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RESUMO 

 

DOSSENA, S. C. Avaliação dos efeitos do herbicida 2,4-Diclorofenoxiacético sobre o 

sistema nervoso entérico de Rhamdia quelen. 41f. 2018. Trabalho de Conclusão de Curso - 

Ciências Biológicas Modalidade Licenciatura, Universidade Tecnológica Federal do Paraná. 

Dois Vizinhos, 2018.  

 

O Ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um agrotóxico pertencente à classe dos herbicidas 

com ação voltada à eliminação de plantas daninhas ou indesejadas. Segundo a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) este herbicida faz parte da Classe I de toxicidade, 

sendo considerado extremamente tóxico. Até o presente momento nenhum estudo avaliou os 

efeitos deste herbicida sobre o sistema nervoso entérico (SNE) de peixes da espécie Rhamdia 

quelen. Sendo esta uma espécie nativa da região sul do Brasil e altamente cultivada para fins 

comerciais. Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos tóxicos da exposição aguda e 

subcrônica através da via hídrica ao herbicida 2,4-D sobre o SNE da espécie nativa Rhamdia 

quelen por tempos de 24 e 192 horas, nas concentrações de 0 e 60 μg/L, através de análises 

quantitativas e morfométricas dos neurônios mioentéricos do segmento cranial do intestino 

delgado. Para isso, foram expostos ao herbicida 60 animais machos, provenientes de 

piscicultura comercial, dos quais 20 foram utilizados para estudo neuronal através da 

evidenciação dos neurônios mioentéricos por azul de metileno Em relação à organização 

morfológica, os neurônios mioentéricos foram encontrados na túnica muscular externa como 

já relatado para outras espécies. Observou-se que o plexo mioentérico destes peixes é formado 

por gânglios compostos por poucos neurônios e que ocorrem muitos neurônios isolados. 

Através da mensuração foi possível observar que os animais expostos há 192 horas 

apresentaram maior proporção de neurônios grandes. A análise quantitativa não revelou morte 

neuronal, mas sugeriu que o 2,4-D pode induzir ao aumento na síntese proteica neuronal. Os 

resultados sugerem que o 2,4-D afeta o plexo mioentérico levando a alterações manifestadas 

pela redução na proporção de neurônios pequenos, aumento na proporção de neurônios 

grandes e aumento na densidade de neurônios mioentéricos em alta atividade de síntese 

proteica. 

  

Palavras-chaves: Neurônios mioentéricos. Toxicidade. Peixes. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 

DOSSENA, S. C. Evaluation of the effects of the 2,4-dichlorophenoxyacetic herbicide on 

the enteric nervous system of Rhamdia quelen. 41f. 2018. Trabalho de Conclusão de Curso 

- Ciências Biológicas-Licenciatura, Federal University of Technology - Paraná. Dois 

Vizinhos, 2018.  

 

The 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is a pesticide belonging to the class of herbicides 

and its action is directed to the elimination of weeds and unwanted plants. According to the 

Brazilian National Health Surveillance Agency (ANVISA) this herbicide belongs to Class I of 

toxicity, therefore it is considered extremely toxic. Until the present moment no study has 

evaluated the effects of this herbicide on the enteric nervous system (SNE) of the fish species 

Rhamdia quelen. Being a native species of south Brazil and highly cultivated for commercial 

purpose. The objective of this study was to evaluate the toxic effects of acute and subchronic 

exposure through the water route to the herbicide 2,4-D on the SNE of Rhamdia quelen. The 

fishes were exposed to 2,4-D in concentrations of 0 or 60 µg/L during 24 or 192 hours. The 

effects on the SNE were assessed through quantitative and morphometric analyzes of the 

myenteric neurons of the cranial segment of the smooth intestine. Sixty male fishes were 

exposed to the herbicide of which 20 were used in the neuronal study. Animals were obtained 

from commercial fish farming. Neuronal staining was carried with metilene blue based dye. 

Regarding the morphological organization the neurons were found in the external muscular 

tunica as observed in other species. The myenteric plexus consists of ganglia composed by 

few neurons and also many isolated neurons occur as well. Through the measurement it was 

possible to observe that the animals exposed to 192 hours presented greater proportion of 

large neurons. The quantitative analyze didn’t show signs of neuronal death but suggested that 

the 2,4-D can induce increasing in neuronal protein synthesis. The results suggest that 2,4-D 

affects the myenteric plexus leading to changes showed by the reduction in the proportion of 

small neurons, increase in the proportion of large neurons and in the density of myenteric 

neurons in high activity of protein synthesis.  

Key words: Myenteric neurons. Toxicity. Fishes. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os agrotóxicos de várias classes são considerados essenciais para o desenvolvimento 

agrícola, por potencializarem a produção e manterem a integridade das plantações, além de 

reduzirem custos com mão de obra (VIEIRA et al., 2017). Entretanto, devido aos seus efeitos, 

alguns deles podem afetar os ecossistemas prejudicando o meio ambiente pela contaminação 

do solo e da água (CATTANEO et al., 2008).  

Segundo estatísticas, o Brasil é o maior consumidor de agrotóxicos no mundo e o 

grupo dos herbicidas é o mais comercializado mundialmente (FROEHNER; NETO; 

MACHADO, 2012). No Brasil, mais de 322 mil toneladas desse grupo foram comercializadas 

em 2016, sendo os ingredientes ativos glifosato e 2,4-D os mais comercializados oficialmente 

(IBAMA, 2016). 

Os herbicidas são agrotóxicos utilizados na agricultura e no paisagismo, visto que 

promovem a eliminação de plantas daninhas ou indesejadas (PEREIRA, 2006). A este grupo 

pertence o 2,4-D, o qual vem se destacando devido à facilidade na sua aquisição e 

manipulação e também por atuar como complemento ao glifosato, que vem perdendo seu 

efeito de forma gradativa. Segundo a ANVISA (2015) este herbicida faz parte da Classe I de 

toxicidade, sendo considerado extremamente tóxico, podendo causar sérios danos à saúde 

animal e ao ambiente. 

Na maioria das vezes os herbicidas possuem um longo tempo de atividade residual em 

solos e águas, permanecendo ativo por meses devido à dificuldade de degradação 

microbiológica (SANTOS et al., 2000). As características do 2,4-D permitem que ele possua 

uma meia-vida na água de cerca de duas a quatro semanas, sendo degradado a 2,4-

diclorofenol (AMARANTE JUNIOR et al., 2002; ISLAM et al., 2018). Porém, antes da sua 

degradação, o 2,4-D pode acabar contaminando o sistema aquático e afetar peixes e 

consequentemente outros animais que se alimentam de peixes, causando assim uma 

contaminação indireta e comprometendo a qualidade dos produtos derivados dessas culturas. 

Rhamdia quelen, ou jundiá cinza como é popularmente conhecido, é uma espécie de 

peixe nativa no Sul do Brasil, com distribuição Neotropical desde a Argentina até o Sul do 

México (SILFVERGRIP, 1996). Seu cultivo, para fins comerciais vem aumentando 

gradativamente no sul do Brasil (PAMPLONA, 2009) pelo fato de conseguir suportar os 

invernos rigorosos e apresentar rápido crescimento no verão (MONTANHA et al., 2011, 

BARCELLOS et al., 2001). De acordo com Carneiro, Schorer e Mikos (2005) é um peixe de 

rápido crescimento e que pode facilmente se desenvolver em cativeiro. Devido a estas 
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condições e por ser onipresente em rios e lagos do Sul do Brasil que se escolheu a espécie R. 

quelen para o presente estudo. 

Os efeitos neurotóxicos do 2,4-D associados ao sistema nervoso central (SNC) 

incluem coma, convulsões, paralisia, fasciculação, alucinações, miose, ataxia, hipertonia, 

entre outros. Foram observados outros sintomas clínicos como: acidose metabólica, falência 

renal, febre, hiperventilação e aumento de atividade da aminotransferase (BRADBERRY et 

al., 2000). O mecanismo da neurotoxicidade específico do 2,4-D ainda não está 

completamente esclarecido (BORTOLOZZI et al., 2001). 

Bradberry et al. (2000) revelam que entre os mecanismos propostos para a ação do 

2,4-D no SNC há a ocorrência de alterações na membrana celular da célula neuronal com 

desacoplamento da fosforilação oxidativa e interrupção do metabolismo da acetil coenzima A. 

Em espécies não alvo, aquelas que possuem contaminação indireta pelo 2,4-D o seu 

mecanismo de toxicidade ainda é pouco entendido, embora existam estudos que indiquem 

riscos relacionados com o desenvolvimento de tumores malignos em pessoas expostas 

(ATEEQ; FARAH; AHMAD, 2005).  

Segundo Kreutz et al. (2008) a contaminação da água com grandes quantidades de 

pesticidas leva à mortalidade de peixes, mas os efeitos de pequenas quantidades são 

praticamente desconhecidos. Em culturas de arroz irrigado, por exemplo, os herbicidas são 

aplicados diretamente na água e podem afetar a vida aquática. A toxicidade de herbicidas 

utilizados nessas culturas foi avaliada (MIRON et al., 2005) e alguns destes compostos foram 

considerados não-tóxicos para R. quelen em concentrações consideradas efetivas para plantas 

daninhas (KREUTZ et al., 2008). Demais estudos mostraram diferentes alterações 

histológicas em peixes e outros animais após a exposição a agroquímicos, alguns autores 

sugerem que as alterações podem resultar em mau funcionamento de vários sistemas ou 

órgãos de peixes (ATEEQ; FARAH; AHMAD, 2006; BENLI et al., 2007; CATTANEO et al., 

2008).  

O SNE é responsável pela inervação intrínseca do trato gastrointestinal (TGI), 

representando o principal sistema de controle das atividades motoras, da digestão e da 

absorção dos nutrientes. Por ser morfologicamente mais simples que o SNC e, ao mesmo 

tempo, apresentar alta complexidade bioquímica e por existirem diversos métodos de estudo o 

SNE tem sido utilizado como modelo experimental dos efeitos de diversas condições sobre o 

sistema nervoso. O SNE é formado por neurônios, células da glia entérica e pelas conexões 

entre essas células e outros tipos celulares. A maioria dos neurônios entéricos se organiza em 

dois plexos ganglionados, o plexo mioentérico e o plexo submucoso. 
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Pereira (2006) afirma que quando administrado por via oral em concentrações de 2,5 e 

5 µg/kg do peso corpóreo por um período de 15 dias o 2,4-D acaba influenciando os 

neurônios do plexo mioentérico do duodeno de ratos, resultando no aumento do número de 

neurônios grandes e aumento no número de neurônios pequenos. Corrêa (2010) observou que 

na dosagem de 5 mg/kg de peso corporal durante 15 dias o 2,4-D não promove morte 

neuronal, mas induz hipertrofia os neurônios NADPH-diaforase positivos e redução da área 

do perfil do corpo celular na população geral de neurônios. 

Apesar de sua grande importância funcional poucos trabalhos têm abordado os efeitos 

do 2,4-D sobre o sistema nervoso entérico. Neste sentido, este trabalho será realizado para 

avaliar os efeitos da exposição aguda e subcrônica através da via hídrica, nos tempos de 24 e 

192 horas na concentração de 60 μg de 2,4-D por litro de água sobre o sistema nervoso 

entérico da espécie nativa R. quelen. 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos tóxicos da exposição aguda e 

subcrônica ao herbicida 2,4-D por via hídrica sobre o SNE da espécie nativa Rhamdia quelen 

(Quoy; Gaimard, 1824).  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Avaliar os efeitos da exposição ao 2,4-D sobre o número de neurônios mioentéricos no 

intestino delgado de R. quelen. 

2) Analisar os efeitos da exposição ao 2,4-D sobre o tamanho de neurônios mioentéricos no 

intestino delgado de R. quelen. 

3) Produzir informações sobre os efeitos do herbicida 2,4-D sobre o sistema nervoso entérico 

de peixes. 

 

 

 



12 
 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

3.1 MORFOLOGIA GASTROINTESTINAL 

O TGI se estende da boca ao ânus e é formado por órgãos ocos ou saculares por onde 

passa o alimento após ser ingerido (GRAAFF, 2003). A parede dos órgãos do TGI é composta 

por quatro camadas, ou túnicas, sendo elas: túnica mucosa, túnica submucosa, túnica 

muscular externa e túnica serosa (GRAAFF, 2003). Os processos envolvidos no mecanismo 

de digestão que ocorre no TGI são controlados pelo SNE, tendo neste uma atividade motora 

proveniente do plexo mioentérico (STERNINI, 1988), o qual está localizado entre as camadas 

longitudinal e circular da túnica muscular externa. 

Em peixes a morfologia do TGI apresenta muitas variações, as quais podem estar 

relacionadas com a dieta, a filogenia, o hábito alimentar, a forma do corpo, além de outras 

características que refletem na diferenciação funcional (BECKER et al., 2010). Vários autores 

relatam que existem relações entre a morfologia do TGI com os hábitos alimentares dos 

peixes, ou seja, a partir de diferenças nas características estruturais, anatômicas e histológicas, 

torna-se possível diagnosticar o regime alimentar de uma espécie, cujas características são 

apontadas como adaptações e modificações (SEIXAS FILHO et al., 2001; SILVA; GURGEL; 

SANTANA, 2005). O intestino neste caso acaba variando em forma, arranjo e comprimento. 

Como relatam Fryer e Iles citados por Giora e Fialho (2003) o comprimento do intestino está 

diretamente relacionado à categoria trófica da espécie, sendo ordenados desta maneira: 

carnívoros < onívoros < herbívoros < detritívoros. 

 

3.2 SISTEMA NERVOSO ENTÉRICO 

O sistema nervoso autônomo (SNA) compõe a parte eferente do sistema nervoso 

visceral, porém alguns autores acreditam que o SNA possua também fibras aferentes viscerais 

(MACHADO, 2004). Para Hansen (2003), o sistema nervoso entérico faz parte do SNA e 

integra a motilidade, secreções, fluxo sanguíneo e respostas imunes em padrões de 

comportamento através de reflexos neurais. Oriá e Brito (2016) complementam citando que 

ele é encontrado ao longo de todo trato gastrointestinal, estendendo-se do esôfago ao reto, 

também presente no pâncreas e vesícula biliar. 

Os órgãos do trato gastrointestinal, incluindo o intestino são os únicos órgãos internos 

que estão expostos a uma grande variedade de estímulos físico-químicos vindos da parte 

externa através do alimento ingerido (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000). Como 
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consequência, o intestino desenvolveu um rico repertório de movimentos coordenados de seu 

aparato muscular para assegurar a mistura apropriada e a propulsão dos conteúdos durante a 

digestão, absorção e excreção. O trânsito oro-anal do conteúdo intestinal pode ser considerado 

como uma forma de locomoção adaptativa que ocorre em uma ampla gama de domínios 

espaciais e temporais, esses movimentos são resultado da interação do aparato neural e do 

aparato muscular (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000).  

Em humanos, a ontogenia dos intestinos começa em cerca de oito semanas no 

estômago e conclui-se no reto por cerca de treze semanas de gestação (HANSEN, 2003). Os 

neurônios do SNE têm origem embriológica a partir de células precursoras da crista neural, a 

partir de onde se deslocam para a parede dos órgãos do TGI, colonizando estes órgãos desde o 

esôfago até o ânus (FURNESS; COSTA, 1987; GABELLA, 1990). O comportamento celular 

e o controle molecular da formação do SNE são incrivelmente conservados em peixes, aves e 

mamíferos (GOLDSTEIN; HOFSTRA; BURNS, 2013).    

Nas últimas décadas muito se tem estudado para obter uma descrição completa de 

todas as classes morfológicas e funcionais de neurônios entéricos nas diversas espécies 

animais. A estratégia inclui o desenvolvimento de diferentes métodos combinando técnicas 

como: histoquímicas, imuno-histoquímicas, impregnação por prata e coloração com azul de 

metileno para evidenciar neurônios (GABELLA, 1969; SANTER, 1994). 

Os neurônios presentes no SNE estão organizados em dois grandes plexos 

ganglionados: o plexo mioentérico e o plexo submucoso (CHRISTENSEN, 2001). Estes 

plexos são formados por corpos de neurônios, fibras nervosas e por células da glia entérica 

(SOUSA; MIRANDA-NETO, 2009), tipos celulares estes que fazem parte de uma complexa 

rede que controla a motilidade gastrointestinal (ORIÁ; BRITO, 2016). Os plexos foram 

denominados de acordo com sua localização na parede dos órgãos do TGI. O plexo 

submucoso localiza-se entre o tecido conjuntivo da túnica submucosa e o plexo mioentérico 

localiza-se entre as camadas de músculo liso da túnica muscular externa (COSTA; 

BROOKES; HENNIG, 2000; GERSHON, 2000). 

Os neurônios do SNE se organizam em gânglios revestidos por tecido conjuntivo, o 

qual separa os gânglios dos tecidos que os circundam. Essa organização é predominante em 

mamíferos, onde o tamanho e a forma das redes ganglionares podem variar em um mesmo 

plexo nas diferentes partes do trato gastrointestinal e em diferentes espécies. Nota-se também 

a presença de neurônios isolados em roedores (GABELLA, 1987). Estes gânglios miontéricos 

de acordo com Furness e Costa (1987) variam significativamente em tamanho, forma e 

orientação de espécie para espécie e de uma parte do TGI para outra. 
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Os neurônios entéricos podem ser classificados em três tipos principais baseando-se 

em sua morfologia e fisiologia, sendo os neurônios sensitivos que funcionam de maneira a 

controlar a distensão da parede intestinal, os interneurônios que repassam as informações 

entre os próprios neurônios entéricos e os neurônios motores que controlam de fato todas as 

atividades do TGI (FURNESS; COSTA, 1987; HANSEN, 2003). 

Estados alterados da função da mucosa e/ou motilidade gastrointestinal resultantes de 

disfunção nervosa podem levar a síndromes que, dependendo da região do intestino afetado, 

incluem disfagia, doença do refluxo gastro-esofágico, retardo do esvaziamento do estômago, 

dor abdominal e inchaço, diarreia, constipação e incontinência fecal (WADE; COWEN, 

2004). 

 

3.3 Rhamdia quelen sp. 

R. quelen, ou jundiá cinza como é conhecido popularmente, é uma espécie de peixe 

com distribuição neotropical, sendo encontrado desde a Argentina até o sul do México.  Seu 

cultivo, para fins comerciais vem aumentando gradativamente no sul do Brasil 

(SILFVERGRIP, 1996; PAMPLONA, 2009). De acordo com a Embrapa (2017), o jundiá está 

entre as três espécies mais comuns produzidas na região Sul. São comumente comercializados 

pelo fato de conseguirem suportar os invernos rigorosos e apresentarem rápido crescimento 

no verão (MONTANHA et al., 2011, BARCELLOS et al., 2001). Segundo Carneiro, Schorer 

e Mikos (2005) é um peixe de rápido crescimento e que pode facilmente se desenvolver em 

cativeiro. 

 É classificado taxonomicamente em: Classe Osteichthyes, Série Teleostei, Ordem 

Siluriformes, Família Heptapteridae, Gênero: Rhamdia e Espécie: Rhamdia quelen (GOMES 

et al., 2000; SILFVERGRIP, 1996). Vivem em lagos e rios e preferem locais com águas mais 

calmas, tendo fundo de areia e lama. Podem chegar a 50 centímetros de comprimento e três 

quilos, possuindo hábito noturno (PAMPLONA, 2009).  

Os animais adultos dessa espécie são onívoros, ou seja, se alimentam 

preferencialmente de pequenos peixes, crustáceos, insetos, restos vegetais, e detritos 

orgânicos (GUEDES, 1980; MEURER; ZAMBONI-FILHO, 1997). Entretanto, as 

características anatômicas de seu trato digestivo são semelhantes àquelas de peixes 

carnívoros/ictiófagos, como trato gastrointestinal simples e ausência de cecos pilóricos ou 

moela (BALDISSEROTTO et al., 2014). Os organismos encontrados no conteúdo 
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gastrointestinal indicam que essa espécie é generalista com relação à escolha de alimento 

(GUEDES, 1980). 

É considerada como uma espécie euritérmica, a qual resiste a grandes oscilações de 

temperatura, com seu ideal térmico esteja entre 22-28°C (BORGES, 2005). Segundo Gomes 

et al. (2000), os alevinos aclimatados a 31°C suportam temperaturas de 15 a 34 °C. Existem 

estudos apontando que o crescimento destes é rápido, pois alcançam aproximadamente cinco 

centímetros de comprimento com apenas 30 dias de idade em sistemas artificiais. O 

crescimento se torna acentuado em exemplares expostos à escuridão (GOMES et al., 2000). 

O intestino de R. quelen é a parte mais longa do trato gastrointestinal, espalhando-se 

da região pilórica do estômago até o ânus e apresenta um diâmetro aproximadamente 

uniforme em todo o seu comprimento, com uma diminuição gradual em direção à porção 

terminal, tendo sua histologia semelhante a outros vertebrados, constituídos por quatro 

túnicas: mucosa, submucosa, muscular externa e serosa (HERNÁNDEZ; PÉREZ; 

DOMITROVIC, 2009). A túnica muscular externa do intestino consiste em uma ampla 

camada circular interna e longitudinal externa; entre essas duas camadas, os corpos neuronais 

pertencentes ao plexo mioentérico podem ser observados (HERNÁNDEZ; PÉREZ; 

DOMITROVIC, 2009). A túnica serosa é formada por mesotélio e tecido subseroso conectivo 

com vasos sanguíneos abundantes e a submucosa por uma camada fina de tecido conjuntivo 

denso sendo também muito vascularizada (HERNÁNDEZ; PÉREZ; DOMITROVIC, 2009). 

É levado em consideração o crescimento, a sobrevivência e a reprodução dos 

indivíduos quando escolhidos para testes clássicos de laboratório (VAN DER OOST et al., 

2003). Por ser de fácil aquisição, se adaptar facilmente a condições laboratoriais e por ser 

nativo e onipresente em rios e lagos do Sul do Brasil que se escolheu a espécie R. quelen para 

o presente estudo. Além disso, apresenta certa resistência a condições aquáticas adversas, 

sendo considerada uma espécie adequada para detecção precoce de contaminantes aquáticos 

por meio de biomarcadores histológicos (MUÑOZ et al., 2015). 

 

3.4 ÁCIDO 2,4-DICLOROFENOXIACÉTICO 

Agrotóxicos de várias classes são considerados essenciais para o desenvolvimento 

agrícola, mas devido aos seus efeitos, alguns deles podem afetar os ecossistemas através da 

contaminação do solo e da água (CATTANEO et al., 2008). Para Miguel (1999), os herbicidas 

vêm apresentando um alto crescimento no mercado agrícola, devido à prática de 

monoculturas, nas quais os riscos de invasão por ervas daninham é grande. 
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Os herbicidas ácidos fazem parte de uma importante classe de pesticidas usados no 

controle de ervas (SANCHEZ; BRUNETE et al., 1994), são frequentemente destinados a 

matar ou remover qualquer tipo de praga existente (QURRATU; REEHAN, 2016). O 2,4-D é 

um membro desta classe, sendo um composto altamente seletivo, sistêmico e pré ou pós-

emergente (TOMLIN, 1994).   

Os herbicidas podem possuir longo tempo de atividade residual permanecendo por 

meses em solos e águas, devido à dificuldade de degradação microbiológica (SANTOS et al., 

2000). Sendo assim, podem acabar contaminando o sistema aquático e afetar peixes e 

consequentemente outros animais que se alimentam de peixes, causando uma contaminação 

indireta, acometendo também a qualidade dos produtores derivados dessas culturas. Na 

agricultura, o 2,4-D vem sendo muito utilizado em cereais, culturas de grãos e cana-de-açúcar 

para controle de plantas daninhas de folhas largas, também em pastagens, manejo florestal, 

jardinagem e controle da vegetação aquática (CATTANEO et al., 2008).  

De acordo com o Parecer Técnico de Reavaliação nº 07, de 2015/GGTOX/ANVISA, o 

2,4-D naquela época não estava proibido em nenhum país do mundo, mas passava por 

processo de reavaliação em alguns países, como: Austrália, China e Estados Unidos. No 

Canadá e Austrália, por exemplo, algumas formas de 2,4-D estão proibidas devido a riscos ao 

meio ambiente e à falta de dados para avaliação, como nos mostra o Quadro 01 (ANVISA, 

2015).  

Quadro 01: Situação internacional do 2,4-D em 2015 segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária. 

 

Fonte: Parecer Técnico de Reavaliação Nº 07, de 2015/GGTOX/ANVISA. (Adaptado). 

 

No Brasil, há atualmente 54 produtos formulados à base de 2,4-D registrados no 

Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA), desses 54, há 23 à base de 2,4-D ácido; dois de 
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2,4-D amina; 15 de 2,4-D dimetilamina; 11 de 2,4-D trietanolamina e três de 2,4-D 

triisopropanolamina (ANVISA, 2015). De acordo com os dados mais recentes de 

comercialização do Ibama, o 2,4-D foi o segundo ingrediente ativo de agrotóxico mais 

vendido no Brasil em 2016, ficando atrás apenas do glifosato, outro herbicida (IBAMA, 

2016). Segundo a ANVISA, 

Esse ingrediente ativo está autorizado para aplicação em pré e pós-emergência das 

plantas infestantes nas culturas de arroz, aveia, café, cana-de-açúcar, centeio, 

cevada, milho, pastagem, soja, sorgo e trigo. Sendo formalmente permitidas as 

seguintes modalidades de aplicação de 2,4-D: aérea e terrestre (costal e tratorizada). 

(ANVISA, 2015, p. 21). 

Segundo informações do National Pesticide Information Center – NPIC (2000), o 2,4-

D tem sido amplamente empregado como herbicida em empreendimentos agrícolas e não 

agrícolas, e é registrado para uso em ambientes terrestres e aquáticos. Pode causar baixas 

taxas de crescimento, problemas que afetam a mudanças de comportamento ou até a morte de 

algumas espécies (BUKOWSKA, 2006). Vale ressaltar que em 05 de março de 2015 a 

Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio) deferiu a liberação comercial de 

milho geneticamente modificado com tolerância ao herbicida 2,4-D (BRASIL, 2015).  

O 2,4 D pertence ao grupo químico dos fenoxilacéticos e existe em formulações 

contendo sais de amina mais solúveis em água, ou derivados de éster solúveis em solventes 

orgânicos. Sua visão macroscópica caracteriza-se pela apresentação na forma de um pó 

branco de odor levemente fenólico (SCHVARTSMAN, 1991). Possui a fórmula molecular 

C8H6Cl2O3 (Figura 01), peso molecular 221,04, ponto de fusão 140,5 °C, ponto de ebulição 

130 °C e solubilidade em água de 900 mg/litro a 25°C (KENNEPOHL; MUNRO, 2001). 

 

Figura 01 - Estrutura química do 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)  

 

Fonte: Índice Monográfico ANVISA, 2018 (Adaptado) 

A ANVISA (2015) classifica o herbicida 2,4-D como pertencente à classe I (Quadro 

2), sendo extremamente tóxico, podendo causar diversos danos ao ambiente e a saúde animal. 

De acordo com a Portaria nº 03, de 16 de janeiro de 1992, a dose letal capaz de eliminar 50% 
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da população animal empregada no teste (DL50) com ratos, atribuída para este agente situa-se 

entre 0-50 mg/kg do peso corporal quando ingerido por via oral e 0-200 mg/kg através da via 

dérmica (BRASIL, 1992). Analizando a sua concentração letal (CL50) atribui ser mais 

contaminante quando inalado, tendo o valor máximo de até 0,2 mg/L (FROEHNER; NETO; 

MACHADO, 2012). 

 

Quando 02 – Classe toxicológica dos agrotóxicos. 

 

Fonte: Peres e Moreira, 2003 (Adaptado). 

O 2,4-D ficou especialmente conhecido por ser um dos ingredientes do Agente 

Laranja, uma mistura 1:1 de 2,4-D e ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5- T), que continha 

grandes quantidades de dioxinas contaminantes (HARDELL, 2008) e que foi amplamente 

utilizado nos anos 1960 e 1970 para controlar ervas daninhas e principalmente como 

desfolhante durante a Guerra do Vietnã (IARC, 2012).  

A agricultura é uma das principais atividades econômicas no estado do Paraná e vem 

se destacando quando o assunto é produção. Dutra e Ferreira (2017) através de seus estudos 

coletaram dados a respeito do uso deste herbicida entre 2014/2015 e concluiram que o 2,4-D 

manteve-se entre os cinco princípios ativos mais consumidos no estado. No ano de 2016 o 

2,4-D ocupou a sétima posição entre os agrotóxicos mais vendidos na região Sudoeste do 

Paraná e em 2017 saltou para a sexta posição, segundo as informações declaradas ao Sistema 

de Controle do Comércio e Uso de Agrotóxicos (Siagro) (ADAPAR, 2016, 2017). 

 

3.4.1 Exposição e ação neurotóxica do 2,4-D 

 

Para Pereira (2006), quando se trata de humanos, a exposição ao 2,4-D pode ocorrer 

durante a manufatura, a formulação, o transporte, a mistura e a aplicação deste produto, ou 

ainda, pela ingestão de água ou alimentos contaminados. Friedrich (2014) complementa 

afirmando que em humanos pode ser absorvido através da inalação, por via dérmica e da 

ingestão de água ou de alimentos contaminados incluindo o leite materno ou através da 

placenta. Desta forma percebe-se que a exposição ao 2,4-D pode ocorrer em diferentes 
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momentos da vida, como intra-útero, lactação, infância, adolescência, fase adulta e 

senescência.  

Os sintomas de inalação do 2,4-D no homem incluem sensação de queimação na 

nasofaringe e peito e também tontura (ABDOLLAHI, 2004). Já a ingestão inclui sensação de 

queimação na língua, faringe, esôfago, também vômito, dor abdominal, no peito, gastrite, 

diarreia, podendo levar até a uma hemorragia gastrointestinal (BERWICK, 1970; 

BRADBERRY et al., 2000; ABDOLLAHI, 2004). Segundo Schvartsman (1991) a dose 

tóxica para o ser humano, após ingestão, está em torno de três a quatro gramas e a dose letal é 

28 gramas. Já, para ratos a dose letal é de 375 mg/kg de peso corpóreo (ALMEIDA; 

RODRIGUES, 1988). Os efeitos neurotóxicos associados ao SNC incluem coma, convulsões, 

paralisia, fasciculação, alucinações, miose, ataxia, hipertonia, entre outros. Foram observados 

outros sintomas clínicos como: acidose metabólica, falência renal, febre, hiperventilação e 

aumento de atividade da aminotransferase (BRADBERRY et al., 2000).  

O mecanismo da neurotoxicidade em relação ao 2,4-D ainda não está esclarecido 

(BORTOLOZZI et al., 2001). Entre os mecanismos propostos para a ação do 2,4-D no SNC, 

Elo e MacDonald (1989) indicam que há inibição do transporte de ácidos orgânicos para fora 

do cérebro devido ao aumento nos níveis de metabólitos ácidos resultantes da biogênese das 

aminas. Bradberry et al. (2000) revelam a ocorrência de alterações na membrana celular da 

célula neuronal com desacoplamento da fosforilação oxidativa e interrupção do metabolismo 

da acetil coenzima A. Bortolozzi et al. (1998) acrescenta que ocorre aumento nos níveis de 

serotonina devido ao aumento de sua biossíntese, ou por inibição da recaptação desse 

neurotransmissor e disfunção da enzima monoamina oxidase. Alterações na integridade 

funcional e estrutural de proteínas nas membranas plasmáticas e das organelas podem 

desencadear alterações no metabolismo energético prejudicando as atividades biológicas da 

célula como a síntese de ATP, sinalização, regulação de reações de biossíntese e catabólica, 

transportes de metabólitos e de íons (PALMEIRA et al., 1997; BRADBERRY et al., 2000). 

 

3.4.2 Efeitos de herbicidas sobre peixes 

 

Segundo Kreutz et al. (2008) a contaminação da água com grandes quantidades de 

pesticidas leva à mortalidade de peixes, mas os efeitos de pequenas quantidades são 

praticamente desconhecidos. Em culturas de arroz irrigado, por exemplo, os herbicidas são 

aplicados diretamente na água e podem afetar a vida aquática. A toxicidade de herbicidas 

utilizados em culturas de arroz irrigado foi avaliada (MIRON et al., 2005) e alguns destes 
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compostos, incluindo o 2,4-D foram considerados não-tóxicos para R. quelen em 

concentrações consideradas efetivas para plantas daninhas (KREUTZ et al., 2008). 

Demais estudos mostraram diferentes alterações histológicas em peixes e outros 

animais após a exposição a agroquímicos; alguns autores sugerem que as alterações podem 

resultar em mau funcionamento de vários sistemas ou órgãos de peixes (ATEEQ; FARAH; 

AHMAD, 2006; BENLI et al., 2007; CATTANEO et al., 2008). Perreira (2006) afirma em 

seus estudos com Rattus norvegicus que o 2,4-D quando administrado por via oral em 

concentrações de 2,5 e 5 µg/kg do peso corpóreo, por um período de 15 dias, leva ao aumento 

no número de neurônios grandes à custa da redução do número de neurônios pequenos, tanto 

quando evidenciados por Giemsa quanto quando evidenciados por NADH-diaforase. Corrêa 

(2010) utilizando a mesma espécie, conclui a partir de análises feitas utilizando dosagem de 5 

mg/kg de peso corporal durante 15 dias que o 2,4-D não promove morte neuronal, mas induz 

a redução na área do perfil do corpo celular da população geral de neurônios evidenciados 

pela técnica de Giemsa e causa hipertrofia nos neurônios NADPH-diaforase positivos. 

Sarikaya e Yılmaz (2003) também descrevem o 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. 

Percebemos que poucos trabalhos têm abordado os efeitos tóxicos do 2,4-D sobre o 

SNE apesar de o trato gastrointestinal ser um dos primeiros a serem impactados pela ingestão 

do herbicida e de possuir grande importância funcional, sendo o SNE a porção mais complexa 

do sistema nervoso periférico, responsável pela inervação intrínseca do TGI. Devido a isso, 

percebe-se a necessidade de novos estudos sobre os efeitos do 2,4-D em diferentes 

organismos, visto que vem ganhando espaço do glifosato no mercado de agroquímicos, em 

decorrência da resistência já adquirida pelas plantas a este herbicida.  

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Todos os procedimentos realizados neste projeto foram submetidos e aprovados pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Tecnológica Federal do 

Paraná (CEUA-UTFPR), sob protocolo de nº 2016-18 (Anexo 01). 

 

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL 

Foram utilizados 60 exemplares machos da espécie nativa R. quelen, provenientes 

primeiramente de uma piscicultura comercial localizada em Toledo, Paraná. Infelizmente 
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houve alguns entraves que resultaram em uma elevada taxa de mortalidade dos animais, sendo 

assim para a realização do último ensaio os exemplares foram obtidos na cidade de Francisco 

Beltrão, Paraná. 

Os animais foram transportados através de um veículo disponibilizado pela universidade 

e estiveram dentro de sacos plásticos aerados durante o percurso até a UNEPE de piscicultura 

da UTFPR - Dois Vizinhos. Ao chegarem ao setor, onde permaneceram até o momento da 

coleta, os animais foram primeiramente submetidos a um banho de permanganato de potássio 

(KMnO4) de no máximo cinco minutos, com concentrações de 0,5 g/L (Figura 2-A). De 

acordo com Floyd e Klinger (1999) o permanganato de potássio é um químico utilizado como 

profilático no controle de bactérias, parasitas e fungos que podem gerar infecções em peixes.  

Posteriormente os animais foram colocados em caixas de 250 litros de água, onde 

permaneceram em aclimatação, com aeração constante e temperatura em torno de 28 ºC, por 

um período de 15 dias (Figura 02-A). Durante esse período eram alimentados duas vezes ao 

dia com ração 16% de proteína bruta em quantidade equivalente a 10% do peso total.  

 

Figura 02: A- Caixas nas quais os peixes foram aclimatados e banhados com permanganato de potássio 

(KMnO4). B- Caixas de polietileno de 50 litros onde foi aplicado o herbicida. 

  

Fonte: Autoria própria. 

 

Para a exposição hídrica, os animais foram distribuídos em 12 caixas de polietileno de 50 

litros (Figura 02-B), cada uma contendo cinco indivíduos. Destaca-se que foi tomado cuidado 

para que a distribuição entre as caixas fosse dada de maneira que a massa corporal média 

apresentada entre os indivíduos fosse equivalente. 

Posteriormente ocorreu a adição do herbicida 2,4-D puro (padrão analítico – Sigma 

Aldrich®) (Figura 03), o qual foi diluído diretamente na água do experimento, na 

concentração de 60 µg/L, sendo avaliados dois tempos de exposição de 24 e 192 horas. Para o 

último foi adotado o método de exposição semi-estático, o qual consistiu em troca a cada 48 
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horas de 30% do volume de água total contendo a concentração inicial da substância teste, 

sendo imediatamente reposta. 

A concentração de 2,4-D de 60 µg/L utilizada neste experimento representa o dobro da 

dosagem permitida pelo CONAMA, conforme resolução nº 357 de 17 de março de 2005 que 

“dispõe sobre a classificação dos corpos de água e diretrizes ambientais para o seu 

enquadramento, bem como estabelece as condições e padrões de lançamento de efluentes, e 

dá outras providências” (CONAMA, 2005) Para esta resolução a dosagem permitida de 2,4-D 

para águas da Classe III – águas doces é de 30 µg/L. 

 

Figura 03: A - 2,4-D puro (padrão analítico – Sigma Aldrich®. B- Diluição do herbicida na água do 

experimento.    

  

Fonte: A- Aliciane de Almeida Roque e B- Autoria própria. 

 

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais (Tabela 

01). 

 

Tabela 01 - Dados dos grupos experimentais. 

GRUPOS 

EXPERIMENTAIS 

NÚMERO DE 

ANIMAIS  

TEMPO DE 

EXPOSIÇÃO (horas)  

CONCENTRAÇÃO 

DE 2,4-D (µg/L) 

C24 15 24 00  

H24 15 24 60  

C192 15 192 00  

H192 15 192 60  
Fonte: Autoria própria. 
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4.3 EUTANÁSIA E COLETA DAS AMOSTRAS 

Após o término dos períodos de exposição os animais foram anestesiados com cloridrato 

de benzocaína (C9H11NO2) com concentrações de 100 mg/L, segundo as Diretrizes da Prática 

de Eutanásia estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA), que dispõe sobre procedimentos e métodos de eutanásia em animais (CONCEA, 

2013).  

Logo após a realização da eutanásia, cinco animais de cada grupo experimental foram 

selecionados para este estudo. Os animais foram pesados e mensurados e foi realizada a 

laparotomia e coleta da porção cranial do intestino delgado (Figura 04-A). A porção cranial 

do intestino delgado (BALDISSEROTTO et al., 2014) foi coletada, lavada com solução 

salina, pesada, fotografada para posterior mensuração da área intestinal e em seguida 

preparada para fixação. Foi utilizado o fixador de Giemsa de acordo com Barbosa (1978), o 

qual é composto de 30 mL de formaldeído 35% (CH2O), 15 mL de ácido acético glacial 

(CH3COOH), 9 g de cloreto de sódio (NaCl) e 1000 mL de água destilada (BARBOSA, 

1978). Para fixação foi ligada a extremidade proximal do orgão com um fio de algodão, 

injetado fixador no segmento de forma a preencher gentilmente a amostra, ligada também a 

porção distal com fio de algodão dando ao seguimento aspecto de “bexiga” (Figura 04-B). Por 

fim as amostras foram imersas em fixador por 48 horas. 

 

Figura 04 – A: Laparotomia e coleta da porção cranial do intestino delgado de Rhamdia quelen e B: Segmento 

cranial do intestino delgado pronto para fixação. 

  

Fonte: Autoria própria. 
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4.4 EVIDENCIAÇÃO NEURONAL 

Para a evidenciação neuronal os preparados totais foram corados de acordo com a técnica 

de Giemsa, modificada por Barbosa (1978). Esta técnica permite a obtenção de preparações 

diafanizadas, com células neuronais bem coradas e pouca coloração no tecido muscular, desta 

forma os neurônios ficaram evidenciados e contrastados, obtendo-se transparência na 

preparação e permitindo uma melhor análise do material. 

Para tanto, após 48 horas de fixação das amostras em solução fixadora de Giemsa, 

preparada com 30 mL de formaldeído (35%), 15 mL de ácido acético glacial, 9 g de cloreto de 

sódio e 1000 mL de água destilada, foi removido um segmento de aproximadamente um 

centímetro de comprimento o qual foi aberto pela margem mesentérica sob 

estereomicroscópio (Figura 05-A). Com auxílio de pinças de ponta fina foram removidas as 

túnicas mucosa e submucosa para formar um preparado total, composto pela túnica muscular 

externa e túnica serosa, as quais contêm os neurônios mioentéricos.  Esses preparados totais 

foram utilizados para evidenciação dos neurônios mioentéricos e montagem de lâminas 

histológicas permanentes (Figura 05-B). 

 

Figura 05 – A: Segmento de 1 cm de comprimento da porção cranial do intestino delgado de R. quelen sendo 

preparado para microdissecção e B: Lâminas histológicas permanentes destes segmentos corados pelo método de 

Giemsa modificado por Barbosa (1978). 

 

   

Fonte: Autoria própria.  

 

A solução para evidenciação neuronal foi feita com 4 mL de solução A, contendo 

9,780 g de monofosfato ácido de potássio ( KH2PO4) a qual apresenta pH em torno de 4,60; 6 

mL de solução B, contendo 9,465 g de fosfato ácido de sódio (Na3PO4), apresentando pH em 

torno de 9,23; 60 gotas de solução estoque Giemsa contendo 1 g de azul eosina e azul de 

metileno, 54 mL de glicerol (C3H8O3), 84 mL de metanol (CH3OH) em 90 mL de água 
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destilada. Os preparados totais permaneceram imersos no corante durante 48 horas em 

temperatura ambiente (Figura 06-A). 

Figura 06 – A: Preparados totais de segmentos da porção cranial do intestino delgado de R. quelen imersos em 

solução corante de Giemsa segundo Barbosa (1978) e B: Processo de desidratação e diafanização destes 

preparados para confecção de lâminas permanentes. 

  

Fonte: Autoria própria. 

 

Para a confecção das lâminas permanentes os preparados totais de membranas, já 

dissecados e corados foram desidratados, seguindo uma ordem crescente de álcoois iniciando 

em 75% até 100% e diafanizados em xilol (Figura 06-B). O preparado total foi disposto entre 

lâmina e lamínula com resina sintética Permount®. 

 

4.5 ESTUDO MORFOMÉTRICO 

As lâminas permanentes foram observadas através de um microscópio de luz acoplado a 

uma câmera para captura das imagens, utilizando-se lente objetiva com aumento de 40x. 

Foram capturadas imagens da parte intermediária de cada membrana, as quais foram 

posteriormente importadas no software Image J, onde foram mensuradas as áreas do corpo 

celular de 50 neurônios mioentérico para cada lâmina, totalizando 250 neurônios por grupo 

experimental. Os resultados foram expressos em micrômetros quadrados (µm
2
). 

4.6 ESTUDO QUANTITATIVO 

As lâminas permanentes contendo os preparados de membrana corados foram 

visualizadas em microscópio de luz com lente objetiva no aumento de 40x. Os neurônios 

foram contados em 50 campos por lâmina, na porção intermediária da membrana. Para a 

padronização das regiões da circunferência intestinal, sendo o intestino delgado um órgão 
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tubular, considera-se a borda de inserção do mesentério no intestino como sendo o ponto 0
o
 e, 

portanto, a região mesentérica se estendendo entre 0
o
 a 60

o
 e 300

o
 a 360

o
, a região 

intermediária se estendendo entre 60
o
 a 120

o
 e 240

o
 a 300

o
 e a região antimesentérica 

representando o intervalo entre 120
o
 a 240

o
 (MIRANDA-NETO et al., 2001). 

Em cada campo, todos os neurônios foram contados considerando-se os neurônios que 

aparecerem pela metade nas margens superior e direita do campo e desprezando-se os que 

aparecerem pela metade nas margens esquerda e inferior a fim de evitar a dupla contagem de 

uma mesma célula. Os resultados de contagem neuronal foram tabelados e utilizados para 

calcular a densidade neuronal – neurônios/cm
2
. 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados correspondentes a todas as variáveis coletadas foram submetidos à análise 

estatística pelo uso do software Graph Pad Prism 6®. Para comparações entre os grupos foi 

utilizado o teste de ANOVA e Qui Quadrado. O valor de significância adotado foi de 5%. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 DADOS CORPORAIS 

 

A tabela 02 resume os parâmetros corporais dos animais ao final do período 

experimental. 

 
Tabela 02 – Média de massa corporal, comprimento corporal e relação da massa corporal por centímetro 

corporal de exemplares de R. quelen expostos a 0 ou 60 µg de 2,4-D/L de água durante 24 horas, 

respectivamente, C24 e H24 ou 192 horas, respectivamente, C192 e H192. n = 5, *= p<0,05 para H192 em 

relação a C192 segundo teste t de Student. 

 

GRUPOS 

EXPERIMENTAIS 
Massa corporal (g) 

Comprimento 

corporal (cm) 

Massa corporal por 

centímetro corporal 

(g/cm) 

C24 60,38±19,82 18,84±188 3,15±0,72 

H24 55,24±12,71 18,50±1,38 2,96±0,46 

C192 57,25±9,68* 17,85±1,03 3,19±0,34* 

H192 42,00±9,93* 16,26±1,16 2,56±0,41* 
Fonte: Autoria própria. 

 

Ao final do período experimental os animais dos grupos C192 e H192 apresentaram 

diferença significativa (p<0,05) em sua massa corporal, tanto quanto na relação entre a massa 
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corporal por centímetro corporal. Foi possível observar durante a exposição que os animais do  

H192 não consumiam o mesmo volume de ração que os animais C192, o que resultou na 

diminuição da sua massa corporal quando comparado ao grupo controle com o mesmo tempo 

de exposição.  

Resultados semelhantes de diminuição da massa corporal foram observados por 

Fonseca (2007), o qual expôs R. quelen a uma formulação comercial de 2,4-D em 

concentrações de 0,0, 0,5 ou 2,0 mg/L durante 90 dias, observando redução em alguns 

parâmetros do crescimento como média da massa final, com redução de 37% e 45%, 

respectivamente, para 0,5 ou 2,0 mg/L e comprimento total do corpo, com redução de 15% 

para a concentração 2,0 mg/L. Considerando que o 2,4-D é um potente contaminante da água, 

e que R. quelen pode absorver até 30% da quantidade deste herbicida presente na água em 

apenas 96 horas é provável que uma exposição prolongada afete o crescimento por alterar o 

metabolismo do peixe (FONSECA, 2007), influenciando a quantidade de alimento ingerido e 

resultando em perda da massa corporal. 

 

5.2 ORGANIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

 

A exposição ao 2,4-D nos tempos e doses utilizados neste trabalho não alterou a 

organização morfológica do plexo mioentérico da porção cranial do intestino delgado R. 

quelen. Neste segmento intestinal os neurônios mioentéricos foram encontrados na túnica 

muscular externa, como já observado para o intestino delgado de outros animais como: ratos 

(MIRANDA-NETO et al., 2001; HANSEN, 2006; CORRÊA, 2010; PEREIRA, 2006), patos 

(MOLINARI et al., 1994) e também para outras espécies de peixes como a carpa (Cyprinus 

carpio) (GERMANO et al., 2008) e o pacu (Piaractus mesopotamicus) (STABILLE et al., 

2000). 

Foi perceptível com a visualização das lâminas que o plexo mioentérico de R. quelen é 

formado por gânglios compostos por poucos neurônios e que também ocorrem muitos 

neurônios isolados, ou seja, sem uma organização específica (Figura 07). Germano (2008) e 

Stabille et al. (2000) observam algo parecido em seus trabalhos com as espécies de peixes 

citadas anteriormente, descrevendo que o plexo é constituído por neurônios isolados e, 

também, reunidos em gânglios de distribuição esparsa 
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Figura 07 – Fotomicroscopia do plexo mioentérico da porção cranial do intestino delgado de R. quelen. Gânglios 

mioentéricos (circulados) e neurônios isolados (setas). Lente objetiva de 40X. Coloração de Giemsa segundo 

Barbosa (1978). 

 

  

Fonte: Autoria própria. 

 

Já para ratos, segundo Pereira (2006) os neurônios corados pela técnica de Giemsa 

foram observados em seus aspectos típicos em gânglios interligados em arranjos semelhantes 

a uma rede. Corrêa (2010) também cita que os neurônios foram visualizados no interior de 

gânglios interconectados por feixes de fibras nervosas. 

 

5.3 MORFOMETRIA NEURAL 

 

A mensuração foi feita através da área total do perfil celular de 50 neurônios por 

animal totalizando 250 neurônios por grupo experimental. Os resultados foram distribuídos 

em forma de frequência de classes, tendo intervalos arbitrários de 20 μm
2
. Desta forma foi 

possível avaliar as proporções de tamanhos de neurônios em cada categoria, de acordo com os 

grupos experimentais. 

Segundo Sousa (2013) os neurônios mioentéricos exibem grande variabilidade de 

tamanho e forma e o uso de média não expressa todo o leque de variação nos tamanhos desses 

neurônios. Devido a isso, os dados para mensuração neuronal foram convertidos em 

distribuições de frequência com intervalos de classes arbitrários de 20 μm
2
 os quais foram 

representados como histogramas nas Figuras 08 e 09. 
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Podemos observar através da Figura 08 que os animais expostos há 24 horas ao 

herbicida não apresentaram diferença significativa quanto ao tamanho do perfil do corpo 

celular comparado aos animais controle, esse resultado se deu segundo o teste de qui 

quadrado, tendo p>0,05. 

 

Figura 08 – Histograma de distribuição de frequência em função do tamanho de neurônios mioentéricos na 

porção cranial do intestino delgado de R. quelen, expostos durante 24 horas a concentrações de 2,4-D de 0 (C24) 

ou de 60 µg/L de água (H24). As diferenças entre as distribuições não são estatisticamente significantes (p>0,05) 

pelo teste de qui quadrado, n=5. 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Já em relação aos animais exposto há 192 horas a diferença entre as distribuições são 

estatisticamente significantes, p<0,05 segundo teste de qui quadrado, como podemos observar 

na Figura 09. A exposição ao herbicida nessas condições deslocou para a direita a distribuição 

de frequência dos neurônios de acordo com seu tamanho revelando que houve uma redução 

no número de neurônios pequenos e aumento no número de neurônios grandes. 

 

Figura 09 – Histograma de distribuição de frequência em função do tamanho de neurônios mioentéricos na 

porção cranial do intestino delgado de R. quelen, expostos durante 192 horas a concentrações de 2,4-D de 0 

(C192) ou de 60 µg/L de água (H192). As diferenças entre as distribuições são estatisticamente significantes 

(p<0,05) pelo teste de qui quadrado, n=5. 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Resultados semelhantes foram observados em trabalhos nas doses de 2,5 e 5 

mg/Kg/peso de 2,4-D em experimentos conduzidos por um período de 15 dias sobre o 

duodeno e o jejuno de ratos (PEREIRA, 2006; CORRÊA, 2010; NANNI, 2010; PEREIRA et 

al., 2013).  

 

5.4 QUANTIFICAÇÃO NEURAL 

 

Não foram observadas diferenças significativas na área do segmento cranial do 

intestino delgado entre os grupos experimentais, portanto não foi necessário corrigir os dados 

de quantificação neuronal para alterações na área intestinal.  

Para a quantificação, foram contados os neurônios presentes em 50 campos 

microscópicos por animal, totalizando 250 campos por grupo experimental. Esses 50 campos 

correspondem a uma área de 9,8125 mm
2
. Esses resultados foram extrapolados de forma a 

representar a densidade neuronal, isto é, o número de neurônios por centímetro quadrado, 

como uma forma mais conveniente de análise e demonstração dos dados, mas sem alterar suas 

características básicas. Os resultados obtidos estão representados na Figura 10. 

 
Figura 10 – Densidade média de neurônios mioentéricos na porção cranial do intestino delgado de Rhamdia 

quelen, expostos a concentrações de 2,4-D de 0 ou 60 µg/L de água por 24 horas, respectivamente, C24 e H24 ou 

por 192 horas, respectivamente, C192 e H192. Barras representam o desvio padrão, * = p<0,05 segundo 

ANOVA com pós-teste de Tukey, n=5. 

 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Observou-se que a exposição ao 2,4-D não leva a morte neuronal. Quando analisados 

pelo teste da ANOVA com comparação múltipla entre os grupos, os dados demonstram que 

houve diferença significativa (p<0,05) apenas entre os grupos C24 e H192, ou seja, entre o 

grupo controle avaliado em 24 horas e o grupo exposto ao 2,4-D na concentração de 60 µg/L 
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por 192 horas. Entre os demais percebe-se que há uma tendência ao aumento do número de 

neurônios nos grupos expostos ao herbicida, porém sem alcançar significância estatística.  

Corrêa (2010) registrou um aumento, apesar de não significativo (p>0,05), no tamanho 

da subpopulação de neurônios reativos para NADPH-diaforase no jejuno de ratos do grupo 

experimental, em experimento conduzido por um período de 15 dias e na dosagem de 

5mg/kg/dia de 2,4-D. Resultados parecidos foram descritos por Pereira et al. (2013) para o 

duodeno em condições experimentais semelhantes. Os resultados mostram que, embora por 

mecanismos ainda desconhecidos, o 2,4-D interfere no plexo mioentérico, alterando o número 

de neurônios e também propiciando uma maior incidência de neurônios com área de perfil 

celular grande. 

Segundo Jessel (1991) uma das formas dos neurônios responderem a agressão exposta 

é aumentar seus polirribossomos, RNA e a síntese proteica para tentar compensar a lesão 

inicial, condição esta que pode levar o pericárdio a aumentar seu tamanho. Portanto, no caso 

dos animais que foram expostos ao 2,4-D, os neurônios poderiam inicialmente aumentar de 

tamanho e, depois evoluir para morte celular como apontado por Jessel (1991) enquanto 

outros neurônios poderiam ainda diminuir o tamanho de sua área celular caracterizando 

hipotrofia, que pode também ser esperado como um mecanismo básico de resposta a situações 

de agressão celular, como por exemplo, na redução de nutrientes ou de estímulos necessários 

para o bom funcionamento da célula. Aumento da expressão de neurotransmissores seguido 

de injúria neuronal indica que particulares neurotransmissores tomam parte de uma resposta 

protetora com objetivo de recuperar os neurônios afetados (KRISTENSSON; THEMNER-

PERSSON; EKBLAD, 2007). 

Um fator importante a ser citado é que a técnica de evidenciação neuronal utilizada 

neste trabalho marca os neurônios através da interação entre o azul de metileno presente no 

corante com os polirribossomos nos neurônios. Esta característica do método permite fazer 

uma relação entre a condição experimental testada e seus efeitos sobre a síntese proteica 

neuronal. Com esta técnica, nos neurônios que estiverem em maior atividade de síntese 

proteica a coloração será mais intensa, propiciando sua visualização e contagem e nos que 

estiverem em baixa atividade de síntese proteica os neurônios não serão corados ou 

apresentarão coloração pálida, não sendo visualizados e contados.  Nestas condições os 

grupos experimentais que apresentarem mais neurônios em alta atividade de síntese proteica 

exibirão maior densidade neuronal. Desta forma, os resultados de quantificação neural nos 

permitem observar que nos animais expostos por 192 horas ao 2,4-D as células neuronais 
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tendem a aparecer em maior quantidade, ou seja, são mais bem evidenciadas pela técnica de 

Giemsa por estarem em maior atividade de síntese proteica.  

Visto que os neurônios após sua diferenciação não são capazes de proliferação celular 

e que não houve alteração na área do segmento intestinal analisado, de forma a causar 

agrupamento ou dispersão dos neurônios e assim afetar a densidade neuronal, não é possível 

afirmar que a exposição ao 2,4-D leva a um aumento no número de neurônios.  

Considerando o que foi dito sobre os prováveis efeitos deste herbicida sobre a síntese 

proteica é possível afirmar que a exposição ao herbicida tende a promover o aumento na 

síntese proteica dos neurônios mioentéricos e que esse aumento pode estar ligado a 

mecanismos endógenos de proteção dos neurônios contra efeitos estressantes da exposição ao 

herbicida. Entretanto, os mecanismos de ação do 2,4-D sobre o sistema nervoso ainda não são 

totalmente compreendidos (BONGIOVANNI et al., 2007).  

Associado a isso temos o aumento no uso extensivo deste herbicida nas últimas 

décadas (AMARANTE-JUNIOR et al., 2002) e a baixa disponibilidade de informações sobre 

seus efeitos sobre peixes, em especial sobre espécies nativas do Brasil. Desta forma fica 

evidente que mais pesquisas são necessárias para melhor compreender os efeitos do 2,4-D 

sobre peixes.   

 

CONCLUSÃO 

 Nas condições em que o experimento foi conduzido pode-se concluir que o 2,4-D 

quando aplicado por via hídrica na dose de 60 µg/L por um período de 192 horas tem efeitos 

sobre o plexo mioentérico de R. quelen, levando a alterações manifestadas pela redução na 

proporção de neurônios pequenos, aumento na proporção de neurônios grandes e aumento na 

densidade de neurônios mioentéricos em alta atividade de síntese proteica. 
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