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RESUMO 
 

Dano hepático, renal e pancreático associado à exposição crônica via 
inalatória e via oral ao ácido diclorofenóxiacético (2,4-D) 

 
O ácido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) é um dos herbicidas mais utilizados no 
mundo. Alguns estudos mostram alterações hepáticas e renais em animais 
associadas à exposição por curto período de tempo ao 2,4-D. Objetivo: Avaliar o 
possível efeito tóxico da exposição crônica por via oral e inalatória do herbicida 2,4-
D para fígado, rim e pâncreas. Material e métodos: Utilizaram-se 80 ratos Wistar 
albinos, machos, adultos, divididos em oito grupos (n=10): I0: nebulização com água 
destilada; O0: ração nebulizada com água destilada; I3: nebulização com 3,71 x 10-3 
gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha) de 2,4-D; O3: ração nebulizada 
com 3,71 x 10-3 g.i.a/ha de 2,4-D; I6: nebulização com 6,19 x 10-3 g.i.a/ha; O6: ração 
nebulizada com 6,19 x 10-3 g.i.a/ha de 2,4-D; I9: nebulização com 9,28 x 10-3 g.i.a/ha 
de 2,4-D; O9: ração nebulizada com 9,28 x 10-3 g.i.a/ha de 2,4-D. Os animais foram 
expostos durante 6 meses. Amostras de sangue foram coletadas para avaliar a 
função hepática e renal, e fígado, rim, baço e pâncreas para análise histopatológica. 
Resultados: Houve diferença significativa na dosagem de ALT (alanino 
aminotransferase) entre os grupos (p = 0,002). Os grupos expostos ao 2,4-D por via 
oral apresentaram maior incidência de esteatose e os grupos expostos a altas doses 
apresentaram mais inflamação hepática (p = 0,001). Todos os animais do grupo I9 e 
O9 apresentaram degeneração hidrópica tubular (p=0,0001). 42,4% dos animais 
expostos ao 2,4-D apresentaram atrofia das ilhotas de Langerhans (p=0,006). 
Conclusão: A simulação da exposição crônica ambiental ao herbicida 2,4-D, tanto 
por via oral e quanto inalatória, acarretou em alterações histopatológicas hepáticas, 
renais e pancreáticas. 
 
Palavras-chave: Agroquímico. Exposição Ocupacional. Exposição Dietética. Estado 
Pré-Diabético. Modelos Animais. 
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ABSTRACT 
 

Hepatic, renal and pancreatic damage associated with chronic exposure to oral 
and inhaled 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) 

 
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is one of the most widely used herbicides in the 
world. Some studies show hepatic and renal changes in animals associated with 
short-term exposure to 2,4-D. Objective: To evaluate the possible toxic effect of 
chronic exposure of 2,4-D herbicide to liver, kidney and pancreas. Material and 
methods: Eighty male albino Wistar rats were divided into eight groups (n = 10): I0: 
nebulization with distilled water; O0: nebulized feed with distilled water; I3: 
nebulization with 3.71 x 10-3 grams of active ingredient per hectare (g.a.i. / ha) of 2,4-
D; O3: nebulized feed with 3.71 x 10-3 g.a.i./ha of 2,4-D; I6: nebulization with 6.19 x 
10-3 g.a.i./ha; O6: nebulized feed with 6.19 x 10-3 g.a.i. /ha of 2,4-D; I9: nebulization 
with 9.28 x 10-3 g.a.i. /ha of 2,4-D; O9: nebulized feed with 9.28 x 10-3 g.a.i. /ha of 
2,4-D. The animals were exposed for 6 months. Blood samples were collected to 
evaluate liver and renal function, and liver, kidney, spleen and pancreas for 
histopathological analysis. Results: There was a significant difference in ALT 
(alanine aminotransferase) between groups (p = 0.002). The groups exposed to oral 
2,4-D had a higher incidence of steatosis and the groups exposed to high doses had 
more hepatic inflammation (p = 0.001). All animals in group I9 and O9 presented 
tubular hydropic degeneration (p =0.0001). 42.4% of the animals exposed to 2,4-D 
showed atrophy of the Langerhans islets (p =0.006). Conclusion: The simulation of 
the chronic environmental exposure to the herbicide 2,4-D, by oral or inhalation 
route, resulted in histopathological alterations in liver, kidney and pancreas. 
 
Key-words: Agrochemical. Occupational Exposure. Dietary Exposure. Prediabetic 
State. Models Animal.  
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1 REVISÃO DA LITERATURA 
 

Os agrotóxicos são agentes constituídos por uma grande variedade de 

compostos químicos ou biológicos, desenvolvidos para eliminar, combater, repelir ou 

controlar pragas. Estes compostos podem causar danos à saúde do homem, além 

de serem importantes contaminantes ambientais (BURIOLA; OLIVEIRA, 2013).  

A intensificação do uso de agrotóxicos nas últimas décadas e os efeitos 

danosos desses agentes químicos no homem e no ambiente fez com que vários 

países regulamentassem seu uso e sua produção, com o objetivo de minimizar as 

consequências danosas nos ecossistemas. Para tanto, cada país instituiu comissões 

ou comitês multidisciplinares e organizações com características administrativas 

legais para avaliar o nível de periculosidade e os riscos que esses produtos impõem 

ao homem e ao ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). 

Acredita-se que os maiores impactos no ambiente e, na saúde humana 

decorrem principalmente de contaminações, poluições e intoxicações pelo uso 

abusivo de agrotóxicos (THEOPHILO et al., 2014). 

Os clorofenoxiácidos constituem importante classe de herbicidas, 

apresentando normalmente um longo tempo de atividade residual em solos e águas, 

persistindo por vários meses devido à sua baixa atividade microbiológica 

(SANCHEZ-BRUNETE et al., 1994), sendo o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 

um membro desta classe; tal composto é altamente seletivo, sistêmico e pré ou pós-

emergente (TOMLIN, 1994). 

 

1.1 Agrotóxicos: definição e classificação  
 

A Lei Federal n.º 7.802 de 11/07/89, regulamentada através do Decreto 

98.816, no seu Artigo 2º, Inciso I, define o termo “agrotóxicos” da seguinte maneira: 

 
Os produtos e os componentes de processos físicos, químicos ou biológicos 
destinados ao uso nos setores de produção, armazenamento e 
beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção de 
florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em 
ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a 
composição da flora e da fauna, a fim de preservá-la da ação danosa de 
seres vivos considerados nocivos, bem como substâncias e produtos 
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do 
crescimento (BRASIL, 1989). 
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Os agrotóxicos podem ser classificados em classes, que são: Inseticidas 

(organofosforados, carbamatos, organoclorados e piretróides), fungicidas (etileno-

bis-ditiocarbamatos, trifenil estânico, captan, hexaclorobenzeno), herbicidas 

(paraquat, glifosato, pentaclorofenol, derivados do ácido fenoxiacético e 

dinitrofenóis), raticidas, acaricidas, nematicidas, molusquicidas e fumigantes 

(TRAPÉ, 1993). 

Os agrotóxicos são classificados, também, segundo sua toxicidade em 

extremamente tóxicos, altamente tóxicos, medianamente tóxicos, pouco tóxicos e 

muito pouco tóxicos (TRAPÉ, 1993). 

 

1.2 Herbicida ácido diclorofenóxiacético (2,4D) 
 

Os altos índices de produção agrícola alcançados pelo Brasil demandam o 

uso intenso de agrotóxicos, de variadas composições químicas. Com constante 

abertura de novas fronteiras, a agricultura intensiva praticada no país vem batendo 

recordes de produção que, paralelamente, refletem num crescente volume de 

agrotóxicos comercializados em território brasileiro. Segundo estatísticas, o Brasil é 

o maior consumidor de agrotóxicos no mundo e o grupo dos herbicidas é o mais 

comercializado mundialmente. No Brasil, 127 mil toneladas desse grupo foram 

comercializadas em 2009, sendo os ingredientes ativos glifosato e ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) os mais comercializados oficialmente (MACEDO NETO 

FROEHNER; MACHADO, 2012).  

Primeiro herbicida seletivo desenvolvido ainda nos anos 1940, o ácido 

diclorofenóxiacético, 2,4-D (C8H6Cl2O3) é largamente utilizado para aplicação na pré 

ou pós-emergência de plantas infestantes em cultivos de trigo, soja, milho, arroz, 

cana-de-açúcar e pastagens (MACEDO NETO FROEHNER; MACHADO, 2012). A 

dose letal (DL50) oral do 2,4-D é de 370 mg/kg (em coelhos) e por via dérmica é de 

1400 mg/kg (em camundongos) (VIEIRA et al., 1999). 

Os herbicidas ácidos são uma importante classe de agrotóxicos, dos quais 

se destaca o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), por sua ampla utilização em todo 

o mundo. Este composto tem sido usado no controle de uma variedade de ervas 

daninhas, em culturas de cereais, cana-de-açúcar, pomares e em controle florestal. 

Não é recente a larga aplicação do 2,4-D, pertencente à classe dos ácidos 

fenoxiacéticos. Desde a guerra do Vietnã, quando foi usado pela força aérea norte-
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americana como agente desfolhante, junto com o ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético 

(2,4,5-T) e o pentaclorofenol (PCF), formando o “agente laranja”, o 2,4-D vem 

substituindo a capina manual e mecânica, diminuindo a mão de obra e resultando no 

aumento da produtividade agrícola (AMARANTE JÚNIOR, SANTOS; NUNES, 1999; 

McBRIDE et al., 2013).  

A atividade herbicida do ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é mediada por 

uma auxina com capacidade de alterar a síntese proteica normal e a divisão celular, 

meristemas de folhas e de plantas (STEVENS; BRECKENRIDGE, 2001). 

 

1.3 Toxicidade do herbicida 2,4-D em diferentes organismos 
 

Os agrotóxicos podem ser utilizados como um bom modelo para o estudo da 

ecotoxicologia, pois contaminam atmosfera, água e terra, são persistentes no meio 

ambiente, entram nas cadeias ecológicas e provocam efeitos tóxicos adversos que 

atingem desde uma bactéria até o homem. A avaliação do impacto do uso de 

agrotóxicos sobre organismos não alvos é feita por diferentes testes. São 

considerados organismos representativos para estes diferentes testes, pequenos 

mamíferos e pássaros, microrganismos de solo, insetos polinizadores (abelhas e 

vespas) e organismos aquáticos (peixes, zooplâncton, fitoplâncton e 

microcrustáceos) (GRISOLIA, 2005). 

Para avaliação da genotoxicidade e mutagenicidade, bioensaios com plantas 

têm sido considerados em vários casos mais apropriados, principalmente quanto à 

abordagem ética. Desta forma, muitos vegetais superiores são frequentemente, 

utilizados para o monitoramento de poluentes ambientais (LEME; MARIN-

MORALES, 2009; FONTANETTI, SOUZA; CHRISTOFOLETTI, 2011). 

O uso de herbicidas nos campos agrícolas acarreta problemas de saúde 

devido à persistência ambiental e um aumento na concentração dos agrotóxicos 

durante a passagem através da cadeia alimentar. O alimento é a principal via para a 

exposição da população humana a estes produtos químicos e, alguns tipos de peixe 

e marisco têm sido reconhecidos como principais vetores para a transferência 

destes contaminantes para os seres humanos (ATEEQ et al., 2002).  

O 2,4-D pode causar diversas alterações metabólicas e necrose tecidual em 

organismos não alvos, incluindo membros importantes da cadeia alimentar 

(GALLAGHER; DI GIULIO, 1991). O 2,4-D é rapidamente absorvido através do trato 
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gastrointestinal após exposição oral, os resíduos deste agroquímico podem ser 

observados em níveis plasmáticos 10 minutos a 24 horas após a exposição, 

dependendo da dose e da forma química do 2,4-D (KNOPP; SCHILLER, 1992).  

A absorção do 2,4-D éster é relatada como mais lenta que as formas de sal 

e ácido, porém, a taxa de excreção das diferentes formas químicas é similar 

(KNOPP; SCHILLER, 1992). 

Em testes de laboratório utilizando Eisenia foetida (Annelidae), o 2,4-D 

demonstrou efeitos graves sobre o desenvolvimento e a reprodução. Os efeitos 

tóxicos observados após exposição dos animais em solos contaminados com 2,4-D 

foram muito mais severos do que os observados na exposição ao herbicida glifosato, 

na mesma concentração (CORREIA; MOREIRA, 2010). 

Hoy (1985) realizou experimentos expondo espécimes de Scytonotus 

simplex (milípede) expostos a três diferentes doses de 2,4-D, aplicados de três 

maneiras ao solo (aplicado uniformemente no substrato, aplicado em metade do 

substrato e adicionado à metade do alimento fornecido) e a grupo controle. Durante 

o experimento, foi observado que até o 10º dia de experimento, não houve 

mortalidade no grupo controle e que nos demais grupos, a mortalidade começou nos 

dois primeiros dias de experimento e aumentou progressivamente durante os 

primeiros 10 dias. Comparações entre os três métodos de administração de 2,4-D 

sugerem que esta espécie de milípedes evita superfícies tratadas com 2,4-D. Este 

trabalho sugere que a distribuição espacial dos resíduos de 2,4-D no campo pode 

influenciar o efeito do herbicida neste grupo animal. Uma distribuição uniforme, 

contaminando uma grande porção de terra parece ser mais prejudicial do que uma 

distribuição irregular. 

Resultados obtidos em pesquisas indicam que o 2,4-D afeta o cérebro e a 

atividade da enzima acetilcolinesterase dos músculos e alguns parâmetros 

metabólicos do sangue e tecidos de Leporinus obtusidens (Piau Verdadeiro), 

provavelmente devido ao estresse gerado pela toxicidade do herbicida (CATTANEO 

et al., 2008).  

Sarikaya e Yılmaz (2003) também descreveram o herbicida 2,4-D como 

sendo altamente tóxico para os peixes, tendo efeitos muito nocivos para os seres 

humanos e animais, uma vez que, se acumula nos tecidos e provoca 

envenenamento agudo (WHO, 1984). 
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Ateeq et al. (2002), utilizando análises histopatológicas das gônadas e o 

tecido hepático de peixes da espécie Clarias batrachus para análise da 

fragmentação do DNA confirmaram o efeito genotóxico do 2,4-D. Nas análises 

histopatológicas dos ovários, este herbicida induziu a apoptose, confirmada pela 

presença de ovócitos atrésicos, cariólise, hipertrofia e vacuolização, além de 

deformidades mitocondriais, citoplasma eletrondenso, dano da membrana 

plasmática, vacuolização e heterocromatinização. Nos testículos, os túbulos eram 

relativamente menores em tamanho e continham principalmente espermátides. 

Algumas células nos túbulos seminíferos mostraram necrose caracterizada por 

dissolução do núcleo e da membrana nuclear. Células de Leydig apresentaram 

hipertrofia, que pode ser uma resposta ao aumento da demanda funcional.  

Cattaneo et al. (2008) relataram que durante o período de exposição ao 

herbicida 2,4-D, os peixes da espécie Rhamdia quelen apresentaram algumas 

alterações de comportamento como letargia e natação errática. A análise 

histopatológica do fígado apresentou alterações, após o período de exposição, como 

arranjo anormal dos cordões hepáticos, ruptura da membrana celular e vacuolização 

dos hepatócitos. 

Em estudos com bulbos de cebola e 2,4 D, foi observado que a 

concentração de 45 µM reduziu a atividade mitótica, que foi três vezes menor que o 

controle, já a concentração de 450 µM estimulou a divisão celular e aumentou o 

número de aberrações cromossômicas. O tipo mais frequente de alteração foram os 

micronúcleos, detectados nas duas concentrações (PAVLICA; PAPES; NAGY, 

1991). Outro estudo, também com bulbos de cebola submetidos a soluções de 

diversas concentrações de 2,4-D apresentaram, nas doses 25-100 ppm, alterações 

marcantes tanto sobre o crescimento geral como na forma das células, além de um 

índice mitótico próximo de zero (ATEEQ et al., 2002). 

Estudos que avaliaram a genotoxicidade do 2,4-D em plantas transgênicas 

(Arabidopsis thaliana) demonstraram que o aumento da concentração do herbicida 

de 0-3 e 0-30 µg/l levou ao aumento da frequência de recombinações A→G quando 

comparadas com o grupo controle. O aumento para 100 e 300 µg/l na concentração 

de 2,4-D no meio levou à diminuição na frequência de recombinação. Assim, de uma 

forma geral, o 2,4-D teve forte efeito sobre a recombinação nas menores 

concentrações testadas, no entanto, esta tendência não foi observada nas 

concentrações mais elevadas (FILKOWSKI et al., 2003). 



 17 

Em estudo sobre os efeitos citogenéticos do 2,4-D em solução de 50% em 

água (1-2 L/ha) em Hordeum vulgare (cevada), observou-se que a dose mínima 

produziu um aumento de quase duas vezes na ocorrência de aberrações 

citogenéticas. Mesmo sendo este aumento significativo, esta ocorrência não se 

mostrou dose dependente, pois mesmo com a duplicação na dose do herbicida, a 

frequência de células aberrantes pouco mudou (GERAS’KIN et al., 2005). 

Em estudos com trigo, o 2,4-D reduziu o índice mitótico, sendo este 

parâmetro dose dependente. Na variedade HUW 468 foi observada a maior 

frequência de células anormais na concentração de 1200 ppm do herbicida. A 

indução de anormalidades cromossômicas também se mostrou dose dependente em 

todos os tratamentos. As aberrações cromossômicas mais comuns encontradas 

foram aderência e pontes, mas também foi observada multipolaridade, além de 

atraso cromossômico em resposta à dose máxima de herbicida em todas as 

variedades (KUMAR et al., 2010). 

Resultados do estudo que avaliou a genotoxicidade do 2,4-D em mudas de 

feijão, usando os “ensaios cometa” e RAPD (Amplificação Randômica do DNA 

Polimórfico) indicaram que a GTS (Estabilidade do Modelo Genômico) e o 

crescimento das raízes foram reduzidos nos tratamentos em relação ao controle 

negativo. O aumento da proteína solúvel total foi observado nas mudas expostas ao 

2,4-D, enquanto que foi reduzida quando exposta ao controle positivo. Foram 

observados também que os valores de danos ao DNA, no “ensaio do cometa”, foram 

substancialmente mais elevados do que os controles negativos, em todos os grupos 

de tratamento. Os padrões de RAPD também apresentaram diferenças significativas 

entre o controle negativo e as mudas tratadas, como desaparecimento de uma 

banda normal e/ou aparecimento de uma banda adicional. Em resumo, o número de 

bandas aumentou com o aumento da concentração do herbicida, mostrando assim 

um efeito dose-dependente (CENKCI et al., 2010). 

 

1.4 Toxicidade do herbicida 2,4-D em mamíferos 
 

O 2,4-D pode ser absorvido, ou seja, penetrar nos organismos através da 

respiração (via inalatória), da pele (via dérmica), da ingestão de água ou de 

alimentos contaminados, incluindo o leite materno (via oral), ou por via 

transplacentária. Além disso, as pessoas podem ser expostas ao 2,4-D em 
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diferentes momentos da vida, como intra-útero, lactação, infância, adolescência, 

fase adulta e senescência (FRIEDRICH, 2014). A exposição de seres humanos e 

animais ocorre por meio de ar, água potável, solo e gênero alimentício ou durante a 

produção do herbicida. O 2,4-D pode produzir uma város efeitos adversos sobre a 

saúde, tais como embriotoxicidade, teratogenicidade e neurotoxicidade de animais e 

seres humanos, devido à geração de radicais livres (VENKOV et al., 2000; 

BARNEKOW et al., 2000; MADRIGAL-BUJAIDAR, HERNANDEZ-CERUELO; 

CHAMORRO, 2001). 

A ingestão, respiração ou contato dérmico com agrotóxicos da classe dos 

ácidos fenoxiacéticos, como o 2,4-D, pode causar diversos efeitos a saúde, tais 

como perda de apetite, enjoo, vômito e câncer (RIBAS; MATSUMURA, 2009). 

A literatura sobre o herbicida 2,4-D após 2001 é ampla e mostra estudos 

avaliando câncer, genotoxicidade, toxicidade reprodutiva e neurotoxicidade (BURNS 

et al., 2011; FRIEDRICH, 2014).  

Em um estudo que utilizou ratos para verificar a toxicidade do 2,4-D, os 

animais intoxicados, pelo método de gavagem, apresentaram alterações acentuadas 

no tecido hepático. Após quatro semanas de tratamento, os animais submetidos a 

15 mg/kg de 2,4-D, apresentaram os cordões de hepatócitos rompidos. Observaram, 

também, necrose focal, vacuolização de hepatócitos e vasodilatação. Estas 

alterações foram mais acentuadas após a exposição com uma dose de 75 mg/kg. A 

área de necrose foi mais frequente nesta concentração, além de observarem o 

aumento da carga de glicogênio. O tratamento de 150 mg/kg de 2,4-D apresentou 

outras alterações histopatológicas como núcleos picnóticos, congestão dos 

hepatócitos, aumento significativo das células apoptóticas, vacuolização de alguns 

hepatócitos e perda da forma poliédrica habitual. Os cordões de hepatócitos também 

estavam interrompidos em muitas áreas, concluindo que o 2,4-D provoca 

hepatotoxicidade subaguda (TAYEB et al., 2010). 

A exposição intencional não ocupacional ao ácido 2,4 diclorofenoxiacético 

(2,4-D) resultou em hepatite aguda (LADOU; HARRISON, 2016). A Agência de 

Defesa Agropecuária do Paraná (Adapar) desenvolveu uma lista de restrições de 

uso do agrotóxico citado, afirmando que a exposição crônica a esse agente pode 

levar a hepatotoxicidade e cirrose (ADAPAR, 2016). A Agência citada relatou 

elevações nas enzimas lactato desidrogenase, AST (aspartato aminotransferase) e 
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ALT (alanino aminotransferase), após exposição aguda ao agente (BRASIL, 2016), 

mostrando dano hepático associado a exposição aguda a este agente.      

A Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária sugere 

que, embora existam poucos estudos de toxicidade que avaliem o potencial 

nefrotóxico de uma substância, o Forato (2,4-D, 2,4,5-T, 2,4,5-TP, alacloro, atrazina, 

cianazina, dicamba, glifosato, pendimetalina, trifuralina) provocou alguns efeitos em  

animais de laboratório (ANVISA, 2014). O Tordon, herbicida que contém em sua 

composição o 2,4-D, foi considerado extremamente tóxico levando à nefrotoxicidade 

em humanos, com potencial de periculosidade ambiental III, com restrições para o 

seu uso, conforme lista de agrotóxicos do Estado do Paraná (CLASSIFICAÇÃO DO 

POTENCIAL DE PERICULOSIDADE AMBIENTAL DE AGROTÓXICOS - CPPAA, 

2016). 

A fim de investigar os efeitos do 2,4-D sobre a morfologia e função testicular, 

cabras anãs foram submetidas a três diferentes tratamentos com o herbicida. Os 

resultados encontrados apresentam alterações do túbulo seminífero, tais como 

hiperemia e edema do estroma, e a membrana basal separada da fibromuscular 

circundante. Foi observada uma redução no número de células de Sertoli, sendo que 

as alterações vasculares do estroma intertubular foram presentes em todos os 

grupos tratados, caracterizando uma perda na efetividade da reprodução do animal. 

Sendo assim, a exposição ao ácido 2,4-D afetou negativamente os níveis de 

esperma dos indivíduos, podendo implicar numa possível disfunção espermática 

para os seres humanos e outras espécies que podem sofrer exposição a esta 

substância tóxica ambiental quando aplicado em terrenos agrícolas (OBIDIKE et al., 

2012). 

Alguns estudos anteriores indicaram que o sistema nervoso central é um 

órgão-alvo para os efeitos tóxicos do ácido diclorofenoxiacético em diferentes 

espécies animais (BRUSCO et al., 1997). 

Muitos estudos do tipo caso-controle tem descrito relação de linfoma e 

leucemia com a exposição a herbicidas da classe fenoxi, e alguns conseguiram 

estimar o risco relativo para a relação entre exposição ocupacional ao 2,4-D e 

Linfomas não Hodgkin (LNH) (IARC, 2015). 

O 2,4-D é um dos herbicidas mais utilizados no Brasil e mundo. Porém, 

ainda existem evidências inadequadas ou insuficientes para determinar a 

associação entre a exposição ao 2,4-D e alterações em diversos órgãos e sistemas. 



 20 

2 REFERÊNCIAS 

 

ADAPAR. Restrições ao uso do 2,4D, constantes na lista de agrotóxicos do 
Paraná. 2016. Disponível em: 
http://www.adapar.pr.gov.br/arquivos/File/defis/DFI/Bulas/Herbicidas/24damina806ge
nbra.pdf.  Acesso em 02 out. 2018. 
 
AMARANTE JÚNIOR, O. P.; SANTOS, T. C. R.; NUNES, G. S. Breve revisão de 
métodos de determinação de resíduos do herbicida ácido 2,4- diclorofenoxiacético 
(2,4-d). Quim. Nova, v. 26, n. 2, p. 223-229, 2003.  
 
ANVISA. Monografia 2,4-D. 2014. Disponível em: 
http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/bdea3b804745780e857bd53fbc4c6735/
D27++24-D.pdf?MOD=AJPERES. Acesso em: 20 out. 2018. 
 
ATEEQ, B.; ABUL FARAH, M.; NIAMAT ALI, W.; WASSEM AHMAD. Induction of 
micronuclei and erythrocyte alterations in the catfish Clarias batrachus by 2,4- 
dichlorophenoxyacetic acid and butachlor. Mutation Research, v. 518, p. 135-144, 
2002. 
 
BARNEKOW, D. E.; HAMBURG, A. W.; PUVANESARAJAH, V.; GUO, M. 
Metabolism of 2,4-dicholorophenoxyacetic acid in laying hens and lactating goats. J 
Agric Food Chem, v. 49, n. 1, p. 156-163, 2000.  
 
BRASIL. Congresso Nacional. Lei n.º 7.802, de 11 de julho de 1989. Dispõe sobre 
a pesquisa, a experimentação, a produção, a embalagem e rotulagem, o transporte, 
o armazenamento, a comercialização, a propaganda comercial, a utilização, a 
importação, a exportação, o destino final dos resíduos e embalagens, o registro, a 
classificação, o controle, a inspeção e a fiscalização de agrotóxicos, seus 
componentes e afins, e dá outras providências. Brasília, DF, 11 de julho de 1989. 
Disponível em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/L7802.htm. Acesso em: 22 
jul. 2019. 
 
BRUSCO, A. P.; SAAVEDRA J.; GARCIA, G.; TAGLIFERRO, P.; DUFFARD, A. M.; 
DUFFARD, R. 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid through lactation induces astroghos 
sm rat brain. Mol Chem Neuropathol, v. 30, p. 175-18, 1997. 
 
BURIOLA, A. A.; OLIVEIRA, M. L. F. Famílias de agricultores convivendo com 
praguicidas clandestinos no estado do Paraná – Brasil. Ciencia y EnfermerIa, v. 19, 
n. 1, p. 37-47, 2013. 
 
BURNS, C.; BODNER, K.; SWAEN, G.; COLLINS, J.; BEARD, K.; LEE, M. Cancer 
incidence of 2,4-D production workers. Int. J. Environ. Res. Public Health, v. 8, p. 
3579-3590, 2011. 
 
CATTANEO, R.; LORO, V. L.; SPANEVELLO, R.; SILVEIRA, F. A.; LUZ, L.; MIRON, 
D. S.; FONSECA, M. B.; MORAES, B. S.; CLASEN, B. Metabolic and histological 
parameters of silver catfish (Rhamdia quelen) exposed to commercial formulation of 

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/L7802.htm


 21 

2,4-dichlorophenoxiacetic acid (2,4-D) herbicide. Pesticide Biochemistry and 
Physiology, v. 92, p. 133-137, 2008.  
 
CENKCI, S.; YILDIZ, M.; CIGERCI, I. H.; BOZDAG, A.; TERZI, H.; TERZI, E. S. A. 
Evaluation of 2,4-D and dicamba genotoxicity in bean seedlings using comet and 
RAPD assays. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 73, p. 1558-1564, 
2010. 
 
CLASSIFICAÇÃO do Potencial de Periculosidade Ambiental de Agrotóxicos - 
CPPAA. 2016. Disponível em: http://docplayer.com.br/10782904-Classificacao-
toxicologica-i-extremamente-toxico-classificacao-do-potencial-de-periculosidade-
ambiental-iii-produto-perigoso-ao-meio-ambiente.html. Acesso em: 30 out. 2018. 
 
CORREIA, F. V.; MOREIRA, J. C. Effects of glyphosate and 2,4-D on earthworms 
(Eisenia foetida) in laboratory tests. Bulletin of Environmental Contamination and 
Toxicology, v. 85, p. 264-268, 2010. 
 
FILKOWSKI, J.; BESPLUG, J.; BURKE, P.; KOVALCHUK, I.; KOVALCHUK, O. 
Genotoxicity of 2,4-D and dicamba revealed by transgenic Arabidopsis thaliana 
plants harboring recombination and point mutation markers. Mutation Research, v. 
542, p. 23-32, 2003. 
 
FONTANETTI, C. S.; SOUZA, T. S.; CHRISTOFOLETTI, C. A. The role of 
biomonitoring in the quality assessment of water resources. In: BILIBIO, C.; 
HENSEL, O.; SELBACH, J. (org.). Sustainable water management in the tropics 
and subtropics - and cases study in Brazil. Brasil/Alemanha: 
UNIPAMPA/UNIKASSEL, v. 3, p. 975-1005, 2012. 
 
FRIEDRICH, K. Avaliação dos efeitos tóxicos sobre o sistema reprodutivo, hormonal 
e câncer para seres humanos após o uso do herbicida 2,4-D. Parecer técnico. 
Fundação Oswaldo Cruz. Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde. 
45p. 2014. Disponível em: file:///D:/Downloads/parecer%20herbicida%2024-
D%20Karen%20Friedrich.pdf. Acesso em: 20 nov. 2018. 
 
GALLAGHER, E.; DI GIULIO, R. Effects of 2,4-D dichlophenoxyacetic acid and 
picloran on biotransformation, peroxisomal and serum enzyme activities in channel 
catfish (Ictalurus punctatus). Toxicology Letters, v. 57, p. 65-72, 1991. 
 
GERAS'KIN, S. A.; OUDALOVA, A. A.; KIM, J. K.; DIKAREV, V. G.; DIKAREVA, N. 
S. Cytogenetic effect of low dose gamma-radiation in Hordeum vulgare seedlings: 
non-linear dose-effect relationship. Radiat Environ Biophys, v. 46, n. 1, p. 31-41, 
mar. 2007. 
 
GRISOLIA, C.K. Agrotóxicos: mutação, câncer e reprodução. Brasília: Universidade 
de Brasília, 2005. 392 p. 
 
IARC. DDT, Lindane, and 2,4-D. IARC Monographs on the Evaluation of 
Carcinogenic Risks to Humans. Volume 113. 2015. IARC, Lyon.  Disponível em: 
http://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol113/index.php. Acesso em: 14 jan. 
2019. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geras%27kin%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17171549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oudalova%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17171549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17171549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dikarev%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17171549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dikareva%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17171549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dikareva%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17171549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17171549


 22 

KNOPP, D.; SCHILLER, F. Oral and dermal application of 2,4-dichlorophenoxyacetic 
acid sodium and dimethylamine salts to male rats: Investigations on absorption and 
excretion as well as induction of hepatic mixed-function oxidase activities. Archives 
of Toxicology, v. 66, p. 170-174, 1992. 
 
KUMAR, S.; ARYA, S. K.; ROY, B. K.; SINGH, A. K. The efects of 2,4-
dichlorophenoxy acetic acid and isoproturon herbicides on the mitotic activity of 
wheat (Triticum aestivum L.) root tips. Tsitologiia I Genetika, p. 14-21, 2010. 
 
LADOU, J.; HARRISON, R. J. (Org.). Current. Medicina ocupacional e ambiental: 
diagnóstico e tratamento. 5. ed. Porto Alegre: AMGH, 2016. 
 
LEME, D. M.; MARIN-MORALES, M. A. Allium cepa test in environmental monitoring: 
a review on its application. Mutation Research, v. 682, p.71-81, 2009. 
 
MACEDO NETO, D.; FROEHNER, S.; MACHADO, K. S. Avaliação do transporte do 
ácido 2,4 diclorofenoxiacético através de um lisímetro. Quím. Nova, São Paulo, v. 
35, n. 9, 2012. Disponível em: http://dx.doi.org/10.1590/S010040422012000900020 
Acesso em: 25 nov. 2018. 
 
MADRIGAL-BUJAIDAR, E.; HERNANDEZ-CERUELO, S. A.; CHAMORRO, G. 
Induction of sister chromatid exchanges by 2,4-dichlorophenoxyacetic acid in somatic 
and germ cells of mice exposed in vivo. Food Chem Toxicol, v. 39, n. 9, p. 941-946, 
2001. 
 
McBRIDE, D.; COX, B.; BROUGHTON, J.; TONG, D. The mortality and cancer 
experience of New Zealand Vietnam war veterans: a cohort study. BMJ Open, v. 3, 
p. e003379, 2013. doi:10.1136/bmjopen-2013-0033792013. 
 
OBIDIKE, I. R.; AKA, L. O.; OMOJA, V. U.; SHOYINKA, S. V.O.; KAMALU, T.; 
NANIKA, S. M. Testicular morphology and antispermatogenic effects of 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in male West African Dwarf (WAD) goats. 
Comparative Clinical Pathology, v. 21, p. 1457-1462, 2012. 
 
PAVLICA, M.; PAPES, D.; NAGY, B. 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid causes 
chromatin and chromosome abnormalities in plant cells and mutation in cultured 
mammalian cells. Mutation Research, v. 263, p. 77-81, 1991. 
 
RIBAS, P. P.; MATSUMURA, A. T. S. A química dos agrotóxicos: impacto sobre a 
saúde e meio ambiente. Revista Liberato, v. 10, n. 14, p. 149-58, 2009. 
 
SANCHEZ-BRUNETE, C.; GARCIA-VALCARCEL, A. I.; TADEO, J. L. Determination 
of residues of phenoxi acid herbicides in soil and cereals by gas chromatography-ion 
trap detection. Journal of Chromatography A., v. 675, p. 213- 218, 1994.  
 
STEVENS, J. T.; BRECKENRIDGE, C. B. Crop protection chemicals. In: HAYES, W. 
A. (ed.). Principles and methods of toxicology. Philadelphia: Taylor & Francis, 
2001. p. 565-648. 
 



 23 

TAYEB, W.; NAKBI, A.; TRABELSI, M.; ATTIA, N.; MILED, A.; HAMMAMI, M. 
Hepatotoxicity induced by sub-acute exposure of rats to 2,4-Dichlorophenoxyacetic 
acid based herbicide “Désormone lourd”. Journal of Hazardous Materials, v. 180, 
p. 225-233, 2010. 
 
THEOPHILO, C. F.; POLI, M. F. P.; CUERVO, M. R. M.; MILANEZ, J. F.; 
MELGAREJO, L.; PIZZATO, A. C. Agrotóxicos permitidos no cultivo das frutas e 
verduras mais consumidas pela população brasileira e algumas de suas implicações 
na saúde. Revista eletrônica PUCRS, v. 7, n. 1, p. 1-17, 2014. 
 
TOMLIN, C. (ed.). The pesticide manual: incorporating the agrochemicals 
handbook. 10th ed. Cambridge: British Crop Protection Council, the Royal Society of 
Chemistry, 1994. p. 1341. 
 
TRAPÉ, A. Z. O caso dos agrotóxicos. In: ROCHA, L. E.; RIGOTTO, R. M.; 
BUSCHINELLI, J. T. P. (org.). Isto é trabalho de gente? Vida, doença e trabalho no 
Brasil. São Paulo: Vozes, 1993. p. 569-593. 
 
VENKOV, P.; TOPASHKA-ANCHEVA, M.; GEORGIEVA, M.; ALEXIEVA, V.; 
KARANOV, E. Genotoxic effect of substituted phenoxyacetic acids. Arch Toxicol., v. 
74, p. 560-566, 2000. 
 
VIEIRA, E. M.; PRADO, A. G. S.; LANDGRAF, M. D.; REZENDE, M. O. O. Estudo da 
adsorção/dessorção do ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4d) em solo na ausência e 
presença de matéria orgânica. Quím. Nova, v. 22, n. 3, p. 305-309, 1999.  
 
WHO. Switzerland. Environmental Health Criteria, v. 29, 1984. 
 
ZAGATTO, P. A.; BERTOLETTI, E. Ecotoxicologia aquática: princípios e 
aplicações. São Carlos: RiMa, 2006. p. 478. 
 
 



 24 

3 OBJETIVO 
 
3.1 Objetivo geral 
 

Avaliar o possível dano hepático, renal, pancreático e esplênico mediante a 

exposição crônica por via oral e inalatória do herbicida ácido diclorofenóxiacético 

(2,4-D) em ratos Wistar. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

− Avaliar o efeito do herbicida ácido diclorofenóxiacético (2,4-D) sobre os 

parâmetros bioquímicos séricos e morfológicos nos seguintes órgãos: 

fígado, rim, pâncreas e baço de ratos; 

− Avaliar as diferenças entre a exposição crônica por via oral e inalatória do 

herbicida ácido diclorofenóxiacético (2,4-D) sobre os seguintes órgãos: 

fígado, rim, pâncreas e baço de ratos; 

− Avaliar se o herbicida ácido diclorofenóxiacético (2,4-D) influencia na 

proliferação das células hepáticas e renais. 
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HIGHLIGHTS 

• Este é o primeiro estudo experimental com simulação da exposição crônica 

ambiental ao herbicida ácido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) por via oral e 

inalatória em ratos. 

• A exposição ao herbicida 2,4-D por via oral e inalatória levou ao 

desenvolvimento de lesões degenerativas hepáticas e renais, que mediante a 

persistência da exposição podem evoluir para alterações irreversíveis com 

perda de função destes órgãos. 

• A exposição a altas doses do herbicida 2,4-D por via oral e inalatória levou a 

atrofia das ilhotas pancreáticas, o que pode acarretar em um estado pré-

diabético. 

• As alterações hepáticas foram tanto dependentes da via de exposição quanto 

da dose e as alterações renais e pancreáticas dependentes da dose do 

herbicida 2,4-D. 
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RESUMO 

O ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos herbicidas mais utilizados no 

mundo. O objetivo deste estudo foi avaliar o possível efeito tóxico da exposição 

crônica por via oral e inalatória do herbicida 2,4-D no fígado, rim e pâncreas, 

mediante simulação da exposição ambiental. Utilizaram-se 80 ratos Wistar albinos, 

machos, adultos, divididos em oito grupos, os quais foram expostos durante 6 meses 

por via inalatória e oral (ração contaminada) a água destilada (grupos controles) e a 

três diferentes doses do 2,4-D [3,71 x 10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare 

(g.i.a/ha), 6,19 x 10-3 g.i.a/ha e 9,28 x 10-3 g.i.a/ha]. Amostras de sangue e fígado, 

rim, baço e pâncreas foram coletados para análise. Houve diferença na dosagem de 

ALT (alanino aminotransferase) entre os grupos expostos ao 2,4-D. Os grupos 

expostos ao 2,4-D por via oral apresentaram maior incidência de esteatose e os 

grupos expostos a altas doses apresentaram mais inflamação hepática. Todos os 

animais dos grupos expostos a alta concentração do 2,4-D apresentaram 

degeneração hidrópica tubular renal. Houve atrofia das ilhotas de Langerhans nos 

animais expostos ao 2,4-D. A simulação da exposição crônica ambiental ao 

herbicida 2,4-D acarretou em alterações hepáticas que foram tanto dependentes da 

via de exposição quanto da dose e em alterações renais e pancreáticas que foram 

dependentes da dose. 
 
Palavras-chave: agroquímico, exposição ocupacional, exposição dietética, estado 

pré-diabético, modelos animais. 
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1. Introdução 

O ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos herbicidas mais utilizados 

no mundo devido à sua ampla aplicação em vários tipos de lavouras, além de 

florestas e em gramados e ao seu baixo custo [1]. Devido ao seu amplo uso, os 

seres humanos podem se expor aos produtos que contem 2,4-D, tanto ocupacional 

quanto não-ocupacionalmente, por via inalatória, dérmica ou por ingestão, por 

contato direto ou com resíduos na água, ar, solo e comida [2].  

O 2,4-D pode estar presente na água devido ao seu uso direto nesta, ou por 

aplicações agrícolas ou em florestas, devido à deriva de aplicação ou por deposição 

atmosférica [2]. A presença de 2,4-D na água pode levar a contaminação de 

legumes, verduras e frutas, além da contaminação de seres humanos.  

Resíduos de 2,4-D podem ser encontrados em alimentos como resultado do 

seu uso na agricultura [3]. A Comissão Europeia determinou que a ingestão diária 

máxima teórica de 2,4-D para um adulto com peso corporal de 60 kg é de 1,4% da 

dose diária admissível baseada em um nível de efeito adverso não observado 

(NOAEL), segundo o European Diet estabelecido pela Organização das Nações 

Unidas para a Alimentação e Agricultura e pela Organização Mundial da Saúde 

(FAO / WHO European Diet) [4]. 

Estudos experimentais com ratos e camundongos mostraram 

hepatotoxicidade [5-8] e alterações renais [9] mediante a exposição de curta duração 

ao 2,4-D. Porém, estes estudos utilizaram doses elevadas do 2,4-D e seus sais, as 

quais excedem muito a dose relevante da exposição humana. Além disso, as vias de 

exposição foram a água de beber, gavagem ou intraperitoneal, sendo que as duas 

últimas não refletem a exposição que ocorre ocupacional, principalmente por via 

inalatória, e não-ocupacionalmente, principalmente por ingestão de alimentos e água  

contaminados.  

O presente estudo simulou a exposição ambiental de animais ao 2,4-D, com o 

objetivo de avaliar o possível efeito tóxico para fígado, rim e pâncreas da exposição 

crônica, por via oral e inalatória, a este herbicida. 

 

2. Materiais e métodos 
Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade do Oeste Paulista (CEUA – UNOESTE) (Protocolo nº 3792). 
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2.1. Protocolo experimental 

A exposição ao herbicida ácido diclorofenóxiacético foi feita com 2,4-D 

(Nortox S.A., Arapongas, Paraná, Brasil), com a seguinte composição: sal de 

dimetilamina de (2,4-dichlorophenoxy) acetic acid (2,4D): 806g/litro (80,6% m/v), 

equivalente acido de 2,4D: 670g/litro (67,0% m/v) e ingredientes inertes: 424g/litro 

(42,4% m/v).  

As diferentes concentrações do herbicida 2,4-D foram baseadas nas 

diferentes concentrações que este herbicida é utilizado, conforme descrito na bula, 

sendo cada dose ajustada para a área da caixa, para simular a exposição ambiental 

(ocupacional e de alimentos). As doses utilizadas foram aquelas preconizadas para 

a cultura de cana de açúcar [10]. O manejo do herbicida foi realizado utilizando-se 

equipamentos de proteção individual indicados para tal. 

Para a realização dos experimentos, foram utilizados 80 ratos Wistar albinos, 

machos, adultos (90 dias), com peso entre 300-350 g, alocados em gaiolas plásticas 

grandes (medindo 54x38x41cm), a temperatura média de 22 ± 2ºC, umidade relativa 

de 50 ± 15%, com ciclos de 12 horas de claro e escuro. Os animais foram divididos 

aleatoriamente em oito grupos (n=10): 

• I0 - grupo controle inalatório: expostos à nebulização com água destilada; 

• O0 - grupo controle oral: receberam ração pulverizada com água destilada;  

• I3 - grupo de baixa concentração inalatório: expostos à nebulização do 

pesticida com 3,71 x 10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha);  

• O3 - grupo de baixa concentração oral: receberam ração pulverizada com 

pesticida com 3,71 x 10-3 g.i.a/ha; 

• I6 - grupo de média concentração inalatório: expostos à nebulização do 

pesticida com 6,19 x 10-3 g.i.a/ha;  

• O6 - grupo de média concentração oral: receberam ração pulverizada com 

pesticida com 6,19 x 10-3 g.i.a/ha; 

• I9 - grupo de alta concentração inalatório: expostos à nebulização do 

pesticida com 9,28 x 10-3 g.i.a/ha;  

• O9 - grupo de alta concentração oral: receberam ração pulverizada com 

pesticida com 9,28 x 10-3 g.i.a/ha.  

Para nebulização, foram utilizadas duas caixas (32x 24x 32 cm), cada uma 

ligada a um nebulizador ultrassônico da marca Pulmosonic Star® (Soniclear Ind. 
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Com. Imp. e Exp. Ltda., São Paulo, Brasil). Todos os animais de cada grupo foram 

nebulizados simultaneamente na mesma caixa. O tempo de exposição foi de 

aproximadamente 15 minutos, tanto para os animais quanto para a ração (tempo 

necessário para nebulização de toda a solução) [10].  

Os animais expostos por via inalatória foram nebulizados durante cinco dias 

seguidos na semana. A ração dos animais expostos por via oral foi trocada a cada 

dois dias, sendo que a nebulização foi realizada um dia antes de a ração ser 

ofertada aos animais. Foi ofertado 600g de ração por caixa e o residual foi pesado a 

cada troca. 

Os animais foram pesados mensalmente até o final do experimento.  

Todos os animais foram expostos durante 6 meses e após este período foram 

eutanasiados. A anestesia e eutanásia foram realizadas com Tiopental sódico 

(Syntec, EUA), nas doses de 40mg/Kg e 100 mg/Kg de peso, respectivamente, 

administrado na cavidade peritoneal. Os indicativos de morte foram a ausência de 

movimentos respiratórios, batimentos cardíacos e perda dos reflexos [11]. 

 
2.2. Análise dos órgãos 

2.2.1. Análise bioquímica sérica 

Após a anestesia, foi realizada punção intracardíaca com vacutainer (BD 

Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, EUA) nos animais para coleta de 

10ml de sangue para realização dos seguintes exames laboratoriais: AST (aspartato 

aminotransferase), ALT (alanino aminotransferase), creatinina,  ureia e glicose. Toda 

bioquímica sérica foi realizada em aparelho automatizado (COBAS C111, Roche, 

EUA). 

 

2.2.2. Análise histopatológica 

Após a eutanásia foram coletados fígado, rins, baço e pâncreas. Os 

fragmentos retirados foram fixados em formol tamponado a 10% (Cinética Indústria 

Química, São Paulo, Brasil) durante 24 horas e submetidos a processamento 

histológico habitual, com inclusão em parafina (Dinâmica Reagentes Analíticos, São 

Paulo, Brasil). Cortes seriados de 5µ foram obtidos através de micrótomo LEICA 

RM2265 (Leica Biosystems Nussoch GmbH, Alemanha)  e corados pelo método de 

hematoxilina-eosina (HE) (Dolles, São Paulo, Brasil).  

 A análise histopatológica foi cega e realizada por um único observador 
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experiente, utilizando-se microscópio óptico comum (NIKON Labophot, Japão). Os 

parâmetros gerais avaliados no fígado, rim, pâncreas e baço com seus respectivos 

escores foram: infiltrado inflamatório intersticial e tipo de célula inflamatória presente 

(polimorfonucleares e/ou mononucleares); congestão tecidual; necrose tecidual; 

necrose vascular; lesões displásicas e presença de lesões neoplásicas benignas e 

malignas [12]. 

Também foram analisados especificamente em cada órgão, os seguintes 

parâmetros, descritos por Pegoraro et al [12]: no fígado: presença e tipo de 

esteatose, colestase, fibrose tecidual e cirrose; no rim: presença de alteração 

tubular; presença de lesão glomerular; presença de espessamento de membrana 

basal de vasos; presença de cilindros; no pâncreas: fibrose tecidual; atrofia acinar; e 

atrofia das ilhotas de Langerhans; e no baço: hiperplasia da polpa branca; 

hiperplasia da polpa vermelha; fibrose tecidual. 

Para realização da contagem das NORs (regiões organizadoras de 

nucléolos), outros cortes desparafinizados de fígado e rim, em lâmina, foram 

corados por impregnação por prata segundo Ploton et al. [13]. A contagem das 

NORs foi realizada em 10 campos de grande aumento, 10 células por campo 

(hepatócitos e células tubulares renais), totalizando 100 células para cada animal 

[13].  

2.2.3. Análise estatística 

Para as variáveis quantitativas foi verificada a normalidade (teste de 

Kolmogorov-Smirnov) e a homonegeidade dos dados (teste de Levene) e para as 

variáveis que atenderam aos dois pressupostos, as médias foram comparadas com 

a Análise de Variância/Teste T; para as demais variáveis, foi aplicado o teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar os ranks e as comparações múltiplas 

com o teste de Dunn. 

Para as variáveis qualitatitavas foi aplicado o teste do Qui-Quadrado e para 

as variáveis onde o pressuposto de menos de 20% dos valores esperados foi menor 

do que 5, foi utilizada a Razão de Verossimilhança. 

Foi utilizado o pacote estatístico SPSS V. 18 e nível de significância de 5% 

para todos os testes. 

 

3. Resultados 
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3.1. Peso dos animais e consumo de ração 

 Houve homogeneidade das variâncias para o peso inicial (p = 0,411) e final 

(p = 0,113) entre os grupos de estudo.  

 Não houve diferença no consumo da ração entre os grupos de estudo (p > 

0,05). 

 

3.2. Análise dos órgãos (análise bioquímica sérica e estudo histopatológico) 

3.2.1. Fígado  

 Não houve diferença entre os grupos de estudo para a dosagem sérica de 

AST (p=0,606).  

Para a dosagem sérica de ALT, houve diferença entre os grupos controle e os 

expostos ao 2,4-D (p = 0,002) (Figura 1). 

 
Figura 1 - Resultados da concentração sérica de ALT (alanino aminotransferase) 

(mediana e interquartis) por grupo estudado (n=79) (p=0,002). *,°: outlier e número do 

animal; Grupos: I0: controle inalatório; O0: controle oral; I3: baixa concentração de 2,4-D inalatório; 

O3: baixa concentração de 2,4-D oral; I6: média concentração de 2,4-D inalatório; O6: média 

concentração de 2,4-D oral; I9: alta concentração de 2,4-D inalatório; O9: alta concentração de 2,4-D 

oral. 
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Ao estudo histopatológico, não foram observadas congestão, necrose tecidual 

ou vascular nem colestase em nenhum dos grupos estudados. Também não foram 

observadas alterações displásicas ou neoplásicas no parênquima hepático.  

Os grupos expostos ao herbicida 2,4-D por via oral apresentaram maior 

incidência de esteatose do que os animais que foram expostos por via inalatória (p< 

0,05), porém não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos de 

exposição oral em relação à dose do herbicida (p> 0,05)  (Figura 2). A esteatose 

apresentada pelos animais foi do tipo microvesicular (caracterizada por 

microgotículas de gordura no citoplasma dos hepatócitos) e difusa em todos os 

casos (Figura 3). 

 Em relação ao processo inflamatório hepático não houve diferença entre os 

grupos expostos por via oral ou inalatória (p = 0,852). Porém, houve diferença entre 

os grupos (p = 0,001), sendo os grupos I9 e O9 aqueles com a maior porcentagem 

de casos (Figura 2). 

A inflamação apresentada pelos animais foi de grau leve (1 a 3 focos 

inflamatórios no parênquima hepático) em todos os casos e as custas de linfócitos 

(Figura 4).  

 

 
Figura 2 – Frequência de esteatose e inflamação hepáticas por grupo de estudo 

(n=79) (p< 0,05). Grupos: I0: controle inalatório; O0: controle oral; I3: baixa concentração de 2,4-D 

inalatório; O3: baixa concentração de 2,4-D oral; I6: média concentração de 2,4-D inalatório; O6: 

média concentração de 2,4-D oral; I9: alta concentração de 2,4-D inalatório; O9: alta concentração de 

2,4-D oral. 
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Figura 3 – Fotomicroscopia do fígado. A – Parênquima hepático normal (animal do 

Grupo I0). B – Esteatose do tipo microvesicular. Notar citoplasma microvacuolizado 

A 

B 

C 
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dos hepatócitos (detalhe) (animal do Grupo O3). C - Foco de infiltrado linfocitário no 

parênquima hepático (seta) (animal do Grupo I3). Hematoxilina-eosina, aumento de 

200x. 

 Em relação à contagem de NORs nos hepatócitos, houve diferença 

estatística entre o grupo I0 x I6 e I9, entre o grupo O0 x O6 e O9, entre o grupo I3 x 

I9, e entre o grupo O3 x O9 (p <0,05) (Figura 4), porém não houve diferença entre o 

tipo de exposição (oral ou inalatória) (p >0,05). 

 
Figura 4 - Número de NORs contados nos hepatócitos por grupo de estudo 

(mediana e interquartis) (n=79) (p <0,05). °: outlier e número do animal; Grupos: I0: controle 

inalatório; O0: controle oral; I3: baixa concentração de 2,4-D inalatório; O3: baixa concentração de 

2,4-D oral; I6: média concentração de 2,4-D inalatório; O6: média concentração de 2,4-D oral; I9: alta 

concentração de 2,4-D inalatório; O9: alta concentração de 2,4-D oral. 

 
3.2.2. Rim 

Não houve diferença para as dosagens de ureia (p=0,451) e creatinina (p= 

0,061) entre os grupos estudados. 
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No exame histopatológico, não foram observadas congestão, alterações 

vasculares, presença de cilindros ou alterações displásicas ou neoplásicas.  

Houve diferença estatística para a ocorrência de inflamação entre os grupos 

(p = 0,0001), mas não em relação ao tipo de exposição (oral e inalatória) (p=0,305). 

A inflamação apresentada pelos animais foi de grau leve em todos os casos (Tabela 

1, Figura 5).  

A alteração tubular foi significativa entre os grupos (p = 0,0001), porém para o 

tipo de exposição (oral ou inalatória) não foi detectada diferença (p=0,946). Apenas 

dois animais (1 do grupo O0 e 1 do grupo O3) apresentaram necrose tubular aguda. 

Os demais animais com alteração tubular apresentaram degeneração hidrópica 

(Tabela 1, Figura 5). 

 

Tabela 1 - Incidência de inflamação intersticial e alteração tubular renal nos grupos 

de estudo (n=79). 

Grupos 
Inflamação 
intersticial 

Alteração tubular 

I0 4/10 (40%)b 0/10 (0%)a 

O0 1/10 (10%)a 1/10 (10%)a 

I3 3/10 (30%)b 0/10 (0%)a 

O3 8/10 (80%)c 1/10 (10%)a 

I6 9/10 (90%)c 0/10 (0%)a 

O6 9/10 (90%)c 0/10 (0%)a 

I9 3/10 (30%)b 10/10 (100%)b 

O9 6/9 (66,66%)d 9/9 (100%)b 

Grupos: I0: controle inalatório; O0: controle oral; I3: baixa concentração de 2,4-D inalatório; O3: baixa 

concentração de 2,4-D oral; I6: média concentração de 2,4-D inalatório; O6: média concentração de 

2,4-D oral; I9: alta concentração de 2,4-D inalatório; O9: alta concentração de 2,4-D oral. Letras 

minúsculas comparam grupos no mesmo momento e na mesma coluna. Letras minúsculas diferentes: 

p<0,05. 
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Figura 5 – Fotomicroscopia do rim: A – Parênquima renal normal (animal do Grupo 

I0). B – Foco inflamatório linfocitário no parênquima renal (seta) (animal do Grupo 

O3). C – Degeneração hidrópica tubular (animal do Grupo O9). Notar distanciamento 

entre os núcleos. D – Necrose tubular aguda. Notar ausência de núcleos nas células 

tubulares (animal do Grupo O3). Hematoxilina-eosina, aumento de 400x. 

 

Em relação à contagem de NORs nas células dos túbulos renais, houve 

diferença estatística entre o grupo I0 x I6, entre O0 x O3, O6 e O9 e entre o grupo I3 

x I6 (p <0,05) (Figura 6), porém não houve diferença entre o tipo de exposição (oral 

ou inalatória) (p =0,593). 

 

A 

C 

B 

D 
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Figura 6 - Número de NORs contados nas células dos túbulos renais por grupo de 

estudo (mediana e interquartis) (n=79) (p <0,05). °: outlier e número do animal; Grupos: I0: 

controle inalatório; O0: controle oral; I3: baixa concentração de 2,4-D inalatório; O3: baixa 

concentração de 2,4-D oral; I6: média concentração de 2,4-D inalatório; O6: média concentração de 

2,4-D oral; I9: alta concentração de 2,4-D inalatório; O9: alta concentração de 2,4-D oral. 
 

3.2.3. Baço  

 Não foram observadas alterações histopatológicas no baço em nenhum dos 

animais avaliados. 

 
3.2.4. Pâncreas 

A dosagem de glicose não diferiu entre nenhum dos animais estudados 

(p=0,139). 

 Não se observou congestão, alterações vasculares, alterações acinares, 

lesões displásicas ou neoplásicas. Apenas um animal do grupo I6 apresentou 

inflamação das ilhotas de Langerhans. 
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 Somente os animais dos grupos expostos ao 2,4-D apresentaram atrofia das 

ilhotas de Langerhans (caracterizada por diminuição no número de células da ilhota) 

(p=0,006) (Tabela 2, Figura 7), mas sem diferença entre o tipo de exposição (oral ou 

inalatória) (p>0,05). 

 

Tabela 2 - Incidência de atrofia das ilhotas de Langerhans nos grupos de estudo 

(n=79). 

Grupos 
Atrofia das ilhotas 

de Langerhans 

I0 0/10 (0%)a 

O0 0/10 (0%)a 

I3 3/10 (30%)b 

O3 5/10 (50%)b 

I6 5/10 (50%)b 

O6 5/10 (50%)b 

I9 4/10 (40%)b 

O9 3/9 (33,33%)b 

Grupos: I0: controle inalatório; controle oral; I3: baixa concentração O0: de 2,4-D inalatório; O3: baixa 

concentração de 2,4-D oral; I6: média concentração de 2,4-D inalatório; O6: média concentração de 

2,4-D oral; I9: alta concentração de 2,4-D inalatório; O9: alta concentração de 2,4-D oral. Letras 

minúsculas comparam grupos no mesmo momento e na mesma coluna. Letras minúsculas diferentes: 

p<0,05.  
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Figura 7 – Fotomicroscopia do pâncreas: A – Parênquima pancreático normal 

(animal do Grupo I0). B – Detalhe da imagem anterior mostrando ilhota, ácinos e 

ductos normais. C – Atrofia de ilhotas de Langerhans (animal do Grupo I3). D – 

Detalhe de uma ilhota atrófica. Notar áreas não preenchidas por células (asteriscos). 

Em A e C: Hematoxilina-eosina, aumento de 100x; em B e D: Hematoxilina-eosina, 

aumento de 400x. 

 

4. Discussão 
O 2,4-D é considerado um pesticida Classe II, ou seja, “moderadamente 

perigoso'' pela OMS (Organização Mundial de Saúde) [14]. Em estudos com 

exposição aguda, o 2,4-D geralmente apresenta baixa toxicidade (Categoria de 

toxicidade III ou IV) por via oral, dérmica e inalatória [15]. 

Uma revisão da literatura sobre a toxicidade ao 2,4-D, com estudos em 

animais exposto de forma aguda, subcrônica e crônica ao 2,4-D e aos seus sais e 

ésteres, mostrou que não há toxicidade sistêmica deste herbicida quando este é 

usado em doses que não excedem os mecanismos de depuração renal. Porém, em 

A B 

C D 
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altas doses, o 2,4-D danifica o fígado e o rim [16]. No presente estudo, observamos 

que a simulação de exposição ambiental ao herbicida 2,4-D acarretou em 

inflamação e esteatose hepáticas, alteração tubular renal e atrofia de ilhotas de 

Langerhans. Estas alterações encontradas estiveram mais associadas à dose do 

herbicida do que a via de exposição. 

Neste estudo, não observamos diferença de peso final dos animais entre os 

grupos, assim como não houve diferença de quantidade de ingesta de ração. Este 

dado mostra que não houve interferência no apetite dos animais independente do 

tipo de exposição ao 2,4-D e que este herbicida não acarretou em perda de peso.  

Um estudo com fêmeas de camundongos expostas por 90 dias ao 2,4-DCP 

mostrou aumento na atividade da fosfatase alcalina nestes animais [5]. No presente 

estudo, observamos alterações nos níveis de ALT em todos os grupos expostos ao 

2,4-D. Isto pode ser justificado pelo fato de termos encontrado processo inflamatório 

hepático, mesmo que de grau leve, nos animais expostos ao 2,4-D. O processo 

inflamatório acarreta em destruição de hepatócitos e alteração nos níveis das 

enzimas hepáticas. 

Há um relato de caso na literatura de hepatite aguda em um homem exposto 

ao 2,4-D através do contato habitual com bolas de golfe, provavelmente 

contaminadas pelo uso deste herbicida em gramados de golfe [17]. As alterações 

hepáticas associadas ao 2,4-D observadas em estudos experimentais foram ruptura 

do cordão hepático, necrose focal, dilatação dos vasos e núcleos picnóticos de 

hepatócitos [7], congestão vascular, vacuolização citoplasmática e infiltração de 

células mononucleares [8] e peroxidação lipídica, depleção secundária de glicogênio 

e alteração estrutural de proteínas [18]. Porém estes estudos utilizaram doses muito 

elevadas de 2,4-D via gavagem ou na água de beber. O fato de não termos 

observado necrose de hepatócitos, congestão vascular ou necrose vascular foi, 

provavelmente, em decorrência de termos utilizado doses mais baixas do que os 

estudos anteriores, porém semelhantes as da exposição ambiental habitual, as quais 

simulam doses relevantes da exposição humana. 

O aumento progressivo na contagem de NORs (um marcador de proliferação 

celular [19]) quanto maior a dose de exposição ao 2,4-D mostra ocorrência de 

regeneração celular aumentada, provavelmente provocada por lesão hepática. 

Embora, não tenhamos encontrado fibrose hepática, a persistência da exposição ao 

herbicida 2,4-D pode agravar o processo inflamatório, o que leva ao risco de maior 
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destruição de hepatócitos, que ao longo dos anos pode culminar no 

desenvolvimento de cirrose hepática [20]. 

A absorção de compostos clorofenoxi, classe a qual pertence o 2,4-D, ocorre 

principalmente através do trato gastrointestinal. A absorção pelo pulmão e pela pele 

é menor, variando de 5 a 14% [21]. O 2,4-D sofre uma menor degradação hepática 

em humanos e animais, sendo eliminado em sua maior parte inalterado [2]. A 

esteatose hepática observada neste estudo foi mais incidente nos grupos expostos 

por via oral, independente da dose do herbicida, enquanto o processo inflamatório 

esteve associado a doses elevadas de 2,4-D e não a via de exposição. Esta 

diferença entre as vias de exposição pode ser devida a possibilidade do 2,4-D 

quando inalado ser menos absorvido, diminuindo sua concentração hepática. Além 

da possibilidade do 2,4-D afetar o metabolismo de lipídeos no fígado, semelhante ao 

que ocorre na ingestão crônica de álcool. Um estudo anterior com animais mostrou 

que a severidade dos achados histológicos estava associada a aumento da dose [7], 

o que pode justificar o processo inflamatório observado estar associado as doses 

mais elevadas do 2,4-D. 

Em um estudo, com a administração de 2,4-D em baixas concentrações em 

alimentos e água, não foi observado efeitos toxicológicos graves, mas o 2,4-D e seu 

metabólito se acumularam no rim dos animais expostos [22]. O estudo de Uyanikgil 

et al. [14], com ratos que receberam doses crescentes de 2,4-D via gavagem, 

mostrou alterações dose-dependentes no córtex renal, como degeneração em 

corpúsculos renais e podócitos, vacuolização no glomérulo com desintegração da 

membrana basal, edema de tecido, vacuolização, dilatação cística e invaginação das 

lâminas basais nas estruturas tubulares, dilatação e congestão nos vasos 

corpusculares renais e acentuada diminuição na reação de fibronectina glomerular e 

estromal. Em outro estudo avaliando o rim de ratas prenhas e sua prole que foram 

tratados com 2,4-D também via gavagem, foram evidenciados espaço de Bowman 

estreitado, degeneração das células epiteliais tubulares, lúmen tubular alargado e 

congestão vascular, danos estes também associados a estresse oxidativo e à 

peroxidação lipídica e diminuição concomitante dos níveis de enzimas antioxidantes 

[9]. No presente estudo, observamos degeneração hidrópica tubular renal em todos 

os animais expostos a alta concentração de 2,4-D, independente da via de 

exposição. A degeneração hidrópica tubular é a primeira alteração estrutural renal 

observada em intoxicações por xenobióticos e é reversível, porém sua persistência 
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pode levar a necrose tubular aguda e insuficiência renal [20]. A observação de uma 

lesão inicial no rim justifica não termos observado alterações nos níveis de ureia e 

creatinina, provavelmente por termos utilizado doses mais baixas do 2,4-D quando 

comparado aos outros estudos. Mesmo não sendo observada necrose tubular aguda 

nem alterações nas provas de função renal, houve um aumento de contagem de 

NORs nos grupos expostos ao 2,4-D, o que denota possível dano tubular e tentativa 

de regeneração nos grupos expostos. 

No presente estudo, não foram observadas alterações no baço. As alterações 

esplênicas podem ser primárias ou secundárias. Quando secundárias, geralmente 

estão associadas a alterações hepáticas como fibrose e/ou cirrose [23]. Assim, a 

ausência de alterações no baço pode ser justificada pela ausência de alterações 

hepáticas que acarretam em alterações esplênicas. 

Grande parte dos animais expostos ao 2,4-D (42,4%) apresentou atrofia de 

ilhotas de Langerhans, independente da via de exposição. O fato de não termos 

encontrado alterações nos níveis de glicose nos animais expostos pode ser devido 

ao grau de atrofia das ilhotas ter sido discreto ou ao não comprometimento das 

células β. Alguns estudos tem mostrado relação entre exposição a pesticidas, como 

organoclorados [24,25] organofosforados, carbamatos e fungicidas [25] e diabetes 

do tipo 2. A intensidade da relação entre pesticidas e metabólitos de pesticidas com 

diabetes está relacionada ao tipo de pesticida [26] e é mais forte em indivíduos com 

sobrepeso ou obesos do que em indivíduos com peso normal [27]. O fato dos 

animais deste estudo não apresentarem sobrepeso também pode ter influenciado na 

ausência de alterações nos níveis glicêmicos nos grupos expostos ao 2,4-D. 

Estudos que avaliem a concentração de cada tipo celular nas ilhotas de Langerhans 

frente à exposição ao 2,4-D poderão esclarecer a possibilidade de desenvolvimento 

de um estado pré-diabético nestes casos. 

Um estudo realizado com ratos contaminados com 2,4-D via alimentação ou 

via intraperitoneal, observou focos de células atípicas no pâncreas e no fígado, 

mostrando o possível potencial carcinogênico do 2,4-D [28]. Em nosso estudo, não 

observamos alterações displásicas ou neoplásicas em nenhum dos órgãos 

avaliados. Provavelmente, pelo fato de termos utilizado doses mais baixas de 2,4-D, 

semelhantes às doses da exposição ambiental oral e inalatória a este herbicida. 

Assim, a exposição ambiental (oral e inalatória) parece não estar associada à 
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formação de neoplasias no fígado, rim ou pâncreas, embora cause outros danos 

nestes órgãos. 

 

5. Conclusão 
Com os dados deste estudo concluímos que a simulação da exposição 

crônica ambiental ao herbicida 2,4-D, por via oral e inalatória, acarretou em 

alterações histopatológicas hepáticas, renais e pancreáticas nos animais expostos. 

As alterações hepáticas foram tanto dependentes da via de exposição quanto da 

dose e as alterações renais e pancreáticas dependentes da dose do 2,4-D. A 

exposição ao 2,4-D foi associada a um grande número de NORs, demonstrando um 

aumento de regeneração celular e possivelmente destruição de hepatócitos e 

células tubulares renais nos animais expostos a alta concentração deste herbicida. 

Embora, não tenha sido observada alteração nos níveis de glicose nos animais 

expostos ao 2,4-D, grande parte destes apresentou atrofia de ilhotas de Langerhans. 
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ANEXOS 
Anexo A - Aprovação do Trabalho pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE) 
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Anexo B – Normas de publicação da revista científica a qual o artigo será 
submetido 
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