de 1

células mucosas
Aumento no numero de 1

célula cloridrica

Ao multiplicar o fator de importancia pelo escore, obteve-se o indice da alteragao.
Para o célculo do indice total de cada individuo, ou seja, o indice correspondente a avaliagdo

das alteragdes histopatoldgicas em sua branquia, foi utilizado o seguinte célculo:

Indice;,q = > (fator de importancia x escore)
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A partir dos indices individuais foram obtidos os valores de média e desvio padrao
para cada grupo — controle e tratamentos — os quais foram avaliados estatisticamente por
meio do teste Kruskal-Wallis em niveis de 5% de significancia para comparagdo de cada
tratamento com o grupo controle. Este procedimento foi realizado para avaliar
estatisticamente o conjunto de lesdes branquiais. Assim, este método padronizado de
avaliacdo permite a analise semiquantitativa de danos aos 6rgdos, incluindo a extensdo, a
significancia e a importancia patologica das alteragoes.

As células mucosas, evidenciadas pela técnica histoquimica de PAS, foram avaliadas
segundo o protocolo de Biagini et al. (2009), em que trés cortes histologicos, com trés
lamelas principais integras, de cada individuo, foram selecionadas para a contagem das
células mucosas. Dessas lamelas principais foram contadas as células mucosas de 30 regides
interlamelares de todos os individuos dos quatro tratamentos.

Para a contagem das células cloridricas presentes no epitélio branquial foi adaptado
o protocolo utilizado por Biagini et al. (2009) para células mucosas. As células cloridricas
foram contabilizadas ignorando-se os tipos, englobando todas apenas na categoria de célula
cloridrica. A contagem foi realizada sob microscopio eletronico de varredura; foram
analisadas 30 regides interlamelares, de trés lamelas diferentes de cada peixe.

Aos resultados obtidos com a contagem das células mucosas e cloridricas foram
atribuidos valores de fator de impacto. Ao aumento no niimero destas células, foi atribuido
um escore. Os calculos do indice de alteragdo foram submetidos ao teste estatistico de

Kruskal-Wallis, assim como as outras alteragdes encontradas.
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5. RESULTADOS
5.1. Analise da superficie branquial

O grupo controle, tanto da exposicdo quanto das recuperagdes, apresentaram células
pavimentosas com auséncia das cristas centrais em algumas regides das lamelas (Figuras 2A, D,
Q).

A andlise ultramorfolégica das branquias dos individuos submetidos a todas as
concentragdes do herbicida 2,4-D revelou o mesmo padrao das cristas das células pavimentosas
do grupo controle. Os animais do tratamento 1 apresentaram hipertrofia das células pavimentosas
em todas as lamelas secundarias (Figura 2B), enquanto que os animais do tratamento 2
apresentaram esta alteracdo em pontos isolados (Figura 2C).

Os animais do grupo controle do bioensaio de exposi¢do apresentaram células
cloridricas dos tipos I, III e IV, sendo encontrada em maior quantidade células do tipo IV. Os
animais expostos ao herbicida apresentaram diferentes tipos de células cloridricas, além de
apresentarem um aumento dessas células quando comparados aos animais do controle, como
pode ser observado na tabela 2. Os animais do tratamento 1 apresentaram células cloridricas do
tipo I, II, IIT e IV, sendo a célula do tipo II encontrada em maior quantidade. Os animais do
tratamento 2 apresentaram os tipos celulares II, III e IV, com maior quantidade de células do tipo
I1.

Ap6s o periodo de 96 horas de recuperacdo, os animais do grupo controle apresentaram
células cloridricas dos tipos I e IV. Os animais do tratamento 1 apresentaram regressao nas
alteragcOes apresentadas durante a exposi¢do (Figura 2E). A hipertrofia regrediu e as células
cloridricas presentes eram de dois tipos (III e IV). Os animais do tratamento 2 também
apresentaram regressdo nos pontos isolados de hipertrofia das células pavimentosas e
apresentaram dois tipos de células cloridricas (I e IV) (Figura 2F). Os animais do grupo controle
apresentaram um aumento no numero de células observadas, enquanto que os animais expostos
apresentaram uma redu¢do no numero total dessas células, como pode ser observado na tabela 3.
Os animais submetidos ao primeiro periodo de recuperagdo apresentaram diferencas na
distribuicao dos tipos celulares encontrados quando comparados aos animais que foram
eutanasiados apos o periodo de 96 horas de exposigao.

Os animais do grupo controle apds o periodo de 192 horas de recuperagdo apresentaram

células cloridricas dos tipos III e IV e os animais do tratamento 1 apresentaram células do tipo I,
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III e IV. Nao foi possivel observar as células cloridricas nos animais do tratamento 2, pois as
branquias apresentaram uma camada de muco recobrindo a maior parte das lamelas. Apesar de
ter sido possivel a observagao das células cloridricas nos animais do grupo controle e do
tratamento 1, a presenga do muco impediu a contabilizacdo dessas células pelo método proposto.

Os animais submetidos ao periodo de 192 horas de recuperagdo, de todos os tratamentos,
apresentaram regressao total das alteragdes observadas apos a exposicao (Figura 2G, H), sendo
semelhantes ao controle, porém apresentaram uma camada de muco recobrindo a maior parte das
lamelas (Figura 2I).

Para melhor visualizacdo dos diferentes tipos de células cloridricas nos diferentes

tratamentos e periodo de exposicao e de recuperacdes, foi elaborada uma tabela (tabela 4).

5.2. Analise histologica das branquias

A analise histologica das branquias do grupo controle apresentou o padrdo branquial
descrito por Fanta et al. (2002) para peixes teledsteos (Figs. 3A, B). Os animais observados
apresentaram arcos branquiais formados por filamentos primarios (lamelas primarias), tendo
cada filamento primario lamelas respiratorias (lamelas secundarias) alinhadas ao longo de seus
dois lados. Os filamentos primarios sdo cobertos por epitélio pavimentoso estratificado. As
lamelas secundarias possuem espacos de sangue limitados por células pilares, separada do
epitélio por uma grossa membrana basal. Hemacias elipticas e nucleadas sdo vistas dentro do
espaco do sangue nas lamelas secundarias.

Todos os animais dos tratamentos apresentaram alteracdes morfoldgicas nas lamelas
secundarias. As alteragdes mais frequentemente observadas foram o desprendimento epitelial
nestas lamelas (Figs. 3C, D, E, F) e a hipertrofia celular das células pavimentosas (Figs. 3C, D).
A frequéncia foi inversamente proporcional ao aumento das concentracdes do herbicida, diluido
em agua. Por entre as células hipertrofiadas foram observadas células cloridricas (Figs. 3C, D).

Nos animais expostos a menor concentracdo utilizada (tratamento 1), todos os
individuos apresentaram as alteragdes em quase toda a extensdo das branquias, j4 os animais
expostos a maior concentracao utilizada (tratamento 2) apresentaram as alteragdes apenas em
regides isoladas do material analisado.

Os animais do grupo controle apds ambos os periodos de recuperacao, 96 e 192 horas,

mantiveram o padrdo normal descrito para as branquias. Os animais do tratamento 1, apds
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periodo de 96 horas de recuperagdo, apresentaram desprendimento epitelial (Figs. 4A, B) em
regides isoladas do epitélio branquial; a hipertrofia celular regrediu totalmente apds este periodo.
Os individuos do tratamento 2 apresentaram regressao das alteragdes observadas apos a
exposicao ao herbicida (Figs. 4C, D). Durante o primeiro periodo de recuperagao, 96 horas, dois
individuos do grupo 2 morreram entre 24 e 48 horas.

Os animais dos tratamentos 1 e 2, submetidos a recuperagdo por 192 horas,
apresentaram regressao total de todas as alteracdes, apresentando o epitélio padrao descrito para
a espécie (Figs. 5A, B, C, D).

Na andlise realizada para a observa¢ao de células cloridricas em corte histolégico, tanto
0 grupo controle quanto os tratamentos ndo apresentaram resposta positiva a técnica de deteccao
de célcio, nao evidenciando, portanto, a presenga de células cloridricas com esta técnica.

Com a andlise das células mucosas evidenciadas pelo PAS pode-se verificar que o
numero dessas células aumentou nos grupos expostos, quando comparadas ao numero observado
no controle (tabela 5). O tratamento 2 foi o que apresentou o maior nimero de células mucosas.
Os animais expostos apds os periodos de recuperagdao apresentaram redu¢do no numero de
células mucosas. No primeiro periodo de recuperagao (96 horas), a quantidade de células
mucosas do grupo controle permaneceu constante, enquanto que os animais dos tratamentos 1 e
2 apresentaram reducdo destas células (tabela 6). Apos o segundo periodo de recuperagao (192
horas) todos os animais, de todos os grupos, tiveram reducdo no nimero de células mucosas
(tabela 7). Esta reducao pode ser visualizada na figura 6.

O resultado da analise estatistica (tabela 8) dos dados dos animais expostos revelou que
o desprendimento epitelial e a hipertrofia celular causados pela exposi¢ao a 250 mg/L de 2,4-D
foi significativo quando comparado ao controle, enquanto que os resultados dos animais da
exposicao a 500 mg/L de 2,4-D nao foram significativos para nenhuma das alteragdes. Os dados
obtidos apds o primeiro periodo de recuperagdo foram comparados entre o controle e os
tratamentos, porém os valores ndo foram estatisticamente significativos entre eles. Comparando-
se a exposicdo com os periodos de recuperagdo, o desprendimento epitelial apresentou uma
regressao estatisticamente significativa no tratamento 2 apos as 192 horas de recuperacdo. A
regressao da hipertrofia celular se apresentou significativa para ambos os tratamentos € em

ambos os periodos de recuperacao.
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O aumento do niimero das células mucosas ndo foi estatisticamente significativo quando
comparados o grupo controle e os tratamentos logo apds a exposicdo; o mesmo resultado foi
obtido comparando os animais expostos com o da primeira recuperagdo; porém, quando
comparados os valores dos animais expostos com os animais da segunda recuperagdo, a
diminui¢do do numero das células mucosas foi estatisticamente significativo, o que nos permite
concluir que a recuperacao efetiva dos animais s6 acontece apos 192 horas (tabela 8).

O aumento das células cloridricas foi estatisticamente significativo apenas quando
comparados os valores do grupo controle com o do tratamento 1, indicando que a menor
concentragdo utilizada foi a mais prejudicial (tabela 8). A comparagdo entre os valores da
exposi¢ao com os das recuperagdes nao se mostraram significativos, o que pode indicar que para

essa alteracao seja necessario um maior periodo de recuperagao.
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6. DISCUSSAO

A forma basica do 2,4-D é um acido, mas ¢ frequentemente formulado como um sal
inorganico, amina ou éster, ¢ sdo usados em muitos produtos comerciais (KENNEPOHL;
MUNRO, 2001). De acordo com Benli et al. (2007) algumas formulagdes sdo extremamente
toxicas para peixes, enquanto que outras, menos. Este herbicida ¢ frequentemente detectado em
curso d’agua por ndo ser facilmente biodegradavel (CHINGOMBE et al., 2006).

A contaminagdo ambiental por agrotdoxicos pode causar alteracdes fisiologicas e
comportamentais em peixes (ORUC; UNER, 1999; BRETAUD et al., 2000). Segundo alguns
autores (KALE et al., 1995; TUKULA; JALAL, 1985; MUSTONEM et al., 1986), o 2,4-D induz
as aberragdes cromossdmicas, comprovando seu efeito mutagénico. Sulik et al. (1998),
observaram que ratos recém-nascidos de fémeas que receberam doses de 2,4-D durante a
gestacdo apresentavam alteragdes histologicas e histoquimicas no figado.

Outros estudos mostraram diferentes alteragdes histologicas em peixes e outros animais
apods a exposicdo a agroquimicos; alguns autores sugerem que as alteracdes podem resultar em
mau funcionamento de varios sistemas ou 6rgaos de peixes (ATEEQ et al., 2006; BENLI et al.,
2007; CATTANEO et al., 2008).

As branquias sdo o primeiro alvo de poluentes, devido ao contato constante com o
ambiente externo (SALAZAR-LUGO et al., 2011). Evans (1987) propds que as histopatologias
ocasionadas por exposi¢do a uma variedade de poluentes sdo sintomas secundarios a interagdo da
toxina com as vdrias etapas de transporte especifico ou com os receptores ligados a membrana.
Assim, como as vias e os receptores similares sdo comuns para uma variedade de tecidos
humanos, que sdo afetadas por poluentes, as branquias dos peixes se apresentam como um
modelo de sistema que pode ser usado para investigar mais cuidadosamente essas patologias
epiteliais produzidas por substancias toxicas. Desta forma, sabe-se apenas que a exposicao ao
poluente causa alteracdo no tecido, e que a retirada deste poluente do ambiente pode fazer com
que as alteragdes regridam (CERQUEIRA; FERNANDES, 2002).

Kubrak, et al. (2013) observou que a presenga do herbicida 2,4-D causa alteragdes nos
parametros sanguineos dos peixes da espécie Carassius auratuse e que a retirada do herbicida
resulta numa excelente recuperacdao dos parametros analisados. Assim como foi observado nos
resultados obtidos no presente estudo, a retirada do herbicida fez com que as alteragdes

encontradas regredissem até a recuperacao total do tecido/orgao lesionado.
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A auséncia parcial de cristas observadas nos animais utilizados no experimento deve-se
a um agente estressor € ndo deve ser relacionado ao poluente em que foram expostos, uma vez
que, os animais do grupo controle também apresentaram essa caracteristica. As células
pavimentosas constituem a maior parte da superficie branquial; sdo caracterizadas por serem
constituidas por cristas em suas superficies, as quais, segundo Mallat (1985), sdo importantes na
retencdo de muco no epitélio branquial, como uma forma de prote¢do contra alteragdes
ambientais. Segundo diversos autores, como Biagini et al. (2009), Mazon et al. (2002) e Wong e
Wong (1999), a redugdo na quantidade dessas cristas pode indicar uma resposta do peixe a um
poluente, ou a um agente estressor; essa redu¢do diminui a superficie de contato com agua e
consequentemente, com o poluente.

Bernet et al. (1999) propuseram um protocolo como ferramenta de avaliacdo
histopatologica em peixes. Neste protocolo, os autores dividiram as alteragdes em cinco grupos:
distarbios circulatdrios, alteragdes regressivas, alteragdes progressivas, inflamagdo e neoplasia.
O tecido branquial apresenta dois tipos de resposta celular, a de defesa e a compensatéria
(MALLAT, 1985; TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Ambas as respostas ajudam a barrar a
entrada de substancias toxicas, impedindo que essas substancias alcancem a corrente sanguinea
e, em menor propor¢do, auxiliam na prevenc¢do dos danos causados pela exposi¢do direta
(CERQUEIRA; FERNANDES, 2002).

O desprendimento epitelial, observado neste trabalho, nas branquias dos peixes
submetidos a diferentes concentragdes do herbicida 2,4-D, ¢ uma alteracdo regressiva, cuja
finalidade ¢ reduzir funcionalmente o 6rgdo atingido, e desta forma, diminuir a exposi¢cdo do
animal pela substincia toxica. Esta alteragdo foi descrita por diversos autores, em diferentes
espécies submetidas a diversos poluentes; Randi et al. (1996) observaram em peixes sob
influéncia do cadmio, Arellano et al. (1999), na espécie Solea senegalensis, exposta ao cobre, e
Biagini et al. (2009) em peixes criados em aguas poluidas tratadas por flotagdo. Nos animais
expostos ao herbicida 2,4-D, foi observado que apos o periodo de recuperagdo de 192 horas, a
alteracdo regrediu totalmente, fazendo com que o 6rgao afetado recuperasse seu funcionamento.

A hipertrofia das células pavimentosas do epitélio, tal como a observada no presente
estudo e no peixe Prochilodus scrofa (MAZON et al., 2002), pode atuar como uma barreira a
difusdo do agente toxico, pois aumenta a distancia de difusdo entre a 4gua e o sangue para a troca

gasosa; assim a distancia entre as lamelas e consequentemente da superficie respiratoria lamelar
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foi reduzida, tal alteracdo pode prejudicar a absor¢ao de oxigénio a partir da 4gua do ambiente e
resultar em uma condi¢do de hipoxia (MAZON et al., 2002), o que pode justificar a morte dos
peixes que foram expostos a 250mg/L de 2,4-D durante o primeiro periodo de recuperagao.
Segundo Bernet et al. (1999), a hipertrofia € uma alteragdo progressiva cujo aumento do volume
da célula, e ndo o aumento de nimero celular, culmina no aumento da atividade celular. Apds os
periodos de recuperagdo observou-se a regressdo desta alteragdo, reafirmando que a retirada
desse agente estressor culmina no restabelecimento da func¢ao do 6rgao atingido.

As alteracdes histologicas observadas nos animais apdés o periodo de exposicao
evidenciaram que o efeito do herbicida ndo ¢ dose-dependente. Geras’Kin et al. (2005) relataram
que as aberragdes cromossomicas observadas em Hordeum vulgare (cevada) expostas ao
herbicida 2,4-D ndo foram dose-dependentes, pois estas alteragdes sao principalmente
determinadas, nao pelo nivel de exposi¢do, mas sim pelas caracteristicas especificas do sistema
bioldgico, que muitas vezes ndo ¢ linear. Deste modo, a exposicdo combinada a diferentes
fatores muitas vezes acarreta uma resposta sinérgica em concentracdes mais baixas, do que em
concentracdes mais elevadas de exposicao, quando a capacidade de adaptacdo do sistema esté
esgotada e sua resposta acompanha o aumento da intensidade do impacto.

Entre as células hipertrofiadas do epitélio dos animais expostos ao herbicida 2,4-D
foram observadas células cloridricas de diferentes tipos. H4 muita incerteza em torno do papel da
célula cloridrica no regulamento i6nico em peixes de agua doce. No ambiente de agua doce, os
peixes perdem continuamente ions através de suas superficies corporais permeaveis, mais do que
pelas branquias, devido a sua grande area de superficie. No entanto, o equilibrio i6nico ¢
conseguido como resultado de uma absor¢do mais ou menos equivalente de ions (Ca>", CI', Na"),
a partir da 4gua. Embora tenha sido amplamente assumido que a célula de cloreto ¢ responsavel
pela absorcdo de Ca*", CI" ¢ Na" da 4gua, essa suposi¢io é baseada em evidéncias indiretas e,
provavelmente, ¢ uma simplificacdo da real fungdo desta célula (PERRY, 1997). Estas células
tém sido estudadas, considerando a sua importancia para as fungdes vitais da branquia, e pelo
fato destas proliferarem, quando expostas a ambientes desfavordveis (PERRY; LAURENT,
1989; PERRY, 1997; PEREIRA; CAETANO, 2009).

Em teledsteos de agua doce, estas células sdo consideradas como responsaveis por
desempenhar um papel essencial na manutengdo do equilibrio i6nico do ambiente interno por

meio da absor¢do dos ions cloro (CI) e sédio (Na"), a partir do meio externo diluido. Em
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consequéncia, a proliferacdo de células cloridricas ¢ utilizada pelo peixe como um mecanismo
para melhorar a capacidade de transporte de ions das branquias em ambientes desfavoraveis
(NESKOVIC et al. , 1996). A partir desta observacao, a previsao ¢ de que a troca gasosa seria
prejudicada em peixes que exibem uma quantidade excessiva de células cloridricas, uma vez que
dificulta a difusdo dos gases entre o sangue e a agua (BINDON et al., 1994; PEREIRA;
CAETANO, 2009).

Entretanto, Perry (1997) questionou o fato de existirem véarios subtipos de células
cloridricas ou se sdo a mesma célula em estagios diferentes de desenvolvimento. As células
cloridricas observadas nos individuos expostos ao herbicida 2,4-D aparentemente apresentam
mais variedade que o proprio grupo controle ou, comparado aos animais submetidos aos
periodos de recuperagdo, nem sempre apresentam as mesmas células que o grupo exposto; esta
observagao incita a ideia de que existe a possibilidade da célula se manter quiescente e s6 se
desenvolver caso haja necessidade fisiologica, uma vez que as células do tipo II aparentam ser a
hipertrofia do tipo IV. A hipertrofia das células cloridricas também foi relatada em peixes
expostos a uranio empobrecido (BARILLET et al., 2010), ao cddmio (THOPHON et al., 2003) e
ao mercurio (JAGOE et al., 1996). Fisiologicamente, as células cloridricas sao responsaveis pela
manuten¢do acido/base e pelo equilibrio i6nico, protegendo os peixes de sofrer acidose ou
alcalose metabdlica (BARILLET et al., 2010). Elas também estdo envolvidas em processos de
excrecdo (PAWERT et al., 1998). Sendo assim, as células cloridricas hipertrofiadas podem,
portanto, ter ocorrido pela necessidade de excretar alguma substancia ja absorvida pela branquia
ou pela necessidade de dificultar a difusdao de gas entre agua e sangue. Morgan et al. (1994,
1995) utilizaram microandalise de raios—x para demonstrar a fun¢do de absorcdo de Cl” pelas
células cloridricas em Salmo trutta, e Goss et al. (1992a, 1992b) também correlacionaram a
capacidade de absor¢do de CI" com a area apical area das células cloridricas em Ictalurus
nebulosus, que foi aclimatados as condi¢des acidas ou alcalinas.

Chang et al. (2002) sugeriram que as c¢lulas cloridricas dos tipos III e IV, aparecem em
dominancia em meio médio hipotdonico. No meio com baixa concentracdo de Cl, foi
predominante o tipo III de célula cloridrica, cuja morfologia apical ¢ semelhante ao das células
presentes nas branquias de truta arco-iris tratadas com o cortisol ou NaHCO; (PERRY; GOSS,
1994). Portanto, segundo Chang et al. (2002), a estimula¢do da capacidade de absor¢do de ions

Cl parece estar associada com um aumento de células cloridricas com maior area apical. Sendo
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assim, a presenca de células cloridricas com maior area apical observada neste estudo indica a
uma maior troca idnica realizada com o meio.

O aumento das cé€lulas mucosas foi o primeiro sintoma visivel de toxicidade em Perna
viridis, exposto ao chumbo, segundo Tan and Lim (1984). Takashina e Hibiya (1995) relataram
que a hipersecre¢@o pode ser o resultado de uma resposta cronica contra infec¢des parasitarias ou
bacterianas ou contra produtos quimicos irritantes. Nogarol et al. (2012) consideraram esta
resposta, em Diplodon expansus (Bivalvia), como um mecanismo de protecdo para evitar o
acumulo de herbicida (atrazina) e a entrada do poluente pela via branquial, comprometendo todo
o organismo. O muco ¢ normalmente encontrado nos filamentos, mas pode ser encontrado no
epitélio respiratdrio de peixes expostos a condi¢des de estresse, o que pode sugerir que a camada
formada pela producdo de muco proteja as superficies lamelares contra os agentes toxicos,
infecciosos e particulas em suspensao (MALLAT, 1985). Devido a fun¢do de protegao do tecido
que o muco apresenta (BERNET et al., 1999, DAVID; FONTANETTI, 2009), o aumento de
células mucosas ¢ um indicativo de presenca de substincias toxicas na dagua, €, como
apresentado nos resultados, o aumento foi observado em todos os animais dos grupos expostos
quando comparado ao controle, indicando que o herbicida 2,4-D apresenta toxicidade ao
organismo testado nas concentragdes utilizadas.

A redugdo no niimero de células mucosas observadas em ambos os periodos de
recuperacdo sugere que, com a retirada do estressor, a proliferagdo dessas células cesse, e ocorra
a reducao deste tipo celular, uma vez que, o nimero das células mucosas ¢ alterado conforme a
necessidade fisioldgica do peixe em relacdo ao meio externo. Entretanto, observou-se também
que, apesar do numero de células mucosas ter reduzido apds as recuperagdes, 0 mesmo nao se
observou com a camada de muco. Segundo Sze e Lee (1995), a produgdo excessiva de muco
pode ter a fungdo de fixar metais e depois excretar; ou todo metal absorvido pelo o corpo ¢
concentrado no muco e depois expelido para o ambiente, dessa forma, pode-se inferir que, o
tecido injuriado pela absor¢do do herbicida, apesar de ter sido totalmente recuperado,
hipersecreta o muco para que nao haja outro dano.

Sendo assim, observou-se que a presenca do herbicida 2,4-D no ambiente aquatico
causa alteracdes em nivel celular que prejudica o funcionamento do oOrgdo estudado,
comprometendo o equilibrio fisioldgico, podendo ocasionar a morte do individuo. No entanto,

observou-se neste estudo que a retirada do herbicida do ambiente fez com que as alteragdes
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regredissem, tornando o 6rgdo em questdo, novamente saudavel para exercer as suas func¢des

vitais.



Conclusdo

7. CONCLUSAO

A partir das andlises realizadas e dos resultados obtidos neste estudo podemos concluir
que:

a) A analise ultramorfoldgica da superficie das branquias de tilapias expostas as duas
diferentes concentragdes de herbicida 2,4-D foi eficiente para observar os diferentes tipos de
células cloridricas e a hipertrofia das células pavimentosas das lamelas secundérias, assim
como a regressao da hipertrofia nos animais submetidos a recuperagao.

b) Pela analise histologica do tecido foi possivel observar o desprendimento epitelial
nas lamelas secundarias das branquias de todos os animais expostos ao herbicida, a hipertrofia
das células pavimentosas do epitélio lamelar e a presenga de células cloridricas entre as
células do epitélio nos animais de ambos os tratamentos, sendo que a frequéncia dessas
alteragdes foi inversamente proporcional a concentracdo a qual foram expostos. Foi possivel
observar a regressdo das alteragdes apds os periodos de recuperagao.

c) Pela andlise histoquimica foi possivel observar que o herbicida induziu a proliferacdo
de células mucosas em todos os animais expostos, nao sendo dose-dependente, uma vez que, a
contagem dessas cé¢lulas foi semelhante nos dois tratamentos. Foi observada a redugdo gradual
do numero dessas células apos os periodos de recuperagao.

d) Pelos resultados pode-se concluir que o herbicida 2,4-D apresenta potencial toxico
aos peixes nas duas concentragdes testadas (250 mg/L e 500 mg/L), porém, a recuperagdo dos
danos apos a retirada do mesmo do ambiente aquatico foi comprovada, sendo possivel inferir
que a suspencao do uso do agrotoxico 2,4-D ¢ efetivo quando se busca uma recuperagdo do

ecossistema atingido.
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Figura 1: Micrografias eletronicas de varredura de branquia de O. niloticus. A: Célula cloridrica do tipo
I; B: Célula cloridrica do tipo II; C: Cé¢lula cloridrica do tipo III; D: Cé¢lula cloridrica do tipo IV. cc:

célula cloridrica; cp: célula pavimentosa; setas: cristas das células pavimentosas.
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Figura 2: Micrografias eletronicas de varredura de branquia de O. niloticus. A , D e G: Grupo controle;
B, E e H: Grupo exposto a 250 mg/L de 2,4-D; C, F e I: Grupo exposto a 500 mg/L de 2,4-D. A, B e C:
Exposicao por 96 horas; D, E e F: Apos 96 horas de recuperagao; G, H e I. Apds 192 horas de
recuperagdo. f: filamento primario; 1: lamela secundaria; cc: célula cloridrica; cp: célula pavimentosa;

hep: hipertrofia da célula pavimentosa, m: muco; setas: cristas das células pavimentosas.
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Figura 3: Fotomicrografias de branquias de O. niloticus. A e B: Grupo controle; C e D: Grupo
exposto a 250 mg/L de 2,4-D; E e F: Grupo exposto a 500 mg/L de 2,4-D. f: filamento primario;
l: lamela secundaria; cc: célula cloridrica; cm: célula mucosa; seta: hipertrofia da célula

pavimentosa ; *: desprendimento epitelial.
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Figura 4: Fotomicrografias de branquia de O. niloticus apds o 96 horas de recuperacdo. A e B:
Grupo exposto a 250 mg/L de 2,4-D; C e D: Grupo exposto a 500 mg/L de 2,4-D. f: filamento

primario; 1: lamela secundaria; *: desprendimento epitelial.
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Figura 5: Fotomicrografias de branquias de O. niloticus apds 192 horas de recuperagdo. A e B: Grupo
exposto a 250 mg/L de 2,4-D; C e D: Grupo exposto a 500 mg/L de 2,4-D. f: filamento primaério; 1:

lamela secundaria.
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Figura 6: Porcentagem de células mucosas de cada grupo, ap6s a exposi¢cao e os periodos de recuperagao.
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Tabela 2 — Média (M), desvio padrdo (DP) de células cloridricas quantificadas entre as
lamelas secundarias de O. niloticus do grupo controle ¢ expostos as diferentes

concentracgoes de 2,4-D

Tratamento
Maxima Minima M=DP
0 mg/L 73 57 61,8+6,9
250 mg/L 141 115 132,6£10,5

500 mg/L 106 67 87,516
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Tabela 3 — Média (M), desvio padrdo (DP) de células cloridricas quantificadas entre as
lamelas secundarias de O. niloticus do grupo controle ¢ expostos as diferentes

concentragdes de 2,4-D apos o primeiro periodo de recuperagao (96 horas)

Tratamento
Maxima Minima M=DP
0 mg/L 116 70 93,5+23,3
250 mg/L 136 84 102,6+28,9

500 mg/L 107 73 85,5+14,8
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Tabela 4 — Tipos de células cloridricas observadas entre as lamelas secundarias de O.

niloticus de cada tratamento ¢ periodo analisado

Tratamento Tipos de células cloridricas
Exposicao Recuperacio 96 Recuperacio 192
horas horas
0 mg/L L IIL, IV | AY I, IvV
250 mg/L L IL 100, IV I, IvV L II0L, IV
500 mg/L IL, 11, IV I, IV

Obs: Nos animais do tratamento de 500 mg/L, apds recuperacao de 192 horas, ndo
foram observados células cloridricas pela presenca de muco recobrindo toda a superficie

da branquia.
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Tabela 5 — Média (M), desvio padrio (DP) e frequéncia de células mucosas
quantificadas entre as lamelas secundarias de O. niloticus do grupo controle e expostos

as diferentes concentracoes de 2,4-D

Tratamento
Maxima Minima M=DP Frequéncia
0 mg/L 122 95 112,33+15,04 62,40%
250 mg/L 170 121 152+22,01 84,40%

500 mg/L 181 105 148,5+34,57 82,50%
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Tabela 6 — M¢édia (M), desvio padrao (DP) e frequéncia de células mucosas
quantificadas entre as lamelas secundarias de O. niloticus do grupo controle e expostos
as diferentes concentracdes de 2,4-D apds 96 horas de recuperacao

Tratamento
Maxima Minima M=DP Frequéncia
0 mg/L 153 72 111,8+33,29 62,11%
250 mg/L 137 85 109,33+26,15 60,74%

500 mg/L 138 73 95,5+29,01 53,05%
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Tabela 7 — Média (M), desvio padrio (DP) e frequéncia de células mucosas
quantificadas entre as lamelas secundarias de O. niloticus do grupo controle e expostos

as diferentes concentracdes de 2,4-D ap6s 192 horas de recuperagao

Tratamento
Maxima Minima M=DP Frequéncia
0 mg/L 100 87 93,245,63 51,77%
250 mg/L 96 70 81+12,27 45%

500 mg/L 100 53 80,2+19,29 44,5%
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Tabela 8: Valores dos indices de altera¢des das diferentes alteragdes observadas nas branquias de O. niloticus expostos ao herbicida 2,4-D, antes

e ap0s recuperagao

Desprendimento do Hipertrofia das Aumento no nimero Aumento no nimero
epitélio lamelar células pavimentosas  de células mucosas de célula cloridrica
CN 0 0 2,83+0,28 2,7+0,27
Exposiciao 96h T1 4,2+0,4472* 4,2+0,4472* 4,5+0,5 5,6+0,41%*
T2 2,2+0,4472 2,2+0,4472 5,16+1,04 4+0,81
CN 0 0 2,66+0,28 3,75+0,86
Recuperacio 96h T1 0,33+0,577 0° 2,83+0,28 4+0,86
T2 0,2+0,2738 0° 2,66+0,28 3,6+0,62
CN 0 0 2,540 -
Recuperagio 192h T1 0 0° 2,16+0,28° -
T2 0° 0° 2,1620,28" -

CN: Controle; T1: exposicao a 250mg/L de herbicida; T2: exposicao a 500mg/L de herbicida.

*Valores estatisticamente significativos, pelo método Kruskal-Wallis, com p<0,05, quando comparados tratamentos com o controle.

® Valores estatisticamente significativos, pelo método Kruskal-Wallis, com p<0,05, quando comparados recupera¢io em relagdo a exposicio.

- Estes valores nao puderam ser obtidos pois o tecido observado estava coberto por muco, o que prejudicou a observacao e contabilizagdo das

células.
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