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Estudo da correlagéo entre estresse oxidativo e alteragoes

morfolégicas induzidas por 2,4-D em Artemia salina (Leach, 1819)

Discente: Alex Pinheiro Vizzotto
Orientadora: Dr2 Albanin Aparecida Mielniczki Pereira

Resumo - O 4cido 2,4 diclorofenoxiacético € um dos herbicidas mais utilizados do
mundo, possui agéo sistémica tornando-se eficaz para controle de plantas
daninhas. Sua faixa de classificacdo € | oferecendo riscos extremos ao meio
ambiente podendo ser extremamente prejudicial a fauna aquatica. Por essa razao
buscou-se compreender os efeitos do herbicida 2,4-D em Artemia salina, um
microcrustaceo, eficiente para avaliagcdo de substancias toxicas. O presente
estudo investigou se existe correlacdo entre alteracbes nos biomarcadores de
estresse oxidativo e alteracdes morfolégicas em A. salina. Além disso a pesquisa
avaliou se os biomarcadores de estresses oxidativo e as alteracdes morfoldgicas
podem retornar aos padrdes normais apdés retirada do contato com 2,4-D. Com
base na nossa pesquisa observamos uma relacdo linear entre a concentragéo do
herbicida e a morfologia de A. salina. Em relacdo aos biomarcadores de estresse
oxidativo, o tratamento com 2,4-D ndo alterou significativamente os niveis de
TBARS, porem para a atividade da catalase foi observada uma reducgéo de
atividade nos tratamentos de 2, 6 e 12 horas de tratamento. Nos mesmos tempos
de tratamentos foi observada uma correlacdo negativa entre a morfologia e a
atividade da catalase. Apds a retirada do contato com 2,4-D periodo de
recuperacdo, os organismos reduziram as alteracdes morfolégicas além disso a
Atividade da catalase apresentou um aumento visivel para todos os grupos
tratados. Estes resultados tem uma implicacdo ecoldgica importante, pois
apontam para a possibilidade de recuperagdo biolégica em ambientes

recuperados apés contaminag¢ao com 2,4-D.

Palavras-chave: Biomarcadores de estresse oxidativo, Diclorofenoxiacético,

Mortalidade e Recuperacéo.



Study of the correlation between oxidative stress and 2,4-D-

induced morphological changes in Artemia salina (Leach, 1819)

Student: Alex Pinheiro Vizzotto

Advisor: Dr. Albanin Aparecida Mielniczki Pereira

Abstract - 2,4-dichlorophenoxyacetic acid is one of the most used herbicides in
the world, it has systemic action, making it effective for weed control. Its
classification range is |, offering extreme risks to the environment and being
extremely harmful to aquatic fauna. For this reason, we sought to understand the
effects of the 2,4-D herbicide on Artemia salina, a microcrustacean, efficient for
the evaluation of toxic substances. The present study investigated whether there is
a correlation between alterations in oxidative stress biomarkers and morphological
alterations in A. salina. In addition, the research evaluated whether oxidative
stress biomarkers and morphological changes can return to normal patterns after
removal of contact with 2,4-D. Based on our research, we observed a linear
relationship between herbicide concentration and A. salina morphology. Regarding
oxidative stress biomarkers, treatment with 2,4-D did not significantly change
TBARS levels, but for catalase activity a reduction in activity was observed in
treatments of 2, 6 and 12 hours of treatment. At the same times of treatments, a
negative correlation was observed between morphology and catalase activity.
After removal of contact with 2,4-D recovery period, organisms reduced
morphological changes and catalase Activity showed a visible increase for all
treated groups. These results have an important ecological implication, as they
point to the possibility of biological recovery in environments recovered after

contamination with 2,4-D.

Keywords: Oxidative stress biomarkers, Dichlorophenoxyacetic, Mortality and

Recovery.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A utilizacdo de agrotdxicos iniciou-se na década de 1950 nos Estados
Unidos, durante a revolucéo verde, que teve o intuito de modernizar os sistemas
de agricultura aumentando a produtividade diante da demanda pela populacdo
mundial (RIBEIRO e PEREIRA, 2016). O Brasil destaca-se com um dos maiores
produtores agricolas do mundo, essa expansdo € assegurada por meio de
aplicacbes de defensivos agricolas, garantindo o controle de pragas indesejadas
(RIGOTTO et al., 2014).

Os agrotoxicos sao produtos quimicos e biolégicos, utilizados com
finalidade controle de pragas, ervas daninhas, patégenos entre outros, (ISLAM et
al., 2018), sendo aplicados tanto em culturas agricolas quanto centros urbanos
(BRASIL, 1989). Dentre os agrotoxicos mais utilizados estdo os herbicidas, que
representam 45% de toda comercializacao feita no pais (RIGOTTO et al., 2014).
O herbicida acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) pertence ao grupo dos acidos
ariloxialcandicos, com férmula molecular CsHsCl203. E um herbicida de ag&o
sistémica, podendo ser aplicado durante todo o periodo de plantio no controle de
ervas daninhas (MARCATO et al., 2017). Além disso, é um dos herbicidas mais
utilizados no Brasil (ISLAM et al., 2018). O 2,4-D oferece riscos extremos ao meio
ambiente e pode ser extremamente prejudicial a biota mesmo em baixas
concentracdes (SILVA et al., 2017; IBAMA, 2021).

Embora o 2,4-D tenha sido desenvolvido para plantas daninhas, existem
estudos mostrando que o herbicida pode ter efeitos negativos em organismos néo
alvo, incluindo inducdo de estresse oxidativo e alteracbes morfoldgicas
(ATAMANIUK et al.,, 2013; PIASSAO, 2018; BERNAT et al, 2018). Mais
especificamente, o estudo de Atamaniuk et al. (2013) mostrou que o 2,4-D altera
diferentes parametros de estresse oxidativo em peixes da espécie Carassius
auratus e que tais alteracfes séo reversiveis apos um periodo de recuperacao
dos animais sem a presenca do herbicida. Piassédo (2018) demonstrou que o 2,4-
D induz alteragbes morfologicas no organismo modelo Artemia salina, as quais

também podem ser revertidas apds a exposicao do herbicida 2,4-D.
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O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade de defesa do sistema antioxidante, o
qual pode ser induzido nos organismos vivos em resposta a diferentes agentes
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Estudos mostram que o estresse oxidativo
pode ocorrer de forma simultdnea e/ ou estar relacionado com alteracbes
morfoestruturais em células ou organismos (JENNY et al., 2004; BERNAT et al.,
2018; RAMIRES-QUIJAS et al., 2015; OH et al., 2015).

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram (i) avaliar se existe
correlacdo entre alteracdes em biomarcadores de estresse oxidativo e alteracdes
morfolégicas em A. salina induzidas por 2,4-D e (ii) avaliar se 0s niveis de
biomarcadores de estresses oxidativo, assim como as altera¢cdes morfologicas,
podem retornar aos padrbes normais apoés retirada do contato com 2,4-D. A
principal hipétese do trabalho é que o nivel de biomarcadores de estresse
oxidativo avaliado em tempos iniciais de contato de A. salina com 2,4-D, irdo se
correlacionar com alterac6es morfoldgicas observadas em tempos mais longos de

contato como herbicida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Segundo a ONU (2021) a agricultura € um dos principais setores que
contribuem para as mudancas climéticas, essa demanda est4 crescendo para
suprir a populacdo mundial (RIBEIRO e PEREIRA, 2016), como consequéncia o
atual sistema de producéo agricola tornou-se dependente de defensivos agricolas
(GUILHOTO et al., 2006). Neste sentido, embora a agricultura brasileira seja um
setor importante para o desenvolvimento do pais (ARAUJO, 2007; CARDOSO et
al., 2017), o uso intensivo de agrotoxicos pode ter consequéncias negativas para
0 meio ambiente e para a saude dos organismos vivos (LOPES e
ALBUQUERQUE, 2018). Segundo a lei n® 7.802/89 (Brasil, 1989) os agrotéxicos e

afins sdo substancias quimicas definidas como:

“a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”.

Os agrotoxicos alteram a composicao da fauna e flora, sendo utilizados
para prevenir ou controlar ervas daninhas, pragas, vetores de doencas, ou fungos
indesejados, desde a producédo até o processamento dos produtos (PERES e
MOREIRA, 2003). No entanto altas e frequentes dosagens ocasionam problemas
adversos (CAMPOS, 2008). Além disso, os agrotdxicos sofrem processos de
transformacdo quimicos, fisicos e bioldégicos que alteram seu comportamento
(AMERICO et al., 2017).

Os agrotoxicos quimicamente transformados por contato com outras
substancias, podem se tornar extremamente persistentes no meio, pois além de
contaminar solos, sédo transferidos por meio das teias troficas (ISMAEL et al.,
2015; MARCATO et al., 2017). Originalmente os agrotoxicos possuiam alto poder
de adesao no solo (VEIGA et al., 2006), no entanto esses produtos tornaram-se

mais sollveis e quando lixiviados para corpos d’agua e/ou volatilizados para a
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atmosfera contaminam e/ou podem intoxicar organismos nao alvo (SPADOTTO et
al., 2004).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
agrotoxicos séo classificados em cinco classes de acordo com o grau de
periculosidade (Quadro 1). Esta classificacdo leva em conta prioritariamente o

risco toxicologico para a saude humana (ANVISA, 2021).

Quadro 1 - Classificacéo toxicolégica dos agrotoxicos

. . . . . Mio
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5§ classificada
Classe de
Perigo Extremaments Altamente Modemaments Pouco Improvével de . )
d d Mao classificado
Téadco Téxico Téaico Téaico CaUsar canc sgudn
Ooral _FetElI_se _Fe‘tal_se T_n:\cxu:l._‘.» s Mocivo se ingeride Pode 5er perigosa
ingerido ingerida ingerido se ingendo
Fetal em Fetal em Taxzico em . Fode ser perigoso
P Mocive em contato
Dermica contato com & | contato com a| contato com a em contato com a
com a paele
pele pele pele pele
Inalatoria I.:Eml == I.:atal == Toxico se inalado | Mocive s= inalado Pods =BT pErigozn
inalado inalado == inalada
Pictograma % % Sem simbolo Sem simbolo
Cor da Faixa AMARELD WERDE

Fonte: Adaptado ANVISA (2019).

A proposta elaborada pelo Senado Federal (2019) que altera a lei dos
agrotoxicos (1989) foi aprovada pela comissao de Constituicdo, Justica e
Cidadania (CCJ) e estd em processo de tramitacdo no Congresso Nacional. A
atual proposta elaborada pelo Ministério da Agricultura consiste em mudar a
nomenclatura, o critério de avaliacdo e os riscos oferecidos. Segundo o senador
Luiz Carlos Heinze é necessario que a lei dos agrotoxicos seja reavaliada, com a
incluséo de conceitos e avalicdo dos riscos, pois no Brasil ha diversos agrotoxicos
registrados sem que esteja claro os riscos que eles podem representar a saude
das pessoas e ao meio ambiente (ABDOLLAHI, 2004).
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2.1 O herbicida acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) e seus efeitos
bioldgicos

Segundo Domingues (2010) os herbicidas representam 45% dos
agrotoéxicos comercializados no Brasil, seguido de fungicidas e inseticidas que
contabilizam 14% e 12%, respectivamente. O herbicida acido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) pertence ao grupo dos acidos ariloxialcanodicos, com
férmula molecular CsHsCl203. Tem acgéo sistémica, podendo ser aplicado durante
todo o periodo de plantio nas culturas de arroz, cana-de-agucar, milho, pastagens,
soja e trigo (MARCATO et al., 2017). O 2,4-D é um herbicida seletivo que atua
sobre plantas dicotileddneas, mimetizando o efeito de auxinas em nivel molecular.
A resposta fisiologica desencadeada pelo 2,4-D nas espécies alvo inclui
crescimento anormal, senescéncia e morte da planta (SONG, 2014).

O 2,4-D é um dos herbicidas mais comercializados segundo o relatorio
nacional de vigilancia em saude de populacdes expostas ao 2,4-D publicado em
2018, as principais culturas que utilizam o herbicida 2,4-D s&o soja, milho, trigo
arroz, aveia e cana de acucar (IBAMA 2020). A aplicacdo do mesmo segue uma

série de protocolos disponiveis nos documentos da EMBRAPA.

O 2,4-D esta incluido na faixa | de classificacdo de riscos ambientais, o que
significa que oferece riscos extremos ao meio ambiente (SILVA et al.,, 2017;
ANVISA, 2021). Mesmo em baixas concentragcbes pode ser extremamente
prejudicial a biota (MARCATO et al., 2017). Os riscos ambientais do 2,4-D estdo
associados, entre outros fatores, a contaminacao de solo e 4guas subterraneas,
podendo, dessa forma, atingir organismos nao-alvo (LIMA, 2010; OLIVEIRA et al.,
2013; FU et al., 2009). Também ja foi demonstrado que o herbicida afeta as
cadeias alimentares bentdnicas e as caracteristicas quimicas da agua
(PERSCHBACHER et al., 2002).

Existem estudos mostrando que o herbicida pode ter efeitos negativos
sobre organismos néo alvo, incluindo diferentes grupos de animais (MOREIRA et
al., 2020). O estudo realizado por Zhang et al. (2017) retrata a toxicidade do 2,4-D
em camundongos machos a partir da analise testicular e possiveis mecanismos
de acdo do herbicida. Como resultado os autores observaram rupturas na

linhagem espermatogénica e destruicdo no tecido seminifero, aumento da
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peroxidacdo lipidica e a reducdo nas atividades enzimaticas antioxidante
(catalase e superéxido dismutase). Mahmoudinia et al. (2019) examinaram 0s
efeitos e danos do 2,4-D em hDPSCs (células-tronco da polpa dentéria humana),
o estudo conclui que o 2,4-D influenciou a viabilidade, taxa de crescimento,
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e reducdo da
atividade enzima Fosfatase Alcanina (Alcaline Phosphatase — ALP) em células de
hDPSCs.

Atamaniuk et al. (2013) propuseram que a toxicidade do 2,4-D pode estar
relacionada a inducdo de estresse oxidativo. Neste trabalho, os autores
observaram que a exposicdo de peixes Carassius auratus a 2,4-D resulta em
aumento da atividade de enzimas envolvidas fundamentalmente com as defesas
antioxidantes. De fato, sabe-se que o0 2,4-D é capaz de aumentar a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e, a partir disso, desencadear processos
patolégicos como inflamacgéo e defeitos do sistema nervoso (ISLAM et al., 2018).
O estresse oxidativo também parece estar envolvido com altera¢cdes morfolégicas
induzidas por 2,4-D em espermatozoides (LERDA e RIZZI, 1991; ISLAM et al.,
2018).

O tratamento do organismo modelo Artemia salina (A. salina) com 2,4-D
resulta em mudancas de caracteristicas morfolégicas como alteracbes de
coloracdo, auséncia do olho, alteragcbes no tubo digestério e no abdome
(PIASSAO, 2018). Esse mesmo estudo demonstrou que o aumento da
mortalidade de A. salina é proporcional ao aumento da concentracdo do 2,4-D.
Entretanto, no referido trabalho, ndo foi feita a avaliacdo de parametros de
estresse oxidativo que pudessem ser correlacionados com os efeitos observados
do 2,4-D.

2.2 Estresse oxidativo e alteracdes morfoldgicas

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), incluindo radicais livres, e a
capacidade de defesa do sistema antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2015). O metabolismo celular possui mecanismos antioxidantes enzimaticos e

nao enzimaticos para conter os efeitos negativos das EROs (REGOLI et al.,
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1998). No entanto, em determinadas condi¢cdes, 0 excesso de EROs pode
superar a capacidade de desintoxicacdo dos sistemas de defesa e causar danos
em biomoléculas essenciais, como DNA, proteinas e lipidios (YU e ANDERSON,
1997).

Os niveis de estado oxidativo de um organismo podem ser avaliados por
meio de biomarcadores de defesa antioxidante ou de danos oxidativos. Os
biomarcadores de defesa, em geral incluem enzimas antioxidantes tais como a
catalase (CAT), a Superoxido Dismutase (SOD) e enzimas do sistema das
glutationas, como a Glutationa Redutase (GR) e Glutationa Peroxidase (GPx). Ja
os biomarcadores de danos, incluem avaliacdo proteinas oxidadas (proteinas
carboniladas), bases oxidadas no DNA ou peroxidagdo de lipidios de membrana
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

A atividade da enzima CAT e o nivel de peroxidacéo lipidica avaliado pelo
método de TBARS (substancias reativas com acido tiobarbitarico), se constituem
em biomarcadores robustos por serem biomarcadores de baixo custo, com
metodologia de analise simples e que apresentam respostas robustas em estudos
ecotoxicolégicos (LOUREIRO, MARTINS e MIELNICZKI-PEREIRA, 2020;
BORGES, et al., 2022 impress).

O estado de estresse oxidativo pode afetar o padrdao morfolégico normal
em diferentes células e organismos. Oh et al. (2015) estudaram linhagens da
bactéria Campylobacter jejuni, deficientes para os genes que codificam as
enzimas CAT, SOD e Alquil Hidroperoxido Redutase, as quais sdo mais sensiveis
ao estresse oxidativo. Segundo os autores, os resultados do trabalho demonstram
que a resisténcia ao estresse oxidativo tem papel central tanto para a
sobrevivéncia, quanto para o desenvolvimento morfolégico de C. jejuni, em

condicdes aerbbicas.

No estudo realizado Jenny et al. (2004) foi utilizada vitamina K para induzir
0 estresse oxidativo em células neurais da glia, que sado importantes para nutricao
dos neurdnios indutores de doencas neurodegenerativas, como doenca de
Alzheimer e derrame. Como resultado, os autores observaram que o aumento do
estresse oxidativo pode causar danos subjacentes nestas células, incluindo

alteracdes na morfologia.
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O estudo realizado por Bernat et al. (2018) mostrou que o 2,4-D induz
estresse oxidativo em fungos da espécie Umbelopsis isabellina, por meio do
aumento da atividade da CAT e também aumento da peroxidacédo de lipidios de
membrana. Mais especificamente, o tratamento com o herbicida alterou a
estrutura da membrana celular de U. isabellina, tornando-a mais permeéavel e

menos fluida.

No estudo realizado por Ramires-Quijas et al. (2015) foi observado que o
estresse oxidativo esta relacionado com alteracdes na morfologia de espécies de
Candida. A exposicdo a H202 e O2*, além de afetar os niveis de CAT e proteinas
carboniladas destas espécies, também resultou na transicdo de uma morfologia

oval normal para formas aberrantes com endentacdes e saliéncias.

2.3 Artemia salina como bioindicador ecotoxicoldgico

Para reduzir os danos biolégicos que podem ser causados pelos
defensivos agricolas € importante conhecer as respostas morfologicas,
fisioldgicas e biologicas de organismos expostos a estes compostos tanto in situ
quanto ex situ (LIMA et al., 2011; RUIZ et al., 2005). As avaliagbes realizadas ex
situ, em condi¢cOes experimentais controladas, permitem compreender de maneira
mais especifica os efeitos da exposicdo a xenobidticos individual ou
simultaneamente. Este tipo de avaliacdo serve como base para propor medidas
que minimizam o estresse em comunidade vulneraveis in situ (FARIA et al., 2014;
DAMASIO et al., 2008), visto que 0s seres vivos distintos possuem processos
bioguimicos similares entre si (SPADOTTO et al., 2006).

A ecotoxicologia investiga interacfes sinérgicas e antagbnicas de
substancias sintéticas ou naturais em organismos vivos (COSTA e OLIVI 2008),
sendo uma importante ferramenta fundamentada na resposta dos organismos a
estresses quimicos (MAGALHAES e FILHO, 2008). Testes toxicologicos ou
bioensaios sdo aprimorados desde 1975 pelo programa internacional de
padronizacdo de testes de toxicidade (ZAGATTO e BERTOLETTI 2006),
realizados principalmente por ensaios laboratoriais, sob condi¢cbes especificas e
controladas, utilizando diferentes organismos como modelo de estudo (COSTA e
OLIVI 2008).
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Artemia salina € um organismo modelo que pertence ao filo Arthropoda,
classe Branquiopoda, ordem Anostraca e familia Artemiidae (ASEM, 2010). A.
salina é um microcrustaceo muito utilizado para avaliar a toxicidade de diferentes
substancias (BEDNARCZUK et al., 2010). Possui distribuicdo cosmopolita, carater
eurialino, seus cistos quando desidratados ficam metabolicamente inativos e sao
de facil cultivo e manipulacdo, além disso o organismo apresenta ciclo de vida
curto (COITINHO et al., 2011). A. salina tem sido largamente utilizada em testes
de toxicidade, pois s&o ferramentas eficientes e de baixo custo para esta
finalidade. A simplicidade desse organismo resulta em resultados rapidos, que
guantifica as concentracfes e efeitos das substancias toxicas sobre a biota
(COSTA et al., 2008).

Os cistos de A. salina possuem um diametro médio de 0,2 a 0,3 mm e sé
eclodem quando hidratados (Figura 1). Em seguida € liberado um nauplio com
tamanho médio de 0,45 mm de comprimento e 0,1 mm de largura. Durante os
proximos 7 a 10 dias passa para os estadgios metanaupilo, que diferem um do
outro no grau de segmentacdo do corpo, na transformacdo da 22 antena e na
aparéncia das pernas toracicas. Durante esse periodo o corpo aumenta para 2,5
a 4 mm. Quando adultos podem variar de 15 a 16 mm, podendo viver em média
21 dias (COITINHO et al., 2011).

Figura 1 - Fases de desenvolvimento de A. salina: (A) Cistos em eclosdo, (B) nauplios, (C)
metanauplio, (D) pré-adulto, (E) adulto.

Fonte: https://www.zootecniadomestica.com/artemia-salina/. Acesso: 10/08/2021
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As caracteristicas de A. salina no primeiro estagio larval (estagio 1) incluem
um tamanho que pode variar de 0,4 a 0,5 mm, cor marrom-laranja e presenca de
um olho (fotorreceptor) encontrado na regido da cabeca. Apresenta ainda trés
pares de apéndices: primeiro par com fungéo sensorial (primeiro par de antenas),
segundo par com funcéo filtradora e locomotora (segundo par de antenas) e
terceiro par com funcédo de absorcdo dos alimentos (mandibula) (DUMITRASCU,
2011; VAN STAPPEN, 1996) (Figura 2).

Figura 2 - Caracteristicas morfoldgicas de nauplios de A. salina em primeiro estagio larval (Vista
dorsal). (A) Representacdo esquematica, (B) Imagem real.

WA / Mandibula
Nadadeiras “" Tubo digestivo
Abdémen

Fonte: (A) Adaptado de FOX, 2006. (B) Foto PIASSAO, 2018.

Bustos-Obregon e Vargas (2010) realizaram ensaios de toxicidade em A.
salina para determinar a eficiéncia da espécie como bioindicadora frente a
residuos agricolas. Os organismos foram expostos durante 24, 48 e 72 horas a
diferentes concentragdes do organofosforado Diazinon. Nos resultados obtidos foi
possivel definir que A. salina responde de forma eficaz como indicadora da
toxicidade do agrotoxico em questdo, apresentando além de respostas em termos
de reducédo de viabilidade, também alteracbes em sua morfologia (BUSTOS-
OBREGON e VARGAS, 2010).
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Outro estudo foi realizado com herbicidas do grupo do glifosato (Roundup
Original, Glifosato AKB 480) em A. salina, expostas durante 72, 96 e 192 horas
para avaliar parametros funcionais e bioquimicos. Os resultados obtidos
mostraram que houve padrdes de eclosao irregulares, além disso, muitas larvas
morreram apos a eclosdo (GAMBARDELA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2017).

No estudo realizado por Piassdo (2018) mostra que nauplios de A. salina
tratados com 2,4-D apresentam alteracbes nos padrées de morfologia mesmo
quando expostos a baixas concentracdes do herbicida (CLio), com aumento
progressivo destas alteracfes, conforme se aumenta a dose de tratamento. Neste
mesmo trabalho, também foi observado que os efeitos do 2,4-D sobre a
morfologia podem ser revertidos se a populacéo for retirada do contato como
herbicida. Estes resultados tem uma implicacdo ecolégica importante, pois
apontam para a possibilidade de recuperacdo biolégica em ambientes

recuperados apés contaminag¢do com 2,4-D.



23

3. METODOLOGIA

3.1 Cultivo e tratamento de A. salina para determinacao de doses letais de 2,4-D

Para o cultivo de A. salina, foram incubados 100 mg de cistos em 500 mL
de agua destilada contendo 5 g de cloreto de sédio e 0,35 g bicarbonato de sédio
(dgua salinizada). Estes foram mantidos por 24 horas em estufa BOD, a 30°C,
com aeracgdo e iluminagdo constante para eclosdo uniforme dos nauplios. Apos a
eclosdo, amostras de 100 nauplios foram transferidas para frascos individuais
contendo agua salinizada fresca e diferentes concentra¢des de 2,4-D (0 - 3,3-7,9
- 15,7 - 24,9 mg/L), com iluminacdo e aeracdo constante. Apds 24 horas de
tratamento, foi determinado o nivel de sobrevivéncia com base na motilidade de
A. salina. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata, em trés
experimentos independentes. Os dados obtidos foram transformados em
percentuais de sobrevivéncia em relacdo ao controle (sem herbicida). Com base
nestes valores foi obtida a equacao da reta utilizada para calcular as doses letais
de 2,4-D (CL1io CL2s CLso0 CL7s), para 24 horas.

3.2 Andlise de alteracdes morfoldégicas em A. salina

Para avaliacdo morfologica, os nauplios foram tratados com o herbicida
2,4-D em concentracfes equivalentes as doses letais de CLio ClL2s CLso0 CL7s.
ApO6s 24 horas, foram coletados e fixados em laminas de vidro com agua do
préprio cultivo para observacdo em microscopio Optico (ampliacdo total de 40X)
acoplado a camera fotografica. Imagens fotograficas foram confeccionadas para
posterior avaliagdo das alterac6es morfologicas. Os dados de morfologia foram
obtidos a partir de trés experimentos independentes, com amostragem de 35
nauplios por tratamento, totalizando, no minimo, 100 individuos avaliados por
tratamento. As caracteristicas avaliadas foram: alteracbes na cor, no tubo
digestivo e na simetria do abdomen (Quadro 2). Além disso também foi
determinado o namero total de organismos com alteracdes morfologicas em cada
tratamento, que corresponde aos nauplios que apresentaram no minimo uma das
alteracbes descritas acima. Todas as andlises foram feitas pelo mesmo

observador, sendo sempre avaliado uma caracteristica de cada vez.
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Quadro 2 - Alterac6es morfolégicas avaliadas em A. salina.

Caracteristicas Normal Alterado Descricdo das alteracdes
Cor Marrom claro Marrom escuro Marrom escuro
Porcao média do apice mais largo ou
Tubo digestivo Simétrico Assimétrico mais estreito, auséncia da por¢ao

apical, estrutura curvilinea.

Auséncia da regido apical do abdome,

Abdome Simétrico Assimétrico i
estrutura curvilinea.

Fonte: Piasséo (2015)

3.3 Andlise de biomarcadores de estresse oxidativo

Para a avaliacdo dos biomarcadores de estresse oxidativo, 0s organismos
foram tratados com concentracdes de 2,4-D equivalentes as doses letais de CLio
CLa2s CLso CL7s, nos tempos de 2, 6, 12, 18 e 24 horas. Para a preparagao dos
extratos biolégicos, os nauplios foram coletados do cultivo com o auxilio de uma
armadilha luminosa (Figura 3) e sedimentados por centrifugacdo (15 minutos,
4500 rpm, 4°C). Apés descarte do sobrenadante, foram adicionados 200 uL de
tampdao fosfato contendo inibidor de protease (PMSF) e foi feita uma segunda
centrifugacéo (5 minutos, 4500 rpm, 4°C). Os nauplios sedimentados receberam
mais 200 pL de tampéo e foram macerados dentro de um tubo de eppendorf, com
auxilio de um bastdo de vidro, em caixa de gelo. O material macerado foi
novamente centrifugado (5 minutos, 4500 rpm, 4°C) e nesse caso foi coletado o
sobrenadante para determinacdo das proteinas totais pelo método de
BRADFORD (1976) e para a andlise dos biomarcadores.

A atividade da catalase (CAT — EC 1.11.1.6) foi avaliada a partir da
velocidade de degradacdo de H202 medida em 240 nm, conforme método de
Bertholdo-Vargas et al. (2009). A atividade enzimatica esta expressa em unidades
internacionais (U), que corresponde a quantidade de enzima que catalisa a
degradagdo de 1uMol de H202/min/mg de proteina. Os niveis de peroxidacéo
lipidica foram medidos com base na determinagéo de substancias reativas com o
acido tiobarbitirico (TBARS) conforme descrito por ESTERBAUER e
CHEESEMAN (1990). Este método baseia-se na andlise colorimétrica da
presenca de malondialdeido (532 nm), que é um dos produtos finais da
peroxidacao de lipidios. Os valores finais sdo expressos em nmol de MDA/mg de

proteina.
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Figura 3 - Armadilha luminosa para coleta dos nauplios de A. salina.

Fonte: (VIZZOTTO, A. P. 2021)

3.4 Anélise de recuperacdo dos nauplios de A. salina ap0s retirada do
herbicida 2,4-D

Para analise de recuperacao dos nauplios de A. salina, apés a retirada do
2,4-D, os cistos foram cultivados conforme descrito no item 3.1. Apds a ecloséo
dos nauplios (24 horas) os cultivos foram tratados com 2,4-D nas concentracdes
equivalentes as CLio, ClL2s, CLso, CL75s e 0 controle sem a presencga de 2,4-D.
Apés 12 horas de tratamento os cultivos foram homogeneizados e divididos em
duas partes de volumes iguais, sendo uma destinada a avaliagdo imediata do
efeito do 2,4-D na morfologia e pardmetros de estresse oxidativo e a outra



26

destinada para analise “de recuperacao”. Para esta a andlise, a amostra foram
filtradas, transferida para agua salinizada fresca (sem 2,4-D) e acondicionada na
estufa B.O.D. por mais 12 horas (periodo de recuperagcdo sem o herbicida) ap6s
esse periodo, os nauplios de recuperacdo foram coletados para avaliacdo de
alteracdes morfologicas e estresse oxidativo. Todos os tratamentos foram

realizados em triplicata, em trés experimentos independentes.

3.5 Anédlises estatisticas

Os dados referentes as alteracbes morfologicas foram avaliados por meio
do teste do qui-quadrado (X2), comparando o grupo controle com cada grupo de
tratamento individualmente. Os valores do grupo controle foram considerados

como valores esperados e o0s valores dos grupos tratados como observados.

Para analisar o efeito das diferentes concentracdes de 2,4-D sobre o nivel
de biomarcadores de estresse oxidativo, foi aplicada uma analise de variancia de
um fator (one way ANOVA), seguida de teste de Tukey. Para a avaliacdo da
correlagdo entre os niveis de biomarcadores de estresse oxidativo e alteragfes

morfologicas foi utilizada a analise de correlacdo de Pearson.

As analises foram realizadas no programa Past 2.17 e os valores de p <
0,05 foram considerados como indicadores de diferencas estatisticas

significativas.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito do tratamento com 2,4-D sobre a mortalidade de A. salina

Foi observada uma relagdo linear entre a mortalidade dos nauplios de A.
salina em relagdo ao aumento da concentracdo de 2,4-D. A partir da relagéo
dose-efeito foi definido a equacéo da reta (Figura 4) e assim foram calculadas as
concentracfes de 2,4-D para os diferentes percentuais de doses letais, tratadas

durante o periodo de 24 horas (Tabela 1).

Figura 4 - Mortalidade de A. salina apés tratamento com herbicida 2,4-D em 24 horas.
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Tabela 1 - Doses letais de herbicida 2,4-D para A. salina tratadas durante 24 horas.

Valor de CLs Concentracgéo de 2,4-D (mg/L)
CL10 3,3
CL25 7,9
CL50 15,7
CL75 24,9

4.2 Efeito do herbicida 2,4-D sobre a morfologia de A. salina.

O tratamento com herbicida 2,4-D aumentou o numero de alteragbes
morfolégicas em A. salina desde a CL10 até a CL75 (Tabela 2). As alteracbes na
cor, tubo digestivo e abdémen foram todas significativamente maiores nos grupos
tratados com 2,4-D por 24 horas. A excecado foi a assimetria do abddomen para

CL25, que nao diferiu estatisticamente do grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 2 - Comparacao estatistica entre as alteracdes morfoldgica em nauplios de A. salina na
auséncia (controle) ou presenca de diferentes concentra¢ces de 2,4-D (CL10, CL25, CL50, CL75)
apos o tratamento de 24 horas.

Assimetria do

abdémen Cor Tubo digestivo Alterac@es totais
CL10 X2=2.8 X?=21,4 X?=25,2 X?=19,8
p=0,24 p=<0,01* p=<0,01* p=<0,01*
CL25 X2=4,87 X?=14,71 X?=8,16 X?=22,7
p=0,08 p=<0,01* p=<0,01* p=<0,01*
CL50 X?=17,7 X2=39,8 X?=197,9 X?=89,9
p=<0,01* p=<0,01* p=<0,01* p=<0,01*
CL75 X?=43,8 X?=27,3 X?=165,2 X?=135,9
p=<0,01* p=<0,01* p=<0,01* p=<0,01*

X2 valor de referéncia (tabelado) para duas classes = 3,84 (considerando-se o valor de p < 0,05). *
indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle.

Conforme pode ser observado na Figura 5, todas as caracteristicas
avaliadas na presenca do herbicida 2,4-D foram maiores que no grupo controle.
Para as caracteristicas tubo digestivo e cor a CL1o aumentou mais que o dobro de
alteracdes na morfologia quando comparadas ao grupo controle, sem a presenca
do herbicida 2,4-D. Essas alteracfes aumentam progressivamente, de forma que
na CL75 foi observado um aumento de 10 vezes nas alteracdes de tubo digestivo
(2 alterados no controle contra 20 alterados no grupo tratado) e mais de 3 vezes
no numero total de organismos com algum tipo de alteracdo (17 no controle
contra 61 no grupo tratado).

Figura 5 - Efeito do 2,4-D sobre a morfologia de A. salina em diferentes concentracbes de
tratamento, por 24 horas.
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4.3 Efeito do herbicida 2,4-D sobre biomarcadores de estresse oxidativo em
nauplios de A. salina

Em relacdo aos biomarcadores de estresse oxidativo, o tratamento com
2,4-D ndo alterou significativamente os niveis de TBARS em A. salina em
nenhuma das concentracdes testadas (Tabela 3).

Tabela 3 - Niveis de TBARS (nmol/MDA mg proteinal) em nauplios de A. salina tratados com 2,4-
D em diferentes tempos e concentracfes de tratamento (média * erro padréo).

Tempo (h) Controle CL 10 CL 25 CL 50 CL 75
2 842+0912 10,54+0,982 8,98+0582 8,48+0,802 932+1,1172
6 7,61+0,213¢ 6,93+0,31° 8,66 + 0,52 ¢ 6,71+0,21% 6,83+0,222
12 844+0432 830+0,312 10,02+0,782 9,67+1,192 993+0,582
18 6,56+0592 7,78+0,262 511+105% 581+0,162 575+1652
24 1,76 £+ 0,202 1,17 +0,152 2,11+0,27b 1,45+0,132 1,50+ 0,11 @

Para atividade da catalase foi observado um padrdo distinto entre os
tempos iniciais e finais de tratamento com o herbicida. Nos tempos iniciais de
tratamento (2, 6 e 12 horas) observa-se um padrdo nitido de reducéo de atividade
da enzima nos grupos tratados com 2,4-D em concentracdes equivalentes as
CL25, CL50 e CL75 (Figura 6-A). Essa reducdo de atividade variou
aproximadamente entre 30 e 40% para 2 horas, 22 e 30% para 6 horas e, para 12
horas, entre 37 e 53% (Figura 6-A). Por outro lado, nos maiores tempos de
tratamento essa reducao aparece de forma pontual apenas para o grupo tratado
com CL50 para 18h e CL25 para 24h (Figura 6-B).
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BCL10 m@CL25 m®@mCL50 ®mCL75

Figura 6 - Atividade da CAT (U) em nauplios de A. salina tratados com diferentes concentracdes
B Controle

de 2,4-D tratadas durante 2, 6 e 12 horas (A) ou 18 e 24 horas (B) (média + erro padrao).
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foi significativa em 2 horas, mas sim em 6 e 12 horas

O6men nao

As alteracbes morfoldgicas de A. salina apés tratamento com 2,4-D por 24

tratamento (2, 6, 12 horas). Para a cor, tubo digestivo e alteracGes totais essa
correlacdo foi significativa em 2 e 6 horas de atividade da catalase. Para

horas, apresentaram correlacdo com atividade da catalase nos tempos iniciais de

4.4 Correlacao entre atividade da catalase e alteracées morfolégicas

assimetria do abd
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(Tabela 4). Em 18 e 24 horas nao foi observado nenhum valor de correlacao entre

a atividade da catalase e alteracbes morfologicas.

Tabela 4 - Correlacéo entre atividade da catalase e alteragdes morfoldgicas em A. salina tratada
com 2,4-D.

Alteragdes morfologicas avaliadas no tempo de 24 horas

Determinacao

da atividade da ASS|m?tr|a do Cor Tubo Digestivo Alteragoes
CAT abddmen totais
p=0,11 p = 0,04 p =0,03 p =0,03
2 horas R=-0,79 R =-0,89 R =-0,90 R=-091
p =0,02 p =<0,01 p =0,04 p=<0,01
6 horas R =-0,93 R = -0,06 R =-0,89 R =-0,08
p =0,03 p = 0,09 p=0,09 p=0,05
12 horas R =-0,01 R=-081 R =-0,81 R = -0,87
p=0,79 p = 0,56 p = 0,43 p=0,56
18 horas R=-0,16 R=-0,37 R=-046 R=-035
p =0,22 p =0,09 p=0,34 p=0,16
24 horas R = -0,66 R=-081 R =-0,54 R =-0,32

4.5 Efeito da retirada do contato com 2,4-D sobre a atividade da catalase e
alteracdes morfologicas em A. salina (anélise de recuperacdao)

Para avaliar uma possivel recuperacdo dos efeitos do 2,4-D sobre a
morfologia e niveis de catalase de A. salina, foi realizado um ensaio no qual os
organismos foram avaliados imediatamente (i) imediatamente apds tratamento
com o herbicida ou (ii) apés serem retirados do contato com o herbicida e
permanecerem em recuperacdo de acordo com o tempo de exposicdo 6 ou 12

horas) em agua salinizada fresca (periodo de recuperacao A. salina).

Conforme pode ser observado na Figura 7, os tratamentos com 2,4-D por 6
horas a atividade da catalase foi inibida em todas as concentracdes testadas.
Apods a retirada do contato com 2,4-D esse efeito inibitério foi revertido para as
concentracfes mais baixas, de forma que apenas as CL50 e CL75 se mantiveram
em niveis significativamente mais baixos do que o grupo controle. Vale destacar
gue mesmo nestes dois grupos, a atividade da catalase apresentou um aumento

visivel apds a retirada do contato com 2,4-D (Figura 7).



32

Figura 7 -Atividade da CAT (U) em nauplios de A. salina tratados com diferentes concentracdes
de 2,4-D por 6 horas, seguido de periodo de recuperagéo (retirada de 2,4-D) por mais 6 horas
(média + erro padréo).
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Da mesma forma, em 12 horas todos os tratamentos com 2,4-D inibiram a

atividade da catalase em relacdo ao controle. Apés a retirada do contato com 2,4-

D, apenas o grupo tratado com a concentracdo equivalente a CL75 se manteve

mais baixo do que o controle (Figura 8).

Figura 8 - Atividade da CAT (U) em nauplios de A. salina tratados com diferentes concentracdes
de 2,4-D por 12 horas, seguido de periodo de recuperacao (retirada de 2,4-D) por mais 12 horas
(média * erro padréo).
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Esse efeito de recuperacdo apos retirada do contato com 2,4-D também foi
observado para as alteracbes morfologicas de A. salina. De modo geral, é
possivel observar que tratamento a concentracdo equivalente a CL75, por 12
horas, causa aumento do numero de individuos alterados para todos os
parametros avaliados (Figura 9-A). No caso especifico do numero total de
organismos com pelo menos uma alteracdo morfolégica, esse aumento foi
significativo para as CL25, CL50 e CL75 que apresentaram um aumento em
relagdo ao controle de 83,33%, 116,67% e 200,00%, respectivamente.

ApoOs a retirada do contato com 2,4-D e periodo de recuperacdo de 12
horas, as alteracdes morfologicas de A. salina foram semelhantes entre o grupo
controle e os grupos tratados previamente com 2,4-D (Figura 9-B). A excecéo foi
apenas para tubo digestivo, na CL25, que apresentou nimero de organismos

alterados estatisticamente inferior ao controle.

Novamente, foi observado que a atividade da catalase se correlaciona com
as alteracbes morfologicas (cor, tubo digestivo, alteracdes totais) em A. salina
exposta ao 2,4-D (Tabela 4). Entretanto, esta correlagdo ndo é mais observada
apos o periodo de recuperacdo sem 2,4-D, o que pode indicar que a atividade da
enzima é um fenébmeno ligado as alteracGes induzidas por 2,4-D somente na

presenca do herbicida.
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Figura 9 - Padrao de alteracdes morfolégicas em nauplios de A. salina tratados com diferentes
concentracdes de 2,4-D por 12 horas A. Seguido de periodo de recuperacao (retirada de 2,4-D)
por mais 12 horas B (nimero absoluto de organismos).
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Tabela 5 - Correlagdo entre atividade da CAT (U) e alteragBes morfolégicas em nauplios de A.
salina tratados com 2,4-D por 12 horas, seguido de periodo de recuperacéo (retirada de 2,4-D) por
mais 12 horas.

Alterac6es morfoldgicas 12 horas de tratamento

Atividade da Assimetria do . . N .
CAT abdémen Cor Tubo Digestivo  Alteracdes totais
12 horas de p =0,04 p=0,20 p =0,01 p =0,03
tratamento R =-0,89 R =-0,68 R=-0,91 R =-0,90

Alteragdes morfologicas 12 horas de recuperacao

Atividade da Assimetria do : . ~ .
CAT abdomen Cor Tubo Digestivo  Alteracdes totais

12 horas de p=0,47 p=0,65 p=0,77 p=0,53
recuperacao R =-0,43 R =-0,27 R =-0,15 R =-0,37
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5. DISCUSSAO

A relagéo linear entre a mortalidade de A. salina e a concentragdo do
herbicida 2,4-D, € uma resposta do efeito do herbicida sobre a sobrevivéncia da
A. salina. Isso deve-se a elevada toxicidade do herbicida, que possui subprodutos
de sintese como as dioxinas (2,3,7,8-tetraclorodioxinas), um grupo de compostos
toxicos que estd presente em muitos produtos carcinogénicos (GRISOLIA, 2005)
podendo gerar efeitos indesejaveis em diversos organismos (MOREIRA et al.,
2020).

A toxicidade do 2,4-D sobre A. salina esta de acordo com o observado em
outras espécies aquaticas. Santos (2020) observou alteracdo na atividade
natatoria, além disso observou-se malformagdes na boca e no intestino em girinos
da espécie P. cuvieri expostos a 2,4-D. Outro estudo realizado por Lisbba (2019)
mostrou que, em peixes da espécie C. macropomum, o herbicida causa

alteracdes significativas no comportamento e na histologia branquial e hepatica.

A. salina é uma importante ferramenta para estudos ecotoxicolégicos pois
permite avaliar a toxidade de diferentes compostos sintético e naturais. A forma
mais comum de avaliar os danos causadas por uma substancia nesse organismo
€ através da andlise da eclosédo e da sobrevivéncia, a partir do tratamento com
uma dose pré-determinada de um composto de interesse (CL50). Além da
determinacdo de doses letais, também € possivel avaliar o efeito toxico de
determinados compostos sobre a morfologia de A. salina (GAMBARDELLA et al.,
2018; RODRIGUES et al., 2017; SHAALA et al., 2015).

No presente estudo, foi observado que além da mortalidade, o tratamento
com 2,4-D também alterou a morfologia da A. salina, o que esta de acordo com o
observado em estudos prévios. Piassao (2019) avaliou o efeito do 2,4-D sobre a
morfologia de A. salina em tratamentos tempo e dose dependentes. O estudo
constatou a ocorréncia de alteragcbes na cor, olho, tubo digestivo e abddémen,
sendo que este efeito foi relacionado com a concentracdo e também foi mais
expressivo nos tempos iniciais de tratamento, corroborando os dados obtidos no

presente trabalho.
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Além de alterar a morfologia de A. salina, o 2,4-D também tem efeito
negativo sobre a morfologia de outras espécies de organismos aquaticos
vertebrados e invertebrados. No estudo de Oliveira (2020) foram descritos efeitos
do 2,4-D sobre as branquias e parametros comportamentais em peixes-zebra,
tendo como resultado alteragbes no comprimento e espessura das branquias,

além de modificacdes no padrédo de comportamento da espécie.

Em Chironomus sancticaroli (Diptera: Chironomidae) o 2,4-D isoladamente
ndo altera a morfologia dos individuos. Entretanto, pode ter efeito sinérgico
guando aplicado junto com altas concentracdes do inseticida Fipronil, resultando
em alteracdo da biomassa seca e também do comprimento do corpo dos
individuos (PINTO et al.,, 2021). Em microcrustaceos da espécie Ceriodaphnia
silvestrii (CLADOCERA, CRUSTACEA), o tratamento com 2,4-D faz com que as
fémeas tenham perda reprodutiva devido a formacédo e de ovos inviaveis em sua
cavidade corporal (SILVA et al.,, 2020). Além de efeitos sobre animais, foi
demonstrado efeito negativo do 2,4-D em Raphidocelis subcapitata (uma espécie
de microalga verde). Esse efeito pode ser resumido em aumento do tamanho das
células, alteracdo da composicdo lipidica e também da composicdo de clorofila
(MOREIRA et al., 2020).

O 2,4-D é um herbicida destinado ao controle de ervas daninhas.
Entretanto, os dados acima mostram que este composto pode afetar espécies
aquaticas nao alvo. Em termos ecoldgicos, isso indica o 2,4-D coloca em riscos
ambientes aquaticos proximos aos locais onde é aplicado, tendo em vista seu
longo tempo de atividade residual em solos e aguas, assim como sua aplicacao
simultdnea com outros agrotéxicos (SANCHEZ BRUNETE et al., 1994).

Um outro efeito j& identificado do 2,4-D € a habilidade de induzir estresse
oxidativo. Estudos relatam que o herbicida (i) interfere com a atividade de
enzimas antioxidantes como a CAT, Glutationa-S Transferasase (GST) e
Superoxido Dismutase (SOD), (ii) pode alterar os niveis de peroxidacao de lipidios
de membrana e (iii) também induzir a geracao radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (PINTO et al., 2021; BERNAT et al., 2018; BENLI et al., 2016).

Neste trabalho o tratamento com 2,4-D em doses variando entre a CL10 e

a CL50 nao teve efeito sobre os niveis de peroxidacéo lipidica de A. salina. Este
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resultado, embora ndo fosse esperado, estd de acordo com dados da literatura
(ORUC e UNER, 2004; BENLI et al., 2016). Oruc e Uner (2004) observaram que o
2,4-D induz uma resposta tecido especifica sobre os biomarcadores de estresse
oxidativo dos peixes Oreochromis niloticus e Cyprinus carpio. Mais
especificamente, os niveis de malondialdeido (MDA) nos rins, branquias e cérebro
se mantiveram estaveis apds o tratamento com o herbicida, enquanto que a
atividade das enzimas CAT, GST e GPx (Glutationa Peroxidase) aumentou nos

rins, mas nao nas branquias e cérebro.

A auséncia de efeito do 2,4-D sobre a peroxidacdo de lipidios de
membrana em algumas espécies, pode estar relacionada com a acdo do
herbicida em outros elementos do sistema de defesa antioxidante. No
macroinvertebrados aquético C. riparius o tratamento com 2,4-D eleva a
expressdo de GST - enzima que participa da eliminacao de xenobidticos (PARK et
al., 2010). Também foi proposto que a inducdo de GST esta relacionada com a
resisténcia da Salvinia natans (uma samambaia aquatica) ao 2,4-D (DOLUI et al.,
2021). Neste sentido, € possivel inferir que, em determinadas espécies, a indugéo
de GST contribua com a desintoxicacdo e/ ou eliminacdo do 2,4-D e minimize

seus efeitos sobre a peroxidacao de lipidios.

Em relacdo a CAT, os resultados obtidos neste estudo mostram que em
tempos iniciais de exposicao de A. salina ao 2,4-D (2 a 12 horas), se observa um
padrdao de reducdo na atividade da enzima. Por outro lado, nos maiores tempos
de tratamento esse padrdo fica mais difuso. Este perfil de inibicdo tempo-
dependente, sugere que A. salina passa por um periodo de adaptacdo inicial
seguido de ativacdo de defesas para conter os efeitos do 2,4-D. Uma destas
defesas, como ja mencionado, pode ser a prépria ativacdo da GST ao longo do
tempo de exposicdo (PARK et al., 2010). O efeito de inibicdo da CAT por 2,4-D ja
foi observado anteriormente no fungo Umbelopsis isabelina e também em
testiculos de ratos (BERNAT et al., 2018; ZHANG et al., 2017).

O estresse oxidativo € um fendmeno que, via de regra, ndo ocorre de forma
isolada. Pelo contrario, em geral a ocorréncia de desbalanceamento redox esta
associado a outros efeitos biologicos deletérios como a inducdo de danos

mitocondriais, ocorréncia de mutacdes, alteracdes teciduais e/ou morfoldgicas
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(KLAUNIG, 2018; SINHA et al., 2013) (TAYEB et al., 2012; RAMIRES-QUIJAS et
al., 2015). No presente estudo, a atividade da CAT, que é um biomarcador de
estresse oxidativo bastante robusto, apresentou correlacdo negativa com a
incidéncia de alterag6es morfoldgicas em A. salina apés tratamento com 2,4-D por
2 a 4 horas. Ou seja, quando a atividade da CAT foi menor, as alteracdes

morfologicas foram mais proeminentes.

Em acordo com os dados acima, ja foi demonstrado que ratos tratados com
concentracbes sub-letais de 2,4-D apresentam inibicdo renal de enzimas
antioxidantes como a CAT, SOD e Glutationa Peroxidase ao mesmo tempo que
desenvolvem mudancas histopatolégicas pronunciadas nos rins, as quais podem
causar disfuncdo renal (TAYEB et al.,, 2012). Em larvas de peixe-zebra (Danio
rerio) o tratamento com 2,4-D afeta a sobrevivéncia, altera a atividade de enzimas
antioxidante e eleva os niveis de marcadores de danos hepaticos, além de induzir
malformacdes larvais e alteracfes no figado. Em conjunto, estes resultados séo
importantes pois mostram que a resposta histolégica e morfolégica dos
organismos sdo consequéncias da exposi¢cdo a uma substancia inorganica, no
caso o 2,4-D, que de alguma forma tem a capacidade de lesar a fisiologia do

organismo, com especial influéncia sobre o estresse oxidativo (DURANTE, 2020).

O efeito inibitério do 2,4-D sobre a atividade da CAT em A. salina pode ser
revertido apos retirada do contato com o herbicida. Interessantemente, no mesmo
tratamento, também foi revertida a correlagdo entre atividade da CAT e inducdo de
alteracdes morfoldgicas. Esse resultado confirma que a inibicdo da CAT € um evento
relacionado com as alteracgdes fisioldgicas que resultam nas malformacdes de A. salina
expostas ao 2,4-D. Em mamiferos, espermatozoides submetidos a estresse oxidativo
apresentam danos no DNA e alteracfes no padrao de programacdo Epigenética, o que
interfere com a contribuicdo paterna para o desenvolvimento do embrido (WYCK et al.,
2018). Entretanto, esse padrdo de alteragdo Epigenética € distinto entre zigotos de
gatos e camundongos (WYCK et al., 2018). Segundo Hansen (2007) os mecanismos de
sinalizagdo dependentes do status redox s&o fundamentais para o processo normal de
desenvolvimento. Desta forma, a indugdo de estresse oxidativo tem o potencial de
induzir teratogénese por meio da desregulacdo destas vias, especialmente aquelas cuja

sinalizac@o é mediada por pares redox com grupamentos tiol (-SH) (HANSEN, 2007).
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6. CONCLUSAO GERAL

Em resumo, o presente estudo confirma o potencial toxicolégico do 2,4-D
para organismos aquaticos ndo alvo. Na espécie modelo A. salina, o herbicida
inibe a atividade da CAT ao mesmo tempo que promove malformagdes
morfoldgicas, especialmente nas primeiras horas do desenvolvimento das larvas.
Estes resultados tém duas implicacées importantes. Primeiro, o controle do uso
de 2,4-D deve ser estritamente regulado para evitar contaminacdo dos
ecossistemas aquaticos. Segundo, apesar de ter potencial téxico e teratogénico
mediado por estresse oxidativo, os efeitos do 2,4-D tém a possibilidade de serem
revertidos caso a exposicdo cesse. Neste sentido, acbes de monitoramento e
recuperacdo de areas contaminadas por este agrotoxico podem ser estratégias

importantes para a restauracdo e/ou manutencédo ambiental.
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7. PERSPECTIVAS

o Avaliar o efeito do 2,4-D sobre biomarcadores de estresse oxidativo
envolvidos com a manutencéo dos niveis de glutationa. Por exemplo, as enzimas

Glutationa Redutase e Glutationa Peroxidase.

o Avaliar o efeito de outros defensivos agricolas sobre a morfologia e
biomarcadores em A. salina, afim de observar se 0s outros grupos podem

apresentar alguma relagdo com os dados encontrados em herbicida.

o Avaliar se o0 extrato de plantas fitoterapicas pode auxiliar na recuperacao

dos danos morfoldgicos e bioquimicos ocasionados pelo herbicida 2,4-D.

o Avaliar os efeitos do 2,4-D em organismos de agua doce para verificar se
esse fenbmeno de mudancas morfologicas e bioquimicas acontecem nesses

organismos.
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