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Contextualizacdo biotecnolégica e social

Impacto potencial desta pesquisa:

O estudo tem impacto direto na ciéncia, na saide ambiental, na regulacao e nas praticas
agricolas. Possui potencial para a melhoria do conhecimento toxicologico desses produtos
quimicos, uma vez que sdo amplamente utilizados em nosso pais e no mundo. Elucida
mecanismos de acdo, diferencia o ingrediente ativo do produto formulado, e valida protocolos
experimentais em zebrafish, com importancia para a ecotoxicologia, avaliando o risco
ecologico. Também esta inserido na ciéncia translacional, atuando na conscientizacdo publica,
por meio de publicacdes reconhecidas internacionalmente e orientando a melhor utilizagéo

desses produtos quimicos.

Potential impact of this research:

This study has a direct impact on science, environmental health, regulation, and agricultural
practices. It has the potential to improve the toxicological knowledge of these chemicals, since
they are widely used in our country and worldwide. It elucidates mechanisms of action,
differentiates the active ingredient from the formulated product, validates experimental
protocols with zebrafish, which is important for ecotoxicology, and assesses ecological risk. It is
also part of translational science, contributing to public awareness through internationally

recognized publications, guiding the better use of these chemicals.
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RESUMO GERAL

O &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € um dos herbicidas mais utilizados mundialmente na
agricultura, apesar de sua classificacdo pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC) como “possivelmente cancerigeno para a espécie humana”. Esse praguicida é
classificado como pouco téxico para humanos e pouco toxico para organismos aquéticos.
Porém, em baixas concentracdes, ambientalmente relevantes, pode afetar o desenvolvimento
dos peixes e aumentar sua suscetibilidade a outros estressores ambientais. Nesse contexto, o
objetivo desse estudo foi elucidar os mecanismos de toxicidade do ingrediente ativo do
herbicida 2,4-D e de sua formulagdo comercial DMA® 806 BR, utilizando o zebrafish (Danio
rerio) como organismo-modelo. Em embrides, foi avaliado a toxicidade aguda e
teratogenicidade pela determinacdo do indice teratogénico (IT), a genotoxicidade pelo ensaio
cometa, instabilidade cromossdmica pela quantificacdo de anormalidades nucleares, a
mutagenicidade pelo teste do micronucleo, a neurotoxicidade pelo teste de comportamento
locomotor e da atividade da enzima acetilcolinesterase, a bioenergética, a metabolémica e
lipidomica e também foram mensurados a massa e o comprimento das larvas. Em adultos, foram
avaliadas a toxicidade aguda (96 h) e crénica (3 meses). Para isso, foi realizado o teste de
mutagenicidade e genotoxicidade pelo teste do micronicleo e anormalidades nucleares, e
também foram realizadas anélises histopatolégicas no figado e rim dos peixes. Os animais
foram expostos a uma faixa entre 0 (controle negativo e solvente) a 200 uM de cada produto
quimico. Os resultados indicam que ambos os produtos quimicos, em curto prazo, sdo pouco
toxicos para embriGes de D. rerio; contudo, ambos possuem potencial teratogénico (IT > 1,5).
N&o houve impactos significativos na massa, no comprimento, nos comportamentos de natacao
e na bioenergética, mas observamos alteracGes significativas no aumento da genotoxicidade e
na abundancia de metabdlitos e lipidios extraidos de embrides. Para adultos de zebrafish, os
dois produtos quimicos ndo induziram mutagenicidade, porém, apresentaram genotoxicidade e
alteracOes histopatologicas. O herbicida acido 2,4-D foi mais toxico do que sua formulagdo
comercial para os embribes de zebrafish (D. rerio), porém, para os adultos, o DMA 806
(formulacdo comercial) foi mais toxico, mesmo em baixas concentragfes. O presente estudo
demonstrou que ambos o0s produtos quimicos podem causar efeitos fisiologicos e metabolicos
nos animais e possuem potencial genotoxico, ndo-mutagénico e teratogénico, sugerindo um uso

cauteloso desse herbicida, principalmente para organismos aquaticos.

Palavras-chave: Agrotoxico, ecotoxicologia, peixe-zebra, FET test, embrido, biomarcadores

Vi



GENERAL ABSTRACT

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is one of the most widely used herbicides in agriculture
worldwide, despite its classification by the International Agency for Research on Cancer
(IARC) as "possibly carcinogenic to humans." This pesticide is classified as having low toxicity
to humans and low toxicity to aquatic organisms. However, at low, environmentally relevant
concentrations, it can affect fish development and increase their susceptibility to other
environmental stressors. In this context, the objective of this study was to elucidate the toxicity
mechanisms of the active ingredient of the herbicide 2,4-D and its commercial formulation
DMA® 806 BR, using zebrafish (Danio rerio) as a model organism. In embryos, acute toxicity
and teratogenicity were evaluated by determining the teratogenic index (TI1), genotoxicity by
the comet assay, chromosomal instability by quantifying nuclear abnormalities, mutagenicity
by the micronucleus test, neurotoxicity by the locomotor behavior test and acetylcholinesterase
enzyme activity, bioenergetics, metabolomics, and lipidomics, and larval mass and length were
also measured. In adults, acute (96 h) and chronic (3 months) toxicity were evaluated using the
mutagenicity and genotoxicity test by the micronucleus test and nuclear abnormalities, and
histopathological analyses were performed on the liver and kidney of the fish. The animals were
exposed to a range of 0 (negative control and solvent) to 200 uM of each chemical. The results
indicate that both chemicals are only slightly toxic to D. rerio embryos in the short term;
however, both have teratogenic potential (T1 > 1.5). There were no significant impacts on mass,
length, swimming behavior, or bioenergetics. Still, we observed significant changes in
increased genotoxicity and in the abundance of metabolites and lipids extracted from embryos.
For adult zebrafish, neither chemical induced mutagenicity, but both showed genotoxicity and
histopathological alterations. The herbicide 2,4-D acid was more toxic than its commercial
formulation to zebrafish embryos (D. rerio), whereas DMA 806 (commercial formulation) was
more toxic to adults, even at low concentrations. This study demonstrated that both chemicals
can cause physiological and metabolic effects in animals and have non-mutagenic genotoxic
and teratogenic potential, suggesting cautious use of this herbicide, especially for aquatic

organisms.

Keywords: Pesticide, ecotoxicology, fish, FET test, embryo, biomarkers
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Praguicidas

O uso intensivo de praguicidas, definidos como substancias ou misturas de substancias
quimicas responsaveis por eliminar, repelir ou controlar pragas, estd entre os principais
instrumentos do modelo de agricultura no Brasil (MMA, 2013). Em 2023, o consumo de
ingredientes ativos (1A) no pais correspondeu a mais de 755 mil toneladas. Dentre as classes de
praguicidas que apresentaram maior volume de vendas nesse mesmo ano, destacam-se 0S
herbicidas, com um total de 422 mil toneladas de 1A, sendo que, somente no estado de S&o
Paulo, esse valor chegou a 98 mil toneladas. Do total de praguicidas comercializados no estado,
51 % pertencem a classe de periculosidade ambiental 111 (produto perigoso ao meio ambiente),

na qual estd inserido o herbicida 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (IBAMA, 2025).

2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e DMA (sal de dimetilamina)

O herbicida 2,4-D tem sido amplamente utilizado e esté entre os herbicidas mais comuns
no mundo (Devault and Karolak, 2020; George et al., 2025). E utilizado para controlar ervas
daninhas de folhas largas, incluindo as aquaticas, como o angiquinho (Aeschinomene rudis) em
cultivos de grdos como soja, milho e arroz. A tendéncia é que a demanda por este IA continue
alta devido a sua eficiéncia e baixo custo (EPA, 2005; USACE, 2012). No Brasil, o herbicida
2,4-D se destaca como o terceiro IA mais utilizado no territorio (atras do glifosato e mancozeb),
vendendo mais de 51 toneladas em 2023 (IBAMA, 2025).

O éacido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (CAS N° 94-75-7) é um acido forte, possui
férmula molecular CgHesCl203 (Figura 01), peso molecular de 221,04 g/mol, ponto de fusdo de
140,5 °C, ponto de ebulicdo de 130 °C, coeficiente de particdo (log Kow) de 2,81, indice de
ionizacdo (pKa) de 2,73, densidade de 1,42 a 25 °C e solubilidade em agua de 900 mg/L a 25

°C (Kennepohl e Munro, 2001; NCBI, 2025).



Figura 01 - Estrutura molecular 2D e 3D do acido 2,4-Diclorofendxiacético.

Fonte: NCBI, 2025.

Existem diferentes produtos comerciais que séo derivados do acido 2,4-D, sendo que,
entre 0s mais usados, representando aproximadamente 90% a 95% do uso total, estdo: o sal de
dimetilamina e o éster isooctil, devido a sua forte atividade herbicida (Islam et al., 2017; Turek
et al., 2020). O sal de dimetilamina do 2,4-D (CAS N° 2008-39-1) é uma formulacao derivada
do &cido 2,4 diclorofenoxiacético. Sua formula molecular é C10H13Ci2NO3s, com peso molecular
de 266,12 g/mol, ponto de fusdo de 86,0 °C, ponto de ebulicdo de 88 °C e solubilidade em agua
de 729,39 mg/L a 25 °C (NPIC, 2008).

O praguicida 2,4-D é uma auxina sintética, ou seja, um horménio vegetal de um grupo
de plantas-alvo (ervas daninhas de folhas largas), que, ao ser pulverizado nas diversas culturas
agricolas, leva ao crescimento descontrolado desse grupo de plantas, causando, assim, a
mortalidade. Quanto a exposicao dos humanos a esse herbicida, ao aplicar nas culturas, se ndo
for utilizado o devido equipamento de protecdo individual (EPI), pode ocasionar absor¢ao do
2,4-D pelas vias nasais, pela pele e também pela ingestdo oral, podendo causar irritacbes
dérmicas, oculares e no trato respiratorio (WHO, 1984). A distribui¢éo do 2,4-D ocorre em todo
0 corpo, mas ndo ha evidéncias de que seja acumulado. A biotransformagdo em mamiferos

parece ocorrer apenas em pequena escala e envolve principalmente a producdo de conjugados



de 2,4-D com acgucares ou aminoacidos. Uma Unica dose é excretada em poucos dias,
principalmente pela urina e, em menor extensdo, pela bile e pelas fezes. Os seres humanos
excretam 2,4-D principalmente na urina, e os tempos de depuracdo plasmatica dependem da
dose, das caracteristicas individuais e da presenca ou auséncia de compostos que podem inibir
competitivamente a excrecdo de 2,4-D. Para doses orais Unicas de 2,4-D, a meia-vida
bioldgica no plasma sanguineo é de cerca de um dia, dependendo das circunstancias (WHO,

1984; NCBI, 2025).
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