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RESUMO: O herbicida 2,4-D (dcido 2.4-diclorofenoxiacético) tem elevado potencial t6xico podendo causar efeitos indesejiveis
a curto e longo prazo por seu emprego prolongado em diversas culturas de frutas e cereais. O objetivo deste estudo foi
observar o efeito do 2,4-D na fungiio e estrutura renal de ratos Wistar através da avalia¢io da taxa de filtragao glomerular
(TFG), proteiniria e andlise histoldgica. Foram utilizados 34 ratos Wistar (220-260 g) mantidos em gaiolas individuais, que
foram separados em 2 lotes. No primeiro lote: G-1(n=5), G-Il(n=4) ¢ G-IIl(n=5) os animuis receberam, respectivamente, por
via oral, dgua, 2.5 e 5,0 mg/kg/dia de 2,4-D diluido em dgua durante 15 dias. No segundo lote: G-1(n=8), G-1I(n=8) receberam.
respectivamente, via oral, 2,5 e 5,0 mg/kg/dia de 2,4-D diluido em dgua ¢ G-I1I(n=4) que recebeu dgua por 42 dius. Apds o
perfodo de tratamento, fez-se coleta de sangue por pungio cardiaca, urina de 24 horas e dos rins. Para andlise histologica os
rins foram fixados em “Bouin”, cortados em 5Smm e carados pelo Tricromico de Masson. Nio foi observada alteragio
significativa (p<0,05) na TEG (G-1=7,3£0,8; G-11=7,0£0,9; G-111=7,640,6 mg/min/kg). Houve presenga significativa de
protefna na urina (p<0,05) nos animais que receberam o 2.4-D por 15 dias (G-1=3,7£07; G-11=21,342.9; G-111=229+7 .9 mg/
24 h). Entretanto, a andlise histoldgica dos animais que receberum 2,4-D por 42 dias nio mostrou presenga de esclerose
glomerular e fibrose tubulointersticial. Portanto, a proteindria provocada pelo 2,4-D na perioda estudado nito foi suficiente
para provocar alteragdes na regido tubulointersticial e nem na regido glomerular dos rins destes animais.
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ABSTRACT: The herbicide 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) has a high toxic potential and can cause both short and
long term undesirable effects because of its long-term use in several fruit and cereal cultures. The aim of this study was 1o
observe the 2.4-D effect an the kidney function and morphology of Wistar rats through the assessment of glomerular filtration
rate (GFR), urinary proteins and histological analysis. Thirty-four Wistar rats (220-260g body weight) we left in individual cages.
These animals were separated in two lots. In the first lot: G-1(n=5). G-ll(n=4) and G-111{n=5) the animals received orally, respectively,
water, 2.5 and 5.0 mg/kg/day of 2.4-D diluted in water for 15 days. In the second lot: G-1(n=8), G-II{n=8) received orally,
respectively, 2.5 and 5.0 mg/kg/day of 2,4-D diluted in water and G-111(n=4) received water for 42 days. After the period of
treatment, it was collected blood by cardiac puncture, 24-hour urine, and the kidneys were removed. For histological analyses,
the kidneys were fixed in “Bouin”, 3-mm sectioned and stained with Masson Tricromic. Significant changes in GFR were not
observed (p<0,05) ((G-1=7.320.8; G-11=7.0£0.9: G-111=7.620,6 mg/min/kg). There was a significant presence of urinary proteins
(p<0,05) in animals that received 2.4-D for 15 days (G-1=3.720.7; G-11=21.322.9; G-111=22.9+7.9 mg/24 h). However. the histological
analysis of the animals that received 2,4-D for 42 days did not show glomerular sclerosis or tubulo-interstitial fibrosis. Therefore,
the urinary protein caused by 2,4-D in the studied period was not enough to cause changes in the tubulointerstitial portion or
in the glomerular portion of the kidneys of these animals.
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Introducio

O herbicida 2,4-D (icido 2,4-diclorofenoxiacético),
introduzido no mercado em 1946, é um dos mais usados no
mundo em varias culturas de frutas e cereais (MS 1996
INDUSTRY, 2000). Este herbicida tem elevado potencial téxico,
podenda levar a intoxicagdo cronica, especialmente se nio
houver protegiio adequada dos manipuladores.

Experimentos com animais de laboratério utilizando

*Aluna do curso de Farmdcia da Universidade Estadual de Maringd.

0 2.4-D evidenciaram toxicidade e alterages comao mortalidade
da feto, sinais de neurotoxicidade, aborto, diminui¢do do peso
corporal, alteragiio na capacidade reprodutiva masculina e
feminina. além de toxicidade hematoldgica e hepdtica (LIS,
[987).

Em humanos a dose 16xica € de 40-60 mg/kg de peso
corporal e a letal de 300 mg/kg. Pessoas (INDUSTRY, 2000)
intoxicadas podem apresentar hiperglicemia. hipertermia,

*= Daocente do Departamento de Ciéncias Morfofisioldgicas da Universidade Estadual de Maringd.
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mutagoes e ciincer, Também  foram observadas  alteragdes
no sistema nervoso periférico, cardiovascular e muscular
(ELLENHOR & BARCELOS, 1988; KLAASSE ¢ al, 1996;
MILENIA, 2000; ZOJA, 1998; 1995),

Alguns estudos mostraram danos renais em animais
tratados com 0 2.4-D (BALAGUE e al. 2002: FOFANA et al,
2002; STURTZ et al, 2000; PERCE & PARKER, 2000; GREGUS
et al, 1999; GOMEZ et al, 1999). Em ratas que receberam o
herbicida durante a gestagiio, os felos apresentaram mi-
formagiio renal e do trato urindrio, aumentando por isso os
indices de morte pés-natal destes animais. Outras pesquisas
sugerem ¢ue o acimulo deste xenobidtico pode levar a
toxicidade em tecidos renais devido  faléncia causada no
sistema de transporte anionico renal (GOMEZ ef al, 1999).

O 2,4-D é absorvido rapidamente pelo trato
gastrintestinal, por inalagio e, em menor extensio, pela pele
intacta. Sofre pouca metabolizagio hepitica e ¢é excretado
em grande parte na urina na forma inalterada. Como a
principal via de excregiio desse herbicida é a renal (OKUDA er
al, 1986), 0 objetivo deste trabalho foi investigar seu efeito na
morfologia e fungio renal de ratos Wistar machos.

Material ¢ Métodos
Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso
variando de 170 a 230 g. Esse animais foram submetidos a
dais lipos de administragiio do herbicida 2,4-D:

Administragio aguda (15 dias):

G-I: Animais receberam dgua e ragiio ad libitum por
15 dias (n=5).

G-1I: Animais receberam, via oral, 2,5 mg/kg/dia de
24-D, dissolvido em dgua, por 15 dias (n=4).

G-III: Animais receberam, via oral, 5.0 mg/kg/dia de
2,4-D dissolvido em dgua por 15 dias (n=5).

Administragiio cronica (42 dias):

G-I: Animais receberam dgua e ragio ad libitum por
42 dias (n=4).

G-II: Animais receberam, via oral, 2.5 mg/kg/dia de
24-D, dissolvido em dgua, por 42 dias (n=8).

G-IIT: Animais receberam, via oral, 5,0 mg/kg/dia de
2,4-D, dissolvido em dgua, por 42 dias (n=8).

Esses animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas,
no biotério do Departamento de Ciéncias MorfofisiolGgicas
da UEM, a temperatura de 22°C e ciclo de iluminagio
artificial, de 12/12 horas. No inicio e no final dos
experimentos foram feitas coletas de urina de 24 horas, para
analise da proteina ¢ da creatinina, A coleta de sangue foi
feita por puncio cardiaca, no primeiro e no dltimo dia do
experimento, para a andlise da creatinina plasmitica. Para o
cileulo da taxa de filtragiio glomerular foi usado o “clearance”
de creatinina.

Dosagem de creatinina
Para dosar a creatinina plasmatica, foi utilizado um
método colorimétrico. Neste método a creatinina reage com
a solugdo de picrato em meio alcalino, formando um complexo
de cor vermelha que ¢ medido fotometricamente em 510 nm.
A adigao de um acidificante abaixa o pH para 5,0
promovendo a decomposicio do picrato de creatinina,
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permanecendo inalterada a cor derivada dos cromogénios, que
também ¢ medida fotometricamente. A diferenga entre as duas
leituras fornece o valor da creatinina verdadeira.

Dosagem da proteiniria

Foi utilizado um método colorimétrico. Neste método o
vermelho de pirogalol reage com o molibdato de sddio
formando um complexo que, quando combinado com a
proteina em meio dcido, desenvolve um cromdloro azul, com
o miximo de absor¢iio em 600 nm.

A absorbincia ¢ diretamente proporcional i
concentragiio da proteina na amostra,

Andlise Histoldgica

Os fragmentos do tecido renal foram fixados em Bouin
alcadlico, incluidos em parafina, cortados em espessura de 4
mm ¢ corados pelo Tricromico de Masson modificado por
Galdner.

Anilise Estatistica
Foi utilizado o teste de Tukey para comparacoes
mualtiplas
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FIGURA 1- Percentual de sobrevida dos animais dos grupos:
G-I (n=5), G-Il (n=4) e G-Il (n=5). Dados
expressos como média = desvio padriio. Colunas
com mesma letra nao diferem estaticamente entre
si, e as com letra diferente diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade.
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FIGURA 2 - Peso corporal (em gramas) dos animais dos
grupos: G-I (n=5), G-1I (n=4) e G-11I (n=5).
Dados expressos como média + desvio padriio.
Colunas com mesma letra ndo diferem
estaticamente entre si, e as com letra diferente
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 3 - Ingesta alimentar (em gramas) dos animais dos
grupos: G-1 (n=5). G-Il (n=4) e G-I (n=3).
Dados expressos como média + desvio padriio.
Colunas com mesma letra nao diferem
estaticamenle entre si, e as com letra diferente
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 4 - Taxa de [liltracao glomerular (ml/min/Kg de
peso corporal) des animais dos grupos: G-I
{n=5), G-Il (n=4) e G-11I (n=5). Dados expressos
como média + desvio padrio, Colunas com
mesma letra ndo diferem estaticamente entre si,
e as com letra diferente diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade.
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FIGURA 5 - Proteintiria (g/24 horas) dos animais dos grupos:
G-1 (n=3), G-1I (n=4) e G-III (n=5). Dados
expressos como média = desvio padrio. Colunas
com mesma letra ndo diferem estaticamente entre
si, e as com letra diferente diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 6 - Percentual de sobrevida dos animais dos grupos:
G-I (n=8), G-Il (n=8) e G-III (n=4). Dados
expressos camo média + desvio padrio. Colunas
com mesma letra ndo diferem estaticamente entre
si, e as com letra diferente diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade
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FIGURA 7 - Peso corporal (em gramas) dos animais dos
grupos: G-1 (n=8), G-1I (n=8§) e G-Il {n=4).
Dados expressos como média £ desvio padrao.
Colunas com mesma letra ndo diferem
estaticamente entre si, e as com letra diferente
diferem entre si no nivel de 5% de probabilidade.

Discussao

Observamos que nio houve mortalidade significativa
nos animais que receberam administragio aguda (15 dias) e
cranica (42 dias) do 2.4-D em nenhuma dus doses estudadas
(2,5 e 5,0 mg/kg/dia). Portanto a dose e o tempo de tratamento
utilizado nio tiveram efeito letal significativo, também niio
observamos alteragiio no peso corporal e na ingestio alimentar
nestes animais.

A andlise da fungdo renal pela taxa de filtragdo
glomerular (TFG) mostrou que ndo houve alteragdo
significativa nesse parimetro em nenhum dos grupos que
recebeu o 2,4-D. Partanto, a filtragio glomerular nio foi
alterada nem com a administragdo aguda e nem com a cronica.

Observamos excrecdo uriniria de proteinas nos
animais que receberam o 2.4-D nos dois periodos (agudo ¢
cronico). Proteindria poade sugerir lesio nas células epiteliais
do glomérulo, com perda de processos podais e da seletividade
do filtro glomerular (REMUZZL er al, 1997). Essas alteragoes

podem evoluir para esclerose glomerular e lesoes
wbulointersticiais  (EDDY, 1989; REMUZZI et al. 1997,
115
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FINE et al, 1993, EDDY & GIACHELLI, 1995: BURTON &
HARRIS, 1996). A sequéncia dos eventos e as processos que
levam a essas alteragoes morfolégicas niio sio totalmente
canhecidos. Bertani e cols (BERTANI er af. 1982; BERTANI ¢t
al, 1986; BERTANI ef al, 1996) sugeriram que alteragdes
intersticiais poderiam contribuir para o desenvolvimento da
esclerose glomerular,

Virios estudos @m demonstrado correlaciio entre o
grau de proteindria e a progressio da lesdo renal em virios
tipos de glomerulopatias clinicas e experimentais e, sugerem
que o aumento da reabsorgdo de proteinas pelas células dos
tibulos renais pode contribuir para o desenvalvimento das
lesdes tubulointersticiais em nefropatias clinicas e
experimentais (FINE et al, 1993; BERTANI et al. 1996; BURTON
& HARRIS, 1996).

Proteinas filtradas podem ter efeitos 16xicos sobre us
células wbulares (REMUZZ1 et al, 1997: EDDY & GIAC HELLI,
1995; EDDY, 1989). Estudos realizados com células de tibulos
renais em cultura mostraram que algumas proteinas, como a
[2G e albumina, podem induzir aumento na produgiio de fatores
relacionados com a inflamagiio intersticial e fibrose (BERTANI
etal, 1986: EDDY, 1989; FINE et al, 1993; EDDY & GIACHELLL
1995: BOURTON & HARRIS, 1996).

Neste estudo. observamos proteinria nos animais que
receberam o 2.4-D jd no periodo agudo. No entanto, a andlise
histolégica dos animais que receberam a administragio
crénica nao mostrou presenca de esclerose glomerular e
fibrose tubulointersticial, Portanto, a proteintria provocada
pelo 2,4-D, no periodo estudado, nio foi suficiente para
provocar alteragdes nem na regido tubulointersticial nem na
regiao glomerular.

Conclusies

Nio houve diferenga significativa na ingestio
alimentar e no peso corporal nem na administragio aguda ¢
nem na cronica do 2,4-D,

Nio foi observada alteragio na taxa de filtragio
glomerular em nenhum dos grupos na administragio aguda
do 2.4-D.

Foi observado o aparecimento de proteina na urina
dos animais que receberam 2,4-D (grupos G-I e G-IIT) apds
administragio aguda. No entanto, a proteindria provocada pelo
2.4-D ndo foi suficiente para provocar alteragdes na regido
lubulointersticial e glomerular,
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FIGURA 8 - Cortes histologicos do cortex renal de ratos Wistar controle (G-I) corados com Tricrémico de Masson.
Ampliagio: 856x.

FIGURA 9 - Cortes histologicos do cértex renal corados com Tricrémico de Masson de ratos Wistar que receberam o
herbicida 2,4-D (2,5 mg/kg/dia) por 42 dias. Observar auséncia de lesdes tubuloiniersticiais (atrofia e dilatagdo
tubular com ou sem cilindros intratubulares, infiltrado inflamatério mononuclear e fibrose intersticial) na foto A
e auséncia de esclerose glomerular na foto B. Ampliagdo: 856x.

FIGURA 10 - Cortes histologicos do cortex renal corados com Tricromico de Masson de ratos Wistar que receberam o
herbicida 2,4-D (5,0 mg/kg/dia) por 42 dias. Observar auséncia de lesdes tubulointersticiais (atrofia e dilatacio
tubular com ou sem cilindros intratubulares, infiltrado inflamatorio mononuclear e fibrose intersticial) na foto A
e auséncia de esclerose glomerular na foto B. Ampliagio 856x.
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