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2,4-diamin (2,4-D), ou acido 2,4 diclorofenoxiacético € um herbicida sistémico
amplamente utilizado no mundo para controle de plantas daninhas broadleaf.
Agroquimicos de diversas classes s&o considerados essenciais para o
desenvolvimento agricola, mas podem afetar os ecossistemas através da
contaminacdo ambiental do solo e da agua, devido. A presenca de herbicidas no
sistema aquatico pode contaminar os peixes e, consequentemente, outros animais,
que se alimentam de peixes, causando indiretamente uma maior contaminagao
contaminagao. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da formulagao
comercial do herbicida 2,4-D nas concentracdes de 400, 600 e 700 mg L™ sobre
parametros metabdlicos, atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e avaliagéo
histolégica do figado de jundias (Rhamdia quelen) expostos por um periodo de 96 h.
Como resultados observamos que a atividade da AChE mostrou-se aumentada no
cérebro (600 e 700 mg L") e diminuida no tecido muscular em todas as
concentragdes testadas. O glicogénio hepatico foi reduzido, apds exposi¢ao ao 2,4-
D variando entre 47,7% (400 mg L™") e 59,3% (700 mg L™"). Ja no tecido hepatico
houve reducdes do lactato em todas as concentragdes testadas e da glicose apenas
na concentragdo de 700 mg L™ 2,4-D. Na maior concentragéo testada o glicogénio
hepatico e a glicose apareceram reduzidos, ao contrario da glicose plasmatica que
estava com niveis aumentados. O glicogénio do tecido muscular mostrou-se
reduzido nos alevinos expostos a todas as concentragdes testadas do herbicida e na
concentragdo de 700 mg L™ houve reducdo da glicose. O lactato muscular aumentou
em todas as concentracées de 2,4-D testadas. Foi observada vacuolizacdo de
hepatocitos e alteragbes no arranjo dos corddes hepaticos através da analise
histolégica no grupo tratado com 700 mg L™ 2,4-D. Estes resultados sugerem que os
jundias expostos a concentragdes de 2,4-D perto da CLsy mostraram resposta
metabdlica e histoldgica compensatoria ao estresse causado pelo herbicida. Assim,
este conjunto de parametros medidos pode ser utilizado como biomarcador para
acompanhar a possivel contaminacao dos peixes pelo herbicida 2,4-D.

Palavras-chave: 2,4-D; herbicida; histologia; resposta metabdlica; jundia; AChE.
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2,4-Diamin (2,4-D), or 2,4 dichlorophenoxyacetic acid is a systemic herbicide
widely used in the world to control of broadleaf weeds. Agrochemicals of various
classes are considered essential to agricultural development, but owing to toxic
effects some of them can affect ecosystems through environmental contamination of
soil and water. The presence of herbicides in aquatic system can contaminate fish
and consequently, others animals, which feed on fish, causing indirectly
contamination. Thus, the objective of this study was to investigate the effects of
commercial formulation of herbicide 2,4-D concentrations of 400, 600 and 700
mgL™", on metabolic parameters, acetylcholinesterase (AChE) activity and liver
histological evaluation of silver catfish (Rhamdia quelen) exposed for 96 h. AChE
activity increased in brain (600 and 700 mg L™") and decreased in all concentrations
tested in muscle tissue. Hepatic glycogen was reduced after 2,4-D exposure ranging
from 47.7% (400 mgL™") and 59.3% (700 mg L™"). Hepatic tissue showed lactate
reduction at all 2,4-D concentrations tested and glucose was reduced only at 700 mg
L™". In the highest concentration tested hepatic glycogen, glucose reduced and
plasma glucose levels increased. White muscle tissue showed glycogen reduction in
fingerlings exposed to all herbicide concentrations and glucose reduction at
700 mgL™". Muscle lactate levels increase at all 2,4-D concentrations tested.
Vacuolation of hepatocytes and changes in their arrangement cords were observed
by histologic al analysis in the group treated with 700 mg L™ 2,4-D. These results
suggest that silver catfish exposed to 2,4-D concentrations near CLsy showed
metabolic and histological responses to compensate some stress caused by
herbicide exposure. Taken together parameters measured can be used as
biomarkers to monitor fish contaminating by 2,4-D.

Keywords: 2,4-D; herbicide; histology; metabolic response; silver catfish; AChE.
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APRESENTAGAO

Esta dissertacdo esta descrita da seguinte forma: primeiramente s&o
apresentados a INTRODUGAO, os OBJETIVOS e a REVISAO BIBLIOGRAFICA.

A sequir, os RESULTADOS sao apresentados na forma de MANUSCRITOS. As
secbes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se nos proprios manuscritos e representam a integra deste
trabalho.

No final da dissertacdo encontram-se os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES,
nos quais ha interpretagdes e comentarios gerais sobre os manuscritos contidos neste
estudo.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUGCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, DISCUSSAO e
CONCLUSOES desta dissertacéo.



1 INTRODUCAO

A manipulacdo descuidada de pesticidas pode levar a uma contaminagao acidental de
sistemas aquaticos, causando efeitos prejudiciais a diferentes organismos que habitam
esses meios, dentre eles as populagdes de peixes (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002).
A presenga de herbicidas, classe de pesticidas que controlam pragas vegetais, no
ambiente aquatico é consequéncia do seu uso no controle das plantas daninhas e
vegetagao rasteira, porém pouco se conhece sobre a toxicidade destes produtos em
organismos aquaticos ndo alvo como os peixes (SZAREK et al.,, 2000). Os efeitos
toxicos dos diferentes pesticidas empregados no meio agricola em peixes variam
amplamente, e ocorrem devido a absorcao passiva destas substancias toxicas através
das branquias e pela superficie do corpo.

Entre os herbicidas utilizados nas culturas agricolas do RS, o 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D) é bastante utilizado devido ao seu baixo custo e boa
seletividade. Este herbicida é pouco biodegradavel e frequentemente detectado nos
cursos de agua desta regido (PRIMEL et al., 2005). Concentragdes entre 0,5 a 1,1 mg
L ™" sdo as indicadas para o uso deste produto na regido Sul do Brasil (RODRIGUES &
ALMEIDA, 2005). De acordo com GALLAGHER & DI GIULIO, (1991), o herbicida 2,4-D
em baixas concentracdes pode ser considerado pouco toxico para peixes. Porém,
estudos recentes com a espécie nativa do RS Leporinus obtusidens mostram que o
peixe pode reter até 30% deste composto (FONSECA et al., 2008).

Considerando a importancia de elucidar os mecanismos de toxicidade de
pesticidas utilizados em agricultura sobre peixes nativos de nossa regido, escolhemos
como modelo experimental, o jundia. (Rhamdia quelen), o jundia, é uma espécie
endémica da regido Sul da América do Sul, podendo sobreviver ao frio do inverno da
regido e obter um 6timo crescimento no verdo. Além disso, possui boa aceitagdo
comercial, sendo assim, um peixe com um bom potencial para o cultivo (BARCELLOS
et al., 2003).

A presenca de herbicidas na agua pode causar alteragdes fisioldgicas em peixes,
as quais podem ser avaliadas através dos parametros metabolicos, tais como niveis de
lactato, glicose e glicogénio em diferentes tecidos (SANCHO et al., 1998; JYOTI &
NARAIAN, 1999). Alteragdes metabdlicas no tecido hepatico sdo freqlientemente
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encontradas em peixes expostos a diferentes componentes toxicos encontrados na
agua, ja que o figado é o 6rgao central responsavel pela destoxificagdo do organismo
(ORUC & UNER, 1999; CRESTANI et al.; 2006). Como o figado é um dérgéo essencial
para o metabolismo e excregao de substancias toxicas nos peixes, a analise histologica
parece ser um parametro crucial na determinagdo de mudangas celulares que pode
ocorrer em érgaos-alvo, tais como o figado (CRESTANI et al., 2007).

A medida da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE; CE 3.1.1.7) é um
dos indicadores utilizados para verificar efeitos de organofosforados e carbamatos
(CHUIKO, 2000, AGUIAR et al., 2004), e de outros pesticidas como o 2,4-D, como
demonstrado por SARIKAYA et al. (2003), que observaram mudangas de
comportamento em Cyprinus carpio L. expostos a diferentes concentracdes deste
herbicida, incluindo disturbios na natacao e dificuldades respiratdrias.

Tendo em vista que a contaminagdo ambiental pelo uso de agrotoxicos € um
fato, tornam-se necessarias avaliagdes toxicoldgicas de pesticidas utilizados na
agricultura em organismos nado-alvo, como 0s peixes, uma vez que muitos sdo
consumidos diretamente apos despesca. Sendo assim, os objetivos do nosso trabalho

foram os seguintes:
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do herbicida 2,4-D em alguns
parametros do metabolismo de carboidratos, verificar se a atividade da enzima
acetilcolinesterase sofreu alteragdes significativas, bem como analisar se os parametros
histologicos apresentaram alguma (as) mudanga (as) no figado de Rhamdia quelen

apods exposicao aguda.

2.2 Objetivos especificos:

v" Calcular a CLsp dos jundias em 96 horas de exposicdo ao herbicida 2,4-D

v Verificar a glicemia dos peixes apds exposi¢édo de 96 horas ao herbicida 2,4-D

v Avaliar os intermediarios metabdlicos (glicogénio, glicose, lactato) em musculo e

figado de Rhamdia quelen apds exposi¢ao aguda ao herbicida 2,4-D

v" Analisar a atividade da enzima AChE em cérebro e musculo de jundias apos as

exposicdes ao herbicida

v' Analisar parametros histologicos (vacuolizagdo e ruptura de membrana dos
hepatdcitos, como também o arranjo dos cordées hepaticos) em figado de

Rhamdia quelen apds exposi¢éo aguda ao herbicida 2,4-D
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Contaminagao ambiental

As praticas agricolas estao diretamente relacionadas com o uso de pesticidas, a
fim de controlar as pestes que atacam os produtos cultivados na agricultura,
aumentando a produtividade. Entretanto, o uso continuo destes produtos pode ser
toxico, podendo até mesmo ser mutagénico e cancerigeno (PRIMEL et al., 2005). O uso
indiscriminado de pesticidas na agricultura € uma grande causa de envenenamento no
mundo. Cerca de trés milhdes de casos de envenenamento severo sao registrados e
destes, duzentos e vinte mil culminam com a morte. Segundo o centro de informacgdes
toxicolégicas do Rio Grande do Sul (CIT-RS), foram registrados no ano de 2003: 1.193
atendimentos de casos possiveis de intoxicagéo de agrotoxicos no uso agricola e 578
atendimentos de possiveis intoxicagbes por agrotoxicos no uso doméstico

(http://www.cit.rs.gov.br acesso dia 07 de maio de 2009).

A contaminagdo dos ambientes aquaticos por estes pesticidas oriundos das
praticas agricolas se tornou um problema de grande importancia mundial. Atualmente,
muitos estudos tém sido desenvolvidos a fim de avaliar alteragdes causadas por estes
xenobioéticos em organismos aquaticos (SANCHO et al., 2000). Existem duas maneiras
principais através das quais o0s pesticidas podem se concentrar no ambiente aquatico:
sua persisténcia no solo que ao ser lixiviado libera-os para os cursos de agua, e
também através de sua evaporagao para a atmosfera chegando até esses meios por
precipitacao (PAN & DUTTA, 1998). Além da possibilidade de contaminagéo dos cursos
de agua naturais, temos os sistemas de criagao de peixes, pratica muito empregada na
regido Sul da América do Sul. Grande parte dos criadouros localiza-se proximo ou
dentro de areas de plantagbes agricolas, mantendo assim, um contato direto dos
animais com os produtos quimicos utilizados nas lavouras (SOSO et al., 2007). Esses
toxicos causam alteragdes na composicdo quimica dos ambientes aquaticos, o que
pode causar sérios prejuizos a fauna natural (ORUC & UNER, 2004; ADHIKARI et al.,
2004). Assim, a presenga continua de componentes toxicos nas aguas pode causar

alteragbes diversas em peixes, inclusive no comportamento reprodutivo, podendo
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chegar até mesmo a mortalidade destes individuos. Um efeito a longo prazo pode
culminar, inclusive, com a extingdo de espécies mais susceptiveis a esse tipo de
variagdo ambiental (SOSO et al., 2007).

3.2 Herbicida 2,4-D

O 2,4-diamin (2,4-D), sal dimetilamina do acido 2,4-diclorofenoxiacético, por ser
um herbicida de baixo custo e que possui uma boa seletividade, € amplamente utilizado
na regido Sul do Brasil no controle de algumas plantas daninhas que infestam as
plantagdes agricolas. A concentragdo indicada para o uso do herbicida 2,4-D nas
plantagdes da regido Sul estd entre 0,5 e 1,1 mg L”, segundo RODRIGUES &
ALMEIDA (2005). De acordo com PRIMEL et al. (2005) este herbicida possui uma meia
vida de 7 e 7,5 dias em solo e 4gua, respectivamente, uma solubilidade de 311 mg L™,
um baixo potencial de contaminacdo de aguas da superficie e um potencial
intermediario na contaminagdo de aguas subterraneas na regido Sul do Brasil. Os
herbicidas clorofenoxiacéticos, como o 2,4-D, sdo utilizados para matar plantas
daninhas por suas propriedades quimicas que os torna semelhantes a auxina, o
hormbnio do crescimento das plantas, realizando uma superestimulacéo do crescimento
que ird culminar com a sua morte (ORUC et al., 2004; BENLI et al., 2007). A toxicidade
do herbicida 2,4-D em peixes depende da formulagao utilizada, algumas féormulas séo
extremamente tdxicas enquanto outras causam um prejuizo menor aos organismos
expostos (SARIKAYA & SELVI, 2005). A formulagdo comercial do 2,4-D (sal
dimetilamina do &cido 2,4-diclorofenoxiacético) é composta por 72% (720 g L) do
equivalente em acido e 86,8% do sal dimetilamina, (BASF, Sdo Bernardo do Campo,
SP, Brasil), registrado sob o numero 04118189, Chemical Abstract Service 94-75-7.
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3.2.1 Toxicidade do herbicida 2,4-Diamin em peixes

A toxicidade aguda do herbicida 2,4-D é relatada por diversos autores, dentre
eles SARIKAYA & SELVI (2005) obtiveram valores de Clsy 28,23 e 86,90 mg L™,
respectivamente para larvas e adultos de tilapia (Oreochromis niloticus) em 48 horas.
Astacus leptodactylus mostrou ser uma espécie muito sensivel a este herbicida ja que o
valor de LCs apds 96 horas foi de 32,6 mg L™ (BENLI et al., 2007). O nosso grupo de
estudos encontrou um valor para Clsy de jundidas em 96 horas de 745 mg L’
(CATTANEO et al., 2008). O herbicida 2,4-D é conhecido por causar alteragbes no
sistema nervoso central, inibindo a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE),
(BENLI et al., 2007). Um estudo realizado em nosso laboratério demonstrou que o
herbicida 2,4-D altera alguns parametros bioquimicos, como intermediarios metabdlicos
nos tecidos, e inibe a atividade da enzima acetilcolinesterase em cérebro e musculo de
Leporinus obtusidens. Os peixes foram expostos por 96 horas as concentragdes
subletais (1,0 ou 10,0 mg L) da formulagdo comercial do herbicida (FONSECA et al.,
2008). Em eritrécitos humanos, um decréscimo na atividade da acetilcolinesterase
(determinada in vitro) esteve relacionado ao aumento da formagao de espécies reativas
de oxigénio (BUKOWSKA et al., 2006). ORUC et al. (2004) relataram que a exposicao
aguda (96 h) ao herbicida 2,4-D leva a uma situagao de estresse oxidativo em carpas
(Cyprinus carpio), com aumento na atividade de enzimas antioxidantes, como a
superdxido dismutase (SOD), catalase, além disso, esse efeito pode ser potencializado
quando a exposicdo ao herbicida € combinada com o inseticida azinfos-metil. Em
tilapias (Oreochromis niloticus) a mesma combinagdo e efeito individual destes
pesticidas se mostrou bastante toxica alterando a atividade do sistema antioxidante dos
peixes expostos durante 24, 48, 72 e 96 h (ORUC & UNER, 2000). Outro efeito
conhecido do herbicida 2,4-D é a alteracdo em parametros do metabolismo de
carboidratos e proteinas em Cyprinus carpio expostos ao herbicida por 1, 2, 3,4, 15 ¢
30 dias as concentragdes subletais de 50 e 80 mg L™, conforme descrito por ORUC &
UNER (1999).
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3.3 Jundia (Rhamdia quelen)

Jundia € o nome comum dado aos peixes pertencentes ao género Rhamdia.
Este género é classificado dentro da familia Heptapteridade, ordem Siluriformes, série
Teleostei e classe Osteichthyes (Figura 1). No Brasil o jundia também é conhecido por
jundia-tinga, jandia, jandia-tinga, mandi e sapipoca e na Argentina este peixe é
conhecido como bagre, bagre-negro, bagre-sapo e bagre-sul-americano. O jundia é
encontrado do sudeste do México ao centro da Argentina (GOMES et al., 2000).

O jundia é um peixe de couro, cuja coloragao varia de marrom-avermelhado claro
a cinza, com a parte ventral do corpo mais clara. Ele pode variar a coloragao do corpo
de acordo com o ambiente que se encontra, pois quando colocado em ambientes
claros, o jundia tende a ficar mais claro e o inverso ocorre quando este peixe se
encontra em um ambiente escuro. O jundia apresenta barbilhdes localizados junto a
boca, que provavelmente possuem receptores de gosto para ajudar na localizagao do
alimento e na percepgao da qualidade da 4gua (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO,
2004).

Nos primeiros anos de vida o jundia tem um grande crescimento e este
crescimento € maior em machos do que em fémeas até o terceiro ou quarto ano de
vida. Dai em diante as fémeas passam a ter um crescimento mais rapido. Porém, em
criacao artificial observa-se um menor crescimento dos machos em fungéo da precoce
maturacao sexual. O crescimento maximo das fémeas pode chegar a 66,5 cm e dos
machos aproximadamente 52,0 cm. As fémeas também apresentam um maior tempo
de vida, cerca de 21 anos, enquanto os machos podem teoricamente chegar a 11 anos
(GOMES et al., 2000).

O jundia vive em lagos e pocos fundos dos rios e tem preferéncia por ambientes
de aguas mais calmas com fundo de areia e lama, préximo as margens e vegetacao.
Escondem-se entre pedras e troncos, de onde saem a noite para procurar alimento
(BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2004). Uma acentuada avers&o a luz e busca
por locais escuros foi observada em experimentos realizados com larvas e alevinos

desta espécie em cativeiro (PIAIA et al., 1999). Exemplares adultos de R. quelen sao
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omnivoros com uma clara preferéncia por peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais e
detritos organicos (GUEDES, 1980; BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2004).

O jundia é uma espécie nativa adaptada a diferentes ambientes, pois apresenta
bons resultados em relacdo & criacdo principalmente nas regiées mais frias. E uma
espécie rustica, de rapido crescimento nos periodos mais quentes e suporta bem as
baixas temperaturas ocorridas na regido Sul do Pais. Além disso, o jundia é um peixe
que apresenta excelente aceitacdo pelo mercado consumidor, tanto para a pesca
quanto para a alimentacao, sendo uma espécie com excelentes caracteristicas para o
processamento industrial (BARCELLQOS et al., 2001; 2003).

3.4 Enzima Acetilcolinesterase (AChE)

As colinesterases estdo amplamente distribuidas entre o0s animais,
desempenhando papéis importantes na neurotransmisséo colinérgica central e
periférica, além de fungdes como a hidrélise dos ésteres de colina e a destoxificagdo de
xenobioticos (BRETAUD et al., 2000; ROEX et al., 2003). Existem duas familias de
colinesterases: a acetilcolinesterase (AChgE; EC 3.1.1.7), que hidrolisa

preferencialmente ésteres com grupamento acetii (como a acetilcolina) e a
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butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) que prefere hidrolisar outros tipos de ésteres
como a butirilcolina (NIGG & KNAAK;, 2000).
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Figura 2: Reagdo catalisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) (adaptado de Soreq & Seidman,
2001).

A enzima acetilcolinesterase (Fig. 2) estd presente no sistema nervoso central
(SNC), sistema nervoso periférico (SNP) e também nos globulos vermelhos do sangue.
Essa enzima € responsavel por catalisar a degradacdo da acetilcolina em colina e
acetato na fenda sinaptica. A atividade da AChE pode variar de acordo com espécie de
peixe. CHUIKO (2000) mostrou que o nivel da atividade especifica da
acetilcolinesterase em cérebro de peixes da familia Cyprinidae foi maior que os das
familias Percidae e Esocidae. A medida da atividade da enzima acetilcolinesterase é
muito utilizada para avaliar a toxicidade de contaminantes ambientais em peixes. Esta
enzima tem sido utilizada por diferentes autores como um marcador para diagnosticar a
exposicao a compostos como carbamatos e organofosforados (SANCHO et al., 2000).
Porém, em outros estudos, verificou-se que diferentes classes de agrotoxicos também
causaram alterac6es na atividade da AChE em cérebro ou musculo de peixes (MIRON
et al., 2005; CRESTANI et al., 2006; MORAES et al., 2007). O efeito mais comum da
exposicao aos agrotdxicos € a inibicdo da atividade da acetilcolinesterase em peixes. A
inibicdo de sua atividade resulta em estimulacéo excessiva dos nervos colinérgicos, que

pode resultar em tremores, nado erratico, convulsdes e até mesmo a morte
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(FERNANDEZ-VEGA et al., 2002). DUTTA & ARENDS (2003), avaliando o inseticida
endosulfan, encontraram uma significativa inibicdo da atividade da AChE em cérebro de
Lepomis macrochirus quando expostos por até uma semana a concentragéo de 1,2 pg L™
do produto. GLUSCZAK et al., (2006), mostraram que a atividade da AChE foi inibida
em cérebro de piavas (Leporinus obtusidens) quando estes peixes foram expostos a
diferentes concentrac@es da formulac@o comercial do herbicida glifosato por um periodo
de 96hs. Em um estudo realizado no campo (em lavoura de arroz irrigado) por um
periodo de 30 dias de exposicdo, foi observada a inibicdo da enzima em cérebro de
piavas apos serem expostas as formulagdes comerciais dos herbicidas clomazone e
quinclorac, ja no muasculo desses peixes houve um aumento da atividade da AChE apds
exposicdo ao clomazone, propanil e metasulfuron metil (MORAES et al., 2007). Estudos
recentes tém demonstrado que a atividade da AChE em tecidos de peixes pode variar
de acordo com a espécie, com o tempo de exposi¢do, com a condi¢cdo experimental em
que 0 peixe se encontra e com o tipo de toxico a qual o peixe € exposto (MIRON et al.,
2005; CRESTANI et al.,, 2006; MORAES et al., 2007, GLUSCZAK et al., 2007,
FONSECA et al., 2008).

3.5 Parametros metabolitos

Os produtos toxicos podem causar alteragdes bioldgicas em peixes que podem
ser reconhecidas através da medida de alguns componentes do metabolismo (JYOTH]
& NARAYAN, 1999). Os parametros metabdlicos sdo bastante utilizados como
indicadores gerais de estresse fisiologico em peixes (LERMEN et al., 2004). Dentro
desses parametros, podemos citar aqueles integrantes do metabolismo de carboidratos,
como glicogénio, glicose e lactato, que podem estar alterados nos tecidos e no sangue
dos peixes (BEGUM et al, 1999). Também, é bastante utilizada a relagédo entre
proteinas e os caminhos metabdlicos dos carboidratos (AGUIAR et al., 2004), ja que
muitas atividades teciduais séo muito dependentes de proteinas por suas fungoes

estruturais, cataliticas e regulatorias (GOTO et al., 2004).
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Muitos autores descrevem os efeitos toxicos de pesticidas sobre parametros
metabdlicos em peixes. E conhecido que carpas (Cyprinus carpio) expostas ao
herbicida 2,4-D nas concentragdes subletais de 50 e 80 mg L™ sofrem alteragdes em
alguns parametros do metabolismo de carboidratos em diferentes tecidos (ORUC &
UNER, 1999). Os jundids quando expostos ao herbicida clomazone & concentragdes
subletais apresentaram alteragbes em parametros como glicogénio e lactato em
diferentes tecidos (CRESTANI et al., 2006). NO figado de piavas expostar por 96 horas
ao glifosato apresentaram uma diminui¢gdo do lactato e da proteinae um aumento da
glicose e do glicogénio, j& no musculo houve uma diminuicdo desses carboidratos
(GLUSCZAK et al., 2006). FONSECA et al. (2008) demonstraram que Piavas expostas
ao herbicida 2,4-D por 96 horas nas concentragdes de 1,0 ou 10 mg L' apresentaram
modificagdes no padrao de alguns parametros do metabolismo, como glicose, lactato e

glicogénio em diferentes tecidos.

3.6 Histologia

O figado dos teledsteos é um 6rgao multifuncional responsavel pela converséo
do alimento, producao da vitelogenina durante o crescimento gonadal e desintoxicagao
de compostos estranhos (STEGEMAN & LECH, 1991). Alteragdes como vacuolizagao
dos hepatdcitos, deplecdo de glicogénio, inflamagao, alteragdo no formato dos vasos
sinusodides e neoplamas podem ser interpretados como respostas ao estresse
ambiental, sendo, desta forma, considerados como indicadores histopatoldgicos da
qualidade do ambiente (THOMAS, 1990; KOHLER et al., 1992; TEH et al. 1997).
Estudando indicadores histopatolégicos em peixes, SCHWAIGER et al. (1997)
salientaram que as alteragdes histopatolégicas mais severas observadas no figado séo
mais frequentes nos individuos de areas contaminadas, mas que também ocorrem em
individuos de areas menos degradadas, s6 que em menor frequéncia. Em um estudo
com altas concentracdes do herbicida Roundup® (205 a 410 mg de glifosato L)
observou-se efeito patogénico em carpas (Cyprinus carpio) confirmado por analise
histoldgica, o qual levou a morte dos peixes em apenas uma hora de exposi¢éo
(SZAREK et al., 2000). POLEKSIC & KARAN (1999) observaram necrose nos
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hepatdcitos de carpas expostas ao herbicida trifluralin e expdem a importéncia de
estudos histopatoldgicos, em conjunto a outros estudos, na medida de efeitos nao letais
de pesticidas em peixes. Ja em outro estudo, onde foi realizada a analise histolégica
em jundids (Rhamdia quelen) foi observada a vacuolizagdo nos hepatdcitos desses
peixes, apos 192 horas de exposi¢cao ao herbicida clomazone na concentragéo de 1,0
mg L, e no periodo de recuperacdo de 192 horas, a vacuolizagao foi observada nas
concentracdes de 0,er5 e 1,0 mg L de clomazone (CRESTANI et al., 2007). No

entanto, trabalhos relacionados com histologia de peixes s&o escassos na literatura.
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The objective of this study was to investigate the effects of commercial formulation of herbicide 24-D on
metabolic parameters, acetylcholinesterase (AChE) activity and liver histological evaluation of silver cat-
fish (Rhamdia quelen) exposed for 96 h. AChE activity increased in brain (600 and 700mgL ') and
decreased in all concentrations tested in muscle tissue. Hepatic glycogen was reduced after 2,4-D expo-
sure ranging from 47.67% (400 mg L") until 59.3% (700 mg L"), Hepatic tissue showed lactate reduction

Keywords: at all 2,4-D concentrations tested and glucose was reduced only at 700 mg L', In the highest concentra-
Ez'ii-[glogy t!on tested hepatic glycogen anc_l glu_cosc rcdu_ccd instead plasma gluco_sc_ levels incrcas:_:d. White muscle
Metabolic response tissue showed glycogcr: reduction in fingerlings exposed to all herbicide concentrations and glucose
Silver catfish reduction at 700mg L ". Muscle lactate levels increase at all 24-D concentrations tested. Vacuolation
AChE of hepatocytes and changes in its arrangement cords were observed by histologic analysis in group trea-

ted with 700 mg(L of 2,4-D. These results suggest that silver catfish exposed to concentrations of 2,4-D
near of Clsp showed metabolic and histological response to compensate some stress caused by herbicide
exposure. Taken together parameters measured can be used as biomarkers to monitor herbicide

contaminated water.

@ 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Herbicides of different chemical structure are widely used in
agricultural practices. Agrochemicals of various classes are con-
sidered essential to agricultural development, but owing to toxic
effects some of them can affect ecosystems through environ-
mental contamination of soil and water [1]. The presence of her-
bicides in aquatic system can contaminate fish and
consequently, others animals, which feed on fish, causing indi-
rectly contamination [2]. In agriculture 2,4-D herbicide is used
on cereal, grain crops and sugar cane to the broadleal weed con-
trol [3]. It is used also in pasture, forest management, garden,
and to control aquatic vegetation [4]. This herbicide generally
has low solubility in water and showed to be contaminating
underground water potential in the south of Brazil [5]. Commer-
cial formulation containing 2,4-D herbicide is a strong acid, and
forms water-soluble salts with alkali metals and amines, solubil-
ity (mgL™") in water is 23-180 (pH 7), 34-196 (pH 9) [6]. In
waters of Southern Brazil 2,4-D has soil and water half-life
around 7 and 7.5 days, respectively, and water solubility of

* Corresponding author, Fax: +55 55 3220 8240,
E-mail addresses; vanial@smail.ufsm.br, vaniluc@yahoo.com.br {(V.L. Loro ).

0048-3575/S - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doiz10.1016/j. pestbp.2008.07 004

and 311 mgL~" [5]. The 24-D mechanism of action herbicide
functions by maintaining high levels of the plant hormone auxin,
resulting in overstimulation of plant growth and death. In
addition is known that 24-D provokes changes in the animal
nervous system due to interaction with acetylcholine, resulting
sometimes inhibition of acetylcholinesterase (AChE) activity
[2,4]. Decreased acetylcholinesterase activity of human erythro-
cytes (in vitro) due to indirect membrane modification and
increased reactive oxygen species has been reported by
Bukowska et al. [7].

Fish biological alterations caused by pesticides can be recog-
nized by measurements of metabolic and enzymatic parameters
which involve elements such as enzyme activity, modulation and
physiological response [8]. Sarikaya et al. [2] observed behavioral
changes in Cyprinus carpio L. exposed to different concentrations
of 2,4-D including swimming disorders and breathing difficulties.
Evaluation of acetylcholinesterase {AChE) activity is one of the
indicators frequently used for diagnosis of organophosphate and
carbamate exposure in fish [9]. Many studies have showed the ef-
fect of agrochemicals in AChE activity [9-14]. The inhibition of this
enzyme by these compounds can affect locomotion and equilib-
rium in exposed organisms and also undesirable effects [1512].
Recent works pointed out brain AChE inhibition by agrochemicals
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of another classes different of organophosphates and carbamates
such as insecticide endosulfan [16] and commercial formulation
of herbicide clomazone [12,14].

The silver catfish, Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptateridae),
jundia was chosen for this experiment due to its economic and
ecological importance, This species have a good growth from South-
ern Mexico to Central Argentina [17]. Itis a suitable species for fish
production in the southem part of South America [18]. Thus, the aim
of the present study was to investigate the effect of commercial for-
mulation containing 2,4-Don some metabolic parameters as well as
to verify if acetylcholinesterase activity and liver histological
parameters presented some alterationsin tissues of Rhamdia quelen.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

The commercial formulation {U46D-Fluid), {2,4-D acid equiva-
lent 720gL™" and dichlorophenoxyacetic dimethylamin salt of
24-D 868 ¢ L1), Chemical Abstract Service (CAS 94-75-7), register
number 04118189, BASF S.A., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brazil
was used in experimentation. The concentrations used in experi-
ments were chosen considering the concentrations obtained in
LCsp-96 h. Acute toxicity assays were made in a static manner
for 96 h.

2.2, Animals

Silver catfish (Rhamdia quelen) (91+08 ¢ and 8.5+03 cm)
were obtained from a local fish culture and transported to Labora-
tory, Universidade Federal de Santa Maria. The fingerlings were
placed in boxes (250 L™') at a stocking density of 50 fish/m?®. Fish
were acclimated to laboratory condition for 20 days.

2.3. Exposures

After acclimation silver catfish were transferred to glass boxes
(45 L™") with controlled aeration and temperature. Groups of 10 fish
perbox in triplicate were exposed for 96 h to different 2,4-D concen-
trations until obtained LCsp value. 2,4-D concentrations {nominal
value) ranging from 1to 780 mg L~", For each herbicide concentra-
tion test, a set of 10 fish per box (triplicate) was used as a control
group(same condition without herbicide) and sampledateachtime,
Mortality for each concentration was recorded for estimation of
LCso. During the experiment, activity (normal, erratic swimming,
lethargy) and feeding behavior (feeding or not) were observed, re-
corded and compared to control. After obtained LCsg value another
experiment were made. Another group of fish were acclimated (10
days Jand after this period were redistributed in 45 L™! glass boxes
(10 fish per box) and exposed to 2,4-D. The experiment was carried
out in triplicate during 96 h with 4 treatments: 0 (without herbi-
cide), 400, 600 and 700 mg/L of 2,4-D. Water quality characteristics
were tested at the beginning, middle and end of exposure during
LCsp test and 96-h exposure. Mean values for test water qualities
were as follows: temperature (23.0£0.6°C), dissolved oxygen
(6.5+01 mg/L), pH (7.4+02 units), total ammonia (05 ¢+
02 mg(L), total alkalinity (55 +0.5 mg/L CaCO;), and hardness
(45 £1.0 mg LCaC05). Water of the experimental period did not dif-
fer significantly between treatments (ANOVA). These parameters
were measured as described by [25].

24. Enzyme assays

Tissues samples (brain and muscle) were homogenized in glass
tubes under ice-bath with eight strokes of a motor driven Teflon

pestle for 2 min. Homogenates were centrifuged for 10min at
3000g at 5°C in 150 mM NaCl and supernatant was used as en-
zyme source. AChE activity was measured as described by [19]
and modified by [20]. Suitable amounts (50-100 pl) of homoge-
nate were incubated at 25 “C for 2 min with 0.8 mM acetylthioch-
oline as substrate and 1.0 mM 5,5'-dithio-bis 2-nitrobenzoic acid
(DTNB) as chromogen. The reaction was buffered with 0.1M
K-phosphate pH 7.5 for a final volume of 2.0 ml. The enzyme activ-
ity was followed at 412 nm and the protein content of medium
reaction was determined according to [21] using bovine serum
albumin as standard. Enzyme activity is expressed as pmol of
acetylthiocholine hydrolyzed per min per g of protein.

2.5, Tissue extracts and metabolite determination

At the end of exposure period (96 h), all fish were sampled and
blood was collected from the caudal vein with a 1 ml heparinized
syringe. The blood was centrifuged (10 min, 3000g, 4 °C) and used
for glucose determination. Plasma glucose was measured by the
glucose oxidase (Labtest Kit). Tissues (liver and white muscle ) were
removed and place on ice, frozen inliquid nitrogen and then stored
at —20°C, Tissue samples (50 mg~") were mechanically disrupted
with 20% of trichloroacetic acid (TCA) using a motor driven Teflon
pestle and centrifuged at 10,000g for 10 min for Mlocculation of the
proteins. Acid extracts protein free were used for estimated glu-
cose [22] and lactate [23]. All methods were adapted to fish in
our Laboratory. Tissue glycogen was determined after KOH and
ethanol addition for hydrolysis and precipitation of glycogen
according to [24]. Suitable aliquots were used for glycogen
(glucosyl-glucose) estimation according to [22].

2.6. Histological technical

For histological examinations liver slices were immediately re-
moved and fixed in Bouin's solution, washed with 70% ethanol and
dehydrated through a graded series of ethanol. They were embed-
ded in paraffin, sectioned at 5 pm thickness using a rotary micro-
tome. Sections were rehydrated in distilled water and stained
with hematoxylin and eosin (H-E). For examined abnormalities
was used microscope Olympus BX 41, For histological analysis
were used only treatments 0 (control) and 700 mg/L.

2.7, Analysis statistics

The mean LCsp for 96 h was calculated using probit analysis as
described by [41]. Experimental design was fully randomized,
with three replicates per treatment (n=10). All data are ex-
pressed as means +SEM, with significance level set at (P <0.05).
Metabolic and enzymes parameters were analyzed by one-way
ANOVA followed by Tukey-Kramer multiple range test when
appropriate using Statistical program for Windows, version 4.5,
1993,

3. Results

The LCsp obtained for 2,4-D was 745 mg L~ (confidence interval
730-760). During experimental period fish exhibited some behav-
ior alterations as lethargy and erratic swimming (Table 2). Brain
AChE activity was higher than that of white muscle in Rhamdia
quelen (16.2 and 9.5 pmol/min/g protein, respectively). Exposition
to 2,4-D for 96 h increased brain AChE activity (P < 0.01) in two
treatments (600 and 700 mg L™") while in muscle tissue maximum
AChE reduction was about 90% in jundia in the studied concentra-
tions (P < 0.01) (Fig. 1). After 4 days of 2 4-D exposure hepatic gly-
cogen levels decreased in fingerlings in all concentrations tested
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Fig. 1. AChE activity in the brain {2} and muscle (@) of Rhamdia guelen exposed to
400, 600 and 700mg L' of 24-D. AChE activities were Expressgd as pmol(min/g
protein. Values significant different from control are indicated as P < 001 (n=10)

(P=001). Hepatic glycogen reduction ranging from 47.67%
(400 mg L~1) until 59.3% (700 mg L™). In this tissue lactate levels
was reduced in all concentrations tested and glucose levels
decrease only at 700mg/L as compared with control values
(Table 1), Liver glycogen and glucose reduction is accompanied
by a considerable rise in plasma glucose levels (Table 1). Fish
exposed to 2 4-D showed decreased glycogen at all concentrations
tested and glucose levels at 700 mgL™! in muscle tissue as
compared to control values (P < 0.01). White muscle lactate levels
increase at all concentrations tested (P < 0.01). The histological
analysis showed alterations in Rhamdia guelen liver after exposure
to 24-D herbicide. In 700mg L™ concentration changes as
abnormal arrangement of hepatocytes cords, cell membrane
rupture and hepatocytes vacuolation (Fig. 2B) were observed in
optic microscope with magnification 400x.

Table 1
Metabolic parameters of plasma and tissues of Rhamdia quelen exposed at sub-lethal
concentration of 24-D

Herbicide 2,4-D (mgL™")

i [400] [600] [700]
Liver (pmol g ! tissue)
Glycogen 86211 45%25% ETES W 35215
Glucose 341003 352005 3005 2501
Lactate 12:05 75403 007 6505
White muscle (pimolg ™" tissue)
Glycogen 86206 49£05° 40 £0.8° 52:09"
Glucose 242001 254002 26£0.01 1.8:01"
Lactate 2005 251047 27 0.3 28:02"
Plasma
Glucose (mgdl™) 40+05 451075 42408 6015

2 Indicate significant difference (P< 0.01) of control group (0) mgL~" (n=10)
Metabolic parameters were expressed as (pmol ™' g ' tissue), and plasma glucose as
(medl™").

Fig. 2. (A) Liver of Rhamdia guelen of the control group showing normal hepato-
cytes. (Arrow). HE » 400. (n=10). (B) Liver of Rhamdia guelen after exposure
700 mg L' of 24-D, showing abnormal cords arrangement and vacuolation of
hepatocytes. (Arow). HE = 400. (n=10).

4. Discussion

The present study pointed out significant effects on brain and
muscle AChE activity of Rhamdia quelen exposed to commercial
formulation containing 2,4-D. However it is surprise that brain
showed increase of AChE activity while muscle showed reduction.
The stress generated by 2,4-D exposure can increase reactive oxy-
gen species in brain and thus promote undesirable effects as en-
zyme activation. Recently some authors showed that increase
reactive oxygen species could be linked with brain AChE inhibition,
or impaired brain functions [42].0n the contrary muscle tissue
showed a significant inhibition in the AChE activity in response
to 2,4-D exposure (Fig. 1). In the same way muscle AChE activity
in European eels (Anguilla anguilla) exposed to 0.22 mg/L of thio-
bencarb herbicide was depressed 35% in a 96 h test, and eels show-
ing tremors, lethargy and erratic swimming [11]. Exposure to
50 ug/L of carbofuran for 48 h inhibited 23% of the AChE activity
in skeletal muscle of goldfish [15]. Changes in AChE activity ob-
served in this study could be reflected in movement disturbances.
During the experimental period, fishes showed lethargy and erratic
swimming (Table 2). Signs of lethargy have been also reported in

Table 2

Lethal concentration and effects of different concentrations of 24-D{mg L") on feeding behavior, activity and brain muscle AChE activity (% of control) in silver catfish fingerlings

24-Dmgl? Activity Feeding behavior Mortality Brain AChE Muscle AChE
Activation (%) Inhibition (%)

0 Normal normal No 0 0

400 No (1] 0

600 Lethargic Normal 30% 50 50

700 Erratic swimming Not feeding 400 75 75

745 Erratic swimming Not feeding 500% 8625 85

100% activity=0.02 ar 0.01 pmol of acetylthiocholine min~" per g ™" of protein, respectively, for brain and muscle.
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fish exposed to other pollutants such as cooper [27]. Ferndndez-
Vega et al. [28] has described clinical signs of restlessness, erratic
swimming, tremors, hipoactivated state and lethargy in Anguilla
anguilla poisoned with a carbamate pesticide. In the same specie
R. quelen another study showed behavior alterations after exposure
to clomazone, quinclorac and metsulforon methyl at concentra-
tions near of LCsp [12]. On the contrary that in muscle tissue, there
was an increase on brain AChE activity after 2,4-D exposure, This
contradictory result could represent fish response against possible
stress caused by 2,4-D. Animals could be compensating the meta-
bolic stress enhancing brain AChE activity. The brain AChE activa-
tion observed after exposure to 2,4-D also could represent an
increase in the hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine,
with consequent decrease activation of nicotinic and muscarinic
receptors, In fact, activation or inhibition of AChE activity can influ-
ence cholinergic neurotransmission process. The similar AChE acti-
vation was showed also in brain of R. quelen exposed to herbicides
quinclorac and metsulfuron methyl [12]. However, when another
native fish species of Southem Brazil Leporinus obtusidens were ex-
posed to 24-D at environmental relevant concentrations brain
showed inhibition at concentrations of 10 mgL™" and muscle at
both concentrations tested (1 or 10mgL™") [43]. In fact 2,4-D
causes changes in the animal nervous system through complex for-
mation with acetylcholine and inhibition of acetylcholinesterase
[4,43], in this study 2,4-D could be change brain and muscle AChE
activity and this result could reflect in behavior alterations. The
sum of results of this study concerning AChE, metabolic parame-
ters and histolgical analyses may be related to the 2,4-D herbicide
or their metabolites since about 70% of 2,4-D residues were found
in water samples under laboratory conditions [43]. However, infor-
mation on the aquatic toxicity of 2,4-D on non-target organisms is
either incomplete. Some formulations of 2,4-D were reported
highly toxic to fish and others were less so [4].

In teleosts the main site of glycogen synthesis and storage is the
liver, which is also the most important metabolic center for detox-
ification of chemicals and glucose production and storage [29,30].
Hepatic glycogen isa source of glucose and it acts in the vertebrate
organism, helps regulating blood glucose levels [30-32]. Our re-
sults showed that exposure of silver catfish fingerlings to 2,4-D al-
ter muscle and hepatic glycogen levels. These results are in
agreement with [33], who reported a decrease in muscle glycogen
level in eels (Anguilla anguilla) after lindane exposure. DDT and
endosulfan caused depletion of liver and muscle glycogen in Ore-
ochromis mossambicus accompanied by a considerable rise in plas-
ma glucose levels [34]. In the same way, in this study, hepatic
glycogen and glucose reduced and plasma glucose levels raised
after 2,4-D exposure, Cyprinus carpio exposed to 2,4-D showed ele-
vated serum glucose and decreased levels of tissue glycogen fol-
lowing acute exposure to herbicide 2 4-D [35]. The decrease in
hepatic glucose observed in silver catfish, could be part of a mech-
anism mobilizing energy sources against possible stress caused by
24-D exposure, Depletion of glycogen store due to utilization of
carbohydrates for energy production could be result of herbicide-
induced hypoxia. Some authors usually describe this strategy for
other fish exposed to agrochemicals [8,35-37].

Histological analyses reveal that R quelen has resistant until
745 mg L™! of herbicide 2,4-D but the concentration ranging from
200 until 700mg L™" alters enzyme and metabolic parameters,
The concentration of 700 mg L™! provokes cell damage. Similar re-
sults concerning histology damage were observed by [38] like vac-
uolation of hepatocytes and pycnotic nucleus in liver carps
exposed to 0.02 mg L~ of herbicide trifluralin. Other study showed
histological alterations after exposure to agrochemicals and some
authors suggest that alterations can result in malfunctioning of
several organ systems of the fish [39]. Disorders in hepatocytes
cords, rupture of the cell membrane, cytoplasm vacuolated were
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histological changes found in liver of Tilapia mossambica after
exposure to organophosphorus insecticide for 5 days [40]. Herbi-
cide concentrations near those used in agriculture cause histolog-
ical liver alterations in Rhamdia quelen [14]. These histological
alterations occur because liver is the metabolic center for detoxifi-
cation, and concentration of this compound could involve meta-
bolic process and produce pathological lesions.

5. Conclusion

The results obtained allow us to conclude that 2,4-D affected
AChE actyivity, as well some metabolic and histological parameters
of this specie, indicating that short-term exposure could lead to an
impairment of their physiologic conditions. The sum of results can
be used as one early toxicity indicator that commercial formulation
containing 2,4-D herbicide at high concentrations causes in Rham-
dia quelen. However, more studies need to be made, especially for
histopathology to obtain more specific conclusions about possible
poisoning caused by environmentally relevant concentrations of
24-D.
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5 DISCUSSAO

Este estudo mostra um grande efeito sobre atividade da AChE muscular e
cerebral em peixes da espécie Rhamdia quelen expostos ao herbicida 2,4-D por 96
horas. No entanto, foi surpreendente que no cérebro a atividade da AChE mostrou-se
significativamente aumentada nas maiores concentragées. O estresse gerado pelo 2,4-
D pode aumentar a producédo de espécies reativas no cérebro e, assim, promover
efeitos indesejaveis, como a ativagcdo enzimatica. Recentemente alguns autores
demonstraram que o aumento espécies reativas de oxigénio pode ser relacionado com
a inibicdo da AChE cerebral, ou fungdes cerebrais comprometidas (UNER et al., 2006,
MIRON et al., 2008). O 2,4-D em concentra¢des proximas as utilizadas nas lavouras
reduz a atividade da AChE em cérebro e musculo de piavas (Fonseca et al., 2008).
Estes resultados nos levam a pensar que podem existir diferengas entre as espécies
relacionadas a toxicidade de herbicidas. Ao contrario do que ocorreu em cérebro, o
tecido muscular mostrou uma significativa inibicdo da atividade da AChE em resposta a
exposic¢ao ao 2,4-D (Fig. 1). Da mesma forma atividade da AChE muscular de enguia
européia (Anguilla anguilla), expostas a 0,22 mg L™ do herbicida tiobencarb mostraram
uma depressao de 35% na atividade. Neste estudo também foi observado que os
peixes tiveram tremores, apatia e nataco erratica (FERNANDEZ-VEGA et al., 2002). A
exposicdo a 50 pg L™, por 48 horas de carbofuran inibiu 23% da atividade da AChE no
musculo esquelético de peixe-dourado (BRETAUD et al., 2000). As alteragdes na
atividade AChE que foram observadas neste estudo poderiam refletir em disturbios de
movimento. Durante o periodo experimental, mostrou apatia e peixes com natagéo
erratica (Tabela 2). Sinais de letargia, foram igualmente notificados em peixes expostos
a outros poluentes, como cobre (SINGH & REDDY, 1990). FERNANDEZ-VEGA et al.
(1999) tem descrito sinais clinicos como: natagéo erratica, tremores, letargia e estado
de hipoatividade em Anguilla anguilla intoxicado com o pesticida carbamato. Em um
estudo com a mesma espécie R. quelen alteracdes de comportamento foram
observadas apds exposicao aos herbicidas clomazone, quinclorac e metasulfuron metil
em concentragdes proximas da Clsp (MIRON et al., 2005). Como observado ao

contrario, do que foi observado no tecido muscular, no cérebro houve um aumento na
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atividade da AChE apo6s a exposicdo ao 2,4-D, este contraditdrio resultado poderia
representar que os peixes estavam reagindo contra um eventual estresse causado pelo
2,4-D. Os animais poderiam estar compensando o estresse metabdlico através do
aumento da atividade da AChE cerebral. A ativagdo da AChE cerebral que foi
observada apds a exposi¢ado ao 2,4-D pode representar um aumento na hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina, com consequente diminuicao da ativagao dos receptores
nicotinicos e muscarinicos. Assim, € visto que a ativagcao ou inibicdo da atividade da
AChE pode influenciar no processo de neurotransmissao colinérgica e causar efeitos
imprevisiveis como tremores, letargia e nado erratico. Resultado semelhante com
ativacao da AChE cerebral foi mostrado em R. quelen expostos a herbicidas quinclorac
e metasulfuron metil (MIRON et al., 2005). No entanto, quando uma outra espécie de
peixe nativo da regido Sul do Brasil Leporinus obtusidens foram expostos ao 2,4-D em
concentragbes menores mostraram inibicdo da atividade da AChE cerebral nas
concentragdes de 10 mg L™ e no mUsculo em ambas as concentragdes testadas (1 ou
10 mg L") (FONSECA et al., 2008). Na verdade o herbicida 2,4-D provoca alteragdes
no sistema nervoso do animal através de um complexo de formagao com acetilcolina e
inibicdo da acetilcolinesterase (BENLI et al., 2007, FONSECA et al., 2008). No presente
estudo 2,4-D alterou a atividade cerebral e muscular da enzima AChE e este resultado
pode refletir em alteragcbes no comportamento. A soma dos resultados obtidos neste
estudo relativo a AChE, parametros metabdlicos e histologicos podem ser relacionados
com o herbicida 2,4-D ou seus metabdlitos uma vez que cerca de 70% do 2,4-D foram
encontrados em forma de residuos nas amostras da agua em condigdes de laboratério
em um periodo de 96 horas (FONSECA et al., 2008). Apesar de algumas formulagdes
de 2,4-D ja terem sido relatadas como altamente toxicas para os peixes (BENLI et al.,
2007), as informagdes sobre a toxicidade aquatica desse herbicida em organismos néo-
alvo ainda séo bastante incompletas.

Nos teledsteos o principal local de sintese de glicogénio e de armazenagem € o
figado, que é também o mais importante centro de desintoxicagdo metabolica de
produtos quimicos e de produgdo e armazenamento de glicose (SUAREZ &
MOMMENSEN, 1987; MOMMENSEN & MOON, 1989; SINGH & BHATI, 1994). O

glicogénio hepatico € uma fonte de glicose que atua nos organismos de vertebrados,
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ajudando na regulagao dos niveis de glicose sanguinea (SUAREZ & MOMMSEN, 1987;
MOON, 1998). Os resultados deste estudo mostraram que a exposig¢ao de alevinos de
jundia ao 2,4-D reduz os niveis de glicogénio muscular e hepatico. Estes resultados
estdo de acordo com FERRANDO & ANDREU-MOLINER (1986), que relataram uma
diminuicdo dos niveis de glicogénio muscular de enguias (Anguilla anguilla), ap6s
exposicao ao lindano. O DDT e o endosulfan causaram uma deplegdo de glicogénio
muscular e hepatico em Oreochromis mossambicus acompanhado por um aumento
consideravel de glicose plasmatica (DANGE, 1986). De maneira similar, neste estudo o
glicogénio e a glicose hepaticos mostraram-se reduzidos enquanto os niveis de glicose
plasmatica estavam elevados ap6s a exposigao ao 2,4-D. Cyprinus carpio expostos ao
2,4-D apresentaram niveis séricos elevados de glicose e diminuigdo dos niveis de
glicogénio tecidual seguido da exposicdo aguda ao herbicida 2,4-D (ORUC & UNER,
1999). O decréscimo na glicose, do lactato e do glicogénio hepatico foi observado nos
jundias, podendo ser parte de um mecanismo de mobilizacédo de fontes energéticas
contra o possivel estresse causado pela exposicao ao 2,4-D, que consequentemente
também aumentou a glicemia dos peixes. Da mesma forma a, a deplegao do estoque
do glicogénio do musculo devido a utilizagéo de hidratos de carbono para a produgao
de energia via resposta fermentativa poderia ser resultado da hipdxia muscular induzida
pelo herbicida, o que justificaria 0 aumento do lactato no musculo branco dos jundias.
Alguns autores descrevem geralmente esta estratégia para outros peixes expostos a
agrotoxicos (VERMA et al., 1983; GILL et al., 1991; JYOTHI & NARAYAN, 1999; ORUC
& UNER, 1999).

A andlise histoldgica revelou que existe resisténcia da R. quelen até 745 mg L
do herbicida 2,4-D, mas em concentragdes variando entre 200 até 700 mg L ja
ocorrem modificagdo enzimaticas e de parametros metabdlicos, e na concentracéo de
700 mg L™ aparece um dano celular significativo. Resultados similares relacionados &
histologia foram observados por (POLEKSIC & KARAN, 1999), como vacuolizagédo dos
hepatécitos e nucleos picnéticos no figado de carpas expostas a 0,02 mg L' do
herbicida trifluralina. Outro estudo mostrou alteragées histologicas apds a exposicao a
agrotdxicos e alguns autores sugerem que as alteragbes podem resultar em mau

funcionamento dos varios sistemas organicos dos peixes (ORTIZ et al., 2003). Os
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disturbios nos corddes dos hepatdcitos, a ruptura da membrana celular, a vacuolizagéo
citoplasmatica foram alteragbes histolégicas encontradas no figado de Tilapia
mossambica ap0s a exposi¢do aos inseticidas organofosforados durante cindo dias
(DESAI et al., 1984). As alteragdes histolégicas observadas neste trabalho ocorreram,
provavelmente, pelo figado ser o centro para detoxificagdo, e a alta concentragéo do
2,4-D neste orgao pode ter influenciado no processo metabdlico e consequentemente
ter produzido lesGes patoldgicas.

Os resultados obtidos permitem concluir que o 2,4-D afeta a atividade da enzima
AChE, bem como alguns parametros metabdlicos e histoldgicos desta espécie de peixe,
indicando que a curto prazo poderia levar a uma exposi¢cao comprometimento de suas
condigdes fisioldgicas. A soma dos resultados pode ser utilizada como um indicador
precoce toxicidade que formulagcdo comercial contendo herbicida 2,4-D em altas
concentragbes causa em Rhamdia quelen. No entanto, mais estudos precisam ser
realizados, especialmente histopatolégicas, para obter conclusbes mais especificas

acerca de possiveis intoxicagées causadas pelo 2,4-D.
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6 CONCLUSOES

v" Foi encontrada uma CL50 de 745 mg/L para os jundias expostos ao 2,4-D por 96

horas

v Apds exposicdo de 96 h dos peixes da espécie Rhamdia quelen, ao herbicida
2,4-D, houve aumento na glicemia apds adicionado 700 mg/L do contaminante, o

que indica uma resposta secundaria ao estresse causado pelo herbicida

v" Os intermediarios metabdlicos (glicogénio, glicose e lactato) em musculo e figado
de jundias foram alterados quando estes organismos foram expostos a esta
formulacdo comercial. Os peixes utilizaram mecanismos compensatorios na
tentativa de aumentar energia para metabolizar o herbicida. E o musculo branco
mostrou uma resposta fermentativa pelo provavel estresse causado, como

observado pelo consumo de glicogénio e producao de lactato

v" O herbicida 2,4-D causa alteragdes na atividade da enzima acetilcolinesterase no
cérebro e no musculo dos peixes. Sendo que, as alteragdes musculares podem
estar relacionadas com os disturbios comportamentais, tais como letargia e nado

erratico, visualizados durante o experimento

v" A exposigao aguda ao 2,4-D causou vacuolizagao, ruptura das membranas dos
hepatdcitos e alteracdes no arranjo dos corddes hepaticos, na maior
concentracdo testada, o que indica que os peixes resistem a altas concentragdes
desse herbicida em agua, no entanto, sofrem algumas alteragdes significativas

nas células hepaticas
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