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Impacto científico e social 
 

 

A presente pesquisa contribui para o entendimento e conhecimento dos efeitos de con-

taminantes presentes no ambiente, que podem ser prejudiciais a saúde humana e ambiental. Os 

dados sobre a exposição de células musculares a esses compostos ainda são escassos, além de 

informações quanto a outros modelos, portanto é de extrema importância esses dados, para 

prevenção e regulamentação destes compostos. 

Com isso, o impacto científico deste estudo é entender qual efeito desses compostos na 

célula muscular, como alterações no seu metabolismo, via mitocondrial, produção de espécies 

reativas e morte celular, no modelo bidimensional. 

Quanto ao impacto econômico o projeto refere-se a redução de custos associados a da-

nos a saúde humana e ambiental, sendo possível estabelecer ações preventivas, mitigatórias e 

reguladoras mais eficazes, além de auxiliar na avaliação da segurança dos produtos favorecendo 

a inovação responsável. 

Já o impacto social, por esta pesquisa se referir a compostos presentes no ambiente, ela 

auxilia no entendimento dos riscos envolvidos quanto a exposição humana e ambiental a essas 

substâncias, principalmente por não ser monitorada a sua utilização. Além de demonstrar a 

importância de métodos alternativos ao uso de animais na pesquisa toxicológica, contribuindo 

para a ética na pesquisa. 

A presente pesquisa também se alinha aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável 

da Agenda 2030 da ONU. Como a ODS 3 (Saúde e Bem-Estar) por auxiliar na prevenção de 

danos à saúde; ODS 6 (Água Potável e Saneamento) e ODS 12 (Consumo e Produção Respon-

sáveis) ao abordar contaminantes ambientais emergentes; ODS 14 e 15 (Vida na Água e Vida 

Terrestre) ao fornecer conhecimento relevante para reduzir a liberação de substâncias tóxicas 

em ecossistemas. 

Portanto, os resultados encontrados demonstrando danos a células musculares podem 

apoiar a elaboração de normas e políticas públicas, regulamentações e métodos alternativos 

quanto ao uso desses compostos visando proteger a população e o ambiente. 

 

 

 

 

 



 Scientific and social impact 
 

 

The present research contributes to the understanding and knowledge of the effects of 

environmental contaminants, which may be harmful to both human and environmental health. 

Data regarding the exposure of muscle cells to these compounds remain scarce, as do studies 

involving other models; therefore, such information is of utmost importance for the prevention 

and regulation of these substances. 

Accordingly, the scientific impact of this study lies in elucidating the effects of these 

compounds on muscle cells, including alterations in metabolism through mitochondrial 

pathways, the production of reactive species, and cell death, within a two-dimensional model. 

From an economic perspective, the project addresses the reduction of costs associated 

with damage to human and environmental health, enabling the establishment of more effective 

preventive, mitigating, and regulatory measures. Furthermore, it supports the assessment of 

product safety, thereby fostering responsible innovation. 

Regarding social impact, as this research focuses on compounds present in the environ-

ment, it enhances the understanding of risks associated with human and environmental expo-

sure to these substances, particularly given the lack of monitoring of their use. In addition, it 

highlights the importance of alternative methods to animal testing in toxicological research, 

thereby contributing to research ethics. 

This study is also aligned with the United Nations 2030 Agenda for Sustainable Deve-

lopment Goals (SDGs). Specifically, SDG 3 (Good Health and Well-Being), by contributing to 

the prevention of health damage; SDG 6 (Clean Water and Sanitation) and SDG 12 (Responsi-

ble Consumption and Production), by addressing emerging environmental contaminants; and 

SDGs 14 and 15 (Life Below Water and Life on Land), by providing relevant knowledge to 

reduce the release of toxic substances into ecosystems. 

Therefore, the results obtained, which demonstrate damage to muscle cells, may support 

the development of standards and public policies, regulations, and alternative methods concer-

ning the use of these compounds, with the aim of protecting both the population and the envi-

ronment. 
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“Todas as substâncias são venenosas: não há nenhuma que não 

seja venenosa. A dose certa diferencia um veneno de remé-

dio.” 

 

Paracelsus 



   Resumo 
 

 

Nas últimas décadas, os avanços tecnológicos nas áreas médica, farmacêutica e agrícola, entre 

outras, têm trazido grandes melhorias na qualidade de vida. Contudo, estes mesmos avanços 

são responsáveis pela liberação contínua de compostos químicos no ambiente, alcançando ní-

veis e consequências críticas e preocupantes, como é o caso dos herbicidas triclopir, ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) e o decametilciclopentasiloxano (D5), um composto de produtos 

de cuidado pessoal. Com o início de pesquisas para entender os compostos químicos utilizando 

animais, na década de 80 intensificou-se no Brasil, o desenvolvimento de modelos experimen-

tais alternativos para pesquisa, em substituição ao uso de animais de laboratório. Neste con-

texto, novas ferramentas vêm sendo desenvolvidas, validadas e aplicadas pelos toxicologistas 

para atestar a segurança de substâncias químicas, porém aplicando o conceito dos 3Rs no uso 

de animais. Os modelos de cultivo celular in vitro em monocamada bidimensional (2D) estão 

bem estabelecidos há décadas e sua utilização foi se intensificando como método alternativo. 

Assim, este estudo buscou elucidar os principais eventos envolvidos na toxicidade dos três con-

taminantes ambientais, utilizando a linhagem celular de C2C12 em modelo 2D. Realizando 

então a exposição dos mioblastos C2C12 às concentrações de 0,5; 5; 50; 100 e 500 μmol/L de 

triclopir e D5 e 0,1; 4; 10; 100 e 200 μmol/L de 2,4-D, seguindo as concentrações encontradas 

no ambiente e extrapolando para estudos de toxicologia, para posterior análise de citotoxici-

dade, função mitocondrial, produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e ciclo celu-

lar. Triclopir e 2,4-D apresentaram diminuição da metabolização, proliferação celular, morte 

celular por necrose e mitofaiga, em 48 horas de exposição, enquanto D5 gerou um aumento da 

metabolização, diminuição da proliferação celular e dissipação do potencial de membrana mi-

tocondrial, morte por necrose e mitofagia. Portanto os herbicidas triclopir e 2,4-D demonstra-

ram citotoxicidade com relação ao metabolismo celular, já D5 efeitos voltados à indução de 

dano mitocondrial, o que reforça a importância da regulamentação e mais estudos sobre esses 

compostos.   



   Abstract 
 

 

In recent decades, technological advances in the medical, pharmaceutical, and agricultural fi-

elds, among others, have brought significant improvements to quality of life. However, these 

same advances have also contributed to the continuous release of chemical compounds into the 

environment, reaching critical and concerning levels and consequences, as exemplified by the 

herbicides triclopyr, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and decamethylcyclopenta-

siloxane (D5), a component commonly found in personal care products. With the onset of re-

search aimed at understanding chemical compounds through animal experimentation, the 1980s 

marked an intensification in Brazil of the development of alternative experimental models to 

replace the use of laboratory animals. Within this context, new tools have been developed, va-

lidated, and applied by toxicologists to assess the safety of chemical substances, while adhering 

to the principles of the 3Rs in animal use. In vitro two-dimensional (2D) monolayer cell culture 

models have been well established for decades, and their use has intensified as na alternative 

method. Thus, this study sought to elucidate the main events involved in the toxicity of the three 

environmental contaminants, using the C2C12 cell line in a 2D model. C2C12 myoblasts were 

then exposed to concentrations of 0.5, 5, 50, 100, and 500 μmol/L of triclopyr and D5, and 0.1, 

4, 10, 100, and 200 μmol/L of 2,4-D, followed by analyses of cytotoxicity, mitochondrial func-

tion, production of reactive oxygen and nitrogen species, and cell cycle progression. Triclopyr 

and 2,4-D induced a decrease in metabolismo, cell proliferation and cell death via necrosis and 

mithophagy after 48 hours of exposure, whereas D5 promoted an increase in metabolism, de-

crease cell proliferation, and dissipation of mitochondrial membrane potential, as well as cell 

death via necrosis and mitophagy. Therefore, the herbicides triclopyr and 2,4-D demonstrated 

cytotoxicity with respect to cellular metabolism, while D5 exerted effects primarily associated 

with mitochondrial damage, underscoring the importance of regulatory measures and further 

studies on these compounds. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Relevância dos métodos alternativos em toxicologia 

A experimentação animal é utilizada para adquirir conhecimento desde a Grécia antiga, 

com Hipócrates, que ficou conhecido como o “pai da medicina”, Alcméon (500 a.C.) e Aristó-

teles (384-322 a.C.) que procuravam entender como os órgãos funcionavam comparando dife-

rentes animais (Guimarães; Freire; Menezes, 2016). Nesse período antigo, a religião também 

impulsionou o pensamento de que os animais eram inferiores aos seres humanos, desprovidos 

de alma e de menor raciocínio, o que promovia os estudos de dissecação para investigação 

científica (Miziara et al., 2012).  

 Figura 1 - linha do tempo dos eventos principais em toxicologia 

 

Fonte: elaborado pelo autor (2025). 

Legenda: Primeiro evento da linha do tempo é a criação da primeira lei para proteção animal em experimentação 

em 1641, em 1959 a introdução do conceito dos 3R’s, em 1979 houve a criação Lei nº 6.638 no Brasil sobre ex-

perimentação animal, em 2007 houve a consolidação das NAMs e em 2008 a criação da Lei nº 11.794 no Brasil 

que criava os comitês de ética animais. 

 

Apenas em 1641 surge a primeira lei para proteção animal em Massachusetts, nos Es-

tados Unidos (Figura 1), que foi seguida posteriormente por outros países como a Inglaterra em 

1876. Porém, a unificação mundial dos direitos e minimização do sofrimento animal só ocorreu 

em 1978, quando a Organização das Nações Unidas para a Educação, a Ciência ekay a Cultura 

(UNESCO) firmaram a Declaração Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO, 1978). 
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Em 1959, foi introduzido o conceito dos 3Rs (reduction, replacement e refinement) para 

ética experimental, quando Russel e Burch publicaram o livro “The Principles of Humane Ex-

perimental Technique”, que indicava a necessidade de redução do uso de animais em experi-

mentação e, quando possível, a substituição dos ensaios in vivo por testes in vitro sensíveis e 

informativos que permitem reduzir ou eliminar o sofrimento destes animais. Desta forma, mé-

todos alternativos e testes in vitro são métodos ou técnicas que podem substituir ou diminuir o 

uso de animais na experimentação (Repetto; Repetto, 1995).  

No Brasil, na década de 80 intensificou-se o desenvolvimento de modelos experimentais 

alternativos para diversas áreas de pesquisa, em substituição ao uso de animais de laboratório 

(ANVISA, 2012). Esse movimento aconteceu principalmente após a criação da lei nº 6.638, em 

maio de 1979, que visava regulamentar o uso de animais no ensino superior e minimizar o seu 

sofrimento. A mesma, foi revogada pela implementação da Lei 11.794/2008, conhecida como 

lei Arouca, que estabeleceu a necessidade da utilização dos 3R’s na criação e utilização de 

animais para fins didáticos (BRASIL, 2008), assim como a criação do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA) que é o responsável pelas normas de utiliza-

ção de animais nas instituições de ensino do país, bem como o Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) (BRASIL, 2008).  

Em 2007, foi proposto pela primeira vez, pela Academia Nacional de Ciências dos Es-

tados Unidos, uma abordagem que visasse a utilização dos avanços científicos na biologia e o 

desenvolvimento de ferramentas para a toxicologia sistêmica, baseado em Novas Abordagens 

Metodológicas (NAMs) (US National Academy of Science, 2007). A intenção desta proposta 

era trazer uma nova maneira de estudar toxicologia por meio de modelos in vitro e computaci-

onais, sem que fosse necessária a utilização de animais para a experimentação. Posteriormente 

também surgiu o termo Avaliação do Risco de Próxima Geração, que define uma abordagem 

para essa avaliação, integrando in silico, in chemico e in vitro (Bernauer, et. al., 2023). 

Neste contexto, novas ferramentas vêm sendo desenvolvidas, validadas e aplicadas pe-

los toxicologistas para atestar a segurança de substâncias químicas, porém, aplicando o conceito 

dos 3Rs no uso de animais (ESAC, 2008). Desta forma, progressivamente, os métodos alterna-

tivos também passaram a ser contemplados na etapa da avaliação dos efeitos toxicológicos e 

regulamentação de substâncias químicas (ANVISA, 2012). Com isso, culturas de linhagens ce-

lulares apresentam-se como uma boa otimização desses métodos (Freudenrich; Shafer, 2020).  
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