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RESUMO GERAL

ESTUDO IN VIVO DA TOXICIDADE DO HERBICIDA 2,4-D (DMA® 806) SOBRE
EMBRIOES E GIRINOS DE RA-TOURO (Lithobates catesbeianus)

A crescente populacdo humana exige uma demanda expansiva por d&reas agricolas,
aumentando o uso de fertilizantes e pesticidas. O uso descontrolado desses produtos
quimicos induz a contaminacdo da dgua e do solo devido as suas caracteristicas
refratarias e toxicas e tém gerado impactos ambientais que comprometem a
sustentabilidade dos ecossistemas, principalmente os aquaticos. Sabe-se que impactos da
exposicdo a pesticidas no desenvolvimento precoce de anfibios pode perturbar a reproducao
e afetar a dindmica da populagdo desses animais. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos toxicos do herbicida 2,4-D (DMA® 806) sobre embrides e girinos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus). Utilizamos como ferramentas o ensaio FETAX (Frog Embryo
Teratogenesis Assay Xenopus) para embrides e testes de toxicidade aguda (96 h) e cronica
(49 dias) para girinos. No teste cronico avaliamos a saudabilidade (Ganho de peso, Indices
Hepato e Espleno-somaticos), perfil hematologico (Contagem Diferencial de Leucécitos,
Contagem Total de Leucécitos e Trombdcitos, Taxa de Hemoglobina, Contagem de
Eritrécitos e Hemoglobina Corpuscular Média) e histopatologia (analise histopatolégica das
branquias, pele e rim) dos girinos sobreviventes. A CLso.144n (Concentracdo Letal Mediana),
CEsoqun  (Concentracio Efetiva) e o IT (Indice Teratogénico) do desenvolvimento
embriondrio, foram respectivamente 791,91 mg/L, 592,62 mg/L e 1,34 de 2,4-D (DMA). Para
girinos, a CLso.96n foi de 700,01 mg/L de 2,4-D (DMA). Nossos resultados indicam que esse
pesticida, em curto prazo, é pouco teratogénico e pouco téxico para embrides e girinos de L.
catesbeianus. Entretanto, a exposi¢do prolongada em baixas concentra¢des indicou um
possivel processo inflamatério e policitemia nos girinos com consequente diminui¢do do
bago, evidenciando estresse fisiolégico. A histopatologia das branquias e pele revelou
aumento da espessura epitelial que foi dose dependente das concentracdes, justificando a
elevacdo dos eritrécitos e consequentemente a falta de oxigénio. O 2,4-D (DMA) pode ser um
alérgeno respiratério para anuros, por isso, recomendamos medidas de cautela para
exposicao prolongada de organismos aquéticos a este pesticida.

Palavras chave: Agrotéxico, pesticida, sal de dimetilamina, anfibio, anuro, larvas.



ABSTRACT

IN VIVO STUDY OF THE TOXICITY OF HERBICIDE 2,4-D (DMA® 806) ON BULLFROG
(Lithobates catesbeianus) EMBRYOS AND TADPOLES

The growing human population demands an expansive agricultural area, increasing the use
of fertilizers and pesticides. The uncontrolled use of these chemicals induces water and soil
contamination due to their refractory and toxic characteristics and has generated
environmental impacts that compromise the sustainability of ecosystems, especially aquatic
ones. It is known that impacts of pesticide exposure on the early development of amphibians
can disturb reproduction and affect the population dynamics of these animals. The aim of
this work was to evaluate the toxic effects of the herbicide 2,4-D (DMA® 806) on bullfrog
(Lithobates catesbeianus) embryos and tadpoles. We used the FETAX (Frog Embryo
Teratogenesis Assay Xenopus) assay for embryos and acute (96 h) and chronic (49 days)
toxicity tests for tadpoles as tools. In the chronic test, we evaluated healthiness (weight gain,
hepato and spleen-somatic Indexes), hematological profile (Total Leukocyte Count,
Differential Leukocyte Count, and thrombocyte, Hemoglobin rate, Erythrocyte Count and
Mean Corpuscular Hemoglobin) and histopathology (histopathological analysis of gills, skin
and kidney) of surviving tadpoles. The LCso.144sn (Median Lethal Concentration), ECso.144n
(Effective Concentration) and the TI (Teratogenic Index) of embryonic development were
791.91 mg/L, 592.62 mg/L and 1.34 of 2,4-D (DMA), respectively. For tadpoles, the LCso.96n
was 700.01 mg/L of 2,4-D (DMA). Our results indicate that this pesticide, in the short term, is
low teratogenic and low toxic for embryos and tadpoles of L. catesbeianus. However,
prolonged exposure in low concentrations indicated a possible inflammatory process and
polycythemia in tadpoles with a consequent decrease in the spleen, showing physiological
stress. Histopathology of the gills and skin revealed an increase in epithelial thickness that
was dose dependent on concentrations, justifying the elevation of erythrocytes and
consequently the lack of oxygen. 2,4-D (DMA) can be a respiratory allergen for frogs, so we
recommend precautionary measures for prolonged exposure of aquatic organisms to this

pesticide.

Keywords: Pesticide, agrochemical, dimethylamine salt, amphibian, anuran, larvae



1. INTRODUCAO GERAL

A crescente populagdo humana exige uma demanda expansiva em terras e recursos,
inclusive a area agricola, que quase quadruplicou devido a intensificagdo de praticas
agricolas, principalmente o uso de fertilizantes e pesticidas (FAOSTAT, 2017; Green et al.,
2005). Segundo previsdes, a natureza sera tao degradada, devido ao aumento da produgao
de alimentos, que haverd alteracdes na qualidade do ar e da dgua e na propagacdo de

doengas, o que induz um aumento na taxa de mortalidade (Cazalis et al., 2018).

O uso de pesticidas induz a contaminacdo da agua e do solo devido as suas
caracteristicas refratarias e toxicas (Cai et al., 2018). Em algumas aguas residuais agricolas, a
concentracdo de pesticidas pode chegar a 500 mg/L. Os herbicidas sdo a classe de pesticidas
mais utilizados no mundo (Huy et al., 2017; Jaafarzadeh et al., 2017; Li et al., 2017), dentre
eles, 0 2,4-D é uma das principais substancias utilizadas no controle de ervas daninhas (Jia et

al., 2017).
1.2. 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético)

Peterson et al. (2018) relatam que cada vez mais havera a utilizagdo de herbicidas em
quase todos os continentes. O 2,4-D comecou a ser utilizado na década de 1940 e teve uso
crescente nas décadas seguintes. Na década de 1960, era um dos ingredientes ativos de
herbicidas mais amplamente utilizados. Esse defensivo agricola é utilizado principalmente
em cultivo de graos, como soja, milho e arroz, e, no futuro, a tendéncia é cada vez mais sua
utilizagdo, devido ao seu baixo custo e bom desempenho (LeClere et al., 2018; Malaj et al.,

2019; U.S. EPA Report 2017).

Na Guerra do Vietnd, no século XX, o herbicida 2,4-D unido com o 24,5-
triclorofenoxiatético foi chamado de Agente Laranja. Este agrotoxico foi utilizado pelos
americanos que o pulverizavam por avides para desfolhar o esconderijo dos soldados
vietnamitas, causando problemas cronicos de sattde em milhdes de pessoas (Munro et al.,
1992). Atualmente, o Agente Laranja é proibido, porém o 2,4-D ainda é muito utilizado na
agricultura mundial. Existem variagdes nas formulacdes do 2,4-D. A férmula 2,4-D (DMA),
ou sal de dimetilamina, é derivada da sua forma éacida e foi classificado como extremamente

toxico e perigoso ao meio ambiente (EPA, 2005; Walters, 2011). Varios ésteres e sais de 2,4-D



com vérias propriedades foram fabricados e utilizados em produtos herbicidas e sofrem
hidrélise do 4cido em meios ambientais em taxas diferentes, dependendo das condicoes

especificas de pH, umidade e outros fatores (NPIC, 2008).

Existem diferentes nomes comerciais para o 2,4-D, como: Hedonal; 2,4-D; Estone;
Agrotect; Fernesta; Fernimine; Netagrone; Tributon; Vergemaster; Amoxone; Dicopur;
Dormone; Ipaner; Moxone; Phenox; Pielik; Rhodia; Weedone; B-Selektonon. Recentemente
foram aprovadas misturas de 2,4-D e outros ingredientes ativos, incluindo o glifosato, para

combater ervas daninhas resistentes a outros herbicidas (NCBI, 2015).

A principal via para a absorcdo do 2,4-D, é a pele (NPIC, 2008). Em 2018, a Agéncia
Internacional para a pesquisa em Cancer (IARC) classificou esse herbicida como
possivelmente carcinogénico para humanos, pois ndo existiam dados suficientes para
comprovar sua carcinogenicidade. Quando langado no ambiente, esse agrotéxico pode
atingir ambientes aquaticos por meio da lixiviacdo e, dependendo das condi¢des ambientais,
seu tempo de meia-vida pode variar de uma a varias semanas em condi¢des aerébicas e pode
exceder 120 dias em condic6es anaerdbicas. Por outro lado o 2,4-D pode ser degradado por
fotdlise em poucos dias, se encontrado na superficie da dgua. Esse pesticida ja foi detectado
em abastecimentos de 4gua potavel em diversos paises, como no Canadda e Estados Unidos,

onde o monitoramento de pesticidas na 4gua é mais constante (IARC 2018).

Foi verificado por Loos et al. (2010) que o 2,4-D encontrado na dgua de superficie estava
associado ao uso agricola e, em alguns casos, foi encontrado em dareas urbanas
provavelmente como resultado do uso desse pesticida para grama. Nesse estudo foram
analisadas amostras de dguas subterraneas de 23 paises europeus, o 2,4-D foi detectado em
apenas 3,7% das amostras. De acordo com o Programa Nacional de Avaliagdo da Qualidade
da Agua do Inquérito Geoldgico dos Estados Unidos em 1992-2001, o 2,4-D foi detectado
com uma frequéncia de 13% em 1465 amostras coletadas em 62 locais de dguas superficiais
agricolas e 13% em 523 amostras coletadas de 19 locais urbanos de aguas superficiais, com
base em um limite de deteccdo de 0,08 ng / L (USGS, 2006). A quarta edigdo de Diretrizes
para Qualidade da Agua Potavel (Guidelines for Drinking-water Quality), atribuem um
valor de 0,03 mg/L para 2,4-D e ja foram detectados valores maiores que o permitido (WHO,
2011). A necessidade do monitoramento do 2,4-D nas 4guas é necessaria tanto na area urbana

quanto no ambiente préximo aos cultivos que utilizam esse herbicida. Em muitos paises



ainda nado ha o controle da quantificagdo do 2,4-D ou as analises sao dificilmente divulgadas,
como no Brasil, por exemplo. O Sistema de Informagao de Vigilancia da Qualidade da Agua
para Consumo Humano (SISAGUA) quantifica esse herbicida em algumas regides do Brasil e
ja relataram a frequéncia do 2,4-D em muitas analises e ja foram detectados valores maiores
aos permitidos, porém os mesmos nao sdo divulgados (ANVISA, 2020). Esses valores sao
necessdrios para que testes toxicologicos sejam comparados as concentragdes

ambientalmente reais.

Testes ecotoxicolégicos de produtos quimicos, como os pesticidas, sdo de grande
importancia, pois avaliam sua toxicidade em organismos. Foram realizadas pesquisas
visando avaliar os efeitos toxicos do 2,4-D, por meio desses testes (agudos - curta duracdo e
cronicos - longa duragdo) em diversos organismos, como em plantas ndo alvo, ratos, células
humanas, microalgas, caramujos aquaticos, tecidos de peixe e embrides de anuros (Martinez-
Ruiz e Martinez-Jerénimo, 2018; Morgan et al., 1996). Em larvas de anfibios, testes cronicos
indicaram efeitos mutagénicos, alteragdes prejudiciais aos aspectos bioquimicos, fisiolégicos,
comportamentais e anormalidades morfologicas (Curi et al., 2019; Freitas et al., 2019; Mesak

et al., 2018).
1.3. Testes de toxicidade

No estudo de Grisolia (2005), é relatado que muitos agrotéxicos em uso apresentam risco
de mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade. Os organismos jovens na maioria
das vezes, sao mais sensiveis que os adultos e por este motivo, é importante ressaltar que os
testes de toxicidade devem ser realizados com individuos nos primeiros estagios de
desenvolvimento, respeitando-se o principio dos 3 R’s (Replace, Reduction and Refinement).
Esse principio tem o objetivo de substituir por exemplo, animais maiores por menores, como
a substituicdo de mamiferos como os roedores, reduzir o nimero de animais possiveis para a
realizagdo dos testes e sempre tentar diminuir cada vez mais a dor, estresse e sofrimento dos
animais como, por exemplo, por meio de anestésicos e analgésicos (CONCEA, 2016). Neste
sentido, o ensaio com ovos e girinos de Lithobates catesbeianus é considerado uma alternativa

a utilizagao de organismos adultos.

Foi proposto e validado por Bantle et al. (1994) um teste para embrides chamado FETAX
(Frog Embryo Teratogenesis Assay Xenopus), que é um teste de toxicidade aguda feita para

embrides da espécie africana Xenopus laevis. Esse teste constitui de uma agua reconstituida



(diversos sais) chamada FETAX, onde seria perfeito o desenvolvimento dos embrides.
Portanto, o teste tem um tratamento controle constituido somente dessa égua reconstituida
FETAX e tratamentos com essa dgua reconstituida mais as diferentes concentracdes do
quimico testado. Esse teste determina letalidade, alteracdes morfolégicas e concentracdo
inibitéria minima do crescimento dos embrides. Foi utilizado em diversos estudos focados na
avaliacao de substancias, produtos quimicos, misturas e amostras ambientais de agua e solo.
Este ensaio utiliza o X. Isevis devido as suas caracteristicas biologicas adequadas para
reproducdo em cativeiro (ciclo reprodutivo curto e habitat totalmente aquatico) e ao fato de
ser um excelente modelo experimental e pode ser adaptado para outras espécies como a ra-
touro (Lithobates catesbeianus) (Bruner et al., 2002; Cardoso-Vera et al., 2017; Fort et al., 2006;
Hu et al., 2016; Sacerdote e King, 2014).

A American Society for Testing and Materials - ASTM E 1439 - 98 (2012) é um guia de
procedimentos para a condugdo do teste FETAX. Essas normas abordam os procedimentos
empregados desde a aquisicdo e manutencdo dos reprodutores, alimentagdo, métodos de
inducao hormonal para a reproducdo, qualidade da dgua, até procedimentos empregados na

conducéao do teste.

Para animais maiores, como girinos, podem ser realizados testes de toxicidade aguda e
cronica e podem ser avaliados outros tipos de andlises para determinar os efeitos sub-letais
expostos aos produtos toéxicos, como por exemplo, o perfil hematolégico, indices hepato e
espleno-somaticos e andlise histologica (Carvalho et al., 2017; Zhu et al., 2019). O perfil
hematolégico, se alterado, pode indicar resposta fisiolégica contra o estresse ambiental,
podendo ser um biomarcador (Vosyliene, 1996). Os indices hepato e espleno-somaéticos (IHS
e IES) também sao importantes biomarcadores fisioldgicos, que podem fornecer informacdes
sobre reservas de energia e satide geral do organismo. Esses indices podem aumentar ou
diminuir significativamente, podendo indicar informacdes sobre possiveis impactos de

poluicdo (Van der Oost et al., 2003).

As alteragdes histopatologicas podem ser causadas por estressores ambientais e sdo
também ferramentas tteis para avaliar o impacto da toxicidade dos xenobiéticos nas fungoes
vitais de um organismo vivo (Teh et al., 1997). Alguns 6rgaos sao mais sensiveis de acordo
com a substidncia quimica testada. A pele e a branquia dos girinos, por exemplo, sdo

responsaveis por sua respiracdo e controle homeostatico. Constituem uma vasta superficie



epitelial e uma importante interface entre os tecidos internos e o ambiente externo. Estes
tecidos representam alvos preferenciais e sdo extremamente suscetiveis a xenobidticos.
Classicamente, os poluentes aquaticos e agrotoxicos promovem respostas epiteliais
adaptativas em peixes, caracterizadas por hiperplasia e hipersecrecao de muco (Vigério e
Sboéia-Morais, 2014). Pesticidas podem produzir sérias alteragdes histopatolégicas em anuros,

como por exemplo, a degeneracdo das células da epiderme (Bernabo et al., 2013).
1.4. Ra-touro (Lithobates catesbeianus)

O uso de pesticidas é um dos fatores determinantes para o declinio de anfibios (Agostini
et al., 2020; Grant et al., 2019). Segundo a revisao bibliografica de Slaby et al. (2019), impactos
da exposicao a pesticidas nos pardmetros reprodutivos e no desenvolvimento precoce de
anfibios, podem perturbar a reproducao e podem afetar, consequentemente, a dindmica da

populagdo desses animais.

O anfibio Lithobates catesbeianus (Frost et al., 2006), conhecida como ra-touro, é uma
espécie norte-americana de grande potencial econdmico. Por esse motivo, foi introduzido em
mais de 40 paises (Ficetola et al., 2007; Giovanelli et al., 2008). No Brasil, a ranicultura é uma
atividade comercial popular e em 2006 chegou a ser o maior produtor das Américas (Freitas
et al., 2017). A ra-touro (L. catesbeianus), por reproduzir-se com facilidade em cativeiro e ser
rastica é uma espécie de anfibio que se tornou um bom modelo experimental para ser usado
em testes toxicolégicos. Muitos estudos em relacdo a testes de toxicidade e estresse animal
foram realizados no Brasil (Franga et al., 2015; Rocha et al., 2010; Teixeira et al., 2012; Santana
et al., 2015). Por esses motivos, essa espécie de anfibio foi escolhida para a realizacdo desse

trabalho.

Este estudo objetivou avaliar os efeitos t6xicos causados pelo herbicida 2,4-D (DMA®
806) em embrides e girinos de ra-touro (L. catesbeianus) e contribuir para melhor
compreensdo sobre os danos desse pesticida em ambientes aquaticos. A dissertagdo é
apresentada na forma de capitulos, onde o “Capitulo 1 intitulado “Avaliacao do potencial
efeito teratogénico e toxico do herbicida 2,4-D (DMA® 806) em embrides e girinos de ra-
touro (Lithobates catesbeianus)”, serd submetido a revista de nivel A2 na drea de aquicultura e

recursos pesqueiros.
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CAPITULO 1

AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO TERATOG]AENI(;O E
TOXICO DO HERBICIDA 2,4-D (DMA® 806) EM EMBRIOES E
GIRINOS DE RA-TOURO (Lithobates catesbeianus)
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Avaliacao do potencial efeito teratogénico e toxico do herbicida 2,4-D

(DMA® 806) em embrides e girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial efeito teratogénico e tdxico do
herbicida 2,4-D (DMA® 806) sobre embrides e girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus).
Utilizamos como ferramentas o ensaio FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay Xenopus),
testes de toxicidade aguda (96 h) e cronica (49 dias) para girinos, e avaliamos aspectos de
saudabilidade, hematologia e histopatologia. A CLso-144n (Concentragdo Letal Mediana), CEso.
144n (Concentracdo Efetiva), a CMIC (Concentragcdo Minima de Inibi¢cdo de Crescimento) e o
IT (indice Teratogénico) sobre o desenvolvimento embrionério, foram respectivamente 792
mg/L, 593 mg/L, 150 mg/L de 2,4-D (DMA) e 1,34. Para girinos, a CLso-96n foi de 700,01
mg/L de 2,4-D (DMA). Nossos resultados indicam que esse pesticida, em curto prazo, €
pouco teratogénico e pouco tdxico para embrides e girinos de L. catesbeianus, porém pode
inibir seu crescimento embrionario em concentracbes menores as testadas. Entretanto, a
exposicdo prolongada dos girinos mesmo em concentragfes subletais indicou processo
inflamatorio e eritrocitose (com possivel policitemia), com consequente diminui¢do do bago,
evidenciando estresse fisiologico provavelmente por desidratacdo, que pode ser comprovada
pela vacuolizacdo e fusdo lamelar das branquias mesmo. Constatamos também injurias nos
rins e na pele dos animais. NOs hipotetizamos que o herbicida 2,4-D (DMA) pode ser um
alérgeno respiratorio para girinos de L. catesbeianus e recomendamos medidas de cautela para

exposicao prolongada de organismos aquaticos a este pesticida.

Palavras chave: Agrotoxico, pesticida, sal de dimetilamina, anfibio, anuro, larvas.

1. Introducdo

O crescimento da populagdo humana induz a demanda expansiva em terras e recursos
naturais para a producgdo de alimentos. Devido a énfase nesta situacdo, a humanidade enfrenta

ameagcas relacionadas a sua dependéncia da natureza, que estara cada vez mais degradada e
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por alteracfes do meio aquatico e atmosférico, havera transmissdes de doengas e aumento na
taxa de mortalidade como relatado nas previsdes de Cazalis et al. (2018). A producdo de
alimentos muitas vezes exige 0 uso de praguicidas. Entre estes, os herbicidas estdo entre os
mais utilizados (Maggi et al., 2019). Estes agrotoxicos, se mal utilizados, podem contaminar a
agua e o solo devido as suas caracteristicas de solubilidade, adsorcdo, entre outras. As
caracteristicas toxicas causam efeitos em organismos (Cai et al., 2018).

Estudos recentes (LeClere et al., 2018; Peterson et al., 2018) mostram o aumento da
dependéncia dos herbicidas na Asia, Oceania, Europa, América do Sul e América do Norte.
Atualmente, o herbicida fendxi mais utilizado no mundo é o 24-D (acido 24-
diclorofenoxiacético), devido ao seu baixo custo e bom desempenho (Amiri et al., 2018;
Wagner et al., 2018). Esse praguicida foi classificado como extremamente tdxico e perigoso
ao meio ambiente (EPA, 2005; Walters, 2011). E utilizado em cultivo de cana de acticar e de
grdos, como soja, milho e arroz, para o controle de ervas daninhas de folhas largas e, no
futuro, a tendéncia é cada vez mais sua utilizagdo (U.S. EPA Report 2017; Malaj et al., 2019).

O é&cido 2,4-D unido com o 2,4,5-triclorofenoxiatético foi chamado de Agente Laranja
quando utilizado na Guerra do Vietnd, pelos americanos, para desfolhar o esconderijo dos
soldados vietnamitas e causou problemas crénicos de saude em milhGes de pessoas (Munro et
al., 1992). A exposicdo cutanea é a principal via para a absorcdo do 2,4-D, e, em 2018, a
Agéncia Internacional para a pesquisa em Céncer (IARC) classificou esse herbicida como
possivelmente carcinogénico para humanos (IARC, 2018).

A meia-vida na agua desse praguicida varia de uma a varias semanas em condicdes
aerobicas e podem exceder 120 dias em condic¢des anaerobicas. Por outro lado, o0 2,4-D pode
ser degradado por fotolise em poucos dias, se encontrado na superficie da agua (WHO, 2003;

Su et al., 2018). Esse pesticida ja foi detectado em abastecimentos de agua potavel em
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diversos paises como no Canada, México e Brasil. (Félix-Cafiedo, et al., 2013; Munira et al.,
2018; ANVISA, 2020).

A revisdo bibliografica de De Castro Marcato et al. (2017) alerta de que os pesticidas,
embora importantes para a agricultura, precisam ser usados com mais cautela, aplicados
apenas nas quantidades indicadas e, na medida do possivel, substituidos por outros métodos
menos prejudiciais a0 meio ambiente e a biodiversidade, pois mesmo em baixas
concentracdes, esse praguicida pode ter efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos nas
plantas, além de alteracdes histoldgicas, fisiologicas e comportamentais em animais.

Estudos toxicoldgicos vem sendo realizados utilizando o herbicida 2,4-D e mostrando
seus efeitos em diversos organismos como ratos, insetos, peixes e anfibios (Rocha et al.,
2020; Ledo et al., 2019; Es Ruiz de Arcaute et al., 2019; Moutinho et al., 2020). Em larvas de
anfibios, testes crénicos indicaram efeitos mutagénicos, alteracdes prejudiciais aos aspectos
bioquimicos, fisioldgicos, comportamentais e anormalidades morfolégicas (Curi et al., 2019;
Freitas et al., 2019; Mesak et al., 2018). O uso de praguicidas € um dos fatores determinantes
para o declinio de anfibios (Agostini et al., 2020; Grant et al., 2019). A reviséo bibliografica
de Slaby et al. (2019) mostra a importancia de testes toxicolégicos em anfibios e os impactos
da exposicdo a praguicidas nos parametros reprodutivos e no desenvolvimento precoce desses
animais, que podem perturbar a reproducdo e podem afetar, consequentemente, a dinamica da
populacéo.

Testes toxicolégicos vem cada vez mais empregando o principio dos 3 R’s (Replace,
Reduction and Refinement), que tem o objetivo de substituir animais adultos pelos mais
jovens, sendo 0s organismos jovens frequentemente mais sensiveis que os adultos, também
tem o objetivo de reduzir o minimo de organismos possiveis para a realizacdo dos testes e

reduzir a dor e sofrimento dos animais através de por exemplo, anestésicos e analgésicos
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(Hampshire et al., 2018). Neste sentido, 0 ensaio com ovos e girinos de Lithobates
catesbeianus é considerado uma alternativa a utilizacdo de organismos adultos.

O teste FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay Xenopus) é um teste de toxicidade
aguda que utiliza embrides da espécie africana Xenopus laevis e determina letalidade,
alteracdes morfoldgicas e concentracdo inibitdria minima de crescimento (ASTM, 2012).
Basicamente, consiste na exposi¢do dos organismos em uma solucdo onde o desenvolvimento
dos embrides seria perfeito. Essa solucédo (i. e. FETAX), também ¢ a base para a diluicdo do
xenobidtico a ser testado. Este teste foi proposto por Bantle et al. (1994) e através dele ja
foram avaliadas diversas substancias, produtos quimicos, misturas e amostras ambientais de
agua e solo (Cardoso-Vera et al., 2017). Esse teste aborda os procedimentos empregados
desde a aquisi¢do e manutencdo dos reprodutores, alimentacdo, métodos de indugdo hormonal
para a reproducdo, qualidade da agua, até procedimentos empregados na conducdo do teste
FETAX propriamente dito. Entretanto, algumas pesquisas adaptam o teste e seus protocolos
para outras espécies (Bruner et al., 2002; Fort et al., 2006; Hu et al., 2016; Sacerdote e King,
2014).

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial efeito teratogénico e tdxico do
herbicida 2,4-D (DMA® 806) em embribes e girinos de ré-touro (L. catesbeianus), sendo o

primeiro a reportar o efeito teratogénico desse herbicida em embrides dessa espécie de anuro.

2. Material e Métodos

Este estudo foi desenvolvido em condicdes éticas e de acordo com diretrizes
institucionais, nacionais e internacionais sobre 0 uso de animais na pesquisa e com a
permissdo do Comité de Etica e Experimentacdo Animal do Instituto de Pesca/SP/Brasil

(Protocolo n° 06/2019).
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Para todos os testes de toxicidade, as diluicdes foram feitas diretamente da formula
comercial do herbicida 2,4-D (DMA® 806 BR; 806 mg/L - acido 2,4-diclorofenoxiacético —
CAS 2008-39-1). Para a quantificacdo do 2,4-D (DMA) foi utilizado como base o estudo de
Freitas et al. (2019) que encontrou os Limites de Quantificacdo (LQ) e de Deteccdo (LD),
obtidos pelo método do sinal, comparando o sinal analitico das amostras em baixas
concentracdes do 2,4-D (DMA) com o ruido na linha de base. A concentracdo na qual a
relacdo sinal/ruido foi observada na proporcéo de 10:1 e 3:1 para LQ e LD, respectivamente.
Foi determinado que 0 LQ do método era de 1,0 ug/L ¢ o LD era de 0,2 pg/L.

Os exemplares de L. catesbeianus (rd-touro) foram adquiridos em um Ranario
Experimental na cidade de Pindamonhangaba/SP/Brasil.

2.1.FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay Xenopus)

Casais adultos de L. catesbeianus foram selecionados de acordo com suas
caracteristicas fenotipicas adequadas a reproducdo, mantidos em laboratério, em temperatura
controlada e induzidos artificialmente & reproducdo, utilizando o horménio Sincroforte®
(acetato de buserelina = 0,04 mg), na concentracdo de 0,0042 g¢/L, de acordo com a
metodologia de Agostinho et al. (2000). Apds a obtencdo das desovas, os testes foram
realizados com os ovos logo apo6s a fertilizacdo (estagio 12; Gosner, 1960).

O desenvolvimento embrionario foi acompanhado seguindo as técnicas recomendadas
pela American Society for Testing and Materials — ASTM E 1439 — 98 (2012) e FETAX
(Bantle et al., 1994) e adaptadas de acordo com o tempo de desenvolvimento da espécie para
as condic¢es subtropicais (Cribb et al., 2013). De acordo com estas recomendaces a solugédo
FETAX foi composta por: 0,625 g de cloreto de sodio - NaCl, 0,096 g de bicarbonato de
sodio - NaHCOs, 0,030 g de cloreto de potéssio - KCI, 0,075 g de sulfato de magnésio -
MgSOs, 0,015 g de cloreto de célcio — CaClz e, 0,060 g de sulfato de calcio - CaSO4 para cada

litro de agua destilada. Os testes foram conduzidos até que os embribes de L. catesbeianus do
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grupo controle negativo atingissem o estagio 24 de Gosner (1960), equivalente ao estagio 46
de Nieuwkoop e Faber (1975), estabelecido para X. laevis. Foram realizadas algumas outras
adaptacOes ao teste original, tais como a utilizagdo de mais um controle negativo composto
pela agua onde os animais eram cultivados, e a ciclofosfamida como controle positivo, devido
ao seu baixo custo-beneficio e também responder positivamente a toxicidade e
teratogenicidade dos embrides (Vismara e Caloni, 2007).

Os testes preliminares foram feitos de acordo com Morgan et al. (1996) que trabalhou
com 2,4-D e embrides e larvas de X. laevis. Os testes definitivos foram conduzidos em
laboratdrio climatizado, com controle de temperatura (23 + 1°C). Foram colocados 25 ovos
por réplica em placas de Petri acrescidas de 40 mL da solucdo FETAX. Cada tratamento foi
constituido por duas réplicas simultaneas, mais Controle negativo (apenas a solucdo FETAX)
com quatro réplicas, Controle negativo (agua natural de cultivo local) e Controle positivo
(ciclofosfamida diluida em solu¢do FETAX) (Fort et al., 1998). Os valores da Concentracéao
Letal Mediana (CLso-144n) € Concentracdo Efetiva Mediana (CEso-144n) utilizados para a
ciclofosfamida foram 5,27 e 0,13 g/L, respectivamente. As placas foram cobertas com plastico
preto para evitar a incidéncia de luz e consequente degradacao do herbicida por fotdlise.

Os resultados dos testes preliminares foram utilizados para a realizagdo do teste
definitivo com as seguintes concentragdes: Controle negativo com a solugdo FETAX;
Controle Negativo com agua Natural; Controle positivo com Ciclofosfamida (CLsg); Controle
positivo com ciclofosfamida (CEsp); T150 (150 mg/L); T300 (300 mg/L); T450 (450 mg/L);
T600 (600 mg/L); T750 (750 mg/L); T900 (900 mg/L); T1050 (1050 mg/L) e T1200 (1200

mg/L), conforme a Figura 1.
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Controle Negativo 1 (solugao FETAX)'
Controle Negativo 2 (4gua de cultivo)
Controle Positivo - Ciclofosfamida CLs,
Controle Positivo - Ciclofosfamida CEx
T150 (150 mg de 2,4-D/L em agua FETAX)
T300 (300 mg de 2,4-D/L em agua FETAX)
T450 (450 mg de 2,4-D/L em agua FETAX)
T600 (600 mg de 2,4-D/L em agua FETAX)
T750 (750 mg de 2,4-D/L em agua FETAX)
T900 (900 mg de 2,4-D/L em agua FETAX)
T1050 (1050 mg de 2,4-D/L em agua FETAX)
T1200 (1200 mg de 2,4-D/L em agua FETAX)

Figura 1. Representacdo esquematica do teste FETAX em embriGes de rd-touro (Lithobates catesbeianus)
expostos ao herbicida 2,4-D (DMA). Controle Negativo 1 (contém apenas a solucdo FETAX); Controle
Negativo 2 (contém apenas a agua de cultivo originaria da represa local); Controle Positivo CLso (5,27 g de
ciclofosfamida/L de solugdo FETAX); Controle Positivo CEsp (0,13 g de ciclofosfamida/L de solu¢do FETAX);
T150 = 150 mg de 2,4-D (DMA)/L; T300 = 300 mg de 2,4-D (DMA)/L; T450 = 450 mg de 2,4-D (DMA)/L;
T600 = 600 mg de 2,4-D (DMA)/L; T750 = 750 mg de 2,4-D (DMA)/L; T900 = 900 mg de 2,4-D (DMA)/L;

T1050 = 1050 mg de 2,4-D (DMA)/L; T1200 = 1200 mg de 2,4-D (DMA)/L.

A avaliacdo da mortalidade foi diaria e os embrides mortos foram registrados,
retirados dos recipientes e descartados. Ao final do teste, os embrides sobreviventes foram
fixados em solucdo de formaldeido a 3% para analise das malformacdes e de crescimento. As
malformacdes, em cada categoria, foram registradas em formato padrdo, e comparadas ao
“Atlas de anormalidades” desenvolvido por Bantle et al. (1991). Foram determinados a CLso
(embrioletalidade), CEso (para malformacdo) o indice Teratogénico (IT) e concentracio

minima para inibico do crescimento (CMIC). O Indice Teratogénico ou IT é uma medida de
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risco de desenvolvimento. O ensaio FETAX emprega indice IT para dimensionar o potencial
teratogénico das substancias. Este indice é obtido dividindo a CLso pela CEso. Um ponto de
corte de IT = 1,5 é empregado para classificar as substancias embriotoxicas em claramente
teratogénicas (IT>1,5), pouco ou nao teratogénicas (IT<1,5). A concentracdo minima para
inibicdo do crescimento (CMIC) também é determinada no ensaio, pela mensuracdo do
comprimento de cada embrido (cabeca-cauda) e determinando se uma concentracdo em
particular é diferente do controle (ASTM, 2012).

2.2.Testes de toxicidade: girinos

Os girinos foram selecionados e coletados entre os estagios 31 e 36 da tabela de
Gosner (1960). As técnicas para conducdo dos testes de toxicidade aguda e crénica seguiram
as recomendacdes feitas pelas técnicas internacionais da American Society for Testing
Materials - ASTM E729 - 96 (2014).

Para a aclimatacdo, os animais foram mantidos em condices laboratoriais cujas
instalacBes permitiram o controle e manutencdo da temperatura ambiente e fotoperiodo, por
um periodo de sete dias. Durante os testes, foram aferidos os parametros fisicos e quimicos da
agua: temperatura e oxigénio dissolvido (OD) utilizando-se o oximetro digital Lutron DO-
5519 e, pH, dureza, alcalinidade, amonia tdxica e amonio utilizando-se a metodologia do
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater — 20th Edition (APHA
2005).

2.2.1.Toxicidade aguda — Determinacgéo da CLso

Os testes tiveram duracdo de 96 horas e foram conduzidos em sistema estatico, sendo
realizados em aquarios preenchidos por 6 L com agua de abastecimento urbano, declorada por
pernoite. Os aquérios foram dotados de aeracdo individual e cobertos por filme plastico
transparente para evitar perdas por evaporagdo. Foram utilizados 168 girinos (6

animais/aquario) distribuidos em 4 réplicas para cada tratamento nas concentragdes de 0, 450,
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550, 650, 750, 850 e 950 mg de 2,4-D (DMA)/L. Os parametros fisicos e quimicos da agua
foram mensurados 24 e 96 horas apds o inicio do teste. Durante o teste 0s organismos nédo
foram alimentados. A densidade inicial utilizada foi de 1 animal/L. A temperatura ambiente
no laboratorio de bioensaios foi mantida através de condicionador de ar regulado em 24 +
1°C. O fotoperiodo foi de 24h escuro, pois os aquarios foram revestidos externamente com
sacos plasticos pretos para evitar a degradacédo por fotolise do produto quimico 2,4-D (DMA).
A toxidade CLsogsh Observada foi comparada de acordo com a classificagdo do Globally
Harmonized System 0-96hf Classification and Labeling of Chemicals (GHS, 2011), onde esta
estabelecido que os compostos podem ser classificados em trés categorias ap0s exposi¢do por
96 h: alta toxicidade (CLso <1 mg/L), toxicidade moderada (CLso entre 1 e 10 mg/L) e baixa
toxicidade (CLso> 10 mg/L). Apo0s os testes de toxicidade aguda, e uma vez determinada a
CLso-96h, foi iniciado o teste de toxicidade cronica.

2.2.2. Toxicidade crbnica

Os testes de toxicidade cronica tiveram duracdo de 49 dias, com renovacdo das
solucBes (H20 + 2,4-D (DMA)) a cada 7 dias, ou seja, 7 re-intoxicacdes, caracterizando um
teste semi-estatico (com renovacdo da agua). Foram distribuidos 160 girinos em 4
tratamentos, com 4 réplicas cada um, sendo intoxicados com 3 doses: CLsg-g6n/2, CL50-96n/10 €
CLso96n/100 € um controle negativo (sem adicdo do produto). Os pardmetros fisicos e
qguimicos da dgua foram mensurados antes e depois da renovacdo das solugdes. A densidade
foi de 1 animal/L, com o total de 10 girinos por aquario, também preenchidos por agua
declorada por pernoite. O fotoperiodo foi 12:12h (claro/escuro). Os aquarios e a agua utilizada
no experimento seguiram 0s mesmos padrdes do teste de toxicidade aguda.

Os animais foram alimentados todos os dias no periodo da tarde com ragdo (Guabi) de
38% PB, 7,5% EE, 4,5% FB e 13% MM com 1% da massa média dos girinos em cada aquario.

No ultimo dia de experimento do teste cronico, 12 animais de cada tratamento (3 de cada unidade
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experimental) foram coletados aleatoriamente, anestesiados para a coleta de sangue e
eutanasiados para a coleta de 6rgdos, como descrito a seguir.

2.2.2.1.Saudabilidade, perfil hematolégico e analise histopatoldgica

Foram registradas as mortalidades diariamente, do inicio até o final da experimentacao
do teste cronico. A massa dos animais foi mensurada em balanca digital com preciséo de 1g,
no primeiro e no ultimo dia do teste, somando os 10 girinos de cada unidade experimental por
tratamento.

As coletas de sangue foram realizadas a partir da puncdo do sangue do vaso caudal
com auxilio de ponteiras heparinizadas de 48 animais expostos (3 de cada unidade
experimental, ou seja, 12 por tratamento) depois de aplicar a lidocaina (50 mg/g) utilizada
como anestésico local de acordo com a resolucdo normativa do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2016). A contagem de eritrocitos (RBC) foi
feita com auxilio de cdmara de Neubauer e microscopio optico (400x), utilizando-se a solugédo
de Hayem como diluente. A taxa de hemoglobina (Hb) foi mensurada por espectrofotémetro,
através do método da cianometahemoglobina. Com os resultados da RBC e Hb, foi
determinado o indice hematimétrico Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) que resulta na
guantidade de hemoglobina existente em cada eritrécito. Esse indice é utilizado para a
classificacdo de anemias. Foram realizadas a Contagem Total de Leucécitos (CTL - 2000
células por lamina) pelo método indireto segundo Hrubec e Smith (1998) e Contagem
Diferencial de Leucdcitos (CDL — 200 leucdcitos por lamina) das células sanguineas. As
extensdes sanguineas foram realizadas em duplicada. As laminas foram coradas com
coloragdo de Romanowsky, mascaradas, codificadas e examinadas sob microscopia de luz
comum, com objetiva de imersdo (1000x). As células foram classificadas conforme sua

morfologia e visualizagdo ao microscopio (eritrdcitos, linfdcitos, neutrofilos, basofilos,
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eosinofilos, mondcitos e trombdcitos), tomando-se por base os critérios adotados por Turner
(1988).

Ap0ds a retirada do sangue 0s animais ndo retornaram aos aquarios sendo anestesiados
com eugenol (7 mL/L) em gelo, e eutanasiados para a retirada do figado e baco para a
realizacéo dos calculos dos indices hepato e espleno-somaticos (IHS e IES) que foram obtidos
através da pesagem desses 0rgaos e de cada girino em balanca analitica de precisdo de 0,0001
g, através da metodologia proposta por Quentel e Obach (1992), cujo calculo divide a massa
hepatica/esplénica (g) pela massa do animal (g) e multiplica-se por 100. Também foram
retiradas e armazenadas, em formol tamponado 10%, as branquias, pele e rim para a
realizacdo da analise histologica.

A analise histologica seguiu o protocolo padronizado por Michalany (1990) na qual a
fixacdo em formaldeido foi substituida pelo processo de desidratacdo em série crescente de
etanol. A emblocagem foi feita em parafina seguida de cortes de 4 pum de espessura com 0
auxilio de micrétomo Hyrax Zeiss®. Por fim coloragdo de Hematoxilina/Eosina (H&E). A
observacdo e registro das imagens foram feitas sob microscépio de luz CarlZeissAxioScope.
Al® e software de captura de imagem ZEN®.

2.3.Anélise estatistica

As Concentracfes Letais Medianas e Concentracdo Efetiva Mediana do agrotoxico
foram estimadas através do Software GW-Basic 3,0, de acordo com o método estatistico
“Trimmed Spearman Karber” (Hamilton et al., 1977). A CMIC foi determinada através do
teste t de Student. Os dados de ganho de peso, IHS, IES, CTL, CDL, RBC, Hb e HCM,
obtidos nesse estudo foram submetidos a analise de variancia (ONE-WAY ANOVA). Os
assuntos de normalidade e homogeneidade das variancias dos residuos foram respectivamente

verificados pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. A transformacéo logio(x+1) foi aplicada
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em caso de ndo satisfacdo dos assuntos. Quando diferencas significativas entre 0s tratamentos
foram detectadas (p<0,05) o teste a posteriori de Tukey foi utilizado. Em caso de dados néo-
paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e como teste a posteriori o Multiple
Comparison test (Zar, 1999).

3. Resultados
3.1.FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay Xenopus)
A ClLso-144n, @ CEsp144n € 0 IT para embrides de ré-touro (L. catesbeianus) foram

respectivamente 791,91 mg/L; 592,62 mg/L de 2,4-D (DMA) e 1,34. A CMIC resultou em
150 mg/L, havendo diferenca significativa em todos os tratamentos em que o herbicida era
presente em relacdo ao controle (p<0,001). Na Figura 2 sdo apresentados os resultados da
mortalidade acumulada (%) dos animais durante o ensaio FETAX. Pode-se observar aumento
gradativo da mortalidade dos embriGes de acordo com o aumento das concentragdes do
herbicida. A mortalidade foi evidenciada nas concentragcdes maiores que 600 mg/L, sendo que

para os tratamentos T1050 e T1200 a mortalidade foi de 100%.
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Figura 2. Porcentagem de mortalidade acumulada de embrides de ra-touro (Lithobates catesbeianus) expostos ao
herbicida 2,4-D (DMA) durante o ensaio FETAX. C = controle; T150 = 150 mg 2,4-D (DMA)/L; T300 = 300
mg 2,4-D (DMA)/L; T450 = 450 mg 2,4-D (DMA)/L; T600 = 600 mg 2,4-D (DMA)/L; T750 = 750 mg 2,4-D
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(DMA)/L; T900 = 900 mg 2,4-D (DMA)/L; T1050 = 1050 mg 2,4-D (DMA)/L; T1200 = 1200 mg 2,4-D
(DMA)/L.
A Figura 3 representa imagens de exemplos de embrides malformados de L.

catesbeianus apds exposicao a algumas concentragdes do 2,4-D (DMA). Os pontos finais de
toxicidade para o desenvolvimento avaliado incluem malformacdes (por exemplo, externas,
viscerais, esqueléticas), variacbes (por exemplo, hipopigmentacdo) e crescimento (por
exemplo, corpo atrofiado). Foram encontradas malformacOes axiais na cauda, edema

abdominal e deformacdo do intestino.

A

Figura 3. Imagens da fase larval de ré-touro (Lithobates catesbeianus) expostos ao herbicida 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) (DMA). A - Girino normal do controle. B seta indicando deformagdo da cauda e do
abdémen — 900 mg de 2,4-D (DMA)/L. C seta indicando deformac&o do intestino — 750 mg de 2,4-D (DMA)/L.
D seta indicando edema abdominal e deformagfes na cauda — 600 mg de 2,4-D (DMA)/L. Lupa (Nikon SMZ
745T). Aumento 10x.
3.2.Testes de toxicidade: girinos

3.2.1.Toxicidade aguda — Determinacéao da CLso

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua foram: temperatura: 23,8
+0,7°C; OD: 6,0 £ 1,6 mg/L; pH: 7,6 + 0,4; dureza: 56,31 + 5,01 mg/L; amdnia tdxica
(NHs): 1,02 £ 0,53 % e alcalinidade 30,04 + 2,72 mg/L. A CLso-96n foi de 700,01 mg de 2,4-D
(DMA)/L. O am6nio (NH.s") foi de 0,5 mg/L aumentando gradativamente conforme as

concentracdes e o tempo de exposicdo ao 2,4-D (DMA). Na Figura 4 sdo apresentados os

resultados da mortalidade acumulada (%) dos animais durante o ensaio com duragdo de 96h.
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Né&o foi observada mortalidade no grupo controle.
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Figura 4. Gréfico da porcentagem de mortalidade acumulada de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)
expostos ao herbicida 2,4-D (DMA). C = controle; T450 = 450 mg/L; T550 = 550 mg/L; T650 = 650 mg/L;
T750 = 750 mg/L; T850 = 850 mg/L; T950 = 950 mg/L.

3.2.2.Toxicidade crbnica

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua antes e depois da
renovacéo das solucbes foram respectivamente: temperatura: 23,1 + 0,9 e 23,1 + 1,2 °C; OD:
6,9+0,6¢e65+0,7mg/L; pH: 7,0 £ 0,1 e 7,2 + 0,3; dureza: 27,05 + 2,00 e 39,89 + 2,32
mg/L; amonia téxica: 0,63 + 0,47 e 1,04 £+ 0,58 %; alcalinidade: 23,30 + 2,44 e 49,35 + 3,89
mg/L. O ion ambnio (NH4") teve valor médio inicial (antes das renovacGes das solucdes) de
1,04 + 0,36 mg/L aumentando gradativamente conforme o tempo e as concentragdes de 2,4-D
(DMA) até o valor maximo médio (apds a renovacédo das solucgdes) de 16,95 + 0,72 mg/L na

concentragdo de 350 mg/L.

3.2.2.1.Saudabilidade
Apos determinacdo do CLso-gen foram utilizadas para o teste crbnico as seguintes
concentragdes: C — controle (sem adi¢do do produto), T7 (7 mg/L), T70 (70 mg/L) e T350

(350 mg/L), nas condicBes ja descritas na metodologia. Ndo houve mortalidade de girinos
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durante o teste cronico no intervalo de concentracdes de 7 a 350 mg de 2,4-D (DMA)/L,
exposto por 49 dias, mesmo com a renovacado das solucGes a cada 7 dias. A massa média dos
girinos no inicio experimento foi de 27,8 £ 1,5 g. Ao final de 49 dias houve perda de peso,
estatisticamente significativa (p<0,001), no tratamento T350.

O valor médio de IHS foi de 3,61 + 0,93 %, ndo havendo diferenca significativa entre
os tratamentos. Os resultados de IES demonstraram diferencas altamente significativas
(p<0,001) entre os tratamentos onde o 2,4-D (DMA) era presente, que foram menores em

relacdo ao controle (Figura 5).
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Figura 5. Indice Espleno-Somatico (IES) (%) de girinos de ri-touro (Lithobates catesbeianus) expostos por 49
dias ao herbicida 2,4-D (DMA). C = controle; T7 =7 mg 2,4-D (DMA)/L; T70 = 70 mg 2,4-D (DMA)/L; T350

= 350 mg 2,4-D (DMA)/L.

3.2.2.2.Perfil hematoldgico
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Os resultados da Contagem Total de Leucdcitos (CTL) e Contagem Diferencial de
Leucocitos (CDL) e Contagem Total de Trombadcitos sdo apresentados na Tabela 1. Houve
aumento significativo (p<0,05) no numero absoluto de linfocitos e neutrofilos e
consequentemente de leucdcitos no tratamento de maior concentracdo (T350) em relacédo aos
demais. Ndo houve alteracbes relevantes entre os tratamentos em relacdo aos basofilos,

eosinofilos, mondcitos e trombaocitos dos girinos apos 49 dias de exposicdo (Tabela 1).

28



Tabela 1. Média e erro padrdo do nimero absoluto da Contagem Total de Leucdécitos, Contagem Diferencial de Leucécitos e trombécitos de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus) expostos por 49 dias ao herbicida 2,4-D (DMA) em diferentes concentracdes.

Lc Lf Nt Bs Es Mn Th
C 669387 +1214,712 641596 +1140942 19944 +70,732 4045+1341 31,07 +1557 694+6%4 55945+ 32504
T7 8167,67 +591,202 7675,65+544,862 39547+136,712 5712+3422 14454883 2498+1904 74117 +54637
T70  7186,70+684,632 6758,28+613592 35045+ 128,052 42,88+1603 1826+882 1683+627 51833+304,24
T350 1110327+124925° 1042242 +120032° 551,17 +90,65° 69,65+14,95 34,68+1328 2534+1453 42357 +18575

Lc (leucdcitos totais/uL3); Lf (linfocitos/uL®); Nt (neutrofilos/pL®); Bs (basofilos/uL3); Es (eosinofilos/pL®); Mn (mondcitos/uL®) e Th (trombdcitos/uL3). C = controle; T7 =

7 mg/L; T70 = 70 mg/L; T350 = 350 mg/L. (n= 48). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos.
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Os resultados da contagem de eritrocitos (RBC), taxa de hemoglobina (Hb) e
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) estdo presentes na Tabela 3. Houve aumento
de RBC em todos os tratamentos com a presenca do herbicida. A estatistica evidenciou
diferenga significativa (p<0,05) somente entre o controle e os tratamentos T7 e T350.
Também houve aumento gradativo da Hb com as concentragdes crescentes do herbicida,
mas neste caso, o tratamento T350 foi significativamente diferente (p<0,05) em relagdo
ao controle e o T7. Nao houve diferenca significativa do indice HCM entre os

tratamentos, apesar de ter ocorrido aumento gradativo dos valores em T70 e T350.

Tabela 3. Média e erro padrdo do nimero de eritrécitos (RBC), taxa de hemoglobina (Hb) e Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM) dos girinos (Lithobates catesbeianus) expostos por 49 dias ao 2,4-D (DMA)

em diferentes concentragdes.

RBC Hb HCM
C 12,46 +£1,092 2,34 +0,298 2,02+0,322
T7 18,42 +1,78 " 2,47+0,262 1,47 +£0,17 %
T70 14,37 + 0,98 2 3,34 £0,30 % 2,37+0,25%
T350 17,54 + 1,06 ° 4,23+0,21° 2,49 + 0,17 &

RBC (10* células/uL); Hb (g/dL); HCM (pg). C = controle negativo; T7 = 7 mg/L; T70 = 70 mg/L; T350

= 350 mg/L. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

3.2.2.3.Anélise histopatolégica

A andlise histopatoldgica das branquias, rins e pele dos girinos de L.
catesbeianus evidenciou injurias que tiveram relacdo direta com o aumento das
concentragdes do herbicida 2,4-D (DMA) mesmo em dosagens subletais. Isso foi
demonstrado em todas as amostras analisadas. Nas Figuras 6, 7 e 8 descrevemos as

principais alteragdes.
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Figura 6. Fotomicrografia comparativa de branquias de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)

expostos por 49 dias ao herbicida 2,4-D (DMA). A — Filamento do arco branquial com ramificagdes
secundarias, CT — cartilagem, FL — Filamento (Controle negativo) aumento 200x. B - Vacuolizacdo
citoplasmatica (T7 = 7 mg/L) aumento 400x. C — Vacuolizagdo citoplasmatica intensa (T70 = 70 mg/L)
aumento 400x. D — Vacuolizacdo, hiperplasia e fusdo lamelar (T350 = 350 mg/L). Aumento 200x.

Coloracdo H&E.

Nas branquias das larvas de ra-touro do presente estudo, houve injurias como a
vacuolizagdo citoplasmatica nos tratamentos em que o herbicida era presente. E no

tratamento de maior concentracéo (T350) houve fusdo lamelar.
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Figura 7. Fotomicrografia comparativa de rins de girinos de ré-touro (Lithobates catesbeianus) expostos

por 49 dias ao herbicida 2,4-D (DMA). A — (Controle negativo) aumento 100x. Tubulos renais (setas
pretas), células da linhagem hematopoiética (seta preta e larga), glomérulo e Capsula de Bowman (seta
branca) B — Desorganizacdo tecidual e infiltragdo linfocitéaria (seta) (T7 = 7 mg/L) aumento 100x. C —
Hipertrofia dos tubulos renais e células com perda do ndcleo (setas) (T70 = 70 mg/L) aumento 400x. D —
Intensa desorganizagdo tecidual com perda das estruturas celulares, infiltracdo linfocitéria (seta) e areas

de necrose tecidual (T350 = 350 mg/L). Aumento 100x. Coloracdo H&E.

Houveram alteragdes prejudiciais nos rins dos girinos como a desorganizacao
tecidual, infiltracdo linfocitaria, hipertrofia dos tGbulos renais, células com perda do

nlcleo e areas de necrose tecidual nos tratamentos em que o herbicida era presente.
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Figura 8. Fotomicrografia comparativa de pele de girinos de rd-touro (Lithobates catesbeianus) expostos
por 49 dias ao herbicida 2,4-D (DMA). A — EP — Epiderme normal (seta), GG — Glandula Granulosa
(Controle negativo) aumento 200x. B - Hiperplasia epitelial, (T7 = 7 mg/L) aumento 400x. C — GG -
Glandula Granulosa - células da epiderme com pigmentos (seta) (T70 = 70 mg/L) aumento 200x. D —
Destruicdo da camada epitelial (estrato germinativo — seta branca), GG - Glandula Granulosa

(vacuolizacdo da glandula — seta preta) (T350 = 350 mg/L) aumento 100x. Coloragcdo H&E.

Houveram alteracOes prejudiciais na pele dos girinos como a hiperplasia epitelial
observada nos tratamentos T7 E T70 e a degeneracdo da camada epitelial pela maior

concentragdo do herbicida testado (T350).

4. Discussao

Os resultados de CLso-144n, CEso-144n € IT comprovam que esse agrotoxico, em
curto prazo, para embrides de L. catesbeianus, é pouco toxico (CLso> 10 mg/L) de
acordo com o GHS (2011) e pouco teratogénico (IT<1,5) de acordo com a ASTM
(2012). Morgan et al. (1996) encontraram valores para CLso-9sh, CEso-06h € IT menores a

esse estudo, expondo embrides de Xenopus laevis ao 2,4-D, demonstrando maior
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sensibilidade desses anuros ao pesticida testado, ratificando a baixa classificagdo
toxicologica e teratogénica do 2,4-D, porém em nosso estudo, malformacdes nos
embrides foram observadas e consistiram em deformagfes do intestino, edemas e
deformacéo da cauda. Malformagdes foram relatadas em diversos estudos como o0s
trabalhos de Aronzon et al. (2010) e Curi et al. (2019), que também observaram
deformacbes no intestino e na cauda causadas pelo 2,4-D em diversas espécies de
girinos e também no peixe-zebra (Danio rerio) em sua fase larval (Gaaied et al., 2019).
Da mesma forma, Lenkowski et al. (2010b) reportaram diferenca significativa da
malformacédo do intestino e edemas de X. laevis na fase larval, porém, a partir de 60 mg
de 2,4-D/L em 48 h de exposicdo com apenas uma renovagao das solucdes. Isso pode
ser devido a interrup¢cdo de uma via de sinalizacdo especifica da morfogénese visceral,
como demonstrado para a atrazina em girinos de X. laevis nos trabalhos de Lenkowski
and McLaughlin (2010a). Avaliando a toxicidade do diclofenaco, Cardoso-Vera et al.
(2017) comparam as respostas entre X. laevis e L. catesbeianus durante o
desenvolvimento embrionario, observando semelhancas em ambas espécies em relacao
a inibicdo do crescimento e diversas malformagGes, incluindo principalmente
malformacdes axiais na cauda e na notocorda, edema e hipopigmentacdo. A CMIC
obtida no presente estudo foi a menor concentragdo entre os tratamentos do
experimento. Lembrando que, no tratamento T150 ndo houve deformidades nos girinos,
evidenciando que a CMIC ainda pode ser menor do que as testadas. Existem poucos
trabalhos sobre a CMIC em relacdo a exposi¢do do 2,4-D em animais e recomendamos
mais testes em concentracdes menores para o calculo da CMIC.

A ClLso-96h do 2,4-D (DMA) para girinos condiz com trabalhos que relatam que
esse herbicida ndo é agudamente toxico para diversas espécies de anuros (Cooke, 1972;

Curi et al., 2019; Morgan et al., 1996). Freitas et al. (2019) trabalhando com girinos de
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L. catesbeianus no estagio 25 de Gosner (1960) encontraram valores de CLso-g6n bem
semelhantes ao presente estudo (574,52 mg de 2,4-D (DMA)/L). Esse valor € menor ao
encontrado no presente estudo, porém utilizamos girinos em estagios de Gosner (1960)
mais avancados (31 a 36) ao realizar o teste de toxicidade. Esses mesmos autores
reportaram também que os girinos de L. catesbeianus sdo mais resistentes quando
comparado com outras espécies nativas do Brasil: Leptodactylus fuscus (28,81 mg de
2,4-D (DMA)/L) e Physalaemus nattereri (143,08 mg de 2,4-D (DMA)/L). Testes
realizados em peixes também mostram baixa toxicidade aguda (96h) para esse
herbicida. Cattaneo et al. (2008) encontraram valores de CLso semelhantes (745 mg de
2,4-D/L) para jundid (Rhamdia quelen) e Ruiz de Arcaute et al. (2016) encontraram
valores de CLsp de 1008 mg de 2,4-D (DMA)/L para o barrigudinho (Cnesterodon
decemmaculatus). Mas concentra¢fes bem acima da media (2780 mg de 2,4-D/L) foram
encontradas por Holcombe et al. (1995) para larvas de medaka (Oryzias latipes). Todos
esses valores de CLso citados, incluindo o encontrado no presente estudo, mostram que
0 2,4-D, para a maioria dos anfibios e peixes, ndo é agudamente toxico. Por outro lado,
0 2,4-D possui diversas formulacbes e, sua estabilidade bioquimica e reacdes
fisiol6gicas dos organismos aquéaticos expostos a este pesticida podem ser distintas. Por
exemplo, no trabalho de Benli et al. (2007), foi reportado que o 2,4-D na forma acida, é
altamente toxico para a lagosta (Astacus leptodactylus) com o valor de CLso-96n=32,6
mg/L. Portanto, recomendamos testes toxicoldgicos especificos para cada local e
entorno onde o mesmo sera utilizado para assegurar a baixa toxicidade aguda desse
herbicida em ambientes aquaticos.

Neste estudo, durante o teste de toxicidade cronica, houve uma correlacéo
positiva dos ions amonio com o aumento das quantidades de 2,4-D (DMA). Isso pode

ser explicado pelo intenso processo de detoxificagdo durante cada um dos sete dias de
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exposicdo. Entretanto, mesmo sob intenso estresse fisiolégico ndo houve mortalidade
durante os 49 dias de exposi¢do. No teste de toxicidade cronica conduzido por Coady et
al. (2013), utilizando esse herbicida em sua forma &cida, houve apenas uma incidéncia
de mortalidade de girino de X. laevis no tratamento de maxima concentracdo testada
(113 mg/L). No trabalho de Curi et al. (2019) houve mortalidade de girinos
(Physalaemus albonotatus) a partir do dia 13 numa faixa de concentragcéo de 43,7 a
262,5 mg de 2,4-D Amina Zamba/L (também em forma de sal), porém a renovacdo das
solugdes ocorria a cada 48 h.

Varios autores (Coady et al., 2013; Curi et al., 2019; Freitas et al., 2019; Mesak
et al., 2018) trabalhando com girinos expostos cronicamente ao 2,4-D em concentragdes
de até 262 mg/L ndo observaram diferencas significativas na biomassa. No presente
estudo identificamos perda de peso significativo somente no tratamento de maior
concentragéo (T350).

Os resultados obtidos em nossa experimentacdo para o IHS foram semelhantes
aos trabalhos de Sai et al. (2016a; 2016b), que também ndo obtiveram diferenca
significativa de IHS para girinos expostos aos herbicidas atrazina e simazina. Em
relacdo a esse biomarcador h& estudos em que esse indice aumenta ou diminui
significativamente conforme o xenobidtico testado, como por exemplo, o estudo de
Chai et al. (2017), onde houve aumento significativo do IHS em girinos de sapo Bufo
gargarizans expostos ao triclosan, e o estudo de Li et al. (2017), onde esse indice foi
significativamente menor em X. laevis adultos expostos ao azocyclotin. Em relagéo IES
0 estudo de Chesnokova et al. (2016) reportou diminuicdo significativa deste indice em
ratos expostos ao 2,4-D. Nossos resultados ratificados pelos reportados anteriormente
nos levam a questionar se o IHS seria um biomarcador adequado para o 2,4-D e outros

pesticidas em anuros. Por outro lado, existem poucos estudos relacionando agrotdxicos
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e os indices IHS e IES, principalmente em animais aquaticos. Sugerimos que estas
andlises de baixo custo e determinacdo sejam incluidas em estudos toxicologicos de
rotina. Cabe ressaltar que existem diversas espécies de anuros mais sensiveis e mais
testes tem de ser feitos em concentragbes mais baixas, para que possa encontrar a
concentracdo em que o IES comeca a diminuir com diferenca significativa do
tratamento controle.

Na analise hematoldgica, encontramos trabalhos com resultados semelhantes aos
nossos como o de Lajmanovich et al. (2015), que ao realizarem teste toxicoldgico em
sapos adultos (Rhinella arenarum) expostos ao 2,4-D (DMA), também encontraram
aumento significativo na quantidade de linfocitos em relagdo ao controle afetando os
parametros hematoldgicos e imunoldgicos dos animais. Kubrak et al. (2013),
encontraram diferenga significativa no numero de linfocitos de peixes (Carassius
auratus) ap6s 96h de exposi¢do do 2,4-D, que foi significativamente menor apenas no
tratamento de maior concentragdo do herbicida (100 mg/L), porém, 96h apds a
exposicdo (periodo de recuperacdo) a analise foi refeita e os animais desse tratamento
voltaram a possuir o numero inicial de linfocitos, 0 que é um aspecto positivo em
relacdo a este herbicida. Fukuyama et al. (2009) relataram aumento do nimero total de
leucdcitos, linfocitos e neutréfilos de ratos expostos ao 2,4-D (via dérmica) e
concluiram que esse herbicida é um alérgeno respiratorio, o que também é plausivel
para nossos resultados.

Sob condigdes de estresse, o conteldo de hemoglobina pode ser elevado para
aumentar a capacidade de transporte e suprimento de oxigénio aos principais 6rgaos em
resposta a demandas metabdlicas mais altas (Rutten et al., 1992). Carvalho et al. (2017)
ao expor girinos de L. catesbeianus a diferentes metais (zinco, cobre e cadmio)

relataram o aumento significativo de RBC e Hb, aumentando a capacidade sanguinea de
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transportar oxigénio para atender a crescente demanda metabdlica decorrente do
estresse causado pelos metais. O RBC, Hb e HCM revelaram a resposta do organismo
para manter o metabolismo aerdbico. Nesse trabalho, também relataram o aumento de
linfocitos dos animais, indicando a mobilizacdo celular para proteger o corpo contra
infeccbes em tecidos danificados. Da mesma forma, Lal et al. (1986) encontraram
resultados muito semelhantes a este estudo em relagdo ao aumento anormal de RBC e
Hb e a simultanea diminuicdo significativa do IES, ao realizar teste toxicologico
utilizando o inseticida Malation em bagres (Heteropneustes fossilis). O RBC e a Hb
aumentaram apos 4 dias de tratamento, mas seus niveis voltaram ao normal apés 8 e 16
dias de exposicdo. O indice espleno-somatico (IES) diminuiu ap6s 4 e 8 dias de
exposicao ao inseticida, mas apds 16 dias retornou ao seu nivel normal.

O aumento anormal de RBC (eritrocitose) acompanhado do aumento da Hb pode
ser classificado como policitemia (DeGruchy, 1989; Ranzani-Paiva, 2013). A forma
mais comum de eritrocitose encontrada na préatica clinica € a eritrocitose relativa
(hemoconcentragdo); uma elevacdo no hematocrito como resultado da desidratagdo ou
contracdo esplénica devido a um estimulo simpéatico em resposta a excitagdo, dor ou
medo (Jain, 1993). O aumento da CTL reforca essa hipdtese. O motivo da policitemia
pode ser devido a hemoconcentracdo e perda de &4gua. A perda de dgua aumenta a
contagem de RBC por volume sanguineo e reduz o tamanho dos eritrécitos devido ao
chogue osmotico (Clauss et al., 2008). Singh e Srivastava (2010) ja haviam relatado
policitemia em peixes-gato (Heteropneustes fossilis e Ictaluras punctatus), apés
tratamento agudo e cronico com inseticidas. Este comportamento sugere aumento do
metabolismo dos animais, que consequentemente determina aumento da excrecao,
podendo explicar o incremento da quantidade de ions aménio (NH4") encontrada na

agua dos aquarios do presente estudo, ao aumentar das concentracfes de 2,4-D (DMA).
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Essa injaria provocada pelo 2,4-D (DMA) aos girinos indicou alteracdo hematoldgica e
é plausivel supor que os girinos tentaram compensar a diminuicdo do consumo de
oxigénio pela liberacdo de eritrocitos do baco. Esse estado de estresse pode estar
associado a aumento da secrecdo de catecolaminas, que causa policitemia devido a
contracdo e esvaziamento parcial dos eritrocitos do baco, como relatado por Larsson
(1973), Nakana e Tomlinson (1967) e Nikinmaa (2019). Neste caso o IES funcionou
como um indicador indireto de contracdo do baco e consequentemente liberacdo de
eritrécitos. Douxfils et al. (2014) relataram que apOs estressores COmo exercicios
intensos ou hipdxia ambiental, 0 baco de peixe pode contrair para suprir 0 sangue com
eritrécitos adicionais e que isso acontece muito rapidamente (em poucos minutos). De
acordo com o estudo desse grupo de pesquisa, houve a contragdo do bago e o aumento
do nimero de eritrdcitos apos o estresse de emersdo em Perca fluvialitis. Esse processo
faz parte dos mecanismos que objetivam melhorar a capacidade de carga de oxigénio no
sangue para enfrentar o aumento da demanda de energia associada a exposi¢do ao
estressor, além de fornecer células sanguineas para a preparacao da resposta imune.
Honrubia et al. (1993) observaram degeneracdo do epitélio em branquias de
girinos de rd (Rana perezi) & exposicdo do inseticida ZZ-Aphox®, que cobre a secio
basal das branquias e se recuperam rapidamente. Girkan et al. (2014) relataram
deformacdes e fusdes lamelares nas brénquias de girinos de sapo (Pseudepidalea
variabilis) expostos ao cadmio. A causa mais importante da fusdo lamelar branquial
devido a exposicdo a poluentes é sua funcdo como barreira para impedir a entrada de
poluentes no organismo (Mallat, 1985). A vacuolizacdo e a fusdo lamelar encontradas
neste estudo podem justificar a elevagdo do numero de eritrocitos (RBC) e elevagéo da

taxa de hemoglobina (Hb) pela falta de oxigénio e desidratacao.
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Rins de anfibios desempenham funcBes importantes relacionadas ao
metabolismo e excrecdo de substancias. Lesdes nesses 6rgdos causadas por poluentes
quimicos podem ter consequéncias negativas na desintoxicacdo e homeostase do
animal. As fotomicrografias mostram a agédo prejudicial do 2,4-D (DMA) nos rins de L.
catesbeianus em todos os tratamentos, como no trabalho de Monteiro et al. (2018), que
encontraram resultados semelhantes ao presente estudo ao expor girinos de L.
catesbeianus ao cromo, como hipertrofia dos tubulos renais e areas de necrose tecidual e
confirmam a suscetibilidade desses animais a poluicdo ambiental.

A epiderme anfibia larval desempenha vérias funcGes cruciais, como prote¢do
fisica e mecénica, defesa quimica, respiracdo e osmorregulacdo (Duellman e Trueb,
1994; Katz e Gabbay, 2010). Os efeitos dessas fungdes séo refletidos nos detalhes
estruturais da epiderme, que é um 6rgdo muito dindmico e complexo, diretamente
exposto a ameacas ambientais, incluindo a exposi¢do a xenobidticos. Um estudo das
respostas epidérmicas dos anfibios a esses fatores pode, portanto, ser considerado como
uma maneira apropriada de avaliar os efeitos dos pesticidas e, assim, servir como um
indicador das condi¢cBes ambientais gerais. Bernarbo et al. (2013) avaliaram a epiderme
de anfibios quando expostos a pesticidas. No estudo foi observado na pele de girinos de
sapo (Bufo bufo) maior nivel de secre¢do mucosa, aumento dos espagos intercelulares e
extensa degeneracdo das células epiteliais em resposta a exposicdo do inseticida
endosulfan, mostrando claramente a agdo prejudicial do praguicida na pele, o que
também ocorreu em nossa experimentacdo nos tratamentos em que o herbicida era
presente.

Concluindo, evidenciamos que o herbicida 2,4-D (DMA) ndo é agudamente
toxico para embrides e girinos de L. catesbeianus, porém ha a inibicdo de crescimento

embrionario. Entretanto, a exposicdo prolongada mesmo em baixas concentragdes

40



indicou eritrocitose com possivel policitemia nos girinos e consequente diminuicdo do
baco, evidenciando estresse fisiologico e desidratacdo, que pode estar associado a
vacuolizagdo e fusdo lamelar das branquias. O aumento de leucocitos totais, linfocitos e
neutréfilos apresentou alteracdo imunoldgica dos animais, indicando a mobilizagdo
celular para proteger o corpo contra infecgdes em tecidos danificados que pode ser
comprovado pelos achados histopatoldgicos. Esse herbicida pode ser um alérgeno
respiratorio para girinos de Lithobates catesbeianus. Desta forma, recomendamos
medidas de cautela para exposi¢do prolongada de organismos aquaticos a este agente

quimico.
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