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RESUMO

O acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi um dos primeiros herbicidas sintéticos a ser
introduzido no mercado e atualmente ¢ ingrediente principal de mais de 1.500 produtos
comercialmente disponiveis. Embora o 2,4-D seja intensivamente utilizado em nivel
mundial, diversos estudos relatam que a exposicdo a este quimico € capaz de induzir
efeitos toxicos em diferentes organismos ndo alvo. Por desempenhar uma gama de
funcdes vitais e participar diretamente no metabolismo de xenobidticos, o figado ¢
apontado como um dos alvos de diversos toxicantes. Portanto, o presente trabalho visou
compreender o potencial hepatotéxico do 2,4-D em larvas de zebrafish (Danio rerio),
numa perspectiva de contribuir para o conhecimento acerca dos mecanismos de
toxicidade desse quimico em um sistema modelo de vertebrados. Para isto, foram
analisados a toxicidade aguda de acordo com o FET ftest: Fish Embryo Acute Toxicity
test) do protocolon® 236 da OECD (2013) e os efeitos de concentragdes subletais (< CL50)
sobre a atividade das enzimas relacionadas a estresse oxidativo e metabolico (LDH, GST,
CAT e GPx) e dano hepatico (AST, ALT e ALP) ap6s 48 h de exposi¢do. Também foram
realizadas analises morfologicas do figado das larvas tratadas. Como resultado, o 2,4-D
reduziu a taxa de sobrevivéncia das larvas (CL50 15,010 mg/L em 96 h de exposi¢do),
induziu a aparicio de malformacgdes, alterou a atividade de LDH, GST e CAT e aumentou
expressivamente a atividade de biomarcadores de dano hepatico (AST, ALT e ALP).
Apesar de nenhuma alteragdo fenotipica (cor e tamanho relativo) no figado das larvas ter
sido observada apos 48 h de exposicao, a analise histopatologica revelou que o tratamento
com 2,4-D provoca alteracdes graves no tecido hepatico, tais como vacuolizagdo do
citosol, nucleo celular excéntrico, perda da arquitetura tecidual e das delimitacdes
celulares. Dessa forma, nossos resultados mostram que o 2,4-D altera o perfil enzimatico

de resposta a estresse oxidativo e apresenta efeito hepatotoxico em larvas de zebrafish.

Palavras-chave: Agrotoxico; embriotoxicidade; biomarcadores; hepatotoxicidade;

peixes



ABSTRACT

The 2.4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) was one of the first synthetic herbicides to be
introduced on the market and is currently the main ingredient of over 1500 commercially
available products. Although 2,4-D is extensively used worldwide, several studies report
that exposure to this chemical can induce toxic effects in non-target organisms. The liver
is considered one of the targets of several toxicants because it performs a range of vital
functions and directly participates in the metabolism of xenobiotics. Therefore, the
present work aimed to understand the hepatotoxic potential of 2,4-D in zebrafish larvae
(Danio rerio), as a contribution to the knowledge about the toxicity mechanisms of this
chemical in a vertebrate model system. For this purpose, its acute toxicity to zebrafish
embryos was assessed according to the OECD protocol No. 236 (2013), as well as its sub-
lethal effects (<LCso) on the activity of enzymes related to oxidative and metabolic stress
(LDH, GST, CAT and GPx) and hepatic damage (AST, ALT and ALP) after 48 h of
exposure. Morphological analysis of the liver of treated larvae were also performed. We
found that 2,4-D reduced larvae survival (LCso 15.010 mg/L in 96h of exposure), induced
malformations, altered the activity of LDH, GST and CAT and significantly increased
the activity of biomarkers for liver damage (AST, ALT and ALP). Although no
morphological changes (relative color and size) in the larval liver were observed after 48
h of exposure, histopathological analysis revealed that treatment with 2,4-D causes severe
changes in liver tissue, such as vacuolization of the cytosol, eccentric cell nucleus, as well
as loss of tissue architecture and cell boundaries. Thus, our results show that 2,4-D alters
the enzymatic profile for oxidative stress and shows hepatotoxic effects in zebrafish

larvae.

Keywords: pesticide, embryotoxicity, biomarkers, hepatotoxicity, fish



1. INTRODUCAO
1.1 Agrotoxicos

O progresso cientifico e tecnologico atrelado ao advento da globalizagdo possui
papel fundamental sobre o desenvolvimento de diversos setores da economia mundial,
dentre eles, o agronegocio. Consequentemente, as industrias do ramo quimico também
foram beneficiadas, uma vez que a demanda por insumos agropecuarios (agrotoxicos e
fertilizantes) aumentou significativamente (CONCEICAO, 2015).

Segundo a lei federal brasileira n® 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada
pelo Decreto n° 4.074, de 2002 (Artigo 2°, Inciso I), os agrotoxicos, também conhecidos
como pesticidas, sdo definidos como:

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos
destinados ao uso nos setores de producdo, armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢ao de
florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composi¢ao da flora e da fauna, a fim de preserva-la da agdo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como, substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento.”

Os primeiros relatos do uso de agrotoxicos sdo por parte de civilizacdes antigas,
que ja possuiam conhecimento sobre o potencial pesticida de alguns produtos. Sumérios
e chineses utilizavam o p6 de enxofre para matar insetos e ervas daninhas a cerca de 2.500
a.C. (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012). Posteriormente, compostos sulfurados e derivados
de arsénio comecaram a ser utilizados com a mesma finalidade antes do século XVII
(GONCALVES et al., 2020).

O primeiro pesticida sintético, o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), foi
sintetizado pela primeira vez em 1874. Entretanto, a sua propriedade inseticida s6 foi
descoberta no ano 1939 pelo quimico sui¢o Paul Hermann Miiller, que usou o DDT no
combate a mosquitos vetores de doencgas como dengue e malaria (GONCALVES et al.,
2020).

O aumento significativo da utilizacdo de agrotoéxicos iniciou na década de 1950,
com o surgimento de um movimento iniciado nos Estados Unidos, denominado
“Revolucdo Verde”, que defendia a implementacdo de um novo modelo tecnolégico de
producdo agricola e levou a criacdo de novas atividades de producdo de insumos
(quimicos, mecénicos e biologicos) ligados a agricultura (LOPES et al., 2018).

A principal caracteristica do novo modelo adotado foi o uso de quantidades

massivas de pesticidas nas lavouras para controlar doencas e pragas causadas por fungos,
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insetos e ervas daninhas que pudessem prejudicar as safras de maneira quantitativa e
qualitativa e, dessa forma, conseguirem atender a crescente demanda de alimentos
decorrente do aumento da populacdo mundial (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2009) e o Manual de Vigilancia
da Satde de Populacdes Expostas a Agrotoxicos (OPAS/OMS, 1996), os agrotoxicos
podem ser classificados quanto a quatro critérios: origem quimica, classe quimica,
finalidade e nivel de toxicidade.

Quanto a origem quimica, os agrotoxicos podem ser classificados como
inorgénicos ou organicos (sintéticos ou de origem vegetal). Apos os efeitos toxicos em
humanos e em outros mamiferos dos sais inorganicos utilizados antigamente terem sido
elucidados, aos poucos, compostos organicos de origem vegetal a base de nicotina,
piretrina, sabadina e rotenona foram cada vez mais introduzidos na composi¢do dos
pesticidas (VILARINHO, 2011). Atualmente, os compostos organicos sintéticos a base
de carbamatos, clorados, fosforados, e clorofosforados sdo os mais utilizados e exercem
maior efeito fisiologico (PAVANI, 2016).

Em relacdo a classe quimica dos seus principios ativos, os agrotoxicos podem ser
classificados em quatro classes principais: carbamatos, organofosforados, organoclorados
e piretroides (Figura 1). Os carbamatos e organofosforados s3o compostos derivados do
acido carbamico e acido fosforico, respectivamente, e exercem a sua agdo através da
inibicdo da enzima colinesterase (PAVANI, 2016). Os compostos organoclorados sio
caracterizados por possuirem cinco ou mais atomos de cloro em sua estrutura, € agem no
sistema nervoso central dos insetos, interferindo na transmissdo de impulsos nervosos. A
classe dos piretroides, analogos sintéticos das piretrinas, ¢ uma das mais utilizadas
atualmente na agricultura, possuem um amplo aspecto de acdo entre os insetos e exercem
seu efeito através da modulagdo de canais soédio (COSTA, 2015; PAVANI, 2016).

Existem mais de dez classificacdes para agrotoxicos baseados nas suas finalidades,
entretanto, trés dessas se destacam por serem as mais utilizadas: herbicidas, inseticidas e
fungicidas (YADAYV e DEVI, 2017). Os herbicidas s3o produtos destinados ao controle
de ervas daninhas que se instalam nas planta¢des. Além de competirem por agua, luz e
nutrientes com a plantagdo que esta sendo cultivada, ervas daninhas também servem como
habitat para outros tipos de pragas, o que compromete a qualidade da safra. Os inseticidas
sdo utilizados para o combate de insetos. Geralmente eles possuem um amplo espectro de
acdo, podendo ser estendido para larvas e ovos. Ja os fungicidas sdo usados para eliminar

ou controlar o crescimento de fungos que parasitam as plantas (YADAYV e DEVI, 2017).
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Em relagio ao nivel de toxicidade dos agrotoxicos para humanos, a Organizagao
Mundial da Satde (OMS) (2009) classifica os pesticidas em cinco niveis diferentes. Esses
niveis variam entre a classe I (extremamente toxico) até a classe IV (pouco toxico), e sdo
determinados com base na DLs0 (dose letal para 50% da populagdo) dos compostos

avaliados em animais modelo roedores, pelas vias de administracdo oral e dérmica.

Existe também uma portaria normativa do IBAMA (N°84, de 15 de outubro de
1996) que classifica os agrotoxicos quanto ao seu potencial de periculosidade ambiental.
Esta classificacdo varia de I — altamente perigoso até IV — pouco perigoso ao meio
ambiente. Para a constru¢do desse perfil de risco ambiental dos quimicos, so
considerados pardmetros como bioacumulagdo, transporte, persisténcia, toxicidade a

diversos organismos, potencial mutagénico, teratogénico e carcinogénico.

Figura 1 — Exemplos de substancias pertencentes a diferentes classes quimicas de agrotoxicos.

Organoclorado Organofosforado

Cl

cl cl O O

/0 TN

Dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) Tetraetilpirofosfato (TEEP)

Carbamato Piretroide

7~ g\ C|)C|\X (o) o/©

R NH2 l)r INI

Acido Carbamico Cipermetrina

Fonte: adaptado de Derksen (2007) e Cabral (2019)

O controle de doengas e pragas que afetam as plantagcdes ¢ fundamental para
garantir o fornecimento de alimento para a populagdo no modelo agricola contemporaneo.
Contudo, o uso de quantidades massivas de agrotoxicos nas lavouras tem ocasionado uma
série de consequéncias ao ambiente e organismos ndo-alvo (GONCALVES et al., 2020).

Diversos estudos demonstram que os produtos pesticidas ndo atingem apenas as culturas
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em que sdo aplicados. Presume-se que apenas 0,1% dos agrotoxicos aplicados nas
lavouras ao redor do mundo exercam efeito no alvo desejado, acarretando em um grande
acumulo de residuos de agrotoxicos e seus metabolitos no ambiente (ISLAM et al., 2017).

No ambiente, esses compostos percorrem vias complexas antes de serem
degradados ou desativados. Essas vias envolvem processos de retencdo (sor¢do e
absorcdo), transformagdo (degradacdo quimica e biologica) e transporte (deriva,
volatilizacdo, lixiviagdo e carreamento superficial) (SOUZA, 2006). Entretanto, os
residuos derivados desses compostos e pesticidas ndo degradados podem permanecer
como contaminantes no ambiente por tempo suficiente para que possa exercer efeitos
deletérios sobre o ecossistema (ISLAM et al., 2017). Fatores como propriedade
fisicoquimica, método de aplicacdo, histérico de contaminagdo, intensidade do uso e
particularidades do ambiente influenciam o modo como o pesticida se comporta na
natureza (VINHA et al., 2013).

Outro fator preocupante ¢ a presenca de residuos de agrotoxicos nos alimentos. O
programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), criado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ja detectou em amostras de
alimentos a presenca de agrotoxicos acima dos niveis permitidos, bem como a de
quimicos de uso ndo autorizado pela legislacdo brasileira (CARNEIRO et al., 2012).
Além disso, a deficiéncia na fiscalizag¢do da venda, utiliza¢3o ¢ monitoramento ambiental
de agrotoxicos por parte dos 6rgdos publicos dificulta a elaboragdo de estimativas mais
precisas do consumo de agrotoxicos no pais, levando a crer que os valores reais de
utilizagdo em territorio brasileiro sdo muito superiores aos relatados em dados oficiais
(RIGOTTO et al., 2014).

A exposicdo, direta ou indireta, de humanos a essas substancias esta associada a
incidéncia de doengas e anormalidades, como por exemplo: desenvolvimento de
diferentes tipos de cancer, disturbios enddcrinos, problemas respiratorios, dermatites,
disturbios neurocomportamentais e alteragdes no sistema imunologico (KIM, et al., 2016).
Dados disponibilizados pela OMS demonstram que cerca de 3.000.000 de casos de
intoxicacgao por pesticidas e 220.000 mortes sdo relatadas nos paises em desenvolvimento
anualmente (MAHMOOD et al., 2017). Cerca de 2,2 milhdes de pessoas, principalmente
pertencentes a paises em desenvolvimento, correm maior risco de exposicdo a pesticidas.
Além disso, algumas pessoas sao mais suscetiveis aos efeitos toxicos de pesticidas, como
por exemplo: bebés, criancas pequenas, trabalhadores agricolas e aplicadores de
agrotoxicos (MAHMOOD et al., 2017). Os dez paises que mais fazem uso de pesticidas
sdo os EUA, Argentina, Tailandia, Brasil, Italia, Franca, Canada, Japdo e India. Além
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disso, estima-se que até o final de 2020 o uso mundial de agrotoxicos ja tenha aumentado
em até 3,5 milhdes de toneladas (SHARMA et al., 2019).

Dentre as diferentes classes de pesticidas, os produtos com finalidade herbicida
sdo os mais utilizados, representando cerca de 47,5% dos agrotoxicos aplicados nas
lavouras em todo o mundo (SHARMA et al., 2019). No Brasil, segundo o IBAMA (2017),
a classe de agrotoxicos que ocuparam as primeiras posi¢cdes no ranking de vendas em

2017 também foram os herbicidas.

1.2 Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

O acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) (Figura 2) ¢ um herbicida da classe de
compostos derivados do acido fenoxiacético, que vem sendo utilizado mundialmente na
agricultura desde 1946 (LI et al., 2017). Esse hidrocarboneto aromatico clorado foi um
dos primeiros herbicidas sintéticos a serem disponibilizados comercialmente e,
atualmente, ¢ ingrediente principal da formulacdo de mais de 1.500 produtos presentes no

mercado (TIWARI et al., 2019; ISLAM et al., 2017).

Figura 2 - Formula estrutural do 2,4-D.

o\/U\OH

Cl Cl

Fonte: Sigma aldrich, S/D.

Esse composto foi arquitetado para mimetizar o mecanismo de acdo das auxinas,
horménios responsaveis pelo crescimento das plantas. Usado em baixas concentragdes
(20-50 mg/L) ¢é capaz de induzir a divisdo celular, acelerando o desenvolvimento das
plantas e melhorando o aspecto visual e durabilidade de frutos. Contudo, quando usado
em altas concentragdes (maiores que 500 mg/L) exerce um efeito herbicida, matando
seletivamente plantas dicotiledoneas através da inducdo de crescimento anormal de
tecidos, obstrucdo do floema, morte do sistema radicular, epinastia das folhas, entre outros
efeitos deletérios que levam organismos mais sensiveis a morte (RODRIGUES e

ANDRIETTA, 2010; LI et al., 2017; TIWARI et al., 2019). Devido ao carater seletivo,
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esse composto € utilizado majoritariamente no combate de ervas daninhas em culturas
monocotiledoneas, tais como trigo, aveia, cana-de-ac¢tcar, milho e arroz. Também € usado
para matar ervas daninhas na fase de pré-plantil de algumas culturas dicotiledoneas, como
por exemplo a soja (GAAIED et al., 2019). Além do baixo custo, 0 2,4-D possui uma facil
solubilizacdo em agua e outros tipos de solventes, facilitando a sua penetracdo nas
estruturas das plantas, o que o torna um herbicida altamente eficaz e explica a sua
utilizagcdo massiva em diversos tipos de lavouras em nivel mundial (ISLAM et al., 2017).
Os principais focos mercadologicos do 2,4-D sdo os Estados Unidos, América do

Sul, Europa e Russia, onde o consumo aumentou cerca de 40% entre 2002 e 2011
(ISLAM etal., 2017). Nos Estados Unidos, de acordo com dados referentes aos anos 1992
a 2000, foram usados mais de 20.000,000 ton. desse composto nas lavouras do pais a cada
ano, fato que lhe conferiu o posto de terceiro agrotoxico mais utilizado pelo pais durante
este tempo (LI et al., 2017). Ja no Brasil, dados oficiais disponibilizados pelo IBAMA
mostram que o 2,4-D foi o segundo herbicida mais comercializado desde 2013 (ficando
atras apenas do glifosato) e, em 2017, foram vendidas cerca de 57.389,35 ton. desse ativo
no pais. Num contexto local, esse cenario se inverte e o 2,4-D (202,65 ton.) foi em 2017
o0 agrotoxico mais utilizado no estado da Paraiba, aparecendo depois o glifosato (132,65
ton.) que ¢é bastante utilizado nas lavouras de cana-de-agticar do estado (IBAMA, 2017).
Entretanto, assim como outros produtos pesticidas, o 2,4-D nfo atua apenas no alvo
desejado, uma vez que ele pode ser lixiviado através do solo, ter acesso a corpos aquaticos
e causar efeitos deletérios em organismos nao alvo (LI et al., 2017; GONCALVES et al.,
2020). Dados atuais mostram que em ambientes de agua doce a concentracio estimada de
2,4-D pode variar entre 4 a 24 pg/L, chegando até 4.000 pg/ L. em areas proximas a
culturas onde o herbicida é aplicado. Além disso, ele possui uma meia vida de
aproximadamente 15 dias, podendo variar até 300 dias devido a parametros de qualidade
da 4agua e outras condi¢cdes ambientais (DEHNERT et al., 2019; GAAIED et al., 2019).
Além disso, o 2,4-D apresenta uma grande capacidade de deriva através do ar, o que
reforca a possibilidade de agdo em organismos ndo-alvo. No Rio Grande do Sul, onde
esse herbicida ¢ utilizado em plantacdes de soja, o uso do quimico foi proibido por um
periodo de aproximadamente um més, em 2019, por causar prejuizos significativos em
culturas sensiveis, como maga, uva e oliveiras. Um estudo realizado pelo Laboratorio de
Analises de Residuos de Pesticidas (LARP) (Santa Maria, Rio Grande do Sul) demonstrou
que de 146 amostras coletadas de plantacdes de 24 municipios diferentes, cerca de 92%
estava contaminada com o 2,4-D, o que demonstra a sua alta capacidade de dissipacio

(G1 RIO GRANDE DO SUL, 2019; UFSM, 2019).
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1.3 Abacaxicultura no Estado da Paraiba e o uso ilegal do 2,4-D

Nas tltimas décadas, a Paraiba vem ocupando uma posicao de destaque no cenario
nacional de produgdo de abacaxi e, em 2019, o estado foi o segundo maior produtor do
fruto, sendo responsavel por 19% da producio total do pais (IBGE, 2019). Esse alto
potencial de producio se da pelas caracteristicas climaticas e geograficas ideais da regido
para esse tipo de cultura, principalmente em algumas cidades do interior do estado. A
variedade do produto cultivada em cerca de 90% das lavouras é o abacaxi pérola,
caracterizado por seu formato de cone e sabor doce, que o faz ser apreciado e exportado
para outros estados do Brasil, como: Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande
do Sul e Bahia (G1 PARAIBA, 2014).

Por ser altamente produtivo, o plantil do abacaxi ¢ uma das principais atividades
econdmicas do estado da Paraiba. De acordo com dados disponibilizados pela Associacio
dos Analistas e Profissionais de Investimento do Mercado de Capitais (APIMEC, 2015),
no ano de 2010, a abacaxicultura injetou cerca de R$ 229 milhdes na economia do estado
e gerou mais de 18 mil empregos diretos.

Assim como em varios outros tipos de cultura, ¢ comum durante o cultivo do
abacaxi a ocorréncia de ervas daninhas que competem por agua e nutrientes e prejudicam
a produtividade da plantagdo. A principal estratégia empregada para controlar esse
problema € a aplicacdo de herbicidas pré e pos-emergéncia na plantacdo (MODEL et al.,
2010). Um dos herbicidas mais utilizados para solucionar esse tipo de problema nas
lavouras nacionais € o 2,4-D. Esse agrotoxico ¢ um quimico de uso controlado e s6 pode
ser utilizado em culturas para qual foi autorizado (soja, milho, cana-de-agucar, trigo, arroz
e pastagens formadas) em faixas de concentragdo pré-estabelecidas pela legislacdo
brasileira (OLIVEIRA et al., 2002).

Entretanto, existem ocorréncias do uso ilegal e armazenamento incorreto de
embalagens desse herbicida por parte dos agricultores que cultivam abacaxi na Paraiba
(CREA-PB, 2016), evidenciando a precariedade das estratégias de fiscalizacdo de venda
e monitoramento do uso correto desse quimico pelos oOrgdos governamentais
responsaveis. Além do uso do 2,4-D como herbicida, ele também é empregado de forma
ilegal para acelerar o amadurecimento do abacaxi, bem como proporcionar um aumento

de tamanho do fruto que para fins comerciais € uma caracteristica bastante desejada.

1.4 Efeitos toxicos do 2,4-D com énfase em hepatotoxicidade
Diversas organizacdes enquadram o 2,4-D em seus sistemas de classificagcdo de

toxicidade de quimicos. A Organizacio Mundial da Saude (OMS) classifica o 2,4-D
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quanto a sua toxicidade aguda como membro da classe II (moderadamente perigoso) e a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) como ligeiramente a
moderadamente toxico (RUIZ DE ARCAUTE et al., 2016). Além disso, a Agéncia
Internacional de Pesquisa Sobre o Cancer (IARC, 2015) classifica o 2,4-D quanto ao seu
potencial carcinogénico para humanos, alocando o quimico na classe IIB (possivelmente
carcinogénico) em uma tabela que varia entre os niveis I (carcinogénico) a III (ndo
carcinogénico).

Ja 0 IBAMA, aloca o 2,4-D como quimico de Classe III em sua Classificacido do
Potencial de Periculosidade Ambiental, que varia de I —altamente perigoso até IV —pouco
perigoso ao meio ambiente (BESTER et al., 2020). Entretanto, estudos que relatam os
efeitos toxicos agudos e cronicos ocasionados pela exposicdo a esse herbicida tém-se
tornado mais frequentes na literatura (ZHANG et al., 2017; DEHNERT et al., 2019;
GONCALVES et al., 2020), o que sugere que seja feita uma reavaliacdo de risco
ambiental, o que, provavelmente, realocaria o 2,4-D em outras classes nesse sistema de
classificacdo.

Exemplos de efeitos e endpoints (sinais de letalidade) associados a exposicdo
crénica ou aguda ao 2,4-D sdo: alteracdo na taxa de batimentos cardiacos e na expressao
de genes que modulam o desenvolvimento do coragdo (cardiotoxicidade) (LI et al., 2017);
aumento da ocorréncia de anormalidades nucleares e quebras primarias na sequéncia do
DNA (genotoxicidade) (RUIZ DE ARCAUTE et al., 2016); diminui¢do da atividade de
enzimas antioxidantes e alteragdes histologicas renais (nefrotoxicidade) (TROUDI et al.,
2011); aumento da geracdo de radicais livres no cérebro (neurotoxicidade)
(MATVIISHYN et al., 2014); comprometimento da qualidade de gametas e alteracdo no
nivel de enzimas e expressdo de genes envolvidos no processo de gametogénese
(toxicidade reprodutiva) (TAN et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Como relatado, a exposi¢cdo ao 2,4-D provoca um impacto danoso através da
alteracdo estrutural e metabolica de varios sistemas e orgdos de diferentes tipos de
organismos. Entretanto, ¢ importante destacar a quantidade significativa de estudos que
relatam o potencial hepatotoxico desse herbicida. Esses trabalhos utilizam principalmente
roedores como modelo e apontam diferentes efeitos toxicos associados ao mal
funcionamento do figado, como por exemplo: reducdo significativa da atividade de
enzimas antioxidantes hepaticas, diminuicao drastica dos niveis de glicogénio, aumento
dos niveis de peroxidacao lipidica, perda da integridade da membrana plasmatica, ruptura

da medula hepatica, necrose focal, dilatacdo de vasos e formacdo de nucleos picnoticos
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no tecido hepatico (TAYEB et al., 2010; MATVIISHYN et al., 2014; DAKHAKHNI et
al., 2016).

Tendo em vista que o figado desempenha um papel crucial em diversos processos
biologicos de diferentes organismos (metabolismo de glicose, lipidios, proteinas,
processamento de xenobiodticos e hormoénios, producio de vitelogenina) (KIETZMANN,
2017), a exposicdo a uma substancia que seja capaz de alterar padrdes estruturais,
metabolicos e morfofisiologicos do tecido hepatico pode potencialmente induzir a
aparicdo de doencas e sindromes que oferecem um sério risco a vida dos organismos néo

alvo e, consequentemente, ao equilibrio dos ecossistemas os quais habitam.

1.5 Zebrafish como modelo para ecotoxicologia de vertebrados aquaticos e avaliacio
de efeitos hepatotoxicos de substancias

Os roedores (como ratos e camundongos) sdo animais amplamente utilizados em
estudos de toxicidade por apresentarem homologias morfofisiologicas e genéticas com o
ser humano (LIESCHKE et al., 2007). Entretanto, o trabalhoso manejo desses animais,
associado a questdes éticas, economicas e uma maior observancia em relagdo ao principio
dos 3Rs (Replacement, Reduction e Refinement — traduzidos para substituicio, reducio e
refinamento) tem feito com que diversos pesquisadores busquem por modelos
alternativos, de baixo custo e alto rendimento que possam ser utilizados na descoberta de
mecanismos moleculares a fim de estabelecer limites seguros de exposicdo e facilitar a
classificacdo de substancias de acordo com o seu grau de toxicidade (BHATTACHARYA
etal., 2011; MADHEVAN et al., 2011; NRC, 2017).

Nesse contexto, surge o zebrafish (Danio rerio) (Figura 3), um pequeno teledsteo
de 3-4 cm, pertencente a familia Cyprinidae, ja estabelecido como modelo em diversas
areas da ciéncia (ADATTO et al., 2011) e que, devido a diversas caracteristicas inerentes
a biologia do desenvolvimento da espécie, seus embrides e larvas vém-se destacando
como um sistema modelo de vertebrados altamente eficaz em estudos de toxicidade

(HOWE et al., 2013).
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Figura 3 - Dimorfismo sexual do zebrafish (D. rerio) em sua fase adulta.
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Fonte: adaptado de Rechi (2015)

O zebrafish oferece uma gama de vantagens como modelo animal para pesquisa.
Primeiramente, a praticidade de manejo e baixo custo de manutencao atrelados a alta taxa
de fecundidade faz desse modelo uma ferramenta promissora na elaboracdo de estratégias
de predicdo do potencial toxicante de novos farmacos e quimicos (BAMBINO et al.,
2017). Além disso, o processo de maturacdo do D. rerio acontece em um periodo de
tempo relativamente curto, onde, entre 48 e 72 horas evolui do estagio embrionario para
o larval e se torna sexualmente maduro por volta dos trés meses de vida (Figura 4), o que
torna uma ferramenta pratica e viavel para a execugdo de trabalhos de hereditariedade,
avaliagdo de toxicidade cronica e triagens em larga escala (MEYERS, 2018).

Outras caracteristicas importantes s3o o desenvolvimento externo e translucidez
dos embrides e larvas, que permitem a visualizagdo do desenvolvimento morfolégico
externo e interno do animal em tempo real sem a necessidade de equipamentos robustos
e sofisticados. Com isso, em estudos de toxicologia, ¢ possivel identificar alteracdes
morfologicas anormais no embrido e correlaciona-las com os efeitos deletérios da
substancia avaliada (TAVARES e LOPES, 2013). Além das vantagens inerentes a suas
caracteristicas morfologicas, a alta similaridade do seu genoma com o genoma humano
confere uma conservacdo especial de processos envolvidos em respostas toxicas (HOWE

etal., 2013).
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Figura 4 — Ciclo de desenvolvimento do zebrafish (D. rerio).
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Fonte: adaptado de D’Costa e Shepherd (2009).

Atualmente, larvas de zebrafish tem se mostrado um modelo vantajoso para
diferentes tipos de estudos, dentre eles os que visam avaliar o potencial hepatotoxico de
substancias (BAMBINO et al., 2019). A hepatotoxicidade ¢ um dos principais efeitos
toxicos observados, em diversos organismos, em resposta a exposicao a diferentes classes
de compostos quimicos (PANDIT et al., 2012). A lesdo hepatica induzida por drogas ¢
um dos principais desafios enfrentados no desenvolvimento de novos farmacos pela
industria farmacéutica, bem como um dos principais responsaveis pela retirada de
medicamentos aprovados do mercado (ZHANG et al., 2017).

Os estudos precoces de hepatotoxicidade, antes dos ensaios clinicos, geralmente
sdo realizados em roedores ou utilizam-se células de figado in vitro. Entretanto, essas
metodologias apresentam algumas limita¢des. Primeiro, a avaliagdo em cultura celular
ndo reflete com precisdo o mecanismo da substancia in vivo. Segundo, apesar de ensaios
realizados em mamiferos apresentarem resultados confidveis e abrangentes, a grande

quantidade da substincia utilizada, alto custo para manejo e alta demanda de tempo
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tornam esses modelos inadequados para uma triagem de alto rendimento (BAMBINO et
al., 2019). Essas limitagdes reforcam a inefici€éncia desses modelos para determinados
tipos de estudo e apontam a necessidade da busca por novos modelos que consigam suprir
essa caréncia.

Larvas de zebrafish sdo uma alternativa palpavel e eficiente na predicdo de efeitos
hepatotoxicos de substancias. O seu pequeno tamanho e corpo transparente durante as
fases iniciais de vida possibilitam que alteracdes morfologicas no figado sejam
monitoradas sem a necessidade de dissecacdo a partir de 72 hpf, quando o 6rgdo esta
totalmente perfundido por sangue e funcional (ZHANG et al., 2017). Estudos com
embrides e larvas de zebrafish requerem relativamente pouca quantidade da substancia a
ser analisada e podem ser realizadas em placas de microtitulacdo, tornando possiveis a
obtencdo de informacdes robustas in vivo em um formato in vitro (DOMINGUES e
GRAVATO, 2018). Além de apresentarem uma alta similaridade dos estagios iniciais da
hepatogénese, o figado do zebrafish e de mamiferos possuem a maioria dos
compartimentos celulares em comum (com excecdo das células de Kupffer) bem como
aspectos metabolicos e funcionais, o que reforca o potencial da utilizacdo desse modelo

em estudos de predicdo do efeito hepatotoxico de substancias (BAMBINO et al., 2019).

Figura 5 — Morfologia de uma larva de zebrafish (D. rerio) com 96 hpf
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Fonte: adaptado de Diekmann e Hill (2013)

Em estudos de avaliacdo de toxicidade, a andlise de enzimas biomarcadoras
classicas ¢ uma abordagem amplamente utilizada por pesquisadores (DOMINGUES e
GRAVATO, 2018). Metodologias espectrofotométricas permitem observar possiveis
alteracdes dos niveis e atividade dessas moléculas e auxiliar a compreender quais os
mecanismos envolvidos na inducdo do quadro de toxicidade pelo composto avaliado.

Larvas de zebrafish podem ser utilizadas como modelo para andlise de

biomarcadores de toxicidade (GONCALVES et al., 2020). Apos a exposicdo a substancia
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teste, um conjunto de individuos do mesmo grupo amostral pode ter seu sobrenadante
pos-mitocondrial extraido, e este ser usado para as analises (ZHANG et al., 2016). Apesar
dos ensaios espectrofotométricos terem sido elaborados para cubetas, com as larvas €
possivel adaptar esses métodos para realizagdo em microplacas de 96 pocos, reduzindo
os volumes de amostras e reagentes necessarios e possibilitando andlises de alto

rendimento (DOMINGUES e GRAVATO, 2018).

1.6 Biomarcadores de estresse oxidativo e metaboélico

O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do biologica em que ocorre desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e a sua neutralizagdo por mecanismos celulares
antioxidantes, e ¢ uma resposta comum dos organismos frente a substancias toxicas
(DOMINGUES e GRAVATO, 2018). Algumas das enzimas as quais suas atividades
cataliticas s@o costumeiramente mensuradas em fluidos e tecidos bioldgicos para avaliar
esse panorama sdo: glutationa-S-transferase (GST), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx).

A GST desempenha um papel central no metabolismo de detoxificacdo através da
catalise dareacdo de conjugacio da glutationa reduzida a xenobidticos eletrofilicos. Além
disso, variacdes na atividade dessa enzima frequentemente sdo correlacionadas com uma
resposta ao estresse oxidativo, uma vez que a GSH (um importante substrato da GST)
participa diretamente da neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(MASSARKY et al., 2016; RIVEIRO-WENDT et al, 2016). Por sua vez, a CAT ¢
responsavel pela conversdo do peroxido de hidrogénio resultante da neutralizagdo dos
radicais livres em agua e oxigénio, sendo assim a alteracdo dos seus niveis € um indicio
de resposta antioxidante (NANDI et al., 2019).

A GPx ¢ responsavel pela conversdo do peroxido de hidrogénio, resultante da
neutralizacdo dos radicais livres, em O» e agua, gerando assim a glutationa oxidada. A
reacdo inversa ¢ realizada pela enzima glutationa redutase, que promove a regeneracao
enzimatica da glutationa (em sua forma reduzida) usando a energia proveniente da
redu¢do do NADH. A atividade de GPx ¢ identificada através do decréscimo dos niveis
de NADH e ¢ utilizada como indicativo de resposta antioxidante (VELKI et al.,2017).

A LDH participa da produgio de energia celular via metabolismo anaerodbio, e ¢
fundamental para a fisiologia muscular durante a exposicdo a estressores quimicos.
Alteragdes na sua atividade indicam uma modificagdo no metabolismo energético, que

pode estar associada a baixa disponibilidade de oxigénio e/ ou injuria celular (ARYA et
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al., 2010; MAHARAJAN et al., 2018). Frequentemente, a alteracdo dos niveis de LDH
esta associada também a estresse oxidativo (MOKWATSI et al., 2016).
Com a analise desses componentes ¢ possivel compreender melhor o perfil de

resposta antioxidante ao estresse oxidativo induzido por compostos toxicos.

1.7 Biomarcadores de dano hepatico

Com a finalidade de identificar melhor o mecanismo de hepatotoxicidade induzido
por substancias, podem ser mensurados os niveis de enzimas biomarcadoras classicas de
injurias ao tecido hepatico. Primeiro, as transaminases: aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotrasferase (ALT), que s@o enzimas centrais utilizadas pelo figado para a
fabricacdo de glicogénio a partir da glicose, e podem auxiliar na identificagdo de
toxicidade, doencas e dano hepatico quando seus niveis s3o mensurados
comparativamente (DANIEL, 2019).

Enquanto a AST ¢ encontrada em diversos tipos de tecidos (figado, cérebro, rins,
pancreas, coragdo) a ALT € encontrada primordialmente no figado e qualquer
modificacdo nos seus niveis ¢ uma indicacdo direta de injuria hepatica, sendo a razdo
AST/ALT um dos marcadores de hepatotoxicicidade mais bem estabelecidos, inclusive
em larvas de zebrafish (DANIEL, 2019; LI et al., 2020; ZHAO et al., 2019; Jia et al.,
2019). E, por fim, a fosfatase alcalina (ALP), que esta localizada nas membranas de
revestimento dos canaliculos biliares ¢ ¢ encontrada em concentracdes elevadas em
desordens do trato biliar, que é um sinal indicativo de hepatotoxicidade (TELLI et al.,
2016). Além disso, através de analises histopatologicas do figado das larvas de zebrafish,
¢ possivel avaliar a arquitetura tecidual, integridade das células e obter informacdes
valiosas sobre a toxicidade de substincias com efeitos potencialmente deletérios

(ZHANG et al., 2016).

2. OBJETIVOS

2.1. Geral:
Investigar os efeitos toxicos agudos do herbicida acido 2,4-diclofofenoxiacético

(2,4-D) em embrides e larvas de zebrafish (D. rerio), com énfase aos mecanismos de

estresse oxidativo e dano hepatico.

2.2. Especificos:

* Analisar alteragdes morfologicas em embrides e larvas expostos ao 2,4-D.
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Mensurar o estresse oxidativo ¢ metabdlico através da determinagdo de
marcadores enzimaticos em larvas de zebrafish expostas a concentragdes
subletais do 2,4-D.

Avaliar o potencial hepatotoxico do 2,4-D em larvas de zebrafish via
determinagdo de marcadores enzimaticos de hepatotoxicidade e analise

morfologica do figado.
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2,4-D induced malformations mostly pericardial and yolk sac edema.

2,4-D altered the activity levels of enzymes associated with metabolic and
oxidative stress.

2,4-D increased the activity levels of enzymes associated with liver damage.

2,4-D exposure promotes histopathological damage to zebrafish larva liver.
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Abstract

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) herbicide is the main ingredient in over 1,500
commercially available products. Although the liver has been identified as one of the
organs that are affected by this herbicide, reports on its hepatotoxic effects available in
the literature are restricted to rats. Thus, there is a gap in information on other organisms
that may be vulnerable to 2,4-D exposure, such as fish. Therefore, the present work aimed
to assess the hepatotoxic potential of 2,4-D in fish using zebrafish (Danio rerio) larvae as
amodel system. For this purpose, its acute toxicity to zebrafish embryos was assessed, as
well as its sublethal effects (< LCso) on the activity of enzymes related to oxidative (GST,
CAT and GPX) and metabolic (LDH) stress and liver parameters (AST, ALT and ALP)
after 48 h of exposure. Morphological analysis of the liver was also assessed in zebrafish
larvae. As aresult, 2,4-D reduced larvae survival (LCso 15.010 mg/L in 96h of exposure),
induced malformations, altered the activity of LDH, GST and CAT enzymes and
significantly increased the activity of all biomarkers for liver damage. Although no
changes in the color or size larval liver were observed after 48 h of exposure,
histopathological analysis revealed that treatment with 2,4-D caused severe changes in
liver tissue, such as vacuolization of the cytosol, eccentric cell nucleus, as well as loss of
tissue architecture and cellular boundaries. Thus, our results show that 2,4-D alters the

enzymatic profile related to oxidative stress and induces liver damage.

Keywords: biomarkers, embryotoxicity, fish, liver and pesticide.

1. Introduction

Products with herbicidal purposes represent about 47.5% of pesticides applied to
crops worldwide (SHARMA et al., 2019). Among them, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D) is a chemical belonging to the class of the phenoxyacetic acids, which was one of
the first synthetic herbicides to be introduced on the market in the 1940s, and is currently
the main ingredient of over 1,500 products (TIWARI et al., 2019; ISLAM et al., 2017).
The major consumers of 2,4-D are the United States, South America, Europe and Russia,
where consumption increased by around 40% between the years 2002 and 2011 (ISLAM
et al., 2017). This compound was designed to mimic auxins, hormones that coordinate
plant growth. It induces cell division at low concentrations (20-50 mg/L), accelerating the
development of plants and improving the visual aspects and durability of fruit. However,
when used in high concentrations (> 500 mg/L) it exerts herbicidal effects, selectively

killing dicotyledonous plants by inducing abnormal tissue growth, among other
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deleterious effects that ultimately culminate in death (LI et al., 2017; TIWARI et al.,
2019).

A significant part of the pesticides applied in crops does not reach only the desired
target, resulting in a large accumulation of pesticide residues and their transformation
products in the environment (ISLAM et al., 2017; GONCALVES et al., 2020). Current
data show that the estimated concentrations of 2,4-D in freshwater environments range
between 4 to 24 pg/L, reaching up to 4,000 pg/L in areas surrounding application sites.
Its half-life in water is approximately 15 days, reaching up to 300 days depending on the
physicochemical parameters of the water and other environmental conditions
(DEHNERT et al., 2019; GAAIED et al., 2019).

Many aquatic organisms are susceptible to 2,4-D toxicity, whose documented
effects include changes in biochemical, morphophysiological and behavioural parameters
in several fish species (DeQuattro and Kasarov, 2016; Ruiz de Arcaute et al., 2016;
Dehnert et al., 2019). Studies using different life stages of zebrafish (Danio rerio) have
shown that exposure to the herbicide induces oxidative stress, affects hatching rate, causes
neurological and behavioral changes, interferes with cardiac development, and causes the
appearance of different types of malformation such as pericardial and yolk sac edema (Li
et al., 2017; Dehnert et al., 2019; Gaaied et al., 2019; Gaaied et al., 2020; Pompermaier
et al., 2020; Thiel et al., 2020). In addition, its potential for genotoxicity, reproductive
toxicity, and endocrine disruption has also been described in other fish species such as
Cnesterodon decemmaculatus and Pimephales promelas (DeQuattro and Kasarov, 2016;
Ruiz de Arcaute et al., 2016).

Several studies indicate that the liver is one of the organs affected by 2,4-D
exposure, but these reports of hepatotoxic effects are restricted to rats (Tayeb et al., 2010;
Dakhakhni et al., 2015; Tichati et al., 2020). Surely, the expansion of 2,4-D hepatotoxicity
studies to other experimental models may contribute to the assessment of ecotoxicological
risks of aquatic organisms such as fish to this herbicide. In this sense, zebrafish larvae
have been shown to be suitable models for studying and predicting hepatotoxicity. In
addition to features such as ease of handling, low cost, high fertility and external
development, early life stages of the zebrafish are transparent, allowing direct observation
of liver morphology without dissection from 72 hpf, when the organ is fully perfused and
functional (Adatto et al., 2011; Zhang et al., 2017). In addition, biochemical and
histopathological parameters related to liver damage can be assessed at this stage of life

(Zhang et al., 2017; Zhao et al., 2019). Thus, this study aimed to assess the hepatotoxic
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effects of 2,4-D to zebrafish larvae following acute exposure and measuring of lethal and

sublethal effects, enzymatic biomarkers and liver morphological

parameters.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

The herbicide 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid, CAS 94-75-7, D7299) was
obtained from Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA), while the organic solvent
dimethyl sulfoxide (DMSO, CAS 67-68-5, 01D1011.01.BJ) was purchased from the
company Labsynth (Diadema, S3o Paulo, Brazil). 2,4-D was dissolved in pure DMSO to
prepare a stock solution at a concentration of 75,000 mg/L, which was subsequently
diluted to reach the tested concentrations (2.5, 5, 10, 20, 25 and 40 mg/L). All other

chemical reagents used were of analytical grade.
2.2. Animals

Zebrafish embryos (AB wild-type strain) with approximately 1 hpf (hour
postfertilization) were provided by the Production Unit for Alternative Model Organisms
(UniPOM), Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil. The parents were kept in
a recirculation system with regular monitoring of water quality parameters (pH, ammonia
and nitrite levels) which is in a room with temperature (26 + 1 °C) and photoperiod (14:10
light/dark cycle) controlled. The day before the experiment, zebrafish adults (male to
female ratio of 2:1) were transferred to a breeding tank with a bottom mesh and a
quickopening valve for embryo collection. Embryos were collected on the day of the
experiment and placed in E3 medium (5.0 mM NacCl, 0.17 mM KCI, 0.33mM CaCl and
0.33mM MgS0O4). Only spawning with a fertilization rate > 70% were used. Viable
embryos (normal cleavage pattern and without morphological changes) were selected
under a light microscope (Televal 31, Zeiss, Germany, 50x magnification).

The experiments carried out in this study were approved by the Ethics Committee

on the Use of Animals at the Federal University of Paraiba, protocol No. 8881290419.

2.3. Acute toxicity test

The acute toxicity test was carried out in accordance with the FET test (Fish
Embryo Acute Toxicity test), OECD’s protocol No. 236 (2013). For this experiment, 24
embryos (=3 hpf) were distributed in a 24-well plate (1 embryo/well in 2 mL of 2,4-D
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solution). Of these embryos, 20 were kept in static exposure conditions (26 + 1°C, 14:10h
D light/dark cycle) for 96 h in solutions of 2,4-D at concentrations ranging from 5 to 40
mg/L, while the remaining embryos were exposed only to E3 medium (internal control).
Two additional plates were prepared: one with embryos in E3 medium (negative control)
and another with embryos in a 0.1% DMSO solution (solvent control). The chosen test
concentrations were based on the tests carried out by Li and collaborators (2017). Here,
we repeat this toxicity assessment to account for potential variations in sensitivity of the
zebrafish strains (PARICHY, 2015), and also to determine sublethal concentrations for
the further tests.

Lethal and non-lethal effects were observed daily for 96 h. Embryos showing
lethality endpoints (coagulation, no formation of somites, no detachment of tail, or
absence of heartbeat) were considered dead. The data obtained were used to determine:
(1) survival rate % (number of alive organisms/total number of organisms x 100) per
tested concentration and exposure time; (2) cumulative lethal and non lethal effects %
(number of affected organisms/total number of organisms x 100) per tested concentration
during 96 h; (3) affected organisms by specific non lethal effects % (number of affected
organisms/ number of alive organisms x 100) per tested concentration during 96 h; and
(4) also the mean lethal concentration (LCso) by using probit regression analysis (Finney,

1972).

2.4. Enzyme activity assays

2.4.1 Oxidative and metabolic stress

We assessed oxidative and metabolic stress in zebrafish larvae exposed to 2,4-D
for 48 h between 5 and 7 dpf to understand the antioxidant response profile and
hypoxa/cellular injury in larvae with fully formed livers. Additionally, zebrafish larvae
do not require feeding up to 7 dpf, but their livers are already perfused with blood and
fully functional by 72 hpf (ZHANG et al., 2017; ZHAO et al., 2019).

For the enzymatic assays, 5 dpf-old zebrafish larvae in 5 groups of 10 organisms
per concentration were exposed to sublethal concentrations of 2,4-D below the calculated
LCs0(2.5, 5 and 10 mg/L) in 24 well plates (2 mL/well) for 48 h. A negative control group
exposed to E3 medium and a solvent control group exposed to 0.01% DMSO were also
prepared. After the exposure, larvae were collected and distributed in microtubes
containing cold distilled water, in the proportion of 1 larva to every 50 pL of water.

Subsequently, the larvae were mechanically macerated with a pistil and then centrifuged
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(10,000 x g, for 20 min) to obtain the post-mitochondrial supernatant, which was used to
determine the content of soluble proteins and the activity of selected enzymes. The content
of soluble proteins was measured following the Bradford method (1976). Then, activity
of the enzymes glutathione S-transferase (GST) and catalase (CAT) were determined
according to Domingues and Gravato (2018), while the activity of glutathione peroxidase
(GPx) was measured according to the procedure described by Massarsky and
collaborators (2017). The activity of lactate dehydrogenase (LDH) was determined as
decribed by Domingues and collaborators (2010). All analyses were performed with

quadruplicate measurements for each sample.

2.4.2 Hepatotoxicity biomarkers

The activity levels of liver damage marker enzymes were measured according to
the methodology described by Zhao et al. (2019), with adaptations. Groups of zebrafish
larvae (n = 50/concentration, 5 dpf) were exposed to 2,4-D solutions under the same
conditions described in item 2.4.1. A negative control (E3 medium) and a solvent control
(0.01% DMSO) were also prepared. The obtained supernatants were used to determine
the total protein content (Bradford, 1976) and the activities of the enzymes aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase
(ALP), using spectrophotometry-based diagnostic kits (Doles, Goias, Brazil) and
following the manufacturer's instructions. To calculate each enzymatic activity was
adopted a specific factor (AST = 6.3, ALT = 6.3 and ALP = 18.45) applied to the general
formula: Activity (umol/min/mg protein) = [(AABS/min) x (well volume/ sample
volume)/ protein concentration (mg/mL) x specific factor x well heitgh cm] x 1000. All

analyses were performed with quadruplicate measurements for each sample.

2.5. Liver morphology analysis

Changes in the size and color of the liver may be associated with organ
degeneration, inflammation and necrosis, which are problems that can be induced by
exposure to different substances with hepatotoxic potential in zebrafish (He et al., 2012).
In our study, groups of six zebrafish larvae (5 dpf) were exposed for 48 h to four
concentrations of 2,4-D (2.5, 5, 10 and 20 mg/L). After exposure, larvae were euthanized
with eugenol and arranged horizontally on glass slides. The side-laying larvae were then
photographed under a stereomicroscope (Olympus, SZX2-TR30, Japan) at 56x
magnification. The images obtained were used to measure liver area (mm?) and mean gray

scale values using the free software ImagelJ.
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2.6. Histological procedures

Whole larvae were fixed in a 10% formaldehyde solution for 24 h and subjected
to standard histological procedures as follows: (1) dehydration in increasing alcohol series
of 70% for 24 h and 80, 96, (2 baths) and 100% (2 baths) for 1 h each; (2) diaphanization
in xylene: 100% alcohol (1:1) for 1 h, followed by two successive baths in 100 % xylene
for 1 h each; and finally (3) embedding in two successive baths of liquid paraffin (around
50°C) for 1 h each. Samples were embedded in fresh paraffin.
Histological sections (5 pum) were stained with Harry’s hematoxylin-eosin for analysis
under a light microscope (Olympus BX-41). The livers of 5 larvae from each group

(control, 5 mg and 10 mg) were analyzed for cell and tissue alterations.

2.5. Statistical analysis

The data on enzyme activy, liver area, and average gray scale values were
analyzed using the statistics software GraphPad Prism 8 and are represented as mean +
standard deviation. The results were tested for normality and homogeneity of variances
using the Shapiro-Wilk and Levene’s tests. Subsequently, the data that met these
conditions were analyzed by one-way ANOVA and Tukey's post-hoc test (p < 0.05). Data
that did not meet the requirements were analyzed with a Kruskal-Wallis test (p < 0.05).

3. Results

3.1. Lethal and non lethal effects

Embryonic coagulation was the only endpoint of lethality observed in all
treatments, resulting in a LCso (96 h) of 15.010 mg/L (11.218 — 20.083 mg/L, 95%
confidence interval). This endpoint appeared in a concentration-dependent manner, with
100% mortality after 96 h of exposure at the highest concentrations tested (25 and 40
mg/L) (Figure 1A).

As shown in Figures 1B, 1C and 2, non lethal effects appeared at concentrations
between 10 and 20 mg/L.. The cumulative non lethal effects (96 h) observed were
pericardial edema, yolk sac edema, delayed hatching, and spinal malformation, the first
three being more prevalent. At 10 mg/L, about 88% of the animals that survived until 96
h showed pericardial edema, 47% delayed hatching, and 18% yolk sac edema. In turn, at
20 mg/L. about 77% of the surviving animals had pericardial edema, 77% delayed
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hatching and 69% sac edema. No non lethal effects were observed at the lowest

concentration tested (5 mg/L).

3.2. Enzymatic activity
3.2.1 Oxidative and metabolic stress

Figure 3 shows the activity graphs of enzymatic biomarkers analyzed after 48 h of
exposure to three sublethal concentrations of 2,4-D. Out of four biomarkers evaluated,
three of them showed changes in activity after exposure to the herbicide. GPx activity did
not change at any of the tested concentrations (Figure 3A). However, GST activity
significantly increased at the lowest concentration tested (2.5 mg/L), compared to the
control group in E3 medium (Figure 3B), while CAT activity decreased in larvae treated
with the intermediate concentration of 5 mg/L (Figure 3C). Finally, LDH activity in all
treated groups was higher than that of the E3 control group (Figure 3D).

3.2.2 Hepatotoxicity biomarkers

After 48 h of exposure, significant changes in the enzymatic activity of ALT, AST
and ALP were observed in groups of larvae treated with concentrations below the LCso
(Figure 4). All three biomarkers showed increased activity starting at the lowest
concentration tested (2.5 mg/L), in a concentration-dependent manner. The groups treated
with 5 mg/L of 2,4-D showed an increase in ALT and AST activity of approximately 83
and 172%, respectively, compared to the negative control group (Figures 4A and 4B). In
relation to ALP, the group exposed to 10 mg/L showed an activity 99% higher than the
group in E3 medium only (Figure 4C).

3.3. Liver morphology analysis

After 48 hours of exposure, no significant difference was observed between the
liver area (Suplementary Figures 1A and 1B) or average gray scale values (Supplementary
Figure 1C) of larvae exposed to 2,4-D in concentrations below the LCso (2.5, 5, 10 and
20 mg/L) and those of the control group (E3 medium).

3.4. Liver histopathology

Animals from the control group showed normal liver and hepatocyte appearance.
Cells were tightly connected to each other and the cytoplasm was evenly and
homogeneously distributed. Hepatocytes were round with central nucleus and welldefined
cell boundaries (Figure 5A). Animals from the group treated with 5 mg/L of 2,4D showed

moderate liver alterations. The tissue presented a low degree of disorganization, and
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hepatocytes had heterogeneous eosinophilic cytosols, evidenced by irregular staining
distribution. Cytosol vacuolization was also observed, and cell nucleus were eccentric
(Figure 5B). Animals from the group treated with 10 mg/L of 2,4-D showed heavy liver
alterations. Tissue and cell disorganization were evident, as well as loss of cell boundaries.
In some animals, the liver presented a necrotic appearance with probable cell disruption

and release of cytosolic content among adjacent cells (Figure 5C and D).

4. Discussion

The acute toxicity test showed that exposure to 2,4-D decreases survival of
zebrafish embryos and larvae, with mortality appearing as embryo coagulation (OECD,
2013) and yielding an LCso value of 15.010 mg/L after 96h of exposure. Data available
in the literature reveal different LCso values for early stages of zebrafish exposed to 2,4D.
In acute exposure assays (< 96 h) with zebrafish embryos, Gaaied et al. (2020) and Li et
al. (2017) found LCso values of 2.86 and 46.71 mg/L, respectively. Several factors may
influence this gap among LCso values, such as the composition and purity of 2,4-D used
in exposure assays. While our study and that performed by Li et al. (2017) used analytical
grade 2.4-D (purity > 97%), Gaaied et al. (2020) used a commercial herbicide formulation
which has 2,4-D as an active ingredient (600 g/L.). A comparative study showed that
zebrafish embryos and larvae are less sensitive to pure 2,4-D than to the commercial
herbicide, suggesting that the inert ingredients of the commercial formulation (such as
fragrances, solvents, surfactants and preservatives) may influence the toxicity of the
active ingredient (Dehnert et al., 2019). Another factor that can contribute to the
differences in LCso values is a documented variation in sensitivity between the different
strains of zebrafish, which is probably due to a high degree of heterogeneity within this
species, even in laboratory environments (PARICHY, 2015).

Among the non lethal effects observed in our study, pericardial and yolk sac
edema were the most prevalent. These edemas are often reported for early life stages of
zebrafish exposed to toxic substances such as organic pollutants, heavy metals, and
nanoparticles, suggesting that these effects may represent a general response related to
the sensitivity of these organisms in a toxic environment (Li et al., 2017; Sant and
TimmeLaragy, 2018). Moreover, pericardial edema is one of the most recurrent adverse
effects in zebrafish embryos and larvae exposed to 2,4-D (Li et al., 2017, Gaaied et al.,
2020, Dehnert et al., 2019). Additionally, Li et al. (2017) demonstrated that exposure to

2,4-D alters the expression of genes related to the cardiac system development in
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zebrafish, suggesting that the developing heart may be affected by the compound (Li et
al., 2017).

Notably, we observed biochemical changes at the concentration of 2.5 mg/L,
which is a level that could be found in 2,4-D hotspots (Gaaied et al., 2019). Its estimated
concentrations in environmental samples are generally lower (0.004 - 0.024 mg/L), but
2,4-D is potentially bioaccumulative and remains in fresh water for 15-300 days (Borges
et al., 2004; Li et al., 2017; Gaaied et al., 2019; Dehnert et al., 2019), which raises the
possibility of chronic damage due to exposure at lower concentrations of this chemical.

Larvae exposed to sub-lethal concentrations of 2,4-D showed changes in LDH
activity which is an enzymatic marker of hypoxia/cellular injury, and also of CAT and
GST activities involved in oxidative stress responses. LDH participates in energy
production via anaerobic metabolism, in addition to being fundamental to muscle
physiology during exposure to chemical stressors. Changes in its activity indicate changes
in energy metabolism, which may be associated with low oxygen availability and/or tissue
injury (Arya et al., 2010; Maharajan et al., 2018). Our data show that all 2,4-D treatments
increased LDH activity, indicating upregulation of anaerobic metabolism as well as a
cytotoxic effect, as evidenced by hepatic damage observed in our study.

At the concentration of 5 mg/L, a suppression of CAT activity was observed. This
enzyme catalyzes the conversion of the free radical H>O> to water in the peroxisomes
(Krysko et al., 2010), and a decreased in its activity levels was also described in zebrafish
larvae after exposure to the fungicide azoxystrobin, possibly reflecting damages to
antioxidant systems due to oxidative stress, since the chemical induced the production of
ROS and increased the activity of other defense enzymes (Jiang et al., 2018). Thus, the
observed suppression of CAT activity after exposure to 2,4-D may have occurred by
similar mechanisms, since enzymes correlated with antioxidant responses were also
stimulated. In addition, changes in CAT levels may be linked to 2,4-D hepatotoxicity,
since changes in the activity of this enzyme are frequently observed in exposures to
hepatotoxic substances, and peroxisomes are widely distributed in the liver (Krysko et al.,
2010; Jia et al., 2019; Teng et al., 2019; Jiao et al., 2020).

GST is another enzyme that is abundant in the zebrafish liver (Tierbach et al.,
2018) and with activity and/or expression related to hepatotoxicity (Zhang et al., 2019;
Zhang et al., 2016; Li et al., 2020). In this study, 2,4-D increased GST activity at the
lowest concentration tested (2.5 mg/L), indicating that the chemical elicits specific
responses, as GST is directly linked to the metabolism of xenobiotics and participates in

phase II biotransformation, playing a central role in detoxifying xenobiotics by
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conjugation with reduced glutathione (Gaaied et al., 2019). While GST is part of a specific
mechanism for metabolizing xenobiotics, CAT are part of the first-line, non-specific
antioxidant defense, and our results suggest that 2,4-D may induce responses to oxidative
stress spanning both mechanisms.

At the whole-organism level, the liver plays a central role in the metabolism of
xenobiotics, and toxicant-induced oxidative stress has been considered one of the main
reasons for loss of functional and structural integrity of the liver tissue (Kietzman, 2017,
Farzaei et al., 2018). In our study, 2,4-D induced a significant increase in the activity of
liver enzymes (AST, ALT and ALP) in zebrafish larvae. AST and ALT are highly
concentrated aminotransferases in the liver, and increased levels of these enzymes are
associated with hepatocellular lesions, with the AST/ALT ratio being one of the
bestestablished markers of liver injury, including for zebrafish larvae (Li et al., 2020;
Zhao et al., 2019; Jia et al., 2019). Meanwhile, increased ALP activity is common in cases
of hepatobiliary disorders, since this enzyme is located on the epithelial surface of the bile
ducts within the liver (Giannini et al., 2005; Fernandes et al., 2011). Although no changes
in the size or color of the liver of the treated larvae were observed, cell damage in the liver
tissue was confirmed by histopathological analysis through identification of regions with
cytosol vacuolization, increased frequency of eccentric nuclei, damage to tissue
architecture, loss of cell boundaries and necrotic aspect of the liver in some larvae. Liver
tissue injuries linked to increased activity of liver biomarkers (mostly ALT/ AST ratio)
are frequently reported in studies that aim to identify hepatotoxic effects in zebrafish
larvae (Zhang et al., 2018; Jia et al., 2019; Zhao et al., 2020). For example, Zhao and
collaborators (2019) exposed zebrafish larvae (4 dpf) for 24 h to Euphorbia kansui
exctract, and showed that the hepatic tissue had vacuoles, loss of architecture and cellular
shape, as well as increased activity of ALT and AST. In addition, Jia and collaborators
(2019), Qiu and collaborators (2019) and Li e and collaborators (2020) reported that
substances with hepatotoxic effects are capable of altering the activity of oxidative stress
biomarkers in zebrafish larvae. This suggests that the increased production of free radicals
induced by substances may be one of the mechanisms responsible for promoting liver
damage. Therefore, our results indicate that the liver is affected by 2,4-D in zebrafish
larvae and the change in activity levels of enzymes involved in the response to free radical
production suggests that oxidative stress may be one of the agents involved in the

herbicide's mechanism of toxicity.



40

5. Conclusions

Our results showed that 2,4-D decreases survival of zebrafish embryos and larvae
in a concentration-dependent manner and induces non lethal adverse effects, with yolk
sac, pericardial edemas and hatching delay being the most recurrent. In addition, we have
shown that exposure to sub-lethal concentrations of 2,4-D induced changes in enzymatic
oxidative and metabolic stress responses, as well as a significant increase in the activity
of biomarker enzymes for liver damage in zebrafish larvae, indicating that the compound
possesses hepatotoxic properties. Therefore, this study provides information that refines

the understanding of 2,4-D toxicity in a vertebrate model system.
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Figure captions

Figure 1. Overview of zebrafish embryos and larvae exposure to increasing
concentrations of 2,4-D herbicide for 96 h. (A) Survival rate at different concentrations
and exposure times. (B) Lethal and non lethal cumulative effects after 96 h. (C) Non
lethal effects at different concentrations after 96 h. No effect: morphological
characteristics similar to the control organisms; non lethal effect: presence of non lethal

alterations; mortality: presence of lethality endpoints.

Figure 2. Lethal and non lethal effects observed in zebrafish embryos and larvae after

exposure to increasing concentrations of 2,4-D. (a), (b), (c) and (d) are control organisms
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with normal development after 24, 48, 72 and 96 hpf, respectively, exposed only to E3
medium; (e) and (f) 24 and 48 hpf embryos, respectively, exposed to 10 mg/L of 2,4-D
and showing no adverse effects; (g) and (h) 72 hpf embryo and 96 hpf larva, respectively,
exposed to 10 mg/L presenting pericardial edema (PE) and spine malformation (SM); (i)
24 hpf embryo exposed to 20 mg/L. showing no tail detachment (NTD) and body
malformation (BM); (j) and (k) 48 hpf embryos exposed to 20 mg/L. showing yolk sac
(YSE) and pericardial edema, respectively; (I) 72 hpf embryo exposed to 20 mg/L
showing yolk sac and pericardial edema; (m) 96 hpf larvae exposed to 20 mg/L showing

yolk sac edema, pericardial edema and delayed hatching.

Figure 3. Enzymatic activity of glutathione peroxidase (GPx) (A), glutathione
Stransferase (GST) (B), catalase (CAT) (C) and lactate dehydrogenase (LDH) (D) in
zebrafish larvae exposed to increasing concentrations of 2,4-D for 48 h. Results are
expressed as mean + standard deviation. Different letters (a, b, ¢ and d) mean statistical
difference between groups. The data were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey’s post-hoc test, with different letters indicating significant difference (p < 0.05).

Figure 4. Enzymatic activity of alanine aminotransferase (ALT) (A), aspartate
aminotransferase (AST) (B) and alkaline phosphatase (ALP) (C) of zebrafish larvae
exposed to different concentrations of 2,4-D for 48 h. Results are expressed as mean +
standard deviation. Different letters (a, b and c¢) mean statistical difference between
groups. The data were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test,
with different letters indicating significant difference (p < 0.05).

Figure 5. Histological images of zebrafish liver (Harry’s hematoxylin-eosin staining, bar
=20 pm for all images). (A) Control group: Round hepatocytes with central nucleus and
well-defined cell boundaries (arrow heads). Cells were juxtaposed in the tissue with
homogeneous cytosol. (B) Treated group with 5 mg/L of 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid:
Hepatocytes showing cytosol with heterogeneous eosinophilic content (*) and presence
of vacuoles (arrows). Nucleus trended towards to periphery (dashed arrows). (C) and (D).
Treated group with 10 mg/L of 2.4-Dichlorophenoxyacetic acid: Hepatocytes lost cell
boundaries, and cytosol was disorganized (circled areas). Vacuolization was also

observed (arrows). Ys: Yolk sac. g: gut. L: liver
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Supplementary Figure 1. (A) Morphological aspects of the livers of zebrafish larvae
with 7 dpf. (a) and (b) are control organisms exposed for 48 hours only in the E3 medium.
(c), (d), (e) and () are test organisms exposed for 48 h at 20, 10, 5 and 2.5 mg/ L of 2,4D.
(B) and (C) present the area and average gray scale value, respectively, of the liver. No
significant difference (p < 0.05) was detected after analyzing the data by one-way
ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test or Kruskal-Wallis test for heterogeneous

data.
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4. CONSIDERACOES FINAIS
Este estudo mostrou que a exposi¢do aguda ao 2,4-D ¢é capaz de causar impactos
negativos sobre a taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento dos estagios iniciais da vida
do zebrafish, como evidenciado pela presenca de alteragdes morfologicas como edema de
saco vitelinico e de pericardio em embrides e larvas. Além disso, através da analise de
parametros bioquimicos, foi possivel observar que a exposicao a concentracdes subletais
do 2.4-D promoveram uma alteracdo no perfil de resposta antioxidante e aumentou de
maneira expressiva a atividade de enzimas biomarcadoras de lesdo hepatocelular,
sugerindo que o estresse oxidativo e metabolico pode estar envolvido com danos causados
ao tecido hepatico de larvas de zebrafish.

Portanto, o presente estudo contribui para o conhecimento acerca dos mecanismos
de toxicidade de um herbicida amplamente utilizado no mundo e reforcando a necessidade
de reavaliacdo de sua classificacdo toxicologica e necessidade de monitoramento dos seus

efeitos em organismos nao alvo.
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Brasil: wso do peine-2ebea (Danio reno) como sistema modelo®, protecelada sob o CEUA n* BES1200419 (o s, sob 2
responsabilidade o2 Davi Felipe Farias ¢ eguipe, 10or Caud Alves Avina. Mania 4o Gul Flor 43 Siva: Marta Siva Nuol: Ratae!
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WO the responsitilty of Davi Felipe Farias and team, Jgor Caud Aves Aranung, Marfla da Gula Flor da Siva: Marta Silva Muniz;
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Titule da proposta. “Avalagdo dos Impactos 3 vida agudtica @ 3 sadde humana de poluentes amergantas no Brasil uso 00 peixe-
20bra (Danio rena) Como sistama modale”

Parecer Consubstanciade da Comissdo de Etica no Uso de Animais UFPE © oo

A Comissdo o0 Etica no Use de Anmas 63 Unversidade Foderal da Paraiba, no cumprimento das suas atribugies, analisou ¢
APROVOU a Emenda (versio de 08/man@020) i proposta aCima referencada.

Resumo apresentads pele pesguisador: "RESPOSTA AD PARECER CONSUBSTANCIADD PROCESSO S381290410 - EMENDA A
solicitacdo de emenda 1ol ajustada de aconde com a5 recomaendacies 8o revicor. A parte 1 ol eachida (inciusdo de novas
AMOSEIas), GExando APEnas 3 PArte 2 que trata 43 INnCuSlo 90 teSIes AAIDONAIE COM 36 AMOGITAS Previamence aprovadas Esta
AeMenda justifica-se pela necassidade 46 daMOs COMInuIdade 30 Presents projNto & partir da realizacde de alguns ensas
adiconais. Prefiminaoments, cbtivemes dados b a texicidade dos ConMaminantes amdientais moxkdecting (antipacaditing o
S0 vaterndng) ¢ o 2.4-D (harbicida). A moedocting apresentou Concentragdo letal méda (CLS0) » 20 mgil (3 CONCaNTracls mas
elevada testadal. Nenhum snal de letalidade 1o cbsanvado, mas 100% des emirides apresentaram [Jatraso 4 eclesdal) Esse
efoRo demonstra uma propensdo da Mexidecting 3 neurctexiddade. Para ¢ 2 4-D fol possivel confemar 3 ata toxicidade desse
harticida contra emiviles @ larvas de peixe-2eiva 2 part do cliculo de uma CLSO de 15,77 mg/L Al dsso, a5 enzimas
Biomarcadoras analisadas actato desidrogenase ¢ gutationa.S-rancfrase mostraam-s0 alteradas. Portanto, progomos 3
ealzacio de novas axposiches 3 maxdecting a fm de valiamos o5 Impactos 00 feitn adverso [Atraso 43 ecleclal] sobre o
desenwveiimants larval do paine 20002, hem COMO 3 Partir da QuecU(I0 00 ENSI0E COMPATaMEntais para confirmames o afoltos
newotieces higotetizados antencrmante. Por Sua veZ. 3 MaliZacio 9 UM NOVO NS0 08 QPLSCI0 40 IArvas 4o paiee-20003 20
2,40 saguido de mensuracdo da formacho de espdces reativas de oxiginio par microscopia de Nuanescdngia pode nos famecer
sovas informagles sobew 05 MECanismes 08 toxicidade desse contaminants. Para tanlo, 06 SEQUINTES TaSIes & s respectivas
Quantidades de emivides necesshras estlio Sescrios resumidaments a sequi (1) Avaliaclo des efelos da moxidecting sobve 2
eclosdio 08 larvas 00 peixe-2ebra; - 5 concantragdes diferentes x 24 embrides (0F emindes)concentraciofpiaca) = 129; - 1 grupe
controle x 24 embrdes = 24, Subtotal = 144 embnides. (2) Asdises comportamentais em Brvas de pelne-200ra atadas com
Mmodecting: - Teste do Campo abero: 3 grupes expenmantais x 20 embrides (08 larvas/grups) = 60, - Teste 90 tangue nova 3
grupos axperimantas « 20 embiides (n? Brvasigrupo) = 60; - Teste 0o objeto nove: 3 Qrupos expanmentais x 20 ambridas (n#
larvagigrupo) = 60; - Teste 00 interaclo social: 3 grupes exparmentaic x 20 embeides (04 larvas/igrupe) = 60, - Subtotal = 240
emardes. (3) Avalagio da produclo de espicies Neatvas do cxginio em Linvas expotas a 24.D - 3 concentraghes dfarentes x 5
emeribes (M embrides/concentraciopocs) = 15, - 3 controles x 5 eminides (1P emides/Concentraciopoco) = 15 - Subtotal = 30
embrides. Total do embrides (A + B ¢ C) = 144 + 240 4 30 = 414 embrides. Esta solicRacio o amenda pode ser visla em mais
detalhes N0 3QUive @m anexo. *.
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@3 CEUA ¢ remaveu a Parte 1 da presante emendd, gue tratava 82 incluslio de CInCo NOVAS aMostras 3 seram tostadas,
POMANeCEndd Na emenda 2penas 3 Parte 2. 3 saber, 3 nalzaclo de 1RSIes JACONNS COM 2S AMOSIras ongnalments propestas
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efeitos das amostras. Ainda, 26 QUPOS PINMantas propostos foram novamento descios ¢ ¢ N amostral justificade com
referincias hidlograficas apropeadas. Considerando ¢ Qeposio, somos 0@ paracer favordvel 3 Jprovacho da emenda solidtada A
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