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Avaliagdo dos componentes sanguineos de camundongos
submetidos a exposi¢do ao herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético

Em decorréncia do elevado crescimento demogréfico, aumentou-se a produgdo de alimentos e, consequentemente, o uso de agrotoxicos na agricultura. O
herbicida 2,4-diclorofenoxiacético € um acido usado para combater ervas daninhas em varios tipos de culturas agricolas. No entanto, o uso indevido do mesmo
pode ter um impacto negativo na saude humana. Os pardmetros hematoldgicos refletem mudangas sofridas pelo organismo e se modificam rapidamente devido
ao uso de herbicidas. O objetivo deste estudo foi analisar os componentes sanguineos de camundongos submetidos a aerossolizagdo do herbicida acido 2,4-
diclorofenoxiacético em diferentes intervalos de tempo e concentragdes. Oitenta camundongos Seis machos foram divididos em quatro grupos (n = 20): salina,
baixa, média e alta concentragdo. Todos os animais foram expostos a aerossolizagdo pré-definida para cada grupo durante 15 minutos, em diferentes intervalos
de tempo: 24, 48, 72 e 192 horas. As amostras de sangue foram coletada por pungdo intracardiaca e o material, posteriormente processado em um analisador
hematoldgico. Todos os animais do grupo de baixa concentragdo apresentaram microcitose e hipocromia no intervalo de tempo de 72 horas; eosinofilia e linfocitose
em 48 horas. A neutrofilia foi observada no grupo de alta concentragdo durante o intervalo de 192 horas. Em conclusdo observamos que, apesar das alteragdes
nos valores hematoldgicos, o herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético ndo pode ser considerado dose e tempo-dependentes.

Palavras-chave: Palav2,4-D; AlteragGes hematoldgicas; Processo inflamatdrio.ra; Palavra; Palavra.

Evaluation of the components of the blood of mice submitted to
exposure to herbicide 2,4-dichlorophenoxyactic acid

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

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

O herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é utilizado no controle de ervas daninhas e por ser
uma auxina sintética, provoca disturbios nos vegetais, inibindo o crescimento das plantas (MACHI et al., 2014;
AMARANTE JUNIOR et al., 2003). O exame hematoldgico é utilizado para fins analiticos e seus parametros
sdo capazes de refletirem as alteracGes sofridas pelo corpo e por responderem, de maneira rdpida, as
mudangas em decorréncia da utilizacdo de defensivos agricolas (ATAMANALP et al., 2002).

Assim sendo, no presente estudo, utilizou-se o herbicida 2,4-D em decorréncia de sua grande
utilizagdo no Oeste do Estado de S3o Paulo, na cultura da cana-de-agucar, além de seu crescente uso de
forma indiscriminada em diversas regides do planeta. Para isso, foi utilizada sua dose de exposi¢do real no
campo, de acordo com a bula do agroquimico, com o intuito de observar as alteracées no hemograma, pois
os resultados obtidos podem ser utilizados para ajudarem na compreensao da interacdo dessa substancia
com o organismo humano. O objetivo do estudo foi analisar os componentes sanguineos de camundongos
submetidos a nebulizagdo ao herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), em diferentes intervalos de

tempo e concentragdes.

MATERIAIS E METODOS
Aspectos de natureza ética

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do

Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil, pelo protocolo de nimero 2563.

Caracteriza¢ao da amostra

Oitenta camundongos Swiss adultos machos (30 — 45 g) foram fornecidos pelo Biotério Central da
UNOESTE e alojados no Biotério Experimental da mesma Universidade. Durante o experimento, os animais
foram alojados em gaiolas de polipropileno (30cm x 16cm x 19cm) com cama de maravalha e mantidos na
mesma sala sob temperatura controlada (22 + 22C) e condicdes de iluminacdo (fotoperiodo de 12L e 12D, em
que L corresponde ao periodo luz e D ao periodo escuro). A dgua filtrada e a racdo comercial (Supralab®,

Alisul, Brazil) foram ad libitum.
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Delineamento experimental

O protocolo de exposicdo seguiu os Principios Eticos em Pesquisa Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Os camundongos foram pesados e distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos experimentais (n= 20 animais por grupo): Grupo Salina (GS): Exposicdo a uma névoa de solucdo salina
(NaCl) a 0,9%; Grupo Baixa Concentragdo (GBC): Exposicdo a uma névoa de solugdo de 2,4-D, contendo 3,71
x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha); Grupo Média Concentracdo (GMC): Exposi¢do a uma
névoa de solucio de 2,4-D, contendo 6,19 x103 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha); Grupo
Alta Concentracdo (GAC): Exposicdo a uma névoa de solucdo de 2,4-D, contendo 9,28 x103 gramas de
ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha).

As diferentes doses do herbicida, em cada grupo, basearam-se na recomendacdo do fabricante para
o uso agricola do 2,4-D° (Formulagdo comercial, 67,0% m/v, Nortox, Parana, Brasil) e adaptado ao tamanho
da camara de exposi¢do. Os animais de todos os grupos foram expostos a aerossolizagao durante 15 minutos,
em diferentes intervalos de tempo: 24, 48, 72 e 192 horas. Para isso, foram utilizadas duas cdmaras (32 x 24
x 32 cm) conectadas ao nebulizador ultrassénico (Pulmosonic Star®). Diferentes concentracdes do herbicida

foram diluidas em 10 ml de soluc¢do salina a 0,9% (Figura 1).

| l l l / l
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1 1 1 !

I n=5 animaispor grupo experimental / periodo pos-exposicdo I

Figura 1: Desenho experimental

No primeiro dia de exposicdo, 80 camundongos foram expostos a aerossolizagdo com a
substancia/dose especificada para cada grupo (solugdo salina ou herbicida). Apds 24 horas, 20 animais foram
anestesiados intraperitonealmente (100mg/Kg de Tiopental Sddico), para que fosse possivel a coleta de
sangue. Apds 48 horas, 20 animais (que receberam a segunda aerossolizacdo) foram anestesiados para a
coleta sanguinea. Os outros 20 animais (que receberam a terceira e Ultima aerossolizacdo), apds 72 horas,
também foram anestesiados e submetidos as coletas. Finalmente, apds 192 horas, os 20 animais que
restaram, também foram anestesiados para a coleta de sangue. Logo apds o término das coletas, todos os

camundongos foram eutanasiados.
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Coleta das amostras de sangue

A coleta da amostra de sangue de cada animal foi de 2 mL através da puncgao intracardiaca, para a
confecgdo do hemograma. Tanto as plaquetas, quanto as séries vermelha e branca foram processadas em
analisador hematolégico modelo POCH-100iV DIFF (Sysmex do Brasil Industria e Comércio LTDA®,

Curitiba/PR, Brasil).

Andlise estatistica

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

apresentaram p< 0,05.

RESULTADOS

ATabela 1 apresenta a média e o desvio padrao (DP) do peso corpéreo dos camundongos submetidos
a nebulizacdo ao NaCl e ao herbicida 2,4-D, em diferentes concentracGes e intervalos de exposi¢do. Nao

houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 1: Comparagdo do peso corpéreo, média e desvio padrdao dos modelos experimentais submetidos a exposi¢do
ao NaCl e ao o herbicida 2,4-D.

24 h 48 h 72 h 192 h
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Média+ DP | Média+DP | MédiazDP | Média+DP | Média+DP | Média+DP | Média+DP | Média+ DP
Salina 36,3+5,5 37,1+59 323+34 329+33 32,1+58 34,6+5,0 40,0+6,1 44,1+ 4,6
GBC 38,0+7,0 39,2+7,2 379+3,1 39,9+3,0 42,3+3,2 44,4 +3,5 41,5+1,9 44,9+2,1
GMC 42,3+4,5 43,5+4,2 42,0+1,5 43,9+2,2 41,9+5,0 43,3+5,0 40,4+6,1 42,2+4,8
GAC 39,0+7,1 39,4+7,0 340+5,0 353+5,6 39,7+3,6 42,2+3,2 39,6+2,3 41,8+2,1

Durante o desenvolvimento do estudo, o mesmo apresentou limitacdes em sua primeira coleta de
sangue. Os animais do grupo salina expostos a nebulizagao ao NaCl no intervalo de tempo de 24 horas vieram
a 6bito apds a administracdo do anestésico, tornando impossivel a retirada de sangue, ja que a coleta deve
ser realizada apenas com o animal vivo. Sendo assim, para a avaliagdo dos componentes sanguineos, os
grupos GBC, GMC e GAC expostos a diferentes concentra¢cdes do herbicida, no intervalo de tempo de 24
horas, foram retirados do estudo para que a analise estatistica ndo fosse prejudicada. De acordo com o
tempo de exposi¢do ao herbicida acido 2,4-D, a Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
obtida no estudo demonstrou valor significativamente maior no GBC no intervalo de tempo de 192 horas,

quando comparado ao de 48 horas (Figura 2).
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Figura 2: Valores de CHCM (%) de acordo com o tempo de exposi¢do ao NaCl e ao herbicida 2,4-D em diferentes
tempos de exposicao.

Em relagdo a concentracdo preconizada para cada grupo, a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

apresentou valor significativamente maior no GBC no intervalo de tempo de 72 horas, quando comparado

ao de 48 horas (Figura 3). O Volume Corpuscular Médio (VCM) apresentou valor significativamente maior no

intervalo de tempo de 72 horas quando comparado ao de 48 horas (Figura 4).
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Figura 3: Valores de HCM (em picogramas) de acordo com a concentragdo de NaCl e do herbicida 2,4-D em diferentes
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Figura 4: Valores de VCM (em fentolitros) de acordo com a concentragdo de NaCl e do herbicida 2,4-D em diferentes

tempos de exposi¢cdo

Em relagdo ao leucograma, os eosindfilos apresentaram valores significativamente maiores no GBC

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

comparado ao de 48 horas (Figura 7).
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Figura 5: Valores absolutos de eosindfilos de acordo com a concentracao de NaCl e do herbicida em diferentes tempos
de exposicado
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Figura 6: Valores absolutos de linfécitos de acordo com a concentragdo de NaCl e do herbicida em diferentes tempos
de exposicao.
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Figura 7: Valores absolutos de neutrofilos de acordo com a concentragdo de NaCl e do herbicida em diferentes
tempos de exposicdo
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DISCUSSAO

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

De acordo com Abbassy et al. (2012), essa diminui¢do pode estar relacionada a instabilidade maior
dessas células e/ou diminuicdo de sua producgdo, devido ao efeito téxico causado pelo uso do herbicida nas
membranas das células ou até mesmo na medula dssea, levando também a diminuicdo da hemoglobina. A
hipocromia também foi observada no estudo de Ghaffar et al. (2014). De acordo com os autores, os valores
diminuidos de hemoglobina podem estar relacionados a diminuicdo de sua producdo ou da ligacdo do
inseticida em estudo, com o ferro, acarretando na diminuicdo do tamanho dos eritréocitos e uma menor
producdo, pela medula dssea, do grupo heme. Outra hipdtese também sugerida pelos autores é a de que
podem ter ocorrido hemorragias intracelulares e/ou aumento da destrui¢do dessas células.

Em relagdo ao GBC do componente sanguineo VCM, a exposi¢do ao herbicida no intervalo de tempo
de 72 horas aumentou significativamente quando comparado ao grupo exposto de 48 horas, mas quando
comparado ao seu valor padrdo, o mesmo apresentou declineo, caracterizando uma microcitose. Essa
reducdo demonstra que houve uma sintese menor de hemoglobina nos eritrécitos e como resultados, sdo
produzidas células menores (BENEDETTI, 2003).

A queda significante dos componentes sanguineos HCM e VCM sao indicativos de uma hipocromia e
microcitose, encontradas principalmente em Anemias Ferroprivas e em Doencgas Crénicas (CARVALHO et al.,
2006). Mondal et al. (2009) realizaram um estudo de investigacao em rela¢do ao perfil hematoldgico de ratos
que foram submetidos a administracdo oral ao inseticida acetamiprid e sugerem que a hipocromia e
microcitose apresentada, se deve a induc¢do devido ao uso do defensivo agricola.

Foi observada no GBC no intervalo de tempo de 48 horas uma eosinofilia absoluta que, de acordo
com Kiesecker (2002) pode estar relacionada a uma reagao de defesa antitdxica do organismo dos modelos
experimentais perante a exposicdo ao herbicida. Magalhdes et al. (2015) relatam que a eosinofilia pode
ocorrer em decorréncia de uma reacdo de hipersensibilidade diante da exposi¢do ao defensivo agricola. Esse
tipo de exposicdo associada a eosinofilia pode relacionar-se também ao surgimento de alergias na pele,
explica Faria (2013). Ainda de acordo com o autor, outras causas que se associam ao aumento significativo
dos eosindfilos no sangue ndo devem ser descartadas.

O aumento significativo dos linfocitos (linfocitose) no GBC pode estar relacionado a uma
compensacao realizada pelos tecidos linféides devido a destruicdo dos linfécitos circulantes diante da
exposicdo ao 2,4-D (KUMAR et al., 2016). Os neutrofilos apresentaram, no GAC, valores significativamente
maiores no intervalo de tempo de 192 horas, quando comparado ao de 48 horas. Essas células sdo langadas
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na corrente sanguinea através da resposta do organismo a um agente estranho, cuja finalidade é levar
mediadores de defesa do hospedeiro como, por exemplo, proteinas plasmaticas, caracterizando um processo
inflamatdrio (IKPESU, 2013). O autor afirma que esse tipo de célula é capaz de apresentar alteragdes devido
as modificacGes sofridas pelo meio ambiente em decorréncia de sua sensibilidade e sdo os primeiros

leucdcitos a realizarem fagocitose diante de infeccGes e inflamacdes.

CONCLUSOES: Em conclus3o observamos que, apesar das alteracdes nos valores hematoldgicos, o herbicida

acido 2,4-diclorofenoxiacético ndo pode ser considerado dose e tempo-dependentes.
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