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RESUMO

O 4cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) ¢ um herbicida amplamente
utilizado na agricultura, apresenta neurotoxicidade, mas seu mecanismo
de agdo no sistema nervoso ndo esta totalmente conhecido. Entre os
efeitos da intoxicacdo com 2,4-D estdo manifestagdes gastrointestinais.
Seus efeitos sobre o plexo mioentérico ndo sdo muito conhecidos.
Portanto, objetivou-se verificar os efeitos da administragdo por 15 dias de
Sug e 2,5ug/kg de peso corporeo de 2,4-D diluido em 4dgua nos neurdnios
mioentéricos do duodeno de ratos por meio de preparados de membrana
corados pelo método de Giemsa e analisados ao microscopio de luz e
programa de andlise de imagens. A andlise quantitativa demonstrou
diminui¢do no numero de neurdnios do duodeno nos animais que
receberam 2,4-D. A incidéncia de neurdnios grandes foi maior nos
animais intoxicados. Concluiu-se que o 2,4-D afeta o plexo mioentérico,
sendo sua a¢do manifestada pela diminui¢do no niimero de neurdnios e
aumento na incidéncia de neurdnios grandes.

Palavras-chave: 2,4-D, Plexo Mioentérico, Sistema Nervoso.
INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os herbicidas apresentaram um rapido cresci-
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mento no mercado agricola dos pesticidas devido a pratica de
monoculturas nas quais o risco de invasdo por ervas daninhas ¢ elevado
(MIGUEL et al., 1999).

O é4cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) ¢ um herbicida sistémico
que controla essencialmente ervas de folha larga anuais e algumas perenes
(Almeida; Rodrigues, 1988). O 2,4-D ¢ do grupo quimico fenoxilacético,
existe em formulagdes contendo sais de amina mais soliveis em agua, ou
derivados de éster soluveis em solventes organicos. Macroscopicamente,
caracteriza-se pela apresentacdo na forma de um pd branco de odor
levemente fendlico (Schvartsman, 1991).

Os efeitos de diferentes niveis de concentragdio do 2,4-D
administrados em doses Unicas ou continuadas sobre alguns sistemas
organicos animais, principalmente de cdes e ratos, tém sido analisados
(Hansen et al., 1971; EPA, 1987; Kelly; Guidotti, 1989; Schvartsman,
1991; Charles et al., 1996a, 1996b; Paulino et al., 1996; Mattsson et al.,
1997).

Os sintomas de envenenamento pelo 2,4-D incluem mal-estar,
vomitos, enfraquecimento muscular, dificuldades respiratorias, bradicar-
dia, suor excessivo, entre outros (Almeida; Rodrigues, 1988; Charles et
al., 1996).

A neurotoxicidade € o efeito predominante na inalacao aguda e na
ingestdo oral provocando sintomas que incluem rigidez dos bragos e
pernas, incoordenacao motora, letargia e anorexia (EPA, 1987).

As pesquisas que verificam a neurotoxicidade do 2,4-D tém sido
voltadas para andlises do sistema nervoso central (SNC) e,
principalmente, para os efeitos advindos do comprometimento daquele
sistema (EPA, 1987; Schvartsman, 1991; Mattsson et al., 1997).

Experiéncias desenvolvidas em laboratdrio utilizando diferentes
dosagens de 2,4-D administradas por via oral, exposicdo dérmica e, até
mesmo, injecdo direta no SNC relatam desde auséncia de alteragdes no
tecido nervoso, quando em doses baixas e, em doses mais altas, alteragdes
de neur6nios dopaminérgicos e serotoninérgicos, sugerindo que a
toxicidade do 2,4-D ¢ dose dependente e seletiva para os neurdnios (Cope
et al., 1970; Steiss et al., 1987; Elo; Macdonald, 1989; Schvartsman,
1991; Oliveira; Palermo-Neto, 1993; Duffard et al., 1995; Charles et al.,
1996; Mattsson et al., 1997; Bortolozzi et al., 1998 e 2001; Garabrant;
Philbert, 2002).

Em relagdo ao 2,4-D, o mecanismo da neurotoxicidade ainda nao
esta esclarecido (Bortolozzi et al., 2001). Entre os mecanismos propostos
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para a agao do 2,4-D no SNC, Elo; Macdonald (1989) sugerem a inibi¢ao
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 neurdnio com desacoplamento da fosforilacdo oxidativa e
interrup¢do do metabolismo da acetil coenzima A. Bortolozzi et al. (1998)
ressaltam que ocorre aumento nos niveis de serotonina provavelmente em
fun¢do do aumento de sua biossintese, ou por inibicdo da recaptagdo
desse neurotransmissor ou da enzima monoamina oxidase (MAO). Di
Paolo et al. (2001) sugerem que o 2,4-D pode levar a alteracdes
covalentes que afetam a estrutura da proteina e a atividade bioldgica.
Modificagdes na integridade funcional e estrutural de proteinas nas
membranas plasmatica e das organelas podem disparar alteracdes no
metabolismo energético afetando atividades biologicas celular como a
sintese de ATP, sinaliza¢do, regulagdo de reacdes de biossintese e
catabdlica, transportes de metabolitos e de ions (Palmeira et al., 1997). O
2,4-D ¢ inibidor moderado da fosforilacdo oxidativa e tem acdo toxica
direta sobre os musculos estriados e uma possivel, porém discutida, a¢ao
toxica sobre os nervos periféricos (Schvartsman, 1991).

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, subdivisao do sistema nervoso entérico (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).

Inameras pesquisas sobre condi¢des de diabetes, envelhecimento,
cancer, entre outras, tém comprovado alteragdes nos neurdnios
mioentéricos  responsabilizando-as, em parte, pelas disfungdes
gastrointestinais presentes (Santer; Baker, 1988; Romano et al., 1996;
Mello et al., 1997; Zanoni et al., 1997; Hernandes et al., 2000; Fregonesi
et al., 2001; Souza; Furlan, 2001).

O mecanismo envolvido no comprometimento do plexo
mioentérico naquelas condigdes, apesar de ndo estar totalmente
desvendado, tem sido atribuido ao estresse oxidativo (Kyvenhoven;
Meinder, 1999) ¢ a redugdo da eficiéncia dos sistemas antioxidantes
(Baynes, 1991). O estresse pode ser amplificado e propagado por um
ciclo auto-catalitico de estresse metabolico levando a morte celular com
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aumento de espécies reativas ao oxigénio e diminui¢do dos mecanismos
antioxidantes (Baynes, 1991).

Uma vez que o 2,4-D tem acdo sobre o sistema nervoso central, é
de se esperar que atue também sobre o plexo mioentérico. Sendo assim,
tendo em vista os sintomas relativos ao aparelho digestorio decorrentes da
intoxicacdo com 2,4-D, consideramos importante verificar seus efeitos
nos neurdnios mioentéricos ja que os mesmos participam dos mecanismos
envolvidos na digestdo.

Portanto, utilizando-se de preparados de membrana, o presente
trabalho teve como objetivo verificar os efeitos da administracdo de 2,4-D
sobre alguns aspectos morfologicos e quantitativos dos neuronios
mioentéricos do duodeno de ratos.

PRESSUPOSTOS METODOLOGICOS

Foram utilizados 15 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar, de 60 dias de idade, oriundos do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa.

Os animais foram mantidos em gaiolas metabolicas individuais,
com ciclo de iluminagdo 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 diariamente e constituiram trés grupos
com cinco animais em cada como descrito a seguir:

Grupo A: formado por animais que receberam 5,0ug/kg de peso
corpéreo/dia de 2,4-D diluidos em 10 ml de 4gua durante 15 dias;

Grupo B: formado por animais que receberam 2,5ug/kg de peso
corporal/dia de 2,4-D diluidos em 10 ml de 4gua durante 15 dias.

Grupo C: formado por animais que receberam dgua sem o 2,4-D.

Todos os animais receberam ra¢do comercial Nuvital ad libitum.
Os animais dos grupos A e B, apds ingestdo de toda a agua diaria
contendo 2,4-D, também tiveram acesso a agua sem o herbicida.

Eutanasia e obtencdo dos segmentos intestinais
Ao final dos 15 dias de experimento, os animais foram mantidos

em jejum por 12 horas e, posteriormente, foram submetidos a eutandsia
por deslocamento cervical.
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O trato gastrointestinal foi retirado apds seccao ventral
longitudinal de cada animal e o duodeno foi isolado para andlises
morfologicas e quantitativas dos neurénios mioentéricos.

Obtencéo dos preparados de membrana

O duodeno obtido de cada animal foi lavado em solugao
fisiologica, distendido e fixado em solu¢do de formaldeido, acido acético
glacial e cloreto de sodio (Barbosa, 1978).

Apds um periodo de fixagdo de 24 horas, os segmentos obtidos
foram microdissecados ao estereomicroscopio Olympus SZ40 com
transiluminacdo para retirada da tiinica mucosa e da tela submucosa, com
preservacao das tinicas muscular e serosa. Os preparados de membrana
assim obtidos foram corados pelo método de Giemsa (BARBOSA, 1978),
desidratados, diafanizados e colocados entre lamina e laminula com resina
Permount.

Analise quantitativa dos neurénios mioentericos

Os preparados de membrana obtidos em cada grupo foram
analisados ao microscopio de luz Biosystems Bioval equipado com
objetiva de 40x. Cada preparado de membrana foi dividido em quatro
quadrantes de igual tamanho. Em cada quadrante foram escolhidos ao
acaso dez campos, perfazendo-se o total de 40 campos microscopicos por
preparado de membrana.

Em cada campo, foram contados todos os neurdnios presentes,
desprezando os meios neurénios em um campo ¢ considerando os de
outro, sucessivamente.

A éarea fornecida pela objetiva de 40x previamente mensurada foi
de 0,224 mm®. O resultado da contagem foi expresso como o niimero
médio de neurdnios presentes em 8,96 mm” de duodeno.

Andélise morfométrica dos neurénios mioentéricos

Ao microscopio de luz equipado com objetiva de 40x e micro
camara fotografica digital 3CCD Pré serus foram capturadas imagens de
cada preparado de membrana as quais foram gravadas em CD-ROM.

Com auxilio de um computador e do programa de andlise de
imagens Image Pro-plus, versdo 4.5, foi mensurada a area do perfil do
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pericario (PP) de 100 neurdnios mioentéricos por preparado de
membrana.

Posteriormente, para cada grupo, foram calculados a média e o
desvio padrdo das mensuragdes obtidas e estabelecidos intervalos de
valores que permitiram a classificagdo dos neurdnios de acordo com as
suas dimensdes. Neurdnios com medidas da 4rea do PP pertinentes ao
intervalo resultante da média + desvio padrao obtidos do grupo controle
foram considerados de tamanho médio. Aqueles com dimensdes
superiores ou inferiores ao referido intervalo foram considerados grandes
€ pequenos, respectivamente.

Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente com a utilizagao
do teste de Tukey e andlise de variancia para comparacdo dos resultados
entre os grupos. O nivel de significincia de 5% foi adotado para todos os
testes.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise dos preparados de membrana do duodeno ao
microscopio de luz evidenciou o plexo mioentérico com a constituicao
ganglionar caracteristica ja descrita em outros animais, inclusive em ratos
da linhagem Wistar (Leaming; Cauna, 1961; Ali; McLelland, 1979;
Gabella, 1979; Molinari et al., 1994; Souza; Furlan, 2001; Zanin et al.,
2001).

A quantidade de neur6nios mioentéricos variou entre 0s animais
que receberam ou ndo 2,4-D diluido em 4agua. O nimero médio de
neurdnios presentes em 8,96mm” de duodeno dos ratos controle foi
1608,8. Nos ratos que receberam 2,5ug e Sug de 2,4-D, encontramos
1396,2 e 1326 neurdnios/8,96mm?” de duodeno, respectivamente. Nossos
resultados comprovam que ocorreu uma diminuigdo significante (P>0,05)
no numero de neurénios mioentéricos do duodeno de ratos tratados com
2,4-D quando comparado com os animais do grupo controle. Contudo,
ndo houve diferenga significativa entre a média de neurdnios dos ratos
que receberam 2,5ug e Sug de 2,4 D. Esses resultados sugerem um efeito
neurotdéxico do 2,4-D sobre os neurdnios do plexo mioentérico do
duodeno de ratos quando administrado via oral em doses de 2,5ug e
Sug/kg de peso corporal por um periodo de 15 dias (Tabela 01).
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Tabela 1. Média, erro padrio da média e desvio padrdo do nimero de neurdnios
mioentéricos presentes em 8,96 mm” de duodeno de ratos que receberam ou
ndo 2,4-D diluidos em 10ml de dgua durante 15 dias.

Tratamentos NuUmero de neurdnios mioentéricos do duodeno
Média* Erro padrdo da média  Desvio padrao

Grupo A (5 pg de 1326 50,52 116,3

2,4-D)

Grupo B (2,5 pg de  1396,2° 45,04 112,9

2,4-D)

Grupo C (sem 2,4-D)  1608,8" 70,04 156,6

*Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P< 0,05)

Diminui¢do no numero de neurdénios do plexo mioentérico ¢
descrita para outras condicdes experimentais tais como diabetes,
envelhecimento, desnutrigao e cancer (Santer; Baker, 1988; Romano et
al., 1996; Mello et al., 1997; Zanoni et al., 1997; Hernandes et al., 2000;
Fregonesi et al., 2001; Souza; Furlan, 2001), sugerindo que esses
neurdnios também sdo suscetiveis a alteracdes quando submetidos a
condigoes adversas a saude.

O estresse oxidativo e alteragdes da microvascularizacdo dos
nervos podem levar a degeneracdo de neurdénios mioentéricos. Segundo
Baynes (1991) o estresse leva a morte celular por aumentar a
concentragdo de espécies reativas ao oxigénio e por diminuir os
mecanismos antioxidantes sugerindo que, no caso do plexo mioentérico
de animais diabéticos, por exemplo, a diminuicdo no numero de
neuronios pode ser decorrente da amplificagdo e propagacdo do ciclo
auto-catalitico de estresse metabolico.

Em relacdo ao perfil do pericario (PP) dos neurénios do duodeno
observamos variagdes que permitiram identificar neurdnios de tamanhos
pequeno, médio e grande nos trés grupos estudados. A presenca de
neurénios de diferentes tamanho no plexo mioentérico ndo representa
uma alteracdo na constitui¢do deste plexo e era esperada uma vez que
Santer; Baker (1988), Molinari et al. (1994), Mello et al. (1996), Natali;
Miranda-Neto (1996), Sant’Ana et al. (1997), entre outros, descreveram o
plexo mioentérico constituido por neurénios pequenos, médios e grandes
em diferentes segmentos do trato gastrointestinal de ratos e de outras
espécies animais.

A média da 4rea do PP dos neurdnios mioentéricos ndo foi a
mesma para 0S grupos que receberam ou nao o 2,4-D, contudo ndo
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constatamos diferengas significativas (P>0,05) entre elas. Os animais do
grupo controle apresentaram neur6nios mioentéricos com area média do
PP igual a 217,14um’. As médias da area do PP dos neurdnios
mioentéricos de ratos que receberam 2,5ug e Sug de 2,4-D foram
213,39um’ e 241,92um?, respectivamente (Tabela 02).

Tabela 2. Média e desvio padrdo da area do perfil celular do pericario (PP) dos
neurdnios mioentéricos do duodeno de ratos que receberam por 15 dias 5
pg e 2,5 pg/kg de peso corporeo de 2,4-D diluidos em 10 ml de agua e de
ratos que ndo receberam 2,4-D

Tratamentos Area do perfil celular do pericario (PP) em pum?
Média* Desvio Padréao

Grupo A (5 pg de 2,4- 241,92* 78,17

D)

Grupo B (2,5 pg de 213,39* 66,17

2,4-D)

Grupo C (controle) 217,14° 70,15

*Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey

Em relagdo a freqiiéncia de neurdnios pequenos, médios ¢ grandes
observamos que houve predominancia nos trés grupos de neurdnios de
tamanho médio (Tabela 03). Predominancia de neurénios de tamanho
médio no plexo mioentérico de diversos segmentos do trato
gastrointestinal de ratos também foi relatada por diversos autores, tanto
em condi¢cdes normais como em situagdes de indugdo experimental de
patologias ou adversidades ao organismo (Santer; Baker, 1988; Romano
et al., 1996; Mello et al., 1997; Zanoni et al., 1997; Hernandes et al.,
2000; Fregonesi et al., 2001; Souza; Furlan, 2001; Zanin et al., 2001).

Tabela 3. Incidéncia de neurénios mioentéricos de diferentes tamanhos presentes no
duodeno de ratos que receberam 5 pg e 2,5 pg/kg/de peso corpdreo de 2,4
D por 15 dias e de ratos que ndo receberam 2,4-D.

Frequéncia (F) e Porcentagem (%) de neurénios

Tamanho do neurénio Grupo A Grupo B Grupo C
Spugde24-D  25ugde24D sem 2,4 D
F % F % F %
Pequeno (<146,99um?) 52 10,4% 67 16,7% 82 16,4
%
Médio (146,99 a 314 628% 279 69,8% 326 652
287,29um?) %
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Grande (> 287,29um?) 134 26,8% 54 13,5% 92 18,4
%

Total 500  100% 400 100% 500 100%

Apesar da predominancia de neurdnios de tamanho médio,
constatamos que a incidéncia de neurdnios grandes foi maior nos animais
que receberam 5ug de 2,4-D, do que nos animais do grupo controle. Esses
resultados sugerem que, embora por mecanismos ainda desconhecidos, o
2,4-D interfere no plexo mioentérico alterando ndo apenas o nimero de
neurdénios, mas também propiciando o aumento na incidéncia de
neurdnios com area de PP maior.

Aumento na incidéncia de neurOnios grandes também foi
detectado por Souza; Furlan (2001) no duodeno e por Zanoni et al. (2003)
no ileo de ratos diabéticos. O fato das alteracdes morfoldgicas e
quantitativas nos neurOénios mioentéricos de ratos diabéticos estarem
relacionadas, em parte, ao estresse oxidativo nos sugere que essas
modifica¢des sdo uma forma de resposta do plexo mieontérico a injurias
decorrentes do quadro de diabetes. Sendo assim, poderiamos estar
inferindo que as alteragdes no numero dos neurénios no plexo
mioentérico e incidéncia maior de neurdnios de tamanho grande quando
comparada a incidéncia deste tipo de neurdnios nos ratos controle, seriam
também uma resposta do plexo mioentérico ao 2,4-D.

Jessell (1991) comenta que uma das formas dos neurdnios
responderem a injiria ¢ aumentar seus polissomas, RNA e a sintese
protéica para tentar compensar a lesdo inicial, condi¢cdo esta que pode
levar o pericario a dobrar seu tamanho. Portanto, no caso do duodeno dos
ratos que receberam 2,4-D, os neurbnios 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 situacdes de agressao celular, como por exemplo, na reducao
de nutrientes ou de estimulos necessdrios ao funcionamento dos
neurdnios, ou seja, os neurdnios responderiam diminuindo o metabolismo
como uma forma de adaptacdo e prote¢ao contra situagdes adversas.

Schvartsman (1991) ressalta que o 2,4-D ¢ 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.
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Modificagdes na membrana plasmatica e de organelas interferindo
no metabolismo energético do neurénio como a sintese de ATP, regulacao
das reacdes de biossintese e catabolicas, transporte de metabolitos e ions
levando, inicialmente a um aumento do volume do pericario sdo relatadas
por Palmeira et al. (1997) como responsaveis pelos efeitos toxicos do 2,4-
D. Elo e MacDonald (1989) sugerem que a neurotoxicidade ¢ devida 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 interrup¢ao do metabolismo da acetil coenzima A. Aumento
nos niveis de serotonina, provavelmente em funcdo do aumento da
biossintese, ou por inibigdo da recaptacdo desse neurotransmissor ou,
ainda, inibi¢do da enzima mono amina oxidase (MAQ) foi descrito por
Bortolozzi et al. (1998) sendo que Fuller (1992) acrescenta que, ao inibir
a MAO, ocorre acimulo das aminas livres no citoplasma do neurdnio
facilitando a autoxidagao.

Di Paolo (2001) sugerem que o 2,4-D pode levar a alteracdes
covalentes que afetam a estrutura da proteina e a atividade bioldgica.
Contudo, apesar das inimeras pesquisas ja realizadas sobre os efeitos do
2,4-D, principalmente em nivel do SNC, o mecanismo da neurotoxicidade
ainda ndo estd esclarecido (Bortolozzi et al., 2001) sendo que uma
possivel acdo toxica sobre os nervos periféricos ainda ¢ muito discutida
(Schvartsman, 1991).

CONCLUSOES

Nas condi¢des em que nosso experimento foi conduzido podemos
concluir que o 2,4-D quando administrado por via oral diluido em 4gua
nas doses de 5 pg e 2,5 ug/kg de peso corpoéreo por um periodo de 15 dias
altera os neurdnios do plexo mioentérico do duodeno de ratos levando a
uma degeneracdo dos neuronal manifestada pela diminuicdo no niimero
de neurdnios.
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