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RESUMO

Analise de marcadores inflamatérios na mucosa nasal de camundongos pés

exposicao inalatéria aguda ao herbicida acido diclorofenoxiacético 2,4-D

Para lidar com os estimulos agressivos do ambiente, todos os seres vivos possuem
mecanismos adaptativos, com o fim de manter o equilibrio homeostatico. Um desses
mecanismos € a resposta inflamatéria, que pode ser identificada através de
marcadores conhecidos como citocinas proé-inflamatérias. O objetivo da presente
pesquisa € analisar se a exposi¢ao aguda inalatoria ao herbicida 2,4-D causa reagoes
infamatérias na mucosa nasal de camundongos através da quantificagcdo das
citocinas: TNF-g,IL-1, IL-6 e IFN-. Para tanto, 4 grupos compostos por 20
camundongos Swiss adultos machos foram expostos a diferentes concentragdes do
herbicida citado (Grupo Salina e Grupos de baixa, média e alta concentragéo). Os
animais de cada grupo foram subdividos em 4 grupos e cada grupo exposto a
nebulizagdo por diferentes intervalos de tempo: 24, 48 e 72 horas. Apos eutanasia, a
mucosa nasal de cada camundongo foi coletada para analise imunohistoquimica.
Para este procedimento, as laminas (5 um) foram incubadas com os anticorpos para
TNF-q, IL-1, IL-6 e IFN-y, e entdo as imagens das laminas foram capturadas por meio
de microscépio 6ptico com camera acoplada. Para a analise estatistica dos dados foi
considerada a presenca de dois fatores: Tempo x Concentracéo. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes quando p foi menor que 5% (p < 0,05).
Nossos resultados mostraram que o 2,4-D foi capaz de modificar o padrdo de
expressao de todas as citocinas analisadas, sugerindo, desta forma, que a exposigao
ao 2,4-D é capaz de alterar a imunologia das vias aéreas superiores, corroborando a
hipétese da potencial patogenicidade do 2,4-D, uma vez que, um padrao de expressao
de citocinas alterado pode gerar um ambiente propicio ao surgimento de diversas

patologias.

Palavras-chave: herbicidas; acido 2,4-diclorofenoxiacético; mucosa nasal; exposi¢ao

por inalagao; inflamacgao; citocinas.



ABSTRACT

Analysis of inflammatory markers in mouse nasal mucosa after acute

inhalation exposure to the 2,4-D Dichlorophenoxyacetic acid herbicide

To deal with aggressive environmental stimuli, all living beings have adaptive
mechanisms in order to maintain homeostatic balance. One of these mechanisms isthe
inflammatory response, which can be identified through markers known as pro-
inflammatory cytokines.The aim of this research is to analyze whether acute
inhalational exposure to the herbicide 2,4-D causes inflammatory reactions in the nasal
mucosa of mice through the quantification of cytokines:TNF-q, IL-1, IL-6 and IFN-y. For
this purpose, 4 groups composed of 20 adult male Swiss mice were exposed to
different concentrations of the afore mentioned herbicide (Saline Group and Low,
Medium and High Concentration Groups).The animals in each group were subdivided
into 4 groups and each group exposed to nebulization for different time intervals: 24,
48 and 72 hours. After euthanasia, the nasal mucosa of each mouse was collected for
immunohistochemical analysis. For this procedure, the slides (5 um) were incubated
with antibodies to TNF-q, IL-1, IL-6 and IFN-y, and then the images of the slides were
captured using an optical microscope with a camera attached. For the statistical
analysis of the data, the presence of two factors was considered: Time x Concentration.
Differences were considered statistically significant when p was less than 5%
(p < 0,05). Our results showed that 2,4-D was capable of modifying the expression
pattern of all analyzed cytokines, thus suggesting that exposure to 2,4-D is capable of
altering the immunology of the upper airways, corroborating the hypothesis of the
potential pathogenicity of 2,4-D, since an altered expression pattern of cytokines can

generate an environment conducive to the emergence of several pathologies.

Keywords: herbicides; 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; nasal mucosa; inhalation

exposure; inflammation; citokynes.
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ANALISE DE MARCADORES INFLAMATORIOS NA MUCOSA NASAL DE CAMUNDONGOS
POS EXPOSICAO INALATORIA AGUDA AO HERBICIDA ACIDO DICLOROFENOXIACETICO
2,4-D

Analysis of inflammatory markers in mouse nasal mucosa after acute inhalation exposure to the 2,4-D

Dichlorophenoxyacetic acid herbicide

José Rafael Assad Cavalcante!, Aline Dobrowolski
Kovalski?, Bruna Vellini Moreira®, Aline Raquel de
Oliveira Moraes*, Antonio Rodrigues Neto’, Sanivia
Aparecida de Lima Pereira®, Renata Margarida
Etcheberere’, Debora Tavares de Resende e Silva’;
Renata Calciolari Rossi’

O trabalho esta apresentado sob a forma de artigo.

Artigo formatado segundo as normas do periédico Environmental Science and Pollution Research (Qualis:A2)

RESUMO

Para lidar com os estimulos agressivos do ambiente, todos os seres vivos possuem mecanismos adaptativos, como
fim de manter o equilibrio homeostatico, ¢ um desses mecanismos ¢ a resposta inflamatéria, que pode ser
identificada através de marcadores conhecidos como citocinas pro-inflamatorias. Para identificar os efeitos da
exposicao ao herbicida 2,4-D no ambiente e na satide humana, o objetivo da presente pesquisa ¢ analisar se a
exposi¢ao aguda inalatdria ao herbicida 2,4-D causa reagdes infamatorias na mucosa nasal de camundongos através
da dosagem das citocinas: TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y. 80 camundongos adultos machos Swiss foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos de diferentes concentragdes do herbicida (Grupo Salina e Grupos de baixa, média e
alta concentracdo), ficando entdo cada grupo com 20 animais. Os animais de cada grupo foram expostos a
nebulizacdo por diferentes intervalos de tempo: 24, 48 e 72 horas, sendo que em cada um desses intervalos, foram
expostos 5 animais de cada grupo das concentragdes do herbicida. A exposi¢do de camundongos ao 2,4-D foi

realizada previamente em outro trabalho de pesquisa, aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA).
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Apos a ecutanasia, a mucosa nasal de cada camundongo foi coletada para analise imunohistoquimica sob
microscopia oOptica. Para o procedimento de imunohistoquimica as laminas (5 um) foram incubadas com os
anticorpos para TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y, e entdo as imagens das ldminas foram capturadas por meio de
microscopio optico com camera acoplada. Para a analise estatistica dos dados foi considerada a presenca de dois
fatores: Tempo x Concentracdo. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p foi

menor que 5% (p <0,05).

Palavras-chave: Herbicidas. Acido 2,4-Diclorofenoxiacético. Exposi¢io por Inalagdo. Epitélio Nasal.

Inflamacdo. Citocinas.

INTRODUCAO

Aproximadamente 805 milhdes de pessoas ndo t€m alimento suficiente para uma vida saudavel, e esse
numero tende a aumentar proporcionalmente ao crescimento da populagdo mundial, tendo em vista as estimativas
que indicam que, em 2050, a populac@o do planeta Terra ultrapassara os 9,5 bilhdes de pessoas (Saath e Fachinello
2018). Segundo a FAQ, por volta de 828 milhdes de pessoas passaram fome em 2021 (FAO, 2022). No Brasil, um
inquérito realizado para apurar as condigdes de seguranga alimentar do pais durante a pandemia da Covid-19
constatou que em 2021 aproximadamente 15,5% da populagéo brasileira, ou seja, mais de 33 milhdes de pessoas,
conviviam com a fome (Rede PENSSAN, 2022).

A maioria dos alimentos produzidos no mundo vem de alguns poucos paises, majoritariamente
concentrados na América Latina e na Africa Subsaariana, além de China e dos Estados Unidos, e estes Gltimos ja
ndo possuem mais territorio para expandir sua capacidade agricola (Saath e Fachinello, 2018). A baixa
disponibilidade de terras cultivaveis, somada as preocupagdes com o meio ambiente ¢ o desenvolvimento
sustentavel, gera um clima de apreens@o diante do aumento da populagdo mundial. Uma saida para o dilema da
conservacdo ambiental ¢ a demanda por mais alimentos seria aumentar a produtividade, sem necessariamente
expandir as areas de cultivo.

O controle de pragas € essencial em qualquer cultura agricola, especialmente em monoculturas e, desde
2009, o Brasil ¢ o maior consumidor de agrotoxicos do planeta (Dellamatrice e Monteiro, 2014). Os relatdrios de
comercializa¢do de agrotoxicos publicados pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA, 2016) apontam
que os agrotoxicos que lideram o ranking de vendas no nosso pais sio os herbicidas Glifosato e Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético.

Sendo o 2.4-D um dos agrotoxicos mais utilizados no mundo todo desde a década de 1940, é crucial
compreender se essa substincia oferece riscos a saude humana. A Agéncia Especializada em Cancer da OMS, a
IARC, caracteriza o 2,4-D na categoria 2B, “possivelmente carcinogénico para humanos” (IARC, 2018; Loomis
et al., 2015), classificacdo ratificada no Brasil pelo Instituto Nacional do Cancer—INCA (INCA, 2022), que o
qualifica como “extremamente toxico e possivelemente carcinogénico para humanos”.

0 2,4-D ¢ um herbicida com atuagio seletiva em dicotiledoneas e plantas de folha larga. E utilizado no
Brasil para o combate a ervas daninhas em culturas de trigo, milho, soja, arroz irrigado e arroz sequeiro, aveia,
sorgo, cana-de-acucar, café e braquiaria, dentre outras (Formulacdo comercial, 67,0% m/v, 2,4-D Nortox; Thomaz,
2018).
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A forma mais usual de entrar em contato com o 2,4-D ¢ pelas vias aéreas (Nishioka et al., 2001; Ganguli
et al., 2014; Maillet et al., 2016) durante a aplicacdo do produto nas lavouras e até mesmo durante sua fabricacao.
A contaminagdo também pode ocorrer via dérmica ou por meio da ingestdo de agua ou alimentos contaminados.

O 2,4-D ¢ aplicado por pulverizagdo, o que acarreta a formacdo de névoas contaminantes que
inevitavelmente sdo inaladas pelos trabalhadores, além de serem levadas pelo vento para além da area de aplicacao.
Desta forma, é fundamental entender como ele afeta as vias aéreas, especialmente a cavidade nasal, pois elas
constituem a “porta de entrada” das mais diversas substancias, incluindo “poluentes antropogénicos” (Bhat et al., 2018;
Harkema,1991).

Residuos do 2,4-D foram encontrados em alimentos, carpetes residenciais (Nishioka et al., 2001; Morgan
et al., 2008) e na urina de adultos e criangas que ndo foram expostos ocupacionalmente ao 2,4-D (Morgan et al.,
2008; Song et al., 2021; Jurewicz et al., 2012), demonstrando que toda a populacdo estd sujeita & contaminacao
por esse pesticida.

Diversos estudos sugerem associag@o entre a exposi¢do a pesticidas a ocorréncia de inlimeras patologias,
tais como Doenca de Parkinson e processos neurodegenerativos (Tanner et al., 2009), doengas do sistema
respiratorio, como alergias (Fukuyama et al., 2009) e asma (Maillet et al., 2016) e risco aumentado de alguns tipos
de cancer, como figado e mama (Heinrich Boll Stiftung, 2022).

A hipétese de que o 2,4-D seja um composto alérgeno ao trato respiratorio foi testada por Fukuyama et
al. (2009), que demonstraram que os camundongos tratados com 2,4-D apresentaram maiores niveis de liberacdo
de citocinas e quimiocinas, incluindo IL-6 ¢ TNF, subsequente a proliferacdo de eosindfilos, corroborando a
hipotese levantada. Mello et al. (2018) também observaram aumento da concentracdo de mastdcitos do epitélio
nasal de camundongos submetidos a nebulizacdo pelo 2,4-D. Ratos submetidos a diferentes concentragdes do
pesticida 2,4-D desenvolveram um importante processo inflamatdério em suas mucosas orais, com apresenga de
linfocitos e danos ao tecido epitelial, e os animais expostos & inalagdo do composto apresentaram maiores danos
teciduais (Parizi et al., 2020).

Como resposta a estimulos agressivos, 0s seres vivos possuem mecanismos adaptativos para manter o
equilibrio homeostatico. Um desses mecanismos ¢ a resposta inflamatéria, que age localmente no sentido de
restringir as consequéncias e a extensao do dano tecidual. Tais mecanismos podem ser identificados por meio de
marcadores inflamatorios, conhecidos como citocinas pré-inflamatérias (Maillet et al., 2016).

O Sistema Imunoldégico ¢ uma complexa rede cuja fungdo € proteger o corpo contra agentes externos e
internos (Dhouib et al., 2016). Em resposta a alguma infec¢do ou lesdo, o sistema imunoldgico reage gerando uma
inflamacdo (Banks e Lein, 2012; Tizard, 2002), ativando e recrutando mecanismos protetores para a regido afetada
(Tizard, 2002). Uma das caracteristicas desse estado inflamado ¢ a liberac@o de citocinas pelos macrofagos (Banks
e Lein, 2012). A resposta inflamatoria aguda ¢ mediada predominantemente por citocinas da familia das
Interleucinas, Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Interferons. As citocinas IL-1 e IL-6, por exemplo, sdo
protagonistas da resposta imune aguda (Tizard, 2002), constituindo uma frente de defesa contra a penetragcdo de
patdgenos, sendo ainda essenciais na sinalizag@o de lesdo tecidual (Jones e Thomsen, 2012).

Assim, é importante entender a dindmica dos processos de resposta inflamatoria, pois um estado inflamatdrio
esta associado a génese de diversas doengas, incluindo o cancer, uma vez que algumas citocinas inflamatorias
podem influenciar na génese e progressio de tumores (Balkwill e Mantovani, 2001). Diante do exposto, o objetivo

deste estudo ¢ investigar como o herbicida 2,4-D afeta o epitélio nasal do modelo animal (camundongo) por meio
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da resposta inflamatoria, quantificando as citocinas TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y. Os dados experimentais obtidos e
analisados neste trabalho pioneiro serdo de grande valia para compreender as consequéncias para a saude

imunoldégica de um dos pesticidas mais utilizados no mundo.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizacio da Amostra

Foram utilizados 80 camundongos Swiss adultos machos (30 — 45 g), fornecidos pelo Biotério Central da
Unoeste e alojados no Biotério Experimental da mesma Universidade. Durante o experimento, os animais foram alojados
em gaiolas de polipropileno (30 cm x 16 cm x 19 cm) com cama de maravalha, mantidos na mesma sala sob
temperatura controlada (22 + 2°C) e condi¢des de iluminacdo (fotoperiodo de 12L e 12D, em que L corresponde
ao periodo de luz e D ao periodo escuro). Este trabalho foi submetido ao comité de ética para uso de animais
(CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (Unoeste) sob o protocolo 5386 e foi realizado de acordo com o guia
para o cuidado e uso de animais de laboratério do Instituto Nacional de Satde (USA). Limitagdo: este estudo nao
apresentou limitagdes, tendo em vista a dose utilizada, baseando-se em 50% da dose letal maxima; assim, ndo

houve 6bito de animais para inviabilizar a realizagdo deste estudo.

Protocolo de exposicdo ao herbicida 2,4-D

O protocolo de exposi¢do contou com duas caixas (32 x 24 x 32 cm), cada uma ligada a um nebulizador
ultrassonico da marca Pulmosonic Star®. As concentragdes do herbicida foram administradas apds diluigdo em
10 ml de solug@o salina a 0,9%. Todos os grupos foram expostos por um tempo aproximado de 15 minutos, por 3
dias (72 horas).

Os camundongos receberam dieta padrdo para animais de laboratorio (Supralab®, Alisul, Brazil) e agua
ad libitum e foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentias, contendo 20 animais por grupo, de
acordo com Mello et al. (2018):

* Grupo Controle (GC): N=20. Expostos a nebulizacdo de solucdo salina (NaCl) a 0,9%;

* Grupo Baixa Concentracdo (GBC): N=20. Expostos a nebulizagdo de solu¢ao de 2,4-D, contendo 3,71x
107 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha), o que equivale a 187,17 mg/m3 (Mello et al., 2018; Parizi
et al., 2020);

* Grupo Média Concentracao (GMC): N=20. Expostos & nebulizacdo de solu¢do de 2,4-D, contendo
6,19x1073 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha), o que equivale a 312,28 mg/m?;

* Grupo Alta Concentragdo (GAC): N=20. Expostos a nebulizagdo de solugdo de 2,4-D, contendo
9,28x1073 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha), o que equivale a 467,93 mg/m® (Mello et al., 2018;
Parizi et al., 2020).

As diferentes concentragdes do herbicida para cada grupo foram calculadas de acordo com a
recomendacdo do fabricante para o uso agricola do 2,4-D® (Formulagdo comercial, 67,0% m/v, Nortox, Parana,
Brasil) e adaptado ao tamanho da caixa de exposigao.

Os animais de todos os grupos foram expostos a nebulizagdo por diferentes intervalos de tempo: 24, 48 ¢
72 horas. Na primeira exposicédo, todos os 80 camundongos foram submetidos a nebulizagdo com a concentragao

preconizada para cada grupo. Apds 24 horas, 20 animais, sendo cinco de cada grupo, foram eutanasiados com
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anestesia intraperitoneal (100 mg/Kg de tiopental sédico) para a coleta do material. Ap6s 48 horas, outros 20
animais que ja receberam a segunda nebulizagdo também foram eutanasiados, entdo apos 72 horas, outros 20
animais receberam a terceira nebulizacdo, e finalmente, apos 8 dias, os ultimos 20 animais, que também ja

receberam as trés nebulizagdes, foram eutanasiados (Mello et al., 2018).

20 animais @ 15 animais @ 10 animais @

£ o N

nebulizacdo

/ B
\

5 animais
remanescentes

Eutanasia de| Eutanasia de
nebulizagéo 5 animais nebulizagéo 5 animais

Eutandsia de'

5 animais \Euta nasi

Fig. 1 Fluxograma de trabalho. A imagem representa o delineamento experimental deste estudo, sendo utilizado
0 mesmo protocolo de exposi¢ao para todos os grupos de animais.

Coleta do Material

Apos a eutanasia, todo o focinho do camundongo foi retirado. Posteriormente, foram realizados cortes
transversais para a analise da mucosa nasal em sua totalidade através de analise imunohistoquimica sob
microscopia Optica. O tecido foi fixado em formaldeido a 10% durante 24 horas, e as pegas foram incorporadas

em cera de parafina e seccionadas a 5im (10 cortes seriados no plano sagital).

Analise Imunohistoquimica

Para o procedimento de imunohistoquimica, as laminas (5 um) foram incubadas com os anticorpos para
TNF-q, IL-1, IL-6 e IFN-y, seguindo as indicagdes do fabricante (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
EUA). Os anticorpos, sua origem e os protocolos usados sdo mostrados na Tabela 1. Laminas com a mesma
numeracdo foram submetidas ao mesmo procedimento sem os anticorpos primarios (controle negativo).

A analise imunohistoquimica foi realizada por meio do método avidina-biotina conjugada a peroxidase
(Goat ABC staining system, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA), como descrito por Ferro
(2014). Brevemente, as laminas foram desparafinizadas e reidratadas em xilol e alcodis em alta temperatura em
microondas por 5 minutos, por meio de uma solugdo de Im M de EDTA em tampao citrato (pH 8,0). A peroxidase
endogena foi inibida por uma solugdo de peroxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reagdo antigeno-anticorpo
inespecifica foi bloqueada pela incubacdo das laminas em soro de equino - PBS e albumina sérica equina (HSA)
5-10%, por 60 minutos. Todos os anticorpos ou controles negativos foram diluidos em PBS/HSA 1% por 60
minutos.

Subsequentemente, todas as laminas foram tratadas com o kit comercial do anticorpo secundario (Goat
ABC staining system) por 30 minutos, seguido do complexo avidina-biotina peroxidase por mais 30 minutos. A
reacdo antigeno-anticorpo foi observada por meio de um precipitado marrom apds aplicacdo de 3,3
diaminobenzidina por 4 minutos e contracoloragdo com hematoxilina (30s). Em seguinda, as laminas foram entio
reidratadas, diafanizadas e montadas para observacdo em microscopia de luz. Posteriormente a analise

imunohistoquimica, foram capturadas as imagens em microscopio com camera acoplada (Leica ICC50 HD).
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Analise Estatistica

Para andlise de normalidade, foi utilizado o teste estatistico ShapiroWilk disponivel no programa R

(versdo 3.2.3). Para analise estatistica dos dados, foi considerada a presenga de dois fatores: tempo x concentragao.
Nesse sentido, foi utilizado o teste estatistico de andlise de variancia de dois fatores (Two-way Anova), disponivel
no programa estatistico Graphpad Prism (Versdao 5.0). As diferengas foram consideradas estatisticamente

significantes quando p foi menor que 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Na comparagdo do tempo de exposicdo entre os grupos controle baixa, média e alta concentracdo do

herbicida, ndo foram verificadas diferengas significativas entre os grupos.

Com relagdo a expressdo de TNF-a, foram verificadas menores concentragdes entre os grupos de baixa,
média e alta concentragdo, em comparagdo ao controle em 24 horas de exposi¢do (p < 0,05). Em 72 horas de
exposi¢do, houve um aumento significativo da expressdo de TNF-a no grupo de baixa concentragdo (p < 0,05).
Em 192 horas, houve um aumento significativo na expressdo de TNF-a nos grupos baixa e média concentracao,
comparados ao controle (p < 0,05). Ademais, ndo houve diferencas significativas no pardmetro de 48 horas entre

os grupos (Figura 1).
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Fig. 2 Expressdo de TNF-a no epitélio nasal de camundongos expostos ao herbicida 2,4-D. Letras maitsculas
representam a comparacao entre os tempos (24, 48, 72, 192 horas). Letras minusculas representam a comparagao
entre as doses (GC (A), GB (B), GM (C) e GA (D)). Letras diferentes representam diferenca significativa
(p > 0,05)

Na analise relacionada & IL-1, foi verificada uma redug@o significativa entre os grupos baixa e alta
concentragdo em comparagdo ao grupo controle no tempo de 24 horas (p < 0,05). Para o tempo de 48 horas, houve
uma redugdo significativa da expressdo de IL-1 no grupo alta concentragdo quando comparado ao controle
(p <0,05). Em 72 horas de exposi¢ao, foi verificado um aumento da expressao de IL-1 no grupo baixa concentra¢do
e uma reducdo significativa no grupo média e alta concentracdo comparado ao controle (p < 0,05). Além disso,

ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos no tempo de 192 horas (Figura 2).
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Fig. 3 Expressdo de IL-1 no epitélio nasal de camundongos expostos ao herbicida 2,4-D. Letras maitsculas
representam a comparagdo entre os tempos (24, 48, 72, 192 horas). Letras minusculas representam a comparacao
entre as doses (GC (A), GB (B), GM (C) e GA (D)). Letras diferentes representam diferenca significativa
(p < 0,05).

Com relagdo a expressdo de IL-6 em 24 horas, foi verificado um aumento significativo no grupo baixa
concentragdo comparado aos demais (p < 0,05). Observou-se também uma redugao significativa na expressao de
IL-6 no grupo alta concentracdo, comparado aos outros grupos (p < 0,05). Em 48 horas, foi verificada uma redugéo
na expressdo de IL-6 nos grupos e baixa, média e alta concentragdo, comparado ao controle (p < 0,05). Verifica-
se também uma reducdo significativa do grupo alta concentragdo, comparado aos demais (p < 0,05). Em 72 horas,
houve um aumento significativo de IL-6 no grupo baixa concentra¢do comparado aos demais grupos (p < 0,05).
Em 192 horas, foi observado um aumento significativo no grupo baixa concentragdo comparado aos outros grupos
e uma reducdo do grupo alta concentragdo comparado aos demais (p < 0,05) (Figura 3). Ademais, ndo foram

verificadas diferengas significativas entre os grupos de exposi¢do de IFN (Figura 4).
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Fig. 4 Expressdo de IL-6 no epitélio nasal de camundongos expostos ao herbicida 2,4-D. Letras maitsculas
representam a comparagdo entre os tempos (24, 48, 72, 192 horas). Letras mintsculas representam a comparagao
entre as doses (GC (A), GB (B), GM (C) e GA (D)). Letras diferentes representam diferenga significativa
(p < 0,05).

Além disso, ndo foram verificadas diferengas significativas entre os grupos de exposicao de IFN-y

(Figura 5).
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Fig. 5 Expressdo de IFN-y no epitélio nasal de camundongos expostos ao herbicida 2,4-D. Letras maitsculas
representam a comparacao entre os tempos (24, 48, 72, 192 horas). Letras minusculas representam a comparagao
entre as doses (GC (A), GB (B), GM (C) e GA (D)). Letras diferentes representam diferenca significativa
(p < 0,05).

DISCUSSAO

Pesquisas anteriores (Parizi et al., 2020, Melo et al., 2018) sobre a relagdo entre a exposi¢do ao 2,4-D ¢ a resposta
celular inflamatdria constataram, assim como noés, que o 2,4-D estimula a resposta inflamatoria nas vias aéreas
superiores do modelo animal e também observaram que ela esta relacionada a dose do herbicida, e ndo ao tempo de
exposi¢ao.

Entretanto, o atual estudo ¢ inédito, pois nele investigamos a dindmica da resposta inflamatdria através da
quantificagdo das citocinas inflamatoérias IFN-y, TNF-a, IL-1 e IL-6, apos a exposicdo de camundongos Swiss machos
adultos a nebulizagdo com diferentes concentragdes do herbicida 2,4-D.

Citocina € um termo genérico utilizado para denominar uma infinidade de glicoproteinas que sao secretadas pelas
células do sitema imune. Sua fungdo precipua é regular a resposta imune por meio da sinalizagdo e comunicacio
intercelular (Tizard, 2002), e podem estar envolvidas na génese e progressdo de tumores (Balkwill e Mantovani, 2001;
Michaud et al., 2013), no processo de envelhecimento (Michaud et al., 2013) e em inimeros outros estados patologicos.

O Fator de Necrose Tumoral - TNF - é uma citocina pro-inflamatoria muito frequente em reagdes de fase aguda
de infecgdes. Em nosso estudo, observamos que, nas primeiras 24 horas de exposi¢do, houve uma redugdo na
expressdo desse marcador; e ap6s 72 horas, os grupos baixa e média concentragdo sofreram um aumento significativo.
Na literatura, estudos com Paraquat (Sharifi-Rigi et al., 2022; Zhang et al., 2021; Mitra et al., 2011) revelam maiores
expressdes de TNF em cérebro, pulmao e hipocampo apos intoxicagdo por gavagem em doses elevadas. No entanto,
esses dados divergem dos encontrados no estudo, ja que os modelos experimentais foram submetidos a inalagdo do
herbicida. Portanto, essa informacao torna-se importante, uma vez que ndo existem dados na literatura sobre esse tipo
de exposi¢do inalatoria com o herbicida 2,4-D.

A relagdo entre a expressao de citocinas inflamatorias e herbicidas foi estudada por Jacobsen-Pereira et al.
(2020), com o objetivo de investigar se a exposicdo ocupacional a pesticidas afeta o perfil imunologico dos
individuos, que acompanharam trabalhadores rurais expostos a multiplos agrotéxicos por mais de uma década. Feito
isso, os pesquisadores verificaram que houve um aumento de diversas citocinas no plasma dos agricultores, tais como
IL-4 e IL-10, além de TNF e IFN-y; porém a unica citocina a apresentar indices significativamente mais altos foi a

IL-6.
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A TL-6 esta envolvida no processo inicial da inflamagao, estimulando a produgao e liberacdo de proteinas de
fase aguda (Roit et al., 1999). Nossos dados mostraram um aumento substancial na expressdo dessa citocina nas
primeiras 24 horas de exposi¢ao nos animais expostos a baixa concentrago, para entdo diminuir € aumentar novamente as
72 e 192 horas, sugerindo que um leve processo inflamatorio possa ser suficiente para ensejar sua liberagao.

Zhang et al. (2020) observaram que o herbicida Paraquat ocasionou um aumento na expressao de IL1-y e IL-6
no modelo animal (camundongo) e em células A 549 humanas. Zhang et al. (2018), utilizando modelo animal (rato),
também observaram resultado semelhante para as citocinas TNF-y e IL-8. Em cultura de neutrofilos, Wang et al.
(2014) avaliaram os niveis de TNF-a, IL-1b e IL-6 apds exposi¢ao ao Paraquat, composto que estimulou intensamente
a producdo dessas citocinas. Em contraste, a Atrazina parece ter um efeito imunossupressor (Ge et al., 2021). Os
niveis séricos de varias citocinas foram mensurados, € os pesquisadores observaram diminui¢do importante dos niveis
das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF-y; entretanto, os niveis séricos de IL-1cresceram substancialmente.

A IL-1 é uma citocina envolvida na ativagdo de processos da fase aguda da inflamag&o, em especial na ativagao
de algumas células do sistema imune (Roit et al., 1999). Em nosso experimento, observamos redugdo da expressdo
dessa citocina nos tempos de 24 e 48 horas de exposi¢ao para entdo aumentar apds 72 horas de exposi¢ao, mantendo
um padrdo semelhante em todos os grupos. Uma vez que a liberag@o dessa citocina indica a ocorréncia da reacao
inflamatoria (Roit et al., 1999), presume-se, baseado nos dados observados, que a partir de 72 horas houve maior
dano tecidual, a ponto de desencadear o estado inflamatério local necessario para a liberacdo da IL-1.

Uma vez que os agrotoxicos, e por consequéncia o 2,4-D, podem gerar um estado de inflamagdo por meio da
modificacdo do padrdo de expressdo de citocinas inflamatérias, pode-se pressupor a existéncia de correlacdo entre a
exposi¢do a pesticidas e a ocorréncia de cancer e outras patologias relacionadas ao estado inflamado, tais como
doengas relacionadas ao sistema imunologico (Mokarizadeh et al., 2015; Corsini et al., 2013).

A despeito dos inegaveis beneficios que os agrotdxicos proprocionaram para o desenvolvimento agricola, sua
utilizagdo desmedida e em larga escala ¢ motivo de preocupagdo, pois seus efeitos sobre o meio ambiente e a satde

humana ainda ndo sd3o bem conhecidos, ensejando pesquisas continuadas sobre o tema.

CONCLUSAO

Neste estudo, investigamos os efeitos do 2,4-D na mucosa nasal de camundongos por meio da quantificacdo
dos niveis de expressdo de algumas citocinas inflamatoérias. Os resultados demonstraram que a exposi¢do a esse
herbicida, em diferentes doses, ¢ capaz de alterar a imunologia das vias aéreas superiores, bem como corroboram a
hipotese da potencial patogenicidade do 2,4-D, uma vez que um padrao de expressdo de citocinas alterado pode gerar
um ambiente propicio ao surgimento de diversas patologias, em especial as ligadas ao cancer e a génese de tumores,
as doencas reumaticas e ao sistema imunologico. A pouca literatura disponivel referente aos efeitos toxicos do
2,4-D a saude imunoldgica humana, e até mesmo em modelos animais, indica o pioneirismo do presente ensaio

cientifico e aponta para a necessidade de continuas pesquisas sobre o tema.
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Análise de marcadores inflamatórios na mucosa nasal de camundongos pós exposição inalatória aguda ao herbicida ácido diclorofenoxiacético 2,4-D



Para lidar com os estímulos agressivos do ambiente, todos os seres vivos possuem mecanismos adaptativos, com o fim de manter o equilíbrio homeostático. Um desses mecanismos é a resposta inflamatória, que pode ser identificada através de marcadores conhecidos como citocinas pró-inflamatórias. O objetivo da presente pesquisa é analisar se a exposição aguda inalatória ao herbicida 2,4-D causa reações infamatórias na mucosa nasal de camundongos através da quantificação das citocinas: TNF-α,IL-1, IL-6 e IFN-γ. Para tanto, 4 grupos compostos por 20 camundongos Swiss adultos machos foram expostos a diferentes concentrações do herbicida citado (Grupo Salina e Grupos de baixa, média e alta concentração). Os animais de cada grupo foram subdividos em 4 grupos e cada grupo exposto à nebulização por diferentes intervalos de tempo: 24, 48 e 72 horas. Após eutánasia, a mucosa  nasal  de  cada  camundongo  foi  coletada  para  análise imunohistoquímica. Para este procedimento, as lâminas (5 μm) foram incubadas com os anticorpos para TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ, e então as imagens das lâminas foram capturadas por meio de microscópio óptico com câmera acoplada. Para a análise estatística dos dados foi considerada a presença de dois fatores: Tempo x Concentração. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p foi menor que 5% (p < 0,05). Nossos resultados mostraram que o 2,4-D foi capaz de modificar o padrão de expressão de todas as citocinas analisadas, sugerindo, desta forma, que a exposição ao 2,4-D é capaz de alterar a imunologia das vias aéreas superiores, corroborando a hipótese da potencial patogenicidade do 2,4-D, uma vez que, um padrão de expressão de citocinas alterado pode gerar um ambiente propício ao surgimento de diversas patologias.



Palavras-chave: herbicidas; ácido 2,4-diclorofenoxiacético; mucosa nasal; exposição por inalação; inflamação; citocinas.
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Analysis of inflammatory markers in mouse nasal mucosa after acute inhalation exposure to the 2,4-D Dichlorophenoxyacetic acid herbicide



To deal with aggressive environmental stimuli, all living beings have adaptive mechanisms in order to maintain homeostatic balance. One of these mechanisms isthe inflammatory response, which can be identified through markers known as pro-inflammatory cytokines.The aim of this research is to analyze whether acute inhalational exposure to the herbicide 2,4-D causes inflammatory reactions in the nasal mucosa of mice through the quantification of cytokines:TNF-α, IL-1, IL-6 and IFN-γ. For this purpose, 4 groups composed of 20 adult male Swiss mice were exposed to different concentrations of the afore mentioned herbicide (Saline Group and Low, Medium and High Concentration Groups).The animals in each group were subdivided into 4 groups and each group exposed to nebulization for different time intervals: 24, 48 and 72 hours. After euthanasia, the nasal mucosa of each mouse was collected for immunohistochemical analysis. For this procedure, the slides (5 μm) were incubated with antibodies to TNF-α, IL-1, IL-6 and IFN-γ, and then the images of the slides were captured using an optical microscope with a camera attached. For the statistical analysis of the data, the presence of two factors was considered: Time x Concentration. Differences were considered statistically significant when p was less than 5% (p < 0,05). Our results showed that 2,4-D was capable of modifying the expression pattern of all analyzed cytokines, thus suggesting that exposure to 2,4-D is capable of altering the immunology of the upper airways, corroborating the hypothesis of the potential pathogenicity of 2,4-D, since an altered expression pattern of cytokines can generate an environment conducive to the emergence of several pathologies.



Keywords: herbicides; 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; nasal mucosa; inhalation exposure; inflammation; citokynes.
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ANÁLISE DE MARCADORES INFLAMATÓRIOS NA MUCOSA NASAL DE CAMUNDONGOS PÓS EXPOSIÇÃO INALATÓRIA AGUDA AO HERBICIDA ÁCIDO DICLOROFENOXIACÉTICO 2,4-D



Analysis of inflammatory markers in mouse nasal mucosa after acute inhalation exposure to the 2,4-D Dichlorophenoxyacetic acid herbicide
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O trabalho está apresentado sob a forma de artigo.

Artigo formatado segundo as normas do periódico Environmental Science and Pollution Research (Qualis:A2)





RESUMO





Para lidar com os estímulos agressivos do ambiente, todos os seres vivos possuem mecanismos adaptativos, como fim de manter o equilíbrio homeostático, e um desses mecanismos é a resposta inflamatória, que pode ser identificada através de marcadores conhecidos como citocinas pró-inflamatórias. Para identificar os efeitos da exposição ao herbicida 2,4-D no ambiente e na saúde humana, o objetivo da presente pesquisa é analisar se a exposição aguda inalatória ao herbicida 2,4-D causa reações infamatórias na mucosa nasal de camundongos através da dosagem das citocinas: TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ. 80 camundongos adultos machos Swiss foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de diferentes concentrações do herbicida (Grupo Salina e Grupos de baixa, média e alta concentração), ficando então cada grupo com 20 animais. Os animais de cada grupo foram expostos à nebulização por diferentes intervalos de tempo: 24, 48 e 72 horas, sendo que em cada um desses intervalos, foram expostos 5 animais de cada grupo das concentrações do herbicida. A exposição de camundongos ao 2,4-D foi realizada previamente em outro trabalho de pesquisa, aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA).
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Após a eutanásia, a mucosa nasal de cada camundongo foi coletada para análise imunohistoquímica sob microscopia óptica. Para o procedimento de imunohistoquímica as lâminas (5 μm) foram incubadas com os anticorpos para TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ, e então as imagens das lâminas foram capturadas por meio de microscópio óptico com câmera acoplada. Para a análise estatística dos dados foi considerada a presença de dois fatores: Tempo x Concentração. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p foi menor que 5% (p < 0,05).



Palavras-chave: Herbicidas. Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético. Exposição por Inalação. Epitélio Nasal. Inflamação. Citocinas.
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	Aproximadamente 805 milhões de pessoas não têm alimento suficiente para uma vida saudável, e esse número tende a aumentar proporcionalmente ao crescimento da população mundial, tendo em vista as estimativas que indicam que, em 2050, a população do planeta Terra ultrapassará os 9,5 bilhões de pessoas (Saath e Fachinello 2018). Segundo a FAO, por volta de 828 milhões de pessoas passaram fome em 2021 (FAO, 2022). No Brasil, um inquérito realizado para apurar as condições de segurança alimentar do país durante a pandemia da Covid-19 constatou que em 2021 aproximadamente 15,5% da população brasileira, ou seja, mais de 33 milhões de pessoas, conviviam com a fome (Rede PENSSAN, 2022). 

A maioria dos alimentos produzidos no mundo vem de alguns poucos países, majoritariamente concentrados na América Latina e na África Subsaariana, além de China e dos Estados Unidos, e estes últimos já não possuem mais território para expandir sua capacidade agrícola (Saath e Fachinello, 2018). A baixa disponibilidade de terras cultiváveis, somada às preocupações com o meio ambiente e o desenvolvimento sustentável, gera um clima de apreensão diante do aumento da população mundial. Uma saída para o dilema da conservação ambiental e a demanda por mais alimentos seria aumentar a produtividade, sem necessariamente expandir as áreas de cultivo. 

O controle de pragas é essencial em qualquer cultura agrícola, especialmente em monoculturas e, desde 2009, o Brasil é o maior consumidor de agrotóxicos do planeta (Dellamatrice e Monteiro, 2014). Os relatórios de comercialização de agrotóxicos publicados pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA, 2016) apontam que os agrotóxicos que lideram o ranking de vendas no nosso país são os herbicidas Glifosato e Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético.

Sendo o 2.4-D um dos agrotóxicos mais utilizados no mundo todo desde a década de 1940, é crucial compreender se essa substância oferece riscos à saúde humana. A Agência Especializada em Câncer da OMS, a IARC, caracteriza o 2,4-D na categoria 2B, “possivelmente carcinogênico para humanos” (IARC, 2018; Loomis et al., 2015), classificação ratificada no Brasil pelo Instituto Nacional do Câncer–INCA (INCA, 2022), que o qualifica como “extremamente tóxico e possivelemente carcinogênico para humanos”.

O 2,4-D é um herbicida com atuação seletiva em dicotiledôneas e plantas de folha larga. É utilizado no Brasil para o combate a ervas daninhas em culturas de trigo, milho, soja, arroz irrigado e arroz sequeiro, aveia, sorgo, cana-de-açúcar, café e braquiária, dentre outras (Formulação comercial, 67,0% m/v, 2,4-D Nortox; Thomaz, 2018).













A forma mais usual de entrar em contato com o 2,4-D é pelas vias aéreas (Nishioka et al., 2001; Ganguli et al., 2014; Maillet et al., 2016) durante a aplicação do produto nas lavouras e até mesmo durante sua fabricação. A contaminação também pode ocorrer via dérmica ou por meio da ingestão de água ou alimentos contaminados.

O 2,4-D é aplicado por pulverização, o que acarreta a formação de névoas contaminantes que inevitavelmente são inaladas pelos trabalhadores, além de serem levadas pelo vento para além da área de aplicação. Desta forma, é fundamental entender como ele afeta as vias aéreas, especialmente a cavidade nasal, pois elas constituem a “porta de entrada” das mais diversas substâncias, incluindo “poluentes antropogênicos” (Bhat et al., 2018; Harkema,1991).

Resíduos do 2,4-D foram encontrados em alimentos, carpetes residenciais (Nishioka et al., 2001; Morgan et al., 2008) e na urina de adultos e crianças que não foram expostos ocupacionalmente ao 2,4-D (Morgan et al., 2008; Song et al., 2021; Jurewicz et al., 2012), demonstrando que toda a população está sujeita à contaminação por esse pesticida.

Diversos estudos sugerem associação entre a exposição a pesticidas à ocorrência de inúmeras patologias, tais como Doença de Parkinson e processos neurodegenerativos (Tanner et al., 2009), doenças do sistema respiratório, como alergias (Fukuyama et al., 2009) e asma (Maillet et al., 2016) e risco aumentado de alguns tipos de câncer, como fígado e mama (Heinrich Böll Stiftung, 2022). 

A hipótese de que o 2,4-D seja um composto alérgeno ao trato respiratório foi testada por Fukuyama et al. (2009), que demonstraram que os camundongos tratados com 2,4-D apresentaram maiores níveis de liberação de citocinas e quimiocinas, incluindo IL-6 e TNF, subsequente à proliferação de eosinófilos, corroborando a hipótese levantada. Mello et al. (2018) também observaram aumento da concentração de mastócitos do epitélio nasal de camundongos submetidos à nebulização pelo 2,4-D. Ratos submetidos a diferentes concentrações do pesticida 2,4-D desenvolveram um importante processo inflamatório em suas mucosas orais, com apresença de linfócitos e danos ao tecido epitelial, e os animais expostos à inalação do composto apresentaram maiores danos teciduais (Parizi et al., 2020).

Como resposta a estímulos agressivos, os seres vivos possuem mecanismos adaptativos para manter o equilíbrio homeostático. Um desses mecanismos é a resposta inflamatória, que age localmente no sentido de restringir as consequências e a extensão do dano tecidual. Tais mecanismos podem ser identificados por meio de marcadores inflamatórios, conhecidos como citocinas pró-inflamatórias (Maillet et al., 2016).

O Sistema Imunológico é uma complexa rede cuja função é proteger o corpo contra agentes externos e internos (Dhouib et al., 2016). Em resposta à alguma infecção ou lesão, o sistema imunológico reage gerando uma inflamação (Banks e Lein, 2012; Tizard, 2002), ativando e recrutando mecanismos protetores para a região afetada (Tizard, 2002). Uma das características desse estado inflamado é a liberação de citocinas pelos macrófagos (Banks e Lein, 2012). A resposta inflamatória aguda é mediada predominantemente por citocinas da família das Interleucinas, Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Interferons. As citocinas IL-1 e IL-6, por exemplo, são protagonistas da resposta imune aguda (Tizard, 2002), constituindo uma frente de defesa contra a penetração de patógenos, sendo ainda essenciais na sinalização de lesão tecidual (Jones e Thomsen, 2012).

Assim, é importante entender a dinâmica dos processos de resposta inflamatória, pois um estado inflamatório está associado a gênese de diversas doenças, incluindo o câncer, uma vez que algumas citocinas inflamatórias podem influenciar na gênese e progressão de tumores (Balkwill e Mantovani, 2001). Diante do exposto, o objetivo deste estudo é investigar como o herbicida 2,4-D afeta o epitélio nasal do modelo animal (camundongo) por meio 








da resposta inflamatória, quantificando as citocinas TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ. Os dados experimentais obtidos e analisados neste trabalho pioneiro serão de grande valia para compreender as consequências para a saúde imunológica de um dos pesticidas mais utilizados no mundo.
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[bookmark: _bookmark2]Caracterização da Amostra



Foram utilizados 80 camundongos Swiss adultos machos (30 – 45 g), fornecidos pelo Biotério Central da Unoeste e alojados no Biotério Experimental da mesma Universidade. Durante o experimento, os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (30 cm x 16 cm x 19 cm) com cama de maravalha, mantidos na mesma sala sob temperatura controlada (22 ± 2ºC) e condições de iluminação (fotoperíodo de 12L e 12D, em que L corresponde ao período de luz e D ao período escuro). Este trabalho foi submetido ao comitê de ética para uso de animais (CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (Unoeste) sob o protocolo 5386 e foi realizado de acordo com o guia para o cuidado e uso de animais de laboratório do Instituto Nacional de Saúde (USA). Limitação: este estudo não apresentou limitações, tendo em vista a dose utilizada, baseando-se em 50% da dose letal máxima; assim, não houve óbito de animais para inviabilizar a realização deste estudo.
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O protocolo de exposição contou com duas caixas (32 x 24 x 32 cm), cada uma ligada a um nebulizador ultrassônico da marca Pulmosonic Star®.  As concentrações do herbicida foram administradas após diluição em 10 ml de solução salina a 0,9%. Todos os grupos foram expostos por um tempo aproximado de 15 minutos, por 3 dias (72 horas).

Os camundongos receberam dieta padrão para animais de laboratório (Supralab®, Alisul, Brazil) e água ad libitum e foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentias, contendo 20 animais por grupo, de acordo com Mello et al. (2018):

· Grupo Controle (GC): N=20. Expostos à nebulização de solução salina (NaCl) a 0,9%;

· Grupo Baixa Concentração (GBC): N=20. Expostos à nebulização de solução de 2,4-D, contendo 3,71x 10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha), o que equivale a 187,17 mg/m3 (Mello et al., 2018; Parizi et al., 2020);

· Grupo Média Concentração (GMC): N=20. Expostos à nebulização de solução de 2,4-D, contendo 6,19x10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha), o que equivale a 312,28 mg/m3;

· Grupo Alta Concentração (GAC): N=20. Expostos à nebulização de solução de 2,4-D, contendo 9,28x10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha), o que equivale a 467,93 mg/m3 (Mello et al., 2018; Parizi et al., 2020).

As diferentes concentrações do herbicida para cada grupo foram calculadas de acordo com a recomendação do fabricante para o uso agrícola do 2,4-D® (Formulação comercial, 67,0%  m/v, Nortox, Paraná, Brasil) e adaptado ao tamanho da caixa de exposição.

Os animais de todos os grupos foram expostos à nebulização por diferentes intervalos de tempo: 24, 48 e 72 horas. Na primeira exposição, todos os 80 camundongos foram submetidos à nebulização com a concentração preconizada  para  cada grupo.  Após  24  horas, 20 animais, sendo cinco de cada grupo, foram eutanasiados  com








 anestesia intraperitoneal (100 mg/Kg de tiopental sódico) para a coleta do material. Após 48 horas, outros 20 animais que já receberam a segunda nebulização também foram eutanasiados, então após 72 horas, outros 20 animais receberam a terceira nebulização, e finalmente, após 8 dias, os últimos 20 animais, que também  já receberam as três nebulizações, foram eutanasiados (Mello et al., 2018).
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Fig. 1 Fluxograma de trabalho. A imagem representa o delineamento experimental deste estudo, sendo utilizado o mesmo protocolo de exposição para todos os grupos de animais.
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Após a eutanásia, todo o focinho do camundongo foi retirado. Posteriormente, foram realizados cortes transversais para a análise da mucosa nasal em sua totalidade através de análise imunohistoquímica sob microscopia óptica. O tecido foi fixado em formaldeído a 10% durante 24 horas, e as peças foram incorporadas em cera de parafina e seccionadas a 5ìm (10 cortes seriados no plano sagital).
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Para o procedimento de imunohistoquímica, as lâminas (5 μm) foram incubadas com os anticorpos para TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ, seguindo as indicações do fabricante (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA). Os anticorpos, sua origem e os protocolos usados são mostrados na Tabela 1. Lâminas com a mesma numeração foram submetidas ao mesmo procedimento sem os anticorpos primários (controle negativo).

A análise imunohistoquímica foi realizada por meio do método avidina-biotina conjugada à peroxidase (Goat ABC staining system, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA), como descrito por Ferro (2014). Brevemente, as lâminas foram desparafinizadas e reidratadas em xilol e alcoóis em alta temperatura em microondas por 5 minutos, por meio de uma solução de 1m M de EDTA em tampão citrato (pH 8,0). A peroxidase endógena foi inibida por uma solução de peróxido de hidrogênio (3%) em metanol. A reação antígeno-anticorpo inespecífica foi bloqueada pela incubação das lâminas em soro de equino - PBS e albumina sérica equina (HSA) 5-10%, por 60 minutos. Todos os anticorpos ou controles negativos foram diluídos em PBS/HSA 1% por 60 minutos.

Subsequentemente, todas as lâminas foram tratadas com o kit comercial do anticorpo secundário (Goat ABC staining system) por 30 minutos, seguido do complexo avidina-biotina peroxidase por mais 30 minutos. A reação antígeno-anticorpo foi observada por meio de um precipitado marrom após aplicação de 3,3 diaminobenzidina por 4 minutos e contracoloração com hematoxilina (30s). Em seguinda, as lâminas foram então reidratadas, diafanizadas e montadas para observação em microscopia de luz. Posteriormente à análise imunohistoquímica, foram capturadas as imagens em microscópio com câmera acoplada (Leica ICC50 HD).
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Para análise de normalidade, foi utilizado o teste estatístico ShapiroWilk disponível no programa R (versão 3.2.3). Para análise estatística dos dados, foi considerada a presença de dois fatores: tempo x concentração. 

Nesse sentido, foi utilizado o teste estatístico de análise de variância de dois fatores (Two-way Anova), disponível no programa estatístico Graphpad Prism (Versão 5.0). As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p foi menor que 5% (p < 0,05).
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Na comparação do tempo de exposição entre os grupos controle baixa, média e alta concentração do herbicida, não foram verificadas diferenças significativas entre os grupos.

Com relação à expressão de TNF-α, foram verificadas menores concentrações entre os grupos de baixa, média e alta concentração, em comparação ao controle em 24 horas de exposição (p < 0,05). Em 72 horas de exposição, houve um aumento significativo da expressão de TNF-α no grupo de baixa concentração (p < 0,05). Em 192 horas, houve um aumento significativo na expressão de TNF-α nos grupos baixa e média concentração, comparados ao controle (p < 0,05). Ademais, não houve diferenças significativas no parâmetro de 48 horas entre os grupos (Figura 1).
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Fig. 2 Expressão de TNF-α no epitélio nasal de camundongos expostos ao herbicida 2,4-D. Letras maiúsculas representam a comparação entre os tempos (24, 48, 72, 192 horas). Letras minúsculas representam a comparação entre as doses (GC (A), GB (B), GM (C) e GA (D)). Letras diferentes representam diferença significativa (p  >  0,05) 





[bookmark: _GoBack]Na análise relacionada à IL-1, foi verificada uma redução significativa entre os grupos baixa e alta concentração em comparação ao grupo controle no tempo de 24 horas (p < 0,05). Para o tempo de 48 horas, houve uma  redução  significativa  da  expressão  de  IL-1  no  grupo  alta  concentração  quando  comparado ao controle (p < 0,05). Em 72 horas de exposição, foi verificado um aumento da expressão de IL-1 no grupo baixa concentração e uma redução significativa no grupo média e alta concentração comparado ao controle (p < 0,05). Além disso, não foram observadas diferenças significativas entre os grupos no tempo de 192 horas (Figura 2).
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Fig. 3 Expressão de IL-1 no epitélio nasal de camundongos expostos ao herbicida 2,4-D. Letras maiúsculas representam a comparação entre os tempos (24, 48, 72, 192 horas). Letras minúsculas representam a comparação entre as doses (GC (A), GB (B), GM (C) e GA (D)). Letras diferentes representam diferença significativa (p  <  0,05). 





Com relação à expressão de IL-6 em 24 horas, foi verificado um aumento significativo no grupo baixa concentração comparado aos demais (p < 0,05). Observou-se também uma redução significativa na expressão de IL-6 no grupo alta concentração, comparado aos outros grupos (p < 0,05). Em 48 horas, foi verificada uma redução na expressão de IL-6 nos grupos e baixa, média e alta concentração, comparado ao controle (p < 0,05). Verifica-se também uma redução significativa do grupo alta concentração, comparado aos demais (p < 0,05). Em 72 horas, houve um aumento significativo de IL-6 no grupo baixa concentração comparado aos demais grupos (p < 0,05). Em 192 horas, foi observado um aumento significativo no grupo baixa concentração comparado aos outros grupos e uma redução do grupo alta concentração comparado aos demais (p < 0,05) (Figura 3). Ademais, não foram verificadas diferenças significativas entre os grupos de exposição de IFN (Figura 4).
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Fig. 4 Expressão de IL-6 no epitélio nasal de camundongos expostos ao herbicida 2,4-D. Letras maiúsculas representam a comparação entre os tempos (24, 48, 72, 192 horas). Letras minúsculas representam a comparação entre as doses (GC (A), GB (B), GM (C) e GA (D)). Letras diferentes representam diferença significativa (p  <  0,05).



Além disso, não foram verificadas diferenças significativas entre os grupos de exposição de IFN-γ (Figura 5).









[image: ]C

A

D

B



Fig. 5 Expressão de IFN-γ no epitélio nasal de camundongos expostos ao herbicida 2,4-D. Letras maiúsculas representam a comparação entre os tempos (24, 48, 72, 192 horas). Letras minúsculas representam a comparação entre as doses (GC (A), GB (B), GM (C) e GA (D)). Letras diferentes representam diferença significativa (p  <  0,05).
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Pesquisas anteriores (Parizi et al., 2020, Melo et al., 2018) sobre a relação entre a exposição ao 2,4-D e a resposta celular inflamatória constataram, assim como nós, que o 2,4-D estimula a resposta inflamatória nas vias aéreas superiores do modelo animal e também observaram que ela está relacionada à dose do herbicida, e não ao tempo de exposição. 

Entretanto, o atual estudo é inédito, pois nele investigamos a dinâmica da resposta inflamatória através da quantificação das citocinas inflamatórias IFN-γ, TNF-α, IL-1 e IL-6, após a exposição de camundongos Swiss machos adultos à nebulização com diferentes concentrações do herbicida 2,4-D.

Citocina é um termo genérico utilizado para denominar uma infinidade de glicoproteínas que são secretadas pelas células do sitema imune. Sua função precípua é regular a resposta imune por meio da sinalização e comunicação intercelular (Tizard, 2002), e podem estar envolvidas na gênese e progressão de tumores (Balkwill e Mantovani, 2001; Michaud et al., 2013), no processo de envelhecimento (Michaud et al., 2013) e em inúmeros outros estados patológicos.

O Fator de Necrose Tumoral - TNF - é uma citocina pró-inflamatória muito frequente em reações de fase aguda de infecções. Em nosso estudo, observamos que, nas primeiras 24 horas de exposição, houve uma redução na expressão desse marcador; e após 72 horas, os grupos baixa e média concentração sofreram um aumento significativo. Na literatura, estudos com Paraquat (Sharifi-Rigi et al., 2022; Zhang et al., 2021; Mitra et al., 2011) revelam maiores expressões de TNF em cérebro, pulmão e hipocampo após intoxicação por gavagem em doses elevadas. No entanto, esses dados divergem dos encontrados no estudo, já que os modelos experimentais foram submetidos à inalação do herbicida. Portanto, essa informação torna-se importante, uma vez que não existem dados na literatura sobre esse tipo de exposição inalatória com o herbicida 2,4-D.

A relação entre a expressão de citocinas inflamatórias e herbicidas foi estudada por Jacobsen-Pereira et al. (2020), com o objetivo de investigar se a exposição ocupacional a pesticidas afeta o perfil imunológico dos  indivíduos, que acompanharam trabalhadores rurais expostos a múltiplos agrotóxicos por mais de uma década. Feito isso, os pesquisadores verificaram que houve um aumento de diversas citocinas no plasma dos agricultores, tais como IL-4 e IL-10, além de TNF e IFN-γ; porém a única citocina a apresentar índices significativamente mais altos foi a IL-6.







A IL-6 está envolvida no processo inicial da inflamação, estimulando  a produção e liberação de proteínas de fase aguda (Roit et al., 1999). Nossos dados mostraram um aumento substancial na expressão dessa citocina nas primeiras 24 horas de exposição nos animais expostos à baixa concentração, para então diminuir e aumentar novamente às 72 e 192 horas, sugerindo que um leve processo inflamatório possa ser suficiente para ensejar sua liberação.

Zhang et al. (2020) observaram que o herbicida Paraquat ocasionou um aumento na expressão de IL1-ÿ e IL-6 no modelo animal (camundongo) e em células A 549 humanas. Zhang et al. (2018), utilizando modelo animal (rato), também observaram resultado semelhante para as citocinas TNF-ÿ e IL-8. Em cultura de neutrófilos, Wang et al. (2014) avaliaram os níveis de TNF-a, IL-1b e IL-6 após exposição ao Paraquat, composto que estimulou intensamente a produção dessas citocinas. Em contraste, a Atrazina parece ter um efeito imunossupressor (Ge et al., 2021). Os níveis séricos de várias citocinas foram mensurados, e os pesquisadores observaram diminuição importante dos níveis das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IFN-γ e TNF-γ; entretanto, os níveis séricos de IL-1cresceram substancialmente.

A IL-1 é uma citocina envolvida na ativação de processos da fase aguda da inflamação, em especial na ativação de algumas células do sistema imune (Roit et al., 1999). Em nosso experimento, observamos redução da expressão dessa citocina nos tempos de 24 e 48 horas de exposição para então aumentar após 72 horas de exposição, mantendo um padrão semelhante em todos os grupos. Uma vez que a liberação dessa citocina indica a ocorrência da reação inflamatória (Roit et al., 1999), presume-se, baseado nos dados observados, que a partir de 72 horas houve maior dano tecidual, a ponto de desencadear o estado inflamatório local necessário para a liberação da IL-1.

Uma vez que os agrotóxicos, e por consequência o 2,4-D, podem gerar um estado de inflamação por meio da modificação do padrão de expressão de citocinas inflamatórias, pode-se pressupor a existência de correlação entre a exposição a pesticidas e a ocorrência de câncer e outras patologias relacionadas ao estado inflamado, tais como doenças relacionadas ao sistema imunológico (Mokarizadeh et al., 2015; Corsini et al., 2013).

A despeito dos inegáveis benefícios que os agrotóxicos proprocionaram para o desenvolvimento agrícola, sua utilização desmedida e em larga escala é motivo de preocupação, pois seus efeitos sobre o meio ambiente e a saúde humana ainda não são bem conhecidos, ensejando pesquisas continuadas sobre o tema.



[bookmark: _bookmark9]CONCLUSÃO



Neste estudo, investigamos os efeitos do 2,4-D na mucosa nasal de camundongos por meio da quantificação dos níveis de expressão de algumas citocinas inflamatórias. Os resultados demonstraram que a exposição a esse herbicida, em diferentes doses, é capaz de alterar a imunologia das vias aéreas superiores, bem como corroboram a hipótese da potencial patogenicidade do 2,4-D, uma vez que um padrão de expressão de citocinas alterado pode gerar um ambiente propício ao surgimento de diversas patologias, em especial as ligadas ao câncer e à gênese de tumores, às  doenças  reumáticas e ao sistema imunológico.  A pouca  literatura  disponível referente aos efeitos tóxicos do 2,4-D à saúde imunológica humana, e até mesmo em modelos animais, indica o pioneirismo do presente ensaio científico e aponta para a necessidade de contínuas pesquisas sobre o tema.
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