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RESUMO

O uso de embrides como modelo alternativo para avaliar a toxicidade de herbicidas, destaca-
se por reduzir o uso de animais em estudos toxicoldgicos e se alinhar aos conceitos éticos
dos 3R’s. Sabe-se que a utilizacao de herbicidas na agricultura levanta preocupagdes acerca
de seus riscos ambientais e de saude publica e, com isso, 0os modelos embrionarios de aves,
anfibios, zebrafish e camundongos emergem como ferramentas sensiveis e €ticas para
identificar os efeitos toxicos desses compostos no desenvolvimento. Assim, o objetivo desse
estudo foi revisar, qualitativamente, artigos que verificam a toxicidade de herbicidas
utilizando esse modelo. A separagao desses estudos foi feita por meio de bases de dados
como ScienceDirect e PubMed. Dessa forma, foram selecionados artigos que testavam os
principios ativos mais utilizados na agricultura como Glifosato, 2,4-D, Atrazina, Diuron, S-
metolachlor, Acetochlor e Pendimetalina. Os resultados encontrados reforgam a
sensibilidade do modelo embrionario na detec¢do de efeitos toxicos em baixas
concentragdes, se mostrando, assim, uma ferramenta eficaz para esse tipo de estudo.
Pontanto, apesar da falta de padronizagdo metodologica e a heterogeneidade dos estudos
limitarem a generalizacdo, a comparagdo e o real entendimento do potencial toéxico das
substancias, o uso de embrides em testes de agroquimicos possui potencial para substituir os
testes em animais e avangar no entendimento dos impactos de herbicidas na saude, pois se
trata de uma metodologia mais ética, replicavel e que viabiliza a criacdo de protocolos
uniformes que poderao contribuir para obtengao de mais dados sobre esse tema.

Palavras-chave: Métodos alternativos; Herbicidas; Embrido; Toxicidade
ABSTRACT

The use of embryos as an alternative model to assess herbicide toxicity stands out for its
importance in reducing the use of animals in toxicological studies and in aligning with the
ethical principles of the 3Rs. The use of herbicides in agriculture raises concerns about
their environmental and public health risks and, therefore, embryonic models of birds,
amphibians, zebrafish and mice emerge as sensitive and ethical tools to identify the toxic
effects of these compounds on development. This study aimed to qualitatively review
articles that explore the toxicity of herbicides using embryonic models. Searches conducted
in databases such as ScienceDirect and PubMed focused on studies examining compounds
including Glyphosate, 2,4-D, Atrazine, Diuron, S-metolachlor, Acetochlor, and
Pendimethalin. The findings reinforce the effectiveness of embryonic models in detecting
toxic effects at low concentrations, highlighting their sensitivity and utility for
toxicological evaluations. However, the study also identified challenges, particularly the
lack of methodological standardization and the diversity of approaches used in the analyzed
studies. These limitations hinder the generalization and comparison of results,
complicating a comprehensive understanding of the toxic potential of these substances.
Despite these challenges, the use of embryos in agrochemical testing demonstrates
potential to replace traditional animal testing. It offers a more ethical and replicable
methodology, with the possibility of developing standardized protocols that could
significantly contribute to a deeper understanding of herbicides' impacts on health and the
environment.

Keywords: Alternative methods; Herbicide; Embryos; Toxicity
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1-INTRODUCAO

1.1 Herbicidas

No Brasil, pelo Decreto n. 10.833 de 7 de outubro de 2021, ¢ proibido o registro de
agrotoxicos que apresentem evidencias que sdo teratogénicos, carcinogénicos, mutagénicos,
que provocam disturbios hormonais, que provoquem danos no sistema reprodutor ou que
prejudiquem o ecossistema (Brasil, 2021). Os herbicidas sdo uma categoria de agrotoxico
utilizados para proteger plantagdes de plantas indesejaveis consideradas “ervas daninhas” ou
pragas e estima-se que pelo menos 47,7% dos agrotodxicos utilizados no mundo pertencem a
essa categoria e paises como o Brasil se destacaram pela alta aplicagcdo destes quimicos em
suas culturas (Pathak et al., 2022; Sarigdl Kili¢ et al., 2018; Shan et al., 2021; Zhang et al.,
2021).

Dentro dos herbicidas ha uma variedade de formulagdes quimicas que recebem
diferentes classificacdes de acordo com a sua formulagdo quimica, seletividade € momento
de aplicagdo. Herbicidas pré-emergentes se referem a produtos que sdo aplicados antes do
surgimento da praga, ja os pés emergentes sdo aqueles que devem ser aplicados apos o
surgimento de uma planta indesejada na colheita (Correia, 2021; Marchi et al., 2008b). Os
seletivos podem ser aplicados nas culturas recomendas sem prejudicar a plantagdo pois
atuam apenas nas plantas alvos, enquanto os ndo seletivos, se aplicados errados, podem
causar a mortalidade de todas as plantas com excecdo das transgénicas tolerantes ao
herbicida (Correia, 2021; Marchi et al., 2008b). Por fim, os herbicidas podem se diferenciar
por seu mecanismo de acdo que se refere a reacdo bioquimica ou biofisica do herbicida na
planta alvo algum exemplos desses mecanismos sdo: herbicidas com Glifosato na formula
atuam inibindo enzimas responsaveis pela sintese de alguns aminoacidos em plantas; os com
2,4-D provocam um crescimento desordenado dos tecidos vegetais; os com Atrazina ou
Diuron inibem a peroxidacdo dos lipidios; se o principio ativo for o S-metolachlor ou
Acetochlor atuam inibindo a sintese de acidos graxos de cadeia longa; € os que possuem
Pendimetalina atuam inibindo a formag¢ao de microtubulos (Correia, 2021; Marchi et al.,
2008b).

O uso intenso de herbicidas no Brasil vem fomentando discussdes acerca da
seguridade dessas substancias pela sua persisténcia no ambiente e potencial de
bioacumulacdo ao longo da cadeia alimentar (Marcato et al, 2017). Apds serem
pulverizados nas plantagdes, os herbicidas ficam sujeitos as condi¢des climaticas e, dessa

forma, acabam contaminando e intoxicando organismos nao alvo (Meng et al., 2021). Para



humanos, a maior via de exposi¢ao aos herbicidas é por meio da ingestdo de alimentos ou
agua contaminados (Marcato et al., 2017; Wang et al., 2022). Assim, por esses produtos
estarem presentes em diversas de fontes de agua, sua toxicidade ¢ testada frequentemente
em animais aquaticos como anfibios e peixes, pois eles sdo os primeiros a terem contato com
o contaminante no ambiente e sdo considerados indicadores mais sensiveis de estresse
ambiental (Martins et al., 2021; Velki et al., 2017; Yang et al., 2021).

A forma como a toxicidade de uma substancia ¢ avaliada pode variar. No entanto,
para a ANVISA, no contexto dos testes de seguranca de herbicidas, os dados obtidos em
experimentacdes in vitro, sem suporte de evidéncias in vivo, sdo considerados sugestivos,
mas podem ser insuficientes para conclusdes definitivas sobre o potencial toxico de um
composto (ANVISA, 2021). Assim, com base em protocolos e legislagdes da European
Food Safety Authority e United States Environmental Protection Agency,a RDC n°294/2019
da ANVISA estabelece os critérios para avaliagdo e classificacdo toxicoldgica de
agrotoxicos. Entre esses critérios, destaca-se a exigéncia de testes como: Toxicidade oral
aguda (DL50 oral); Toxicidade cutanea aguda (DL50 cutanea); Toxicidade inalatoria aguda
(CL50 inalatoria); Toxicidade oral com doses repetidas por 90 (noventa) dias em ratos,
camundongos e nao roedores; Toxicidade cronica em ratos; Toxicidade reprodutiva por duas
geragdes ou estudo de Toxicidade reprodutiva de uma geracao estendida, conduzidos com
ratos; entre outros (ANVISA, 2019; ANVISA, 2021). De maneira geral, os testes exigidos
sao realizados em modelos in vivo. Entretanto, considerando o alto custo da utilizacao desse
modelo, as limitacdes éticas de sua aplicacdo em larga escala e a politica dos 3R’s, os
métodos alternativos tornam-se relevantes nesse contexto por permitirem uma pré-triagem e
fornecerem indicios sobre os possiveis efeitos toxicos de uma substancia que podera reduzir

o namero de animais necessarios nos testes de toxicidade.

1.2 Importancia do Uso do Modelo Animal na Producao Cientifica e da Manutengao
do Seu Bem-Estar

Fazer ciéncia de forma correta e responsavel ¢ essencial para assegurar que um
experimento seja conduzido de maneira ética, confiavel e reproduzivel (Turner; Barbee,
2019). Em pesquisas que utilizam modelos animais, ¢ fundamental avaliar a real
necessidade do uso desses seres e garantir sua qualidade de vida nas etapas pré, durante e
pos-produgdo cientifica. A relevancia da pesquisa em animais permeia os conceitos da
medicina comparativa, ou seja, utilizando desse modelo ¢ possivel inferir respostas fisio-

metabolicas desencadeadas por patologias e tratamentos, por meio da comparagao entre as
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similaridades do organismo humano e animal. No tocante a qualidade de vida desses seres,
¢ preciso compreender que, além do respeito intrinseco que devemos ter por suas vidas, o
desenvolvimento de uma pesquisa pode ser prejudicado caso os animais estejam sofrendo
com qualquer estimulo estressante. Isso ocorre porque quando um animal ndo estd bem
alimentado e livre de angustia, dor, doenca e desconforto, sua resposta fisioldgica se altera
pondo em risco a qualidade dos resultados de uma pesquisa (McCausland, 2014; Veissier
etal.,2012).

Ao se utilizar do modelo animal, ¢ necessario fazer com que as necessidades deste
sejam atendidas, porém ¢ preciso também cumprir com outros requisitos como: substituir
sempre que possivel os testes em animais por métodos alternativos como os experimentos in
vitro; reduzir ao minimo de significAncia o nimero de animais; e refinar seu estudo ao
maximo para que seus testes causem o menor dano e estresse nos animais. Tais requisitos
sd0 o que Russell e Burch chamam de principio dos 3R’s e sdo deles que se derivaram
diversas legislacdes referentes ao uso de animais na pesquisa (Bayne; Turner, 2019; Franco,
2013; Kilsoo 2023). Dessa forma, para o exercicio de uma ciéncia integra, o estudo com
animais deve respeitar ndo s6 as normas de biosseguranga visando a seguranga do
pesquisador e da pesquisa, como também deve rigorosamente visar o cuidado e o bem-estar
do animal utilizado a fim de evitar com que este sofra desnecessariamente e prejudique a

confiabilidade dos resultados dos experimentos (Turner; Barbee, 2019).

1.3 Métodos Alternativos

Apesar de existir certa dependéncia do uso de animais em grande parte das pesquisas
cientificas, estudos com base em métodos alternativos vém ganhando destaque. Tais
métodos visam reduzir o uso de animais ou refinar pesquisas com este, pois determinadas
caracteristicas genotoxicas, carcinogénicas, de toxicidade no desenvolvimento, entre outras
podem ser testadas por métodos como os estudos in silica, in vitro, pesquisa bibliogréafica,
utilizacdao de outros animais no lugar de mamiferos, entre outros (Freires ef al., 2017; Kim
et al., 2019). Nota-se a relevancia dos métodos alternativos em minimizar o sofrimento
animal em exemplos como o de testes de cosméticos. Recentemente, com a aprovagdo da
resolucao n°58 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (Concea),
tornou-se proibido o uso de animais nessas pesquisas por se perceber que diferentes analises
poderiam ser feitas em seu lugar. Exemplo disso sdo os testes de sensibilizacdo da pele que,
se antes eram dependentes do modelo animal, agora sdo realizados por métodos in vitro

(Adler et al., 2011). No caso dos testes farmacologicos, a necessidade do uso do modelo
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animal reduziu-se com o auxilio desses métodos, pois € possivel utilizar diversas formas de
culturas de células como método de triagem de possiveis novos medicamentos (Bauer et al.,
2021). Entretanto, temos que no caso de testes agroquimicos ou quimicos industriais ainda

¢ pouco explorado o uso de métodos alternativos (Prior et al., 2019).

1.4 Uso do Embrido na Pesquisa

O uso de embrides na pesquisa cientifica tem seu inicio mais bem definido por volta
da década de 70 e, ao longo dos anos, tal método foi cada vez mais estudado e aprimorado
por se tratar de uma metodologia que visa substituir, refinar e reduzir o uso de animais de
laboratério (Webster et al., 1997). Pesquisas nesse modelo geralmente possuem como
objetivo mais frequente observar teratogenicidade e embriotoxicidade na auséncia do
organismo materno, entretanto também podem explorar outros aspectos como os de
mecanismos moleculares envolvidos no processo de clivagem e maturagao celular (Sogorb
et al., 2014; Umanzor-Alvarez et al., 2011). Ressalta-se que, enquanto pesquisas voltadas
a analise de embriotoxicidade buscam verificar efeitos toxicos como o de morte
embrionaria, crescimento retardado, e outros tipos de dano que afetam o embrido antes de
ele atingir o estdgio fetal. Estudos acerca de potenciais teratogénicos buscam
especificamente malformagdes estruturais ou defeitos congénitos que ocorrem apds o
periodo de embriogénese (Sogorb et al., 2014).

Em geral, as principais desvantagens da utilizacdo de embrides na pesquisa incluem
a impossibilidade de analisar a interagdo entre genitora e embrido visto que os testes
ocorrem in vitro ou in ovo, limitacdo no periodo de embriogénese que pode ser estudado,
dificuldade na observagdo detalhada de certas estruturas durante os estagios criticos do
desenvolvimento por conta de alguns embrides estudados se desenvolverem no interior de
ovos calcarinos, além de ser uma metodologia tecnicamente complexa que requer
habilidades e equipamentos especializados (Horzmann et al., 2018; Kurth et al., 2012;
Sogorb et al., 2014; Webster et al., 1997). Entretanto, tais caracteristicas ndo invalidam a
utilizacdo desse modelo em pesquisas pré-clinicas. Existem diferentes modelos de
embrides possiveis de serem estudados e, cada modelo, possui diferentes caracteristicas
que o fazem melhor a depender do objetivo da pesquisa (Webster et al., 1997).

Dentro das possibilidades de modelo, os estudos com embrides de roedores sao os
mais utilizados e recomendados dentro desse modelo de pesquisa (Van Soom et al., 2011).
Eles se destacam dos demais por oferecerem praticidade, relevancia bioldgica e

compatibilidade com técnicas experimentais avangadas, seus ciclos reprodutivos rapidos o
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que facilita a obtengdo de embrides em diferentes estdgios de desenvolvimento para
experimentacdo como mostrado na figura 1 (Sogorb et al, 2014). Além disso,
compartilham uma grande semelhanga genética e bioldgica com os humanos tornando-os
modelos ideais para estudos de desenvolvimento, genética e toxicologia (Posfai et al.,
2021). Ressalta-se, também, a existéncia de uma vasta quantidade de estudos acumulados
ao longo dos anos com o uso de embrides de roedores o que os torna um modelo bem
caracterizado com uma ampla base de referéncias que possibilitam a comparagao de

resultados (Ghimire, S. et al., 2022; Sogorb et al., 2014).

Figura 1. Estagios do desenvolvimento de embrionario de camundongos in vitro.
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Fonte: Criado com BioRender.com pelo Autor.

Além da experimentagdo com estes embrides, temos também de forma bem
consolidada a utilizacdo de embrides de peixes, com destaque ao zebrafish, em testes de
seguranca quimica, ecotoxicologica e de toxicologia de diferentes substincias ou
nanoparticulas (Johnston et al., 2018). As principais vantagens desse modelo sobre os
demais permeio o fato dele possui um ciclo de vida rapido, como mostrado de forma
simplificada pela Figura 2, e uma alta taxa de reproducdo e fecundacdo extracorpdrea,
embrides de zabrafish ja possuem hepatdcitos diferenciados apos 36h a sua fecundagdo o
que possibilita triagens rapidas de substancia possivelmente hepatotoxicas (Driessen et al.,
2013). Além disso, o embrido do zebrafish € transparente o que facilita o monitoramento de

processos biologicos em tempo real, como a formagao de 6rgdos e a migragao celular, sem
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a necessidade de dissecag@o ou preparagdo de amostras (Driessen et al., 2013; Sogorb et al.,
2014). Destaca-se também as caracteristicas génicas do zebrafish, que sdo amplamente
conhecidas, de facil manipulagdo e com 62% de seus genes ortdlogos aos genes humanos

(Driessen et al., 2013; Perkins et al., 2013).

Figura 2 . Estagios do desenvolvimento de embriondrio de zebrafish in vitro.
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Fonte: Criado com BioRender.com pelo Autor

A utiliza¢do de embrides de galinha é recomendada para estudos que visem observar
a angiogénese € as possiveis alteragdes que farmacos ou substincias toxicas podem causar
neste processo € no desenvolvimento embrionario como um todo (Ghimire, Shweta ef al.,
2022). Este modelo se destaca em estudos que analisam vasos sanguineos, pois sdo
transparentes e de facil visualizagdo (Ghimire, Shweta et al., 2022). Adicionalmente, a
membrana corioalantéide (CAM) presente em embrides de galinha ¢ frequentemente
utilizada em estudos sobre crescimento tumoral e metastase, pois permite a implantagao de
células tumorais humanas, possibilitando a observagdo do crescimento e comportamento
tumoral (Chu et al., 2022). Este modelo também se destaca por ser mais simples e econdmico
que o modelo de embrido de roedor, € 0 ovo fornece um ambiente fisioldgico controlado, de
facil manuseio e permite intervengdes experimentais (Ghimire, Shweta et al., 2022;
Hegemann et al., 2023).

Por fim, os embrides de anfibios com destaque para as espécies Xenopus laevis e
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Xenopus tropicalis. Eles sdo considerados modelos classicos em estudos acerca da biologia
do desenvolvimento, pois esses embrides sdo amplamente utilizados para estudar a
gastrulacdo, a formacdo das camadas germinativas ¢ a organogénese, além disso sdo
amplamente utilizados em estudos acerca do eixo celular e de formacao dos 6rgaos (Itoh et
al., 2019; Kurth et al., 2012; Umanzor-Alvarez et al., 2011).Em relacdo a testes de toxidade
ecotoxidade, embrides desses anfibios sdo mais recomendados para testes preliminares que
posteriormente precisaram ser complementados com outros testes como o de em roedores
(Menegola et al., 2000). Com isso, ¢ notavel que os mecanismos de desenvolvimento
observados em embrides de anfibios sdo altamente conservados evolutivamente e aplicaveis
a outros vertebrados, porém suas limitagdes em relacdo a similaridade com humanos fazem

com que alguns testes nesse modelo necessitem de estudos complementares.

2 - JUSTIFICATIVA

O predominio do uso de herbicidas na agricultura moderna tem gerado
preocupacdes sobre seus impactos ambientais e toxicologicos, especialmente devido a
ampla variedade de principios ativos e formulagdes comerciais disponiveis no mercado.
Assim, ha a necessidade de buscar ferramentas confiaveis para a avaliagdo da toxicidade
que combinem precisao cientifica, ética e viabilidade pratica.

O uso de modelos experimentais alternativos, como embrides, surge como uma
solucdo promissora para superar as limitacdes éticas e metodologicas associadas aos
métodos tradicionais in vivo. Esses modelos oferecem alta sensibilidade para detectar
efeitos teratogénicos, oxidativos e apoptoticos. Além disso, sua utilizacdo esta alinhada
com os principios dos 3Rs, promovendo uma abordagem mais ética na pesquisa cientifica.

Dessa forma, cria-se a necessidade de averiguar o atual estado da literatura acerca
do uso de embrides em teste de herbicidas a fim de se explorar e validar esse modelo
experimental, contribuindo para o avango da toxicologia social e ambiental. Portanto, este
trabalho justifica-se pela relevancia cientifica e social, buscando oferecer uma coletanea
acerca dos resultados mais recentes nessa area contribuindo, assim, para maior
acessibilidade dos dados e estudos que se visam utilizar uma metodologia mais ética, eficaz
e padronizada.

3 -OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Realizar uma revisdo qualitativa sobre uso de embrides em testes de toxicidade dos

principais principios ativos de Herbicidas.
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3.2 Objetivos Especificos

3.2.1. Comparar os efeitos de diferentes principios ativos de herbicidas
na viabilidade e no desenvolvimento de embrides de modelos experimentais especificos;

3.2.2. Analisar os resultados toxicologicos, incluindo efeitos no
crescimento, malformagdes e alteragdes moleculares, encontrados em estudos de
experimentacdo com embrides expostos a diferentes principios ativos de herbicidas;

3.2.3. Identificar e discutir as lacunas de conhecimento e os desafios
relacionados a padronizagao e a aplicabilidade dos métodos utilizados em pesquisas sobre a

toxicidade de herbicidas em embrides.

4 - METODOLOGIA
4.1 Pesquisa
Foram realizadas pesquisas nas plataformas Science Direct e PubMed utilizando os
descritores: “herbicide” + “embryo” + “toxicity” + “nome do principio ativo”, sendo que no
principio ativo foi utilizado “Acetochlor”, “Pendimethalin”, “S-Metolachlor”, “Diuron”,
“Glyphosate”, “Atrazine” e “2,4-D”. O periodo considerado inclui os anos de 2000 até 2024.
Além de artigos cientificos, foram consultadas fontes oficiais do governo, como ANVISA,
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) e Ministério da Saude. A
partir de leitura seletiva e exploratoria do material, houve anélise e interpretacdo das

evidéncias e sumariza¢ao dos dados;

4.2 Critérios de Inclusao
e Estudos que fizeram testes de toxicidade do principio ativo em embrides de
cordados;
e Estudos que verificaram a embriotoxicidade ou a teratogenicidade do principio
ativo in vivo ou in vitro
e Estudos de livre acesso
4.3  Critérios de Exclusdo
e Estudos que fizeram testes in vitro e ndo utilizaram embrido de cordado.

e Estudos de acesso pago.

5 —RESULTADOS
5.1 Glifosato
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O Glifosato [N-(phosphonomethyl)glycine] (Figura 3) € o principio ativo de alguns
herbicidas ndo seletivos, sist€émicos, pds-emergentes. Ele ¢ eficiente na eliminagdo de ervas
daninhas monocotiledoneas e dicotiledoneas e, no Brasil, é comercializado na forma de:
Glifosato-isopropilamonico, Glifosato-sal dedimetilamina, Glifosato-sal de potassio e
Glifosato-sal de amonio (Agostini et al., 2020). Além de ser um ingrediente ativo
amplamente utilizado pelo agronegdcio, o Glifosato compde a formula de produtos
domissanitarios utilizados em jardinagem amadora. Recentemente, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria prop0s uma reavaliagao toxicologica desse composto devido a sua larga
utilizagdo no pais e aos inumeros relatos de intoxicacao aguda acidental e ocupacional com
elevado coeficiente de letalidade. A conclusdo desse processo determinou que ndo existe
evidéncias suficientes para determinar que o Glifosato ¢ um composto com capacidade
mutagénica, teratogénica ou carcinogénica e atualizou seus padrdes toxicologicos para:
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA)= 0,5mg/kg peso corpdreo; Dose de referéncia Aguda
(DRfA)= 0,5 mg/kg peso corpdreo; Nivel Aceitavel de Exposi¢do Ocupacional (AOEL)=
0,1 mg/kg peso corpdéreo/dia (ANVISA, 2022).

Figura 3 . Formula estrutural Glifosato
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Fonte: ANVISA monografia autorizada G01,2022.

Dos estudos encontrados testando essa substancia, em Lehel et a/ a metodologia
consistiu em expor grupos randomizados de ovos férteis de galinha a uma férmula comercial
denominada Amega Up (composta por de 360 g/L. de Glifosato). Essa exposi¢ao foi feita por
meio da inje¢do da substancia na camara de ar dos ovos ou pela imersao do ovo no produto
por 30 minutos e concluiu que, com a injecao, esse produto aumentos em 35% a mortalidade
embriondria, em relagdo ao grupo controle, com p < 0,05 e aumentou em 2,7% o nimero de
anomalias no desenvolvimento sem significancia estatica, j& com a imersdo foi possivel
observar que, enquanto o grupo controle apresentou 5% de mortalidade, a exposicao ao

produto aumentou a taxa de mortalidade para 10% e causou 2,8% de anomalias no
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desenvolvimento (Lehel ef al., 2021). Em Paganelli et al, além de ovos de galinhas, também
foram feitos testes em embrides de anfibios Xenopus laevis utilizando tanto o composto puro
de Glifosato quanto a formulacao comercial Roundup Classic em diferentes concentragdes
sendo que a exposi¢do de ambos os embrides foram por meio da injecdo dos compostos no
ovo. Esse estudo utilizou diferentes marcadores moleculares, corantes e anticorpos
fluorescentes para investigar a influéncia desses compostos no desenvolvimento e o
resultado dessa experimentacdo mostrou que ambos os embrides apresentaram
malformagdes craniofaciais € neurais tanto quando exposto ao composto puro, quanto a sua
formula comercial sendo que esta tltima se mostrou ligeiramente mais toxica por apresentar
outros componentes em sua composicao que intensificam sua penetragdo do Glifosato na
célula (Paganelli et al., 2010). No estudo de Zhang et al, foram testadas diferentes
concentracdes de Glifosato puro e um de seus derivados metabdlicos em ovos de zebrafish,
o resultado dessa experimentacdo mostrou que a exposicao dos embrides ao Glifosato em
concentragdes de 10 ng/mL, 100 ng/mL e 700ng/mL foi suficiente para provocar alteragdes
morfofisiologicas cardiacas e, nas concentracdes mais altas, também foi verificado maior
intensidade de malformacao ¢ baixa taxa de eclosao dos ovos, alem do aumento da taxa de
apoptose nos tecidos (Zhang et al., 2021). Em Dallegrave et al. o organismo materno foi
exposto a diferentes concentragdes da formulagdo comercial Roundup® que possui como
principio ativo o Glifosato, dessa forma, ratas Wistar foram expostas a diferentes
concentragdoes do herbicida via gavagem oral e colocadas para acasalar com machos
saudaveis. O resultado desse estudo mostra que, quando expostas a uma concentracio de
1000 mg/Kg, 50% das ratas morreram entre o 7° e 14° dia da gestag¢do, além disso a
exposi¢do em concentragdo de 500 mg/Kg e 700 mg/Kg causou nos fetos edemas
generalizados, interrup¢do no desenvolvimento e alteragdes esqueléticas dose dependentes
com percentual destas alteragdes sendo: grupo controle 15,4%; grupo exposto a 500 mg/Kg
de herbicida 33,01%; grupo exposto a 700 mg/Kg de herbicida 42%; grupo exposto a 1000
mg/Kg de herbicida 57,3% (Dallegrave et al., 2003). Semelhante a isso, Estienne ef al. expos
galinhas a uma rag@o contaminada com o herbicida a base de Glifosato Gallup 360 a uma
concentracdo de 47 mg/Kg corporal/dia, os resultados desse estudo mostram que as galinhas
alimentadas com a ragdo contaminada tiveram a taxa de fertilidade diminuida com as
porcentagens de fertilidade do grupo controle sendo 91% e a do grupo contaminado de 77%
na 4° semana de experimentagdo. Além disso, a mortalidade dos embrides dos embrides das
galinhas alimentadas com herbicida foi de 18% enquanto no grupo controle foi 5% e também

foram observadas malformacdes craniofaciais e neuronais nos embrides das galinhas



alimentadas com ragdo contaminada (Estienne et al.,2022).
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Isto posto, os dados apresentados na Tabela 1 e na Figura 4 demonstram a relag@o

entre diferentes estudos sobre os efeitos do Glifosato no desenvolvimento embrionario,

evidenciando as principais consequéncias observadas.

Figura 4 . Grafico quantitativo dos resultados acerca dos efeitos do Glifosato
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tabela 1. Sintese da bibliografia levantada acerca do Glifosato
Estudo Substincia  Modelo Exposicao Resultados
Lehel eral.  Amega Up Galinha  Injecdo na camara Injegdo: 35% de
(2021) de ar ou imersao mortalidade e 2,7% de
por 30 minutos anomalias
Imersao: 10% de
mortalidade e 2,8% de
anomalias
Paganelli er  Glifosato Galinhae Inje¢do na camara Malformagdes craniofaciais
al. (2010) puro e Xenopus de ar e Injecao e neurais em ambos 0s
Roundup laevis direta nas células modelos, com Roundup
Classic do embrido Classic sendo mais toxico.
Zhang et Glifosato  Zebrafish ~ Meio de cultura  Alteracdes cardiacas, maior
al. (2021) puro e um misturado com os intensidade de
de seus toxicos malformacgoes, baixa taxa de
metabolitos eclosdo e aumento de
apoptose nas concentragoes
mais altas.
Dallegrave = Roundup® Ratas Exposicao do Em concentragdo de 1000
etal. (2003) Wistar organismo mg/Kg, 50% de mortalidade

materno por
gavagem oral.

materna. A 500 mg/Kg e
700 mg/Kg, aumento de
edemas, alteragoes
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esqueléticas e

desenvolvimento
interrompido.
Estienne et  Gallup 360  Galinha Exposi¢ao do Diminuigao de fertilidade
al. (2022) organismo (77% vs 91% no controle) e
materno a ragao aumento da mortalidade
contaminada embrionaria (18% vs 5% no

controle), com
malformagdes craniofaciais
€ neuronais.

5.2 2,4-Diclorofenoxiacético

O acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) (Figura 5) é considerado o segundo
principio ativo mais comercializado no Brasil e utilizado em herbicidas de pré e pos-
emergéncias nas culturas de arroz, aveia, café, cana-de-acucar, centeio, cevada, milho,
pastagem, soja, sorgo e trigo. Ele atua estimulando de forma excessiva a divisdo celular em
plantas causando a sua morte e pode ser encontrado nas formas de: 2,4-D amina; 2,4-D Sal
de Colina; 2,4-D-dimetilamina; 2,4-D-trietanolamina e 2,4-D triisopropanolamina (Marchi
et al., 2008a). Esse composto também passou por uma reavaliagdo toxicoldgica promovida
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria que concluiu que ndo existem evidencias
suficientes para provar que o 2,4 D possui caracteristicas teratogénicas, carcinogénicas ou
mutagénicas relevantes, porém atualizou seus padrdes toxicologicos para: Ingestdo Didria
Aceitavel (IDA)=0,01mg/kg peso corporeo; Dose de referéncia Aguda (DRfA)=0,75 mg/kg
de peso corporeo/dia.; Nivel Aceitavel de Exposicdo Ocupacional (AOEL)= 0,01 mg/kg
peso corporeo/dia (ANVISA, 2022).

Figura 5 . Formula estrutural 2,4-D

Cl

Fonte: ANVISA monografia autorizada D27, 2022

Dos estudos que exploram a toxicidade desse composto, em Martins et al. embrides
de zebrafish foram expostos a concentragdes de 2,5 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 20 mg/L, 25
mg/L e 40 mg/L.do composto 2,4-D puro por 96h apos 1h da sua concepcao, dos resultados
foi concluido que a taxa de mortalidade dos embrides foi dose-dependente e, nas

concentragdes acima de 20 mg/L, a taxa de mortalidade foi 100% ap6s as 96h. Alem disso,
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em todas as concentracdes foi observado atraso na eclosdo, a partir da concentragdo 5 mg/L
os embrides passaram a apresentar edemas no saco vitelino e pericardio € em concentragdes
de 10 mg/L foi observado maior estresse oxidativo ¢ danos na fun¢do hepatica (Martins et
al., 2021). Semelhante a isso, em Li et al. embrides de zebrafish foram expostos a
concentragdes de 25 mg/L, 50 mg/L, 75 mg/L e 100 mg/L do composto puro de 2,4-D por
72h apds 2h da sua consepgao e foi concluido que todos os efeitos do composto foram dose-
dependente. Com isso, a taxa de mortalidade nas concentragdes de 25 mg/L e 50 mg/L variou
entre 20% e 50% e atingiu 100% nas concentragdes maiores ou iguais a 75 mg/mL, houve
também atraso na eclos@o com ela falhando por completo na concentragcdo de 100 mg/mL,
acima de 50 mg/mL foram observadas altera¢des cardiacas e por fim foi observado, de forma
dose-dependente, a taxa de estresse oxidativo e dano ocular nos embrides (Li et al., 2017).
Em Viriato et al., foi utilizado embrides de ra-touro (Lithobates catesbeianus) para averiguar
parametros toxicoldgicos do herbicida a base de 2,4-D DMA® 806 nas concentragdes de
150 mg/L, 300 mg/L, 600 mg/L, 900 mg/L e 1200 mg/L. Dos resultados, concluiu-se que
para essa espécie a Concentragdo Letal Mediana (LC50) ¢ 588,93 mg/L apds 96 horas de
exposicao, a concentragdo para causar malformagdes em 50% dos embrides foi 364,65 mg/L,
as malformacgdes observadas foram edema no saco vitelino e pericardio, curvatura anormal
da coluna vertebral, reducao do comprimento corporal e danos oftalmologicos (Viriato et
al.,2021). No estudo de Arias ovos de galinhas foram expostos ao composto puro de 2,4-D
e a formulagdo comercial Agroxone por meio da injecdo de 100 pL desses compostos na
membrana interna do ovo nas concentragdes de 0,5, 1, 2 e 4 mg de produto/embrido diluidos
em um solvente. Os resultados desse estudo apontam que os efeitos das substancias nos
embrides foram dose-dependentes com a formula¢do comercial se mostrando mais toxica do
que o composto puro, as alteragdes observadas foram: atraso na divisao celular dos embrides;
o numero total de células em divisdo diminuiu significativamente; e houve um aumento
significativo na frequéncia de trocas de cromatides-irmas em todas as concentragdes testadas
de 2,4-D puro e da formulacao comercial, comparado aos controles (Arias, 2003). Por fim,
em Greenlee et al. diferentes principios ativos puros, incluindo o 2,4-D, foram utilizados
para averiguar seu potencial toxico em embrides de camundongos CD-1, nesses testes grupos
de 20 a 25 embrides foram incubados em uma cultura contendo o herbicida por 96h. Assim,
os resultados desse trabalho mostram que o 2,4-D reduziu significativamente o percentual
de embrides que atingiram o estagio de blastocisto, em comparagdo aos controles, sendo que
em concentragdes baixas houve uma reducdo moderada enquanto nas mais altas houve uma

redugdo severa mostrando um efeito dose-dependente, além disso, um aumento no nivel de
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apoptose € uma reducao no nimero total de células foi constatado mesmo nas concentragdes
mais baixas testadas, indicando uma sensibilidade alta dos embrides ao (Greenlee et al.,
2004).

Com isso, os dados apresentados na Tabela 2 e na Figura 6 demonstram a relagado

entre diferentes estudos sobre os efeitos do 2,4-D no desenvolvimento embrionario.

Figura 6 . Grafico quantitativo dos resultados acerca dos efeitos do 2,4-D
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tabela 2. Sintese da bibliografia levantada acerca do 2,4-D

Estudo Substancia Modelo Exposicao Resultados
Martins et 2,4-D puro Zebrafish Meio de Mortalidade dose-
al. (2021) cultura dependente atingindo 100%
misturado em 20 mg/L. Atraso na
com o toxico eclosdo, danos e estresse
por 96h oxidativo a partir de 10
mg/L.
Lietal 2,4-D puro Zebrafish Meio de Mortalidade em 25 mg/L e
(2017) cultura 50 mg/L de 20% a 50% e
misturado 100% em 75 mg/mL.
com o toxico  Efeitos dose-dependentes,
por 72h estresse oxidativo e
malformagoes.
Viriato et DMA® 806 Ra-touro Meio de Malformagdes nos
al. (2021) (Lithobates cultura embrides: deformacgdes do
catesbeianus) misturado intestino, edemas e
com o toXico deformacao da cauda.
por 96h
Arias 2,4-D puro e Galinha Injecdo na Atraso na divisdo celular,
(2003) Agroxone camara de ar reducao no numero de
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células em divisdo, aumento
significativo nas trocas de
cromatides-irmas. A
formulac¢ao comercial ¢
mais toxica.

Greenlee et 2,4-D puro  Camundongo Meio de Redugdo do percentual de
al. (2004) CD-1 cultura embrides no estagio de
misturado blastocisto, aumento da
com o toxico apoptose e redugdo do
por 96h numero de células.

5.3 Atrazina

A Atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) (Figura 7) ¢ um
principio ativo utilizado em herbicidas seletivo pré e pos-emergéncias em culturas de milho,
sorgo, cana-de-agucar, café, fruteiras, cacau e pimenta-do-reino (Wirbisky-Hershberger et al.,
2017). Ele atua no aparelho fotossintético da planta impedindo o transporte de elétrons e
aumentando o estresse oxidativo no organismo (Ho, 2020). Atualmente no Brasil esse
composto ¢ alvo do Projeto de Lei n® 5.080/2023 que tramita na camara dos deputados e
propdem a proibicdo do uso e comercializagdo de produtos com a Atrazina por existir
evidencias que mostram esse composto como um desregulador endocrino (BRASIL, 2023).
Como o projeto esta em andlise, os padrdes toxicologicos desse principio no pais sdo: Ingestao
Diaria Aceitavel (IDA) = 0,02 mg/kg peso corporeo; Dose de Referéncia Aguda (DRfA) =
0,1 mg/kg peso corporeo (ANVISA, 2022).

Figura 7 . Formula estrutural Atrazina
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Fonte: ANVISA monografia autorizada A14, 2022

O potencial toxico desse composto a foi explorado em diferentes estudos, em Ahkin
Chin Tai et al. embrides de zebrafish no estagio de 4 a 8 células foram expostos a uma solugao
de Atrazina pura em placas de Petri nas concentragdes 0,3 ppb, 3 ppb, 30 ppb, 300 ppb, 1.000
ppb, 3.000 ppb e 10.000 ppb por 120h. Desse estudo, os resultados mostram que em
concentracoes menores que 300 ppb ndo afetou significativamente a mortalidade dos
embrides € ndo houve anomalias morfoldgicas, porém nas concentragcdes maiores ou iguais a

1.000 ppb houve redu¢do moderada da sobrevivéncia, edemas no saco vitelino, encurtamento
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do comprimento do embrido, com a maior letalidade e anomalias observada na concentragdo
de 10.000 ppb. Ja em Wirbisky-Hershberger et al., embrides de zebrafish foram expostos ao
composto puro de Atrazina nas concentragdes de 0 ppb (controle), 3 ppb, € 30 ppb por 72h
apods a concepgao. Os resultados desse estudo mostram que, apesar de nessas concentragdes
ter ocorrido aumento na mortalidade ou no numero de malformacdes, houve redugao de forma
dose-dependente da atividade enzimatica e redugdo de ate 12% nos niveis de metilagdo global
do DNA dos embrides, evidenciando o potencial de alteracdo epigenético do composto
(Wirbisky-Hershberger et al., 2017). Semelhantea isso, Horzmann et al. em 2018 e 2021
também verifica opotencial toxico do composto puro de Atrazina em embrides de zebrafish
nas concentracdes de O ppb (controle), 0,3 ppb, 3 ppb e 30 ppb por 72h, os resultados
corroboram para que, em baixas concentragdes, ndo ha alteracdes significativas em
mortalidade e malformagdes, porém ha alteragdo no nivel de metilagdo com reducdo nos
niveisde expressdo dos genes relacionados a DNA metiltransferases, regulagdo negativa de
genes envolvidos em vias de desenvolvimento neural e regulagdo epigenética, aumento
significativo da expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo e aumento da expressao
da enzima CYP17A1 sugerindo uma ativacdo das vias hormonais e desregulamentagdo
endocrina. (Horzmann et al., 2018; Horzmann et al., 2021). Também, em Wirbisky et al.
embrides de zebrafish foram expostos a Atrazina pura nas concentracdes de 0 ppb (controle),
0,3 ppb, 3 ppb e 30 ppb por 72h e concluiu que os testes impactaram no neurodesenvolvimento
do embrido que, apesar de ndo apresentar malformagdes, possuiu alteragcdes a nivel molecular
e neuroquimicos (Wirbisky et al., 2015). Nos estudos de Grzymkowski et al., embrides do
anfibio Xenopus laevis foram expostos ao composto puro de Atrazina nas concentragoes de
15 mg/L, 25 mg/L e 35 mg/L e isso mostrou que ess composto afeta a morfogénese intestinal,
reduzindo o comprimento do intestino, alterando a rota¢do e desorganizando as camadas
epiteliais, além de ter aumentado o estresse oxidativo e causado uma disfun¢do mitocondrial
(Grzymkowski et al., 2024). Utilizando também embrides de Xenopus laevis, o estudo de
Lenkowski e McLaughlin expdem esses embrides ao composto puro de Atrazina na
concentragdo de 0,035 mg/L, 0,35 mg/L, 3,5 mg/L e 35 mg/L por 6, 12, 24 e 48 horas e
concluiu que nas concentragdes mais altas de 3,5 mg/L e 35 mg/L o composto prejudicou a
composi¢ado estrutural do embrido interrompendo a morfogénese da cartilagem craniana e dos
musculos, além de reduzir a diferenciacao celular e causar alteragdes na estrutura do lumen
intestinal, sendo que a exposi¢ao prolongada de 48 horas aumentou esses efeitos (Lenkowski;
McLaughlin, 2010). O estudo de Greenlee et al. também avaliou o potencial toxico da

Atrazina em embrides de camundongos CD-1, nesses testes grupos de 20 a 25 embrides foram
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incubados em uma cultura contendo o herbicida na concentragdo de 0,035 pg/mL por 96h.
Assim, os resultados desse trabalho mostram que a Atrazina aumentou significativamente o
nivel de apoptose dos embrides, bem como reduziu o niamero total médio de células e a taxa
de desenvolvimento para o estagio de blastocisto para 67,06% (Greenlee et al., 2004). Em
Harper et al., fémeas de camundongo C57BL/6J foram expostos no 9,5 dia da gestagcdo
aocomposto puro de Atrazina adiministrado na concentracdo 5 mg/kg de peso corporal por
dia, ap6s o nascimento daninhada os machos foram separados e se deu continuidade na
administracao do composto até 12° ou a 24° semana de vida do animal. Assim, concluiu-se
exposicdo a esse compostocausou nesses animais esteatose hepatica, alteragdes no
metabolismo lipidico, redu¢do na qualidade e quantidade de espermatozoides e os embrides
gerados por machos tratados apresentaram viabilidade reduzida e impacto na massa celular
interna (Harper et al., 2020).

Portanto, os dados apresentados na Tabela 3 e na Figura 8 demonstram a relagdo entre

os diferentes estudos sobre os efeitos da Atrazina no desenvolvimento embrionario.
Figura 8 . Grafico quantitativo dos resultados acerca dos efeitos da Atrazina
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Fonte: Criado pelo Autor
Tabela 3. Sintese da bibliografia levantada acerca da Atrazina.
Estudo Substanci Modelo Exposiciao Resultados
a
Ahkin Chin  Atrazina  Zebrafish  Meio de cultura  Efeitos dose-dependentes:
Tai et al. pura misturado com o em >1,000 ppb, redugdo da
(2021) toxico 120h sobrevivéncia, edemas,

encurtamento e alta
letalidade em 10,000 ppb.

Wirbisky- Atrazina Zebrafish ~ Meio de cultura Reducao da atividade
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Hershberger pura misturado com o enzimatica e niveis de
etal. (2017) toxico 72h metilagdo do DNA, sem
mortalidade ou
malformacgoes.
Horzmann Atrazina Zebrafish ~ Meio de cultura  Alteragdes epigenéticas e na
et al. (2018) pura misturado com o expressao de genes
e Horzmann toxico por 72h relacionados ao estresse
etal. (2021) oxidativo, desenvolvimento
neural e regulacio
hormonal.
Wirbisky et  Atrazina  Zebrafish ~ Meio de cultura Impactos no
al. (2015) pura misturado com o neurodesenvolvimento
toxico por 72h  molecular e neuroquimico.
Grzymkows  Atrazina Xenopus ~ Meio de cultura Redugdo do comprimento
ki et al. pura laevis misturado com o intestinal, estresse oxidativo
(2024) toxico e disfun¢do mitocondrial.
Lenkowski Atrazina Xenopus ~ Meio de cultura Prejuizo a morfogénese
and pura laevis misturado com o craniana, muscular e
McLaughlin toxico 6h, 12h,  intestinal em concentragdes
(2010) 24h e 48h mais altas, piorando com
exposicao prolongada.
Greenlee et Atrazina ~ Camundon Meio de cultura Aumento significativo de
al. (2004) pura go CD-1  misturado com o  apoptose e reducdo na taxa
toxico 96h de desenvolvimento para o
estagio de blastocisto.
Harper etal. Atrazina  Fémeas de Ingestdo de agua Esteatose hepatica, reducao
(2020) pura camundon contaminada na qualidade do esperma e
g0 apos 9,5 dias de viabilidade dos embrides
C57BL/6J gestacao gerados por machos
e machos tratados.
da ninhada
5.4 Diuron

O Diuron [3-(3,4-dichlorophenyl)- 1, I-dimethylurea] (Figura 9) € o principio ativo de

alguns herbicidas seletivo pré e pos-emergéncias para controlar ervas daninhas anuais e

perenes de folhas largas, gramineas e musgos (Kao et al, 2019). Ele ¢ utilizado,

principalmente em culturas de milho, abacaxi, uva, soja, palma forrageira, algodao, banana,

entre outras € seu mecanismo de acdo se dd no bloqueio da transferéncia de elétrons no

processo da fotossintese, prejudicando assim esse processo nas plantas alvo. (Velki et al.,

2017). O uso e a comercializagdo desse produto sao permitidos em todo territorio nacional e

possui os padrdes toxicoldgicos de: Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) = 0,007 mg/kg peso
corpdreo; Dose de Referéncia Aguda (DRfA) = 0,016 mg/kg peso corporeo (ANVISA,

2022).

Figura 9. Formula estrutural Diuron
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cl @- NHCON(CH,),

Cl

Fonte: ANVISA monografia autorizada D25, 2022

Dos estudos encontrados com esse composto, em Kao et al. embrides de zebrafish
foram expostos ao composto puro de Diuron nas concentragdes de 12,5 ng/mL e 25 pg/mL
por 24h e 48h e, dos resultados obtidos, ndo foram observadas redugdes significativas na
taxa de sobrevivéncia em ambas concentragdes apos 48 horas de exposi¢do, porém, na
concentragdo mais alta, 30% dos embrides apresaram malformacao de coluna e 20%, edema
no pericardio, na concentragdo de 12,5 pg/mL uma quantidade menor de embrides
apresentaram malformagdes e totalizaram 10% desse grupo, além disso ambas concentragdes
estimularam o aumento dose-dependente do estresse oxidativo (Kao et al., 2019). Em Velki
et al., embrides de zebrafish foram expostos ao composto puro de Diuron nas concentragdes
1 mg/L, 2 mg/L e 3,8 mg/L por 96h. Os resultados desse estudo mostram que, apos decorrido
o tempo, a taxa de mortalidade dos embrides foi dose-dependente sendo que na concentragao
de 1 mg/L a taxa foi de 5%, em 2 mg/L foi de 15% e em 3,8 mg/L a taxa foi de 30%, além
disso, embrides tratados com o Diuron exibiram reducdo na natacdo em resposta a transi¢ao
luz-escuro, nas concentragdes mais altas foi verificado edema no pericardio nas
porcentagens de 10% e 25% respectivamente, também foi visto que houve redu¢do nos
batimentos cardiacos do embrido e, por fim, os embrides afetados exibiram menor atividade
locomotora e maior preferéncia por zonas periféricas, sugerindo impactos no sistema
nervoso central (Velki et al., 2017).

Assim, os dados apresentados na Tabela 4 demonstra a relacdo entre os diferentes

estudos sobre os efeitos do Diuron no desenvolvimento embrionario.

Tabela 4. Sintese da bibliografia levantada acerca do Diuron.

Estudo Substanci Modelo Exposiciao Resultados
a
Kao et al. Diuron Zebrafish ~ Meio de cultura Em 25 pg/mL, apos 48h,
(2019) puro misturado com o 30% apresentaram

toxico 24h e 48h  malformacao de coluna e
25% edema no pericardio, a
12,5 pg/mL, 10%
apresentaram malformacoes.

Velki et al. Diuron Zebrafish ~ Meio de cultura ~ Taxa de mortalidade dose-
(2017) puro misturado com o dependente: 1 mg/L - 5%, 2
toxico 96h mg/L - 15%, 3,8 mg/L -

30%. Edema no pericardio:
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10% (2 mg/L) e 25% (3,8
mg/L).

5.5 S-metolachlor

O S-metolachlor [2-chloro-6"-ethyl-N-[(1S)-2-methoxy-1-methylethyl]acet-o-
toluidide e 2-chloro-6'"-ethyl-N-[(1R)-2-methoxy-1-methylethyl]acet-o-toluidide] (figura 10)
¢ o principio ativo de herbicidas seletivos, pré e pés-emergéncias que inibe a germinagao de
sementes ao prejudicar o processo mitdtico delas (Liu et al., 2022). Usado comumente em
culturas de algoddo, cana-de-agucar, feijao, milho e soja, essa substancia ¢ de uso e
comercializa¢do controlados e permitidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA (g) 2022). Dessa forma, os padrdes toxicoldgicos desse principio no pais sdo:
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,1 mg/kg peso corpdreo; Dose de Referéncia Aguda
(DRfA) =nado se aplica (ANVISA, 2022)

Figura 10 . Formula estrutural S-metolachlor
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Fonte: ANVISA monografia autorizada S13, 2022

Dos estudos com esse herbicida, em Liu et al. embrides de zebrafish 2 horas apos sua
concepgdo foram expostos ao composto puro de S-metachor nas concentragdes de 15,0
mg/L, 22,5 mg/L, 33,7 mg/L, 50,6 mg/L, 75,9 mg/L para testes de toxicidade aguda e 0,1
mg/L para andlises bioquimicas, transcriptomicas e morfoldgicas por 48h e 96h. Dessa
forma, os resultados do estudo estimaram, para esse composto, a LC50 de 46,29 mg/L apds
48h de exposi¢do, indicando toxicidade uma moderada, e de 40,17 mg/L apos 96h de
exposi¢do, como mostrado em outros estudos. Os embrides expostos a concentragdo de 0,1
mg/L tiveram a taxa de eclosdo reduzida em relagdo ao controle, apresentaram malformacoes
como estrutura corporal reduzida, inducao de apoptose de forma moderada e aumento do
estresse oxidativo com aumento da atividade da enzimatica como a da Catalase, Glutationa
Peroxidase e Glutationa S-Transferase (Liu et al, 2022). J& em Quintaneiro et al., os
embrides de zebrafish 3h apds a sua concepgao foram expostos ao composto puro de S-
metachor por 96h nas concentragdes de 5,0 mg/L, 12,1 mg/L, 18,7 mg/L, 29,0 mg/L, 45,1
mg/L e 70,0 mg/L para testes de toxicidade aguda, 0,5 mg/L, 1,5 mg/L, 3,4 mg/L, 9,4 mg/L,
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25,0 mg/L para ensaios bioquimicos e 9,66 mg/L para testes de expressao génica. O estudo
concluiu que, apds 96h, a LC50 do composto foi 46,21 mg/L (Intervalo de Confianga entre
40,80 mg/L e 52,73 mg/L), nas concentregdes maiores ou iguais a 45,1 mg/L a taxa de
eclosdo foi nula e os embrides desenvolveram edema pericardico, deformacgao da cauda e
uma absor¢do comprometida do saco vitelino. Além disso, os testes bioquimicos indicaram
que na concentracgdo de 25,0 mg/L atividade reduzida das enzimas Cholinesterases indicando
neurotoxicidade, em todas as concentracdes houve redugdo da atividade da Peroxidacao
Lipidica indicando inibi¢ado do metabolismo lipidico, tipico de herbicidas do grupo das
cloroacetamidas e,por fim, os testes molecularem em concentracdo 9,66 mg/L. mostraram
inibicdo do gene Cypl9a2, indicando impacto na esteroidogénese, aumento de Sox9b
indicando danos no desenvolvimento cardiaco (Quintaneiro et al., 2017). Por fim, Yang et
al., também verifica a toxicidade do composto puro de S-metachor em embrides de zebrafish
nas concentragdes de 0.5 uM (141.9 pg/L), 1 uM (283.79 pg/L), 2.5 uM (709.45 ng/L), 5
uM (1.42 mg/L), 10 uM (2.84 mg/L), 25 uM (7.10 mg/L), 50 uM (14.20 mg/L), 100 uM
(142.0 mg/L), 200 uM (184 mg/L) e 400 uM (358 mg/L) apds 96h de exposi¢cdo. Dos
resultados, a partir da concentracdo de 50 uM a taxa de mortalidade, a porcentagem de
embrido com malformagdes (edema do pericardio e morfologia irregular de estatura e
coluna) e a inibicdo de eclosdo aumenta progressivamente ate atingir a totalidade na
concentragdo de 100 uM. Além disso as enzimas Glutationa-S-transferase e Catalase tiveram
aumento da sua atividade sugerindo aumento do estresse oxidativo, também houve
irregularidades na Peroxidacdo Lipidica (Yang et al., 2021).

Assim, os dados apresentados na Tabela 5 demonstra a relacdo entre os diferentes

estudos sobre os efeitos do S-metolachlor no desenvolvimento embrionario.

Tabela 5. Sintese da bibliografia levantada acerca do S-metolachlor.

Estudo Substancia Modelo Exposicao Resultados
Liu et al. S-metolachlor  Zebrafish Meio de cultura ~ LC50: 46,29 mg/L (48h);
(2022) puro misturado com 40,17 mg/L (96h). Reducao
o toxico 48h e da taxa de eclosao,
96h malformagdes, apoptose

moderada, aumento do
estresse oxidativo

Yang etal. S-metolachlor Zebrafish Meio de cultura >50 uM: Mortalidade e
(2021) puro misturado com  malformacgdes progressivas.
o toxico 96h Em 100 uM: Taxa de
mortalidade e inibi¢ao de
eclosdo total. Houve
aumento do estresse
oxidativo e irregularidades
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na peroxidacao lipidica.

Quintaneiro S-metolachlor Zebrafish Meio de cultura  LC50: 46,21 mg/L. >45,1
etal. (2017) puro misturado com  mg/L: Taxa de eclosdo nula
o toxico 96h e malformacdes. 25,0 mg/L:
Neurotoxicidade. 9,66
mg/L: Inibi¢do de Cyp19a2
e aumento de Sox9b.

5.6 Acetochlor

O Acetochlor (2-chloro-N-ethoxymethyl-6"-ethylaceto-o-toluidide) (Figura 11) é um
principio ativo da familia da cloroacetamida junto com o S-metachlor, portanto, ele ¢
encontrado em herbicidas pré-emergenciais atuando na inibi¢do da sintese proteica das
plantas alvos. (Huang et al., 2021). Usado principalmente em culturas de algodao, café, cana-
de-acticar, soja e milho, esse composto ¢ de uso e comercializagdo permitidos e controlados
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria tendo os padrdes toxicoldgicos de: Ingestdo
Didria Aceitavel (IDA) = 0,01 mg/kg peso corporeo; Dose de Referéncia Aguda (DRfA) =
1,0 mg/kg peso corpéreo (ANVISA, 2022).

Figura 11 . Féormula estrutural Acefochlor
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Fonte: ANVISA monografia autorizada A24, 2022
Dos estudos com esse composto, em Ma et al. embrides de zebrafish foram expostos
ao composto puro de Acetochlor nas concentracdes de 10 uM, 50 uM e 100 uM por 120h,
com isso, concluiu-se que nas concentragdes de 50 uM e 100 uM houve aumento substancial
da taxa de mortalidade entre os embrides, diminui¢ao da taxa de eclosdo, aumento da taxa
de apoptose, aumento no nivel de estresse oxidativo e aumento da incidéncia de deformidade
como edema do pericardio, desenvolvimento anormal da coluna vertebral e do saco vitelino,
na concentragdo de 10 uM foram observadas lesdes leves principalmente o edema. (Ma et
al., 2021). Em Huang et al., os embrides de zebrafish foram expostos por até 6 dias ao
composto puro de Acetochlor nas concentragdes 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM
e 125 uM. Assim, os resultados desse estudo concluiram que, de forma mais significativa,
nas concentragoes de 6,25 uM e 12,5 uM houve alteragdes bioquimicas e sinais de estresse
hoxidativo no embrido, na concentracdo de 25 uM houve deformidades fisicas, atraso no

desenvolvimento, aumento de expecies reativas de oxigenio e reducdo na atividade
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locomotora e nas concentragoes mais altas de 50 uM a 125 uM houve grande aumento da
mortalidade, maior taxa de malformagdes, alto estresse oxidativo e comprometimento da
respiracdo mitocondrial (Huang et al., 2021). Em Wang et al., embrides de zebrafish foram
expostos ao composto puro de Actochlor nas concentragdes de 5 mg/L, 10 mg/L e 20 mg/L
por até 6 dias e os resultados mostram que, de forma dose-dependente, os embrides
apresentaram malformagoes cerebrais, de coluna vertebral e edemas no pericardio e edema
no saco vitelino, houve também diminui¢ao da atividade da Acetilcolinesterase, indicando
neurotoxidade, aumento de estresse oxidativo e da apoptose (Wang et al., 2019). No estudo
de Wang et al., 2023 e 2024 o autor explora a propriedade quiral do Acetochlor e seus efeitos
no embrido de zebrafish, assim, no estudo de 2023 o composto puro de Acetochlor teve seus
isdmeros separados e colocados para interagir com embrides nas concentragdes de 1 pg/mL,
3 pg/mL, 5 pg/mL, 7 ng/mL, 9 pg/mL e 11 pg/mL por 72h. Os resultados concluiram que
no tratamento com concentragdes até 7 pg/mL a taxa de mortalidade ndo teve diferencas
significativas em relacdo ao controle, nas concentracdes maiores houve aumento
significativo dessa taxa, além disso, concluiu que o isomero S causou malformagdes em
84,10% dos embrides, enquanto o R causou 15,07% e a mistura dos dois 57,51%, sendo
essas deformagdes o edema no saco vitelino e no pericardio, lesdes no sistema cardiovascular
e malformacao na coluna espinal € no cranio. A mistura dos compostos € o isdémero S
também aumentaram o estresse oxidativo de forma significativa, o acimulo de lipidio e o
nivel de apoptose (Wang et al., 2023). J& em 2024, o estudo expOs os embrides a
concentragdo de 7 pg/mL dos isomeros do Acetochlor e da mistura deles, os testes feitos
concluiram que o isdmero S se mostrou mais neurotoxico do que os demais compostos com
a redugdo da expressao dos genes relacionados ao desenvolvimento neural, como ROBO2,
OTPA, GADI1B E GAD?2, também provou de maneira mais severa danos cardiovasculares e
aumento das espécies reativas de oxigénio (Wang et al., 2024). Semelhante a isso, Xu et al.
tambem expdes embrides de zebrafish aos isomeros Actochlor de e a mistura dele nas
concentragoes de 1 pug/L, 2 ng/L, 10 pg/L e 50 pg/L por 72h e também concluiu que as taxas
totais de malformacdes aumentaram com a concentragdo do composto e foram mais
frequentes nos embrides expostos ao isomero S, esse comportamento se repitiu nos testes de
hormonios tiroidianos mostrando que os embrides expostos ao isomero S tiveram aumento
nos niveis de Tiroxina (T4) e diminui¢ao de Triiodotironina (T3), mostrando que o composto
causa desequilibrio no sistma endocrino (Xu et al., 2019)

Portanto, os dados apresentados na Tabela 6 e na Figura 12 demonstram a relacio

entre os diferentes estudos sobre os efeitos do Acetochlor no desenvolvimento embrionario.
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Figura 12 . Grafico quantitativo dos resultados acerca dos efeitos da Acetochlor

NUmero de Estudos

Fonte: Criado pelo Autor
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Resultados Observados

Tabela 6. Sintese da bibliografia levantada acerca do Acetochlor.

Estudo Substancia Modelo Exposicao Resultados
Ma et Acetochlor Zebrafish Meio de 50 uM e 100 uM: Aumento
al. puro cultura da mortalidade, da apoptose,
(2021) misturado com estresse oxidativo, edema no
o toxico 120h  pericérdio, deformidades na
coluna e reducdo da taxa de
eclosdo. 10 uM: Lesdes
leves.
Huang Acetochlor Zebrafish Meio de 6,25 uM e 12,5 uM:
etal. puro cultura Alteragdes bioquimicas e
(2021) misturado com estresse oxidativo.
o0 toxico 6 dias 25 uM: Deformidades,
atraso no desenvolvimento.
>50 uM: Alta mortalidade e
malformagdes severas.
Wang Acetochlor Zebrafish Meio de Dose-dependente:
etal. puro cultura Malformagdes cerebrais e
(2019) misturado com na coluna, edemas no
0 toxico 96h pericardio e saco vitelino,
neurotoxicidade, estresse
oxidativo e apoptose.
Wang Acetochlor Zebrafish Meio de >9 ug/mL: Aumento da
et al. (isomeros S e R) cultura mortalidade. Isdmero S:
(2023) misturado com  84,10% das deformagdes;
o toxico 72h Isomero R: 15,07%;
Mistura: 57,51%.
Wang Acetochlor Zebrafish Meio de Isomero S: Maior
et al. (isomeros S e R) cultura neurotoxicidade. Danos
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(2024) misturado com  cardiovasculares severos,
o toxico 72h aumento de espécies
reativas de oxigénio.
Xu et Acetochlor Zebrafish Meio de Aumento da malformacao
al. (isomeros S ¢ R) cultura com a concentragdo, mais
(2019) misturado com frequente no isomero S.

o toxico 72h

Alteragdes hormonais:

Aumento de T4 e reducao
de T3, indicando
desequilibrio endocrino.

5.7 Pendimetalina
A pendimetalina [N-(1-ethylpropyl)-2,6-dinitro-3,4-xylidine] (Figura 13) ¢ um
principio ativo de herbicidas seletivos pré-emergenciais e atua especificamente inibindo a
formagao de microtiibulos durante a divisdo celular das ervas-daninhas (Wang et al., 2022).
Usado principalmente em culturas de fumo, algodao, citricos, cana-de actcar e eucalipto, a
Pendimetalina ¢ um composto de uso e comercializagdo permitidos e controlados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria tendo os padrdes toxicologicos de: Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA) = 0,1 mg/kg peso corporeo; Dose de Referéncia Aguda (DRfA) = 1,0 mg/kg

peso corporeo (ANVISA, 2022)

Figura 13 . Formula estrutural Pendimetalina
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Fonte: ANVISA monografia autorizada P05, 2022

Dos estudos com esse composto, Meng et al. expdes embrides de zebrafish ao
composto puro de Pendimetalina nas concentra¢des de 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, 4 mg/L, 5
mg/L, 6 mg/L, 7 mg/L e 8 mg/L por 72h e concluiu que nas menores concentracio a taxa de
mortalidade ndo foi significante, porém na concentragdo de 3 mg/L a taxa de mortalidade
foi 10%, a 5 mg/L foi 20% e a 7 mg/L houve 35% de mortalidade. Esse padrdo se repetiu
nas malformagoes com nas concentracdes baixas a prese¢a de edemas no pericadio € no saco
vitelino do embrido e nas concentracoes médias ¢ altas ha malformacao da coluna vertebral,
nas concentracgdes de 5 mg/L e 7 mg/L houve aumento das especies reativas de oxigenio € a

taxa de apoptose aumentou conforme aconentragdo de Pendimetalina (Meng et al., 2021).
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No estudo de Wang ef al., embrides de zebrafish também foram expostos ao composto puro
de Pendimetalina a diferentes concentracdes, nele foram utilizadas as concentragdes de 1
uM, 2,5 uM, 5 uM e 25 uM pelo periodo de até 7 dias, o estdo concluiu que a Pendimetalina
mostrou toxicidade dose-dependente com impactos severos em concentracdes acima de 2,5
UM. Assim, na concentragdo de 25 puM a taxa de mortalidade foi maxima no 4° dia de
exposicdo, malformagdo da espinha, estatura reduzida edema do saco vitelino e edema
pericardico foram predominantes nas concentragdes de 2,5 uM e 5 puM, com maior
severidade em concentracdes mais altas (Wang et al., 2022). Em Merola ef al., embrides de
zebrafish foram expostos ao composto puro de Pendimetalina nas concentragdes de 0,25
mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L e 3 mg/L e o estudo concluiu que a LC50 docomposto,
apds uma esposicdo de 96h foi de 2,81 mg/L e a mortalidade se mostrou dose-dependente
em concentragdes acima de 2 mg/L, as malformagdes também foram dose dependentes e
foram presentes em todas as concentragdes e se caracterizaram com edemas no pericardioe
saco vitelinico, diminuicdo de batimentos cardiacos, alteragdes estruturais de tecidos,
deformidades na coluna vertebral e atraso em sua mineralizacao, houve amento da atividade
da catdlase indicando aumento do estresse oxidativo e aumento da atividade da
acetilcolinesterase indicando danos no sistema nervoso (Merola ef al., 2022). Por fim,
Greenlee et al. também utilizou embrides de camundongos CD-1 para verificar a toxicidade
da Pendimetalina na concentracdo de 0,04 pg/mL durante 96h de exposicdo, emseus
resultados o artigo destaca que 76,7% dos embrides tratados com pendimetalina atingiram o
estagio de blastocisto, a taxa de apoptose foi de 12,47% e significativamente aumentada em
relagao ao controle e houve redugao no numero de células do embrido (Greenlee et al., 2004).

Assim, os dados apresentados na Tabela 7 demonstra a relacdo entre os diferentes

estudos sobre os efeitos da Pendimetalina no desenvolvimento embrionario.

Tabela 7. Sintese da bibliografia levantada acerca da Pendimetalina.

Estudo Substancia Modelo Exposicao Resultados
Meng et Pendimetalina Zebrafish Meio de Mortalidade: 3 mg/L (10%),
al. (2021) pura cultura 5 mg/L (20%), 7 mg/L.
misturado (35%). Malformacdes:
com o Edema no pericardio e saco
toxico 72h vitelino em baixas

concentracoes; defeito na
coluna em concentragdes
médias ¢ altas.

Wang et Pendimetalina ~ Zebrafish Meio de Toxicidade dose-
al. (2022) pura cultura dependente. 25 uM:
misturado Mortalidade maxima no 4°
com o dia. Malformacdes: Espinha,
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toxico 7 dias

estatura reduzida e edemas
nas concentragdes de 2,5
uM e 5 uM.

Merola Pendimetalina Zebrafish Meio de LC50: 46,21 mg/L. >45,1
et al. pura cultura mg/L: Taxa de eclosdo nula
(2022) misturado e malformagdes. 25,0 mg/L:
com o Neurotoxicidade. 9,66
toxico 96h  mg/L: Inibi¢ao de Cyp19a2
e aumento de Sox9b.
Greenlee Pendimetalina Camundongo Meio de 76,7% dos embrides
et al. pura CD-1 cultura atingiram estagio de
(2004) misturado blastocisto. Taxa de
com o apoptose aumentada e
toxico 96h reducao no numero de

células do embrido.

6 — CONCLUSAO

Este trabalho investigou, de forma abrangente, a viabilidade do uso de embrides
como modelos alternativos para a avaliagdo da toxicidade de herbicidas. Os resultados
obtidos sugerem que o uso de modelos alternativos para avaliagdo toxicoldgica ainda € pouco
explorado no contexto agroquimico, uma vez que apenas 34 artigos respeitaram os cristério
desta revisdo. Com eles € possivel compreender parcialmente o comportamento toxicoldgico
de diferentes compostos quando aplicados em alguns embrides de zebrafish, de anfibios ou
de camundongos. Observa-se, de forma consistente, que as exposi¢des aos principios ativos
dos herbicidas induziram estresse oxidativo, apoptose e alteracdes morfofuncionais
significativas, indicando a sensibilidade desses modelos a presenca desses agentes quimicos.

Contudo, nota-se limitacdes importantes que restringem, em certa medida, a
generalizagdo dos resultados obtidos. Primeiramente, a escassez de literatura cientifica
consolidada acerca do uso de embrides como modelo alternativo para testes de toxicidade
de herbicidas impde uma barreira significativa ao avango dessa abordagem, limitando
comparagoes robustas e aprofundadas. Além disso, a auséncia de protocolos padronizados
para a realizagdo desses testes acarreta variagdes metodoldgicas que dificultam a
reprodutibilidade e a extrapolagdo dos resultados. Soma-se a isso a enorme heterogeneidade
dos principios ativos e formulagdes comerciais presentes no mercado, que tornam o espectro
de andlise amplamente diversificado e complexo. Apesar dessas restricdes, os resultados
apresentados reforgam o potencial de modelos embrionarios como ferramentas promissoras
para investigacgoes toxicologicas. Sua alta sensibilidade, aliada a possibilidade de reduzir o

uso de modelos animais convencionais, posiciona-os como alternativas eticamente
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responsaveis e cientificamente validas. Ainda assim, para que essa abordagem alcance um
grau de aplicabilidade mais robusto, € necessario que ocorra a padronizacdo metodologica e
o desenvolvimento de uma base de dados ampla e consolidada sobre os efeitos de diferentes
formulagdes de herbicidas.

Dessa forma, o presente estudo contribui de maneira significativa para o avango do
conhecimento sobre o uso de embrides em testes toxicologico de herbicidas, pois denuncia
a falta de estudos explorando esse modelo tornando evidente a necessidade de uma
padronizacao nesses testes para que seja possivel inferir a real toxidade de cada produto e

principio ativo disponivel no mercado.
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