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RESUMO

Um dos herbicidas mais comumente usados na agricultura é o acido 2,4 diclorofenoxiacético,
seu uso indiscriminado tem gerado aumento da poluicdo das &guas, causando grandes
preocupacBes ambientais. O objetivo do presente estudo foi determinar os efeitos toxicoldgicos
do herbicida 2,4-D em juvenis de Rhamdia quelen (jundid). Para tal, 96 exemplares de Rhamdia
quelen foram submetidos a um teste agudo (96h) de exposicdo ao herbicida 2,4 D nas
concentragdes crescentes de 0,0; 15; 30 e 45 mg/L. Para cada concentracdo foram feitas 4
réplicas, com 6 exemplares cada. Ap6s 96 horas, os animais foram pesados, medidos e
anestesiados para a coleta de sangue para as analises hematologicas, sendo quantificados: o
numero de eritrocitos, leucdcitos, trombdcitos e mondcitos. Em seguida, os animais foram
eutanasiados e laparatomizados para a coleta dos musculos e figados destinados as analises
histomorfométricas e bioquimicas. Para histomorfometria, figado e musculo foram isolados
limpos e pesados sendo submetidos a técnicas histoldgicas de rotina, corados e avaliados quanto
ao Indice hepatossomatico (IHS) e Fator de condicdo (FC). Um fragmento hepatico, foi
destinado andlise enzimatica da LPO, AChE e PT. As analises hematoldgicas mostraram que
0 2,4-D provoca alteracdo no numero de leucocitos, mondcitos e trombaocitos, em todas as
concentragcdes em comparacao ao grupo controle (ndo exposto). Ja o valor médio de eritrocitos
foi de 1,6x10%uLt. O 2,4-D nédo alterou significativamente o didmetro das fibras musculares
(p<0,05), porém o herbicida nas concentragdes de 30 e 45mg/L reduziu e aumentou,
respectivamente, o nimero de hepatdcitos quando comparado ao grupo controle (ndo exposto).
A atividade da LPO hepéatica ndo foi alterada pelo 2,4-D em nenhuma concentracao utilizadas.
Similarmente, ndo foi evidenciada inibi¢do da atividade da Acetilcolinesterase (AChE) hepética
nos animais expostos ao 2,4-D (p<0,05). Todavia, nas concentragdes de 30 e 45mg/L do 2,4-D
foi observada reducéo da proteina total. As alterac6es encontradas em Rhamdia quelen expostos
a 2,4-D indicam que, agudamente a exposi¢do ao herbicida promove principalmente danos
hepaticos e hematolégicos, indicando maior vulnerabilidade destes tecidos ao herbicida a curto
prazo. E provéavel que a exposicdo cronica possa elevar o dano e provocar maiores alteragdes
em outros tecidos. Os resultados obtidos neste trabalho servirdo de subsidios para novas
pesquisas com ensaios toxicoldgicos com o herbicida 2,4-D, e irdo auxiliar na compreensao dos
comportamentos morfomeétricos, histologicos, hematologicos e bioquimicos para os juvenis da
especie Rhamdia quelen, expostos a uma contaminacao aguda pelo herbicida 2,4-D.

Palavras-chave: Jundid, histologia, hematologia, lipoperoxidagédo, Acetilcolinesterase



ABSTRACT

One of the herbicides most commonly used in agriculture is 2,4 dichlorophenoxyacetic acid, its
indiscriminate use has generated an increase in water pollution, causing great environmental
concerns. The objective of the present study was to determine the toxicological effects of the
herbicide 2,4-D in juveniles of Rhamdia quelen (jundid). To this end, 96 specimens of Rhamdia
quelen were subjected to an acute test (96h) of exposure to the 2.4 D herbicide at increasing
concentrations of 0.0; 15; 30 and 45 mg / L. For each concentration, 4 replicates were made,
with 6 specimens each. After 96 hours, the animals were weighed, measured and anesthetized
for blood collection for hematological analysis, beingquantified: the number of erythrocytes,
leukocytes, thrombocytes and monocytes. Then, the animals were euthanized and
laparatomized to collect the muscles and livers for histomorphometric and biochemical
analyzes. For histomorphometry, liver and muscle were isolated clean and weighed and
submitted to routine histological techniques, stained and evaluated for the hepatosomatic index
(IHS) and condition factor (HR). A liver fragment was used for enzymatic analysis of LPO,
AChE and PT. Hematological analyzes showed that 2,4-D causes changes in the number of
leukocytes, monocytes and thrombocytes, in all concentrations compared to the control group
(not exposed). The mean value of erythrocytes was 1.6x106puL-1. 2,4-D did not significantly
change the diameter of muscle fibers (p<0.05), but the herbicide at concentrations of 30 and
45mg / L reduced and increased, respectively, the number of hepatocytes when compared to
the control group (not exposed). The activity of hepatic OLP was not altered by 2,4-D at any
concentration used. Similarly, there was no evidence of inhibition of hepatic
acetylcholinesterase (AChE) activity in animals exposed to 2,4-D (p<0.05). However, at
concentrations of 30 and 45 mg/L of 2,4-D, a reduction in total protein was observed. The
changes found in Rhamdia quelen exposed to 2,4-D indicate that, acutely, exposure to the
herbicide mainly promotes liver and hematological damage, indicating greater vulnerability of
these tissues to the herbicide in the short term. Chronic exposure is likely to increase damage
and cause further changes in other tissues. The results obtained in this work will serve as
subsidies for further research with toxicological tests with the herbicide 2,4-D, and will assist
in the understanding of morphometric, histological, hematological and biochemical behaviors
for juveniles of the species Rhamdia quelen, exposed to acute contamination by the 2,4-D
herbicide.

Keywords: Jundid, histology, hematology, lipoperoxidation, acetylcholinesterase
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1. Introducéo Geral

Os agrotoxicos tem sido formulados para eliminar algumas formas de vida, sobretudo
aquelas que causam prejuizo as culturas agricolas, diminuindo a eficiéncia da producéo,
entretanto, sdo 0s contaminantes aquaticos mais perigosos decorrentes das atividades
antropogénicas. O uso indiscriminado destes agrotoxicos frequentemente atinge espécies nao
alvo de modo letal, reduzindo a biodiversidade e contribuindo para um desequilibrio ambiental.
Estes compostos quimicos provocam impactos em varios niveis de organizacdo, incluindo
molecular, tecidos, 6rgdos, individuos, populacGes e comunidades (GRISOLIA, 2005). Os
agrotoxicos sdo encontrados em todo ambiente, incluindo solo, vegetacdo e no meio aquatico
em doses letais ou sub-letais. Neste sentido, é frequente a presenca de agrotdxicos em lencois
freaticos e rios, nos quais podendo provocar alteracGes estruturais e fisioldgicas nos organismos
vivos, em especial nos peixes. No entanto, a dindmica dos agrotdxicos no meio ambiente é
variadas, pois depende de suas propriedades fisico-quimicas, das caracteristicas do solo,
condicdes climéticas e ambientais (REBELO; CALDAS, 2014).

Dentre os agrotoxicos se destaca o herbicida 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético)
pertence ao grupo dos quimicos fenoxiacéticos, que tem atuacdo semelhante ao das auxinas
sintéticas, sendo classificado como um herbicida hormonal eficaz no controle de plantas
daninhas da classe das eudicotiledéneas (SHAW; ARNOLD, 2002). Por ser muito utilizado na
agricultura, o 2,4-D pode apresentar riscos apds sua aplicacdo, ocasionando danos ambientais,
principalmente devido a contaminacdo do solo e de aguas subterraneas, além de ocasionar
problemas em &reas proximas com cultivo de culturas sensiveis a esse produto (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2007; FU et al., 2009). A aplicacdo direta nos corpos d’agua para controle de
macrofitas competidoras, também pode atingir outros organismos aquaticos (SESIN et al.,
2018).

Nos peixes, quando entram em contato com algum contaminante, mudancas ambientais
ou fisioldgicas sdo capazes de promover ajustes bioldgicos, histolégicos e funcionais com o
intuito de minimizar os efeitos advindo do estresse ambiental Tais respostas adaptativas ao
ambiente podem ser primarias, secundarias ou terciarias (BARTON; IWANA, 1991), sendo a
magnitude dos efeitos nos organismos aquaticos, avaliados pela mortalidade (efeito letal), por
alteracGes no crescimento, patoldgico, bioquimico e fisioldgico (efeitos subletais), essas
alteracGes caracterizam o efeito téxico (WHO, 1993). Em virtude disso, 0s peixes tém sido

amplamente utilizados como modelos experimentais, em avaliagdes de estudos toxicologicos.
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Além dos peixes 0s organismos-testes podem ser também algas, microcrustaceos,

microrganismos, entre outros organismos aquaticos (COSTA et al., 2008).

Entre os peixes de 4gua doce neotropicais, a espécie Rhamdia. quelen € um Siluriforme,
encontrado desde o centro da Argentina até o sul do México, e foi utilizado como modelo na
presente andlise. Na regido Sul do Brasil o cultivo em cativeiro desta espécie tem crescido,
principalmente devido a sua reproducdo induzida, apresentar bons resultados e altas taxas de
fecundacdo (GOMES et al., 2000). Por exemplo, Miron et al., (2005) realizou estudo com
Rhamdia quelen para avaliar o potencial tdxico dos herbicidas clomazone, quinclorac e

metsulfuron methyl.

A partir do desenvolvimento de métodos mais sensiveis, que utilizam biomarcadores é
possivel detectar e mensurar concentracfes em niveis vestigiais de contaminantes no ambiente
aquatico (FAWEL; ONG, 2012; ARCHER et al. 2017). Assim, um indicador bioldgico, fornece
evidéncias quando expostos a um agente estressor, essas alteragdes podem ser interpretadas
como um evento adaptativo ndo patogénico, ou como alteragdes de um evento funcional,
dependendo da toxicocinética do contaminante (DECAPRIO, 1993). Deste modo, este trabalho
foi conduzido levando-se em consideracdo os bioindicadores, que sdo comumente utilizados

para fornecer uma resposta dos animais expostos a um determinado contaminante.

Estes indicadores bioldgicos revelam perturbacdes na homeostase do organismo em
resposta a um xenobionte. A homeostase € a capacidade que um organismo tem de manter o
seu meio interno em equilibrio, podendo sofrer alterac6es em decorréncia de fatores biologicos
internos ou externos, portanto € uma excelente ferramenta para avaliar o impacto de
contaminantes quimicos sobre a biota (RODRIGUES et al., 2014).

Outro biomarcador amplamente utilizado é o histoldgico que fornece um diagndstico
dos efeitos agudos e cronicos, provocados por agentes quimicos sobre os peixes (AKAISHI et
al., 2004). Essa ferramenta permite uma avaliacao relativamente rapida, das alteracGes teciduais

em varios 6rgdos dos peixes (JOHNSON et al., 1993).

Por outro lado, a hematologia ¢ um biomarcador essencial da toxicologia, com potencial
para determinar, 0s riscos para salde animal e ambiental, e pode ser integrada a outras ciéncias
para uma avaliagcdo mais completa (EVANS, 2008). A exposi¢do a um contaminante ocasiona
uma série de alteracdes dos constituintes sanguineos, porém as respostas hematoldgicas séo
diferenciadas, de acordo com os estimulos aos quais 0s peixes sao submetidos, assim como
diferencas relacionadas a biologia e ecologia da mesma (SERIANI; RANZANI-PAIVA, 2012).
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Um biomarcador muito importante no processo de avaliacdo toxicologica é o
bioquimico, que tem a capacidade de fornecer respostas importantes a nivel de enzimas, € a
lipoperoxidacdo oxidativa, que € denominada de produtos de danos oxidativo (BARBOSA et
al., 2010, RUSSO; BRACARENSE, 2016). A acetilcolinesterase também é muito importante
no processo de avaliagdo de diversos efeitos primarios no organismo, por apresentar uma
sensibilidade eleva em exposi¢do a organofosforados e carbamatos, sendo muito utilizada em
estudos com peixes ((LIONETTO et al., 2003; SANCHO, CERON, FERRANDO, 2000;
STIEN et al., 1998).

Atualmente existem literaturas sobre os biomarcadores histologicos, hematolégicos,
bioquimicos (avaliacdo de enzimas) para diagndsticos de alteracdes toxicologicas em peixes
teledsteos, no entanto, pouco se conhece sobre a influéncia do estresse por exposic¢do ao 2,4-D
na fisiologia do R. quelen, para as concentracOes utilizadas. Diante deste contexto, este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial toxico do herbicida 2,4-D nos juvenis de Rhamdia quelen

submetidos a diferentes concentracgdes.
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RESUMO

Os agrotoxicos sdo agentes quimicos usados para combater pragas indesejaveis, quando
aplicados em doses excessivas podem atingir ambientes aquéticos e causar danos a biota. O
objetivo do estudo foi avaliar os pardmetros morfométricos, histolégicos e bioquimicos, em
juvenis de Rhamdia quelen (Jundia), submetidos a concentracdes crescentes do herbicida 2,4-
D. Para tal, foi realizado um teste toxicol6gico agudo com duracdo de 96 horas. Os exemplares
(n=96) de R. quelen foram submetidos a concentragdes crescentes do 2,4-D (0,0; 15; 30 e 45
mg/L), sendo para cada concentracdo testadas 4 réplicas, com 6 exemplares cada. Apos 0
término, os animais foram eutanasiados e laparatomizados para a coleta dos musculos e figados
destinados as analises histomorfométricas e bioquimicas. Para histomorfometria, figado e
musculo foram isolados, pesados e fixados em formaldeido 10%, preservados em alcool 70% e
posteriormente submetidos a técnica histoldgica de rotina para inclusdo em parafina. Para
histomorfometria, figado e musculo foram isolados limpos e pesados sendo submetidos a
técnicas histologicas de rotina, corados e avaliados quanto ao Indice hepatossomatico (IHS) e
Fator de condigdo (FC). Um fragmento hepaético, foi destinado andlise enzimatica da LPO,
AChE e PT. A exposicdo ao 2,4-D independente da concentracdo ndo alterou
significativamente o didmetro das fibras musculares (p<0,05), porém nas concentra¢des de 30
e 45mg/L provocou uma reducdo, seguida de um aumentou do numero de hepatdcitos, quando
comparado ao grupo controle (ndo exposto). A atividade da LPO hepatica nao foi alterada pelo
2,4-D em nenhuma concentracdo estudada. Similarmente, ndo foi evidenciado inibicdo da
atividade da Acetilcolinesterase (AChE) hepatica nos animais expostos a 2,4-D (p<0,05).
Todavia, em concentra¢es 30 e 45mg/L do 2,4-D foram observadas redugdes das proteinas
totais. As alteracfes encontradas em Rhamdia quelen expostos a 2,4-D indicam que,
agudamente a exposicdo ao herbicida promove principalmente danos nos figados e proteinas
totais, indicando maior vulnerabilidade destes tecidos e das proteinas a curto prazo. E provavel
que exposicao crénica possa elevar o dano e provocar maiores alteragcdes em outros territorios.
Os resultados obtidos neste trabalho servirdo de subsidios para novas pesquisas com ensaios
toxicoldgicos com o herbicida 2,4-D, e irdo auxiliar na compreensdo dos comportamentos
morfomeétricos, histoldgicos, hematoldgicos e bioquimicos para 0s juvenis da espécie Rhamdia

quelen, expostos a uma contaminacdo aguda pelo herbicida 2,4-D.

Palavras-chave: Jundid, histologia, lipoperoxidacao, acetilcolinesterase.
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ABSTRACT

Pesticides are chemical agents used to combat undesirable pests, when applied in excessive
doses they can reach aquatic environments and cause damage to biota. The objective of the
study was to evaluate the morphometric, histological and biochemical parameters, in juveniles
of Rhamdia quelen (Jundid), submitted to increasing concentrations of the herbicide 2,4-D. To
this end, an acute toxicological test lasting 96 hours was performed. The specimens (n = 96) of
R. quelen were subjected to increasing concentrations of 2,4-D (0,0; 15; 30 and 45 mg / L),
with 4 replicates being tested for each concentration, with 6 specimens each. After completion,
the animals were euthanized and laparatomized for the collection of muscles and livers for
histomorphometric and biochemical analyzes. For histomorphometry, liver and muscle were
isolated, weighed and fixed in 10% formaldehyde, preserved in 70% alcohol and subsequently
subjected to the routine histological technique for inclusion in paraffin. For histomorphometry,
liver and muscle were isolated clean and weighed and submitted to routine histological
techniques, stained and evaluated for the hepatosomatic index (IHS) and condition factor (HR).
A liver fragment was used for enzymatic analysis of LPO, AChE and PT. Exposure to 2,4-D
regardless of concentration did not significantly change the diameter of muscle fibers (p<0.05),
but at concentrations of 30 and 45mg / L it caused a reduction, followed by an increase in the
number of hepatocytes, when compared to the control group (not exposed). The activity of
hepatic OLP was not altered by 2,4-D at any concentration studied. Similarly, there was no
evidence of inhibition of hepatic acetylcholinesterase (AChE) activity in animals exposed to
2,4-D (p<0.05). However, in concentrations 30 and 45mg / L of 2,4-D, reductions in total
proteins were observed. The changes found in Rhamdia quelen exposed to 2,4-D indicate that,
acutely, exposure to the herbicide mainly promotes damage to livers and total proteins,
indicating greater vulnerability of these tissues and proteins in the short term. Chronic exposure
is likely to increase the damage and cause further changes in other territories. The results
obtained in this work will serve as subsidies for further research with toxicological tests with
the herbicide 2,4-D, and will assist in the understanding of morphometric, histological,
hematological and biochemical behaviors for juveniles of the species Rhamdia quelen, exposed

to acute contamination by the 2,4-D herbicide.

Keywords: Jundid, histology, lipoperoxidation, acetylcholinesterase.
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3. Introducéo

Os herbicidas sdo o grupo de agrotoxicos encontrados em maior frequéncia nas aguas
doces brasileiras, por serem aplicados em grandes volumes em areas extensas de cultivo,

podendo ocasionar contaminacdo ambiental em reservatérios hidricos (FRANCO et al., 2016).

Dentre os herbicidas se destaca o acido 2,4-D diclorofenoxiacético, que tem gerado
grandes preocupacgdes quanto aos aspectos ambientais, por ser um agrogquimico utilizado em
grande escala, e por apresentar resisténcia no processo de degradacdo de suas moléculas,
persistindo no ambiente por muito tempo (DIAS et al., 2011). Este herbicida tem sido utilizado

por mais de 60 anos e foi o primeiro a ser comercialmente desenvolvido (SONG, 2014).

A qualidade dos sistemas aquaticos e a saude dos animais, podem ser avaliados através
da ecotoxicologia, que se utiliza de biomarcadores para o estudo da poluicdo ambiental
(MIRANDA, 2006). As avaliagdes possuem cada vez mais nova ferramentas que possibilitam
avaliar os impactos diretos e indiretos dos usos de produtos quimicos nos ecossistemas. A
toxicidade aguda é o efeito que um contaminante provoca em curto prazo, ap6s uma rapida

exposicdo a elevadas concentragfes de um contaminante (NRC 2003).

Os testes de toxicidade séo ferramentas que possibilitam avaliar os impactos diretos e
indiretos do uso de produtos quimicos nos ecossistemas, essas analises sdo indispensaveis no
controle de poluicdo hidrica, pois detectam os efeitos sobre a biota aquética, enquanto as
analises quimicas fornecem apenas dados sobre as substancias quimicas presentes no ambiente
(MASSARO, 2006; RODRIGUES, 2007). Estes testes sdo muito utilizados na ecotoxicologia
aquatica, e seguem padrdes e metodologias estabelecidas por 6rgdos normativos nacionais e
internacionais, como a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), “United States
Environmental Protection Agency” (USEPA), “European Environment Agency” (EEA), entre
outros (SILVA, 2013).

Uma ferramenta muito utilizada para avaliar a exposi¢cdo a um contaminante em
ambientes aquaticos sdo os biomarcadores, que podem ser bioguimicos, celulares, tecidual,
fluidos corporais e parametros comportamentais (MONSERRAT et al. 2007). O figado tem
sido amplamente utilizado como biomarcador histologico, e se destaca em estudos
ecotoxicoldgicos com peixes (PAULINO et al., 2020). Outro biomarcador importante é o

musculo, também utilizado em testes toxicologicos.
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A LPO (Lipoperoxidacdo) tem a capacidade de evidenciar a perda da integridade da
camada lipidica da membrana celular (SAMPAIO & MORAES, 2010), e a AChE, permite a
identificacdo de agentes toxicos através de sua inibicdo, ocasionadas principalmente por
carbamatos e organofosforados (MONSSERRAT et al., 2002).

A espécie utilizada neste estudo é o Rhamdia quelen, conhecido popularmente como
jundia, é um peixe que possui habito noturno e tem preferéncia por locais calmos e profundos
de rios. Sua distribuigdo vai da argentina até o México, & uma espécie endémica da América do
sul e naregido Sul do Brasil seu cultivo é crescente (GOMES et al., 2000). Possui boa adaptacéo
e um bom cultivo, e vem sendo muito utilizada em pesquisas cientificas (BARCELLOS et al.,
2004). Exemplos de estudos toxicoldgicos ja realizados com esta espécie sdo: Avaliacdo do
efeito toxico do farmaco ibuprofeno (OLIVEIRA, 2017), Avaliacao dos efeitos do cadmio sobre
0 metabolismo da espécie (PRETTO, 2008) e efeito do herbicida clomazone para os jundias
(CRESTANI, 2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar, possiveis alteragdes morfométricas e danos
histoldgicos, ocasionados por acdo do herbicida 2,4-D e diagnosticar a sua toxicidade para 0s
juvenis de R. quelen, pois pouco se conhece sobre a influéncia do estresse por exposicao ao 2,4-
D na fisiologia da espécie. Diante deste contexto, este estudo contribui com futuros trabalhos
que visam verificar o potencial toxico do herbicida 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) nas

populacéo de peixes e demais espécies.

4. Materiais e Métodos

4.1. Local
O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura da Universidade Estadual
Oeste do Parand — UNIOESTE/Campus Toledo.

4.2. Peixes

Os exemplares de Jundia (Rhamdia quelen) foram adquiridos em uma piscicultura
comercial da regido, sendo que foram utilizados 96 individuos com peso médio de 17 + 2g, e,
por um periodo de 96 horas, estes peixes foram ambientados e alimentados uma vez por dia
com racdo comercial (40% proteina). Durante este periodo eles ficaram em observacdo a fim

de monitorar as possiveis variacOes (estresse, parasitismo e mortalidade) que pudessem
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interferir negativamente no experimento. Foram monitorados também os valores de
temperatura, pH e oxigénio, 0s quais se mantiveram dentro da normalidade (Tabela 1), para o

cultivo desta espécie.

4.3. Desenho Experimental

Ap0s o periodo de ambientacdo, os peixes foram transferidos para 16 aquarios com um
volume total de 15 litros (L) de &gua cada, a uma densidade de 6 peixes por aquério e sistema
de aeracdo individual. Durante o experimento os peixes foram alimentados uma vez ao dia e a

agua utilizada para o ensaio se manteve com um pH entre 7,1 e 7,9.

A exposicdo ao 2,4-D ocorreu por via hidrica, por um periodo de 96 horas, sendo que
houve troca da dgua e reposi¢cdo das concentracfes ao completar 48 horas de experimento. As
concentragdes do herbicida utilizadas foram em miligramas (mg) por L: 15 mg/L; 30 mg/L e
45 mg/L. A maior concentracdo testada no presente estudo foi previamente utilizada em

estudos com mamiferos. O grupo controle ndo foi exposto ao 2,4-D (0,00 mg/L).

Apbs o téermino do experimento, os animais foram anestesiados com benzocaina
(0,001%) e imediatamente com auxilio de ictiometro e balanga digital foi realizada a biometria,
sendo registrado o tamanho (cm) e peso corporal (g). Em seguida os peixes foram eutanasiados
e laparotomizados para a remocéo dos figados e musculos, que foram limpos e pesados, sendo
posteriormente fixados em formaldeido 10%, durante 24 horas, e em seguida transferido para
0 alcool 70%. Uma porcdo dos figados foram devidamente higienizados com etanol 90 %,
armazenados em tubos do tipo eppendorf de 1,5 mL e destinados imediatamente ao ultrafreezer

(-80 °C) até a homogeneizagdo das amostras para as analises bioquimicas.

4.4. Taxa de Sobrevivéncia

Para o célculo da Taxa de Sobrevivéncia (TS%) dos animais (), empregou-se a seguinte

férmula, conforme proposto por SANTOS et. al, 2007.

Nf x 100

TS (%) = ——-

Onde;:

Nf = ndmero final de individuos
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Ni = nimero inicial de individuos

4.5. Analises Histoldgicas

Para as analises histoldgicas, foram retirados randomicamente, dois peixes por aquario,
e anestesiados com benzocaina (100mg/L), para a realiza¢do da biometria, em seguida os peixes
foram eutanasiados para a coleta dos figados e musculos (porcao média da regido dorsal) foram
fixados em formol 10% por 24 horas, e posteriormente conservados em alcool 70% por 30 dias
(ROCHA et. al., 2010). Apos a fixacdo, as amostras foram desidratadas em concentracdes
crescentes de etanol, desde 70% até etanol absoluto, diafanizadas em xilol, infiltradas e
incluidas em parafina (DA JANSEN, 2014). Em seguida, foram efetuados os cortes transversais
com 6um de espessura com o auxilio de um microtomo Olympus cut 4055. Foram
confeccionadas duas laminas para cada peixe, contendo 10 cortes cada, corados com
hematoxilina-eosina (H&E). Com os dados da biometria foram realizadas as analises
morfométricas (IHS) e (FC). Para as andlises histologicas as imagens foram avaliadas em
microscopio de luz nas objetivas de 4x, 10x, 40x, 100x. Foi Quantificado o numero de
hepatocitos e avaliado o grau de hipertrofia e hiperplasia da musculatura, quantificado o menor
diametro das fibras de acordo com a metodologia de Alami-Durante et al., (2010). Para as
l&minas de musculo, foram quantificadas 200 fibras por lamina conforme descrito em Assis et
al. (2004), por um sistema computadorizado de analise de imagem Image Pro Plus (verséo 4.5,
Media Cybernetics, EUA) e Fiji- ImageJ (https://imagej.net/Fiji) (SCHINDELIN et al., 2012).

4.6. Analises Bioquimicas

Para as analises bioguimicas, foram retirados aleatoriamente, dois peixes por aquario, e
eutanasiados em benzocaina. Em seguida os figados foram coletados, uma porcéo de cada
transferida para tubos eppendorf e acondicionadas em ultrafreezer -80°C. Para o preparo as
amostra foram inicialmente descongeladas e mantidas em gelo, pesadas e homogeneizadas em
tampdo tris-HCI pH 7,0, em seguida a uma temperatura de 4°C foram centrifugadas em
microcentrifuga por um periodo de 12 minutos, em seguida acondicionadas novamente no
ultrafrizzer para realizacdo das analises. A peroxidacdo lipidica (LPO) foi analisada através de
produtos de reacdo, onde foram utilizados o &cido tiobarbitirico com o malondialdeido, a
mensuracdo dos dados ocorreu por espectrofotdbmetro a 535 nm e expresso em nmol de
MDA.mg-1 de proteina (BUEGE & AUST, 1975). Para a determinag&o das proteinas totais, as
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amostras foram diluidas em tampao (1:20) e foi utilizado soro albumina bovina como padréo.
Nos pocos da microplaca foram adicionados 10 pL da amostra e 250 L da solugéo de Bradford

(triplicatas), e a leitura realizada em comprimento de onda de 595 nm (BRADFORD 1976).

Para a analise da Acetilcolinesterase, os figados foram homogeneizados em tampéao
fosfato de potéassio (0,1M, pH 7,5), e centrifugados (20 min), 4°C e o sobrenadante foi retirado
para as analises. A atividade da enzima foi determinada com base no metodo colorimétrico de
Ellman et al. (1961) adaptado para leitura em microplaca, de acordo com Alves Costa et al.
(2007). A absorbancia foi determinada em leitora de microplacas em 415 nm e a atividade da
enzima expressa em nmol DTNB.min.mg prot-t. A concentracdo de proteinas foi determinada
pelo método de Lowry et al. (1951).

4.7. Analises Morfométricas

O indice Hepatossomatico (IHS), foi calculado a partir do peso do figado, de cada
animal, em relacdo ao seu peso total, e expresso em porcentagem. Foi calculado também o fator
de condicdo (FC) dos peixes, que é a relagéo entre o peso dos animais e seu comprimento total.
Ambos os indices foram estimados de acordo com Wootton et al., (1978) seguindo a equacbes

abaixo:

Peso do figado
S = fig x 100

Peso total

Peso do peixe

FC 100

~ Comprimento total

4.8. Analises Estatisticas

Para todos os parametros analisados, foram realizadas analises paramétricas (ANOVA),
seguidas de teste de Tukey, para comparagdo das médias entre 0s grupos. Foram considerados

significativos valores de p<0,05. Os dados foram avaliados por meio do programa estatistico

Sigma Plot 12.0.

5. Resultados e Discussao
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Ao longo do experimento, os parametros fisico-quimicos da &gua se mantiveram
praticamente constantes e dentro das condi¢fes 6timas para a espécie, independente do grau de
concentracdo do 2,4 D (Tabela 1). Em relacdo a temperatura o Rhamdia quelen, possui
capacidade térmica de suportar variac@es entre 15 a 34°C, por isso é considerado como uma
espécie euritérmica (CHIPPARI-GOMES & GOMES, 1999). Ao final do bioensaio 0s grupos
controle e 15mg/L apresentaram TS de 100%. Entretanto, nas concentraces de 30mg/L e
45mg/L do herbicida, a TS foi reduzida para 95,83% (Figura 1). Ndo ha diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,588).

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos parametros fisicos e quimicos da agua, medidos durante
0 periodo de realizacao do ensaio toxicologico de jundid, com diferentes concentracdes de 2,4-
D (0,00mg/L; 15mg/L; 30mg/L e 45mg/L).

Parametros Controle 15mg/L 30mg/L 45mg/L
Tempera{fcr;‘ daggua  535:0,18 23,4+0,15 23,2+0,20 23,6+0,05
pH 7,2240,11 7,5240,03 7,590,01 7,61£0,05

OD (mg/LY) 7,12+0,05 7,13+0,05 714 %0 7,14+ 0
Saturacéo de O (%) 76,9+4,85 80,7£4,75 79,9+0,12 75,243,92

100 - om S - = m

80 -

I Controle
[ 15mg/L
I 50mg/L
60 - [ 45mgiL

40 -

20 -

Taxa de Sobrevivéncia (%)

0 [ L [ L
24 h 48 h 72h 96 h

Figura 1. Taxa de Sobrevivéncia (%), ocorrida nos grupos, submetidos ao 2,4-D, durante o
experimento.
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Os peixes submetidos a biometria apresentara em relacdo aos figados média + desvio
padrdo de 0,18g (x0,05) para o grupo controle; 0,219 (+0,08) para o grupo de 15mg/L; para o
grupo 30mg/L 0,17g (x0,07) e 0,20g (+£0,08) para o grupo de 45 mg/L, ndo apresentando
diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).

O IHS se mostrou uma ferramenta capaz de quantificar o percentual de massa do figado,
ou estoque de energia (glicogénio), em relacdo ao peso corporal (CYRINO et al., 2000). Os
valores médios para o IHS foram de 0,95 (+0,26) para o grupo controle, 1,05 (x0,26) grupo de
15mg/L; 1,22 (+0,45) grupo de 30mg/L e 1,26 (+0,33) grupo de 45mg/L, sem diferencas
significativas para a exposicdo de 96 horas ao 2,4-D (Figura 2A), Néo apresentando diferencas
significativas (p = 0,739), quando comparado ao grupo controle. No entanto, trabalhos
realizados por Salvo et al. (2008), com a espécie Cyprinus carpio, exposta a concentracdes
subletais do organoclorado endosulfan verificaram alteracdes neste mesmo indice evidenciando
a perda de peso dos figados, durante exposi¢cdo ao agente estressor. Para o presente estudo, fica
evidenciado que ndo houve perda de peso significativa nos figados dos peixes, durante o

periodo de exposicéao herbicida 2,4-D, que pudesse resultar em alteracBes neste indice.

O Fator de Condicdo (FC), também ndo apresentou diferencas significativas entre 0s
grupos (p = 0,763) (Figura 2B), sendo que a média para cada grupo analisado foi de 154,68 no
grupo controle, 165,05 no grupo 15mg/L, 145,93 no grupo de 30mg/L e 149,04 no grupo de
45mg/L. Para Figueiredo-Fernandes (2007), quando ocorrem alteracdes neste indice, pode ser
um indicativo de efeitos toxicos nos organismos avaliados. Para a espécie R. quelen, submetida
ao 2,4-D. O periodo em que os peixes foram submetidos as concentragfes crescentes do
herbicida, ndo foi suficiente para registrar uma perda de massa corpérea significativa, por isso

ndo houve diferenca entre 0s grupos para este indice.

Apesar de o IHS e o FC fornecerem dados importantes sobre as condicOes da espécie,
ndo apresentaram diferencas para este trabalho, o que evidencia que a duracéo do experimento
e as concentracdes nao foram suficientes para causar as alterac@es nestes indices. Diante destes
contexto, outras analises se fizeram necessarias para complementar os estudos toxicolégicos

em peixes.
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Figura 2. Médias + erro padrdo para os juvenis de Rhamdia quelen submetidos a diferentes
concentracdes de 2,4-D, durante o periodo de 96 horas. A) indice hepatossomatico (IHS) e B)
Fator de condigéo (FC) (N=8).

Os hepatdcitos (Figura 3A) apresentaram formato poligonal com ndcleo esférico e
centralizado, disposicdo do parénquima hepético constituido pela veia centro lobular (VCL)
circundado por corddes de hepatdcitos e por capilares sinusoides, todas integras para o grupo
controle (ndo exposto ao herbicidas). Para os grupos submetidos a concentracao crescente do
2,4-D, observou-se que, houve redugdo do nimero de hepatocitos (Figura 3), para as diferentes
concentragbes, 0 parénquima estava desorganizado, 0s hepatdcitos apresentavam-se
hipertrofiados com perda da integridade citoplasmatica, o nicleo era visivel e pouco
centralizado resultados semelhantes aos achados histologicos em estudo realizados por
(ROCHA, 2010).
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Figura 3. Fotomicrografia, do figado de Rhamdia quelen expostos a diferentes concentracdes
do 2,4-D. (A) grupo controle, imagem normal do figado, com parénquima hepatico integro com
VCL, corddes de hepatocitos (seta preta) e capilares sinusoides (seta azul), (B) grupo de
15mg/L, (C) grupo de 30 mg/L e (D) grupo de 45 mg/L, imagens com reducdo do nimero de
hepatécitos. HE, objetiva 40x.

Para as imagens histol6gicas dos musculos (Figura 4) é possivel observar por meio de
cortes axiais das fibras musculares, que ndo foram evidenciado atrofia, hipertrofia e mudancas
nas tramas das miofibrilas dos peixes, durante o periodo de exposi¢cdo as concentraces
crescentes do herbicida. No musculo normalmente as fibras tém diametro regular, e acomodam-
se umas as outras tomando cortorno poligonal com angulos arredondados. Frente a um insulto
a fibra muscular esquelética tem capacidades adaptativas, mas a resposta a lesdo basicamente
consiste em necrose e regeneracdo. Nesses processos pode haver atrofia ou hipertrofia das
miofibrilas. (FERREIRA JUNIOR, 2018). O mionucleo é localizado logo abaixo do sarcolema
em fibras normais, e em fibras alteradas a indicagdo primaria e a migracdo do mionucleo para
o centro da miofibra (ROBERTS & RODGER, 2012). As descri¢des correspondem aos achados

para este estudo, indicando que as fibras possuem estruturas histoldgicas integras.
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Figura 4. Fotomicrografia de Corte transversal das fibras musculares de Rhamdia quelen
expostos a diferentes concentracbes do 2,4-D, A) grupo controle, imagem com miofibrilas
integras (setas pretas) e mionucleos (setas azuis); B) grupo de 15mg/L; C) grupo de3 Omg/L e
D) grupo de 45mg/L, estruturas integras para todos os grupos. HE, Objetiva de 40x.

Com relacao aos hepatocitos, observou-se efeitos opostos nas maiores concentragdes do
2,4-D, sendo que na concentracdo de 30mg/L foi observada queda significativa no niumero de
nacleos hepéticos, enquanto na concentracao de 45mg/L, foi registrada elevacdo do niumero de
nucleos hepaticos (Figura 5A). Esta variacdo pode estar ligada aos mecanismos que controlam
a multiplicacéo dos hepatdcitos e consequentemente a uma maior incidéncia de necrose, o que
leva a morte celular e induz o aumento da multiplicacdo dos hepatocitos, proliferacdo
hepatocelular, resultante de qualquer alteracdo patoldgica ou experimental (MILNE, 1909).
Deste modo, o declinio observado no grupo de 30mg/L, se explica pelo fato dos hepatdcitos
serem considerados o primeiro alvo da toxicidade de substancias, o que aumenta a utilizacao
do figado como biomarcador de poluicdo (ZELIKOFF, 1998). Como séo células responsaveis
pelo processo de metabolizacdo de diversas substancias no organismo (MENKE et al. 2011),
com o processo de metabolizacdo do herbicida ocorreu a morte dessas células, o que provocou
reducdo nesta concentracdo comprometendo o funcionamento do 6rgédo, que é responsavel por

converter toxinas em formas inativas. Esse evento é conhecido como comportamento
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quadratico, quando o resultado € mais expressivos em uma dose menor, dose-resposta em forma
de “U” oposto ao esperado, observado para este estudo, onde na concentracdo de 30mg/L, ao
reduzir o numero de hepatocitos ativa o mecanismo de proliferacdo das células, para a
concentracdo mais elevada 45mg/L. Este comportamento ja foi observado em outros estudos
(OLIVEIRA et. al., 2010; ROTILI et. al., 2012).

Na contagem de fibras musculares (Figura 5B), ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos submetidos ao herbicida 2,4-D, em relacdo ao grupo controle. De acordo com
Valentine (2017), na presenca de um agente estressor, as fibras musculares esqueléticas tem
capacidade adaptativa, mas basicamente apresentam como respostas, uma lesdo, necrose e
adaptacdo, sendo que neste processo pode ocorrer atrofia ou hipertrofia das miofibras. O
sistema muscular apresenta varias portas de entrada, dentre estas a via hematogena que carreia
patdgenos, toxinas, células inflamatdrias, autoanticorpos e imunocomplexos. Deste modo, um
processo adaptativo pode ter ocorrido na presenca do 2,4-D, em decorréncia do tempo e das

concentragdes nas quais o peixes foram expostos, o que explicaria os resultados encontrados.

Durante as condi¢fes normais dos animais, ha um balan¢o entre a sintese e degradacéo
do tecido muscular, o que mobiliza as proteinas em um fluxo constante, esse processo é
chamado de turnover proteico, que é responsavel pelo aumento ou consumo (atrofia) do tecido
muscular, isso pode acontecer devido a diminuicdo da taxa de sintese proteica no musculo
(TEIXEIRA et al 2012).

Para este estudo as fibras ndo sofreram danos e o seu tamanho ndo sofreu variagdo. A
média do diametro das fibras musculares para cada grupo foi de (18,86um) para 0 grupo
controle, (18,03um) grupo de 15mg/L, (19,27um) grupo de 30mg/L e (17,67um) grupo de
45mg, se mantendo no tamanho ideal para a fase juvenil da espécie. Os peixes sdo compostos
predominantemente por fibras brancas, estas fibras compreendem mais de 70% da massa
muscular e sdo as que atingem maior diametro de 50 a 100um, esse musculo varia ao longo do
comprimento dos peixes e maior na regido anterior, e menor na regiao posterior proximo
nadadeira caudal (SANGER & STOIBER, 2001).
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Figura 5. Médias + erro padrdo para os juvenis de Rhamdia quelen submetidos a diferentes
concentra¢des de 2,4-D, durante o periodo de 96 horas. A) Numero de hepatdcitos e B) Fibras
musculares letras diferentes acima das barras indicam diferencas (p<0,05; N=8).

Para os peixes submetidos ao herbicida 2,4-D, ndo houve diferenca entre os grupo
(p<0,05) quanto a lipoperoxidacao, o que indica que nao houve reducéo da atividade do sistema
antioxidante e nem aumento da reacdo (Figura 6A), assim o herbicida ndo ocasionou danos a
membrana celular e nem estresse oxidativo. Apesar de serem evidenciadas alteracfes para a
LPO em outros estudos com Rhamdia quelen submetidos aos agrotdxicos metilparation,
glifosato e tebuconazole, onde foi evidenciado aumento das reac¢des oxidativas (FERREIRA et
al., 2010), na presente analiselsso nédo foi registrado. Ha que se destacar que as células possuem
varios mecanismos capazes de diminuir a toxicidade das moléculas toxicas, porém se a
concentracdo das moléculas toxicas saturarem 0s sitios ativos das enzimas, podem ocorrer
injurias, como alteragdes nas atividades enzimaticas (WEISS, 1961), e les6es ao nivel celular
(SHAN & JONES, 1990). As alteraces estruturais e funcionais da membrana, comprometem
0 seu funcionamento, provocando a perda de integridade, permeabilidade e fluidez, podendo
levar a morte celular (SAMPAIO E MORAES, 2010). Para os grupos avaliados nestes estudo,
ficou evidenciado que ndo houve danos quantos a integridade da membrana, o que caracterizou

a auséncia de um evento citotdxico primario.

A Acetilcolinesterase (Figura 6B) ndo sofreu processo inibitorio neste estudo, ndo

apresentou diferengas significativas entre os grupos (p<0,05), no entanto em estudos com outros
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herbicidas clomazone (isooxazolidinone), quincorac (quinoline) e metilsulfuron (sulfonilurea)
em diferentes concentrac6es os jundias (Rhamdia quelen), apresentaram inibicdo da enzima em
resposta a estes compostos. Em estudos com clomazone observou-se inibi¢do da atividade da
enzima no cérebro e no musculo, em todas as concentragdes utilizadas, enquanto o quinclorac
e 0 metilsulfuron aumentaram a atividade no cérebro e diminuiram-na no masculo (MIRON et
al., 2005). Em estudos com O. niloticus, a AChE avaliada em figados de juvenis, foi inibida em

exposicdo ao diazinom (SILVA 2012).

Quando avaliados os niveis de proteinas totais (Figura 6C), verificou-se diferenca entre
0s grupos submetidos ao herbicida (p<0,05), essa alteracdo sugere que outras enzimas nao
avaliadas neste estudo podem ter o seu padréo de atividades alterados. A queda nos niveis de
proteina foram mais expressivas para os grupos de 30 e 45mg/L, podendo indicar diferengas no
ciclo celular, o que provoca uma diminuicdo de células ou do seu volume. Existem trés sistemas
de degradacdo proteica: (1) Proteases célcio ativadas (calpainas ou caspases); (2) Degradacao
lisossomal e (3) Via proteassoma ubiquitina (P-Ub), dependente de ATP. No figado o sistema
lisossomal é predominante e quando ocorre a degradacdo proteica € aumentada, e 0s trés
sistemas estdo envolvidos. No musculo esquelético, esse sistema é responsavel por degradar
apenas as proteinas sarcoplasmaticas, sendo as proteinas miofibrilares degradadas
principalmente via proteassoma-ubiquitina (MENOSSI, 2014), porém, as estratégias
proteoliticas de degradacdo muscular nos peixes ainda s@o poucos conhecidas (WANG et al.
2010).

A reducdo dessas proteinas para os grupos de 30 e 45mg/L, indicam a diminui¢do na
atividade energética nestes grupos, de modo que as alteragdes mostram caréncia nutricional, ja
que sdo marcadores do estado nutricional proteicos, e a queda nos niveis de proteina pode
comprometer o funcionamento do organismo. Este resultado concorda com Sampaio (2012),
que afirma que em ensaios toxicoldgicos a sintese e funcdo dessas proteinas podem ficar
comprometidas, tendo os valores reduzidos, em situacdes de estresse, infeccao/inflamacéo e

doencas hepaticas.
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Figura 6. Médias + erro padrdo para os juvenis de Rhamdia quelen submetidos a diferentes
concentragdes de 2,4-D, durante o periodo de 96 horas. A) Lipoperoxidagdo e B)
Acetilcolinesterase, e C) Proteinas Totais. Letras diferentes indicam diferencas significativas
entre os grupos. (N=8).

6. Concluséao

O efeito agudo de doses crescentes de 2,4 D indica que este agente é capaz de modificar
0 numero de hepatocitos em R. quelen, um fator que pode indicar precoce vulnerabilidade

hepética a efeitos toxicos deste herbicida, com potencial efeitos deletérios a longo prazo.
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O tecido muscular parece ser mais resistente aos efeitos deste agente, visto que nao foi
susceptivel a modificacbes histologicas. Da mesma maneira, as analises Bioquimicas para
avaliacdo das enzimas LPO e AChE ndo apresentaram alteracdes nas diferentes concentractes
utilizadas, porém quando quantificadas as proteinas totais dos figados, as diferencas entre os
grupos foram evidenciadas, o que demonstra que o herbicida provocou danos, sugerindo uma

fragilidade do 6rgéo, em relagéo a dinamica das funcdes bioquimicas.

Desta forma permite-se afirmar que o 2,4-D, provocou estresse agudo nos peixes
submetidos as diferentes concentrac6es, indicando que essas alteracdes podem comprometer a

fisiologia dos peixes e com o tempo pode evoluir para a morte dos individuos.
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RESUMO

O Brasil € o maior consumidor de agrotéxicos do planeta em volume de produtos, o que tem
gerado grandes preocupacdes ambientais. Em contato com a &gua esses agroquimicos podem
provocar graves danos a biota aquéatica. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de
toxicidade aguda do herbicida acido 2,4 diclorofenoxiacético sobre parametros hematologicos,
em juvenis de Rhamdia quelen (siluriforme). Para tal, exemplares (n=96) de R. quelen foram
expostos a concentracGes crescentes do herbicida 2,4-D (0,0; 15; 30 e 45 mg/L) por 96h, sendo
testadas 4 réplicas, com 6 exemplares cada. Apos anestesia foram realizadas coletas de sangue,
para quantificacdo dos eritrocitos leucocitos, mondocitos e trombdcitos. Os resultados
confirmam que o valor médio de eritrécitos da espécie é 1,5 x10%uL™, como registrado na
literatura. Adicionalmente foi encontrada uma reducdo significativa no niumero de eritrécitos,
leucdcitos, mondcitos e trombacitos frente a exposicdo a elevadas das concentragdes de 2,4-D,
indicando forte efeito agudo sobre aspectos hematoldgicos da espécie. A reducdo da linhagem
sanguinea branca e vermelha provocadas precocemente pela exposicdo ao 2,4-D em R. quelen
mostra rapido efeito deletério hematoldgico nesta espécie, 0 que provoca baixa oxigenagdo

tecidual e causa vulnerabilidade imunoldgica.

Palavras-chave: Hematologia, esfregaco, herbicida, siluriforme.
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ABSTRACT

Brazil is the largest consumer of pesticides on the planet in terms of product volume, which has
generated great environmental concerns. In contact with water, these agrochemicals can cause
serious damage to aquatic biota. The objective of the present study was to evaluate the effect
of acute toxicity of the herbicide 2,4 dichlorophenoxyacetic acid on hematological parameters,
in juveniles of Rhamdia quelen. For this, specimens (n = 96) of R. quelen were exposed to
increasing concentrations of the herbicide 2,4-D (0,0; 15; 30 and 45 mg/L) for 96h, being tested
4 replicates, with 6 specimens each. After anesthesia, blood samples were taken, the number of
erythrocytes in the Neubauer chamber and blood smears were made, in which blood cells were
identified after staining with panotic dye. The total erythrocyte count and leukocyte and
thrombocyte differential were evaluated on the slides. Here we confirm that the average
erythrocyte value of the species is 1.6 x106pL-1. Additionally, a significant reduction in the
number of erythrocytes, leukocytes, monocytes and thrombocytes was found in view of the
high exposure of 2,4-D concentrations, indicating a strong acute effect on hematological aspects
of the species. The reduction in the white and red bloodline caused early by exposure to 2,4-D
in R. quelen shows a rapid hematological deleterious effect in this species, which causes low

tissue oxygenation and causes immunological vulnerability.

Keywords: hematology, smear, herbicide, siluriform
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8. Introducéo

Devido a eficacia e o custo beneficio que apresenta, o acido 2,4 diclorofenoxiacetico
tem sido utilizado em larga escala, e tem levantado preocupagdes quanto aos aspectos
ambientais, pois a degradacdo de suas moléculas pode perdurar por muito tempo no ambiente
(DIAS et al., 2011). Este herbicida apresenta persisténcia de curto a médio prazo nos solos,
podendo provocar intoxicacdo em espécies sensiveis (SILVA et al. 2007). Os compostos
quimicos, que desempenham um papel de mimetizadores de auxinas naturais, sdo amplamente
comercializados, pois atuam como horménios importantes para o desenvolvimento e
crescimento das plantas. Quando utilizados em quantidades alteradas, pode causar danos as
plantas e a0 meio ambiente (RODRIGUEZ-SERRANO et al., 2014), principalmente no meio

aquatico, ja que estas concentracdes elevadas podem ser lixiviadas.

O 2,4-D pode apresentar riscos ap0s sua aplicacdo, ocasionando danos ambientais,
principalmente devido a contaminacdo do solo e de &guas subterraneas, além de ocasionar
problemas em areas proximas com cultivo de culturas sensiveis a esse produto (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2007; FU et al., 2009). Estes contaminantes quando atingem a agua, podem ser
monitorados por meio de biomarcadores, que sdo ferramentas que permitem a obtencdo de
respostas adaptativas para os varios parametros biologicos em respostas aos contaminantes
ambientas (PAULINO et al., 2012).

Os eritrocitos de peixes sdo comumente utilizados como biomarcadores para avaliacéo
dos testes toxicoldgicos, essas células por serem nucleadas permitem verificar qualquer leséo
associada ao herbicida (MORON et al., 2006). Similarmente, a contagem diferencial de
leucdcitos circulantes no sangue, esta entre os pardmetros hematoldgicos mais utilizados para
analises de saude animal, visto que estas células possuem importantes acGes imunoldgicas e

auxiliam na descricao das exigéncias homeostaticas (RORIZ et al., 2015).

A espécie escolhida para este estudo é o Rhamdia quelen (jundia), um siluriforme de
habito onivoro, encontrado desde o sul do México até a Argentina (LAZZARI et al., 2006).
Também conhecido como bagre do sul americano (TAVARES-DIAS et al., 2002), esse

teleosteo tem sido muito utilizado em ensaios ecotoxicoldgicos.

Deste modo, este trabalho teve como objetivo avaliar, possiveis alteracdes

hematologicas por agdo do agente herbicida 2,4-D e diagnosticar a sua toxicidade para 0s



47

juvenis de R. quelen, pois pouco se conhece sobre a influéncia do estresse por exposicao ao 2,4-

D na fisiologia da espécie.

9. Materiais e Métodos
9.1. Local

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura da Universidade Estadual
Oeste do Parand — UNIOESTE/Campus Toledo.

9.2. Peixes

Os exemplares de Jundia (Rhamdia quelen) foram adquiridos em uma piscicultura
comercial da regido, sendo que foram utilizados 96 individuos com peso médio de 17 + 2g, e
por um periodo de 96 horas, estes peixes foram ambientados e alimentados uma vez por dia
com racdo comercial (40% proteina). Durante este periodo eles ficaram em observacdo a fim
de monitorar as possiveis variacOes (estresse, parasitismo e mortalidade) que pudessem
interferir negativamente no experimento. Foram monitorados também os valores de
temperatura, pH e oxigénio, os quais se mantiveram dentro da normalidade, para o cultivo desta

especie.
9.3. Desenho Experimental

Ap0s o periodo de ambientacdo, os peixes foram transferidos para 16 aquarios com um
volume total de 15 litros de dgua cada, a uma densidade de 6 peixes por aquario e sistema de
aeracdo individual. Durante o experimento os peixes foram alimentados uma vez ao dia e a agua

utilizada para o ensaio se manteve com um pH entre 7,1 e 7,9.

A exposicao ao 2,4-D ocorreu por via hidrica, por um periodo de 96 horas, sendo que
houve troca da dgua e reposicdo das concentracdes ao completar 48 horas de experimento. As
concentragdes do herbicida utilizadas foram: 15 mg/L; 30 mg/L e 45 mg/L (sendo esta ultima
a concentracdo ja utilizada em estudos com mamiferos) e 0,00 mg/L (grupo controle Apds o
término do experimento, os animais foram anestesiados com benzocaina (0,001%), para
realizacdo da biometria (medicdo e pesagem) com auxilio de ictibmetro e balanca digital. O
sangue foi coletado através de puncédo da veia caudal, para contagem do numero de eritrocitos

e confeccdo de esfregagos sanguineos, e imediatamente os peixes foram eutanasiados.
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9.4. Analises Hematoldgicas

Para as analises sanguineas, foram selecionados aleatoriamente, dois peixes por aquario,
que foram anestesiados com benzocaina e o sangue coletado por puncdo caudal, com seringas
descartaveis de 1,0mL e agulha de 0,45x13mm contendo EDTA a 5%. Ap0s a coleta foram
confeccionados os esfregacos sanguineos, sendo produzidas duas laminas para cada peixe, em
seguida foi realizada a diluicdo de uma porcdo de sangue, em solucdo de liquido de Hayem
(1:200), para contagem de eritrocitos em cdmara de Neubauer. Os esfregacos sanguineos, foram
corados, pelo método panético rapido, metodologia estabelecida por Romanowsky (Keebler &
Somrak, 1993), e utilizados para contagem diferencial de leucocitos (neutrofilos, linfocitos,
monocitos) e trombdcitos, sendo os resultados expressos em nimero por pL. Para os calculos

utilizou-se as seguintes formulas:

o n n.Trombdcitos x n. Eritrdcitos
Leucocitos | —

uL 2000 eritrdcitos

. n n. Leucdcitos x n. Eritrdcitos
Trombbécitos (— ) =

uL 2000 eritrdcitos

9.5. Andlises Estatisticas

Para todos os parametros analisados, foram realizadas analises ndo paramétricas
(Kruskall-Wallis), seguidas de Teste de Dunn’s, para compara¢do das medianas entre 0s grupos
experimentais. Foram considerados significativos valores de p<0,05. Os dados foram avaliados

por meio do programa estatistico Sigma Plot 12.0.

10. Resultados e Discussao

Ao longo do experimento, os parametros fisico-quimicos da agua se mantiveram
praticamente constantes e dentro das condiges dtimas para a espécie, independente do grau de
concentracdo do 2,4 D. Em relacdo a temperatura o Rhamdia quelen, possui capacidade térmica
de suportar variacdes entre 15 a 34°C, por isso € considerado como uma espécie euritérmica
(CHIPPARI-GOMES & GOMES, 1999). Ao final do bioensaio 0s grupos controle e 15mg/L

apresentaram TS de 100%. Entretanto, nas concentracfes de 30mg/L e 45mg/L do herbicida, a
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TS foi reduzida para 95,83%. Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
(p=0,588).

As células sanguineas quantificadas para este estudo foram: eritrdcitos, leucocitos,
linfocitos, neutrofilos, mondcitos e trombdcitos. Eritrocitos (Figura 7A), com forma
predominante eliptica, com o ndcleo também eliptico localizado centralmente; Leucdcitos
(Figura 7B), sdo células grandes que apresentam grande nucleo circular; Linfécitos (Figura
7C), células arredondadas, apresentado tamanho pequeno e projecOes citoplasmaticas;
Neutréfilos (Figura 7D) sdo células arredondadas, com ndcleo irregular; Mondcitos (Figura E)
sdo células maiores que os linfdcitos, com citoplasma grande, o nucleo é variado e Trombacitos
(Figura 7F), séo células que variam de eliptico-alongado até ameboide (TAVARES-DIAS et.
al., 2002; SILVA 2012; ). Neste estudo as células de defesa organica mais frequente nas

extensdes sanguineas foram os leucdcitos e linfécitos.

A v s L ot R, |

Figura 7. Fotomicrografia das células sanguineas de Rhamdia quelen expostos a diferentes
concentracdes do 2,4-D. A) Eritrocitos, B) Leucdcitos, C) Linfdcitos, D) Neutrofilos, E)
Mondcitos e F) Trombocitos. Panético, Objetiva de 100x.
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Tabela 2: Valores dos parametros sanguineos, em 1° e 2° quartil, mediana, minimo e maximo,
obtidos nos diferentes tratamentos com 2,4-D, aplicados aos juvenis de Rhamdia quelen.

—— v Py bei 6t Eritrocitos
Grupos Linfdcitos Mondcitos Neutrofilos Leucocitos  Tromboticos

) o) (LY (L) (L) (10%/uL)
1°e?2° 108629 0 0 112466 4427 280961
quartil 187609 1086 1131 188379 12225 309591
Mediana 125670 0 518 126293 6116 293548
Controle ——
Minimo 32047 0 0 33210 680 162000
e
Maximo 225063 2251 7408 225064 17442 345000
1°e?2° 67192 0 494 69600 2514 171633
quartil 116347 830 2551 121758 8462 178937
Mediana 91508 531 1844 93376 4995 174183
15mg/L —
Minimo 43800 0 0 46105 1221 157000
e
Méaximo 145140 4026 5882 137655 10174 236000
1°e2° 40125 0 562 42003 1127 164732
quartil 90770 1232 2386 94862 5190 170000
Mediana 62199 0 1346 65303 2580 166038
30mg/L —
Minimo 0 0 0 0 0 139000
e
Maximo 133525 3441 3950 137655 11425 215000
1°e2° 9480 0 99 9786 271 322279
quartil 15133 38 731 15879 778 330159
Mediana 14212 0 273 14761 667 324144
45mg/L —
Minimo 0 0 0 0 0 228000
e
Maximo 30970 393 1290 32260 3145 416000

O numero médios dos eritrécitos (Figura 8A) totais foi 1,5x108uL™, cujo valor é
semelhante ao encontrado para Rhamdia quelen (que foi de 1,5x10%uLt), por Kavamoto et. al.,
(1983). Nestes estudos, os valores médios encontrados para leucdcitos e linfocitos foi de
0,7x108uL, j& para os mondcitos, neutréfilos e trombocitos os valores médios foram inferiores
a 0 (Tabela 2). Quando comparados 0s grupos experimentais, percebe-se que houve diferenca
significativa na concentracdo de eritrécitos, sendo que o controle apresentou a maior
concentragdo média. A queda no nimero de eritrocitos registrada na presenca do 2,4-D, indica
um declinio na oxigenacdo do individuo, tendo em vista que o estresse, provoca hipdxia, e
consequentemente alteracbes morfologicas, como diminuicdo no desenvolvimento e
crescimento, mudancas no comportamento fisioldgico e metabolico em diversas etapas do ciclo
de vida do peixe (MELO, 2008). A reducdo na concentracdo dos eritrécitos, como observada
pode levar a anemia, como sugerido pelo estudo de Seriani et. al. (2014). A anemia em peixes
foi observada para O. niloticus expostos a concentracdo subletal de Quinclorac, um herbicida

mimetizado de auxina (FATHY et al., 2019). A anemia em peixes expostos a herbicidas
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provoca destruicdo dos eritrocitos, disfuncdo osmorregulatoria e a insuficiéncia na atividade
hematopoiética do rim e do baco (MIKULA et al., 2008).

Em relacdo ao numero de leucécitos (Figura 8B), observou-se uma queda nos grupos
submetidos ao 2,4-D, quando comparado ao grupo controle (ndo expostos), com diferenca
significativa. Resultados semelhantes foram registrados em carpa (C. carpi), submetida a
concentracdo de 19,48 mg L de diazinon (organofosforado) por um periodo de 96 horas,
caracterizando o processo de leucopenia (SVOBODA et al., 2001). Em estudos realizados por
Vosyliené (1999), foi observado que a exposicdo continua ao fator de estresse, causou um
decréscimo no numero de leucdcitos, debilitando o sistema imune. A variacdo no nimero de
leucdcitos, indica um processo inflamatério e/ou infeccioso em teledsteos
(YUNISAGUINAGA et al., 2016; CLAUDIANO et al., 2019).
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Figura 8. Resultado da Anélise ndo paramétrica para Eritrécitos (A) e Leucocitos (B) expressos
em mediana, 1° e 2° quartil e minimo e maximo), para juvenis de Rhamdia quelen submetidos
a ensaio toxicolégico com o 2,4 -D. Letras diferentes indicam valores significativamente
diferentes, com um nivel de confianga de p<0,05 (N=8).

De acordo com Barton & lwama (1991) a queda no numero de linfécitos indica uma
situacdo de pds estresse. Uma diminuicdo significativa nas concentracdes de linfocitos foi
verificada neste trabalho, em todas as concentragdes crescentes do 2,4-D, sendo mais expressiva
na de 45mg/L (Figura 9A). Essa queda, ocorre pela redistribui¢do dos linfécitos circulantes
(MAZEAUD et al. 1977, RIINBERK & MOL, 1997). Os linfdocitos atuam no processo de
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defesa do organismo, sobretudo em situacdes de estresse, onde o nimero de células circulantes
diminui. Para os peixes os linfocitos estdo associados ao processo inflamatdrio, na resposta
humoral e também mediada por células frente a diversas situacdes (IWAMA & NAKANISHI,
1996).

Os neutrdfilos, sdo células que atuam diretamente no processo inflamatério, e também
realizam a atividade de fagocitose na maior parte das espécies (AINSWORTH, 1992). Para este
trabalho, se mantiveram elevados nas concentra¢es de 15mg/L e 30mg/L, ja na concentracdo
de 45mg/L houve uma reducéo (Figura 9B), ficando significativamente igual ao grupo controle,
ou seja, mesmo na presenca do agente estressor, as células reestabeleceram a sua producéo
normal. O aumento no numero de neutrofilos, indica o processo de neutrofilia, em decorréncia
da sua migracdo para o compartimento tecidual (diapedese), o que aumenta seu tempo na
circulacdo. Por outro lado, a redugdo no numero de neutrofilos circulantes pode sugerir aumento
do recrutamento desse grupo celular para tecidos que apresentam lesdo focal (HAVIXBECK E

BARREDA, 2015), o que parece ter ocorrido na concentracao de 45 mg/L.
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Figura 9. Resultados da Anéalise ndo paramétrica para Linfdcitos (A) e Neutréfilos (B),
expressos em mediana, 1° e 2° quartil, minimo e méaximo, para Rhamdia quelen, submetidos a
ensaio toxicolégico com o 2,4 -D. Letras diferentes, indicam valores significativamente
diferentes, com um nivel de confianca de p<0,05. (N=8).

Os mondcitos também sdo conhecidos como macrofagos circulantes (HRUBEC &

SMITH 2010) e nos peixes desempenham o papel de primeira célula fagocitica (ELLIS, 1977),
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0 que justifica as respostas obtidas neste trabalho, onde houve declinio na concentracdo mais
elevada, 0 que aponta para a perda na capacidade de defesa do organismo (Figura 10A). Neste
estudo o numero destas células se mantiveram homogéneas para 0 grupo controle e
concentragdes de (15; 30mg/L), porém para a concentracdo mais elevada (45mg/L) houve um
declinio significativo dessas células, deixando 0s peixes com baixa capacidade de reacdo/defesa

ao herbicida.

Apesar de serem células pouco estudadas, nos peixes sabe-se que os trombdcitos (Figura
10B), além de sua influéncia na coagulacao do sangue, podem estar relacionados com o sistema
de defesa envolvido em processo inflamatorio e atividade fagocitaria, como relatado por
Matushima & Mariano (1996). Os trombdcitos atuam com funcéo de defesa, apesar de ndo
serem classificados como leucdcitos, desenvolvem uma fungéo parecida, atuando na defesa em
peixes (GRECCHI et al. 1980; KAJIGA YA et al. 1985; MATUSHIMA & MARIANO 1996).
Neste trabalho, houve uma diminuicdo significativa no numero de trombdcitos, para as
concentragdes mais elevadas, sugerindo uma resposta baixa de defesa do organismo frente a
exposicao ao herbicida 2,4-D (Figura 8B), o que deixa o organismo vulneravel e indica um
desequilibrio hemostatico (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; TAVARES-DIAS;
OLIVEIRA, 2009).
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Figura 10. Resultado da Analise ndo paramétrica para Mondcitos (A) e Tromboticos (B),
expressos em mediana, 1° e 2° quartil, minimo e méaximo, para Rhamdia quelen, submetidos a
ensaio toxicoldgico com o 2,4 —D. Letras diferentes indicam valores significativamente
diferentes, com um nivel de confianca de p<0,05. (N=8).
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11. Conclusao

A analise hematoldgica indica que agudamente o 2,4 D é capaz de reduzir, em especial
0 namero de células da linhagem vermelha e branca no sangue de R. quelen, sendo uma forte
evidéncia do efeito anémico que causa menor disponibilidade de oxigénio aos tecidos e estresse
celular. Finalmente, a queda da linhagem branca, indica profundo efeito supressor imunolégico

que eleva a susceptibilidade da espécie estudada a infecgdes e eventos patoldgicos.
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