
CORRESPONDÊNCIA:
Fabiola de Azevedo Mello

Universidade do Oeste Paulista, Mestrado em Meio
Ambiente e Desenvolvimento Regional (MMADRE).

Rodovia Raposo Tavares, Km 572 – Bairro Limoeiro.
19067-175 - Presidente Prudente, SP - Brasil.

fabiola-azevedo@hotmail.com

Recebido em 22/01/2018
Aprovado em 31/10/2018

1. Pós-graduação Strictu Sensu em Meio Ambiente e
Desenvolvimento Regional, Universidade do Oeste
Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, SP - Bra-
sil.

2. Faculdade de Medicina, UNOESTE.
3. Faculdade de Enfermagem, Doutorado em Ciências

da Saúde, Universidade Federal de Goiás, Brasil.
4. Pós-Graduação Strictu Sensu em Ciência Animal,

UNOESTE.
5. Docentes do Programa de Pós-graduação Strictu

Sensu em Meio Ambiente e Desenvolvimento Regi-
onal, UNOESTE.

Medicina (Ribeirão Preto, Online.) 2018;51(4):247-53 http://dx.doi.org/10.11606/issn.2176-7262.v51i4p247-253

Avaliação da cavidade nasal de camundongos
submetidos à exposição ao herbicida ácido
2,4-diclorofenoxiacético

Evaluation of the nasal cavity mice submitted to the inhalation exposure to
the herbicide 2,4- dichlorophenoxyacetic acid

Fabíola de Azevedo Mello1, Giselle Quinallia1, Ana Carolina Marion2, Fernanda Cardoso Jorge2,
Laura Monico Marinelli2, Ana Karina Marques Salge3, Marcela de Andrade Bernal Fagiani4,
Edson Assunção Mareco5, Ana Paula Alves Favareto5, Renata Calciolari Rossi e Silva5

RESUMO
No último ano, o Brasil apresentou um aumento de 190% na utilização de agrotóxicos, o que
implica em um grave problema de saúde pública. O ácido 2,4-diclorofenoxiacético possui classifi-
cação toxicológica I (extremamente tóxico) e por ser muito volátil, favorece a contaminação de
solos, águas, animais e seres humanos.
Modelo do estudo: Estudo Experimental.
Objetivo: Analisar o infiltrado inflamatório de camundongos submetidos à nebulização aguda ao
herbicida ácido 2,4-diclorofenoxiacético, em diferentes intervalos de tempo e concentrações.
Métodos: Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos divididos em quatro grupos (n=20):
salina, baixa (3,71 x 10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare), média (6,19 x 10-3 gramas de
ingrediente ativo por hectare) e alta concentração (9,28 x10-3 gramas de ingrediente ativo por
hectare). Todos os animais foram expostos às nebulizações preconizadas para cada grupo por 15
minutos, em diferentes intervalos de tempo: 24, 48, 72 e 192 horas. O protocolo de exposição
contou com duas caixas ligadas a um nebulizador ultrassônico e o vestíbulo nasal de cada animal
foi retirado após a eutanásia, para a análise histológica.
Resultados: A contagem de mastócitos apresentou valores significativamente aumentados no
grupo alta concentração, no intervalo de tempo de 48 horas, quando comparado ao de 24 horas.
Conclusão: Os resultados mostraram que a exposição aguda ao herbicida ácido 2,4-diclorofeno-
xiacético aumenta a produção de mastócitos na cavidade nasal de animais expostos a altas con-
centrações, e que podem estar relacionados ao surgimento de reações alérgicas.
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INTRODUÇÃO

De acordo com os relatórios do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) entre 2009
e 2012, o herbicida ácido 2,4-diclorofenoxiacéti-
co (2,4-D) se posicionou entre o terceiro e quarto
ingrediente ativo presente na maioria dos herbi-
cidas vendidos no Brasil, e que após o ano de
2013, este passou a ser o segundo composto
ativo mais vendido no país.1

O ácido 2,4-D é um herbicida utilizado prin-
cipalmente em culturas de folhas largas, cereais
e algumas pastagens, o qual tem potencial para
contaminar águas subterrâneas e possui classifi-
cação toxicológica do tipo I, que significa extre-
ma toxicidade. É um produto muito volátil, que
pode sofrer influência do vento, percorrendo qui-
lômetros de distância dependendo da época do
ano em que é utilizado, fato este que favorece a
contaminação de solos, águas, animais e seres
humanos.2

A utilização de agrotóxicos em larga escala
tem sido relatada, sendo que o Brasil apresen-
tou um aumento no consumo destes produtos em
190%, o que implica em um grave problema de

saúde pública, salientando que os danos causa-
dos à saúde humana são classificados em médio
e longo prazo.3

São considerados desreguladores endócri-
nos (encontrados no solo, água e tecido adiposo
materno) e atingem o feto em sua vida intra-
uterina, além disso, na população geral, provo-
cam intoxicações agudas e crônicas, problemas
reprodutores, irritações cutâneas e pode levar à
morte.3

Segundo dados da Organização Panameri-
cana da Saúde (OPAS)4, a classe dos agrotóxicos
à qual pertence o 2,4-D, em humanos, é facilmen-
te absorvida pelo trato digestivo, respiratório ou
até mesmo pela pele, possuindo ação tóxica à lon-
go prazo, além disso, pode causar irritação aos
olhos, mucosas, bem como alergias na pele, asma,
neuropatias (ação na bainha de mielina, causan-
do sua desorganização e rompimento dos axôni-
os). São relatadas em intoxicações agudas: for-
migamento nas pálpebras e lábios, irritação das
conjuntivas e mucosas e espirros. Já na intoxica-
ção crônica, foram relatados: coceira intensa, man-
chas na pele, secreção e obstrução respiratória,
excitação e crises convulsivas.

ABSTRACT
In the last year, Brazil presented a 190% increase in the use of agrochemicals, which implies a
serious public health problem. 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid has toxicological classification I
(extremely toxic) and because it is very volatile, it favors the contamination of soils, water, ani-
mals and humans.
Study model: Experimental study. Objective: To analyze the inflammatory infiltrate of mice sub-
mitted to acute nebulization to the 2.4-dichlorophenoxyacetic acid herbicide at different time inter-
vals and concentrations.
Methods: Eighty Swiss male mice were divided into four groups (n=20): saline, low (3.71 x 10-3
grams of active ingredient per hectare), medium (6.19 x 10-3 grams of active ingredient per
hectare) and high concentration (9.28 x 10-3 grams of active ingredient per hectare). All animals
were exposed to the nebulizations proposed for each group, for 15 minutes, at different time
intervals: 24, 48, 72 and 192 hours. The exposure protocol had two boxes attached to an ultra-
sonic nebulizer and the nasal vestibule of each animal was removed after euthanasia for histologi-
cal analysis.
Results: The mast cell count showed significantly increased values in the high concentration
group, in the time interval of 48 hours, when compared to the 24-hour period.
Conclusion: The results showed that the acute exposure to the herbicide 2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid increases the production of mast cells in the nasal cavity of animals exposed to high
concentrations, which may be related to the appearance of allergic reactions.
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Dentre a população geral, a exposição aos
agrotóxicos atingem diferentes parcelas da po-
pulação, em diferentes concentrações, que vão
desde os trabalhadores que manipulam direta-
mente estes produtos, moradores da área rural e
urbana e consumidores de alimentos.5

Assim sendo, no presente estudo, utilizou-
se o herbicida 2,4-D em decorrência de sua gran-
de utilização no Oeste do Estado de São Paulo,
na cultura da cana-de-açúcar, além de seu cres-
cente uso de forma indiscriminada em diversas
regiões do planeta. Para isso, foi utilizada sua
dose de exposição real no campo, de acordo com
a bula do agroquímico, com o intuito de observar
as alterações em decorrência de sua inalação.

O objetivo do estudo foi analisar o infiltra-
do inflamatório dos camundongos submetidos à
nebulização ao herbicida ácido 2,4-diclorofenoxi-
acético, em diferentes intervalos de tempo e con-
centrações.

MATERIAL E MÉTODOS

Aspectos de natureza ética

O presente estudo foi aprovado pelo Comi-
tê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Univer-
sidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente
Prudente, São Paulo, Brasil, pelo protocolo de
número 2563.

Caracterização da amostra
Oitenta camundongos Swiss adultos ma-

chos (30 – 45g) foram fornecidos pelo Biotério
Central da UNOESTE e alojados no Biotério Expe-
rimental da mesma Universidade. Durante o ex-
perimento, os animais foram alojados em gaiolas
de polipropileno (30cm x 16cm x 19cm) com cama
de maravalha e mantidos na mesma sala sob tem-
peratura controlada (22 ± 2ºC) e condições de
iluminação (fotoperíodo de 12L e 12D, em que L
corresponde ao período de luz e D ao período
escuro). A água filtrada e a ração comercial
(Supralab®, Alisul, Brazil) foram ad libitum.

Delineamento experimental
Os camundongos foram pesados e distri-

buídos aleatoriamente em quarto grupos experi-
mentais (n = 20 animais por grupo):

• Grupo Salina (GS): Exposição a uma névoa de
solução salina (NaCl) a 0,9%;

• Grupo Baixa Concentração (GBC): Exposição a
uma névoa de solução de 2,4-D, contendo 3,71
x 10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare
(g.i.a/ha);

• Grupo Média Concentração (GMC): Exposição a
uma névoa de solução de 2,4-D, contendo 6,19
x10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare
(g.i.a/ha);

• Grupo Alta Concentração (GAC): Exposição a
uma névoa de solução de 2,4-D, contendo 9,28
x10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare
(g.i.a/ha).

As diferentes doses do herbicida, em cada
grupo, basearam-se na recomendação do fabri-
cante para o uso agrícola do 2,4-D® (Formulação
comercial, 67,0% m/v, Nortox, Paraná, Brasil) e
adaptado ao tamanho da câmara de exposição.

Os animais de todos os grupos foram ex-
postos a aerossolização durante 15 minutos, em
diferentes intervalos de tempo: 24, 48, 72 e 192
horas. Para isso, foram utilizadas duas câmaras
(32 x 24 x 32 cm) conectadas ao nebulizador
ultrassônico (Pulmosonic Star®). Diferentes con-
centrações do herbicida foram diluídas em 10 ml
de solução salina a 0,9% (Figura 1).

No primeiro dia de exposição, 80 camun-
dongos foram expostos a aerossolização com a
substância/dose especificada para cada grupo (so-
lução salina ou herbicida). Após 24 horas, 20 ani-
mais foram anestesiados intraperitonealmente
(100mg/Kg de tiopental sódico) e eutanaseados
por exsanguinação, para a coleta do epitélio na-
sal. Após 48 horas, 20 animais (que receberam a
segunda aerossolização) foram submetidos à
eutanásia. Outros 20 animais (que receberam a
terceira aerossolização) foram sacrificados após
72 horas. Finalmente, após 192 horas, os 20 ani-
mais restantes também foram eutanaseados. O
peso corporal dos camundongos foi registrado
antes da eutanásia.

Coleta e análise do vestíbulo nasal
Após a eutanásia, o vestíbulo nasal de cada

camundongo foi coletado para análise histológi-
ca sob microscopia óptica. O tecido foi fixado em
formaldeído a 10% durante 24 horas. As peças
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Figura 1: Desenho experimental.

malidade foi utilizado o pacote estatístico Shapiro-
Wilk disponível no programa R (versão 3.2.3). Para
a análise estatística dos dados, considerou-se a
presença de dois fatores (Tempo x Concentração).
Neste sentido, foi utilizado o teste estatístico de
análise de variância de dois fatores (Two-way
Anova), disponível no programa estatístico
Graphpad Prism (Versão 5.0). Foram considera-
dos estatisticamente diferentes os resultados que
apresentaram p< 0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a média e o desvio
padrão (DP) do peso corpóreo dos camundongos
submetidos à nebulização ao NaCl e ao herbicida
2,4-D, em diferentes concentrações e intervalos
de exposição. Não houve diferença significativa
entre os grupos.

No presente estudo, não foram verificadas
diferenças significativas em relação à avaliação
do infiltrado inflamatório e a área da mucosa na-
sal dos camundongos. Foi analisada a influência
do herbicida 2,4-D sobre o possível surgimento
de reações alérgicas e observou-se que a média
de mastócitos presentes na mucosa dos animais

foram incorporadas em cera de parafina e seccio-
nadas a 5ìm (10 cortes seriados no plano sagital).
As secções de estudo (derme e epiderme) foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE) para a
quantificação de leucócitos totais e azul de tolui-
dina para a quantificação de mastócitos.

Posteriormente, foram capturadas as ima-
gens em microscópio com câmera acoplada (Leica
ICC50 HD) para análise morfométrica. Os mastó-
citos presentes na lâmina própria, em toda a ex-
tensão do corte, foram quantificados usando o
software Image-Pro Plus® (Versão 7.0, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

A avaliação semi-quantitativa do infiltrado
inflamatório foi realizada de acordo com um sis-
tema. Este sistema classifica o infiltrado em uma
pontuação de 1 a 3: 1 (áreas ocasionais de infla-
mação); 2 (inflamação na maioria das áreas, cer-
cada por uma fina camada de células) e 3 (áreas
mais inflamadas e cercadas por uma espessa ca-
mada de células).6 As análises foram realizadas
de forma cega.

Análise Estatística
Inicialmente, verificou-se a normalidade da

distribuição dos valores. Para a análise de nor-

n = 5 animais por grupo experimental / período pós-exposição

0h                  24h                48h               72h                                                192h  

1º 
exposição

2\
exposição

3\
exposição

Eutanásia Eutanásia Eutanásia Eutanásia 
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Figura 2: Média de mastócitos presentes na mucosa nasal dos camundongos submetidos à nebulização ao NaCl e ao herbicida 2,4-D.

Tabela 1
Comparação do peso corpóreo, média e desvio padrão dos modelos experimentais submetidos à exposição
ao NaCl e ao o herbicida 2,4-D.

24 h 48 h 72 h 192 h

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP

Salina 36,3 ± 5,5 37,1 ± 5,9 32,3 ± 3,4 32,9 ± 3,3 32,1 ± 5,8 34,6 ± 5,0 40,0 ± 6,1 44,1 ± 4,6

GBC 38,0 ± 7,0 39,2 ± 7,2 37,9 ± 3,1 39,9 ± 3,0 42,3 ± 3,2 44,4 ± 3,5 41,5 ± 1,9 44,9 ± 2,1

GMC 42,3 ± 4,5 43,5 ± 4,2 42,0 ± 1,5 43,9 ± 2,2 41,9 ± 5,0 43,3 ± 5,0 40,4 ± 6,1 42,2 ± 4,8

GAC 39,0 ± 7,1 39,4 ± 7,0 34,0 ± 5,0 35,3 ± 5,6 39,7 ± 3,6 42,2 ± 3,2 39,6 ± 2,3 41,8 ± 2,1

apresentou valores significativamente aumenta-
dos (p<0,05) no GAC, no intervalo de tempo de
48 horas, quando comparado ao de 24 horas (Fi-
guras 2 e 3).

DISCUSSÃO

Apesar de alguns estudos indicarem que o
herbicida 2,4-D pode reduzir o peso corpóreo de
roedores, devido a diminuição do consumo de ali-
mentos e de água,7,8 no presente estudo este
parâmetro não foi afetado, em decorrência ao
curto período de exposição.

A exposição oral de ratos machos ao 2,4-D
pode levar à redução do peso corpóreo após 24
dias de exposição.9 Domingues (2007)10 realizou
um estudo com ratos Wistar que foram expostos
ao Diuron em doses repetidas (exposição aguda
e sub-crônica) em altas concentrações e obser-
vou a diminuição do peso corpóreo em decorrên-
cia da redução significativa do consumo de ração
pelos animais.

Nosso estudo corrobora com um estudo em
que ratos foram expostos a diferentes pesticidas,
sendo possível observar o aumento da liberação
de histamina, em decorrência do aumento de



252 http://www.revistas.usp.br/rmrp / http://revista.fmrp.usp.br

Mello FA, Quinallia G, Marion AC, Jorge FC, Marinelli LM, Salge AKM, et al.

mastócitos,11 e que podem estar relacionados ao
desenvolvimento de reações alérgicas.

Han et al. (2007)12 realizaram um estudo
com o inseticida Endossulfan, em culturas de ma-
crófagos de camundongos, e observaram o au-
mento da produção de citocinas pró-inflamatóri-
as e óxido nítrico de maneira dose-dependente.
Sato et al. (1997)11 concluíram que os organofos-
forados (Diazinon e Fenitrotion) aumentam signi-
ficativamente a liberação de histamina em mas-
tócitos de ratos e sugerem que esses agrotóxicos
podem, consequentemente, intensificar o surgi-
mento de reações alérgicas.

Observou-se que no GAC no intervalo de
tempo de 192 horas, não houve alterações esta-
tisticamente significantes, diferente do que foi
observado no mesmo grupo o intervalo de tempo
de 72 horas, quando comparado ao de 24 horas.
Por esse motivo, as alterações podem estar re-
lacionadas à dose do herbicida, mas não ao tem-
po de exposição a ele.

Kumar et al. (2014)13 induziram camundon-
gos a inalação de amostras de ar rico em glifosa-
to, que foram coletadas de fazendo durante a
pulverização do herbicida. De acordo com os au-
tores, foi possível observar inflamação nas vias
aéreas dos animais, durante curtos e longos pe-
ríodos de exposição.

Conclusões
Devido ao elevado consumo de agrotóxicos

no mundo, inclusive no Brasil, são enormes os ris-
cos de contaminação de pessoas que são expos-
tas diariamente a essas substâncias. Os resulta-
dos mostraram que a exposição aguda ao herbi-
cida ácido 2,4-diclorofenoxiacético aumenta a pro-
dução de mastócitos na cavidade nasal de ani-
mais expostos a altas concentrações, e que po-
dem estar relacionados ao surgimento de reações
alérgicas. Por isso, é necessária a realização de
pesquisas adicionais para que essa hipótese seja
confirmada.

Figura 3: Cortes histológicos da mucosa nasal, para quantificação de mastócitos, em camundongos submetidos à nebulização ao NaCl
e ao herbicida 2,4-D.
Em (A, B, C e D) GC exposto ao NaCl nos intervalos de 24 48, 72 e 192 horas, respectivamente (Azul de toluidina, 100x); em (F, G, e
H) GBD exposto ao herbicida 2,4-D nos intervalos de 24 48, 72 e 192 horas, respectivamente (Azul de toluidina, 100x); em (I, J, K e
L) GDI exposto ao herbicida 2,4-D nos intervalos de 24 48, 72 e 192 horas, respectivamente (Azul de toluidina, 100x) e em (M, N, O
e P) GAD exposto ao herbicida 2,4-D nos intervalos de 24 48, 72 e 192 horas, respectivamente (Azul de toluidina, 100x).
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