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RESUMO

O 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos pesticidas mais utilizados mundialmente,
empregado como herbicida de pré e pds-emergéncia no controle de ervas daninhas em diversas
culturas. A exposicdo ocorre por contato ocupacional e pelo consumo de agua e alimentos
contaminados. Estudos com ratos expostos cronicamente ao 2,4-D mostraram efeitos negativos
como doengas neuroldgicas, imunotoxicidade e disturbios reprodutivos, incluindo alteracdes na
motilidade e morfologia dos espermatozoides. Pesquisas com embrides de aves (Gallus gallus
domesticus) também indicaram toxicidade pré-natal, especialmente na concentracdo de 30 um/L,
limite permitido pela legislacdo brasileira. Contudo, ainda sdo escassas as evidéncias sobre 0s
mecanismos de toxicidade e seus efeitos nos periodos pré e pds-natal de diferentes espécies. Assim,
este estudo investigou os efeitos do 2,4-D em possiveis alteracbes comportamentais de fémeas
prenhes e no desenvolvimento de suas proles. Fémeas Swiss foram acasaladas e tratadas com duas
concentracdes do herbicida via gavagem durante a gestacdo. No 10° dia de gestacdo, foram
avaliadas por testes comportamentais (labirinto em Y, barras paralelas e labirinto em cruz elevado)
e mantidas até o termo. Também foram analisados o tempo gestacional, peso, tamanho das ninhadas
e o desenvolvimento inicial da prole. Os resultados mostram que, embora a exposicao gestacional
tenha afetado principalmente a capacidade motora das fémeas, o 2,4-D comprometeu o
desenvolvimento fisico, 0 ganho de peso e o crescimento de filhotes machos e fémeas, além de
alterar o desenvolvimento neurolégico de machos. O estudo reforca a necessidade de revisdes dos
limites de exposicdo ao herbicida e de novas investigacdes sobre seus mecanismos toxicologicos,

podendo subsidiar futuras restri¢ces ao seu uso agricola no Brasil.

Palavras-chave: Estudo etoldgico; toxicidade; herbicida; prole, diclorofenoxiacético.



ABSTRACT

The herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is one of the most widely used pesticides
worldwide, applied as a pre- and post-emergence product for controlling broadleaf weeds in various
crops. Exposure occurs through occupational contact and through the consumption of contaminated
water and food. Studies with rats chronically exposed to 2,4-D have shown negative effects such
as neurological disorders, immunotoxicity, and reproductive impairments, including alterations in
sperm motility and morphology. Research with bird embryos (Gallus gallus domesticus) has also
indicated prenatal toxicity, especially at a concentration of 30 um/L, the maximum level allowed
by Brazilian regulations. However, evidence regarding the mechanisms of toxicity and its effects
in pre- and postnatal periods across different species remains limited. Therefore, this study
investigated the effects of 2,4-D on possible behavioral alterations in pregnant females and on the
development of their offspring. Swiss female mice were mated and treated with two concentrations
of the herbicide via gavage throughout gestation. On the 10th gestational day, they were evaluated
through behavioral tests (Y-maze, parallel bars, and elevated plus-maze) and maintained until full
term. Gestational length, body weight, litter size, and early development of the offspring were also
assessed. The results show that, although gestational exposure primarily affected the motor
capacity of pregnant females, 2,4-D compromised the physical development, weight gain, and
growth of both male and female pups, in addition to altering neurological development in males.
This study reinforces the need to review exposure limits to this herbicide and to conduct further
research on its toxicological mechanisms in gestational models, which may support future

restrictions on its agricultural use in Brazil.

Keywords: Ethological study; toxicity; herbicide; offspring; dichlorophenoxyacetic.
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1 INTRODUCAO

Como um dos primeiros herbicidas sintéticos introduzidos no mercado e atualmente
ingrediente principal de mais de 1.500 produtos comercialmente disponiveis a nivel mundial, o
acido 2,4- D revelou-se capaz de induzir efeitos toxicos em diferentes organismos (MARTINS,
2021). Seu mecanismo de acdo esta relacionado a mimetizacdo das auxinas naturais das plantas
gerando alteracbes de crescimento, que podem ser percebidos mesmo quando pequenas
quantidades entram em contato com plantas sensiveis. Para 0 meio ambiente, ndo apresenta
toxicidade muito relevante jA que é biodegradavel e possui baixa lixiviagdo no solo, ndo
apresentando capacidade de contaminacao do lencol freatico (OLIVEIRA JR, 2017).

Pouco se sabe ainda sobre 0s possiveis efeitos do 2,4-D no comportamento de camundongos
prenhes, principalmente nos periodos pré e pds-natal e no desenvolvimento de diferentes espécies.
Diante desta problematica contextualizada acima, o presente estudo tem o fito de avaliar o efeito
do consumo de 2,4-D (Diclorofenoxiacético) durante a gestacdo de murinos no comportamento de
camundongos prenhes e no desenvolvimento inicial de suas proles. Esse modelo experimental foi
escolhido devido as semelhangas observadas nos estagios iniciais com o desenvolvimento
embriondrio de humanos, permitindo este estudo translacional do efeito do 2,4-D do

comportamento da mae e na prole.



2 REVISAO LITERARIA

2.1 Camundongos como modelo experimental na gestacao

Os camundongos sdo amplamente utilizados como modelo experimental em estudos sobre
gravidez e comportamento materno devido a sua relevancia genética e fisiologica em relacdo aos
seres humanos. Estudos indicam que esses roedores compartilham aproximadamente 95% de
similaridade genética com humanos, o que permite que reacGes e respostas bioldgicas sejam
observadas e analisadas de forma comparativa (RIDGWAY; COOK, 2019). Além disso, sua
facilidade de manejo, baixo custo de manutencdo e curto ciclo reprodutivo tornam os
camundongos um modelo ideal para investigacGes de alteragdes comportamentais e neurologicas

relacionadas a gestacao e ao desenvolvimento da prole (JONES; BAKER, 2021).

2.2 Acido 2,4 Diclorofenoxiacético

O composto herbicida conhecido como 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) emergiu
como o pioneiro bem-sucedido entre os herbicidas seletivos, sendo introduzido em 1946 e
rapidamente conquistando o titulo de herbicida mais amplamente empregado globalmente
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Apds meio século de uso em lavouras, ainda ocupa a terceira
posicao na lista dos herbicidas mais empregados para o controle de plantas daninhas nos Estados
Unidos e Canada (INDUSTRY TASK FORCE II, 2000). O 2,4-D ¢ caracterizado como um
herbicida altamente seletivo, de natureza sistémica e aplicacdo pos-emergente, que funciona como
um regulador de crescimento, apresentando um efeito que se assemelha ao da auxina, conforme
descrito por Guerra (2014). Este composto quimico é amplamente empregado na agricultura,
destinando-se a culturas como trigo, milho, soja, arroz (irrigado e de sequeiro), aveia, sorgo, cana-
de-agucar, café, bem como na silvicultura e na manutencgdo de gramados, gracas a sua relativa baixa

toxicidade aguda e a sua eficacia no combate a plantas de folhas largas consideradas invasoras.
2.3 Potencial téxico para organismos vertebrados
0 2,4-D é classificado como um herbicida de baixa toxicidade aguda para os seres humanos.

No entanto, hd preocupagdes quanto aos possiveis efeitos crénicos a salde. Estudos

epidemioldgicos associaram a exposi¢do ao 2,4-D a riscos elevados de cancer, especialmente
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linfoma n&o-Hodgkin e cancer de prostata (ZAHM e BLAIR, 2001). Além disso, ele tem sido
associado a problemas reprodutivos e neurotoxicidade em estudos com animais (DUKE et al.,
2018). No Brasil, assim como em muitos outros paises, 0 uso do 2,4-D é regulamentado por 6rgéos
de controle, como o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Essas agéncias estabelecem
limites maximos de residuos (LMR) para 0 2,4-D em alimentos e monitoram sua utilizacdo para
garantir o cumprimento das regulamentaces (BRASIL, 2018). A toxicidade do herbicida 2,4-D
(&cido 2,4-diclorofenoxiacético) para vertebrados € um tema de preocupacéo significativa, pois
esse composto quimico é amplamente utilizado na agricultura e pode ter impactos negativos na
saude e no ambiente O 2,4-D é considerado de baixa toxicidade aguda para mamiferos, incluindo
seres humanos (DUKE et al., 2018). No entanto, exposic¢des cronicas ou agudas a concentracfes
elevadas podem causar efeitos adversos, como irritacdo ocular, dermatite e sintomas
gastrintestinais (EPA, 2005). Em estudos demonstraram que aves expostas podem sofrer efeitos
negativos, como diminuicdo da fertilidade e toxicidade aguda em algumas espécies (HARPER et
al., 2019; LIU et al., 2014). Os seus efeitos toxicos em vertebrados séo atribuidos a sua acdo como
um regulador de crescimento de plantas que interfere nos processos metabdlicos celulares. Isso
pode levar a disfuncdes em sistemas fisiologicos, causando danos aos 6rgdos e tecidos dos
vertebrados (DUKE et al., 2018). Em muitos paises, incluindo os Estados Unidos, o 2,4-D é
regulamentado por agéncias ambientais que estabelecem limites maximos de residuos (LMR) em
alimentos e monitoram sua aplicacdo para minimizar a exposicao e 0s riscos a saude humana e ao
meio ambiente (EPA, 2005). Embora 0 2,4-D seja considerado de baixa toxicidade aguda para
vertebrados, estudos indicam que ele pode ter efeitos adversos em mamiferos, aves, peixes e
anfibios, especialmente em exposicdes crbnicas e em concentra¢fes elevadas. Portanto, a
regulamentacdo e 0 monitoramento rigorosos sao essenciais para mitigar os riscos associados ao

uso deste herbicida.
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3 JUSTIFICATIVA

O herbicida 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) é uma substancia quimica amplamente
empregada na agricultura em todo o mundo, incluindo o Brasil, ele é altamente eficaz no controle
de plantas daninhas de folhas largas, o que o torna valioso em uma variedade de culturas, incluindo
soja, milho, trigo, arroz e algodao (VILA-ANGULOS et al., 2012). Sua acdo seletiva permite que
seja usado para eliminar plantas indesejadas, enquanto as culturas desejadas continuam a crescer
normalmente. Apesar de sua eficacia, ele levanta preocupac¢des ambientais significativas. A deriva
durante a aplicacdo pode afetar culturas ndo-alvo e ecossistemas adjacentes (GREEN et al., 2012;
KOH et al., 2016). O herbicida também € conhecido por ser tdxico para algumas espécies aquaticas
e terrestres (KINNEY et al., 2015). Nos ultimos anos, diversas investigacdes foram conduzidas
com base neste herbicida, visando a avaliar seu potencial toxico, principalmente em células de
organismos animais. De acordo com Friedrich (2014), a ANVISA classifica 0 2,4-D como Classe
I (ANVISA, 2016), ou seja, 0 categoriza como um agente altamente toxico, identificado pelo
indicativo de cor vermelha, que é atribuido aos produtos fitossanitarios extremamente nocivos.
Essa classificacdo fundamenta-se principalmente nos efeitos agudos que a substancia pode
provocar apds uma Unica exposicao em animais de laboratério. Sendo assim, este projeto buscou
elucidar os efeitos da administracdo do herbicida acido 2,4- diclorofenoxiacético no

comportamento dos camundongos prenhes e no desenvolvimento de suas proles.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Testar os efeitos da administracdo, na primeira metade da gestacao, do herbicida sintético
2,4-D sobre o comportamento de camundongos prenhes e no desenvolvimento fisico e neuroldgico
inicial de suas proles.

4.2 Objetivos Especificos

a) Analisar os efeitos do 2,4-D no comportamento espacial de aprendizado e memoria em
camundongos prenhes no 10° ddg.

b) Analisar os efeitos do 2,4-D no equilibrio e coordenac¢do motora de camundongos prenhes
no 10° ddg.

c) Analisar os efeitos do 2,4-D no comportamento do tipo ansioso em camundongos prenhes
no 10° ddg.

d) Analisar os efeitos do 2,4-D no tempo gestacional, tamanho da ninhada, bem como, do
desenvolvimento fisico e neuroldgico da prole por meio de testes no seu desenvolvimento

inicial.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongos adultos fémeas e 5 machos da linhagem SWISS (7 a
10 semanas de idade), provenientes do Biotério Central da UNIFAL-MG e mantidos no biotério
do Laboratorio de Biologia Animal Integrativa (LABAInt). Os animais foram mantidos em gaiolas
de polipropileno e estantes ventiladas e em ciclos claro-escuro de 12 horas usufruindo de &gua e
racdo ad libitum e temperatura controlada (22 = 2°C). Os camundongos foram acasalados, na
proporcao de trés fémeas para cada macho noturnamente e o dia cuja manhd, foi observado o
tampdo vaginal, foi considerado o primeiro dia de gestacdo (1° ddg) (Figura 1). Todos o0s
procedimentos a que foram submetidos os animais deste estudo foram aprovados pelo comité de
ética em experimentacdo animal (Protoco CEUA N°: 0049/2023) da Unifal-MG (anexo 1)

5.1.1 Organizagao dos Grupos Experimentais

Os camundongos prenhes foram tratados com herbicida 2,4-D (Pestanal/Sigma/USA
Cod:D70724-5G/Pureza de 97%) diluida em agua destilada (DH20O) via gavagem orogastrica
realizada do 1° ao 10° ddg e divididos em trés grupos:

Grupo controle (CON): Recebeu apenas DH20
Grupo Herbicida (GH60): foi exposto a gavagem do herbicida com concentracdo de 60 mg/Kg
Grupo Herbicida (GH100): foi exposto a gavagem do herbicida com concentracdo de 100 mg/Kg

As dosagens de 60mg/kg e 100 mg/kg foram estabelecidas de acordo com o demostrado na
revisdo de literatura de Freitas e colaboradores (2019). Além disso, essas doses foram escolhidas
levando em consideracdo as indicacfes do NOAEL (nivel sem efeitos adversos observaveis) (US
EPA, 2005).

14



Tabela 1. Descricdo do nimero de fémeas utilizadas nas diferentes anélises realizadas com as
diferentes concentragdes utilizadas.

CON GH60  GH100

Avaliacdo comportamental das fémeas prenhes 8 8 8

Avaliagéo do desenvolvimento da prole 8 8 8

Fonte: Autores (2025)

Figura 1 - Local de armazenamento dos animais e diagnostico de acasalamento

4

Fonte: Autores (2025). Legenda: Fotografias mostrando as gaiolas de polipropileno utilizadas para manutengéo dos

animais, devidamente identificadas e armazenadas em estantes ventiladas (A e B). Detalhe da rolha vaginal utilizada

para diagndstico do acasalamento dos camundongos e inicio da contagem dos dias de gestacdo (C).
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5.2. Analise comportamental

Oito fémeas prenhes no 10° ddg de cada grupo foram submetidas aos testes
comportamentais do Labirinto em Y, Teste das Barras Paralelas e Labirinto em cruz elevado. Todos
os testes foram realizados em ambiente livre de odores, ruidos e ap6s ambientalizacdo prévia dos
animais. Apds a execucao dos testes, esses animais retornaram para suas caixas de polipropileno e
foram mantidos até a prenhez a termo, para as andlises da viabilidade gestacional e de

desenvolvimento das proles.

5.2.1 Analise do comportamento de aprendizado espacial e memoria

Foi realizado o teste do labirinto em Y em um aparato experimental com trés bracos
idénticos (35 x 7 x 20cm) dispostos em uma angulacdo de 120° entre si, situado em um local com
iluminacdo reduzida. Em suas paredes haviam objetos peculiares, sendo estes diferentes entre cada
braco com a funcdo de fornecer pistas visuais. Os animais foram colocados individualmente no
centro do labirinto, podendo durante a duracéo do experimento (10 minutos), explorar os 3 bracos.
O teste foi filmado e feito uma avalia¢do do video para a quantificacdo do parametro de alternancia
espontanea, sendo que foi considerado o sucesso na alternancia quando houver consecutivas
entradas em um novo braco antes de voltar para os dois ramos visitados anteriormente. A
alternancia percentual foi calculada pela razo entre o nimero de alternancias bem-sucedidas e o

total de entrada nos bragos menos 2 vezes 100.

5.2.2 Analise do equilibrio e da coordenacédo motora

Foi realizado o teste no aparato das Barras Paralelas, que consiste em duas barras de aco de
1m de comprimento e 4mm de diametro, fixadas de maneira paralela a 30mm de distancia, ambas
a 60 cm acima do chéo apoiadas por colunas de madeira nas extremidades.

O animal foi colocado no centro das duas barras com seu eixo longitudinal perpendicular
ao das barras; as duas patas dianteiras devem estar em uma barra, e as duas patas traseiras na outra
barra. A movimentacdo do animal é filmada até o momento em que ele atinge uma das
extremidades da barra. Foram entéo analisados o tempo necessario até o animal se orientar em 90°
para posicdo de movimentacdo nas barras e o tempo até atingir uma das extremidades, sendo
considerado sem resultado quando o animal permaneceu imdvel ou sem percorrer significativas

distancias em até 10 minutos do inicio do teste.
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5.2.3 Analise do comportamento do tipo ansioso

O labirinto em cruz elevado, LCE, foi validado para testes com camundongos em 1987 pelo
pesquisador Lister em 1987. O labirinto em cruz € formado por quatro bragcos com o comprimento
de 27 cm que se encontram no centro em uma plataforma de area 6 cm?. Dois bragos possuem
“colunas” com altura de 16 cm e dois séo livres destas. Os animais possuem livre acesso aos bragos.
Os animais foram colocados no centro de frente para um dos bracos fechados e filmados por cinco
minutos. As medidas comportamentais registradas foram: frequéncia de entradas e o tempo
despendido nos bracos abertos e fechados. Uma reducéo seletiva nos parametros correspondentes
aos bracos abertos (entradas e tempo) revela um comportamento do tipo ansioso (Lister, 1987; File
et al., 1990, Carobrez e Bertoglio, 2005).

Figura 2 - Fotografias mostrando os aparelhos utilizados nos testes comportamentais das fémeas
prenhes

Fonte: Autores (2025). Legenda: A. Labirinto em cruz para o teste de comportamento do tipo ansioso. B. Labirinto em

Y para o teste de aprendizado espacial e memoria. C. Barras Paralelas para o teste do equilibrio e coordenacdo motora.
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5.3 Analise da prenhez a termo

Os mesmos animais submetidos aos testes comportamentais foram mantidos até a prenhez
a termo para avaliacdo do tempo gestacional, tamanho da ninhada, bem como, do desenvolvimento

fisico e neuroldgico da prole.
5.3.1 -Analise da Prole

No 1° dia po6s-nascimento (dpn) a prole foi contada e padronizada em seis filhotes (trés
fémeas e trés machos prioritariamente) e marcados com caneta permanente de cor vermelha
(fémeas) e verde (machos). Tal marcacéo foi renovada todos os dias e antes das analises para evitar
engano na amostragem (Figura 3). Os filhotes foram avaliados quanto a existéncia de alteragdes
morfoldgicas visiveis e a normalizacéo da prole foi realizada considerando a existéncia de leite no
estomago dos animais por meio da observacdo de mancha branca existente no abdémen como

preconizado por Chorilli e colaboradores (2007).

Figura 3 - Marcagdo padronizada dos filhotes destinados aos testes de desenvolvimento fisico e

&

neuroldgico

Fonte: Autores (2025).

5.3.1.1- Analise do desenvolvimento Fisico

As analises de desenvolvimento fisico e neurologico foram realizadas no primeiro més de
vida dos neonatos e até que todos os parametros fossem analisados e com metodologia modificada
de Castro e colaboradores (2000) que trabalharam com ratos. Para os testes de desenvolvimento

fisico, os filhotes foram numerados e marcados diariamente com caneta permanente, de forma
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padronizada, para possibilitar o reconhecimento de cada um durante o periodo de experimento
(figura 3). Todas as observagdes fisicas dos filhotes foram realizadas no mesmo horario até o 30°
dpn para fémeas e 20° dpn para 0s machos. A presenca ou auséncia dos parametros observados
foram relacionados a idade do animal, sendo cada pardmetro avaliado até todos os filhotes
apresentarem resposta para 0 mesmo. Foram realizados os seguintes testes de desenvolvimento
fisico: Analise do descolamento de orelha (DO); aparecimento de pelo (AP); abertura do olho (AO);
rompimento do dente incisivo superior (RIS) e inferior (RI1); descida dos testiculos (DT) e abertura
da vagina (AV). Além disso, foram analisados a cada dois dias o ganho de peso, 0 crescimento
naso/caudal, naso/anal e anus/genital destes filhotes, até que houvesse, em machos, a descida dos
testiculos, e em fémeas, a abertura da vagina (Figura 4).

Figura 4 — Fotografias dos parametros fisicos analisados

T

Fonte: Autores (2025). Legenda: A. Animal no dia do nascimento; B. Deslocamento de orelha; C. Aparecimento de
pelos; D. Rompimento dos dentes incisivos; E. Abertura dos olhos; F. Descida dos testiculos; G. Abertura da vagina;

H. Medida da distancia naso/caudal; |I. Medida da distancia naso/anal; J. Medida da distancia anus/genital.
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5.3.1.2 Testes de reflexos neurologicos

Os testes de desenvolvimento neurologico (figura 5), foram realizados nas mesmas
condicdes dos testes fisico e segundo os testes realizados por Castro (2006) e Davydov e

colaboradores (2015) como descrito abaixo:

- Reflexo de endireitamento: o filhote foi colocado deitado em uma superficie plana em decubito
dorsal. Observou-se se em 30 segundos totais o0 animal consegue retornar ao decubito ventral, com

as quatro patas apoiadas na superficie.

- Geotaxia negativa: O animal foi colocado em uma rampa de superficie antiderrapante com um
angulo de 300 de inclinacdo, com a cabeca voltada para a parte mais baixa. Observamos o filhote
por 60 segundos para analisar se ele consegue virar-se 180°, de forma a estar com a cabeca voltada
para a parte mais alta da rampa.

- Sobressalto auditivo: O filhote foi exposto a um som alto e estridente e observamos se houve
percepcdo do som, causando um sobressalto no animal. O sobressalto indica inicio da atividade

auditiva do filhote.

A geracdo parental e suas proles sobreviventes, apds as analises da prole, foram submetidas
a eutanasia utilizando overdose de solugdo anestésica e analgésica contendo Cetamina, Xilazina e

Buprenorfina em salina.
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Figura 5 — Fotografias dos testes de reflexo neurolégico da prole

Fonte: Autores (2025). Legenda: A, B. Filhote executando teste de geotaxia negativa, iniciando com a cabeca voltada
para parte baixa da rampa e, finalizando depois de uma volta de 180°, com a cabeca para a parte alta da rampa. C, E.
Filhote desempenhando o teste de reflexo de endireitamento, sendo colocado em decubito dorsal, com habilidade para

se endireitar em decubito ventral.

5.4 Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por meio de analise da variancia (ANAVA).
Quando os pré-supostos de normalidade e de homocedasticidade nao foram satisfeitos, foi aplicado
um teste ndo paramétrico. Quando analisados os efeitos de duas varidveis independentes
(categdricas) sobre uma variavel dependente (continua) foi aplicado o teste ANAVA de dois fatores
(two-way). Os testes paramétricos ou nao paramétricos foram seguidos de p6s-testes de multiplas
comparagOes. Todas as analises estatisticas e graficos foram gerados utilizando o software
Graphpad Prism 9 (San Diego, CA, USA) com nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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6.RESULTADQOS

Os resultados obtidos nos experimentos detalhados no item anterior estdo descritos abaixo:

6.1 Analises comportamentais das fémeas prenhez

6.1.1 Andlise do comportamento do Tipo Ansioso

Nossas analises com fito de investigacdo do comportamento ansioso em animais tratados
com 2,4-D, demonstraram um numero aparentemente alterado de entradas nos bragcos abertos
(CON=5,25 x GH60=4,25, p=0,7989) e fechados (CON=6,125 x GH60=4,375,
p=0,5120), concomitante a uma diminuicdo no tempo nos bracos abertos (CON=81,97 X
GH60=48,81, p=0,5396) em animais tratados com o pesticida (figura 6) . No entanto, como
observado nos valores de significancia (p), esses resultados ndo foram confirmados pelos testes
estatisticos.

Figura 6. Graficos relacionados ao teste para verificacdo de comportamento do tipo ansioso

(labirinto em cruz).
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Fonte: Autores (2025). Legenda: A. entrada nos bracos abertos. B. Tempo nos bragos abertos. C. Entrada nos bracos

fechados. D. Tempo nos bragos fechados. Anava e teste de multiplas comparagdes de Tukey.



6.1.2 Anélise do Aprendizado Espacial e Memoria e do Equilibrio e Coordenagéo

Motora

As analises utilizando o labirinto em Y e as barras paralelas ndo demostraram resultados
estatisticamente significativos, com excecdo do parametro numero de entradas nos bracos do
labirinto em Y no grupo GH60 (figura 7). Nesses animais foi estatisticamente reduzido o nimero
de entradas em relagéo ao controle (CON=38,63 x GH60=23,88, p=0,0171).

Figura 7 - Gréaficos relacionados ao Aprendizado Espacial e Memoria (labirinto em Y) e equilibrio

e coordenacdo motora (barras paralelas).

Labirinto em Y - Entradas Labirintoem Y
Alternancia bem sucedida
50
p . 40+
o 40+
£ o 304
c S
W 304 S
S T 20
o 20 )
[ ot =
L] ©
E 10 R® 10+
z
0 T T 0-
DS O * S ®
o XN o X ®
A o B o
Barras Paralelas - Orientacao Barras Paralelas - Chegada
60 250 -
200
= 40 0
1;— o 150
Q.
3 =
o 100
20 =
50
0- 0-
SR N S o
c o) & (588 ® & 62:9
D

Fonte: Autores (2025). Legenda: A. Nimero de entradas nos bragos do labirinto em Y. B. Alternancias bem sucedidas
no labirinto em Y. C. Tempo para orientacdo nas barras paralelas. D. Tempo de chegada a extremidade nas barras

paralelas. Anava e teste de multiplas comparagdes de Tukey.
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6.2 Analise do tempo de gestacao e da prole ao nascer

Em nossos estudos analisamos o tempo de gestacdo e a prole ao nascer nos parametros

numero de filhotes (tamanho da prole) e peso dos filhotes ao nascer. Essas analises revelaram que

o0 tratamento com 2,4-D néo foi capaz de causar mudangas estatisticamente significativas (p>0,05)

no tempo de gestacdo, bem como, no peso e tamanho da prole ao nascer (figura 8).

Figura 8 - Gréficos relacionados as anélises do tempo de gestagdo e da prole ao nascer
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Fonte: Autores (2025). Legenda: A. Tempo de gestacéo. B. Peso dos filhotes ao nascer (peso da prole). C. Namero de
filhotes ao nascer (tamanho da prole). Para o tempo de gestacéo e peso da prole foi usado Teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis e teste de maltiplas comparagdes de Dunn’s. Para o tamanho da prole foi usado ANAVA e teste de

multiplas comparacGes de Tukey.

6.3 Testes de desenvolvimento fisico

Apds a padronizacdo da prole realizada no 1° dpp, cada um dos filhotes machos e fémeas,
foram avaliados a cada dois dias em parametros que marcam o desenvolvimento fisico da prole.
Varios destes parametros foram alterados significativamente na prole macho e fémea de maes
tratadas com o pesticida 2,4-D durante a gestacéo (figura 9).

O descolamento da orelha (DO) em fémeas do grupo GH60 e GF100 ocorreu em tempo
similar ao dos animais do grupo controle (CON=4,86 dpp; GH60=4,42 dpp; GH100=5,23 dpp;
p>0,999). O tempo de aparecimento de pelos (AP), por sua vez, foi menor em filhotes fémeas do
grupo GH60 (4,85 dpp; p=0,0002) e GH100 (4,84 dpp; p=0,0017) quando comparados ao controle
(5,86 dpp). O tempo para abertura da orelha destes filhotes (AO), no entanto, foi maior nos animais
tratados com 2,4-D (GH60=13,14 dpp; p=0,0002 e GH100=14,08 dpp; p=0,0017) em relacéo ao
controle (10,21 dpp). Quanto ao rompimento dos incisivos superior (RIS) e inferior (RI1I) esses
ocorreram antes em animais do grupo GH60 (GH60-R1S=11,42 dpp; p=0,0451 GH600=RII= 7,47
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dpp; p=0,0001 ) que em animais controle (COM-RI1S=12,13 dpp e COM-RII=

9,95 dpp). Finalmente, em filhotes fémeas a abertura da vagina aconteceu mais tardiamente (p=
0,0380) em animais do grupo GH100 (32,3 dpp) em relagéo ao controle (29,8 dpp).

Em filhotes machos, por sua vez, o descolamento da orelha aconteceu precocemente
(p=0,0116) em animais do grupo GH60 (4,21 dpp) em relagédo ao controle (4,9 dpp). Nos mesmos
filhotes machos (4,73 dpp) o aparecimento de pelos foi precoce (p=0,0001) em relagcdo ao controle
(5,87 dpp). A abertura dos olhos nos filhotes machos ocorreu tardiamente nos grupos GH60 (13,17
dpp p= 0,0001) e GH100 (14,72 dpp; p=0,0001 ) em relacdo ao controle (10,12 dpp). Nesses
filhotes machos apenas nos do grupo GH60 os incisivos inferiores romperam precocemente (7,2
dpp; p=0,0001) em relacédo aos controles (9,87 dpp). Interessantemente, a exemplo do ocorrido no
parametro abertura da vagina em fémeas, a descida dos testiculos ocorreu tardiamente (p=0,0444)

em animais do grupo GH100 ( 22,54 dpp) quando comparado ao controle (20,58 dpp).

Figura 9 - Gréficos referentes aos testes no desenvolvimento fisico da prole
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Fonte: Autores (2025). Legenda: A. desenvolvimento dos filhotes fémeas. B. desenvolvimento dos filhotes machos.
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6.3.1 Analise de ganho de peso dos filhotes

O ganho de peso dos filhotes foi monitorado a cada dois dias. Os filhotes fémeas e machos

de mdes tratadas com 2,4-D apresentaram curvas de ganho de peso significativamente diferentes
das curvas dos filhotes de mées controle (figura 10). Em filhotes fémeas dos grupos GH60 e GH100
0S pesos eram maiores que 0s do grupo controle do 10° dpp (GH60=7,37g; p=0,0056. GH100=7,73
G; p=0,0273. COM= 6,9 g) até 018° dpp (GH60=12,41g; p=0,0002.
GH100=12,5 G; p=0,0424. COM= 11,34 g ). Curiosamente, os pesos dos filhotes de todos os
grupos foram semelhantes no 22° dpp (GH60=14,53 g; p=0,6408. GH100= 14,82; p=0,9931 e
COM=14,78g). A partir do 24° dpp, os filhotes de maes tratadas com 2,4-D tiveram pesos menores
que os filhotes de maes controle (GH60=15,83 g; p=0,005. GH100= 16,11 g; p=0,0385.
COM=17,23g). O peso desses filhotes de mées submetidas ao 2,4-D continuou significantemente
menor que os dos filhotes controles até o 30° dpp (GH60=18,82 g; p=0,0001. GH100= 20,96 g;
p=0,0302. COM=22,55 g).

Quanto aos filhotes machos, esses tiveram seus pesos aferidos apenas até o 20° dpp. E assim
como os filhotes fémeas, os filhotes machos de maées do grupo GH60 tiveram peso
significantemente maior até o 20° dpp (GH60=13,27g. COM=12,23g p=0,048). Ndo foram
identificadas alteracGes significativas no ganho de peso dos filhotes machos do grupo GH100
(p=0,96) até o 20 dpp.

Figura 10 - Gréficos referentes as analises do ganho de peso de filhotes machos e fémea
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Fonte: Autores (2025). Legenda: A. Ganho de peso em fémeas. B. Ganho de peso em machos. ANAVA de dois
fatores (two-way) seguido de teste de multiplas comparacGes de Dunnett's.
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6.3.2 Analise do crescimento da prole

O crescimento da prole fémea e macho foi aferido por meio de medig¢do naso-caudal, naso-
anal e anogenital. Nesse estudo as fémeas foram analisadas até o 30° dpp ,enquanto os machos até
0 20° dpp.

A andlise das curvas de crescimento naso-caudal, naso-anal e anogenital de filhotes fémeas
(figura 11) vai de encontro aos resultados obtidos no ganho de peso destes filhotes (figura 10), nas
quais pode ser notado um crescimento maior de filhotes e mais tratadas com 2,4D até por volta do
18° e 20° dpp. Apos esse periodo comeca a ser notado um menor crescimento significativo nesses
filhotes fémeas que pode ser observado até o 30° dpp em todos os parametros de crescimento
analisados, incluindo o comprimento nos-caudal (GH60=140,16 mm; p=0,0001. GH100=154,53
mm; p=0,0047. COM=163,99 mm). Resultados semelhantes foram observados nas analises de
crescimento da prole macho, em que os filhotes do grupo CH60 se encontraram menores em
tamanho no 20° dpp quando comparados aos controles como demonstrado, por exemplo, no
parametro anogenital destes filhotes (GH60= 9,2 mm. COM=10,91. p=0,0001).

Figura 11 - Graficos referentes a analise do crescimento da prole fémea e macho
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Fonte: Autores (2025). Legenda: A e B. Crescimento naso-caudal em fémeas e machos respectivamente. C e D.
Crescimento naso-anal em fémeas e machos respectivamente. E e F. crescimento anogenital em fémeas e machos

respectivamente. ANAVA de dois fatores (two-way) seguido de teste de multiplas comparacdes de Dunnett’s.



6.4 Testes de reflexo neuroldgico

Os reflexos neurolégicos avaliados incluiram o reflexo de endireitamento, geotaxia
negativa e sobressalto auditivo. Os filhotes dos grupos expostos ao 2,4-D demonstraram um atraso
no desenvolvimento desses reflexos, com laténcias maiores para a execugdo dos movimentos, o
que sugere um comprometimento no amadurecimento do sistema nervoso.

N&o foram identificadas alteracdes nos reflexos neuroldgicos em qualquer um dos trés testes
em filhotes fémeas de mées dos grupos GH60 e GH100. No entanto, os filhotes machos de maes
do grupo GH60 desempenharam precocemente a geotaxia negativa em relacdo aos controles
(GH60= 1,17 dpp. COM= 1,83 dpp. p=0,0005). Além disso, tais filhotes machos atrasaram para
efetuar o sobressalto auditivo em comparagéo aos respectivos controles (GH60= 14,08 dpp. COM=
13 dpp. p=0,0317).

Figura 12 - Graficos referentes ao estudo do desenvolvimento neurolégico da prole
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Fonte: Autores (2025). Legenda: A. Testes da reflexo neurolégico em fémeas. B. Testes de reflexo neurolégico em
machos. Reflexo de endireitamento (RE). Geotaxia negativa (GN). Sobressalto auditivo (SA). Teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis e teste de multiplas comparagdes de Dunn’s.
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7.DISCUSSAO

Em nossos estudos, os camundongos prenhes foram submetidos no 10° ddg a trés testes
comportamentais que visaram o diagnostico de comportamento do tipo ansioso, bem como, de
perdas no aprendizado espacial, memdria e do equilibrio e coordenacdo motora. Os animais
tratados com 2,4-D e submetidos a essa analise etoldgica ndo apresentaram alteracGes nos
parametros investigados, com exce¢do de uma diminui¢cdo no numero de entradas no bracos do
labirinto em Y em animais do grupo GH-60. Um estudo precursor utilizando 2,4-D marcado com
carbono 14 (Elo HA e Ylitalo P, 1979) demonstrou um acimulo preferencial de 2,4-D no tronco
encefalico, cerebelo e cértex frontal de ratos. No entanto, outros estudos demonstraram que 0
tratamento dérmico com 2,4-D ndo causou consequéncias neuropatologicas em ratos (Mattsson JL
et al, 1986) e as maiores alteracbes comportamentais observadas em ratos ap6s o tratamento com
2,4-D notadas no aparelho de campo aberto foram a redugdo em parédmetros locomotores e na
atividade motora (Oliveira e Palermo, 1993). Nossos resultados, no estudo comportamental de
camundongos prenhes, portanto, corroboram os achados de Mattsson et al (1996) e Oliveira e
Pallermo j& que o Unico pardmetro que sofreu alteracdo em nossos estudo em animais tratados
com 2.4-D foi o nimero de entradas no labirinto em Y, que pode indicar um prejuizo na atividade
locomotora destes animais.

Todas as fémeas prenhes submetidas as analises comportamentais foram retornadas as suas
gaiolas e mantidas até o parto. Apos o parto registramos o tempo de gestacdo, avaliamos o0 hiumero
e peso dos filhotes das proles ao nascer. Nessa analise ndo foram encontradas modificacdes na
prole ao nascer de camundongos submetidos ao tratamento com 2,4-D. Trabalhos iniciais em ratas,
indicaram uma diminuicdo no tamanho da ninhada e no peso fetal, além de malformacdes
esqueléticas (Schwetz et al., 1971; Khera e McKinley, 1972), enquanto dados mais recentes
indicaram que o herbicida somente produz efeitos adversos nos fetos de ratas em concomitancia
com toxicidade materna em doses acima de 90 mg/kg/dia (Charles et al., 2001), sem que
parametros reprodutivos, como nimero de implantacOes uterinas ou reabsorcées, fossem alterados.
Por outro lado, Cavieres et al. (2002) observaram uma diminui¢cdo no tamanho da ninhada em
camundongos que receberam doses crescentes de uma formulacéo comercial contendo uma mistura
de 2,4-D e outros herbicidas derivados de &cidos fenoxicos e acéticos durante a organogénese. Em
doses mais baixas, uma reducdo no nimero de sitios de implantacdo explicou a diminui¢do no
tamanho da ninhada. Em trabalho recente de nosso laboratério (dados ndo publicados) foi

demonstrado que o 2,4-D nas dosagens de 60, 100 e 200 mg/Kg durante a gestacdo de
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camundongos ndo causou diminui¢cdo no numero dos sitios de implantacdo no Utero do 10° ddg e
15° ddg, mas provocou 0 aparecimento de areas hemorragicas nesses sitios observadas macro e
microscopicamente.

Com o fito de analisar os efeitos da administracdo materna do 2,4-D sobre a qualidade e
desenvolvimento dos filhotes, realizamos a analise temporal do desenvolvimento fisico, no ganho
de peso e aqueles referentes ao crescimento da prole.

Interessantemente, apesar da falta de efeitos contundentes no comportamento das fémeas
prenhes expostas ao pesticida, muitas foram as alteracdes observadas em seus filhotes fémeas e
machos durante o desenvolvimento inicial. A maioria das alteracbes no desenvolvimento fisico
observadas em filhotes fémeas foi também observada nos machos. Alguns pardmetros como
aparecimento de pelos, descolamento das orelhas, rompimento do incisivo superior e inferior
ocorreram precocemente, enquanto outros como abertura dos olhos e abertura da vagina e descida
dos testiculos ocorreram tardiamente em animais com més tratadas com 2,4-D. Quanto ao ganho

de peso, filhotes machos e fémeas tiveram menor ganho de peso em dias pos-parto mais

adiantados, concomitante ao atraso no crescimento em tamanho dos filhotes de maes tratadas com
0 pesticida até o 10° ddg. Marty et al (2013) demonstraram que o 2,4 D, em ratos, diminuiu o
ganho de peso da prole quando administrado em machos e fémeas em periodo pre-
acasalamento, bem como, durante a lactagdo. Esses autores, revelaram ainda uma diminui¢éo no
peso de testiculos, bem como, um atraso na separacao prepucial nos filhotes machos. Em trabalho
recente (Inversen et al, 2026) foi demonstrado que a exposi¢do pré-natal de mulheres ao 2,4-D foi
capaz de causar alteracdes no eixo hipotaldmico-pituitario-gonadal (HPG) em suas filhas,
diagnosticado por uma diminuicdo nos niveis de horménio luteinizante (LH) nessas meninas.
Sendo assim, nossos resultados da analise do desenvolvimento fisico da prole de animais tratados
com 2,4-D revelam o impacto que esse pesticida pode ter no desenvolvimento fisico inicial da
prole, com efeitos significativos até mesmo em parametros reprodutivos como abertura da vagina
e descida dos testiculos, que s&o marcos do desenvolvimento sexual de camundongos controlados
pelo eixo HPG (Spinedi, et al. 1997).

Bortolozzi et al (1999) demonstraram que a exposi¢do neonatal de ratos do mesmo sexo ao
2,4-D causou atraso no reflexo de endireitamento e a geotaxia negativa, além de causar
anormalidades motoras, comportamentos estereotipados (limpeza excessiva e movimentos
verticais da cabeca) e hiperatividade no campo aberto. No presente estudo, concomitantemente as
analises do desenvolvimento fisico, foram também realizados testes de reflexo neurologico nas

proles dos camundongos. Essa analise revelou que apenas os filhotes machos tiveram alteraces
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significativas no teste da geotaxia negativa e do sobressalto auditivo.

A exposicdo ao acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) tem varios efeitos deletérios no
sistema nervoso, como alteragdes nas concentracdes de neurotransmissores no cérebro e/ou
mudancas comportamentais, taxa de mielinizagdo, padrdo de gangliosideos (Bortolozzi, et al.
2002).

Sturtz et al (2008) trataram ratas mées do 1° ao 7° dpp com racgédo contendo 2,4D. Esses
autores relataram alteragcbes no comportamento materno dessas ratas, especialmente naqueles
relacionados a amamentacdo como a reducdo no ato de buscar, agachamento e lambedura dos
filhotes, acompanhadas de diminui¢do dos niveis séricos de prolactina e de monoaminas no nucleo
accumbens (NAC) nestas mées.

Portanto, é possivel que as alteracbes diagnosticadas em nossos estudos no
desenvolvimento fisico e talvez neuroldgico da prole de mées submetidas ao 2,4-D até o 10° ddg

se devam, pelo menos em parte, a uma provavel alteracdo no comportamento materno nessas maes,

parametros esses que ndo foram avaliados durante nossas analises.
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8.CONSIDERACOES FINAIS

- 0 2,4- D apenas alterou o numero de entradas das fémeas prenhes nos bragos do labirinto em Y,

sugerindo seu efeito na diminuicdo na capacidade motora destes animais durante a gestacao.

- Esse pesticida ndo alterou o tempo de gestacao, o niumero e o peso dos filhotes ao nascer.

- O tratamento de camundongos prenhes com 2,4-D alterou o desenvolvimento fisico, 0 peso e 0

crescimento inicial de filhotes, fémeas e machos.

- 2,4 D foi capaz de atrasar a abertura da vagina e a descida dos testiculos da prole de maes tratadas,

sugerindo um atraso na maturacéo sexual nesses filhotes.

- O pesticida 2,4 D alterou significantemente parametros de dois testes do desenvolvimento em

filhotes machos. Esse efeito ndo foi confirmado estatisticamente em filhotes fémeas.

- O conjunto de achados nesse estudo efetuado como trabalho de concluséo de curso da graduacgéo
em ciéncias bioldgicas bacharelado, demonstraram que embora ndo tenham sido diagnosticadas
grandes modificacBes etoldgicas em camundongos prenhes submetidos as duas diferentes
concentracdes de 2.4-D, seus efeitos deletérios sobre a prole destes animais revelaram o potencial
toxico deste pesticida sugerindo fortemente que seu uso amplo em paises como o Brasil oferece
grande risco para humanos e reforcam a importancia de revisdes periddicas sobre os limites de
exposicdo a este herbicida, bem como, a realizacdo de novos estudos que investiguem seus

mecanismos de acdo toxicoldgico em modelos gestacionais.
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