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RESUMO

Avaliacdo do Epitélio Nasal e Componentes do Sangue em Modelos
Experimentais Submetidos a Exposicdo ao Herbicida Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético

Introducdo: O aumento da producdo de cana-de-agUcar em conjunto com a
utilizacao de herbicidas, como o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) traz diversos
agravos a saude humana. Estudos que avaliam as alteragbes decorrentes do uso
desse herbicida no hemograma e nas células da mucosa nasal sdo de grande
importancia, pois as informacdes fornecidas podem ser utilizadas com o intuito de
ajudar na compreensao da interacdo dessa substancia com o organismo humano.
Objetivo: Analisar os componentes do sangue e infiltrado inflamatério em modelos
experimentais submetidos a nebulizacéo ao herbicida 2,4-D, em diferentes intervalos
de tempo e concentracdes. Metodologia: Foram utilizados 80 camundongos Swiss
machos, divididos em quatro grupos (n=20): salina, baixa (3,71 x 10 gramas de
ingrediente ativo por hectare), média (6,19 x 10° gramas de ingrediente ativo por
hectare) e alta concentracdo (9,28 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare).
Todos os animais foram expostos as nebuliza¢cdes preconizadas para cada grupo
por 15 minutos, em diferentes intervalos de tempo: 24, 48, 72 e 192 horas. A coleta
das amostras de sangue foi através de puncao intracardiaca e apés a eutandsia, o
focinho de cada animal foi retirado para a quantificacdo de mastocitos, através da
coloracdo de azul de toluidina e analise do infiltrado inflamatoério, pela coloragéo de
Hematoxilina-Eosina (HE). Para a analise de normalidade foi utilizado o pacote
estatistico Shapiro-Wilk e para a analise estatitica dos dados, utilizamos o teste Two-
way Anova, considerando estatisticamente diferentes o0s resultados que
apresentaram p< 0,05. Resultados: Todos os animais do grupo baixa concentracéo
apresentaram microcitose e hipocromia no intervalo de 72 horas; eosinofilia e
linfocitose no intervalo de 48 horas. Foi verificada neutrofiia no grupo alta
concentracdo no intervalo de 192 horas. A contagem de mastocitos apresentou
valores significativamente aumentados no grupo alta concentracdo, no intervalo de
tempo de 48 horas, quando comparado ao de 24 horas. Conclus&o: Em concluséao
observamos que, apesar das alteracdes nos valores hematoldgicos, o herbicida
acido 2,4-diclorofenoxiacético ndo pode ser considerado dose e tempo-dependentes,
mas pode provocar reacdes alérgicas.

Palavras-chave: 2,4-D, Hemograma, Infiltrado inflamatério, Mastocitos e
Pulverizacdo aérea.



ABSTRACT

Evaluation of nasal epithelium and blood components in experimental models
submitted to exposure to 2,4-dichlorophenoxyacetic acid herbicide

Introduction: Increased sugarcane production among the rise in use of herbicides,
such as the 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), might causes several harm for
health. Studies that evaluate the alterations due to the use of this herbicide in the
hemogram and in the cells of the nasal mucosa are very important, since the
information provided helps in understanding the interactions of substances as the
2,4-D with the human organism. Objective: To analyze blood count components and
inflammatory infiltrate in experimental models submitted to nebulization with 2,4-D
herbicide, in different time intervals and concentrations. Method: Eighty male Swiss
mice were divided into four groups (n = 20): saline, low (3,71 x 10 grams of active
ingredient per hectare), medium (6,19 x 10° grams of active ingredient per hectare)
and high concentrations (9,28 x 10 grams of active ingredient per hectare). All
animals were exposed to the nebulization predefined for each group for 15 minutes
during different time intervals: 24, 48, 72 and 192 hours. Blood samples were taken
by intracardiac puncture and after euthanasia, the muzzle of each animal was
removed for mast cell quantification through toluidine blue staining and analysis of
the inflammatory infiltrate by Hematoxylin-Eosin staining (HE). Analysis of normality
was conduced using the statistical package Shapiro-Wilk, and for statistical analysis
of data Two-way Anova test was performed, considering statistically significant
results with p <0.05. Results: All animals in the low concentration group presented
microcytosis and hypochromia within 72 hours; Eosinophilia and lymphocytosis within
48 hours. Neutrophilia was observed in the high concentration group over the 192
hour interval. The mast cell count showed significantly increased values in the high
concentration group, in the time interval of 48 hours, when compared to the 24 hour
period. Conclusion: In conclusion, we observed that in spite of changes in
haematological values, the 2,4-dichlorophenoxyacetic acid herbicide can not be
considered dose-dependent and time-dependent herbicide, but it might provoke
allergic reactions.

Keywords: 2,4-D, Hemogram, Inflammatory infiltrate, Mast cells and Aerial spraying.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA
1.1 Cana-de-agucar no Pontal do Paranapanema

A regidao do Pontal do Paranapanema localiza-se no extremo oeste do
Estado de S&o Paulo, fazendo divisa com os estados do Parana e Mato Grosso do
Sul, banhado pelos rios Paranapanema e Parana (FIRETTI et al. 2012). Seu
territério abrange uma area de 18.441,60 Km?, com 538.766 habitantes, formado por
32 municipios (FIGURA 1) (LEAO, 2015; FIRETTI et al. 2012).

FIGURA 1 - Municipios do Pontal do Paranapanema.

51000
=

PONTAL DO PARANAPANEMA ’ A

22.000 22,000

Municipios
9- lepé
1-Alvares Machado® 10- Mirante do Parandpanema 18- Presidente Venceslau  26- Teodoro Sampaio
2- Anhumas 11- Mantes 19- Rancharia® * Municipios presentes
3- Caiua 12- Narandiba 20- Regente Feijd em mais de uma UGRHI SP
4- Estrela do Norte 13- Piguerobi® 21- Rosana
5- Euclides da Cunha 14 Pirapdzinho 22- Sandovalina
6- Indiana* 15- Presidente Bemnardes 23- Santo Anastacio
7- Maraba Paulista 16- Presidente Epitacio 24- Taciba g
8- Martindpolis™ 17- Presidente Prudente® 25- Tarabai 7

Fonte: (Elaborado e cedido por Juliana Domingues Scatolon, 2016).

O crescimento da cultura de cana-de-acUcar na regido tornou-se
significativo quando o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) passou a
financiar a implantacdo de destilarias no Pontal do Paranapanema. Com o auxilio,
diversos municipios destacaram-se em relacdo ao plantio voltado para a producéo
de etanol, sendo uma das principais fontes de emprego e renda na regido
(FERRANTE; BARONE, 2011). O Estado de S&o Paulo foi o maior produtor de cana-
de-aclcar na safra de 2012 e 2013, totalizando 56% de toda a producédo do pais
(WISSMAN et al. 2014).
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Em conjunto com a cultura da cana, € verificado o aumento significativo
da utilizacdo de herbicidas e o Estado de Sao Paulo destacou-se no ano de 2006
como o maior consumidor de defensivos agricolas do pais. O Quadro 1 destaca os

cinco ingredientes ativos mais vendidos no Brasil no ano de 2012.

QUADRO 1 — Descricao dos cinco ingredientes ativos mais vendidos no Brasil no
ano de 2012.

Ingrediente Ativo Toneladas
Glifosato e seus sais 187. 777,18
Oleo Mineral 36.962,20
2,4-D 32.163,99
Atrazina 27.139,56
Oleo Vegetal 15.615,22

Fonte: FRAGA et al. 2016 (Adaptado).

Com a finalidade de atender a demanda no setor agricola, diversos
produtos sdo desenvolvidos com o intuito de aumentar e melhorar a producao, além
de diminuir e/ou eliminar agentes que interferem no desenvolvimento da producéo
deste setor (plantas daninhas, pragas e etc), sendo os herbicidas um dos principais
produtos que se enquadram nessa questdo. Essas substancias, alteram a fauna e
flora, as aguas superficiais, o lencol freatico e os organismos vivos, causando riscos
a satde humana (DE OLIVEIRA; FAVARETO; ANTUNES, 2013).

1.2 Contaminacdo do solo e dos recursos hidricos

A agua e o solo sdo recursos naturais e essenciais para que haja a
sobrevivéncia de todo o Planeta. A producdo de alimentos depende desses
recursos, porém a utilizacdo de diversas e modernas técnicas nos sistemas de
producdo provocou a inser¢cdo de uma imensa variedade de substancias sintéticas
no meio ambiente (STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI, 2011).

A atividade humana introduz no ecossistema compostos xenobioticos, ou
seja, compostos de origem quimica que sao estranhos ao organismo e que tém a
capacidade de realizar o controle de pragas, plantas daninhas e fungos indesejaveis
presentes na cultura agricola, possibilitando o aumento das areas para o cultivo,
além da producéo de alimentos (MONQUERO et al. 2008).
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O solo consegue absorver quantidades significativas de contaminantes
sem apresentar grandes alteragcbes. No entanto, com o passar dos anos, as
transformacdes sofridas por ele tornaram-se irreversiveis, na maioria dos casos, € 0S
danos causados ao ambiente mostram-se de dificil recuperacéao.

No momento em que uma particula de herbicida é aplicada no meio
ambiente, ela atinge o solo, independentemente da maneira como foi aplicada
(pulverizacdo aérea ou diretamente no solo) (STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI,
2011). Aproximadamente 50% de todo o produto sofre diferentes processos
guimicos, fisicos e bioldgicos, que determinam seu comportamento, além de serem
dispersos para outros compartimentos presentes no ecossistema, como a agua e a
atmosfera (Quadro 2) (MARTINS et al. 2012).

QUADRO 2 - Descricdo das perdas totais méximas de herbicidas.

Processos Perdas totais maximas Média das perdas (%)
(%)
Volatilizagéo 10a 90 40 a 80
Lixiviagdo Oa4 1
Escoamento 0alo 5
superficial
Absorcéo pelas plantas 1a10 2ab

Fonte: MANCUSO; NEGRISOLI; PERIM, 2011.

Essas substancias podem ser depositadas no solo por meio do uso de
agua contaminada na aplicacdo dos defensivos agricolas, manejo direto do herbicida
para o controle de plantas daninhas ou por contaminacdo quando em contato com
embalagens dos defensivos que ndo foram devidamente descartadas durante a
triplice lavagem (STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI, 2011; MANCUSO;
NEGRIOLI; PERIM, 2011).

Existem diferentes formas nas quais esses compostos podem ser
encontrados no ambiente aquatico: escoamento superficial, lixiviagdo e através de
sua evaporacdo para a atmosfera, contaminando os recursos hidricos por meio da
precipitacdo (CATTANEO, 2009).

O escoamento superficial propicia a contaminagcao das aguas superficiais,

devido ao transporte do herbicida absorvido as particulas do solo erodido ou em
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solugéo. A lixiviagdo resulta da contaminagdo das aguas subterrdneas através do
transporte dos defensivos agricolas junto com a &agua que alimenta os rios
(MARTINS et al. 2012). Além disso, toda contaminacdo pode prejudicar a saude
humana de maneira direta, ainda mais quando os recursos sao utilizados como fonte
de agua potavel para a comunidade.

Alguns tipos de herbicidas, quando presentes no meio ambiente ou ao
atingirem o ambiente aquatico, oferecem riscos as espécies de animais ali
presentes, devido a sua toxicidade e capacidade de bioacumular-se ao longo de
toda a cadeia alimentar (MILHOME et al. 2009).

Em um estudo feito por Marchesan et al. (2010) através do
monitoramento das aguas da bacia hidrografica dos rios Vacacai-Mirim e Vacacai,
localizados na regido Central do Estado do Rio Grande do Sul, pode-se observar
que o herbicida clomazona tém maior incidéncia nas amostras que foram
pesquisadas, podendo estar relacionado a sua persisténcia no meio ambiente e sua
elevada taxa de solubilidaade nas aguas.

Diante do quadro apresentado, identificar e avaliar os riscos ambientais e
a saude, tornam-se importantes meios de contribuicdo no controle e prevencédo da

exposicdo de toda sociedade a residuos toxicos.

1.3 Pulverizacao aérea

O Brasil destaca-se em relacdo a producdo agricola de algodao,
alimentos, madeira e celulose. Seu modelo vincula-se fortemente ao uso de
defensivos agricolas e, por isso, € considerado um tipo de agricultura que se
concentra em um modelo de desenvolvimento voltado a ganhos em sua producéo
(FERREIRA, 2015). Diante desse cenario, 0s impactos causados ao meio ambiente
e a saude humana tornaram-se uma verdadeira ameacga a qualidade de vida de
todas as geracoes.

De acordo com Pignati, Oliveira e Silva (2014), na safra de 2012
pulverizou-se, no Brasil, aproximadamente 1,05 bilhbes de litros de herbicidas,
inseticidas e fungicidas, em uma é&rea de 95 milhdes de hectares de lavouras nos
cultivos de cana-de-acucar, milho, algodao, soja, café e hortalicas.

O objetivo da técnica de pulverizacdo aérea € administrar a quantidade
correta do composto no alvo desejado, com excelente eficacia e de maneira

econdmica, sem que haja contaminacdo ambiental. Um dos fatores que ocasionam
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na perda de defensivos agricolas é o fendmeno conhecido como deriva, ou seja, sao
os desvios de trajetdria sofridos pelas gotas dos herbicidas em decorréncia da
velocidade dos ventos. Este fator deve ser levado em consideracdo durante as
aplicacoes, ja que age diretamente sobre as gotas, alterando a direcdo do seu
deslocamento em relagcé&o ao alvo que se deseja atingir (DE ALVAREGA et al. 2014;
MOTA, 2011).

Esse tipo de fenbmeno ndo agrada os proprietarios das terras, pois
causam prejuizos financeiros em areas adjacentes, contaminando os alimentos,
recursos hidricos, o ar, além dos efeitos causados a saude da populacdo e das
criacoes de animais (COSTA et al. 2012).

A exposicdo aos herbicidas configura um grave problema de saude
publica. Os trabalhadores rurais necessitam, frequentemente, de protecdo e de
cuidados relacionados a saude, além de informacbes basicas sobre os riscos
relacionados ao uso desses compostos. As concentragdes incorretas do produto e a
nao indicacdo para a cultura alvo desejada, sdo alguns dos principais fatores que
determinam uma maior exposi¢ao causando, consequentemente, dano a saude (DA
SILVA AUGUSTO, 2012).

1.4 Herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético

A utilizacdo dos agrotéxicos deu-se durante a Segunda Guerra Mundial e
foram utilizados como armas quimicas ocorrendo, posteriormente, a sintese e
expansdo de diversos compostos quimicos. Sua utilizagédo, no Brasil, foi em meados
da década de 1960 e utilizado no combate de vetores existentes nas plantacdes (DA
COSTA LEITE; TORRES, 2008).

O uso de herbicidas de amplo espectro € comum no manejo de plantas
daninhas, sendo um sistema de operacgdo, que se for bem realizado, proporcionara
melhor controle, evitando que as plantas causem problemas futuros (SILVA et al.
2011). Esses defensivos sdo capazes de “selecionar” populacdes de vegetais, onde
o termo “selecédo” refere-se a0 modo de atuacdo dessas substancias, causando
morte de suas espécies (DE OLIVEIRA, 2011).

Os herbicidas acidos fazem parte de uma importante classe de pesticidas,
cuja finalidade ¢é combater ervas daninhas, dos quais o0 acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) destaca-se devido sua grande utilizacdo em culturas de

cana-de-agucar, cereais, controle florestal e de pomares (AMARANTE JUNIOR,;
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SANTOS; NUNES, 2003). Esse herbicida pode ser comercializado na forma de
derivados como, por exemplo, aminas, ésteres e sais. De acordo com Cerdeira et al.
(2002) seu tempo de meia-vida é em torno de 7 a 16 dias, quando presente no solo,
dependendo dos micro-organismos, pois sao 0s responsaveis por sua degradacao.
Sua velocidade de degradacéo torna-se acelerada com o aumento de nutrientes,
carbono organico dissolvido e sedimento, quando presente em ambientes aquaticos
e seu tempo de meia-vida varia entre uma e varias semanas.

O herbicida 2,4-D pertence a familia dos clorofenoxiacéticos, cuja féormula
quimica é CgHeCl,O3 Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
é classificado como um herbicida hormonal do grupo fenoxiacético (AMARANTE
JUNIOR et al. 2002) e por ser uma auxina sintética, provoca diversos disturbios
como, por exemplo, crescimento anormal dos tecidos, morte do sistema radicular,
obstrucao do floema, inibindo o crescimento das ervas daninhas (MACHI et al. 2014;
AMARANTE JUNIOR; SANTOS; NUNES, 2003).

De acordo com a Resolucéo n° 396 de 03 de Abril de 2008, do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), determina-se que o limite maximo do
herbicida 2,4-D na agua destinada ao consumo humano deve ser de 0,03 ppm
(BRASIL, 2008). Uma vez que esses defensivos circulam em varios e diferentes
ambientes do planeta, h4 uma preocupacdo em monitorar seu destino no meio

ambiente e criar técnicas que propiciem sua remediacao.

1.4.1 Efeitos causados a saude humana

S&o descritas na literatura diversas patologias e/ou alteracbes no
organismo humano em decorréncia da exposicao aos agrotoxicos (BURNS; BEARD;
CARTMILL, 2001; ALARANJA; ROSS; BONNER, 2013). De acordo com Bener et al.
(1999) em um estudo realizado com agricultores expostos a defensivos agricolas, foi
possivel observar sinais e sintomas dérmicos e respiratorios tais como, irritacéo
cutanea e nasal, asma, pneumonia, aléem do aumento nos niveis de Imunoglobulina
E (IgE) sérica total.

O estudo de MacBride et al. (2013) mostrou maior incidéncia de leucemia
linféide crbnica em veteranos neozelandeses que participaram da Guerra do Vietna
e gque foram expostos ao “Agente Laranja”, quando comparados a populacdo em

geral.
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Ha estudos que demonstram que o herbicida 2,4-D ndo é genotdxico e
gue ndo ha evidéncias de carcinogenicidade em animais de laboratério (CHARLES
et al. 1999; GOLLAPUDI, 1999). No entanto, a carcinogenicidade do 2,4-D em seres
humanos tem sido bastante discutida desde o estudo de caso-controle do linfoma
nao-Hodgin (NHL) precoce, associado ao uso de herbicidas por agricultores (HOAR
et al. 1986).

Foi verificado no estudo de Compston et al. (1999) que os trabalhadores
expostos cronicamente aos defensivos agricolas organofosforados, apresentaram
falha no desenvolvimento 0sseo, tanto a nivel celular quanto tecidual.

O efeito do herbicida glifosato sobre a atividade enzimatica também foi
avaliado em estudos in vivo. Através da analise dos resultados, foi possivel observar
diversas alteracdes (inibicbes e elevacbes da atividade de algumas enzimas)
ocorridas no figado, cérebro e coracdo de ratas prenhas (DARUICHI, ZURULMIK;
GIMENEZ, 2001).

Em estudo apresentado por Beard et al. (2003) com trabalhadores rurais
expostos aos agrotoxicos, foi observado o desenvolvimento de leucemia mieldide
aguda. No estudo de Stalone e Beseler (2002) os agricultores apresentaram
sintomas de depressao diante da exposi¢cao aos organofosforados.

1.4.2 Caracteristicas do sistema respiratorio e sua relagdo com a poluicéo
ambiental

O sistema respiratério abrange os pulmdes e uma conexdo de tubos
capazes de comunicarem o parénquima pulmonar com o0 ambiente externo. Sua
funcdo primaria € a de propiciar a entrada de oxigénio e saida de diéxido de carbono
do corpo humano, sendo dividido de acordo com sua estrutura em sistema
respiratério superior e inferior. O superior compreende 0 nariz, cavidades nasais,
seios paranasais e nasofaringe, ja a porcao inferior engloba a laringe, tranquéia,
brénquios e pulmdes (DA SILVA et al. 2012).

De acordo com o aspecto funcional, o sistema respiratério divide-se em
porcdo condutora, cuja funcdo é limpar, umedecer e aquecer todo o ar inspirado,
protegendo o revestimento dos alvéolos pulmonares. Essa por¢do compreende as
fossas nasais, nasofaringe, laringe, tranquéia, brénquios e bronquiolos. Para que
suas funcbes sejam executadas, a parte condutora reveste-se por um epitélio

respiratorio (especializado), que apresenta glandulas serosas e mucosas, além de
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uma rede vascular sanguinea. J4 a por¢cao respiratéria abrange as porc¢des terminais
da arvore brénquica, onde ocorrem as trocas gasosas (alvéolos) (BERTASSOLI et
al. 2013).

As fossas nasais sdo revestidas por uma mucosa com estruturas
diferentes, tais como o vestibulo, que corresponde ao segmento inicial da cavidade e
que se comunica com 0 meio externo através das narinas. Sua mucosa € composta
por epitélio plano estratificado ndo queratinizado, além de tecido conjuntivo denso. A
primeira barreira contra a entrada de particulas grosseiras sdo as glandulas
cutaneas e os pélos (JUNQUEIRA et al. 2008).

A mucosa da area respiratéria reveste quase todas as vias respiratorias,
sendo constituida por um epitélio pseudoestratificado colunar ciliado, com diversas
células caliciformes (Figura 2). Esse epitélio é constituido por seis diferentes tipos
celulares e 0 mais abundante é a célula colunar ciliada, que se encontra distribuida
por todo o trato respiratério e que apresenta a capacidade de movimentar o muco
através da acdo de cilios. Cada uma dessas células possui aproximadamente 300
cilios em sua superficie apical. As células caliciformes apresentam-se em segundo
lugar, responsaveis pela sintese de secre¢cdo mucosa. Em sua porcdo apical,
existem diversas goticulas com muco rico em polissacarideos (BARBOSA; DE
OLIVEIRA SANTOS, 2003).
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FIGURA 2 - Principais componentes do epitélio respiratorio (pseudoestratificado com

células caliciformes). Pararrosanilina e azul-de-toluidina.

Fonte: JUNQUEIRA et al., 2008.

Ainda de acordo com Barbosa e De Oliveira Santos (2003), o outro tipo de
célula colunar é chamada de célula em escova ou bruch cell, sendo composta por
inimeros microvilos localizados em sua regiao apical, associados com terminagdes
nervosas. Classificam-se em dois diferentes tipos: um deles apresenta
caracteristicas citoldgicas de uma célula imatura, ja o outro tipo apresenta, em sua
base, expansfes dendriticas, considerado como receptor sensorial. As células
pequenas e arredondadas sdo chamadas de basais, que ndo se estendem até a
superficie do epitélio, mas apoiam-se na lamina basal. Estas células tem a
capacidade de se multiplicarem frequentemente por mitose. Desta forma, originam
0s outros tipos celulares presentes no epitélio respiratério. Ja as serosas,
apresentam microvilos e relacionam-se com a secre¢cdo de um fluido seroso de
composicdo nado conhecida. Por udltimo, encontra-se a célula granular, que é
endocrina e atua como efetora na integracdo das secre¢cfes mucosa € Sserosa,
sendo parecida com a célula basal.

Na superficie da parede lateral da cavidade nasal sdo encontrados trés
relevos, chamados de cornetos ou conchas. O epitélio encontra-se mais elevado e
com maior nimero de células caliciformes na porcao inicial das vias aéreas. O muco,
gue é sintetizado pelas células caliciformes e glandulas, tem a funcdo de prender

microrganismos e particulas que se encontram inertes, deslocando-se ao longo de
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toda superficie do epitélio, seguindo em direcao a faringe, através do batimento ciliar
sincronizado (MARCHESAN; MARCHESAN, 1998). Durante a passagem do ar pelas
fossas nasais, 0 mesmo € aquecido, filtrado e umedecido, onde o0 plexo venoso
torna-se um elemento importantissimo para que ocorra o aguecimento.

Os seios paranasais compreendem os seios maxilares, frontais, etmoidais
e esfenoidais, revestido por epitélio tipo respiratorio, sendo baixo e com poucas
células caliciformes. E um dos principais sitios anatdbmicos acometidos por
processos alérgicos, traumas, processos infecciosos e hemorragias. Todo 0 muco
produzido nas cavidades acaba sendo drenado para as fossas nasais. Neles a
lamina prépria apresenta pequenas e poucas glandulas (ROSA et al. 2015;
JUNQUEIRA et al. 2008).

Posterior a cavidade nasal encontra-se a nasofaringe, ou seja, a primeira
porcdo da faringe. Seu epitélio é do tipo respiratério, sendo substituido por um
epitélio plano estratificado no local onde a faringe entra em contato com o palato
mole (BREDA et al. 2008).

As doencas respiratorias cronicas acometem todo o sistema respiratério e
sdo caracterizadas por uma condicéo inflamatéria e que podem ser ocasionadas por
bactérias, virus, fungos e substancias quimicas presentes no ambiente, causando
asma e fibrose dos pulmdes, além de hepatopatias téxicas crbnicas, por exemplo
(RIGOTTO et al. 2013). De acordo com Martins et al. (2015) a exposi¢ao a essas
substancias causam cansaco aos individuos e dificuldades na respiracao,
apresentando quadro clinico agudo.

Mamane et al. (2015) afirma que os trabalhadores responsaveis por
aplicarem os defensivos agricolas nas culturas podem apresentar deficiéncia no
sistema respiratorio e ainda de acordo com o autor, a exposicdo ocupacional a

essas substancias pode provocar sibilos, bronquite cronica e asma alérgica.

1.4.3 Toxicidade aguda e crbnica

O Brasil ainda € conhecido por apresentar uma economia baseada na
agricultura, cujo potencial é voltado para o desenvolvimento da industria de adubos
e defensivos agricolas para as lavouras (KORBES et al. 2010). Com o crescimento
da demanda nesse setor, o0s produtores aumentaram significativamente sua

producdo e reduziram as perdas nas safras. Isso se deve ao uso desenfreado e
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indiscriminado de agrotoxicos, colocando em risco a saude dos individuos que ficam
expostos a essas substancias.

Os agrotoxicos classificam-se conforme sua composicéo e finalidade, ou
seja, sao classificados como acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas,
inseticidas, nematicidas, rodenticidas e moluscicidas. Os herbicidas representam
45% do valor total de agrotoxicos comercializados no pais (ISMAEL et al. 2015). No
Brasil, em 2009, foram notificados aproximadamente 11.641 casos de intoxicacao
aguda devido ao uso de agrotéxicos na agricultura, segundo o Sistema Nacional de
Intoxicacdes Toxicologicas (SINITOX) (CORDEIRO, 2014).

De acordo com a ANVISA o 2,4-D classifica-se como Classe |, ou seja, é
Extremamente Toxico (Quadro 3), baseando-se nos efeitos agudos que o composto

€ capaz de produzir ap0s uma Unica exposi¢cao, em animais de laboratério.

QUADRO 3 - Classificacdo dos defensivos agricolas de acordo com os efeitos

causados a saude humana.

Classe Faixa
Toxicidade DLso (Mg / kg)
toxicolbégica colorida
| Extremamente toxico <5 Vermelho
1 Altamente toxico 5<DLsg =50 Amarelo
Moderadamente
" 50 < DLsg £ 500 Azul
toxico
DLsg > 5000 mg
v Pouco toxico Verde
kg’

Fonte: ANVISA, 2016.

A exposicao aos herbicidas ocorre por diferentes vias. A via inalatéria (por
meio da respiracdo) e dérmica (pele), sdo vias que propiciam o transporte do

herbicida para a corrente sanguinea, além de serem as vias de exposicdo mais
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comuns em individuos que trabalham com esse tipo de defensivo agricola (CARMO,
2007). Também fazem parte desse grupo pessoas que se localizam préximas as
areas onde ocorre a pulverizacdo da substancia e/ou tenham contato com agua,
objetos e alimentos contaminados. Outra forma de contaminagcdo que também deve
ser destacada € a oral, relacionada a ingestdo de alimentos e/ou agua também
contaminados. O embrido e o feto, ainda em formacao, através da placenta, podem
entrar em contato com o defensivo, caso a méae tenha sido exposta, antes ou
durante a gestacéo (FRIEDRICH, 2014).

Os efeitos causados aos seres humanos devido a exposicdo aos
herbicidas dividem-se em dois diferentes grupos e relacionam-se com a frequéncia
de exposicéo. Os efeitos agudos manifestam-se, geralmente, nas primeiras 24 horas
apos a exposicao unica e em grandes quantidades da substancia. A exposicéo por
meio da pulverizacdo e tentativas de suicidio sdo exemplos desse tipo de efeito. A
exposicdo continua e em baixas doses geram efeitos crénicos, que surgem apos
semanas, meses ou até anos apos a exposicdo (AMARANTE JUNIOR et al. 2002).

De acordo com Friedrich (2014) dependendo da via de absor¢cédo que o
defensivo percorre, ele pode ser metabolizado de maneiras e/ou velocidades
diferentes, formando produtos diferentes que podem ser mais danosos ou nhao,
dependendo de sua concentracdo, idade do individuo e presenca de outros
contaminantes.

A exposicao prolongada ao herbicida pode provocar enfisema pulmonar,
traqueite crénica, pneumofibrose e asma bronquica (DE FARIAS MASCARENHAS;
PESSOA, 2013).

Associando os fatores anteriormente apresentados e as imprudéncias por
parte do homem na utilizacdo e manipulacdo inadequada dos herbicidas, esses
fatores podem trazer impactos ao meio ambiente e também aos individuos. Em
relacdo a esse contexto, destaca-se o herbicida 2,4-D, sendo muito utilizado na
cultura de cana-de-agucar, podendo contribuir para agravos na saude humana.
Estudos demonstram que a exposicao a esse herbicida causa toxicidade no sistema
reprodutor, desregulagdo enddcrina, cancer, irritagdo ocular e dérmica, além de
efeitos neurotéxicos (AMARANTE JUNIOR; SANTOS; NUNES, 2003; FRIEDRICH,
2014; SILVA et al. 2011). Mesmo sendo de grande importancia, S0 escassos 0S
estudos que avaliem as alteracbes decorrentes do uso do herbicida 2,4-D no

hemograma e nas células da mucosa nasal, ja que as informag¢des fornecidas
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podem ser utilizadas com o intuito de ajudar na compreensdo da interacdo dessa
substancia no organismo humano.

Neste contexto, a hipétese do estudo é de que os modelos experimentais
expostos a diferentes concentragdes ao herbicida 2,4-D apresentam alteracfes nos

componentes sanguineos e no infiltrado inflamatério da mucosa nasal.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar os componentes do sangue e infiltrado inflamatério em modelos
experimentais submetidos a exposicédo ao herbicida 2,4-D, em diferentes intervalos

de tempo e concentragoes.

2.2 Objetivos Especificos

Em diferentes intervalos de tempo e concentracdes:

v' Analisar os componentes do sangue, através do hemograma, em
camundongos que foram submetidos a exposicao ao herbicida 2,4-D;

v' Analisar o infiltrado inflamatério dos animais que foram submetidos a
exposicdo ao herbicida 2,4-D, utilizando-se da coloracdo de Hematoxilina-Eosina
(HE);

v' Analisar, de forma semiquantitativa, os mastécitos presentes na lamina
propria do epitélio nasal dos camundongos expostos ao herbicida 2,4-D, utilizando-

se da coloracgdo de Azul de toluidina.
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3 ARTIGO 1

O presente trabalho deu origem ao artigo “AVALIACAO DOS
COMPONENTES SANGUINEOS DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A
EXPOSICAO AO HERBICIDA ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO”, que sera

submetido ao periodico Anais da Academia Brasileira de Ciéncias.
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Abstract

The 2,4-dichlorophenoxyacetic herbicide is an acid used to combat weeds in various
types of agricultural crops. However, the improper use of it might have negative
impact on human health. Hematological parameters reflect changes undergone by
the body and quickly changes due to the use of pesticides. The objective of this study
was to enalyze the blood components of mice submitted to nebulization of the 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid herbicide at different time intervals and concentrations.
Eighty male Swiss mice were divided into four groups (n = 20): saline, low, medium
and high concentrations. All animals were exposed to the nebulization predefined for
each group for 15 minutes during different time intervals: 24, 48, 72 and 192 hours.
Blood sample was collected by intracardiac puncture and the material was
subsequently processed in a haematological analyzer. All animals in the low
concentration group presented microcytosis and hypochromia within 72 hours;
Eosinophilia and lymphocytosis within 48 hours. Neutrophilia was observed in the
high concentration group over the 192 hour interval. In conclusion we observed that
in spite of hematological values alteration, the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid can not be considered a dose and time-dependent herbicide.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o elevado crescimento demografico forcou o aumento
da producédo de alimentos e utilizacdo intensa de defensivos agricolas, visando o
alto indice de producdo. A descoberta do potencial de algumas substancias em
relacdo ao controle de pragas, plantas daninhas e fungos indesejaveis na
agricultura, possibilitou o aumento das areas para o cultivo, além da producéo de
alimentos (Monquero et al. 2008). Diante desse cenario, 0s impactos causados ao
meio ambiente e a saude humana tornaram-se uma verdadeira ameaca a qualidade
de vida de todas as geracoes.

O herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € utilizado no controle
de ervas daninhas e por ser uma auxina sintética, provoca disturbios nos vegetais,
inibindo o crescimento das plantas (Machi et al. 2014, Amarante Junior et al. 2003).

O exame hematologico € utilizado para fins analiticos e seus parametros
sao capazes de refletirem as alteracdes sofridas pelo corpo e por responderem, de
maneira rapida, as mudancas em decorréncia da utilizagdo de defensivos agricolas
(Atamanalp et al. 2002). Por isso, estudos que avaliem as alteracdes decorrentes do
uso do herbicida 2,4-D, no hemograma, sdo de grande importancia, pois 0s
resultados obtidos podem ser utilizados para ajudarem na compreensdo da
interacdo dessa substancia quimica com o organismo humano.

Com base nesses aspectos, 0 objetivo do estudo foi analisar as possiveis
alteracdes hematologicas de camundongos submetidos a exposi¢cdo ao herbicida

acido 2,4-D, em diferentes intervalos de tempo e concentrages.
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MATERIAIS E METODOS

ASPECTOS DE NATUREZA ETICA
O estudo foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

sob o protocolo 2563.

CARACTERIZA(;AO DA AMOSTRA E PROTOCOLO DE EXPOSIQAO AO
HERBICIDA ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados 80 camundongos
Swiss adultos machos (30-45g), fornecidos pelo Biotério Central da instituicdo de
origem, alojados em gaiolas plasticas coletivas (5 animais por gaiola) medindo
30x16x19 centimetros (cm), a temperatira média de 22 + 2°C, com ciclos de 12
horas de luminosidade, sendo das 07:00 as 19:00 horas (periodo claro) e 19:00 as
07:00 horas (periodo escuro). Todos os animais receberam racédo padrdo (Primor®)
e agua ad libitum.

Para a realizagdo dos experimentos, os camundongos foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos (n=20). Para todos 0s grupos, os animais foram
expostos a nebulizacdo por 15 minutos, em diferentes intervalos de tempo: 24, 48,
72 e 192 horas, assim distribuidos:

- GS: Grupo Salina, expostos a nebulizacdo com solucdo de cloreto de
sédio (NaCl);

- GBC: Grupo Baixa Concentracdo de 2,4-D, expostos a nebulizacédo ao
herbicida com 3,71 x 10” gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a’/ha);

- GMC: Grupo Média Concentragdo de 2,4-D, expostos a nebulizagdo ao

herbicida com 6,19 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a’/ha);
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- GAC: Grupo Alta Concentracdo de 2,4-D, expostos a nebulizacdo ao
herbicida com 9,28 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha).

Todas as concentracbes preconizadas para a nebulizacdo do herbicida
2,4-D foram baseadas na bula do defensivo agricola 2,4-D® (Nortox, Parana, Brasil)
e adaptadas ao tamanho das caixas onde os animais foram expostos. O protocolo
de experimentacdo contou com duas caixas (32x 24x 32 cm) cada uma ligada a um
nebulizador ultrassonico da marca Pulmosonic Star®, onde as diferentes
concentracdes do herbicida estabelecidas para cada grupo, foram diluidas em 10 ml|
de NaCl 0,9% (Figura 1).

No primeiro dia de exposicdo, 80 camundongos foram submetidos a
nebulizacdo com a substancia preconizada para cada grupo (salina ou herbicida),
Apos 24 horas, 20 animais foram anestesiados, intraperitonealmente, com Tiopental
Sadico na dose de 100 mg/Kg por peso do animal, para que fosse possivel a coleta
de sangue. ApGs 48 horas, 20 animais, que receberam a segunda nebulizacao,
foram anestesiados para a coleta sanguinea. Os outros 20 animais que receberam a
terceira e Ultima nebulizagdo, apdés 72 horas, também foram anestesiados e
submetidos as coletas. Finalmente, apos 192 horas, os 20 animais que restaram,
também foram anestesiados para a coleta de sangue. Logo apds o término das

coletas, todos os camundongos foram eutanasiados.

COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE
A coleta da amostra de sangue de cada animal foi de 2 mL através da
puncao intracardiaca, para a confecgdo do hemograma. Tanto as plaquetas, quanto

as séries vermelha e branca foram processadas em analisador hematol6gico modelo
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POCH-100iV DIFF (Sysmex do Brasil Industria e Comércio LTDA®, Curitiba/PR-

Brasil).

ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, verificou-se a normalidade da distribuicdo dos valores. Para
a andlise de normalidade foi utilizado o pacote estatistico Shapiro-Wilk disponivel no
programa R (versdo 3.2.3). Para a andlise estatitica dos dados, considerou-se a
presenca de dois fatores (Tempo x Concentracdo). Neste sentido, foi utilizado o
teste estatistico de analise de variancia de dois fatores (Two-way Anova), disponivel
no programa estatistico Graphpad Prism (Versdo 5.0). Foram considerados

estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram p< 0,05.

RESULTADOS

Durante o desenvolvimento do estudo, o mesmo apresentou limitacdes
em sua primeira coleta de sangue. Os animais do grupo salina expostos a
nebulizacdo ao NaCl no intervalo de tempo de 24 horas vieram a o6bito apos a
administracdo do anestésico, tornando impossivel a retirada de sangue, ja que a
coleta deve ser realizada apenas com o animal vivo. Sendo assim, para a avalicdo
dos componentes sanguineos, os grupos GBC, GMC e GAC expostos a diferentes
concentracfes do herbicida, no intervalo de tempo de 24 horas, foram retirados do
estudo para que a analise estatistica ndo fosse prejudicada.

De acordo com o tempo de exposicdo ao 2,4-D, a Concentracado de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) obtida no estudo demonstrou valor
significativamente maior no GBC no intervalo de tempo de 192 horas, quando

comparado ao de 48 horas (Figura 2).



32

Em relacdo a concentracédo preconizada para cada grupo, a Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM) apresentou valor significativamente maior no GBC no
intervalo de tempo de 72 horas, quando comparado ao de 48 horas (Figura 3). O
Volume Corpuscular Médio (VCM) apresentou valor significativamente maior no
intervalo de tempo de 72 horas quando comparado ao de 48 horas (Figura 4).

Em relacdo ao leucograma, os eosinofilos apresentaram valores
significativamente maiores no GBC no intervalo de tempo de 48 horas, quando
comparado aos intervalos de 72 horas e 192 horas (Figura 5). Os linfocitos
apresentaram valores significativamente maiores no intervalo de tempo de 48 horas,
quando comparado ao de 192 horas (Figura 6). E o outro componente sanguineo
que também apresentou valores significantemente maiores foram os neutréfilos, no
GAC no intervalo de tempo de 192 horas, quando comparado ao de 48 horas (Figura

7).

DISCUSSAO

Em relagdo ao GBC do componente sanguineo CHCM, a exposi¢édo ao
herbicida durante 192 horas aumentou significativamente quando comparado ao
grupo de 48 horas, mas quando comparado ao seu valor padrdo, o grupo de 192
horas apresentou CHCM diminuido. Os valores do componente HCM foram
significativamente maiores no GBC no intervalo de tempo de 72 horas, quando
comparado ao de 48 horas, mas quando comparado ao seu valor padrdo, o grupo
exposto h4 72 horas ao herbicida apresentou HCM diminuido, caracterizando uma
hipocromia.

De acordo com Abbassy e Mossa (2012), essa diminuicdo pode estar

relacionada a instabilidade maior dessas células e/ou diminui¢cdo de sua producéo,



33

devido ao efeito téxico causado pelo uso do herbicida nas membranas das células
ou até mesmo na medula 6ssea, levando também a diminuicdo da hemoglobina.

A hipocromia também foi observada no estudo de Ghaffar et al. (2014).
De acordo com os autores, os valores diminuidos de hemoglobina podem estar
relacionados a diminuicdo de sua producéo ou da ligacdo do inseticida em estudo,
com o ferro, acarretando na diminuicdo do tamanho dos eritrécitos e uma menor
producdo, pela medula 6ssea, do grupo heme. Outra hipdtese também sugerida
pelos autores € a de que podem ter ocorrido hemorragias intracelulares e/ou
aumento da destruicado dessas células.

Em relacdo ao GBC do componente sanguineo VCM, a exposicao ao
herbicida no intervalo de tempo de 72 horas aumentou significativamente quando
comparado ao grupo exposto de 48 horas, mas quando comparado ao seu valor
padrdao, o mesmo apresentou declineo, caracterizando uma microcitose. Essa
reducdo demonstra que houve uma sintese menor de hemoglobina nos eritrécitos e
como resultados, sdo produzidas células menores (Benedetti e Silva., Dados néo
publicados).

A queda significante dos componentes sanguineos HCM e VCM séo
indicativos de uma hipocromia e microcitose, encontradas principalmente em
Anemias Ferroprivas e em Doencas Cronicas (De Carvalho et al. 2006). Samiran-
Monal et al. (2009) realizaram um estudo de investigacdo em relacdo ao perfil
hematoldgico de ratos que foram submetidos a administracdo oral ao inseticida
acetamiprid e sugerem que a hipocromia e microcitose apresentada, se deve a
inducéo devido ao uso do defensivo agricola.

Foi observada no GBC no intervalo de tempo de 48 horas uma eosinofilia

absoluta que, de acordo com Kiesecker (2002) pode estar relacionada a uma reagéo
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de defesa antitoxica do organismo dos modelos experimentais perante a exposicao
ao herbicida. Magalhas et al. (2015) relatam que a eosinofilia pode ocorrer em
decorréncia de uma reacéo de hipersensibilidade diante da exposicdo ao defensivo
agricola. Esse tipo de exposicédo associada a eosinofilia pode relacionar-se também
ao surgimento de alergias na pele, explica De Farias (dados néo publicados). Ainda
de acordo com o autor, outras causas que se associam ao aumento significativo dos
eosinofilos no sangue ndo devem ser descartadas.

O aumento significativo dos linfécitos (linfocitose) no GBC pode estar
relacionado a uma compensacdo realizada pelos tecidos linfoides devido a
destruicdo dos linfécitos circulantes diante da exposi¢cdo ao 2,4-D (Kumar et al.
2016).

Os neutréfilos apresentaram, no GAC, valores significativamente maiores
no intervalo de tempo de 192 horas, quando comparado ao de 48 horas. Essas
células sdo lancadas na corrente sanguinea através da resposta do organismo a um
agente estranho, cuja finalidade é levar mediadores de defesa do hospedeiro como,
por exemplo, proteinas plasmaticas, caracterizando um processo inflamatorio
(Ikpesu 2013). O autor afirma que esse tipo de célula é capaz de apresentar
alteragdes devido as modificagdes sofridas pelo meio ambiente em decorréncia de
sua sensibilidade e sdo os primeiros leucdcitos a realizarem fagocitose diante de
infecgdes e inflamagdes.

Em concluséo observamos que, apesar das alteragbes nos valores
hematoldgicos, o herbicida &cido 2,4-diclorofenoxiacético ndo pode ser considerado

dose e tempo-dependentes.
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Resumo

O herbicida 2,4-diclorofenoxiacético é um acido utilizado no combate de ervas
daninhas em varios tipos de culturas agricolas. No entanto, seu uso inadequado
pode causar impactos a salde humana. Os parametros hematoldgicos refletem as
alteracdes sofridas pelo corpo e respondem rapidamente as mudancas em
decorréncia da utilizacdo dos defensivos agricolas. O objetivo deste estudo foi
analisar os componentes do sangue de camundongos submetidos a nebulizacédo do
herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético, em diferentes intervalos de tempo e
concentragbes. Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos divididos em
quatro grupos (n=20): salina, baixa, média e alta concentracdo. Todos 0s animais
foram expostos as nebulizacbes preconizadas para cada grupo por 15 minutos, em
diferentes intervalos de tempo: 24, 48, 72 e 192 horas. A coleta de sangue foi
através de puncdo intracardiaca e, posteriormente o material foi processado em
analisador hematoldgico. Todos o0s animais do grupo baixa concentracdo
apresentaram microcitose e hipocromia no intervalo de 72 horas; eosinofilia e
linfocitose no intervalo de 48 horas. Foi verificada neutrofiia no grupo alta
concentracdo no intervalo de 192 horas. Em conclusdo observamos que, apesar das
alteragdes nos valores hematoldgicos, o herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético ndo
pode ser considerado dose e tempo-dependentes.

Palavras-chave: 2,4-D, Alteracbes hematoldgicas, Defensivos agricolas e Processo
inflamatoério.
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ANEXO 1

Figura 1 — Protocolo de exposi¢do ao herbicida 2,4-D
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Figura 2 — Valores de CHCM (%) de acordo com o tempo de exposicado ao NaCl e

ao herbicida 2,4-D em diferentes tempos de exposicéo
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Figura 3 - Valores de HCM (em picogramas) de acordo com a concentracéo de NacCl

e do herbicida 2,4-D em diferentes tempos de exposicao
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Figura 4 — Valores de VCM (em fentolitros) de acordo com a concentracao de NacCl

e do herbicida 2,4-D em diferentes tempos de exposicao
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Figura 5 — Valores absolutos de eosinofilos de acordo com a concentracédo de NacCl

e do herbicida em diferentes tempos de exposi¢cao
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Figura 6 — Valores absolutos de linfocitos de acordo com a concentracao de NaCl e

do herbicida em diferentes tempos de exposi¢cao
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4 ARTIGO 2

O presente trabalho deu origem ao artigo “AVALIACAO DO EPITELIO
NASAL DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A EXPOSIQAO AO HERBICIDA
ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO?”, que sera submetido ao periddico Clinics.
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RESUMO

OBJETIVO: O objetivo do estudo foi analisar o infiltrado inflamatério dos
camundongos submetidos & nebulizacdo ao herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético,
em diferentes intervalos de tempo e concentragoes.

METODOS: Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos divididos em quatro
grupos (n=20): salina, baixa, média e alta concentracdo. Todos os animais foram
expostos as nebulizacbes preconizadas para cada grupo por 15 minutos, em
diferentes intervalos de tempo: 24, 48, 72 e 192 horas. O protocolo de exposi¢cao
contou com duas caixas ligadas a um nebulizador ultrassénico e o focinho de cada
animal foi retirado, ap0s a eutanasia, para a analise histologica.

RESULTADOS: A contagem de mastocitos apresentou valores significativamente
aumentados no grupo alta concentracdo, no intervalo de tempo de 48 horas, quando
comparado ao de 24 horas.

CONCLUSAO: A exposicdo ao herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético pode estar
relacionada ao surgimento de reacdes alérgicas.

Palavras-chave: 2,4-D, Defensivos agricolas, Infiltrado Inflamatério e Mastocitos.
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INTRODUCAO

O aumento das areas agricolas sem o planejamento territorial adequado
fez com que os impactos causados ao meio ambiente, devido ao uso desenfreado
dos herbicidas, também aumentassem, causando intoxica¢des nos individuos, além
de alteracBes em seu sistema respiratorio (1). Os defensivos agricolas sdo capazes
de provocar danos e irritacbes nas vias aéreas, tornando-as sensiveis diante de
agentes que causam alergias e inflamacoes (2).

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi o primeiro herbicida seletivo
desenvolvido no ano de 1940 e por ser uma auxina sintética, provoca distarbios nos
vegetais. Os diferentes modos de utilizacdo do herbicida permitem que ele possa
estar presente em diversas matrizes como o ar, a agua e o solo, contaminando
diretamente as pessoas que residem préoximas as areas onde a substancias é
pulverizada (3).

O objetivo do estudo foi analisar o infiltrado inflamatério dos
camundongos submetidos a nebulizacdo ao herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético

(2,4-D), em diferentes intervalos de tempo e concentragdes.

METODOS
Aspectos de natureza ética
O estudo foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

sob o protocolo 2563.

Caracterizacdo da amostra e protocolo de exposicdo ao herbicida acido 2,4-

diclorofenoxiacético
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Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados 80 camundongos
Swiss adultos machos (30-45g), fornecidos pelo Biotério Central da instituicdo de
origem, alojados em gaiolas plasticas coletivas (5 animais por gaiola) medindo
30x16x19 centimetros (cm), a temperatira média de 22 + 2°C, com ciclos de 12
horas de luminosidade, sendo das 07:00 as 19:00 horas (periodo claro) e 19:00 as
07:00 horas (periodo escuro). Todos os animais receberam racdo padrao (Primor®)
e agua ad libitum.

Para a realizacdo dos experimentos, os camundongos foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos (n=20). Para todos 0s grupos, os animais foram
expostos a nebulizacdo por 15 minutos, em diferentes intervalos de tempo: 24, 48,
72 e 192 horas, assim distribuidos:

- GS: Grupo Salina, expostos a nebulizacdo com solucéo de cloreto de
sédio (NaCl);

- GBC: Grupo Baixa Concentracdo de 2,4-D, expostos a nebulizacédo ao
herbicida com 3,71 x 10” gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha);

- GMC: Grupo Média Concentragdo de 2,4-D, expostos a nebulizagdo ao
herbicida com 6,19 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha);

- GAC: Grupo Alta Concentracdo de 2,4-D, expostos a nebulizagdo ao
herbicida com 9,28 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha).

Todas as concentragbes preconizadas para a nebulizacdo do herbicida
2,4-D foram baseadas na bula do defensivo agricola 2,4-D® (Nortox, Parana, Brasil)
e adaptadas ao tamanho das caixas onde os animais foram expostos. O protocolo
de experimentagcdo contou com duas caixas (32 x 24 x 32 cm) cada uma ligada a um

nebulizador ultrassbnico da marca Pulmosonic Star®, onde as diferentes
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concentracdes do herbicida estabelecidas para cada grupo, foram diluidas em 10 mi

de NaCl 0,9% (Figura 1).

Figura 1 — Protocolo de exposi¢ao ao herbicida 2,4-D

No primeiro dia de exposicdo, 80 camundongos foram submetidos a
nebulizacdo com a substancia preconizada para cada grupo (salina ou herbicida),
Apébs 24 horas, 20 animais foram anestesiados, intraperitonealmente, com Tiopental
Sodico na dose de 100 mg/Kg por peso do animal e foram eutanasiados para a
coleta do epitélio nasal. Ap6s 48 horas, 20 animais, que receberam a segunda
nebulizacdo, foram anestesiados e eutanasiados. Os outros 20 animais que
receberam a terceira e Ultima nebulizagdo, apo6s 72 horas, também foram
anestesiados e eutanasiados. Finalmente, apdés 192 horas, os 20 animais que

restaram, também foram anestesiados e eutanasiados.
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Coleta e Andlise do epitélio nasal

AplOs a eutanasia dos animais, o focinho de cada camundongo foi
retirado para a realizacdo da analise histologica, posteriormente, fixados em
formaldeido a 10% e em seguida emblocados em parafina. Os blocos foram
cortados em micrétomo eletrénico na espessura de 5um e corados por Hematoxilina-
Eosina (HE) para a quantificacdo dos leucocitos totais, onde as células coram-se de
roxo e o citoplasma em rosa. Para a quantificacdo dos mastocitos, foi utilizada a
coloracdo de Azul de toluidina, corando as ceélulas na cor azul.

Apos a confeccdo das laminas, foram capturadas imagens em
microscopio com camera acoplada (Leica ICC50 HD) para que fossem analisadas
morfometricamente as imagens obtidas. Utilizou-se o software Image Pro Plus® para
quantificar os mastocitos que estivessem na lamina prépria, em toda extensédo do
corte. Para a avaliacdo do infiltrado inflamatério foi utilizado o meétodo
semiquantitativo proposto por Carnieli et al. (4). Este sistema classifica o infiltrado
inflamatério em score de 1 a 3, sendo: 1 (areas de inflamacdo ocasionais); 2
(inflamacdo em maioria das areas, cercadas por uma camada fina de células) e 3
(maioria das areas inflamadas circundadas por uma camada grossa de células). As
laminas contendo os cortes histoldgicos foram cegadas para que os examinadores

nao soubessem o grupo analisado e, desta forma, emitissem falsos resultados.

Andlise estatistica

Inicialmente, verificou-se a normalidade da distribuicdo dos valores. Para
a analise de normalidade foi utilizado o pacote estatistico Shapiro-Wilk disponivel no
programa R (versdo 3.2.3). Para a analise estatitica dos dados, considerou-se a

presenca de dois fatores (Tempo x Concentracdo). Neste sentido, foi utilizado o
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teste estatistico de analise de variancia de dois fatores (Two-way Anova), disponivel
no programa estatistico Graphpad Prism (Versdo 5.0). Foram considerados

estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram p< 0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a média e o desvio padrao (DP) do peso corpéreo
dos camundongos submetidos a nebulizacdo ao NaCl e ao herbicida 2,4-D, em
diferentes concentracdes e tempos de exposicdo. Nao houve diferenca significativa

entre 0s grupos.

Tabela 1 - Comparacdo do peso corpéreo, media e desvio padrdao dos modelos

experimentais submetidos a exposi¢cao ao NaCl e ao o herbicida 2,4-D.

24h 48h 72h 192h
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
MeédiaztDP MediatDP MédiatDP MediatDP | MediatDP MeédiatDP MediatDP MédiatDP
Salina | 36,3%#5,5 37,1459 32,2434 32,9+3,3 | 32,1458 34,6450 40,0+6,1 44,1446
GBC  380+70 39,172 379+3,1 399+3,0 423+32 444%35 41,519 449421
GMC 423245 435%47 42,0£1,5 43,9+2,2 @ 41,9450 43,5350 @ 40,4+6,1 42,2148
GAC  390+71 39470 34,0s50 35356 39,7/&3,6 42,2%32 39,6%2,3 418+21

No presente estudo, ndo foram verificadas diferencas significantes em
relacdo a avaliacdo do infiltrado inflamatério e a area da mucosa nasal dos
camundongos. A média de mastocitos presentes ha mucosa dos animais apresentou
valores aumentados (p<0,05) no Grupo Alta Concentracao no intervalo de tempo de

48 horas, quando comparado ao de 24 horas (Figura 3 e 4).
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Figura 3 — Média de mastocitos presentes na mucosa nasal dos camundongos

submetidos a nebulizacdo ao NaCl e ao herbicida 2,4-D.
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Figura 4 — Cortes histolégicos da mucosa nasal, para quantificacdo de mastocitos,

em camundongos submetidos a nebulizacdo ao NaCl e ao herbicida acido 2,4-D.

Cortes histol6gicos da mucosa nasal. Em (A, B, C e D) GS exposto ao NaCl nos
intervalos de 24 48, 72 e 192 horas, respectivamente (Azul de toluidina, 100x); em
(F, G, e H) GBC exposto ao herbicida 2,4-D nos intervalos de 24 48, 72 e 192 horas,
respectivamente (Azul de toluidina, 100x); em (I, J, K e L) GMC exposto ao herbicida
2,4-D nos intervalos de 24 48, 72 e 192 horas, respectivamente (Azul de toluidina,
100x) e em (M, N, O e P) GAC exposto ao herbicida 2,4-D nos intervalos de 24 48,

72 e 192 horas, respectivamente (Azul de toluidina, 100x).
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DISCUSSAO

O peso corpéreo dos camundongos nao apresentaram diferencas
significativas entre os grupos, isso se deve ao curto periodo de exposicdo ao
herbicida, que impossibilitou a alteracdo do metabolismo dos animais. Nosso estudo
estd de acordo com o achados encontrados por Uundeger et al. (5), que
submeteram ratos a uma exposicdo durante 28 dias a dois organofosforados e
observou a diminuicdo do peso corporeo dos animais. De acordo com o0s autores, a
diminuicdo pode estar relacionada ao tempo de exposicdo e ao aumento das doses
dos defensivos agricolas.

O aumento do numero de mastacitos apresentou significancia no GAC no
intervalo de tempo de 48 horas, quando comparado ao de 24 horas. Nosso estudo
corrobora com os achados de outros autores, que afirmam que o uso de defensivos
agricolas é um dos fatores responsaveis por desencadear o aumento de mastocitos
(mastocitose) (6,7).

Em conclusao, os resultados mostram que a exposi¢do ao herbicida acido

2,4-diclorofenoxiacético pode estar relacionada ao surgimento de reacfes alérgicas.
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