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RESUMO

Um dos herbicidas mais utilizados nas colheitas de cana-de-acgucar do Brasil é o acido diclorofenoxiacético
(2,4-D). Sabe-se que sua ingestdo pode causar danos cardiovasculares. O objetivo desse estudo foi avaliar o
uso oral do 2,4-D no coragdo de ratos submetidos a exposi¢do crénica, por meio de parametros anatdmicos
e dosagem da creatina quinase fracdo musculo-cérebro (CKMB). Trinta ratos Wistar albinos machos,
divididos em 3 grupos: GCO (n=10), GBCO (n=10), e GACO (n=10). A racdo foi exposta 15 min/dia ao 2,4-D e
ofertada durante 6 meses aos animais. Apds, foram eutanasiados, os coracdes dissecados e pesados: atrios,
ventriculo esquerdo e direito e o comprimento da tibia utilizado como normalizador. O sangue foi coletado
por puncdo cardiaca para dosagem da CKMB. N3o houve hipertrofia atrial, ventricular direita e esquerda,
nem aumento da CKMB no sangue. Concluimos que o 2,4-D ndo promoveu alteracdes estruturais
anatémicas, nem lesdo cardiaca nas concentracdes avaliadas.
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CARDIAC ANALYSIS OF RATS SUBMITTED TO CHRONIC EXPOSURE OF THE HERBICIDE
DICHLOROPHENOXYACETIC ACID (2,4-D)

ABSTRACT

One of the most commonly used herbicides in Brazil during the sugar cane harvest is dichlorophenoxyacetic
acid (2,4-D). It is known that ingestion of this herbicide can cause cardiovascular damage. The objective of
this study was to evaluate the oral use of 2,4-D on the heart of rats submitted to chronic exposure, using
anatomical parameters and creatine kinase muscle-brain fraction (CKMB) dosage. Thirty male Wistar albino
rats were divided into 3 groups: GCO (n=10), GBCO (n=10), and GACO (n=10). The animal feed was exposed
to 2,4-D for 15 min/day and offered to the animals for 6 months. After this period, the animals were
euthanized, the hearts dissected and weighed: atrium, left and right ventricle, the length of the tibia was
used as the normalizer. Blood was collected through cardiac puncture for CKMB dosage. The results did not
indicate atrial hypertrophy, right ventricular or left ventricular, or an increase in CKMB in the blood. We
conclude that 2,4-D did not promote anatomical structural alterations or cardiac injury at the concentration
evaluated.

Keywords: herbicides, heart failure, cardiotoxicity, ventricular remodeling.

INTRODUGAO

O Brasil é o maior consumidor de agrotdxicos
no mundo’. Dentre os meios de exposi¢do
existem trés vias: dérmica, inalatéria e oral®. O
acido diclorofenoxiacético (2,4-D) é um herbicida
de Classe | (Faixa vermelha- mais tdxica), utilizado
em plantacdes de cereais, como o trigo e no

Brasil principalmente em culturas de cana-de-
aclcar, para o controle de plantas daninhas,
sendo tdéxico ao ser humano de forma aguda ou
crénica®”.

Dentre os efeitos que os agrotdxicos
provocam ja esta relatado algumas alteragOes
cardiovasculares®. Ha redug3o da pressdo arterial
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e frequéncia cardiaca, depressdo isquémica,
arritmias, evidenciados ao eletrocardiograma’®.
Ha relatos de efeitos imunotoxicoldgicos com o
uso de varios tipos de agrotdxicos, dentre ele o
diazinon, paraquat, glifosato, glufosinato e
atrazina, fosfina, dimetoato que provocaram
hemorragias, infiltracao de linfécitos, aumento de
citocinas, apresentando excesso de radicais livres
e de danos oxidativos proteicos incluindo a
perioxidacdo lipidica que ocasiona perda de
tecido contratil, hipertrofia das células
miocardicas e fibrose reparadora®*®. Sendo que
entre os agrotéxicos que tem maior quantidade
de estudos se destaca o glifosato, porém ndo ha
relatos na literatura sobre estes aspectos
prejudiciais do 2,4-D, tornando importante esse
estudo para melhor conhecimento sobre o
mesmo.

O objetivo desse estudo é avaliar o uso
oral de baixa e alta concentracdo do herbicida
2,4-D na remodelacdo cardiaca em ratos
submetidos a exposicao cronica.

METODOLOGIA

Protocolo experimental

Este estudo foi aprovado pelo comité de
ética da Unoeste, Comité de Etica de Uso de
Animais (CEUA) sob o protocolo numero 4259. E
também se apresenta em conformidade com os
principios de cuidados com animais de
laboratério formulado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

Para a realizagdo dos experimentos,
foram utilizados 30 ratos Wistar albinos, machos,
adultos, com peso entre 150-200 g, fornecidos
pelo Biotério Central da UNOESTE, esses ratos
foram alocados em gaiolas plasticas individuais,
medindo 30x16x19 centimetros, a temperatura
média de 22 + 2°C, com ciclos de 12 h de
luminosidade, sendo das 7h00 as 19h00 (periodo
claro) e 19h00 as 7h00 (periodo escuro).

O herbicida utilizado foi o acido
diclorofenoxiacético foi com 2,4-D (Nortox S.A,,
Arapongas, PR, Brasil), registrado no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
—sob 0 n2 03009, com a seguinte composicao: sal
de dimetilamina de (2,4-dichlorophenoxy) acetic
acid (2,4D): 806 g/L (80,6% m/v), equivalente acid
de 2,4D: 670 g/L (67,0% m/v) e ingredientes
inertes: 424 g/L (42,4% m/v).

Os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos: GCO - grupo
controle oral (n=10): receberam ragdo nebulizada
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com agua destilada por aproximadamente 15
minutos, GBCO - grupo de baixa concentracao
oral (n=10): receberam ra¢do nebulizada com
herbicida com 3,71 x 10® g de ingrediente ativo
por hectare (g.i.a/ha) por aproximadamente 15
min e GACO - grupo de alta concentracdo oral
(n=10): receberam ragdo nebulizada com
herbicida com 9,28 x 10® g de ingrediente ativo
por hectare (g.i.a/ha), por aproximadamente 15
min.

Protocolo de exposi¢ao ao herbicida 2,4-D

A manipulacdo do herbicida 2,4-D foi
realizada mediante a utilizacdo dos seguintes
equipamentos de protecdo individual (EPI): luvas
de borracha, éculos de protecdo e mascaras com
filtro para gases™.

O protocolo de experimentagdo contou
com duas caixas (32x 24x 32 cm) cada uma ligada
a um nebulizador ultrassénico da marca
Pulmosonic Star®'*. O tempo de exposicdo foi de
aproximadamente 15 min nas segundas-feiras e
quintas-feiras, para a racdo, tempo este
necessario para que toda a solucdo seja
nebulizada e a troca da ragdo para os animais foi
realizada as tergas e sextas-feira. A ragao dos
animais de todos os grupos foi pesada a cada
troca para a avaliagdo da quantidade de ingest3o.

Todos animais foram expostos durante 6
meses e apos este periodo foram eutanasiados. A
anestesia e eutanasia foram realizadas com
Tiopental sddico (Syntec, EUA), nas doses de 40
mg/Kg e 100 mg/Kg de peso, respectivamente,
administrado na cavidade peritoneal. Os
indicativos de morte foram a auséncia de
movimentos respiratdrios, batimentos cardiacos
e perda dos reflexos®.

Avaliagao da Cardiotoxidade
Analise dos parametros Anatémicos

Os animais foram eutanasiados e seus
orgdos (coragdo) foram retirados e pesados. O
peso Umido do ventriculo esquerdo (VE),
ventriculo direito (VD) e dos 4atrios foi
normalizado para peso corpéreo final do rato
(PC), que foi utilizado como indice de hipertrofia
ventricular.

Analise da CKMB

O sangue foi coletado por puncao
cardiaca para bioquimica sérica da creatina
quinase fracdo musculo-cérebro (CKMB), foi
realizada sem anticoagulantes, em tubos
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(Vacutainer®). O sangue foi centrifugado a 3000
rom (g=1257) e foram utilizados microtubos
plasticos para armazenar o soro obtido, sendo
mantido em -20°C. Através do método cinético
UV automatizado (Cobas C111, Roche®) foi
realizada a bioquimica sérica.

Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada
pelo teste Shapiro-Wilk. Para os dados que forem
paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de
Tukey, para os dados ndo paramétricos foi
utilizado Kruskal-Wallis seguido do pds teste de
Dunns. Os dados foram expressos em média +
desvio padrdo (DP), mediana e intervalo
interquartil 25-75%. Foi utilizado o software

Tabela 1. Parametros anatomicos.
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GraphPad Prism. O nivel de significancia
considerado foi de p<0,05.

RESULTADOS

Durante o experimento, um rato do
grupo GACO foi eutanasiado por apresentar otite,
portanto as analises foram feitas com os vinte e
nove ratos restantes. A Tabela 1 mostra as
varidveis anatdbmicas nos trés grupos, e as
relagdes de normalidades com o comprimento da
tibia. Em relacdio a andlise dos parametros
anatomicos ndo houve diferenca estatistica na
comparacdo entre os grupos (Tabela 1).

A Tabela 2 mostra a andlise da CK-MB nos
3 grupos, e ndo houve diferenca estdtistica.
(Tabela 2)

VARIAVEIS GCO GBCO GACO p
(n=10) (n=10) (n=9)
PCF (g) 466,7 + 26,72 490,1 + 16,92 465,7 + 26,10 0,05
VE (g) 1,05 + 0,05 1,00 + 0,06 1,02 +0,06 0,23
VE/Comp tibia (g/cm) 0,22 +0,017 0,22 +0,01 0,23 + 0,015 0,43
VD (g) 0,22 +0,02 0,23+0,03 0,23 +0,02 0,59
VD/Comp tibia (g/cm) 0,04 + 0,008 0,05 + 0,007 0,05 + 0,006 0,69
Atrios (g) 0,09 + 0,017 0,10 + 0,03 0,09 + 0,02 0,47
Atrios/Comp tibia (g/cm) 0,01 + 0,003 0,02 + 0,007 0,02 + 0,006 0,33

Dados como média + DP. GCO: Grupo controle oral. GBCO: Grupo baixa concentragdo oral. GACO: Grupo
alta concentracgdo oral. PCF: peso corporal final. VE: Ventriculo Esquerdo. VE/comp tibia: relagdo ventriculo
esquerdo com comprimento da tibia. VD: Ventriculo Direito. VD/comp tibia: relacdo ventriculo direito com
comprimento da tibia. Atrios/compr tibia: relagdo dos atrios com o comprimento da tibia. ANOVA seguido
de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido de Dunns.

Tabela 2. Dados CKMB expressos em mediana (intervalo interquartil: 25-75%).

VARIAVEIS GCO GBCO GACO p
(n=10) (n=10) (n=9)
0,1942
CKMB 526,6 (356,2-687,8) 479,3 (432,6-833,1) 388,3 (317,4-460,0)

Dados da mediana (intervalo interquartil). CKMB: Creatina quinase musculo-cérebro. Kruskal-Wallis

seguido de Dunns.

DISCUSSAO

Neste estudo observamos que ndo houve
hipertrofia das camaras cardiacas e nem lesdo
miocdardica, demonstrando que a ingestdo do
herbicida 2,4-D ndo influenciou nessas variaveis.

Em outro estudo, o Grupo controle
recebeu 1 mL agua destilada via gavagem oral
uma vez por dia. Ja os trés grupos tratados com
2,4-D receberam respectivamente uma dose de
nivel 15 mg/Kg para o G1, 75 mg/Kg para o G2 e
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150 mg/Kg para o G3. As doses de 2,4-D foram
administradas oralmente através de uma seringa
com a ajuda de uma broca esofagica num periodo
de 4 semanas, sendo que as solugdes foram
administradas no periodo da manha. Com isso foi
demonstrado que a exposi¢ao subcronica do 2,4-
D obteve efeitos tdxicos nos rins (aumento do
peso do rim, lesGes histopatoldgicas) e no figado
(aumento do peso do figado, aumento das
enzimas hepaticas)'’. A exposicdo cronica em
ratos é manifestada por diminuicdao do ganho de
peso corporal, alteracdo do peso dos drgdos e
parametros hematoldgicos e outras alteragbes
bioquimicas'®. H& contatacdo que o 2,4-D pode
induzir efeitos patoldgicos deletérios nos drgaos
vitais, incluindo altera¢des pré-neopldsicas no
figado de ratos Sprague-Dawley™.

Foi demonstrado também que a
exposicao oral ao 2,4-D em concentragdes de 100
e 200 mg/Kg em dois grupos de ratos machos por
30 dias, provocou diminuicdo nos niveis séricos
de testosterona, alteragbes histoldgicas nos
testiculos, e diminuicdo de espermatozoides,
indicando a toxicidade, mostrando os danos que
os herbicidas podem causar em todo
organismo”. De acordo com Pasandi et al.”* apds
o tratamento de células isoladas com
concentragoes de 2,4-Dde 1, 10 e 10 uM para 1,3
e 5mM por 48 h, houve neurotoxicidade,
ocorrendo a redugdo da proliferagdo de células
perineurais e de Schwann.

Em relagdo a outros herbicidas quando a
composicdo contem  Glufosinato ou um
Surfactante, pode ocorrer efeitos
cardiovasculares diferentes, de acordo com a
dose e o componente, tendo efeitos
cardiossupressores ou cardioestimulatorios, o
que pode-se considerar um determinante para os
efeitos diretos ao corac¢do®. J& no estudo de
Gress et al.” o herbicida Roundup administrado
em ratos com doses altas (50 e 500 ppm de
concentragdo) ocasionou bloqueios de condugdo
e alteragOes elétricas cardiacas.

Os achados desse estudo diferenciam-se
dos demais encontrados na literatura por haver
poucos relatos que tragam os efeitos do 2,4-D no
coragao, tornando relevante o assunto, sendo
importante novos estudos que tragam outros
parametros a serem avaliados para melhor
conhecimento.
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CONCLUSAO

O uso oral do herbicida 2,4-D nao
promoveu alteragbes estruturais anatobmicas e
também nao houve lesdo cardiaca significativa
nas concentracdes avaliadas.
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