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Impacto potencial desta pesquisa 

Título: Efeitos do ácido 2,4-diclorofenoxiacético isolado e em produto formulado 

nos parâmetros funcionais de mitocôndrias hepáticas isoladas 

Impacto científico esperado: Aprofundamento do conhecimento do potencial tóxico do 

herbicida ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) isolado, em comparação com a 

atividade de uma formulação comercial contendo 2,4-D, em mitocôndrias – organelas 

celulares. 

Impacto social: A bioatividade de muitos herbicidas ainda não está completamente 

elucidada, bem como as diferenças entre as atividades dos ingredientes ativos e dos 

produtos formulados; portanto, novas abordagens metodológicas adicionam 

segurança à aplicação e à avaliação do risco destes produtos. 

Impacto econômico: Por possuir baixo custo e boa eficácia, o 2,4-D é amplamente 

empregado na agricultura brasileira, tornando desejável o conhecimento de seus 

mecanismos íntimos de ação e de toxicidade. 

 

Potential impact of this research 

Title: Effects of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, isolated and in a formulated 

product, on the functional parameters of isolated rat liver mitochondria 

Expected scientific impact: Deepening knowledge of the toxicity of the highly herbicide 

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), in comparison with the activity of a commercial 

formulation containing 2,4-D, in mitochondria – cell organelles. 

Social impact: The bioactivity of several herbicides has not yet been completely 

elucidated, as well as the differences between the activities of active ingredients and 

formulated products; therefore, new methodological approaches add security to the 

application and risk assessment of these products. 

Economic impact: Due to its low cost and good effectiveness, 2,4-D is widely used in 

Brazilian agriculture, making knowledge of its intimate mechanisms of action and 

toxicity desirable. 
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Resumo 

A utilização de herbicidas tem aumentado substancialmente, devido ao papel 
significativo destes no desenvolvimento econômico do setor agrícola. Os herbicidas 
podem ser categorizados em diferentes classes, com diferentes mecanismos de ação 
e modos de toxicidade; os mimetizadores de auxina, por exemplo, possuem ação 
análoga às auxinas, fitormônios presentes nas células vegetais. Considerando que a 
mitocôndria é uma organela fundamental na manutenção de diversos processos 
biológicos, como equilíbrio energético e morte celular, este estudo objetiva investigar 
os mecanismos de toxicidade do ácido 2,4-diclorofenoxiacético (ácido 2,4-D), um 
mimetizador de auxinas e um dos herbicidas mais utilizados na agricultura, em 
mitocôndrias hepáticas isoladas. Para essa finalidade, foram avaliados efeitos 
relacionados à bioenergética e à estrutura de mitocôndrias hepáticas isoladas de ratos 
Wistar jovens, expostas in vitro às concentrações de 0,4 a 200 µmol/L de ácido 2,4-D 
isolado e ao produto formulado DMA 806 BR em concentrações equivalentes de ácido 
2,4-D. Essa faixa compreende concentrações encontradas no ambiente, para melhor 
compreensão da relevância ambiental; e altas concentrações, com o intuito de 
investigar a participação da mitocôndria no mecanismo de toxicidade desses 
compostos como evento-chave inicial (key event) em correlação com os desfechos 
finais (outcome pathways) descritos na literatura. Os resultados demonstraram que a 
exposição in vitro de mitocôndrias hepáticas isoladas a até 200 µmol/L das 
substâncias testadas não induz a formação de espécies reativas de oxigênio ou 
nitrogênio e não oxida os nucleotídeos de piridina, além de não oxidar os grupos 
sulfidril das proteínas das membranas mitocondriais de maneira significativa, 
indicando ausência de desregulação redox ou de sobrecarga das defesas 
antioxidantes. A espectrofotometria indicou que não houve alteração na turbidez do 
meio contendo mitocôndrias isoladas após exposição, o que refletiria swelling 
mitocondrial; e essa observação foi corroborada pela análise das estruturas 
mitocondriais por microscopia eletrônica. A exposição às concentrações avaliadas não 
alterou os parâmetros de respiração mitocondrial – razão de controle respiratório 
(RCR), velocidade dos estados 3 e 4 (V3 e V4) e razão de ADP fosforilado por 
molécula de oxigênio consumida (ADP/O). No entanto, concentrações a partir de 100 
µmol/L do ácido 2,4-D isolado, superiores às geralmente encontradas no ambiente, 
foram capazes de dissipar o potencial de membrana e induzir o efluxo de cálcio em 
mitocôndrias isoladas; enquanto a exposição ao produto formulado testado foi capaz 
de fazê-lo a partir de 200 µmol/L. Nossa hipótese é a de que, para exposições a 
concentrações iguais ou superiores a 100 µmol/L, os efeitos toxicológicos iniciais do 
ácido 2,4-D nas mitocôndrias isoladas são interações químicas com as membranas 
mitocondriais, considerando a presença de funções importantes como o grupo ácido 
carboxílico, que o torna quimicamente semelhante a muitos ácidos graxos naturais, 
que são componentes das membranas lipídicas; e como os átomos de cloro presentes 
no anel, que contribuem para a polaridade e eletronegatividade da molécula e podem 
interagir com elementos de membrana, como os fosfatos. Os mecanismos de 
toxicidade do ácido 2,4-D e os efeitos de suas formulações devem ser investigados 
em outros modelos experimentais, para elucidar os principais eventos toxicológicos. 

 

Palavras-chave: 2,4-D; Mitocôndrias; Toxicologia.  



 
 

Resumo acessível 

O uso de produtos para controlar pragas tem aumentado bastante porque eles são 
muito importantes para a agricultura do Brasil. Esses produtos ajudam a ter mais 
alimentos nas plantações e protegem as plantas, mas também podem ser perigosos 
para o ambiente e para a saúde das pessoas se não forem usados corretamente. Os 
cientistas fazem testes em animais e em outros seres vivos para entender o quanto 
esses produtos são perigosos. Nós estamos estudando um produto químico chamado 
“ácido 2,4-diclorofenoxiacético”, ou “2,4-D”, que é usado nas plantações no Brasil para 
combater ervas daninhas. Queremos saber como esse produto afeta uma parte muito 
importante das células, chamada mitocôndria, que faz com que as células tenham 
energia para funcionar. Testamos esse produto diretamente em mitocôndrias de ratos 
e encontramos alguns efeitos: quando usamos quantidades altas do produto, a 
mitocôndria perde algumas funções importantes. Também, o efeito pode ser diferente 
se for usado o produto sozinho, em vez de misturado com outros componentes, como 
acontece quando é feita a compra para aplicação. Este estudo serve para ajudar a 
garantir que os produtos que usamos sejam seguros para as pessoas, para os animais 
e para o ambiente. 

  



 
 

Abstract 

The use of herbicides has increased substantially, due to their significant role in the 
economic development of the agricultural sector. Herbicides can be categorized into 
different classes, with different mechanisms of action and modes of toxicity; synthetic 
auxins, for example, may act as auxins, phytohormones present in plant cells. 
Considering that mitochondria is an organelle fundamental to the maintenance of 
several biological processes, such as energy balance and cell death, this study aims 
to investigate the toxicity mechanisms of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), a 
synthetic auxin and one of the most widely used herbicides in agriculture, in isolated 
liver mitochondria. For this purpose, effects related to bioenergetics and the structure 
of hepatic mitochondria, isolated from young Wistar rats and exposed in vitro to 
concentrations of 0.4 to 200 µM of isolated 2,4-D and to the formulated product DMA 
806 BR in equivalent concentrations of 2,4-D were evaluated. This range of doses 
comprises concentrations already found in the environment, for a better understanding 
of environmental relevance; and high concentrations, aiming to investigate the role of 
mitochondria in the toxicity mechanism of these compounds as a key event, correlating 
with the final outcome pathways described in the literature. The results show that in 
vitro exposure of isolated liver mitochondria to up to 200 µM of the tested substances 
does not induce the formation of reactive oxygen or nitrogen species and does not 
oxidize pyridine nucleotides, in addition to not oxidizing the sulfhydryl groups of 
mitochondrial membrane proteins significantly, indicating the absence of redox 
dysregulation or overload of antioxidant defenses. Spectrophotometry experiments 
indicated that there was no change in the turbidity of the medium containing isolated 
mitochondria after exposure, which would reflect mitochondrial swelling; and this 
observation was corroborated by the analysis of mitochondrial structures by 
transmission electron microscopy. Additionally, exposure to the evaluated 
concentrations did not alter mitochondrial respiration parameters – respiratory control 
ratio (RCR), speed of states 3 and 4 (S3 and S4) and phosphorylated ADP per oxygen 
molecule consumed ratio (ADP/O). However, concentrations from 100 µM of isolated 
2,4-D, higher than those generally found in the environment, were able to dissipate the 
membrane potential and to induce calcium efflux in isolated mitochondria; while 
exposure to the tested formulated product was able to do so from 200 µM. Our 
hypothesis is that, for exposures to concentrations equal to or greater than 100 µM, 
the initial toxicological effects of 2,4-D on isolated mitochondria are chemical 
interactions with mitochondrial membranes, considering the presence of important 
chemical functions such as the carboxyl, which makes it chemically similar to many 
natural fatty acids, components of lipid membranes; and such as the chlorine atoms 
present in the ring, which contribute to the polarity and electronegativity of the molecule 
and can interact with membrane elements, such as phosphates. The toxicity 
mechanisms of 2,4-D and the effects of its formulations should be further investigated 
in other experimental models to elucidate the main toxicological events. 

 

Keywords: 2,4-D; Mitochondria; Toxicology. 
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Revisão da literatura 

A importância dos praguicidas para a agricultura 

A população humana, estimada em mais de 8 bilhões de pessoas em 2023, 

continua a crescer. De acordo com projeções da Organização das Nações Unidas 

(ONU), seremos cerca de 8,5 bilhões de pessoas em 2030, e 9,7 bilhões em 2050 (1). 

Esses dados descrevem um cenário de preocupação quanto à insegurança alimentar, 

que demanda a criação e o melhoramento de estratégias de produção, estabilidade e 

disponibilidade de alimentos (2). O aumento da produtividade da agricultura é uma 

das possíveis intervenções e, nesse contexto, o manejo eficaz de pragas se faz 

essencial – considerando que entre 20% a 40% da produção agrícola mundial pode 

ser perdida anualmente devido à ação de pragas (3). Em países tropicais, como o 

Brasil, as perdas na agricultura são ainda mais preocupantes, uma vez que suas 

condições de temperatura e umidade favorecem o crescimento e o desenvolvimento 

dos mais variados tipos de infestação (4). 

Uma das principais ferramentas de controle desses organismos é o uso de 

praguicidas, substâncias aplicadas intencionalmente ao ambiente para eliminar 

determinados organismos vivos. Alguns exemplos de praguicidas são os herbicidas, 

que controlam o crescimento de ervas daninhas; os inseticidas, que controlam a 

população de insetos; e os fungicidas, para controle de fungos (5). Segundo dados da 

FAO, em 2020, os Estados Unidos da América (EUA) lideravam o ranking de maiores 

utilizadores de praguicidas, com 408 mil toneladas de praguicidas aplicados na 

agricultura (figura 1). A seguir, em ordem decrescente, estavam o Brasil (377 mil 

toneladas), China (273 mil toneladas), Argentina (241 mil toneladas), Rússia (91 mil 

toneladas) e Canadá (79 mil toneladas) (6). 
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