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RESUMO

PEREIRA, A. P. C. Efeitos da ingestao do acido 2,4-diclorofenoxiacético sobre
neuronios mioentéricos do duodeno de ratos (Rattus norvegicus). [Ingestion
effects of herbicid 2,4-dichlorophenoxyacetic acid on myenteric neurons of the
duodenum of rats (Rattus norvegicus)]. 2006. 84 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2006.

O acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) € um herbicida amplamente utilizado na
agricultura sendo moderadamente toxico para os seres humanos e demais animais.
Apresenta neurotoxicidade, mas seu mecanismo de agdo no sistema nervoso nao
esta totalmente esclarecido. Ha indicios de que este herbicida atue nos neurdnios
serotoninérgicos e dopaminérgicos de maneira seletiva, mas ndo ha estudos
suficientes para afirmarem sua exata agao sobre o sistema nervoso periférico. Entre
os efeitos advindos da intoxicagdo com 2,4-D estdo manifestacdes gastrointestinais.
O presente trabalho teve como objetivo verificar os efeitos da administracdo do 2,4-
D diluido em agua nos neurénios mioentéricos do duodeno de ratos. Para tanto, 36
ratos (Rattus norvegicus) foram separados em trés grupos (n = 12): controle (C);
tratamento com 2,5 ug/Kg de 2,4-D (B) e tratamento com 5 pg/Kg de 2,4-D (A). Ap6s
15 dias de experimento, os animais foram anestesiados, eutanasiados e seus
duodenos foram retirados. Os neurdnios mioentéricos foram evidenciados por meio
de preparados de membrana corados pelo método de Giemsa e pela técnica de
evidenciacdo neuronal pela acdo da NADH-diaforase. Estes preparados de
membrana foram analisados ao microscopio de luz para contagem dos neurdnios e
através de programa computadorizado de andlise de imagens foi feita a mensuracao
do perfil do corpo celular (PCC) desses neurénios. A analise quantitativa demonstrou

diminuigdo no nimero de neurdnios do duodeno nos animais que receberam 2,4-D,

em ambas as técnicas (p<0,05). Predominaram nos trés grupos de animais



neurdnios de tamanho entre 101 e 300pm?. A incidéncia de neurdnios grandes
(entre 301 e 600 pm?) foi significantemente maior (p<0,05) nos animais tratados com
2,4-D. Os resultados sugerem que o 2,4-D afeta o plexo mioentérico, sendo sua
acao neurotéxica manifestada pela diminuicdo no nimero de neur6nios e aumento

no numero de neurdnios grandes.

Palavras-Chave: Herbicida. Plexo mioentérico. Sistema nervoso. 2,4-D.



ABSTRACT

PEREIRA, A. P. C. Ingestion effects of herbicid 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
on myenteric neurons of the duodenum of rats (Rattus norvegicus). [Efeitos da
ingestdo do acido 2,4-diclorofenoxiaceético sobre neurénios mioentéricos do duodeno
de ratos (Rattus norvegicus)]. 2006. 84 f. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2006.

The 2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) it is a herbicid thoroughly used in the
agriculture and it is poisonous for the human beings and other animals. It presents
neurotoxicity but its action mechanism in the nervous system is not totally known.
There are evidences that herbicid actuate on selective mode in serotoninergics and
dopaminergics neurons, but there isn’t significant studies to prove its discuss action
on the peripheric nervous system. Among the effects succeeding of the intoxication
with 2,4-D are gastrointestinal manifestations. The present work had as objective
verifies the effects of the administration for 15 days of 5 ug and 2,5 ug/Kg of body
weight of 2,4-D diluted in water in the duodenum myenteric neurons of the rats. In
order to do so, 15 rats (Rattus norvegicus) were divided into three groups (n = 12):
controls (C); treatment with 2,5ug/Kg of 2,4-D (B); and treatment with 5ug/Kg of 2,4-
D (A). 15 days later, the animals were anesthetized, killed without pain and your
duodenums were removed. The myenteric neurons were stained employing the
Giemsa and the NADH-diaforase methods by means of whole mounts preparations.
These whole mounts preparations were analyzed in light microscope to count the
neurons and through image analysis software to measured the cellular body profile
(CBP) of these neurons. The quantitative analysis evidenced reduction in the number
of duodenum neurons in animals which received 2,4-D, in both techniques (p<0,05).

Predominated in three groups neurons with size between 101 and 300 pm?Z.

Incidence of big neurons (between 301 e 600 pm?) was significantly higher (p<0,05)



in the treated with 2,4-D. The results suggest that the 2,4-D affect the myenteric
plexus, and its action is expressed by reduction in neurons number and increase in

incidence of big neurons.

Key Words: Herbicid. Myenteric plexus. Nervous system. 2,4-D.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

Os pesticidas sdo largamente utilizados na atualidade. Entre eles, os
herbicidas se destacam na agricultura e no paisagismo, por atuarem na eliminagao
plantas daninhas ou indesejadas. A este grupo pertencem os clorofendis, que
possuem grande representacdo, sendo utilizados em pequenas e grandes

propriedades.

Entre os clorofendis, o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) se destaca pela
facilidade de manipulacdo e aquisicdo. E tido como de baixa a média toxicidade,
sendo necessario o uso de equipamento de seguranca para a sua manipulagao.
Apesar disto, ainda sdo registrados varios casos de intoxicacdo pelo uso,

manipulacdo e armazenamento inadequados desses compostos quimicos.

Poucas informagdes sao relatadas na literatura a respeito do mecanismo de
acao do 2,4-D em animais. Dentre os sintomas descritos pelo envenenamento pelo
2,4-D incluem-se nauseas, vomitos, diarréia, cefaléia, enfraquecimento muscular,

dificuldades respiratorias, bradicardia e suor excessivo, entre outros.

A neurotoxicidade dessa substancia tem sido estudada quase que
exclusivamente ao nivel de Sistema Nervoso Central (SNC), sendo raros os estudos
referentes ao Sistema Nervoso Periférico (SNP). Sabe-se que o0 2,4-D atua somente
em altas doses no SNC, causando alteragcbes nos neurdnios dopaminérgicos e
serotoninérgicos, sugerindo que sua atuacdo neste sistema seja dependente e

seletiva para os neurdnios.
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O trato gastrointestinal € atingido quando ha intoxicagdo oral. Vémitos,
nauseas e diarréia denunciam o efeito desse &cido sobre o 6rgao controlador da
motilidade deste trato, que é o Sistema Nervoso Entérico. Porém, ndo ha dados no
meio cientifico que demonstrem essa informacao, nem a gravidade do efeito do 2,4-

D sobre este sistema.

Tendo em vista a literatura consultada, observamos uma lacuna nos estudos
referentes ao mecanismo de agdo do 2,4-D no Sistema Nervoso Auténomo,
especialmente no que se refere ao SNE. Ja que esta €, provavelmente, uma porgéao
do Sistema Nervoso atingida pela intoxicagao oral, o presente trabalho objetivou o
estudo quantitativo e morfométrico dos efeitos dessa substancia sobre o total de
neurdnios mioentéricos e NADH-diaforase positivos do duodeno de ratos. Para efeito
comparativo, utilizamos duas diferentes técnicas de coloragdo dos neurdnios:

Giemsa e NADH-diaforase.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo procuramos mostrar a morfofisiologia do duodeno, as
caracteristicas do Sistema Nervoso Entérico, com uma atencao especial ao plexo
mioentérico, e caracterizar os efeitos do 2,4-D nas diferentes espécies,

principalmente em ratos.

2.1 MORFOFISIOLOGIA DO DUODENO

O Sistema Digestério, formado nos vertebrados superiores, pelo trato
digestério (cavidade oral, eséfago, estbmago, intestinos delgado e grosso, reto e
anus) e glandulas anexas (glandulas salivares, figado e pancreas) tem por fungéao
retirar dos alimentos ingeridos as moléculas necessarias para o desenvolvimento e

manutengéo do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Particularmente, o duodeno é histologicamente composto por 4 camadas ou
tunicas distintas: a tlnica mucosa, a tela submucosa, a tlnica muscular e a tunica

serosa (GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

2.2 SISTEMA NERVOSO ENTERICO (SNE)

O Sistema Nervoso Autonomo (SNA) compde a parte eferente do Sistema

Nervoso Visceral (SNV). Alguns autores, porém, sugerem que o SNA possua

também fibras aferentes viscerais (MACHADO, 2004).
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O SNE é uma das subdivisbes do Sistema Nervoso Autébnomo (SNA),
juntamente com o Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e o Sistema Nervoso
Parassimpatico (SNPa). E formado, de maneira geral, por dois plexos denominados
plexo mioentérico e plexo submucoso. A organizacao destes plexos é em geral mais
complexa que a dos ganglios do SNS e do SNPa e eles ainda possuem muitos
neurbnios que ndo se ligam diretamente ao Sistema Nervoso Central (SNC)
(MACHADO, 2004). Possui distribuicdo ampla, sendo observado tanto em

invertebrados quanto em vertebrados.

O estudo do desenvolvimento embriolégico do Sistema Nervoso Entérico dos
vertebrados permitiu estabelecer que os precursores neurais e gliais entéricos sao
emigrantes da crista neural. Os niveis da crista de onde as células migram para o
tudo digestério sdo o vagal (somitos 1 a 7) e o sacral (caudal ao somito 28)

(GERSHON et al., 1993).

Os neurbnios entéricos, ao assumirem uma organizagcao ganglionar, sao
revestidos externamente por tecido conjuntivo, o qual separa os ganglios do tecido
muscular circundante. A exclusdo do tecido conjuntivo dos ganglios, em mamiferos,
ocorre durante o desenvolvimento embrionario e se completa apdés o nascimento

(GABELLA, 1982).

Quanto a organizacdo em mamiferos, as formacdes ganglionares sao
predominantes, onde o tamanho e a forma das redes de ganglios e fibras variam em

um mesmo plexo nas diferentes partes do trato alimentar e nas diferentes espécies.
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Neurénios isolados também sao observados em roedores, sendo mais comuns no

jejuno-ileo do que no duodeno, e em animais mais velhos (GABELLA, 1987).

O plexo mioentérico tem localizagdo intramural, constituindo uma rede com
ganglios grandes e pequenos e é continuo por toda circunferéncia do trato
gastrointestinal. Os ganglios mioentéricos variam em tamanho, forma e orientagéo
de espécie para espécie, e de uma parte do trato gastrointestinal para a outra
(FURNESS; COSTA, 1987). Os neurbdnios do plexo mioentérico do duodeno de ratos
se encontra em ganglios distribuidos entre as camadas musculares circular e

longitudinal (FURLAN et al., 1999).

Os géanglios sdo constituidos por diferentes tipos de neurdnios, classificados
de acordo com Dogiel. Nesta classificagdo, os neurbnios sdo agrupados em trés
tipos: neurénios tipo |, constituidos por corpo celular achatado, com forma estrelada
ou angular, células com 4-20 dendritos curtos ou mais e apenas um longo axénio.
Pelo tamanho do axénio, que chega até a musculatura, Dogiel concluiu que estes
eram neurdnios motores; neurbnios tipo Il, constituidos por corpos celulares lisos e
ovais, de forma angular, com 3-10 dendritos e um longo axdnio, sendo classificado
com neurdnio sensitivo; neurdnios tipo Ill, constituidos por corpo celular oval ou
retangular, células com 2-10 dendritos muito curtos, com um longo axdnio
(FURNESS; COSTA, 1987). No trato gastrointestinal de caes, ha a descricdo de que
se encontra apenas neurénios do tipo | no eséfago, porcao proximal do estbmago e
porcao terminal do reto; o tipo | predomina na porcao distal do estémago, no
duodeno e no resto do reto e o tipo Il predomina no jejuno e no ileo. No colén e no

ceco os tipos | e Il sdo aproximadamente iguais numericamente (GABELLA, 1973).
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Os processos envolvidos no mecanismo da digestdo em nivel de trato
gastrointestinal sdo controlados pelo Sistema Nervoso Entérico e, entre esses,
encontra-se a atividade motora controlada pelo plexo mioentérico, (STERNINI, 1988)
no qual, além da acetilcolina e noradrenalina, foram identificados neurotrasmissores
como a serotonina, substancia P, VIP, 6xido nitrico somatostatina, neuropetideo Y

entre outros (BELAI et al., 1988).

InUmeras pesquisas sobre condigcdes de diabetes, envelhecimento, céncer,
entre outras, tém comprovado alteragdes morfoldgicas e quantitativas nos neurdnios
mioentéricos responsabilizando-as, em parte, pelas disfungdes gastrointestinais
presentes (BAKER, 1988; FREGONESI et al., 2001; HERNANDES et al., 2000;
MAREGA, 2002; MELLO et al.,, 1997; ROMANO et al., 1996; SANTER; SOUZA;

FURLAN, 1999; ZANONI et al., 1997).

No diabetes, por exemplo, Vinsons et al. (1989) mencionam que a
degeneracgao e perda neuronal estda associada ao aumento da producao do sorbitol
na via dos poliois e a lesdo de nervos periféricos por alteragdo da
microvascularizacdo. Jessell (1991) comenta que uma das maneiras do neurdnio
reagir a injuria € incrementar os mecanismos de sintese no pericario na tentativa de
compensar ou tentar reparar as lesdes levando, inicialmente, a uma hipertrofia do
corpo celular do neurbnio que, dependendo da intensidade e do nivel da lesao,

evolui para cromatélise e morte celular.
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2.3 ACAO NEUROTOXICA DO ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D)

Nas ultimas décadas, os herbicidas apresentaram um rapido crescimento no
mercado agricola dos pesticidas devido a pratica de monoculturas nas quais o risco

de invasao por ervas daninhas é elevado (MIGUEL et al., 1999).

O acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) é um herbicida sistémico, pré e pos-
emergente, que controla essencialmente ervas de folha larga anuais e algumas
perenes, em culturas de cereais, cana-de-aglcar e pastagens, entre outras. Devido
a sua volatilidade, recomenda-se cuidado na aplicagdo evitando-se periodos de
ventos, mesmo fracos, pois a deriva dos vapores pode atingir quildmetros de

distancia (ALMEIDA; RODRIGUES, 1988).

O 2,4-D é do grupo quimico fenoxilacético e existe em formulagdes contendo
sais de amina mais solUveis em agua, ou derivados de éster solUveis em solventes
organicos. Macroscopicamente, caracteriza-se pela apresentagédo na forma de um

pd branco de odor levemente fendlico (SCHVARTSMAN, 1991).

A exposigao a este herbicida pode ocorrer de varias maneiras. Em se tratando
do ser humano, pode ocorrer durante a manufatura, a formulacédo, o transporte, a
mistura e a aplicacdo do mesmo, ou ainda, pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados. Assim, os praguicidas podem atingir o organismo através das vias

oral, dérmica, respiratéria ou pelas mucosas (ABDOLLAHI, 2004; OLIVEIRA, 1990).
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Doses agudas mostram resultados diferentes das crbénicas e parece ocorrer
uma recuperagao ou estabilizacdo do quadro de alteragdes apds passado um certo

periodo da exposi¢cao (MATTSSON et al., 1997).

Os sintomas de inalagdo do 2,4-D no homem incluem sensagédo de
queimacao na nasofaringe e peito e tontura (ABDOLLAHI, 2004; BRADBERRY et al.,

2000).

Os sintomas pela ingestao deste herbicida pelo homem incluem sensagéo de
queimagao na lingua, na faringe e no eséfago, vémitos, dor abdominal, dor no peito,
gastrite aguda, diarréia e ocasionalmente hemorragia gastrointestinal (BERWICK,
1970; BRADBERRY et al., 2000; ABDOLLAHI, 2004). Em alguns casos ha mengao
de hipotensdo com conseqiéncia do baixo volume intravascular, também
vasodilatacdo e toxicidade miocardica direta. Efeitos neurotdxicos incluem coma,
hipertonia, hiperreflexia, ataxia, nistagmo, miose, alucinagdes, convulsoes,
fasciculacdo e paralisia. Hipoventilagdo nao ocorre frequentemente, mas esta
associada a depressao do Sistema Nervoso Central (SNC). Sintomas miopaticos
incluem perda dos reflexos tendinosos, miotonia e aumento da atividade da creatina
quinase em alguns casos. Outros sintomas clinicos incluem a acidose metabdlica,
faléncia renal, aumento de atividade da aminotransferase, pirexia e hiperventilagao

(BRADBERRY et al., 2000).

Os sintomas e sinais gerais de envenenamento em animais de laboratério
variam com as espécies animais, sendo dose e tempo dependentes. Em estudos

com ratos da linhagem Wistar, ha mencao de diminuigdo na atividade locomotora,
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inducdo de ataxia, sedacao, deficiéncia muscular e dificuldade de respiracao
(OLIVEIRA; PALERMO-NETO, 1993; PAULINO et al., 1996) e foi observado também
o aumento da atividade de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase, lactato desidrogenase (LDH) alkalina fosfatase (AP), amilase,
nivel de creatina e diminuicdo das proteinas totais e nivel de glicose no sangue, e
ainda ha o aumento nos valores de hematécritos (PAULINO et al., 1996) em doses

que variam de 200 a 600 mg/kg de 2,4-D).

Em estudos subcrdnicos realizados em ratos da linhagem Wistar, Charles et
al. (1996) mencionam que o 2,4-D a 300 mg/kg/dia pode provocar diminuicdo do
peso corpéreo, dos niveis de T3 e T4, do peso dos ovarios e testiculos e aumento
no peso do figado e rins, classificando este herbicida como de baixa toxicidade. J&
Paulino et al. (1996) ndo encontram diferencas significativas no peso corpéreo e
utilizando uma concentragédo de 200 ppm por 30 dias, observaram que houve um
aumento na atividade da AST, aumento na concentragdo de albumina e dos valores
hematécritos. Charles et al. (1996), estudando os efeitos subcrdnicos em céaes, por
doses de até 7,5 mg/kg/dia, descreveram que o 2,4-D é de baixa toxicidade para

aquela espécie.

Os mecanismos propostos de toxicidade mais aceitos (BRADBERRY et al.,
2000) sao os que dizem respeito aos efeitos associados a membrana plasmatica, a
interferéncia nas rotas metabdlicas celulares que envolvem a acetil coenzima A
(acetil CoA) e ao desacoplamento da fosforilagdo oxidativa (possivelmente como
uma consequéncia nas rotas metabdlicas celulares que envolvem a acetil CoA ou

sugerindo o rompimento das membranas intracelulares pelo herbicida).
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Os efeitos associados a membrana plasmatica sdo dose dependentes e
explicam em parte a toxicidade causada pelo 2,4-D. Apenas baixas quantidades de
herbicida sdo encontradas nos cérebros de animais experimentalmente tratados com
100 mg/kg de herbicida ou menos, indicando que em baixas concentracdes possui
efeito minimo nas membranas plasmaticas, sem grande comprometimento da
barreira hematoencefalica (ELO; YLITALO, 1977; ELO; YLITALO, 1979). Em
exposicoes a altas doses (250-500 mg/kg) de herbicida, danos seletivos reversiveis
ocorrem na barreira hematoencefalica (BHE) de ratos. Isto compromete a BHE e

permite um acumulo de herbicida no SNC (HERVONEN, 1982).

Herbicidas clorofendis também mostram ruptura nos mecanismos de
transporte da membrana celular. Um importante exemplo é o sistema de transporte
de anions organicos no plexo cordide que facilita a remogdo de anions
potencialmente toxicos (incluindo metabdlitos de neurotransmissores endoégenos e
acidos organicos exogenos) do cérebro para o sangue. Estudos experimentais
demonstraram uma inibicAo competitiva e saturagdo desses sistemas pelos
herbicidas clorofendis (KIM; PRITCHARD, 1993; KIM et al., 1987; 1988). Isso resulta
na acumulacdo no cérebro de ndo somente herbicida, mas também de metabdlitos
de neurotransmissores enddgenos. Como prova deste mecanismo, acido
homovanilico e 5-hidroxi-3-indolacético, metabdlitos dos neurotransmissores
dopamina e serotonina, se acumulam no SNC de ratos ap6s administracao de altas

doses de 2,4-D (KIM et al, 1987; ELO; MACDONALD, 1989).
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Acidos clorofenéis possuem estrutura correlacionada com Aacidos acéticos e
podem formar analogos da acetil CoA in vitro (SASTRY et al., 1995). A formacéo de
alguns analogos tem o potencial de comprometer varias vias metabdlicas celulares
que envolvem a acetil CoA. Por exemplo, analogos podem entrar na via sintética da
acetilcolina (ACh) com subseqlente formacgao de ésteres colinicos (2,4-D-ACh) que
podem atuar como falsos mensageiros colinérgicos nas sinapses muscarinicas e
nicotinicas. Este mecanismo pode causar, em parte, miotonia, uma caracteristica

comum da intoxicacao de animais de laboratério por este herbicida.

Estudos em animais indicam que estes herbicidas podem causar ruptura da
jungdo neuromuscular. Isto pode ocorrer como uma consequéncia da interferéncia
na producdo de acetilcolina pelos efeitos diretos nas membranas plasmaticas,
produzindo canais i6nicos pela falta ou pelo desacoplamento da fosforilagdo

oxidativa, onde o ATP causa distlrbios na regulagdo muscular de Ca?".

A neurotoxicidade é o efeito predominante na inalagdo aguda e na ingestao
oral. As pesquisas que verificam a neurotoxicidade do 2,4-D tém sido voltadas para
analises do SNC e, principalmente, para os efeitos advindos do comprometimento

daquele sistema (EPA, 1987; MATTSSON et al., 1997; SCHVARTSMAN, 1991).

Experiéncias desenvolvidas em laboratério utilizando diferentes dosagens de
2,4-D administradas por via oral, exposicao dérmica e, até mesmo, injecao direta no
SNC relatam desde auséncia de alteragcdes no tecido nervoso, quando em doses
baixas e, em doses mais altas, alteragcbes de neurbnios dopaminérgicos e

serotoninérgicos, sugerindo que a toxicidade do 2,4-D € dose dependente e seletiva
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para os neurénios (BORTOLOZZI et al., 1998 e 2001; CHARLES et al., 1996; COPE
et al., 1970; DUFFARD et al., 1995; ELO; MacDONALD, 1989; GARABRANT;
PHILBERT, 2002; MATTSSON et al., 1997; OLIVEIRA; PALERMO-NETO, 1993;

SCHVARTSMAN, 1991; STEISS et al., 1987).

Oliveira e Palermo-Neto (1995a), estudando a concentracdo do 2,4-D no
organismo pela cromatografia por gas observaram uma concentracao significativa do
herbicida nos tecidos cerebrais e no soro, indicando a acdo do composto naquele
sistema provavelmente pelo déficit de integridade da BHE. Esses mesmo autores em
1989 identificaram que ha uma diminuicdo nos niveis estriatais de serotonina,
aumento dos niveis de 5-hidroxiindoleacético e aumento de serotonina no tronco
encefalico. Esses resultados mostram que o herbicida produz alteragoes
neuroquimicas centrais que sado coerentes com as modificagbes comportamentais
observadas em animais intoxicados pelo 2,4-D. Porém, é possivel que os efeitos
comportamentais do 2,4-D sejam n&o por consequiéncia da sua agdo no SNC, mas

preferivelmente pela agdo n SNP (OLIVEIRA; PALERMO-NETO, 1993).

Em relagdo ao 2,4-D, o mecanismo da neurotoxicidade ainda n&o esta
esclarecido (BORTOLOZZI et al., 2001). Entre os mecanismos propostos para a
acao do 2,4-D no SNC, Elo e MacDonald (1989) sugerem a inibicdo do transporte de
acidos organicos para fora do cérebro com aumento nos niveis de metabdlitos
acidos resultantes da biogénese das aminas. Bradberry et al. (2000) relatam a
ocorréncia de alteracdes na membrana celular do neurénio com desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa e interrupgdo do metabolismo da acetil coenzima A. Bortolozzi

et al. (1998) ressaltam que ocorre aumento nos niveis de serotonina provavelmente
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em funcdo do aumento de sua biossintese, ou por inibicdo da recaptacdo desse
neurotransmissor ou da enzima monoamina oxidase (MAQO). Di Paolo et al. (2001)
sugerem que o 2,4-D pode levar a alteragdes covalentes que afetam a estrutura da
proteina e a atividade bioldgica. Modificagdes na integridade funcional e estrutural
de proteinas nas membranas plasmaticas e das organelas podem disparar
alteracdes no metabolismo energético afetando atividades biolégicas celular como a
sintese de ATP, sinalizacdo, regulacdo de reacbes de biossintese e catabdlica,
transportes de metabdlitos e de ions (PALMEIRA et al., 1997, BRADBERRY et al.,

2000).

Oliveira (1990) cita que os sinais de depressdao em animais gravemente
intoxicados por 2,4-D estejam relacionados a quebra parcial da barreira
hematoencefalica, possivelmente como resultado de danos aos vasos capilares da
mesma pela acumulagéo deste herbicida no encéfalo. O 2,4-D possui uma possivel,
porém discutida, acao téxica sobre os nervos periféricos (SCHVARTSMAN, 1991).
Ha mencgbes na literatura de possiveis neuropatias periféricas com paralisias
completas, ou parciais de membros de animais intoxicados com 2,4-D (OLIVEIRA,
1990), mas essas ocorréncias sdao mais atribuidas aos efeitos miotoxicos do

herbicida do que as provaveis acdes neurotdxicas do mesmo.

Nao ha relatos na literatura a respeito dos efeitos deste herbicida sobre o
Sistema Nervoso Entérico (SNE). Apesar de o trato digestério ser um dos primeiros
a serem impactados pela ingestdo do herbicida, tendo como conseqliéncia sintomas
como vOmitos, nauseas e diarréia, o sistema controlador desses mecanismos (SNE)

nao foi explorado até a recente data. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar os
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efeitos da ingestdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético sobre os neurdnios
mioentéricos do duodeno de ratos (Rattus norvegicus) corados através de duas
técnicas diferentes: a técnica de Giemsa e a técnica de evidenciagdo neuronal pelo
NADH-diaforase, em analises quantitativas e morfométricas. Aceita-se que a técnica
de Giemsa cora todos os neur6nios presentes enquanto a do NADH-diaforase cora

parte dos neurbnios, os que estao mais ativos.
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3 MATERIAL E METODO
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3 MATERIAL E METODO

Foram utilizados 36 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
com 60 dias de idade, oriundos do Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, da Universidade de Sao Paulo.
Os animais foram mantidos em gaiolas com, no maximo, 4 individuos por
gaiola, com ciclo de iluminacao artificial controlado para 12h claro/12h escuro, a uma

temperatura ambiente controlada de 22°C, por um periodo de 15 dias.

Os animais foram pesados ao inicio e ao término do experimento e

constituiram trés grupos com 12 animais em cada grupo como descrito a seguir:

Grupo A: formado por animais que receberam 5,0 ug/kg de peso corpoéreo/dia

de 2,4-D (Sigma®, USA) diluido em 1 ml de 4gua durante 15 dias via gavagem;

Grupo B: formado por animais que receberam 2,5 ug/kg de peso corporal/dia

de 2,4-D (Sigma®, USA) diluido em 1 ml de 4gua durante 15 dias via gavagem;

Grupo C: formado por animais que receberam 1ml de agua sem o 2,4-D via

gavagem.

Todos os animais receberam racao comercial Nuvital e 4gua ad libitum.
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3.1 OBTENGAO DOS SEGMENTOS INTESTINAIS

Ao final dos 15 dias de experimento, os animais foram mantidos em jejum por
12 horas. Posteriormente, foram anestesiados com injecao intravenosa (veia caudal)
de tiopental (40mg/kg de peso corpdreo, Cristalia®, BRA) e submetidos a eutanasia

por incisdo no diafragma e remoc¢ao do coracgao.

O trato gastrointestinal foi retirado apds seccéo ventral longitudinal de cada
animal e o duodeno foi isolado, desde o bulbo duodenal até a flexura duodeno-

jejunal.

Os segmentos duodenais tiveram sua circunferéncia mensurada com régua
milimetrada para posterior comparagao, sendo estes abertos na borda mesentérica e
distendidos para mensuragdo. Os neurénios foram contados e medidos utilizando

duas técnicas diferentes: Giemsa e NADH-diaforase.

3.2 TECNICA DE GIEMSA

O duodeno obtido de cada animal foi lavado em solucéo fisioldgica, distendido
e fixado em solucdo de formaldeido (Sinth®, BRA) em solucdo a 35% (30ml), 15
mililitros de &cido acético glacial (Sinth®, BRA) e 9 gramas de cloreto de sédio

(Sinth®, BRA) em 1 litro de 4gua destilada, de acordo com Barbosa (1978).

Apbs um periodo de fixagdo de 24 horas, os segmentos duodenais obtidos
foram microdissecados ao microscépio Olympus SZ40 com transiluminagdo para

retirada da tdnica mucosa e da tela submucosa, com preservacdo das tunicas
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muscular e serosa. Os preparados de membrana assim obtidos foram corados pelo

método de Giemsa (BARBOSA, 1978), como descrito a seguir.

Para a solucédo corante de pH 6,98, foram utilizado 4 mililitros de solucdo A
(9,078g de Monofostato de &cido de potassio, Sinth® BRA em 1 litro de agua
destilada), 6 mililitros de solugdo B (9,465g de Fosfato de &cido de sédio, Sinth®,
BRA, em 1 litro de agua destilada), 90 mililitros de agua destilada e 20 gotas de
Solucdo Estoque de Giemsa (1g de Azur-eosina de metileno seg Giemsa, Sinth®,

BRA, 54ml de Glicerol Sinth®, BRA e 84ml de Metanol Sinth®, BRA).

Apb6s 24 a 48 horas, os preparados de membranas foram desidratados em
seqliéncia crescente de alcoois, diafanizados por trés imersdées consecutivas em
xilol (Sinth®, BRA) e colocados entre [amina e laminula com resina Permount (Sinth®,
BRA). Para impedir a formagéo de bolhas, as laminas foram mantidas sob peso até

a secagem da resina.

3.3 TECNICA PARA A EVIDENCIACAO DE NEURONIOS NADH-DIAFORASE
POSITIVOS

Para evidenciagdo de neurbnios NADH-diaforase positivos foi realizada

técnica histoquimica de acordo com Gabella (1969), como descrito a seguir.

A solucdo de Krebs (ph 7,3) consistiu de 1,3g de NaHCOj; (Sinth®, BRA),

0,24g de MgCl, . 6H,0 (Sinth®, BRA), 0,44g de KCI (Sinth®, BRA), 0,165g de
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NaH.PO, (Sinth®, BRA), 7,05g de NaCl (Sinth® BRA) e 0,27g de CaCl, (Sinth®,

BRA) em 1 litro de 4gua destilada.

Para meio de incubacao (pH 7,3), foram utilizados 25ml de solucédo estoque
de Nitro Blue Tetrazolium (NBT, solucdo estoque 0,5mg/ml, Sigma®, USA), 25ml de
tampao fosfato de sédio 0,1M(8,17g de NaCl - Sinth®, BRA; 0,36g de NaH,PO, . H,0
- Sinth®, BRA e 1,95 de Na,HPO, . 7H,O - Sinth®, BRA em 1 litro de agua

destilada), 50m| de agua destilada e 0,05g de  NADH (Sigma®, USA).

Cada duodeno coletado foi lavado em solucdo de Krebs e teve uma das
extremidades ligada com fio de sutura para que o segmento fosse preenchido com
quantidade suficiente de solugdo de Krebs, a fim de se obter uma leve distencgéo.
Apoés a ligadura da outra extremidade, os segmentos duodenais foram submetidos a
técnica para evidenciagao neuronal, da seguinte maneira:

- Duas lavagens de 10 minutos cada em solugéo de Krebs (pH 7,3);

- Permeabilizacdo em Krebs contendo Triton X-100 (Sinth®, BRA) a 0,3% por

5 minutos;

- Duas lavagens de 10 minutos em solugéo de Krebs (pH 7,3);

- Imersdao em meio de incubacgao por cerca de 45 minutos;

- Fixacdo em solugao de formol a 10% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3.

Apb6s 24 a 48 horas, os preparados de membranas foram desidratados em
seqliéncia crescente de alcoois, diafanizados por trés imersdées consecutivas em

xilol (Sinth®, BRA) e colocados entre lamina e laminula com resina Permount (Sinth®,
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BRA). Para impedir a formagéo de bolhas, as laminas foram mantidas sob peso até

a secagem da resina.

3.4 DETERMINACAO DA AREA DO PERFIL CELULAR DOS NEURONIOS

MIOENTERICOS

As imagens dos neurbnios mioentéricos foram capturadas por camara de alta
resolucao, transmitidas para microcomputador, e gravadas em compact disc (CD), a

partir das ldminas coradas pelas duas técnicas.

Através do programa de andlise de imagens Image-Pro-Plus 4.5, foi
mensurada a area (um?) de 600 corpos celulares em cada grupo estudado para

cada técnica de evidenciagéo neuronal (Figura 1).
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Figura 1 — Imagem representando o programa Image-Pro-Plus 4.5, onde se encontram
delimitados neur6nios corados pela técnica de Giemsa

3.5 QUANTIFICACAO DOS NEURONIOS MIOENTERICOS

Os corpos celulares dos neurbnios mioentéricos, localizados entre as
camadas de musculo liso: circular interna e longitudinal externa; foram contados em

microscépio de luz Olympus BX40, com objetiva de 40x.

A contagem foi feita por amostragem na regido mesentérica, intermediaria e
antimesentérica, e todos os neurbnios de cada campo foram contados,

considerando-se 0s meios neurénios de um campo e desprezando-se os de outro.
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Em cada segmento de cada animal foram contados vinte campos por regido,

perfazendo um total de 60 campos.

As regides mesentérica, intermediaria e antimesentérica foram determinadas
de acordo com Zanoni et al. (2005), onde o preparado de membrana, ja montado
entre lamina e laminula com resina Permount, é dividido em 6 partes iguais, sendo
as regidbes mais laterais (aquelas relacionadas & borda mesentérica) as
mesentéricas; as centrais sdo correspondentes a regido antimesentérica e as
interpostas entre estas duas correspondem a regiao intermediaria (Figura 2). Esta
técnica foi utilizada para padronizacdo da contagem, onde se obtém uma
distribuicdo mais uniforme da area de coleta de dados, do que naquelas técnicas
onde o preparado de membrana é separado por quadrantes (SOUZA; FURLAN,

2001).

Figura 2 — Imagem representando uma lamina (parte branca) com o preparado de membrana
do duodeno (parte colorida), onde o vermelho representa a regido mesentérica, o
azul representa a regido intermedidria e o amarelo representa a regiao

antimesentérica
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A area do campo do microscépio foi mensurada com uma régua
micrometrada Zeiss, obtendo-se uma area de 13,44 mm? para o total de 60 campos.
Os resultados foram expressos como neurbnios presentes em 13,44mm? de
duodeno analisado. Foram também estabelecidos os neurbnios presentes em cada

uma das trés regides, em uma area total de 4,48 mm? (20 campos).

3.6 TRATAMENTO ESTATISTICO

Todos os dados coletados foram submetidos aos testes estatisticos. Foi
aplicada Analise de Variancia e teste de Tukey para dados morfométricos, e teste de
Kruskal-Whalis para os dados quantitativos. O nivel de significancia adotado foi de

5%.
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4 RESULTADOS

Os dados referentes ao peso dos animais, apresentados na tabela 1
demonstram que ndo houve alteracao no peso corpéreo apos o tratamento com o

2,4-D.

Tabela 1 — Média do peso corporal inicial e final (g) dos grupos de animais intoxicados com 5,0ug/Kg
de peso corporeo de 2,4-D (A), animais intoxicados com 2,5ug/Kg de peso corpéreo de

2,4-D (B) e animais do grupo controle (C).

Grupos
Parametros A B C
Peso inicial 260,67+18,37% 266,67+19,86% 262,34+17,6°
Peso final 287,25+13,97% 290,43+13,54% 290,5+14,24°

Com relagdo a circunferéncia do duodeno, ndo houve diferenga significativa
(P>0,05) entre os grupos estudados (Tabela 2). Este dado indica uma semelhanga

entre os segmentos obtidos, facilitando a comparacao entre os resultados de cada

grupo.
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Tabela 2 — Média da circunferéncia (mm) do duodeno obtida dos grupos de animais intoxicados com
5,0ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (A), animais intoxicados com 2,5ug/Kg de peso

corporeo de 2,4-D (B) e animais do grupo controle (C)

Grupos Circunferéncia (mm)
A 15,17%+1,6
B 16,34%+1,5
C 15,84%+1,3

Em todos os grupos, quando analisados ao microscopio de luz, os neurdnios
mioentéricos, tanto os obtidos pela técnica de Giemsa, quanto os NADH-diaforase
positivos foram evidenciados com seu aspecto tipico em ganglios interligados em
arranjo semelhante a uma rede (Figuras 3 a 8).

Observados com maior aumento, os corpos celulares dos neurdnios contidos
nesses ganglios apresentaram tamanhos variados, ndo demonstrando sinais de

leséo (Figuras 9 a 14).
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Figura 3 — Fotomicrografia de preparado de membrana do
duodeno de rato do grupo C evidenciando ganglios
com neurbnios em seu aspecto tipico. Giemsa.
(objetiva de 10x, barra = 100 um)

100 pm

Figura 4 — Fotomicrografia de preparado de membrana do
duodeno de rato do grupo B evidenciando ganglios
com neurbnios em seu aspecto tipico, sem
alteracdes. Giemsa. (objetiva de 10x, barra = 100

Hm)
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100 pm
—

Figura 5 — Fotomicrografia de preparado de membrana do
duodeno de rato do grupo A evidenciando ganglios
com neurdnios em seu aspecto tipico, sem lesoes.
Giemsa.(objetiva de 10x, barra = 100 pm)

Figura 6 — Fotomicrografia de preparado de membrana do
duodeno de rato do grupo C evidenciando
ganglios com neurbnios mioentéricos NADH-
diaforase positivos com seu aspecto tipico
(objetiva de 10x, barra = 100 um)
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Figura 7 — Fotomicrografia de preparado de membrana do
duodeno de rato do grupo A evidenciando ganglios
com neurbnios mioentéricos NADH-diaforase
positivos semelhantes ao do grupo C, sem lesdes
(figura 6) (objetiva de 10x, barra = 100 um)

Figura 8 — Fotomicrografia de preparado de membrana do
duodeno de rato do grupo B evidenciando ganglios
com neurbnios mioentéricos NADH-diaforase
positivos semelhantes ao do grupo C, ou seja,
sem lesdes (figura 6) (objetiva de 10x, barra = 100
pm)
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Figura 9 - Fotomicrografia de preparado de membrana de
duodeno de rato controle, com maior aumento,

evidenciando neurbnios mioentéricos de tamanhos
variados. Giemsa, (Barra = 10 um).

Figura 10 - Fotomicrografia de preparado de membrana de
duodeno de rato tratado por 15 dias com 2,5 pg/Kg de
peso de 2,4-D diluido em agua, com maior aumento,

evidenciando neurOnios mioentéricos de tamanhos
variados. Giemsa, (Barra = 10 um).
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Figura 11 - Fotomicrografia de preparado de membrana de
duodeno de rato tratado por 15 dias com 5 ug/Kg de
peso de 2,4-D diluido em &gua, com maior aumento,
evidenciando neurdnios mioentéricos de tamanhos
variados. Giemsa, (Barra = 10 pm).

Figura 12 — Fotomicrografia de preparado de membrana
do duodeno de rato do grupo C, com maior
aumento, evidenciando dois ganglios com
neurdnios mioentéricos NADH-diaforase positivos
com perfis de corpo celular variados e aspecto
tipico (objetiva de 40x, barra = 20 um)
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Figura 13 — Fotomicrografia de preparado de membrana do
duodeno de rato do grupo B, com maior aumento,
evidenciando dois ganglios com neurdnios
mioentéricos NADH-diaforase positivos com perfis

de corpo celular variados. (objetiva de 40x, barra =
20 um)

Figura 14 — Fotomicrografia de preparado de membrana
do duodeno de rato do grupo A, com maior
aumento, evidenciando um ganglio com neurénios
mioentéricos NADH-diaforase positivos com perfis

de corpo celular variados (objetiva de 40x, barra =
20 um)
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4.1 ANALISE QUANTITATIVA

Os resultados da quantificagdo dos corpos celulares dos neurdnios corados
pela técnica de Giemsa e pela técnica de evidenciacdo pela NADH-diaforase
presentes em 13,44 mm? (60 campos) encontram-se na tabela 3 e 4
respectivamente. Os dados obtidos nas regides mesentérica, intermediaria e
antimesentérica, os dados referentes a quantificacao dos corpos celulares presentes
em 4,48 mm? (20 campos) encontram-se na tabela 5 e 6. Estes dados demonstram
uma diminuicdo significativa desses neurdnios nos grupos tratados com o 2,4-D em
ambas as técnicas. Pela técnica de Giemsa observamos uma reducao de 18,58% e
13,22% nos grupos tratados com 5,0 e 2,5 ug/Kg de 2,4-D, respectivamente, e pela
técnica da NADH-diaforase essa reducao de 21,98% e 10,47% nos grupos tratados

com 5,0 e 2,5 ug/Kg de 2,4-D.

Tabela 3 — Densidade de neurdnios mioentéricos corados pela técnica de Giemsa (média + desvio
padrio), presentes em 13,44mm?’ de preparado de membrana dos grupos de animais
intoxicados com 5,0ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (A), animais intoxicados com

2,5ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (B) e animais do grupo controle (C)

Grupo Média' de neurénios/Grupo Porcentagem com
(n =6) relacao ao grupo
controle
A 1989+156,3% 82,42
B 2094,3+162,92 86,78
C 2413,2+206,6"

1 Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 4 — Densidade de neurdnios mioentéricos NADH-diaforase positivos (média + desvio padrao)
presentes em 13,44mm® de preparado de membrana dos grupos de animais
intoxicados com 5,0ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (A), animais intoxicados com

2,5u9/Kg de peso corpoéreo de 2,4-D (B) e animais do grupo controle (C)

Grupo Média' de neurénios/Grupo Porcentagem com
(n=6) relacao ao grupo
controle
A 1046+105,25% 78,02
B 1196,67+160,12 89,25
C 1340,67+170,12°

1 Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 5 — Densidade de neurbnios mioentéricos corados pela técnica de Giemsa, nas regides
mesentérica, intermediaria e antimesentérica (média + desvio padrdo) presentes em
4,48 mm?” de preparado de membrana dos grupos de animais intoxicados com 5,0ug/Kg
de peso corpéreo de 2,4-D (A), animais intoxicados com 2,5ug/Kg de peso corpéreo de

2,4-D (B) e animais do grupo controle (C)

Regides Média' de neurénios/Grupo (n = 6)

A B [
Mesentérica 644,3+92,412 675,6+55,5% 794+75,21°
Intermediaria 632,9+87,39° 702,5+72,72 818,1+82,32°
Antimesentérica 711,8+72,12 716,2+64,15% 801,1+79,87°

1 Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 6 — Densidade de neurénios mioentéricos NADH-diaforase positivos nas regides mesentérica,
intermedidria e antimesentérica (média + desvio padrio) presentes em 4,48 mm?® de
preparado de membrana dos grupos de animais intoxicados com 5,0ug/Kg de peso
corporeo de 2,4-D (A), animais intoxicados com 2,5ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D

(B) e animais do grupo controle (C)

Regides Média' de neurénios/Grupo (n = 6)

A B Cc
Mesentérica 375,5+48,14% 388+27,42 460+45,86°
Intermediaria 377,34+45,19° 389+55,13% 459+63,64°
Antimesentérica 393,17+21,12° 419,67+46,1 2% 421 ,67132,59b

1 Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.2 ANALISE MORFOMETRICA

O PPC dos neurbnios corados pela técnica de Giemsa variou entre 77,1 e
524,61 um? no grupo A, entre 72,3 e 517,26 um? no grupo B e entre 68 e 521 um? no
grupo C e o PPC dos neurbnios NADH-diaforase positivos variou entre 72,46 e
630,56 um? no grupo A, entre 83,69 e 579,20 pm? no grupo B e entre 37,36 e 502,85

um? no grupo C (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7 — Média dos perfis (um?) do corpo celular (PCC) dos neurdnios corados pela técnica de
Giemsa no duodeno dos grupos de animais intoxicados com 5,0ug/Kg de peso
corpéreo de 2,4-D (A), animais intoxicados com 2,5ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D

(B) e animais do grupo controle (C)

Grupo Média' do PCC/Grupo
A 251,92+78,17°
B 243,39+66,17°
C 207,14+70,15°

1 Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 8 — Média dos perfis (um?) do corpo celular (PCC) dos neurdnios NADH-diaforase positivos do
duodeno dos grupos de animais intoxicados com 5,0ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D
(A), animais intoxicados com 2,5ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (B) e animais do

grupo controle (C)

Grupo Média' do PCC/Grupo
A 241,04+96,392
B 245,21+99,63%
C 198,90+83,61°

1 Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para os grupos A, B e C, as distribuicdes de freqiéncias de neurbnios
mioentéricos corados pela técnica de Giemsa e dos neurdnios NADH-diaforase
positivos presentes no duodeno, segundo os valores do PPC em intervalos de 100

um?, estdo apresentadas nas tabelas 9 e 10 e nas figuras 15 e 16.
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No grupo C predominaram neurdnios com valores de PPC entre 101 e 300
um? para a técnica de Giemsa, representando 81,9% da freqiiéncia e valores de
PPC entre 101 a 300 pm? para a técnica de evidenciacdo pela acdo da NADH-

diaforase, representando 81,33% da freqiiéncia.

No grupo B, houve um predominio de neurénios com valores de PCC entre
101 e 400 pm? para aqueles corados pela técnica de Giemsa, representando 91,6%
da freqiiéncia e com valores de PCC entre 101 e 400 um? para aqueles
evidenciados pela NADH-diaforase, representando 89,33% da frequéncia

encontrada para aquele grupo.

No grupo A, houve também um predominio de neurénios com valores de PCC
entre 101 e 400 pm? em ambas as técnicas, representando 89,4% da freqiiéncia
dos neurbnios corados pela técnica de Giemsa e 92 % da freqiéncia encontrada

para este grupo pela técnica de evidenciacao pela NADH-diaforase.
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Tabela 9 — FreqUiéncia (%) dos neurdnios mioentéricos corados pela técnica de Giemsa no duodeno
dos grupos de animais intoxicados com 5,0ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (A),
animais intoxicados com 2,5ug/Kg de peso corpoéreo de 2,4-D (B) e animais do grupo

controle (C), segundo o perfil do corpo celular, em intervalos de 100 pm?

PCC (um? Freqiiéncia (%) dos neurdnios/grupo
A B C

0a100 5,1 3,7 6,2
101 a 200 40,1 43 50,6
201 a 300 31,4 30,2 31,3
301 a 400 17,9 18,4 10,1
401 a 500 3,7 3,2 1,46
> 501 1,8 1,5 0,34

TOTAL 100 100 100
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Figura 15 — Gréafico demonstrando a freqiiéncia dos neurbnios mioentéricos corados pela
técnica de Giemsa no duodeno dos grupos de animais intoxicados com
5,0ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (A), animais intoxicados com 2,5u9/Kg
de peso corpoéreo de 2,4-D (B) e animais do grupo controle (C), segundo o

perfil do corpo celular, em intervalos de 100 um®.
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Tabela 10 — FreqUéncia (%) dos neur6nios mioentéricos NADH-diaforase positivos do duodeno dos
grupos de animais intoxicados com 5,0ug/Kg de peso corporeo de 2,4-D (A), animais
intoxicados com 2,5ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (B) e animais do grupo controle

(C), segundo o perfil do corpo celular, em intervalos de 100 pm?

PCC (um? Freqiiéncia (%) dos neurdnios/grupo

A B C
0a100 2 0,84 4,83
101 a 200 39 42 55,83
201 a 300 33,83 29,83 25,5
301 a 400 19,17 17,5 11,67
401 a 500 4,17 8,33 1,83
501 a 600 1,5 1,5 0,34
> 601 0,33 0 0

TOTAL 100 100 100
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Figura 16 — Grafico demonstrando a freqiiéncia dos neurdnios mioentéricos NADH-
diaforase positivos no duodeno dos grupos de animais intoxicados com
5,0ug/Kg de peso corpéreo de 2,4-D (A), animais intoxicados com 2,5u9/Kg
de peso corpoéreo de 2,4-D (B) e animais do grupo controle (C), segundo o

perfil do corpo celular, em intervalos de 100 um®.
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5. DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Em relagcdo ao peso dos animais, ndo foi registrada diferenca significativa
(P>0,05) no peso corporeo dos animais no inicio e término do experimento entre os
grupos A, B e C. Os resultados obtidos em nosso estudo permitiram afirmar que o
2,4-D, nas proporcdes utilizadas, nao alterou o peso corpéreo de ratos Wistar

machos.

Dados diferentes, para diferentes concentragcdes foram obtidos por outros
autores. Em estudos subcrdnicos realizados em ratos da linhagem Wistar, Charles et
al. (1996) mencionam que o 2,4-D a 300 mg/kg/dia pode provocar diminuicdo do
peso corporeo. Em estudos crénicos se tem uma baixa toxicidade do 2,4-D em cées
(CHARLES et al., 1996; HANSEN et al., 1970), relatos de baixa toxicidade para ratos
sem efeitos deletérios para doses de até 1250 ppm (HANSEN et al., 1970), e ha
relatos que acusam uma diminuicdo do peso corpdreo a uma dose de 150 mg/kg/dia

em roedores (CHARLES et al., 1996).

As manifestacées motoras e comportamentais (BRADBERRY et al., 2000;
STEISS et al., 1987) e relatos de neuropatias periféricas apds exposicao ao 2,4-D
(BERWICK, 1970; BORTOLOZZI et al., 1999), tém sido descritas. Contudo, embora
a acao do 2,4-D seja muito estudada em nivel de musculatura esquelética, ha
algumas evidéncias de sua atuacdo no SNC e raras mengbes a sua atuagao no

SNP.
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A analise dos preparados de membrana do duodeno, de ambas as técnicas,
ao microscopio de luz evidenciou o plexo mioentérico com a constituicdo ganglionar
caracteristica j& descrita em outros animais, inclusive em ratos da linhagem Wistar
(ALI; McLELLAND, 1979; GABELLA, 1979; LEAMING; CAUNA, 1961; MOLINARI et
al., 1994; SOUZA; FURLAN, 1999; ZANIN et al., 2001; ZANONI et al., 2005). O
plexo mioentérico teve localizagdo intramural, constituindo uma rede com géanglios
grandes e pequenos e continua por toda circunferéncia do duodenol. Os ganglios
mioentéricos variaram em tamanho, forma e orientacdo, de acordo com a literatura

verificada (FURNESS; COSTA, 1987).

A quantidade de neurbnios mioentéricos variou entre os animais que
receberam ou nado 2,4-D diluido em agua via gavagem. A densidade de neurdnios
presentes em 13,44 mm? de duodeno dos ratos do grupo C pela técnica de Giemsa
foi 2413,2 e pela NADH-diaforase foi 1340,67. Nos ratos que receberam 2,5 ug e 5
ug de 2,4-D, encontramos 1196,67 e 1046 neurdnios/13,44 mm? de duodeno para e
técnica de Giemsa e 2094,3 e 1989 neurdnios/13,44 mm?, respectivamente. Nossos
resultados comprovam que ocorreu uma diminuicao significante (P<0,05) no niumero
de neurdnios mioentéricos do duodeno de ratos tratados com 2,5 e 5 ug 2,4-D
quando comparado com 0s animais do grupo controle, por ambas a técnicas. Pela
técnica de Giemsa observamos uma reducdo de 18,58% e 13,22% nos grupos
tratados com 5,0 e 2,5 ug/Kg de 2,4-D, respectivamente, e pela técnica da NADH-
diaforase essa reducao de 21,98% e 10,47% nos grupos tratados com 5,0 e 2,5
ug/Kg de 2,4-D. Esses resultados sugerem um efeito neurotdxico do 2,4-D sobre os
neurdnios do plexo mioentérico do duodeno de ratos quando administrado via oral

em doses de 2,5 e 5 ng/Kg de peso corporal por um periodo de 15 dias. Outro fator
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importante a ser citado é que a técnica de evidenciacdo neuronal pela NADH-
diaforase cora apenas uma subpopulagdo de neurbnios, ao contrario da técnica de
Giemsa, que permite corar a maior parte (senao o total) da populagdo neuronal. A
esse fato se deve a diferenca entre a densidade neuronal encontrada nas duas

técnicas.

A diminuicdo no numero de neurbnios do plexo mioentérico é descrita para
outras condi¢des experimentais tais como diabetes, envelhecimento, desnutricdo e
cancer (FREGONESI et al., 2001; HERNANDES et al., 2000; MAREGA, 2002;
MELLO et al., 1997; ROMANO et al., 1996; SANTER; BAKER, 1988; SOUZA;
FURLAN, 1999; ZANONI et al., 1997), sugerindo que esses neurdnios também sao

suscetiveis a alteragbes quando submetidos a condi¢cdes adversas a saude.

O mecanismo envolvido no comprometimento do plexo mioentérico nas
referidas condi¢des, apesar de ndo estar totalmente desvendado, tem sido atribuido
ao estresse oxidativo (KYVENHOVEN; MEINDER, 1999) e a redugéo da eficiéncia
dos sistemas antioxidantes (BAYNES, 1991). O estresse pode ser amplificado e
propagado por um ciclo auto-catalitico de estresse metabdlico levando a morte
celular com aumento de espécies reativas ao oxigénio e diminuicao dos mecanismos

antioxidantes (BAYNES, 1991).

O PPC dos neurbnios corados pela técnica de Giemsa variou entre 77,1 e
524,61 um? no grupo A, entre 72,3 e 517,26 um? no grupo B e entre 68 e 521 um? no
grupo C e o PPC dos neurbnios NADH-diaforase positivos variou entre 72,46 e

630,56 um? no grupo A, entre 83,69 e 579,20 pm? no grupo B e entre 37,36 e 502,85
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um? no grupo C. A média da area do PCC dos neurdnios mioentéricos foi diferente
para 0os grupos que receberam ou nédo o 2,4-D (P<0,05). Os animais do grupo
controle apresentaram neur6nios mioentéricos com drea média do PCC igual a
207,14 m? para a técnica de Giemsa e igual a 198,90 m? na técnica de
evidenciagao através da NADH-diaforase. As médias da area do PP dos neurdnios
mioentéricos de ratos que receberam 2,5 ug e 5 ug de 2,4-D nas técnicas e Giemsa
e da NADH-diaforase foram 243,39 m? e 251,92 m? 24521 m°e 241,04 m?

respectivamente.

Esses resultados sugerem que, embora por mecanismos ainda
desconhecidos, o 2,4-D interfere no plexo mioentérico alterando ndo apenas o
namero de neurbnios, mas também propiciando o aumento na incidéncia de

neurdnios com area de PPC maior.

Aumento no tamanho dos neurénios também foi detectado por Souza e Furlan
(2001) no duodeno e por Zanoni et al. (2003) no ileo de ratos diabéticos. O fato das
alteragbes morfolégicas e quantitativas nos neurdnios mioentéricos de ratos
diabéticos estarem relacionadas, em parte, ao estresse oxidativo nos sugere que
essas modificacdes sdo uma forma de resposta do plexo miontérico a injurias
decorrentes do quadro de diabetes. Sendo assim, poderiamos estar inferindo que o
aumento do tamanho dos neurbénios quando comparado a incidéncia nos ratos

controle, seria também uma resposta do plexo mioentérico ao 2,4-D.

Jessell (1991) comenta que uma das formas dos neurdnios responderem a

injuria € aumentar seus polissomas, RNA e a sintese protéica para tentar compensar
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a leséo inicial, condicdo esta que pode levar o pericario a duplicar seu tamanho.
Portanto, no caso do duodeno dos ratos que receberam 2,4-D, os neurénios
poderiam, inicialmente, aumentar de tamanho e, depois, evoluir para cromatdlise e
degeneracdo como assinalado por Jessell (1991) enquanto outros poderiam ainda
diminuir de tamanho caracterizando hipotrofia celular que, segundo Bogliolo (1981),
pode também ser esperada como mecanismo basico de resposta a situacbes de
agressao celular, como por exemplo, na redugdo de nutrientes ou de estimulos
necessarios ao funcionamento dos neurénios, ou seja, 0s neurbnios responderiam
diminuindo o metabolismo como uma forma de adaptacdo e protecdo contra

situagdes adversas.

Schvartsman (1991) ressalta que o 2,4-D é um inibidor, embora moderado, da
fosforilagdo oxidativa. Contudo, inimeras outras agdes tém sido propostas para

justificar a neurotoxicidade, pelo menos em altas doses, do 2,4-D.

Modificagbes na membrana plasmética e de organelas interferindo no
metabolismo energético do neurbnio como a sintese de ATP, regulacéo das reagdes
de biossintese e catabdlicas, transporte de metabdlitos e ions levando, inicialmente
a um aumento do volume do pericario sdo relatadas por Palmeira et al. (1997) como
responsaveis pelos efeitos tdéxicos do 2,4-D. Elo e MacDonald (1989) sugerem que a
neurotoxicidade é devida a inibicado do transporte de acidos organicos para fora do
cérebro com aumento nos niveis de metabdlitos acidos resultantes da biogénese
das aminas. Bradberry et al. (2000) relatam a ocorréncia de alteragdes na membrana
celular do neurdnio com desacoplamento da fosforilagdo oxidativa e interrupgdo do

metabolismo da acetil coenzima A. Aumento nos niveis de serotonina,
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provavelmente em fungcdo do aumento da biossintese, ou por inibicdo da recaptagao
desse neurotransmissor ou, ainda, inibicdo da enzima mono amina oxidase (MAQ)
foi descrito por Bortolozzi et al. (1998) sendo que Fuller (1992) acrescenta que, ao
inibir a MAO, ocorre acumulo das aminas livres no citoplasma do neur6nio facilitando

a autoxidagao.

Di Paolo (2001) sugere que o 2,4-D pode levar a alteracdes covalentes que
afetam a estrutura de proteinas e a atividade bioldgica. Contudo, apesar das
inUmeras pesquisas ja realizadas sobre os efeitos do 2,4-D, principalmente em nivel
do SNC, o mecanismo da neurotoxicidade ainda n&o estd esclarecido
(BORTOLOZZI et al., 2001) sendo que uma possivel agdo toxica sobre os nervos

periféricos ainda € muito discutida (SCHVARTSMAN, 1991).

Por outro lado, deve-se ressaltar que os efeitos tdéxicos do 2,4-D descritos
para o SNC foram observados quando altas doses sdo administradas via oral ou
endovenosamente ou quando pequenas doses sao injetadas diretamente no SNC
(BORTOLOZZI et al., 2001 e 2002; DUFFARD et al., 1995; OLIVEIRA; PALERMO-
NETO, 1993; STEISS et al., 1987;). Os autores comentam que o 2,4-D é incapaz de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) (TYYNELA, 1990), fato este que, sob
nosso ponto de vista, poderia justificar a auséncia de lesdes no tecido nervoso do
SNC por pequenas quantidades de 2,4-D, embora barrado pela BHE, em altas
concentracOes efeitos deléterios sdo descritos quando, entdo, é sugerida ruptura e

danos da BHE (OLIVEIRA; PALERMO-NETO, 1993).
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Os sintomas pela ingestao deste herbicida pelo homem incluem sensagéo de
queimacgao na lingua, na faringe e no eséfago, vémitos, dor abdominal, dor no peito,
gastrite aguda, diarréia e ocasionalmente hemorragia gastrointestinal (ABDOLLAHI,
2004; BERWICK, 1970; BRADBERRY et al., 2000). Esses fatos nos levam a
acreditar que a primeira porcao do Sistema Nervoso a ser atingida pelo 2,4-D seja o
Sistema Nervoso Entérico, ja que os processos envolvidos no trato gastrointestinal

sao controlados por ele (STERNINI, 1988).

Neste sentido, acreditamos que o plexo mioentérico possa ser uma alternativa
para pesquisas sobre 0s mecanismos da neurotoxicidade do 2,4-D. Embora o plexo
mioentérico possua ganglios envoltos por tecido conjuntivo o qual poderia atuar de
forma similar a BHE impedindo que o 2,4-D afetasse neurdnios do plexo mioentérico,
Sternini (1988) comenta que este envoltério exerce mais uma fungédo protetora
contra alteragbes mecanicas decorrentes da contragdo da musculatura lisa

gastrointestinal que poderiam traumatizar o plexo mioentérico.

De fato, pelos nossos resultados, o envoltério conjuntivo dos ganglios no
plexo mioentérico parece nao atuar impedindo a interacdo do 2,4-D com seus
neurdnios ou, se impede a acao, essa funcao estaria também comprometida, haja
vista a degeneracao neuronal observada em nosso experimento com a

administracdo de baixas doses de 2,4-D.
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6 CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES:

Nas condicbes em que nosso experimento foi conduzido podemos concluir
que o 2,4-D quando administrado por via oral diluido em agua via gavagem nas
doses de 5 ug e 2,5 ug/Kg de peso corpédreo por um periodo de 15 dias influencia os
neurénios do plexo mioentérico do duodeno de ratos levando a uma alteragdo dos
neuronal manifestada pelo aumento do perfil do corpo celular e pela diminuicdo na

densidade dos neurbnios mioentéricos.
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