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Reavalia os riscos a saude humana do
ingrediente ativo acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D).

RESUMO

Este parecer trata da reavaliagdo dos riscos aesaiadhana do
ingrediente ativo de agrotéxico acido 2,4-diclonafeiacético (2,4-D), instituida pela
Resolucdo RDC n° 124, de 07 de julho de 2006, dewidsuspeita de que esse
ingrediente ativo poderia possuir efeitos toxicossiderados impeditivos de registro de
agrotoxicos no Brasil. O herbicida 2,4-D esta dmpel comercialmente ha 70 anos e
ndo é proibido em nenhum pais. E o segundo ingrediativo de agrotoxico mais
vendido no Brasil. A reavaliagdo do 2,4-D foi fizada em novembro de 2015 pela
Agéncia Europeia para a Seguranca dos Alimentos, aprovou o registro desse
ingrediente ativo nos paises membro da Unido Eia@té 31 de dezembro de 2030. O
corpo técnico da Geréncia Geral de Toxicologia daiga realizou analise detalhada
dos estudos conduzidos com produtos técnicos a tes@,4-D e levantamento
bibliografico extenso da literatura cientifica polta, incluindo as analises desse
ingrediente ativo por instituicdes regulatériaseinacionais. Foram considerados os
resultados, a qualidade cientifica e o peso daéavid de todos os estudos avaliados.
Com base na avaliagao do perigo do 2,4-D realipatlaAnvisa e nas determinacdes da
legislacdo brasileira, concluiu-se que os dadoalminte disponiveis ndo fornecem
evidéncias consistentes de que esse ingredienteddiagrotoxico causa efeitos graves
a saude humana que impecam seu registro e utitizag&Brasil. Portanto, a Anvisa
considera que o 2,4-D ndo se enquadra nas casticsiproibitivas de registro de
agrotoxicos no Brasil (86 itens “c”, “d” e “e” data3° da Lei 7.802, de 11 de julho de
1989), ou seja, ele ndo revela caracteristicastog@aicas, carcinogénicas ou
mutagénicas nem provoca distirbios hormonais owsdao aparelho reprodutor
relevantes para seres humanos, conforme resultidestudos cientificos disponiveis
até o momentoDesse modo, sugere-se a manutencdo dos produtossea do
ingrediente ativo 2,4-D no Brasil. No entanto, atipala reavaliacdo do 2,4-D foi
verificada a necessidade de: (a) revisdo da Mofiagde 2,4-D; (b) realizacdo das

avaliacdes da exposicdo e do risco ocupacional ,4eD2 para verificar se s&o
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necessérias alteragcbes nas formulacdes, dose, onétbel aplicacdo ou culturas
autorizadas para este ingrediente ativo (imediatteneapos a finalizacdo da
consolidacdo das contribuicbes a Consulta PuUbliogg), aprimoramento do
monitoramento de 2,4-D em agua e alimentos no Begd) fomento a realizacdo de
estudos epidemiolégicos no Brasil que avaliem a@asdo entre a exposi¢do ao 2,4-D
e a ocorréncia de doencas. Ressalta-se que a Adgisra manter-se atenta aos
resultados de futuros estudos que tratem do 2,4PDawaliacdes de seus efeitos a saude
por outros organismos internacionais de forma afica@r possiveis alteracdes na

percepcao dos riscos a saude humana que possamd#mava reavaliacao.
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Este parecer, que visa analisar os riscos a saifidarta do ingrediente
ativo acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), refese ao processo de reavaliagcdo n°
25351.519835/2014-21 e é composto pelas seguiattssp relatério (1), analise (ll),
concluséo (Ill) e referéncias bibliogréficas (1V).

Ele foi elaborado pelo corpo técnico da Anvisa, c@moio de
pesquisadora de instituicdo estadual de ensino sgu@Ea reconhecida técnica e
cientificamente na area de toxicologia e que naesamta conflito de interesses com o
tema agrotoxico.

Foi realizada analise detalhada dos resultadosedislos conduzidos
com produtos técnicos a base de 2,4-D e levantameibliografico extenso da
literatura cientifica publicada, incluindo as asédi desse ingrediente ativo por
instituicdes regulatorias internacionais. Foramsagrados os resultados, a qualidade
cientifica e o peso da evidéncia de todos os estadaliados.

A conclusdo deste parecer de reavaliacdo basemese aspectos
cientificos e regulatérios vigentes e ira subsidiaronsulta publica e a proposicdo de

regulamento técnico referente ao ingrediente &tjdeD.
1 ASPECTOS LEGAIS DA REAVALIACAO DE AGROTOXICOS
O registro de agrotdxicos no Brasil é regulamentaala Lei n° 7.802, de

11 de julho de 1989 (Brasil, 1989). No 86° do 3fttdessa Lei determina-se a proibigéo

do registro de agrotéxicos, seus componentes &: afin
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a) para os quais o Brasil ndo disponha de
métodos para desativagdo de seus componentes,
de modo a impedir que o0s seus residuos
remanescentes provoguem risco ao meio
ambiente e a saude publica;

b) para os quais ndao haja antidoto ou
tratamento eficaz no Brasil;

C) que revelem caracteristicas teratogénicas,
carcinogénicas ou mutagénicas, de acordo com
0s resultados atualizados de experiéncias da
comunidade cientifica;

d) que provoquem distarbios hormonais,
danos ao aparelho reprodutor, de acordo com
procedimentos e experiéncias atualizadas na
comunidade cientifica;

€) que se revelem mais perigosos para o
homem do que os testes de laboratério, com
animais tenham podido demonstrar, segundo
critérios técnicos e cientificos atualizados;

f)  cujas caracteristicas causem danos ao meio

ambiente.

A reavaliacdo de agrotéxicos esta prevista no3add. Decreto n°® 4.074,
de 04 de janeiro de 2002 (Brasil, 2002), que determ

Os agrotoxicos, seus componentes e afins que
apresentarem indicios de reducdo de sua
eficiéncia agrondmica, alteracdo dos riscos a

saude humana ou ao meio ambiente poderao ser
reavaliados a qualquer tempo e ter seus registros
mantidos, alterados, suspensos ou cancelados.
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A Portaria do Ministério da Saude n° 03, de 16 ateeifo de 1992,
regulamenta como devem ser realizadas as avaliapd@sologicas de produtos
agrotoxicos no pais e, por isso, também é essemaiakavaliacdo toxicologica. Ela
determina que a avaliacédo toxicolégica deve detqumiasiveis efeitos graves para a
saude que possam impedir o registro e a utilizatfiam determinado agrotoxico.
Portanto, no processo de reavaliagdo de um ageotGpos a andlise de todos os dados
e estudos, deve-se avaliar o peso das evidénctaa®mba relevancia para os seres
humanos e se os efeitos se enquadram nas catadsrisgais proibitivas de registro.

Conforme o art. 31 do Decreto 4.074, de 2002,ra ite3 da Portaria n°
03, de 1992, sdo caracteristicas proibitivas destreg para agrotdoxicos, seus

componentes e afins:

* Auséncia de métodos para a desativacao dos contpsnda modo a
impedir que 0s seus residuos remanescentes pravogseos a
saude publica (inciso |, do art. 31, do Decretd 874, de 2002).

* Auséncia de antidoto ou tratamento eficaz (incisad art. 31, do
Decreto n° 4.074, de 2002).

» Evidéncias cientificas, baseadas em dados validaéoteratogénese
na espécie humana ou em estudos com pelo menoesjusses de
animais de experimentacdo, que devem incluir umase do
suficientemente alta para produzir toxicidade nmatee uma dose
baixa, sem efeito para o adulto ou para a ninhexdasd® I, do art.
31, do Decreto n° 4.074, de 2002, e item 1.3.4a&aRa n° 03, de
1992).

» Evidéncias cientificas de carcinogenicidade par@mem, baseadas
em estudos epidemiolégicos validados, efetuados ©omigor
cientifico da Organizacdo Mundial da Saude (OMS3), @gaos
Regionais e seus Centros especializados; ou evédédentificas de
carcinogenicidade, baseadas em dados validados, pgdo menos
duas espécies de animais de experimentacdo condénrata

aumentada de tumores malignos: a) em determinadd dm corpo
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ou 6rgao, com tumores do mesmo tipo; b) em divepsagas, de
preferéncia com diferentes vias de administracamom diversas
doses; ou ¢) em grau ndo usual com referénciadémaa, sitio, tipo
de tumor ou idade de inicio, sendo que a evidéacieforcada
quando ha relacdo direta entre o niumero de anipusivos para
tumores e 0 aumento das doses (inciso 1V, do &artd®@ Decreto n°
4.074, de 2002, e item 1.3.2 da Portaria n° 03,992).

» Evidéncias cientificas de mutagenicidade baseadas dados
validados, com inducéo de mutacdes em, no minims, tdstes, um
deles para detectar mutacdes génicas (realizadoecsam ativacao
metabodlica e com um controle positivo) e 0 outreapdetectar
mutacdes cromossomicas (inciso V, do art. 31, dodde n° 4.074,
de 2002, e item 1.3.3 da Portaria n° 03, de 1992).

» Evidéncias cientificas de desregulacdo enddcriéia,existindo dose
relevante sem efeito adverso nos experimentos coimag de
experimentacéo ou no homem. As alteracdes devemeo@m todas
as doses relevantes testadas e o efeito ndo deveveesivel com a
interrupcdo da administracdo da substancia (in¢lsao art. 31, do
Decreto n° 4.074, de 2002, e item 1.3.5 da Port@ria8, de 1992).

« Evidéncias de danos relevantes ao aparelho remro@atiso VI, do
art. 31, do Decreto n° 4.074, de 2002).

» Evidéncias de que o ingrediente ativo € mais psogmra 0 homem
do que o demonstrado em testes de laboratorio camass (inciso
VII, do art. 31 do Decreto n° 4.074, de 2002).

Mesmo que o ingrediente ativo ndo se enquadre aescteristicas
proibitivas, apos as analises, pode-se conclui petessidade de alteracdes no registro,
como exclusdo de algum tipo de aplicacédo, revisalmgestao Diaria Aceitavel (IDA),

exclusao de culturas e alteracdo do intervalo geraaca, dentre outras medidas.

Assim, conforme o estipulado pelo art. 19 do Decrét4.074, de 2002,

e a partir da avaliagdo de todos os aspectos 10gicos relevantes na reavaliacéo,
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pode-se concluir pela manutencéo do registro deedhgnte ativo sem alteracdoes; pela
alteracdo da formulacdo, da dose ou do métodolabagdo; pela restricdo da producéo,
da importacdo, da comercializacdo ou do uso; pelaipdo ou suspensao da producao,

importacdo ou uso; ou pelo cancelamento do registro

2 MOTIVACAO PARA A REAVALIACAO DO 2,4-D

O 2,4-D é um herbicida seletivo do grupo fenoxiaocétdisponivel
comercialmente ha 70 anos. Ele ficou especialmsoribecido ser um dos ingredientes
do Agente Laranja, uma mistura 1:1 de 2,4-D e &2jd¢b-triclorofenoxiacético (2,4,5-
T), que continha grandes quantidades de dioxinageonantes (Hardell, 2008) e que
foi amplamente utilizada nos anos 1960 e 1970 pan&rolar ervas daninhas e como
desfolhante durante a Guerra do Vietna (IARC, 2012)

A reavaliacdo toxicoldgica dos produtos técnicdsrmulados a base do
ingrediente ativo 2,4-D teve Comissdo Técnica tinista pela Resolucdo RDC n° 124,
de 07 de julho de 2006, publicada no Diario OfidalUnido n°® 161, de 22 de agosto de
2006 (Secédo 1 — pag 36). Pela RDC, o inicio daatesao foi previsto para o periodo
de 17 a 21 de julho de 2006, com um prazo de 1&8Omdra a conclusédo dos trabalhos.
Em 18 de julho de 2006, ocorreu a Reunido de Riegéal Toxicoldgica
do Ingrediente Ativo 2,4-D, a qual contou com repregantes do Ministério da Saude
(Anvisa e Fundacao Oswaldo Cruz - Fiocruz), do Btario da Agricultura, da Pecuaria
e do Abastecimento - MAPA (Secretaria de Defesaopgecuéria), do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos NatuRenovaveis - lbama e do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos parded2e Agricola — SINDAG
(atualmente Sindicato Nacional da Industria de @l para Defesa Vegetal —
SINDIVEG).
Segundo a Memdéria da Reunido disponivel no endesbstodnico da
Anvisa (Anvisa, 2006), os motivos apresentados pamavaliacdo do 2,4-D foram os
seguintes:
“l) Projeto de Lei tramitando na Camara
solicitando proibicdo do ingrediente ativo 2,4-D
e existéncia de Acao Civil Publica no estado do
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Parana, também solicitando a proibicdo de uso
desse IA;

2) ReavaliacOes internacionais do IA;

3) Risco ocupacional;

4) Necessidade de adequacao de estudos agudos,
de mutagenicidade, metabolismo, subagudos,
subcrénicos e crbnicos devido a auséncia parcial
ou total desses estudos em muitos dossiés e a
impossibilidade de estabelecer correlacdo entre
os estudos existentes para os produtos técnicos e
as diferentes pré-misturas e formulacbes de 2,4-
D. Aléem desses, ha necessidade de adequacéao
dos estudos de residuos devido a auséncia total
ou parcial para algumas culturas e a
impossibilidade de estabelecer correlacdo entre
as indicacdes agrondbmicas e os estudos de
residuos aportados.

5) Efeitos crbnicos associados ao acido 2,4-D, ao
éster e aos sais de dimetilamina e trietalonamina,
tais como:

e acdo do 2,4-D sobre o sistema endocrino e
imunoldgico;

» teratogenicidade associada ao 2,4-D;

- efeitos reprodutivos associados com interferéncia
hormonal que devem ser esclarecidos;

» carcinogenicidade do 2,4-D;

* neurotoxicidade do 2,4-D; e

» efeitos citotdxicos e hepatotdxicos do 2,4-D".

A reunido de reavaliacao do 2,4-D levou a divedsassoes, entre elas a
exigéncia de que fossem encaminhados “estudos sotaderéncia endocrina em
mamiferos, estudos de imuno e neurotoxicidade emmifes, novos estudos sobre
reproducdo e prole que contemplem efeitos end&rémo mamiferos e estudos de

metabolismo também em mamiferos”.
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Em atendimento as exigéncias decorrentes da redeideavaliacdo, as
empresas registrantes de produtos a base de 2@idcgaram um documento
elaborado pela Forca Tarefa 2,4-D- “Industry Taekc€ Il on 2,4-D Research Data”
informando que a Agéncia de Protecdo Ambiental Agcaea (United States
Environmental Protection AgeneyJSEPA) solicitou, no ano de 2006, um novo estudo
de reproducdo de duas geracbes com o protocolo meente daquela agéncia e
incluindo a avaliacdo da desregulacdo endocrina, irdanotoxicidade e da
neurotoxicidade no desenvolvimento do 2,4-D. A Rofarefa previu um prazo de 48
meses para finalizacdo e entrega deste estudaldajyyrotocolado na Anvisa em 03
de setembro de 2010.

Com a finalidade de unificar as discussfes sobreeavaliacao
toxicoldégica do ingrediente ativo 2,4-D no Brasn julho de 2006 foi criado um
Grupo de Trabalho das diversas empresas que posguiedutos a base desse
ingrediente ativo registrados no pais. A consttoiglesse Grupo de Trabalho foi
formalizada apenas em fevereiro de 2015, por meicaskinatura de contrato de
constituicdo de Forca Tarefa com o SINDIVEG. Atuahte fazem parte da Forca
Tarefa de Reavaliagcdo do 2,4-D no Brasil as seggiiampresas: Adama Brasil S/A,
AllierBrasil Agronomia Ltda, ALTA - America Latinalecnologia Agricola Ltda,
Ameribras Industria e Comércio Ltda, Atanor do Brddda, BRA Defensivos
Agricolas Ltda, CCAB Agro S.A., Cropchem Ltda, Dégrosciences Industrial Ltda,
Genbra Distribuidora de Produtos Agricolas LtdaJnHe&lo Brasil Mercantil Ltda,
Nortox S.A., Nufarm Industria Quimica e Farmacé&utitda, Ouro Fino Quimica Ltda,
Prentiss Quimica Ltda, Rainbow Defensivos Agricdlada, Stockton-Agrimor do
Brasil Ltda, UPL do Brasil Industria e Comércio blesumos Agropecuarios S.A.,
Volcano Agrociéncia Industria e Comércio de DefeosiAgricolas Ltda. Além disso,
h& outras duas empresas que ndo compdem esta Farefa, mas tem produtos
técnicos a base de 2,4-D registrados no Brasilfoome verificado no Sistema de
Agrotoéxicos Fitossanitarios (Agrofit): Alamos dod3il e Consagro Agroquimica.

Em 19 de dezembro de 2013, o Ministério PublicoeFadproferiu a
Recomendagédo n° 59/2013/MPF/PR/DF, para a AnvisaliZar a reavaliagéo
toxicolégica do herbicida 2,4-D num prazo de 188sda partir do recebimento da

referida recomendacao.

Pagina 13 de 198



Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Geréncia Geral de Toxicologia
Coordenacao de Produtos Novos e de Baixo Risco

1T

1
—I?

ANV

W —

A

A reavaliagdo do ingrediente ativo 2,4-D foi retol@ade fato pela
Anvisa em 28 de abril de 2014. Vale ressaltar qéanasa recebeu dois documentos
para auxiliar na fundamentacdo da reavaliacdo atdgeca do 2,4-D, os quais foram
levados em consideracdo neste parecer. um do NidgedEstudos Agrarios e
Desenvolvimento Rural do Ministério do DesenvolviteeAgrario, de 24 de marco de
2014 (Ferment, 2014) e um da Fiocruz, de 1° detagtes2014 (Friedrich, 2014).

3 SITUACAO REGULATORIA INTERNACIONAL DO 2,4-D

O 2,4-D nao esta de fato proibido em nenhum paimauado, mas passa
atualmente por reavaliacdo na Australia, Chinatades Unidos.

No Canada, algumas formas de 2,4-D estéo proilieaslo a riscos ao
meio ambiente e a falta de dados para avaliacdoAud#ralia, os ésteres altamente
volateis de 2,4-D tiveram seu registro cancelado 26h3 por apresentarem risco
inaceitavel para o meio ambiente. No quadro 1 segsiemo da situacao internacional
do 2,4-D e, logo a seguir, descricdo mais detalldadsituacédo desse ingrediente ativo

em alguns paises.

Quadro 1. Resumo da situacao internacional do 2,4-D.

Pais Situacdo
Argentina Permitido. O éster isobutilico de 2,4dB4eproibido na Provincia de Santa.Fé
Australia Permitido. Os ésteres altamente volateig,4-D estdo proibidos (risco ao meio ambiente).
Canada Permitido

Proibido somente na forma dietanolamina (DEA) del2 e para uso aquatico.
Em Quebec e Ontério € proibido o uso em gramadating e parquefkeavaliacio prevista.

China Permitido. Em reavaliagdo.

Dinamarca Restrito. Proibida a aplicagio de maildfleg de ingrediente ativo/hectarefano

Estados Unidos Permitido. Em reavaliacéo.

india Permitido.

Japéo Permitido.

Malasia Permitido.

Noruega Proibido, mas atualmente (julho de 2018 em andamento avaliagdo de novo pedida de
aprovagéo do 2,4-D.

Suécia Proibido antes desse pais se tornar merabdoido Europeia.

O uso de 2,4-D é autorizado na Unido Europeiagetamto ndo ha produtos a base desse
ingrediente ativo aprovados na Suécia.

Suica Permitido.

Unido Europeia Permitido. Reavaliacéo recentemémaifada, registro valido até 2030.

Fontes:

'Resolucién MP 135/15, de 26/2/2015.

2http://www.ontario.ca/environment-and-energy/pédés-home-lawns-and-gardens
http://www.mddelcc.gouv.gc.ca/pesticides/peranigeode-gestion-en/

*http://eng.mst.dk/topics/pesticides/pesticidestheahd-environmental-evaluation-of-active-substaraed-products/prohibited-

products/
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3.1 AUSTRALIA

A Autoridade Australiana para Pesticidas e Medmatos Veterinarios
(Australian Pesticides and Veterinary Medicines Auty - APVMA) convocou a
populacdo para indicar os ingredientes ativos elyios quimicos que deveriam ser
reavaliados e, dentre os 600 indicados, 80 tivggaoridade de reavaliagdo, sendo o
2,4-D um deles. A partir dessa selecdo e consideranrisco potencial do 2,4-D a
saude publica, a saude ocupacional e a segurang@idcambiente, a APVMA iniciou
a reavaliacdo desse ingrediente ativo em 2003. XM¥® se preocupava com o alto
risco potencial de toxicidade cronica, com as dtepee efeitos teratogénicos, com o
potencial de carcinogenicidade, com a grande lacwsadados disponiveis e com a
atividade regulatoria internacional em relacao del2(APVMA, 2003).

Em abril de 2006, a APVMA publicou relatério pnehar de reavaliacao
do 2,4-D e identificou que as formas de éster atamvolateisiigh volatile ester
HVE: ésteres etilico, butilico e isobutilico) del-) proporcionavam risco inaceitavel
para o meio ambiente. Todos os produtos contenéi® HVE foram suspensos em
outubro de 2006, tendo o seu uso aprovado apenasdguseguissem instrucoes
especificas da APVMA. Em agosto de 2013, os regisios produtos contendo 2,4-D
HVE foram cancelados, sendo permitido o uso dodytos comprados antes de 31 de
agosto de 2014.

A reavaliagdo do 2,4-D pela APVMA ainda néo foncluida, porém
essa agéncia informou que esta satisfeita com amgdes do risco a saude humana
realizadas por outras autoridades regulatériasrniatgonais e que, portanto, sua
reavaliacdo sera focada nos potenciais efeitos @gbD2no meio ambiente

(http://apvma.gov.au/node/12351).

3.2 CANADA

Em 2008, a Agéncia Reguladora Canadendealth Canada Pest
Management Regulatory Agency?MRA) emitiu um relatorio sobre a reavaliacdo do
2,4-D e exigiu das empresas novos dados necessdai@s a reavaliacdo desse

ingrediente ativo, relativos aos aspectos quimit¢osicolégicos, ambientais e de
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exposicdo (PMRA, 2008). Em 2013, a PMRA informowe @qs resultados dos novos
estudos foram aceitaveis e que o 2,4-D foi aproyesiies padrdes de segurancga do pais
e poderia ser comercializado (PMRA, 2013a), exaefimrma de dietanolamina (DEA),
gue teve sua comercializacdo descontinuada podexos padroes de risco ambientais
ou para a saude aceitaveis ou pela falta de daalasgvaliacdo (PMRA, 2013b). A
conclusdo foi consistente com a situagdo reguéatdessa substancia nos Estados
Unidos, na Nova Zelandia e em paises da Unido Eia@¢pMRA, 2013b).

Na provincia de Quebec, o 2,4-D esta proibid@ peso na manutencao
de gramados e na provincia de Ontério ele ndo pedatilizado para combater ervas
daninhas e insetos em gramados, hortas, jardinamamtais, pétios, calcadas,
estacionamentos e jardins em area escolar.

O Canada publicou em 2013 uma previsdo de revispecal do
ingrediente ativo 2,4-D, com base na proibicio el@sgrediente ativo na Noruega em
2001 (PMRA, 2013b).

3.3 CHINA

O 2,4-D passa por reavaliacdo na China. Em julh@Gdet, o Instituto
Chinés para o Controle de Agroquimicos do Ministéia Agricultura Ifpistitute for the
Control of Agrochemicals, Ministry of AgriculturalICAMA) concluiu que o 2,4-D
butilico e outros quatro ingredientes ativos derariser alvo de uma avaliacdo de
registro. Também ficou determinado por esse instifue as empresas que desejarem
manter o registro dos produtos devem suplementegla®rios com estudos adicionais

e melhorar as formulagfes ou o0 padréo de uso oosijos.
3.4 ESTADOS UNIDOS

O 2,4-D esta passando por uma revisdo de regisgsdEstados Unidos
programada para ser concluida em 2017. O Ultinaddmed a respeito da reavaliacdo do

2,4-D foi publicado em 2005 e aprovou a comercglio dos produtos a base desse
ingrediente ativo, inclusive em ambientes aquati@od SEPA aprovou recentemente o
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uso de 2,4-D-colina em culturas de organismos gameénte modificados (OGM) de

milho e soja.
3.5 NORUEGA

O 2,4-D foi proibido na Noruega em 2001 devido aspsitas de
carcinogenicidade (David Suzuki Foundation, 20088) entanto, conforme informacdes
da Autoridade Norueguesa de Seguranca Alimentéo(e 2015), atualmente esta em

andamento nova avaliacdo do uso de 2,4-D naquieddAdadellaue, 2015).

3.6 SUECIA

Conforme informacdes da Agéncia Sueca de Produté®iQos, o 2,4-D
foi proibido antes da Suécia se tornar membro di@dJERuropeia. Atualmente, ele &
autorizado na Unido Europeia, entretanto aindahdgarodutos a base desse ingrediente

ativo aprovados na Suécia (Swedish Chemicals Ag&tib).
3.7 UNIAO EUROPEIA

A reavaliacdo do 2,4-D foi recentemente (novende@®015) finalizada
pela Agéncia Europeia para a Seguranca dos Alimefaropean Food Safety
Authority— EFSA), que concluiu pela aprovacéo do registsseéngrediente ativo até
31 de dezembro de 2030 nos paises membros da Buoi@peia: Alemanha, Austria,
Bélgica, Bulgéaria, Chipre, Croacia, Dinamarca, Eatpia, Eslovénia, Espanha,
Estbnia, Finlandia, Franca, Grécia, Hungria, Irlgndtalia, Letbnia, Lituania,
Luxemburgo, Paises Baixos, Pol6nia, Portugal, Rem@ibCheca, Reino Unido,

Romeénia e Suécia.
3.8 AGENCIA INTERNACIONALDE PESQUISASSOBREO CANCER

Em junho de 2015, foi realizado na Agéncia Inteioveal de Pesquisa

sobre o Céancetrfternational Agency for Research on CancéARC) um encontro em
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gue o 2,4-D foi classificado no grupo 2B, ou spigsivelmente carcinogénico (Loomis
et al, 2015), com base em evidéncias inadequadas daagenicidade para humanos
e evidéncias limitadas de carcinogenicidade pairaas. No Brasil, sdo considerados
carcinogénicos 0s agrotoxicos que apresentem exaEsuficientes nesse sentido, na
espécie humana ou em animais de experimentacd@laib Decreto 4.074, de 2002).
A classificacdo do 2,4-D quanto a carcinogenicidasera discutida mais

detalhadamente no item 10 da parte Il deste parecer

3.9 ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A ALIMENTACAO E A
AGRICULTURA

Em 1996, foi realizada a ultima avaliacdo dos asgetoxicolégicos do
2,4-D na Reunido Conjunta da Organizacdo das Naddetas para Alimentacao e
Agricultura/Organizacdo Mundial da Saude sobre s de Agrotoxicoslpint Food
and Agriculture Organization of the United Natiocn$& AOMorld Health Organisation
- WHO Meeting on Pesticides ResiduedMPR), tendo sido concluido que o 2,4-D nao
causa toxicidade no desenvolvimento, ndo € germid» possui resultados
inconsistentes de carcinogenicidade em estudoereptbgicos (JMPR, 1997). Nas
avaliacdes do risco dietético realizadas em 192804, o JMPR concluiu que é pouco
provavel que o consumo de residuos de 2,4-D rapeesiesco a saude publica, pois
atingiu apenas 3 a 10% da IDA em 1998 e 3 a 209%0&#h (JMPR, 1999 e 2001).

4 SITUACAO NACIONAL DO 2,4-D

No Brasil, ha atualmente 30 produtos técnicos prbdutos formulados
a base de 2,4-D registrados no MAPA, conforme mémdes do Agrofit resumidas nas
tabelas 1 e 2.

Dos 54 produtos formulados a base de 2,4-D, ha Basa de 2,4-D
acido; 2 de 2,4-D amina; 15 de 2,4-D dimetilamih&;de 2,4-D trietanolamina e 3 de
2,4-D triisopropanolamina. Ainda, 27 produtos folagos possuem uma associagao do
2,4-D com outro ingrediente ativo: 26 com o pictora 1 com o aminopiralide (tabela
2).
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Tabela 1.Produtos técnicos a base de 2,4-D registrados ngilBra

Marca Comercial Titular do Registro Registro
2,4-D Acido Técnico BR Adama Brasil S/A 6201
2,4-D Acido Técnico Mil Adama Brasil S/A 10708
2,4-D Acido Técnico Milenia Adama Brasil S/A 2703
2,4-D Acido Técnico Milenia Br Adama Brasil S/A 16012
2,4-D Amina Técnica Milenia Adama Brasil S/A 6494
2,4-D Amina Técnica Milenia BR  Adama Brasil S/A 1396

2,4 D Técnico Alamos Alamos do Brasil 16312
2,4-D Técnico AL Allier Brasil Agro Ltda 7314
2,4-D Técnico Alta ALTA - America Latina Tecnologia 5 5%
Acido 2,4-D Técnico Atanor Atanor do Brasil Ltda 2302

2,4 D Técnico Atanor Il Atanor do Brasil Ltda 15612
2,4-D Técnico BRA BRA Defensivos Agricolas Ltda 16807
2,4-D Técnico RB-BRA BRA Defensivos Agricolas Ltda 1821
2,4-D Técnico TW-BRA BRA Defensivos Agricolas Ltda 8612
2,4D Acido Técnico CCAB CCAB Agro S.A. 13914
2,4 Technical Consagro Agroquimica Ltda 15312
2,4-D Técnico SRCROPCHEM Cropchem Ltda 14014
2,4 D Acido Seco Técnico IlI Dow Agrosciences Industriaa 12211
2,4-D Acido Seco Técnico Dow Agrosciences IndustriabLtd 1638803
2,4-D Acido Seco Técnico Il Dow Agrosciences Industriaia 19207
2,4-D Acido Técnico Genbra Genbra Distribuidora de PaxlAgricolas Ltda 13214
2,4-D Acido 97 Técnico Helm Helm do Brasil Mercantitlat 16908
2,4-D Técnico Nortox Nortox S.A. 3208
2,4-D Acido Técnico Nufarm Nufarm Industria Quimica enfracéutica S.A. 4901
2,4-D TC Técnico Prentiss Prentiss Quimica Ltda 14012
2,4-D Técnico Prentiss Prentiss Quimica Ltda 16707
2,4 D Técnico Rainbow Rainbow Defensivos Agricolas Ltda 15912
2,4 D Técnico Stockton - Agrimor do Brasil Ltda 7607
2,4-D Técnico DVA UPL do Brasil Ind. e Com. de Insundggopecuarios S.A. 11208

2,4-D Acido Técnico Volcano

Volcano Agrociéncia Ind. en€ de Defensivos Agricolas Ltdd.808

Fonte: Agrofit, 2015.
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Tabela 2 Produtos formulados a base de 2,4-D registrad@&rasil.

2,4-D Marca Comercial Titular do Registro Registro IA associado
Arena Stockton - Agrimor do Brasil Ltda 16407 pielm
Artys Volcano Agrociéncia Ind. e Com. de Def. Agias Ltda 13408 picloram
Bratt BRA Defensivos Agricolas Ltda 6908 -
Brion BRA Defensivos Agricolas Ltda 11708 -
Capri Adama Brasil S/A 1696 -
Crater Volcano Agrociéncia Ind. e Com. de Def. Aglds Ltda 13108 picloram
Dez UPL do Brasil Ind. e Com. de Insumos Agropeioséds.A. 5009 -
Dontor Dow Agrosciences Industrial Ltda 2028702 IqyEm
Grant BRA Defensivos Agricolas Ltda 7508 -
Intruder Dow Agrosciences Industrial Ltda 7014 @iam
Jacaré Volcano Agrociéncia Ind. e Com. de Def. égais Ltda 13808 picloram
Acido Jaguar Dow Agrosciences Industrial Ltda 13307 apinatide
Jornada Dow Agrosciences Industrial Ltda 7914 pécto
Labrador Helm Do Brasil Mercantil Ltda 4411 piclora
Mannejo Dow Agrosciences Industrial Ltda 6398 paf
Navajo Nufarm IndUstria Quimica e Farmacéutica S.A. 1903 -
Panoramic Dow Agrosciences Industrial Ltda 8014 lopéom
Pooper Nortox S.A. 3309 -
Pren-D 806 Prentiss Quimica Ltda 15808 -
Tento 867 SL Dow Agrosciences Industrial Ltda 1795 -
Turuna Adama Brasil S/A 14207 picloram
Viktor Volcano Agrociéncia Ind. e Com. de Def. Agpias Ltda 13308 picloram
2,4-D Nortox Nortox S.A. 3009 -
Amina Dinaxine Rainbow Defensivos Agricolas Ltda. 215 -
Herbina Rainbow Defensivos Agricolas Ltda. 315 -
Aminamar Dow Agrosciences Industrial Ltda 548804 -
Aminol 806 Adama Brasil S/A 195 -
Campeon Stockton - Agrimor do Brasil Ltda 16607 -
Disparo Dow Agrosciences 2310 picloram
DMA 806 BR Dow Agrosciences 2108604 -
Field ALTA - America Latina Tecnologia 5614 -
Herbi D-480 Adama Brasil S/A 1358490 -
Dirr}ﬁglam Pren-D Prentiss Quimica Ltda. 3806 -
U 46 BR Nufarm Industria Quimica e Farmacéutica. S.A 1803 -
U 46 D-Fluid 2,4-D Nufarm Inddstria Quimica e Fao@atica S.A. 4118103 -
U 46 PRIME Nufarm Industria Quimica e FarmacéuScA. 2704 -
2,4-D Amina 72 Atanor do Brasil Ltda 5002 -
2,4-D DMA 806 Rainbow Rainbow Defensivos Agricolada 115 -
2,4-D Fersol Ameribras Industria e Comércio Ltda 28803 -
2,4-D 806 RN Rainbow Defensivos Agricolas Ltda 1215 -
Camp-D Prentiss Quimica Ltda 10511 picloram
Facca BRA Defensivos Agricolas Ltda 2612 picloram
Famoso UPL do Brasil Industria e Cé)?ércio de Insumos Ag@yarios 10213 picloram
Galop M Adama Brasil S/IA 5914 picloram
Trietanola Norton Nortox S.A. 11409 picloram - trietalonamina
mina Pampa BRA Defensivos Agricolas Ltda 2512 picloram
Pri-Mordial Nortox S.A. 11509 picloram - trietalanina
Raio Prentiss Quimica Ltda 10611 picloram
Tordon Dow Agrosciences Industrial Ltda 358709 gigin - trietalonamina
Tractor Nufarm Industria Quimica e Farmacéutica S.A 2708 picloram
Tucson Nufarm IndUstria Quimica e Farmacéutica S.A 18707 picloram
Triisopro Flanker Dow Agrosciences Industrial Ltda 8312 pato
panolamin Grazon BR Dow Agrosciences Industrial Ltda 5404 -
a Palace Dow Agrosciences Industrial Ltda 9707 paior triisopropanolamina

Fonte: Agrofit, 2015; IA=ingrediente ativo.
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De acordo com os dados mais recentes de comeagatizdo Ibama, o
2,4-D foi o segundo ingrediente ativo de agrotoxicais vendido no Brasil em 2013,
ficando atras apenas do glifosato, outro herbi@laama, 2013).

Os dados de comercializacdo enviados a Anvisa pelapresas
registrantes de produtos técnicos e formuladossa 8a 2,4-D para o0 ano de 2014 estao
dispostos na tabela 3. Nota-se que praticamentea@j4-D técnico utilizado no Brasil €
importado, com a producdo nacional representandwsnde 0,4% do total. Por outro
lado, a maior parte dos produtos formulados a bas@,4-D utilizados no Brasil tem
origem nacional (82%). Além disso, nota-se que héove exportacdo de produtos
técnicos ou formulados a base de 2,4-D em 2014.

Na tabela 4 estdo relacionados os paises de omdemgirtados 0s

produtos técnicos a base de 2,4-D.

Tabela 3.Dados de comercializagcao dos produtos técnicosreufados a base de 2,4-D para o ano de 2014.

. Quantidade Quantidade Produc&o Venda Nacional
Tipo de Produto | .
mportada (kg) Exportada (kg) Nacional (kg) Cliente (kg) Inddstria (kg) Revenda (kg)
Técnico 13.924.138,82 0,00 55.272,00 3.360,00 14.348.117,761.313.456,64
Formulado 3.423.545,53 0,00 15.821.483,08 14.528.471,07 160847 5.059.591,26
Total 17.347.684,35 0,00 15.876.755,08 14.531.831,07 315/35,24 6.373.047,90

Fonte: dados enviados a Anvisa pelas empresasragiées.

Tabela 4 Origem dos produtos a base de 2,4-D importadoshrelsil em 2014.

Pais Quantidade (kg)
Austria, Australia 3.246.760,00
Pol6nia 2.135.680,00
Estados Unidos 1.528.321,07
China 1.271.056,28
Argentina 1.155.852,48
Africa do Sul 625.569,40
india 98.632,32
Pais nado informado 7.285.812,80

Fonte: dados enviados a Anvisa pelas empresasragiées.

Segundo a Monografia do 2,4 D na Anvisa, esse dignée ativo esta
autorizado para aplicacdo em pré e pos-emergéasigldntas infestantes nas culturas de
arroz, aveia, café, cana-de-agucar, centeio, cevaittzo, pastagem, soja, sorgo e trigo.
Até o momento estdo formalmente permitidas as seggimodalidades de aplicacédo de
2,4-D: aérea e terrestre (costal e tratorizada)Meaodria da Reunido da Reavaliacéo
Toxicologica do Ingrediente Ativo 2,4-D, realizaeian 18 de julho de 2006, consta que
ficou decidido que a Anvisa excluiria a aplicacéstal para as formulacdes de 2,4-D e
que o SINDAG (hoje SINDIVEG) poderia apresentar umaliacdo de risco de
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exposicao ocupacional para demonstrar a segurassa @nodalidade de aplicagdo, nao
caracterizada como segura (Anvisa, 2006). No emtaanforme verificado no Agrofit,
atualmente ainda existem produtos a base de 2@ghDaplicacdo costal autorizada, nédo
havendo uniformidade dessa medida para todos dsifm®a base desse ingrediente ativo
registrados no Brasil. Esses aspectos e os demfigdds na Memoria de Reavaliacao
de 2006 deverdo ser revistos e detalhadamente amlmrdem momento posterior a
Consulta Publica deste parecer de reavaliacdontueaavaliacdo do risco ocupacional
do 2,4-D, de forma que as medidas decorrentes dmsdlise sejam devidamente
publicadas em Diéario Oficial da Unido, conformevére Decreto 4.074/2002.

Vale ressaltar que em 05 de marco de 2015 a Comissénica Nacional
de Biosseguranca (CTNBio) deferiu a liberagcdo cerakrde milho geneticamente
modificado com tolerancia ao herbicida 2,4-D (Br&X)15).

Conforme literatura publicada, ha diversos sulisttulisponiveis para o
2,4-D (Silveira e Antoniosi Filho, 2013). Entretantima analise mais aprofundada dos

possiveis substitutos do 2,4-D cabe ao MAPA.

Il — ANALISE

1 IDENTIDADE QUIMICA E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO 2,4-D

O 2,4-D é um herbicida cuja identidade quimica @ppedades fisico-

guimicas estdo descritas nos quadros 2 e 3, respaente.

Quadro 2. Identidade quimica do 2,4-D.

Caracteristicas Informacdes

Nome Comurh 2,4-D

Nome Quimicd acido 2,4-diclorofenoxiacético

Grupo Quimico acido ariloxialcandéico

Ndmero CAS 94-75-7

Férmula Molecular CgHeCl,03

Peso Moleculdr 221,0u

Formula Estrutural CIQOCHZCOZH
cl

Estado Fisicd po cristalino fino

Cor Branca

Odor sem odor

Fonte: 1. Monografia Anvisa D27; 2. PMRA, 2007; 3. EF2814b.
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Quadro 3. Propriedades fisico-quimicas do 2,4-D.

Propriedade Informacdes Interpretacéo
Pressao de Vapor a 25°C 1,87%10Pa Baixo potencial de volatilizacao.
Espectro Ultravioleta (UV) / N&o mostra absor¢do UV Baixo potencial de
Visivel significativa em 300 nm. fototransformacao.
Solubilidade em agua a 25°C 569 mg/L Bastante sbl(v

Coeficiente de particdo octanol-

agua (log K,) a 25°C em pH 5 0,04-0,33 Bioacumulacdo improvavel.

Dissocia-se rapidamente a anion

Constante de Dissocia¢éo (pKa 2,8 em niveis de pH ambientais.

Fonte: PMRA, 2007.

Conforme especificado no quadro 4, além do 2,4i@oaba outras formas
desse ingrediente ativo presentes na Monografia @ Anvisa: sais e ésteres. Vale
ressaltar que, no momento, ndo ha produtos redistnao Brasil a base de éster butilico
do 2,4-D (2,4-DB). Todos os registros desta forovarh cancelados. Conforme citado
anteriormente no item 3.1 da parte | deste paretmspeita-se que as formas de éster

altamente volateis do 2,4-D proporcionam riscoéitavel para 0 meio ambiente.

Quadro 4. Outras formas de 2,4-D presentes na monografig degediente ativo da Anvisa (D27).

LS CE) D27.1 D27.2 D27.3 D27.4
Monografia
2 4-D- 2,4-D-
Nome Comum | 2,4-D-dimetilaminga 7 . 2,4-D-butilico triisopropanolaming
trietanolamina
. (2,4-diclorofenoxi) (2,4-diclorofenoxi) | (2,4-diclorofenoxi) (2,4-diclorofenoxi)
Nome Quimico acetato de acetato de acetato de butila de
dimetilaménio . ) triisopropanolaming
trietanolamina
Ndmero CAS 2008-39-1 2569-01-9 94-80-4 32341-80-3
Foérmula
Molecular C10H13CILNO; C14H21CI,NOsg C12H14Cl1,04 Cy7H,7CI,NOg
Foérmula o < 2 OCH.CO. HA(CHa): cn—< \>—OCH,00; . - cn—< ;>—OCH,OOZ(CH;)3 CHs o < ? ocHCO, " ‘Kkt/
Estrutural S o o o N
2,4-D amina; sal de 2,4-D-trolamina; Ester butilico do Sal de
Sinonimia dimetilamina do sal de 2,4-D; 2,4-DB triisopropanolaming
2,4-D trietanolamina do do 2,4-D
2,4-D

Sabe-se que apos exposi¢cdo humana a sais e é&&rdsD, esses sofrem
rapida hidrolise acida ou enzimatioa vivo para produzir 2,4-D acido e também que

esses sais e ésteres de 2,4-D sao hidrolisadagdaern condicdes ambientais (IARC,
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2015). Inclusive, o JMPR realizou amplas revisdes do 2drD1996 e concluiu que a
toxicidade dos sais e ésteres de 2,4-D era comglaaguela do acido (APVMA, 2003).

Por isso, este parecer de analise tratara esauditte da toxicidade do 2,4-D acido.

2 IMPUREZAS, PRODUTOS DE DEGRADACAO E RESIDUOS
POTENCIALMENTE RELEVANTES DO 2,4-D

2.1 BASE LEGAL

Na Monografia do 2,4-D constam como contaminan&sntportancia
toxicoldgica para esse ingrediente ativo as “diagitotais”, no limite maximo de 0,01
ppm.

A Instrucdo Normativa Conjunta (INC) n° 02, de 20janho de 2008, do
MAPA (Secretaria de Defesa Agropecuéria), da Anésdo Ibama, estabeleceu como
impurezas toxicolégica e ambientalmente relevadtssprodutos técnicos a base de 2,4-
D a “2,3,7,8- tetraclorodibenzo-p-dioxina” (2,3,1,8DD ou apenas TCDD) e os fendis
livres. Foram definidos os limites maximos toleiavee 0,00001 g/kg (=0,01 ppm) de
2,3,7,8 TCDD e 3g/kg de fendis livres, com base erlores estabelecidos
internacionalmente pela FAO, Australia e HolandRABIL, 2008). Os fenais livres sao
calculados como 2,4-diclorofenol (2,4-DCP). A 2,8,7TCDD deve também ser
controlada no pos-registro, em cada batelada ewploiduzido ou importado.

Verifica-se, portanto, que ha inconsisténcias easrémpurezas definidas
na Monografia do 2,4-D da Anvisa e na INC 02, de&@le forma que, manutendo-se o
registro do 2,4-D no pais, ambas deverdo ser aadas, de forma a conter as mesmas

informagdes. Essas questbes seréo descritas niaisadiamente no subitem 2.5.

2.2 IMPUREZAS DO PROCESSO DE SINTESE

O 2,4-DCP é um intermediario chave na fabricacdo2@deD e a sua
pureza tem uma forte correlagédo com a pureza db p¢bduzido a partir dele (USEPA,
2005). Na fabricacdo de 2,4-DCP, multiplas posicdesredor da estrutura do anel
fendlico podem ser cloradas. Os carbonos 2 e felof@ndlico sdo as posi¢cdes alvo para

cloracdo, mas a reacdo pode produzir pequenasida@ded de compostos clorados em
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posicdes diferentes, incluindo, por exemplo, o2X2tdclorofenol, que é precursor da
2,3,7,8-TCDD. A fabricagdo do intermediario 2,4-D@&¥P otimizada pelo controle das
condicOes do processo de sintese necessarias prgéa de cloracdo das posicoes 2 e 4
do carbono, de forma a limitar a formacao de impasegque possam levar a formacéao de
dioxinas. O controle da temperatura e do tempo edgdo de cloracdo, a adicao
programada do agente clorante e a eficiéncia dag@g no tanque de reacao sao fatores
do processo que contribuem para a pureza do 2,4{QDSEPA, 2005). O controle da
temperatura também previne a autocondensacédo defeclois para a formacdo de
dioxinas.

A TCDD nao possui aplicagbes comerciais conhecidass um
contaminante dos herbicidas clorofenéxi, incluird@®,4,5-T, que foram amplamente
utilizados nos anos 1960 e 1970 para controlarsedaminhas e como desfolhantes
durante a Guerra do Vietnd (IARC, 2012). A condizegdo publica da presenca de
dioxinas no Agente Laranja, uma mistura 1:1 del2@-2,4,5-T, foi um fator importante
que forcou o exército americano a parar de pulaeonzVietna com o Agente Laranja em
1970 (Hardell, 2008). A TCDD, além de ser contamieaados herbicidas clorofenoxi,
também pode ser produzida em processos térmicos aontineracao, no processamento
de metais e no branqueamento da pasta de papalamnCom exclusdo das exposi¢coes
ocupacionais ou acidentais, a principal exposigéndma a TCDD resulta da ingestédo de
carne, leite, ovos, peixe e produtos relacionagogue a TCDD é persistente no meio-
ambiente e se acumula na gordura animal (IARC, Q@1 PARC esclarece que 0s niveis
de TCDD em tecidos humanos diminuiram de 3 a 5svdesde o final dos anos 1970 e
que, embora a fabricacdo e o uso de compostogddo®i@omo clorofendis e herbicidas
clorofenéxi tenham sido importantes fontes de &bao de dibenzo-p-dioxinas
policloradas (PCDDs) no meio ambiente no passadabrcacéo restrita de diversos
desses compostos reduziu substancialmente suaboagio para a poluicdo ambiental.
Hoje se sabe que os processos de incineracdonflixocipal, lixo hospitalar, residuo
perigoso, lodo de esgoto) e combustdo (fornosmerdio, combustdo de lenha, veiculos
a diesel, crematorios) sdo as fontes mais impedadé liberacdo de PCDDs no meio
ambiente (IARC, 2012).

Vale citar que, pelo fato das diversas dibenzoopidas policloradas,

dibenzofuranos policlorados e bifenilas policloadgresentarem diferentes niveis de
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atividade, a exposi¢cdo humana aos compostos dendi@x geralmente calculada em
termos de quocientes de equivaléncia toxiaxic Equivalence Quotient TEQ). Em
cada amostra, 0os niveis de congéneres individwecthdos sdo multiplicados por um
fator de equivaléncia téxicar¢xicity Equivalence Factor TEF) apropriado e esses
valores normalizados sdo somados. Os TEFs foraabedstidos pela Organizacdo
Mundial da Saude e sdo calculados em relacdo @,&BCDD (van den Bergt al,
2006).

Holt e colaboradores (2010) e Liu e colaborado?@4.3) relatam a nitida
auséncia de informacgdes publicas disponiveis smbraveis atuais de dibenzo p-dioxinas
policloradas e dibenzofuranos policlorados (PCDP#fs agrotdxicos, mesmo nagueles
utilizados em grandes volumes, como o 2,4-D. Dewidauséncia de dados analiticos
mais recentes, a liberacdo de PCDD/Fs a partirstode 2,4-D ndo € estimada nos
Estados Unidos desde 1995, mesmo a USEPA tendadjulg 2,4-D como o Unico
produto com potencial de liberagdo ambiental de PAEB por meio do uso agricola e seu
uso ter representado a segunda fonte mais impertentdioxinas no solo nos Estados
Unidos em 1995 (Hokt al, 2010).

Durante a producédo de agrotoxicos, a formacédo qrrezas PCDD/F
ocorre a partir de substancias quimicas precursquasse originam: (a) de materiais de
partida usados na producdo de agrotoxicos, (b)ntiermiediarios de subprodutos
formados durante o processo de producéo ou (cyajwip ingrediente ativo (Hokt al.,
2012). Entre os precursores de PCDD/F estao o@erdéenol, outros clorofendis como
o 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCP) e representantess herbicidas fenéxi (2,4,5-T),
clorobenzenos, fenoxifendis policloradméteres difenilicos policloradoA formacao de
PCDD/Fs na presenca de tais precursores ¢é gerari@eorecida em condi¢cdes alcalinas,
calor (150 — 600 °C), em temperaturas mais baisapresenca de catalisadores (como
exemplo, cobre, ferro, sais de aluminio) ou radida¢m como durante a irradiagdo com
UV (Holt et al, 2012).

Para agrotoxicos que sabidamente tém potencial otéerc impurezas
PCDD/Fs, como o 2,4-D, esperava-se que melhorias t@enologias e praticas de
producao que ocorrem desde 0s anos 1990 minimimassrevenissem a contaminacao
dos produtos atuais (Hadt al; 2010), oque foi de fato verificado em um estudo japonés

realizado por Masunaga e colaboradores (2001),dgun®onstrou uma diminuicdo dos
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niveis de PCDD/Fs em agrotéxicos a base de 2,4-Dragp dos anos. No entanto, na
avaliacao de diversas classes de produtos formall@adogredientes ativos utilizados na
Australia, entre eles diferentes herbicidas fenddlt e colaboradores (2010)
encontraram PCDD/Fs em todos os agrotoxicos atudnesn uso (entre eles 0 2,4-D e 0
2,4-DB), bem como nos agrotéxicos obsoletos ardisdo 2,4,5-T), variando de niveis
relativamente baixos a altos. Conforme esperadmaisres niveis de PCDD/Fs foram
encontrados nas formulacdes obsoletas contendb-P/24-D, mas essas impurezas
também foram encontrados em agrotoxicos atualmemiteados que contém o
ingrediente ativo 2,4-D. Nas formulacbes de 2,4abritadas em 2005 e 2006 foram
observados niveis de PCDD/Fs comparaveis as dagiabldacadas ha 10-20 anos, o que
indica que as medidas para evitar a presenca derézgs PCDD/F ndo foram adotadas
de forma efetiva ou em todas as plantas de proditgéloet al, 2010). Apesar disso, 0s
agrotoxicos a base de 2,4-D ocupam o 6° lugar éeralgdo de dioxinas entre 0s
agrotoxicos atualmente em uso. Cabe ressaltar gueiveis de impurezas PCDD/Fs
podem variar marcadamente entre os agrotoxicosjeoirgica que as medidas para o
controle da formacdo dessas impurezas durante dugiio desses pode diferir entre
plantas produtivas, anos, lotes e ingredientesstiMoltet al, 2010).

Liu e colaboradores (2013) avaliaram duas amostea®,4-D acido e
encontraram concentracdes totais de 2,3,7,8-PCDddffikares as obtidas por Halt al
(2010). A diferenca significativa encontrada nascemtracdes de PCDD/Fs entre as duas
amostras de 2,4-D analisadas por Liu e colaborad@13) pode ser uma consequéncia
dos diferentes processos de producdo e matérimsprutilizados. No processo de
producdo de 2,4-D acido via 2,4-DCP, o fenol é phniamente clorado a 2,4-DCP,
processo que leva a formacdo de altas concentragée,4-DCP e de outros
policlorofendis. Diferentemente, no processo dedpgédo de 2,4-D acido via acido
fenoxiacético, concentracdes relativamente baira®,4-DCP e de outros policlorofendis
sdo geradas. Assim, € possivel minimizar a formdedBCDD/F durante a producéo de
agrotoxicos por meio do uso de componentes alteosabu condicbes de producéo
estaveis e cuidadosamente controladas @tat, 2012).

Holt e colaboradores (2010) ressaltam que, embewaestudo tenha se
focado na Australia, a maioria dos ingredientegoatanalisados era importada, o que os

leva a acreditar que estes contribuam para a {heralo PCDD/Fs em outros paises
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também. Adicionalmente, alertam que os resultadosedi estudo mostram que ndo se
deve esperar que as melhorias gerais nas tecr®lagiaproducdo de agrotoxicos
previnam a contaminacdo dos produtos em todastdndes de producdo e em todos os
anos, e nem que resultem em liberagcdes insigniésatie PCDD/Fs, a menos que isso
seja confirmado pelo monitoramento analitico frej@ee continuado. Apesar disso,
diversos paises ndo possuem limites regulatéoriom papurezas PCDD/Fs em
agrotoxicos, e por isso 0 monitoramento regulatdéio é realizado (Ho#ét al, 2010). Os
autores acreditam gugrandes volumes de formulagbes contaminadas, ainda que com
niveis relativamente baixos de PCDD/Fs, podem tasula liberacdo significativa de
PCDD/Fs no ambiente e que o monitoramento e ocorélaguentes devem fornecer um
melhor entendimento do significado global destadaregligenciada e facilitar a futura
reducao e eliminacdo de PCDD/Fs sob a Convencistdeolmo.

Conforme ja mencionado anteriormente, no Brasilimité maximo
toleravel de 2,3,7,8-TCDD em produtos técnicos selie 2,4-D definido pela INC 02,
de 2008, e constante na monografia deste ingredativo € de 0,00001 g/kg (ou seja,
0,01 mg/kg - ppm; ou 10 pg/kg - ppb ou 10.000 ny/lEgsse valor € superior aos
encontrados nos estudos recentes acima mencioradas, gera menor preocupacao em
relacdo a esses contaminantes.

Ainda, a IARC relata que estudos ocupacionais @@®ga0 mostraram
gue os maiores niveis de TCDD ocorreram em tratlatea que fabricavam herbicidas
fendxi e clorofendis no passado, enquanto a expogie aplicadores desses compostos
foi consideravelmente menor e aumentou apenasdp&sos anos de aplicacdo desses
produtos contaminados com TCDD, sendo improvavel @j@plicacdo ocasional leve a
aumentos mensuraveis nos niveis de TCDD (IARC, 012

Inclusive, ap0s a publicacdo da INC 02, de 200& gstabeleceu a
necessidade de controle da impureza 2,3,7,8 TCDporeaegistro, em cada batelada ou
lote de produto técnico a base de 2,4-D produzidonportado, as empresas registrantes
de 2,4-D protocolaram junto ao MAPA uma proposta cdatrole pds-registro de
impurezas toxicologicamente relevantes em 2,4-[as Holicitaram que, em vez do
controle de 2,3,7,8 TCDD ser realizado em cada tterelatorios de impurezas fossem
trimestrais, baseados em uma amostra Unica compogpresentativa e entregues no
trimestre subsequente (CTA, 2015).
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Essa proposta foi avaliada pelo Grupo de Trabaltesrhinisterial (GT) de

Impurezas Relevantes, composto por representaatdsidsa, MAPA e lIbama. O GT
concluiu que as informacdes técnicas das empredas ®s controles do processo de
producdo ndo conseguiram comprovar a necessidasleetiiorios de impurezas dos
produtos técnicos a base de 2,4-D serem trimestraseados em uma amostra Unica
composta e representativa, e entregues no trimestreequente. Essa conclusdo foi
apresentada ao Comité Técnico de Assessoramento Amotoxicos (CTA) e aos
representantes das empresas registrantes na 7&&€&mdinaria do CTA, realizada em
01 julho 2015 na sede da Anvisa. O CTA decidiu amexigéncias da INC 02, de 2008,
devriam ser mantidas (CTA, 2015).

2.3 METABOLITOS DECORRENTES DA DEGRADA(;AO
2.3.1 Durante o armazenamento

Os niveis de 2,4-DCP presentes em produtos técaitase de 2,4-D séo
muito baixos e posteriormente diluidos nos prodtdgosulados (PMRA, 2007). Segundo
a agéncia canadense (PMRA, 2007), com base no dom@o das reacdes quimicas, é
improvavel que o 2,4-D se degrade em 2,4-DCP derantarmazenamento em

temperatura ambiente.
2.3.2 No Ambiente

No solo, em condicbes aerbbicas, a degradacdo 4 Zesulta na
formacdo de um metabdlito principal, o 2,4-diclovisal (2,4-DCA), e do 2,4-DCP,
metabolito secundario ndo-transitério, que posspensisténcia baixa a moderada no
solo (EFSA, 2014b). O 2,4-DCP pode ser adsorvids rieatemente ao solo (Boiviet
al., 2005). Em condicdes anaerobicas os dois prirscipatabdlitos formados a partir do
2,4-D sado o 2,4-DCP e o 4-clorofenol (4-CP) (EFS814b). O 2,4-DCP é um
metabdlito transitorio em ambientes aquaticos (PME7).

De acordo com Holt e colaboradores (2012), as ¢oedique favorecem a

formacédo de PCDD/Fs a partir de precursores dusapteducdo de agrotoxicos também
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estdo presentes no meio ambiente, como altas tatu@es durante incéndios, superficies
cataliticas ativas contendo ferro como barro/argitdos alcalinos e, mais comumente,
radiacdo UV. Isso significa que pode haver geratgd®CDD/Fs a partir de precursores
gue nado tenham reagido durante a producédo de agéde permaneceram no produto
como impureza ou como o proprio ingrediente atholt( et al, 2012). Como exemplo,
Holt e colaboradores (2012) expuseram trés difeserformulacdes contendo o
ingrediente ativo 2,4-D que sabidamente continhempurezas PCDD/F a luz solar
natural emtubos de quartzo selad@sverificaram que s concentracdes de PCDD/F
aumentaram cerca de 3000#%60s96 minutos;entretanto, ndo houve alteragbes nitidas
nos niveis de equivalentes toxicos em relacdo i@mido experimento e em relacdo aos
controles escuros, devido a formacdo de PCDD/F18#d,8. O aumento na producao
de PPCDD/Fs quando o 2,4-D foi exposto a luz dolaamplamente influenciado pela
formacgéo de 2,4,6,8-TCDF, congénere também don@naatformulacdo de 2,4-D néo
exposta e que aumentou de 29% a 93% ao longo @@&tuda exposicao a luz solar
(Holt et al, 2012).

Outros congéneres também aumentaram consideravelntemante a
exposicao do 2,4-D a luz solar, incluindo 1,3,6(89D; 1,2,3,6,8-PnCDD e 1,3,6,8-
TCDF,; entretanto, a contribuicdo deles para as erdracOes totais de PCDD/F foi
relativamente baixa (<4%). Alguma degradacdo de [PYED também foi evidente
durante a exposicao do 2,4-D a luz solar. O 2,4 €BF foi formado principalmente
durante os primeiros 30 minutos da exposicao &dler, mas, quando o experimento foi
prolongado, nédo foi observado aumento adicionadalespureza. Isso indica que os pré-
furanos ja estavam presentes na formulacdo comaramaeza do processo de producéo
e foram amplamente convertidos nos primeiros 30utag (Holtet al, 2012) e néo
formados a partir do 2,4-D, j& que este estaveeptesem abundancia, o que e levaria a
um aumento continuo do 2,4,6,8-TCDF durante tog@rodo de exposi¢do do estudo
(Holt et al, 2012).

Outros congéneres incluindo 1,3,6,8-TCDD e 1,3J&;®F (0 segundo
maior produto de formacao de PCDD/Fs observadojséawmdos durante a exposicéo do
2,4-D a luz solar em niveis continuamente aumestan longo do tempo, mas em
menores niveis em comparagcdo ao 2,4,6,8-TCDF (klolal, 2012). Esses autores

salientam que o solo e outras matrizes ambiendagirientos/vegetacao/biota) em que
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foram usados agrotoxicos, além dos locais de fatdiw e de eliminacdo de seus residuos
,podem apresentar concentragdes elevadas (ppm-deppyecursores de PCDD/Fs e,
portanto, pode haver uma formacdo substancialGleDPFs quando as formulagdes de
agrotoxicos atualmente utilizadas (contendo precassde PCDD/Fs) séo expostas a luz

solar.

2.3.3 Em Seres Humanos, Animais de ExperimentagioRroducao

A PMRA (2007) concluiu que o 2,4-DCP nao € um m@itdde humanos
ou de ratos. No entanto, ha autores que, apos aiattacdo de 2,4-D, encontraram o
metabolito 2,4-DCP no rim de ratos (Aydhal, 2005), no figado e leite de cabras e no
figado e ovos de galinhas (Barnekeinal, 2001).

Além disso, Barnekow e colaboradores (2001) demamash que o destino
do [14C]-2,4-D administrado por via oral a galinlpaedeiras e cabras leiteiras resultou
na conjugacao ou no metabolismo em [14C]-2,4-DG¥nahstrando que pode haver
exposicao de humanos por meio da alimentacao.

Conforme ja descrito anteriormente, a principal askgo humana a
TCDD ocorre como resultado da ingestdo de carngg, levos, peixe e produtos
relacionados, ja que a TCDD é persistente no argieracumula na gordura animal
(IARC, 2012).

2.4 TOXICIDADE DAS IMPUREZAS POTENCIALMENTE RELEVANES

2.4.1 Toxicidade do 2,4-DCP

A agéncia canadense considera que os dados ded&mlecdo 2,4-DCP
indicam que ele € menos téxico que o 2,4-D (PMRX72. Em 1999 a IARC concluiu
que as evidéncias para o 2,4-DCP sugerem ausénciarcinogenicidade em animais de
experimentacdo. A EFSA, em 2014, informou que, dmse em alguns resultados
positivos para a avaliacdo de genotoxicidawlevitro e em resultados ambiguos de
carcinogenicidade em camundongos machos, ndo se quttluir sobre os potenciais

genotoxico e carcinogénico do 2,4-DCP.
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Conforme avaliado pela EFSA (2014b), em ratos oDX# causou
embriotoxicidade (reducdo da sobrevivéncia intrnde do peso fetal e da ossificacéo),
mas nao teratogenicidade, apenas em doses mateinast (mortalidade e reducédo no
ganho de peso), tendo sido estabelecido um NivEfeito Adverso Nao ObservadhNd
Observed Adverse Effect LeveNOAEL) materno de 200 mg/kg/dia e um NOAEL para
o desenvolvimento de 375 mg/kg/dia, bastante sugsriaos do 2,4-D que, conforme
mostra o quadro 19 (item 7.1 da parte 1) desteqmar sdo de 25 mg/kg/dia.

A agéncia canadense considera que, como a avaliEmcéieco humano é
baseada no 2,4-D, ela é inerentemente protetosampetabdlitos menos toxicos, como o
2,4-DCP (PMRA, 2007).

2.4.2 Toxicidade das Dioxinas

Em 2012, a IARC considerou que existe evidénciaicisute de
carcinogenicidade em humanos e em animais de exgetacdo para a 2,3,7,8-TCDD
(IARC, 2012). A evidéncia mais forte em humanosaéapa combinacdo de todos os
canceres, mas também foi observada uma associes#ivgpentre a exposicao a 2,3,7,8-
TCDD e o sarcoma de partes moles, linfoma nao-Hadglcancer de pulmé&o. Em ratos
e camundongos, a TCDD produziu tumores em ambasssexem multiplos érgdos e
tecidos, conforme descrito detalhadamente na mafiagta IARC. A IARC considerou
também que existe evidéncia suficienéen animais de experimentacdo sobre a
carcinogenicidade do 2,3,4,7,8-PeCDF e d4845-PCB .

Existe forte evidéncia de que o mecanismo da cagéinese associada a
2,3,7,8-TCDD em humanos € mediado por receptorecamismo primario é a promogao
do desenvolvimento tumoral por meio da modificagaaeplicacdo celular e apoptose e
0 mecanismo secundario esta relacionado a aumdotestresse oxidativo, causando
dano ao DNA (IARC, 2012). O fato da expressao deeptr de hidrocarboneto
aromatico (Aryl Hydrocarbon ReceptorAhR) e das vias de sinalizacdo e respostas
relacionadas a ele ocorrerem em diferentes espécasindo a humana, fornece peso
adicional a ideia de que este mecanismo de acdausiyel em humanos. Existe forte
evidéncia de que os mecanismos de carcinogéneseiaaks ao 2,3,4,7,8-PeCDF e a

3,3,4,4,5-PCB em humanos também sdo mediados por receptarpase na evidéncia
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de carcinogenicidade em animais de experimentacam vasta evidéncia que mostra
atividade idéntica a da 2,3,7,8-TCDD para cadagédssmecanismo de carcinogénese
associada a TCDD descrito em humanos, incluindgagdo ao receptor, a expressao
génica, alteracbes na atividade de proteinas,cegélo celular, estresse oxidativo,
promocdo em estudos de iniciagdo-promog¢ao e cg@nese completa em animais de
laboratério. Desse modo, a IARC concluiu que ar283TCDD, o 2,3,4,7,8-PeCDF e a
3,3,4,4,5-PCB séo carcinogénicos para humanos (Grupo 1).

A TCDD nao € diretamente genotoxica e sua atividaaeorigénica é
provavelmente devida a uma meia-vida razoavelmdotga, principalmente em
humanos, o que resulta na ativacdo continua do AlRneia-vida da TCDD no corpo
humano é estimada em 7,2 anos; ela também possilamga meia-vida no meio-
ambiente e a capacidade de bioacumular na cadeianghr (IARC, 1997). A TCDD
pode induzir estresse oxidativo prolongado e carsege dano ao DNA e mutacdes. A
TCDD é um carcindbgeno completo em diversas linhaghan ratos e camundongos e,
portanto, pode tanto promover como iniciar a cagémese por mecanismos indiretos de
estresse oxidativo, 0 que leva alguns a referirera-glioxina como um ativador da
carcinogénese e adotarem modelos de iniciacdo-g@ma@ara melhor explicar a
toxicidade da TCDD e melhor se adequar aos da@esgoplasicos e neoplasicos.

As 17 dibenzodioxinas policloradas lateralmentessubdas (2,3,7,8-
substituidos), as bifenilas policloradas coplana&ess 17 dibenzofuranos policlorados
lateralmente substituidos séo todos hidrocarboreetmeaticos halogenados estrutural- e
toxicologicamente inter-relacionados conhecidos @aumpostos de dioxina (IARC,
2012). Eles potencialmente induzem respostas pgichs em células muito similares
aquelas induzidas pela TCDD, ja que séo capazese diggar ao AhR. No entanto, a
afinidade de ligacao difere entre os compostosaand, com alguns deles apresentando
uma afinidade de ligacéo tao baixa que quase natesxinformacdes sobre seu impacto
biolégico. A IARC foca-se em 28 compostos de diexigue produzem respostas
similares a TCDD em linhagens celulares humanascéulas primarias humanas e
animais e em tecidos animais e humanos. Apenas 88seompostos, apresentados na
tabela 5, possuem valores de TEF superiores gI2R&, 2012), conforme estabelecido
pela OMS (van den Bewg al, 2006).
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Diferentemente da IARC, a EFSA, apesar de tambépasear nos valores
de TEF definidos pela OMS, considera como dioxiapsnas a soma de dibenzo p-
dioxinas policloradas e dibenzofuranos policloraddd compostos), sem incluir as

bifenilas policloradas (EU, 2015), conforme demmtkh na tabela 5.

Tabela 5.Compostos de dioxina e seus respectivos fatoresjdizaléncia toxica
(TEF) definidos pela Organizagcao Mundial da Saude.

Composto TEF IARC EFSA
(OMS, 2005) (2012) (EU, 2015)

Dibenzo p-dioxinas policloradas

2,3,7,8-TCDD 1 X X

1,2,3,7,8-PeCDD 1 X X

1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 X X

1,2,3,6,7,8-HXCDD 0,1 X X

1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 X X

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 X X

OCDD 0,0003 X X

Dibenzofuranos policlorados

2,3,7,8-TCDF 0,1 X X

1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 X X

2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 X X

1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 X X

1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 X X

1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1 X X

2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1 X X

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 X X

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01 X X

OCDF 0,0003 X X

Bifenilas policloradas

PCB 77 0,0001 X

PCB 81 0,0003 X

PCB 126 0,1 X

PCB 169 0,03 X

PCB 105 0,0003 X

PCB 114 0,0003 X

PCB 118 0,0003 X

PCB 123 0,0003 X

PCB 156 0,0003 X

PCB 157 0,0003 X

PCB 167 0,0003 X

PCB 189 0,0003 X

2.5 CONCLUSOES SOBRE O CONTROLE DE IMPUREZAS POTHALMENTE
RELEVANTES DO 2,4-D

A Anvisa verificou que ha algumas inconsisténcias indicacdo das

impurezas relevantes pela Monografia do 2,4-D a p¢C 02, de 2008. Na Monografia
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do 2,4-D constam como contaminantes de import&ogiaoldgica para este ingrediente
ativo as_dioxinas totais (limite méximo de 0,01 ppenquanto na INC 02, de 2008,

constam a 2,3,7,8 TCDD (limite maximo de 0,01 penos fenadis livres (limite maximo

de 3g/kg, calculados como 2,4-DCP). Portanto, nmaatse o 2,4-D no pais, sera
necessario atualizar sua Monografia de forma auinas fendis livres, conforme
determinado pela INC 02, de 2008, e também eseaeedefinicdo de “dioxinas totais”.

Conforme mencionado no item 2.2, pelo fato dasrdage dibenzo p-
dioxinas policloradas, dibenzofuranos policloraddsifenilas policloradas apresentarem
diferentes niveis de atividade, a exposicdo humaos compostos de dioxina é
atualmente calculada em termos de quocientes devad@ncia téxica (TEQS),
estabelecidos pela OMS. Diferentemente da IARCE8A; apesar de também se basear
nos valores de TEF definidos pela OMS, consideraocdioxinas apenas a soma de
dibenzo p-dioxinas policloradas e dibenzofuranoficloobados (17 compostos), sem
incluir as bifenilas policloradas (EU, 2015). \fea-se, portanto, que essa questao deve
ser discutida pelo CTA, de forma que a definicaddiexinas totais” para o 2,4-D seja
definida em conjunto pelo MAPA (Secretaria de Bafégropecuéaria), Anvisa e Ibama,
os trés orgaos envolvidos na regulamentacdo dédagros no Brasil.

Em relacdo a periodicidade dos relatérios de imgagedos produtos
técnicos a base de 2,4-D, o CTA para Agrotoxicosidile recentemente que seria
mantido o controle de impurezas toxicologicamergevantes no pos-registro de
produtos técnicos a base de 2,4-D em cada batelattse produzido ou importado. Os
encaminhamentos relativos a essa discussédo cordnaaser tratados pelo CTA. Se as
empresas registrantes conseguirem comprovar queandsco na apresentacao trimestral
dos relatorios de impurezas, o CTA podera, por @k@ntoncluir pela necessidade de
alteracéo da INC 02, de 2008.

3 TOXICOCINETICA DO 2,4-D

3.1 DADOS DE ESTUDOS REALIZADOS EM ANIMAIS
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No quadro 5 foram incluidos os dados mais relegati¢edois estudos que
avaliaram a toxicocinética do 2,4-D em ratos. Eestados, além de outros, também
foram avaliados pela EFSA (2014b).

Resumidamente, Timchalk e colaboradores (1990jiceram que d“C -
2,4-D foi rapida e quase que completamente absoeviipidamente excretado por ratos,
principalmente pela urina e na forma inalteradgic plasmatico foi atingido 4 horas
apos a dosagem e a maior parte da dose adminidtiadacretada apos 36 horas. As
principais diferencas toxicocinéticas entre as dloses utilizadas (1 e 100 mg/kg) foram
a depuracdo plasmatica e a excrecdo mais lentd&Cdna maior dose. De qualquer
forma, esses dados mostram que o 2,4-D ndo se Ecamarganismo.

O estudo de Timchalk ndo demonstrou diferenca® enichos e fémeas
de ratos na toxicocinética do 2,4-D. No entantstgriormente, Marty e colaboradores
(2010) verificaram que os niveis plasmaticos del2@m ratas foram muito superiores
aos de machos que consumiram a mesma concentra¢gd-B pela dieta. Além disso,
nas fémeas expostas as duas maiores doses e nossneapostos a maior dose foram
observados aumentos dos niveis plasmaticos de B@isproporcionais ao consumo do
ingrediente ativo pelos animais. Esses resultagigsrem saturacéo da depuracéo renal e,
portanto, comportamento toxicocinético nao-linegpaatir da dose aproximada de 20
mg/kg.
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Quadro 5. Descricéo de estudos toxicocinéticos relevanteséns realizados com o 2,4-D.

Animais Doses, vias e periodos de exposi¢édo Pureza Resultados relevantes e que possam estar relacioaadio tratamento Referéncia
Vias oral e i.v.:
- 85 a 94% excretados pela urina
Oral (gavagem; em 6leo de milho): - 2 a 11% excretados pelas fezes
-1 ou 100 mg/kg d‘ié‘C -2 4-D: dose L’Jn.ica - excregdo rapida: maior parte em 36 horas
- Ratos (CDF - 1 mg/kg de 2,4-D sem radiomarcacao ppr Via oral:
Fischer 344) 14 dias, segmd?lgtirsgc()jsi: Unica 42,4-D 99,5% | -'“C -2,4-D répida e quase completamente absorvido Tlmc;gg%et al
- 5/sexo/dose - pico plasmatico (machos): 4h apds a dosagem (DOung/kg )
Via intravenosa (veiculo: salina): - meia-vida: .ap_ro>'<|ma(~jamente 5h L . <1
-1 ma/ka d&“C -2 4-D- dose (nica - 100 mg/kg: eliminacéo saturada durante as pranéioras e, portanto, mais lenta em relacéq a
9’9 . dose de 1 mg/kg (toxicocinética nao linear).
- ¥C-2,4-D eliminado principalmente inalterado (> 97%)
- 2 metabdlitos identificados (possivelmente coagl@s de 2,4-D, mais polares).
Verificou-se que o aumento da dose sistémica d®2\8o foi proporcional ao esperado com
base no consumo do 2,4-D (vide texto destacaddrera no quadro abaixo):
Dose Aumento| DG17 | DPN63 | DPN 84
Dieta: ppm mg/kg da dose Aumento da concentragdo plasmétjca
- @ prenhes no DG 17: 100, 300 e 600 pgm 100 7a8,4 1X 1X 1X 1X
- Ratos Crl:CD | (apenas uma amostra de sangue coletada as . Q 300 21,3a26,1 3X aX 6X 5X
(SD) 9h da manh&) 9;?2 Ey/g ! 600 42,6249 6X 33X 36X 19X Marty et al, 2010
' 100 59a78 1 - X 1X
- 5/sexo/dose - Prole exposta desde a gestagéo e avaliada 3 300 1842220 3X . ax X
nos DPN 63 e 84: 100, 300 e 600 ppm . . .
(apenasy) ou 800 ppm (apenad) 800 49,4 a 59,6 8X 16X 15X
- 300 ppm (aproximadamente 20 mg/kg): dose no dimiti ligeiramente acima do limite da
toxicocinética ndo-linear
- Q@ apresentaram niveis plasmaticos de 2,4-D muitergres aos dos machos que consumiram o
mesmo nivel de 2,4-D pela dieta

Legenda: DG= dia gestacional; DPN=dia p6s-natal.
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3.2 COMPARACOES TOXICOCINETICAS ENTRE AS ESPECIES

A toxicocinética e o metabolismo do 2,4-D foram eatlo$ em diversas
espécies, incluindo camundongos, ratos, hamsteethas, caes, porcos, gado, cabras,
macacos e seres humanos, tendo sido demonstrad®m apsorcao, a distribuicdo e o
metabolismo do 2,4-D e dos herbicidas fenoxi relz@ilos sdo razoavelmente
consistentes entre as espécies: em geral, essegpsda e quase que completamente
absorvidos apés administracdo oral e eliminados peha (Timchalk, 2004). O 2,4-D
nao se bioacumula e é rapidamente depurado doismgar(dentro de 48h), na sua
forma inalterada (Burnst al, 2001). Uma diferenca importante dependente péces
€ a meia-vida plasmatica mais longa observada es) géie resulta de uma depuracao
renal mais lenta desses acidos organicos e conmgequente em uma maior
sensibilidade dessa espécie a toxicidade dos aoigésicos (Timchalk, 2004), a qual
sera discutida mais detalhadamente no subitem.B.@eéte parecer de andlise.

3.3 ETAPAS DA TOXICOCINETICA

A seguir serdo descritos mais detalhadamente paseta toxicocinética
do 2,4-D: absorcéo, distribuicdo, metabolismo atrbnsformacéo e excregao.

3.3.1 Absorcéo

3.3.1.1 Pele e mucosas

A absorcdo dérmica € considerada a principal via edposicao
ocupacional a agrotéxicos (Moody al, 1990). Harris e Solomon (1992) observaram
maiores niveis de exposi¢cdo quando proprietéritisaaam o sal de dimetilamina do
2,4-D em seus gramados sem utilizar vestimentaateg&o, os quais foram associados
a derramamentos do concentrado liquido ou contatessivo das maos e antebragos
com a mistura diluida.

Conforme verificado por Moody e colaboradores (3980pele humana
desprotegida da testa € bastante permeavel aasiti@sbfenoxi (58+22,6% do 2,4-D

amina dissolvido em agua foi recuperado). Por olaitlo, Feldman e Maibach (1974)
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verificaram que, apos a administragdo dérmica did2acido dissolvido em acetona no
antebraco (pele lavada apos 24 horas), apenas,8%8i®ram recuperados em 120h.
Apoés aplicacdo no dorso da mao de homens volustgpele lavada apds 6h),
4,46+0,84% do 2,4-D acido e 1,76+£0,568% do salnfioexcretados (Harris e Solomon,
1992). Ross e colaboradores (2005), a partir ddteeos de quatro estudos de absorcéo
dérmica em humanos, encontraram um valor médidsiergdo dérmica de 5,7% para o
2,4-D.

Esses dados mostram que o tipo de formulacdo usédélm, da dose
aplicada, podem afetar a penetracéo percutanesukkareem diferentes meias-vidas de
excrecdo do 2,4-D; o veiculo também pode alteiateggridade da pele e influenciar a
absorcéo (Harris e Solomon, 1992). Estudos expataigeem ratos e camundongos ou
in vitro mostraram que a absorcao do 2,4-D pela pele érdadee pelo consumo de
etanol e pela aplicacdo topica de protetores sokreidratantes (Branet al, 2007a;
Brandet al, 2007b; Pongt al, 2003; Pongt al; 2004).

3.3.1.2 Trato respiratorio

Mustonen e colaboradores (1986) verificaram comagdés muito
baixas de 2,4-D na zona respiratoria de aplicadibedeerbicidas fen6xi em comparacao
com as concentracdes urinarias desses composias, reforca que eles séo absorvidos

principalmente pela pele.

3.3.1.3 Trato digestorio

Conforme demonstrado no estudo protocolado na Anyismchalk,
1990), na descricéo de outros estudos pelas dag@icias reguladoras (EFSA, 2014b)
e em dados da literatura (Timchalk, 2004), o 2,4Dapidamente absorvido apés

administracéo oral a diversas espécies animaisisiie a seres humanos voluntarios.

3.3.2 Distribuicao

Embora o 2,4-D seja bem distribuido pelo organissen, alto grau de

ligacdo as proteinas plasmaticas (aproximadameite dh dose administrada) resulta
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em um baixo volume aparente de distribuicdo (TirfgH2004). A distribuicdo do 2,4-
D é similar entre as espécies, conforme verificaoestudos realizados com ratos e
cabras (Timchalk, 2004).

Os principais orgaos alvo do 2,4-D sdo os olhaseaide, os rins, as
adrenais e os ovarios/testiculos (USEPA, 2005).eEMitalo (1977) verificaram um
aumento da radioatividade no encéfalo e liquidalogfaquidiano apés a administracédo
de [“C]-2,4-D, o que demonstra que o sistema nervosimatétambém um importante
alvo do 2,4-D.

3.3.3 Metabolismo

Em geral, o 2,4-D passa por metabolismo limitadag genvolve
principalmente a conjugacao de pequenas quantidexie®tadas pela urina (Timchalk,
2004). Griffin e colaboradores (1997) verificaranueqem ratos, hamsters e
camundongos, o 2,4-D foi o principal composto utm&liminado. Também foram
detectados, em menor quantidade, conjugados déalie taurina na urina de
camundongos e hamsters, e de glicuronideo em hamsido foram relatados
metabdlitos de 2,4-D no rato. Em cées que receb&Adnmg/kg, verificou-se que
aproximadamente 80% da excrec¢do urinaria totaléd?,4-D, com os 20% restantes de
conjugados acido-labeis (Timchalk, 1994); enquajte em cdes que receberam uma
dose mais alta (5 mg/kg), foram observados ao meaws metabdlitos do 2,4-D na
urina, incluindo conjugados de taurina, serinagilggi, glicuronideo, acido glutamico,
sulfato e cisteina (Van Ravenzwagtyal,, 2003). Em humanos, aproximadamente 82%
da dose foi depurada pela urina como 2,4-D, enquasitconjugados representaram,
aproximadamente, 13% da dose administrada (Sadiethalf, 1977).

Apos a administracéo de 2,4-D, o metabdlito 2,4-D@Rncontrado no
rim de ratos (Aydinet al, 2005), no figado e leite de cabras e no figadwas de
galinhas (Barnekovet al, 2001). Ainda, Mehmood e colaboradores (1996), usm
estudo utilizando o citocromo P450 34A transfectado leveduras, verificou o
metabolismo de 2,4-D a 2,4-DCP; no entanto, esstiabisformacgéo ainda néo foi

confirmada em seres humanos expostos ao 2,4-D.
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3.3.4 Excrecgao

Algum tempo apdés a administracdo de 2,4-D, suaerdracao renal
supera os niveis plasmaticos, o que demonstra ariémgia dos rins como a via
priméria de eliminacdo desse ingrediente ativo ¢hiatk, 2004). Timchalk (2004) cita
gque a meia-vida de eliminacdo plasmatica do 2,4dbiavde 0,8 a 12 h em
camundongos, ratos, porcos, gado e humanos, getalmementando em funcdo do
peso corpéreo; sendo 0 cdo uma excecao particulggnmgeressante, com uma meia-
vida plasmatica variando de 31 a 92-106 horas dp8ss orais de 1 ou 5 mg 2,4-D/kg
de peso corpéreo, respectivamente. Apds admindsiragral a seres humanos
voluntarios (homens) foi demonstrado que a ingestdbde uma dose de 5 mg/kg de
2,4-D resultou em uma meia-vida variando de 1,2&4

Sabe-se que a eliminagéo renal do 2,4-D é mediadanp transportador
de &nions organicos saturaverdganic anion transporter OAT), o OAT1 (Saghiet
al., 2013); que esta saturado em ratos apos dossesnwagres ou iguais a 50 mg 2,4-
D/kg de peso corpéreo, levando a toxicocinética liméar (Timchalk, 2004). Em um
estudo mais recente realizado em ratos por Martplaboradores (2010), descrito
anteriormente, foi evidenciado comportamento toimmético ndo-linear jA& na dose
aproximada de 20 mg/kg de 2,4-D. Vale ressaltar egmecialistas da USEPA, da
academia, de industrias e do Instituto InternadideaCiéncias da Viddr{ternational
Life Sciences Institute- ILSI, uma organizacdo ndo governamental) aaedigue,
devido a saturacdo dos processos metabdlicos, deuatias doses € irrelevante para a
avaliacao do risco (Carmichasdlal, 2006).

3.3.4.1 Diferencas na excrecao do 2,4-D por caes

Trés parametros de particular importancia paraadisdo comparativa
interespécie da toxicocinética do 2,4-D sdo o veluaparente de distribuicdo, a
depuracdo renal e a meia-vida plasmatica (Timchak)4), no entanto, uma
comparacao dos valores absolutos desses params#rosconsiderar as diferencas
fisiolégicas entre as espécies, é limitada. Pay, i3émchalk (2004), em um trabalho
financiado pela Forca Tarefa 2,4-D, utilizou equsc@lométricas baseadas no peso

corporeo para fornecer uma avaliacdo mais sigtifeeaa toxicocinética comparativa
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do 2,4-D e demonstrou que, embora os mecanismodepleracdo renal de &cidos
organicos sejam onipresentes em mamiferos, pareser hclaras discrepancias
guantitativas entre as espécies. Uma diferencarianie dependente da espécie € a
meia-vida plasméatica mais longa observada no a#orepulta de uma depuracao renal
mais lenta desses acidos organicos e leva a uma seisibilidade dessa espécie a
toxicidade de &cidos organicos: o NOAEL/NOEL do egds administracdo cronica
desses herbicidas é de 5 a 26 vezes menor queatodo

A partir da verificacdo desta diferenca de excreg@® cides em relacao
as demais espécies, Timchalk (2004) concluiu quesgmstas toxicoldgicas observadas
em caes séo inapropriadas para extrapolacao do pa@a humanos, justificativa esta
gue ja foi aceita pela USEPA e pela Unido Europea@tanto, a partir do estudo de
Timchalk, essas agéncias alteraram o NOAEL utibzpdra a avaliacdo do risco do

2,4-D do céo para o rato, uma espécie mais apdapria

3.3.4.2 Diferencas sexuais na excrecao do 2,4-D

O estudo mais antigo de Timchalk (1990) ndo hawaahstrado
diferencas entre machos e fémeas na toxicocindtica,4-D. No entanto, Griffin e
colaboradores (1997) mostraram que existem sigtif@s diferencas sexuais na
depuracéo do 2,4-D por ratos e hamsters, congstenim uma maior capacidade dos
machos em depurar o 2,4-D em relacdo as fémeasjeosggere que em doses
equivalentes, ratas sdo expostas a maiores coaceéesrde 2,4-D por um maior tempo
gue os machos e podem ser mais suscetiveis adacéinduzida pelo 2,4-D. Griffin e
colaboradores (1997) verificaram que, em ratosnieeis teciduais de 2,4-D sao
consistentemente mais altos em fémeas do que enhomacesultado também
observado por Marty e colaboradores (2010). Edseedica entre os sexos nado é devida
ao metabolismo, ja que ratos ndo excretam metabd@# 2,4-D na urina ou nas fezes, e
nem a diferencas na ligacao do 2,4-D as proteila@snaticas ou na absor¢cdo, mas sim
aos maiores niveis de expressao dos transportaO&Es por ratos machos adultos em
relacdo as fémeas adultas (Saghial, 2013).

Além de ratos, Griffin e colaboradores (1997) tambivestigaram
possivel diferenca de sexo na eliminacédo do 2,4ADcemundongos e hamsters e 0s

resultados foram diferentes. Nao foram observadasdcas em camundongos e, em
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hamsters, a depuragdo em machos foi mais lentaequéémeas. Esses resultados
sugerem que o sexo pode influenciar a depuracd@,4d de maneira espécie-
especifica e, assim, existe uma possibilidade dehgja diferencas dependentes do
sexo na depuracao do 2,4-D por seres humanos.md¢ngd ha dados de toxicocinética
disponiveis apenas para 0 sexo masculino (Geffil.,1997).

A possibilidade de diferengas sexuais em humanadiméacao do 2,4-
D poderia trazer preocupac¢des no momento da adialidg risco deste ingrediente ativo
para mulheres. No entanto, apesar de existir ailplcdzde de haver diferencas
dependentes do sexo na depuracdo do 2,4-D por bareanos, Timchalk (2004)
ressalta que seres humanos nao apenas eliminandag fcidos mais rapidamente que
0s cdes, mas também estdo expostos ocupacionalanbaieas doses deste ingrediente
ativo (Munro et al, 1992) e, por isso, a eliminacdo do 2,4-D em maowmaesta

claramente dentro da faixa de toxicocinética linear

4 TOXICIDADE AGUDA DO 2,4-D

O 2,4-D possui toxicidade mediana quando adnmaudstde forma aguda
por via oral, dérmica ou inalatéria. Ndo apreseptéencial para causar irritacdo
dérmica aguda ou sensibilidade cutdnea. No entamtmluz severa irritacdo ocular
aguda, o que o enquadra na classificacdo toxi@adhr Extremamente Toxico, de
acordo com a legislacéo vigente no Brasil (Bra€i92).

A classificacdo do 2,4-D esta assim estabelecida:

- Toxicidade aguda oral (Rb.oral): classe Il (medianamente tdxico)

- Toxicidade aguda dérmica (BJ.dérmica): classe Il (medianamente tdxico)

- Toxicidade aguda inalatoria (Bdinalatéria): classe Il (medianamente toxico)
- Irritac&o ocular: classe | (extremamente toxico)

- Irritacdo dérmica: classe IV (pouco téxico)

- Sensibilizacdo dérmica: ndo é sensibilizante d&rm

A exposicao repetida ao 2,4-D em ratos produzredate descamacéao da
epiderme nos estudos dérmicos e irritacao do tesfaratorio nos estudos inalatérios.

As agéncias americana, canadense e europeia (USERA; PMRA,
2007; EFSA, 2014b) sdo consoantes quanto a torieidguda baixa a moderada do
2,4-D.
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5 TOXICIDADE SUBCRONICA E CRONICA DO 2,4-D

Foi realizada andlise detalhada dos estudos subecsdre cronicos
realizados com o 2,4-D em ratos, camundongos, e@eelhos, cujos resultados mais
relevantes ou que possam estar relacionados aig&poso 2,4-D estdo descritos

sucintamente a seguir.

5.1 ESTUDOS SUBCRONICOS

No quadro 6 estdo descritos os resultados dosossand que o 2,4-D foi
administrado por via oral de forma subcrbnica (&3hanas) em doses entre 1 e 300
mg/kg a ratos e camundongos (incorporado na dee¢a) doses entre 0,3 e 10 mg/kg a
cdes (capsulas). Por ultimo, foi incluido um estadbcronico de exposi¢cdo dérmica
subcronica (21 dias) realizado em coelhos.

Conforme ja descrito no item referente a toxicowoaé os principais
orgaos alvo do 2,4-D séo os olhos, tireoide, @gsenais e ovarios/testiculos; também
sendo observada toxicidade hepatica apdés a exposigd?,4-D. Dessa forma, os
resultados serdo descritos a seguir divididos pgéias, sendo por fim incluidas outras
alteracdes possivelmente relevantes ou relaciorgadgposicao ao 2,4-D.

N&o foi observada mortalidade associada ao tratmnsrbcronico ou
cronico com o 2,4-D em ratos e camundongos e @sssolinicos restringiram-se a
alopécia e postura encurvada nos ratos da dose0de@kg (mais alta). Por outro lado,
a maior dose administrada a caes (10 mg/kg) caasoarte de alguns animais, o que
confirma a maior sensibilidade dessa espéciesjutida anteriormente.

Doses iguais e superiores a 100 mg/kg em roedoaie3 mg/kg em cées

levaram a reduc¢des no ganho de peso e consumatdime

5.1.1 Rins

Em 3 dos 4 estudos subcronicos realizados com, ragrgicou-se
aumento do peso relativo dos rins em doses igusuperiores a 15 mg/kg, que a partir
de 60 mg/kg estava associado a alteracbes macicasdedema) e histopatoldgicas

caracteristicas da exposicédo ao 2,4-D (aumentmoeteneidade, alteracdo do padréo
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de coloragédo e vacuolizagéo citoplasmética eplitdlis tubulos contorcidos renais),
muitas vezes de forma dose-dependente (Gorzir@&i,at Gorzinski, 1981b).

Entretanto, é importante observarmos que no urstede que avaliou
doses entre 1 e 15 mg/kg em ratos, foram obsenaigaacoes histopatoldgicas a partir
de 5 mg/kg (Serota, 1983a). Embora a EFSA tenhaidemado essas alteracbes néo
relevantes para humanos (EFSA, 2014b), os difeseestudos mostram que a
toxicidade renal é de fato um efeito caracteristic®,4D e, inclusive, 0 modo de acéo
para desenvolvimento dessa disfuncéo renal jaifpgredo.

Tayeb e colaboradores (201d)screveram que a exposicao oral de ratos
a dose de 15 mg/kg de 2,4-D por 28 dias j4 foicmirite para induzir peroxidacao
lipidica e diminuicdo de enzimas antioxidantes nos, eventos que desencadeiam
disfuncéo renal. Assim, esses autores concluiraenagpatogénese da faléncia renal
induzida pelo 2,4-D ocorre via peroxidagao lipidkcastresse oxidativo.

Em camundongos, foram verificados efeitos difeieme peso relativo
dos rins em machos e fémeas: enquanto nas fémgasoados rins estava aumentado
em relacdo aos controles (conforme também obemad@tos de ambos os sexos), hos
machos este parametro estava diminuido (Serot8bi®hulze, 1991b). Alteracdes
histopatoldgicas renais j4 puderam ser observaaaose de 15 mg/kg, verificando-se
aumento na gravidade e incidéncia dessas alteragdpe® aumento da dose de 2,4-D
(Serota, 1983b). No estudo de Schulze (1991b) ceatordo peso dos rins observado
nas fémeas nao estava associado a alteracOes almdbdgras, mesmo em doses
consideradas altas (100 e 300 mg/kg).

Em cées, as altera¢des histopatoldgicas renamagénfidentificadas na
dose de 3mg/kg e com 10 mg/kg essas estavam atm®eia aumento do peso relativo
dos rins e a diminuicdo da gravidade especificaraa, que pode refletir a perda da
habilidade do rim de concentrar a urina (Schul280b).

Em coelhos, foi observado aumento do peso relad® rins com a
exposicao subcronica dérmica a dose de 1.000 mgéky,alteracdes histopatologicas

associadas (Schulze, 1990a).
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5.1.2 Figado

Em geral, em ratos verificou-se aumento do pestivel do figado em
doses iguais ou superiores a 60 mg/kg em fémeaxi(Ski, 1981a e 1981b) e 100
mg/kg em machos (Schulze, 1991a), que estava adsogialteracdes histopatoldgicas
(edema citoplasmatico hepatocelular, aumento daofeneidade e hipercromatismo
nuclear) e ao aumento da atividade da alanina d@ramsjerase em doses iguais ou
superiores a 100 mg/kg (Gorzinski, 1981a e 1981b).

Em camundongons observou-se apenas alteracOespatdtmicas
(hipercromatismo nuclear e diminuicdo dos hepaiécda regido periportal devido
a reducéo de glicogénio) e somente em altas ddeesig/kg; Schulze, 1991b).

Em cées, a Unica alteracdo observada relacionadiigado foi um
aumento da atividade da alanina aminotransfergsata de 3 mg/kg, o que indica a
liberacdo de enzimas dos hepatocitos, como resultadlegeneracdo ou necrose.

5.1.3 Tireoide

O peso da tireoide ndo foi avaliado nos dois estuth@is antigos
realizados em ratos (Gorzinski, 1981a; 1981b). Nos outros estudos existentes
(Serota, 1983a; Schulze, 1992 rificou-se aumento do peso relativo da tireoglee
estava associado a alteracdes histopatoldgicasritufia folicular) apenas em fémeas
(em 8 de 10%) tratadas com altas doses de 2,4-D (300 mg/kgeritanto, j& puderam
ser observadas diminuigbes nos hormonios tireadigprincipalmente de tiroxina -
T4) em fémeas tratadas com 60 mg/kg (GorzinskiLhR8EM machos, os efeitos nos
hormdnios tireoidianos foram contraditorios, tesdo observados aumentos de T4 em
trés dos quatro estudos realizados em ratos (G#izit981a e 1981b; Serota, 1983a),
gue foram considerados nao relacionados ao tratamido estudo realizado em ratos
por Schulze (1991a) e que utilizou doses mais,dtiasbservada diminuicdo do T4 nos
machos tratados com 100 e 300 mg/kg e também iddatironina (T3) nos machos

tratados com a maior dose, corroborando as obsesatescritas para fémeas.

Pagina 46 de 198



Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Geréncia Geral de Toxicologia
Coordenac¢édo de Produtos Novos e de Baixo Risco

1T

|
_Io

ANV

U —

A

Dos dois estudos realizados em camundongos, apgnaavaliou o0s
niveis de T4, tendo sido verificada diminuicdo ndignificativa, porém dose-
dependente, desse horménio apenas nos machosaxpasstoses de 100 e 300 mg/kg.

Em cées nédo foram verificadas alteracbes no pégeisrde hormonios
ou histopatologia da tireoide, apesar de terem sltkervados cistos tireoidianos em
alguns animais tratados com 1 mg/kg (1 ef)43 mg/kg (2 em 59) e 10 mg/kg (1 em
3delem4).

5.1.4 Testiculos

Em um estudo em ratos Schulze (199d@an alta dose de 2,4-D (300
mg/kg), verificou-se reducao do peso relativo tedtis (com epididimos), a qual estava
correlacionada a alteragbes macroscoépicas (attol@eral em 8 dos 10 animais:
moderada em 2 e severa em 6) e histopatolégidasl¢giseminiferos com diminuicédo
ou até deplecdo das células germinativas e presgmcdebris celulares e células
gigantes no lamen).

Em cédes (Schulze, 1990b), a administracdo de 1@gmgusou esses
mesmos efeitos, ou seja, diminuigdo do peso alwsolatlio dos testiculos, associada a
alteracdes macroscopicas (atrofia) e histopataddgihipoespermatogénese testicular
em 3 de 5% reducéo da atividade espermatica nos tubulosnéfemts, algumas vezes
em um nivel que os tdbulos eram revestidos apepasclulas de Sertoli, com
formacdo de células gigantes, que pareciam servadexs dos elementos
espermatogénicos).

Em outros dois estudos realizados em ratos consaosaores de 2,4-D,
(Gorzinski, 1981b; Serota, 1983a) houve achadosrédigos de atrofia testicular,
considerados néo relacionados ao tratamento. Aléso,dem um dos estudos
(Gorzinski, 1981a), verificou-se aumento do pesatik® do testiculo nas doses de 100
e 150 mg/kg, resultado considerado inesperado eet@tionado ao tratamento, por ser
contrario ao observado nos demais estudos.

N&o foram observadas alteragdes testiculares emnziingos.
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5.1.5 Ovarios

N&o foram verificadas alteracfes consistentes 8o ges ovarios, tendo
sido observados diminuicdo em ratas tratadas cdmn8fkg (Schulze, 1991a) e em
camundongos fémeas tratadas com 15 mg/kg (Serd88b)l e aumentos em ratas
tratadas com 1 a 45 mg/kg de 2,4-D (Serota, 198Balmento no peso dos ovarios nas
ratas da dose de 45 mg/kg foi associado a incidénonentada de cistos paraovarianos
verificados histologicamente (5 em 20 no grupocattatversus 1 em 20 no controle),
considerada néo relacionada a exposi¢éo ao 2,4-D.

Em cées, ndo foram observadas alteracdes ovafi@dasize, 1990Db).

5.1.6 Olhos

Em um dos estudos realizados com ratos, verifieogue doses orais de
100 e 300 mg/kg de 2,4-D causaram catarata e degd@oe retiniana em fémeas
(Schulze, 1991a), efeitos considerados relacionadogosicdo a altas doses de 2,4-D.
Em outros dois estudos realizados em ratos, codosss de 100 e 150 mg/kg, esses

efeitos ndo foram observados (Gorzinski, 1981al1hp8

5.1.7 Adrenais

Em alguns estudos realizados em ratos e camund¢8gbalze, 1991a,
1991b; Serota, 1983b), foi verificado aumento deopelativo das adrenais (em apenas
um dos sexos ou nos dois, mas em diferentes desedfieracdes histopatologicas
associadas (hipertrofia da zona glomerulosa dexdala adrenal) apenas em ratos, e nas
doses de 100 e 300 mg/kg.

5.1.8 Hipofise
Em dois estudos, um realizado com ratos e outro camundongos

(Serota, 1983a, 1983b), foi verificado aumento asopda hipdéfise, porém esse efeito

nao estava associado a alteracdes histopatoldgit@sconsiderado nédo relacionado a
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exposicdo ao 2,4-D. Vale ressaltar que apenas owdms estudos subcronicos
avaliaram o peso da hipdfise (Schulze, 1991a, 199ids ndo encontraram alteracdes.

5.1.9 Imunotoxicidade

Em ratos, verificou-se que, em geral, doses de21H00 mg/kg de 2,4-D
levaram a diminuicdo do numero de leucocitos (Gskij 1981b; Schulze, 1991a), que
na contagem diferencial mostrou ser devida a dirggiaude linfocitos (Schulze, 1991a).
Além desses efeitos, doses superiores (300 mgékgrdm a diminuicdo do peso
relativo e atrofia do timo, atrofia do baco e hiplotaridade da medula éssea, a qual
pode estar associada as diminui¢cdes verificadazoméagem de eritrOcitos e na
concentracdo de hemoglobina (Schulze, 1991a).

Em camundongos, ocorreu diminuicdo de leucécitdinfécitos em
machos em um estudo a partir da dose de 15 mgdkgntanto, os autores creditaram
essas diminuicbes aos valores atipicos verificatiys animais controles (Schulze,
1991b).

Em cées machos tratados com 3 e 10 mg/kg, houvendgéo do
namero de linfécitos; além de ter sido verificad® glois animais da dose de 10 mg/kg
(12 e 17 que morreram durante o estudo) apresentaram deplatfoide no timo
(Schulze, 1990b). A fémea dessa maior dose aindasemqou hematopoiese
extramedular moderada no baco.

Os efeitos descritos acima poderiam sugerir acdmandxica do 2,4-D
se nao tivessem ocorrido apenas em doses que raostsaais de elevada toxicidade
sistémica: diminuicbes no peso corporal e no consalimentar, alopécia e alteracoes
neurologicas.

Inclusive, recentemente a IARC considerou que, base em estudas
vitro e in vivo, ha evidéncia moderada de que o0 2,4-D causa imupssao (Loomis
et al, 2015), porém isso ocorre apenas em altas dosssquais ja sdo observados

sinais evidentes de toxicidade.
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Quadro 6. Descricdo dos principais achados obtidos em,resmsundongos e coelhos ap6s exposicao subcranzd .

Espécie, Idade e
linhagem e Via periodo de Pureza D/Es;eds_ Resultados relevantes N(?@I/Eé_ Referéncia
ndmero animais exposicao (gl GelE) (TZHEIE)
Rins:
- 15 a 150 mg/kgt peso relativo
- 60 a 150 mg/kg: alteracdes histopatolégicas teniaticas
- 100 a 150 mg/kg: alteragGes macroscopicas (leveaqm)
Figado:
- 1dade no inicio - 9150 mg/kg:t peso relativo
do teste: 6 - 100 e 150 mg/kg: alteracdes histopatologicasetarionadas ap da alanina aminotransferase
- Ratos (CDF :
Fischer 344) Oral semanas 97 3% 0; 15; 60; Tireoide: 15 Gorzinski,
(dieta) | _ Exposicio: 13 70 100; 150 - @ 100 e 150 mg/kg; T4 (mast T4 & 100 mg/kg € 15 e 60 mg/kg: considerados ndo relacionadds 1981a
-15/sexo/dose se mg n ag (9'1 192 ao tratamento), sem alteracdes histopatologicagiasias. O peso da tireoide nédo foi avaliado.
dias) Orgéos Reprodutivos:
- 4 100 e 150 mg/kgt peso relativo testiculo (resultado consideradorefeionado ao tratamento)
- @ 150 mg/kg: dilatacéo do limen uterino (3/10)
Outros:
- 100 e 150 mg/kg; peso corporal (também efh60 mg/kg)
- 9 100 e 150 mg/kg: hemorragia da mucosa estomacéaleHdt’, respectivamente
Rins:
- 15 a 150 mg/kgt peso relativo
- 60 a 150 mg/kg: alteragdes macroscoépicas e lastidgicas caracteristicas (efeitos dose-depersjerjte
Figado:
- 9 60 a 150 mg/kgt peso relativo
- Idade no inicio - 100 e 150 mg/kg: alteragdes histopatologicaselaxionadas ap da alanina aminotransferase
- Ratos (CDF d;eﬁztr?ezlf Tireoide:
Fischer 344) Oral o 0; 15; 60; ’ . x ; Gorzinski,
(dieta) 100% 100; 150 - @ 60 a 150 mg/kg} T4 (masf T4 & 15 a 150 mg/kg, considerado ndo relacionado &mtento 15 1981b

-15/sexo/dose

- Exposicéo: 13
semanas (91/92
dias)

devido ao valor reduzido do controle em relagabisirico). O peso e histopatologia da tireoide naq
foram avaliados.

Orgéos Reprodutivos:
- & 150 mg/kg: atrofia testicular em 1/15 (e com cat@e vascular em 1/1% 15 mg/kg: achados
considerados espontaneos pelos autores)

Outros efeitos:

- 150 mg/kg:| peso corporal (também ef100 mg/kg);| leucécitos
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Continuagdo Quadro 6. Descricdo dos principais achados obtidos em,reémsundongos e coelhos apds exposi¢cdo subcrnizd-d.

Espécie, Idade e Doses NOAEL
linhagem e Via periodo de Pureza | (mg/kg/d | Resultados relevantes (mg/kg/dia) Referéncia
ndmero animais exposicao ia) 9’kg
Rins:
- Idade no inicio - 45 mg/kg:1 peso relativo
do teste: 8 - 5 a 45 mg/kg: alteragdes histopatolégicas reraiscteristicadose-dependentes (maior incidénéla
semanas Definido
Tireoide: pelos autores:
- Ratos (CDF - Exposicéo: 13 - 4 1a 45 mg/kg & 15 mg/kg:t peso relativo (também estava levemente aumentsip das demais doses 15
Fischer 344) semanas (91 em relagdo as controles, apesar de nao significaéinte), sem alteracdes histopatolégicas correladas Serota,
Oral dias) 97 5% 0; 1; 5; - 4 5e15mglkgt T4 1983a
- 20/sexo/dose | (dieta) ' 15; 45
- Avaliagbes na Orgéos Reprodutivos:
semana 7 - Q1 a45 mg/kg? peso relativo ovarios (significativamente aperams & e 45 mg/kg), posivelmente associado
(patologia a incidéncia de cistos paraovarianos com 45 mg/kg (5/20 X 1/20 no controle; doses intermediarias ndo Definido pela
clinica: 10 analisadas), considerada néo relacionada ao tratangstos ovarianos verificados macroscopicamermte Anvisa: 1
animais) e na 2/20, 0/18, 2/19, 3/19 e 4/20 animais dos grupos.
semana 14
Outros:Q 15 mg/kg:t peso relativo hipéfise (considerado ndo relaciors@ltratamento pelos autores).
Rins:
- 100 e 300 mg/kgt peso relativo (também e 15 mg/kg), correlacionado alteragdes histopatoigirenais|
(300 mg/kg)
Figado: 300 mg/kg € 100 mg/kg:t peso relativo, correlacionado a alteragdes hisotfmgicas
semanas - 100 e 300 mg/kgt peso relatlvo~ (t|re(_)|de comlp_aratlremde), cocraado & T3 (apena$ de 100 mg/kg) €
T4 (semanas 6 e 13) e a alteragGes histopatolo@oamente? : 8/10)
- Rat%sm(lﬁscher - Exposicéo: 13 ... | Orgaos Reprodutivos:
) Oral semanas (91 0; 1; 15; . . . - . - - ) Schulze,
. . 96,1% ! - 300 mg/kg:] peso relativo testiculos com epididimos, correlaaila a alteragbes macroscopicas (atrofia 15
(dieta) dias) 100; 300 bi ! PO - - = . . o 1991a
ilateral) e histopatoldgicag;peso relativo ovéarios, ndo correlacionada a @fas histopatologicas
-10/sexo/dose
) Izﬁrt]?(lzc;g'a Olhos: 9 100 e 300 mg/kg: catarata e degeneragao retiniana

avaliagbes na
semana 6 e 13

Adrenais: 100 e 300 mg/kg/diapeso relativo{), correlacionado a alteragGes histopatologica8 €30 100
mg/kg)

Outros:
- 100 mg/kg e 300 mg/kg: ganho de peso e consumo alimentar
- 300 mg/kg: diversos sinais clinicos como alopémistura encurvadaj; peso relativo timo, atrofia do timo e

baco, hipocecularidade da medula dsgdaiicacitos, linfocitos, eritrécitos e hemoglobina
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Continuagdo Quadro6. Descricdo dos principais achados obtidos em,reémsundongos e coelhos apds exposi¢cdo subcrmizd-d.

Espécie, Idade e
linhagem e Via periodo de Pureza D/Es;eds_ Resultados relevantes NC/)I':‘%‘ Referéncia
ndmero animais exposi¢cao (TR (TR
Rins:
- 4 45 e 90 mg/kg} peso relativo
- © 90 mg/kg:1 peso relativo
- 15 a 90 mg/kgtdose-dependente da gravidade e incidéncia de@esdistopatolégicas
Tireoide: e%esﬂgﬁgres
- Idade no inicio - 90 mg/kg: cisto no ducto tireoglosso de 220 P 15 |
- Camundongos do teste: 7-8 Os horménios da tireoide néo foram avaliados.
(BeCsFy semanas -
(géﬂl) 97,5% o 5‘9105’ 45 Orgéaos reprodutivos: Serota, 1983b
- 20/sexo/dose - Exposicéo: 13 - & 45 mgl/kg:t vesicula seminal e glandulas prepuciais em &/20
semanas (91 - @ 15 mg/kg: | peso relativo ovarios (também nos demais grupos tratados, apesar de [ndo
dias) significativamente)
Adrenais: DeAf:]r:/lidS(;'pSela
-4 15 mg/kg €2 5 e 90 mg/kdg peso relativo, sem alteragdes histopatolégicas ’
Outros
- 15 a 90 mg/kg (& 5mg/kg):1 peso relativo hipdfise, sem alteracdes histopgicds
Rins:
- © 100 e 300 mg/kgt peso relativo, sem altera¢des histopatolégicaxcastas
- & 300 mg/kg} peso relativo, correlacionado a alteracdes higbidigicas (9/10).
Figado:
- Idade no inicio - 300 mg/kg: alteracde histopatoldgicas (8/10 aisifsexo).
- Camundongos do teste: 6
(BeCsFy Oral semanas 01 15: Tireoide:
(dieta) 96,1% 1(’)0,’ 30(’) - © 1 mg/kg:1 peso relativo tireoide/paratireoide 15 Schulze, 1991b
-10/sexo/dose - Exposicéo: 13 ’ - 4 100 e 300 mg/kg; T4 (dose-dependente, porém néo significativa)
semanas (91
dias) Adrenais:
- @1, 15 e 300 mg/kgt peso relativo adrenais
Outros:
- 300 mg/kg:l consumo de ragao
- 4 15 a 300 mg/kg} leucdcitos e linfocitos
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Continuagac Quadro 6. Descri¢do dos principais achados obtidos em retwsundongos e coelhos apds exposi¢édo subcronizd-&n

Espécie, Idade e
linhagem e Via periodo de Pureza Doses_ Resultados relevantes NOAEL. Referéncia
p . - (mg/kg/dia) (mg/kg/dia)
ndmero animais exposicao
Rins:

- 1 mg/kg:1 nitrogénio uréico e creatinina sanguineos

- 210 mg/kg:t peso relativo

- 3 e 10 mg/kg: alteracdes histopatolégicas 36em 5/53 e 2/59)
- 10 mg/kg:| gravidade especifica da urina

Figado:
- 10 mg/kg 9 3 mg/kg:talanina aminotransferase
- Idade no inicio

- Cées Beagle Oral doteste:4a6 Tireoide: ' o
(cApsulas meses 96.1 % 0;0,3;1;3; | - :E a 10 mg/kg: CISEOS na tlrepld_e (de Q/ﬂrng/l_(g, 2/% 3mg/kg_ eem 1/3 e 1/49 10mg/kg) Schulze, 1990b
- 5/sexo/dose gelatinos o 10 N&o houve alteragdes nos niveis de hormoénios nepesmda tireoide. 0,3
as) - Exposicéo: 13 L )
semanas (91 Orgéos reprodutivos:
dias) - 4 10 mg/kg:| peso absoluto médio dos testiculos, correlacionaaléeragdes macroscoépicas (atrdfia
em 2/53; mas também em 1/5 de 3 mg/kg) e histopatologicas
Outros efeitos:
- 10 mg/kg: sinais clinicos de toxicidade (trempegrexia) e mortes durante o estudo, relacionados
tratamento
- 10mg/kg:| ganho de peso e consumo alimentar
- 4 3 e 10 mg/kg] linfécitos (semana 13), deplecéo linfoide no titapenas com 10mg/kg9le 17,
gue morreram durante o estudd; ainda apresentou hematopoiese extramedular madeceoaco).
- Rins:
- Coelhos albinos ) ~ . - .
New Zealand Dérmica | - Exposicio: 21 06.19% 0: 10: 100; | ~ 1000 mg/kg? peso relativo, sem alterag6es histopatoldgicascaatas 1000 Schulze, 1990a
dias ' 1000 outros:

- 5/sexo/dose

- 1000 mg/kg: irritacdo dérmica muito leve e dospaehdente (incidéncia maior &)
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5.2 ESTUDOS CRONICOS E DE CARCINOGENICIDADE

No quadro 7 estdo descritos os resultados dos asstordnicos e de
carcinogenicidade em que o 2,4-D foi administrado yia oral por 24 meses (104
semanas) em doses entre 1 e 150 mg/kg a ratoseeleat300 mg/kg a camundongos
(incorporado na dieta); e por 12 meses (52 semamagjoses entre 1 e 10 mg/kg a
caes (capsulas).

N&o foi observada mortalidade associada ao tratanoem o 2,4-D em
ratos (Serota, 1986; Jeffriet al, 1995), camundongos (Serota, 1987; Sévtal,
1995a e 1995b) ou caes (Dalgard, 1993), no entamt@studo realizado em
camundongos com as doses de 150 e 300 mg/kg (Stait, 1995a) teve que ser
interrompido em machos devido a toxicidade excassibservada (diminuicdo de peso),
sendo iniciado outro estudo utilizando apenas ngcbom as doses de 62,5 e 125
mg/kg de 2,4-D (Stotet al, 1995b). Em cées, a maior dose administrada @@&ghn
causou perda de peso excessiva dos animais euev&eqreduzida para 7,5 mg/kg/dia
na oitava semana do estudo (Dalgard, 1993).

Doses iguais e superiores a 75 mg/kg em ratogigkdt al, 1995), 150
mg/kg em camundongos (Sta#t al, 1995a) e 5 mg/kg em cées (Dalgard, 1993)
levaram a reduc¢des no ganho de peso e consumatdime

5.2.1 Rins

Ocorreu aumento do peso relativo dos rins em rdéosmaneira dose-
dependente a partir de 5 mg/kg (Serota, 1986 )eagfies histopatologicas relevantes a
partir de 15 mg/kg (Serota, 1986). Ainda, em dasgzeriores houve diminuicdo da
gravidade especifica da urina e aumento da creat{deffrieset al, 1995).

Em camundongos, aumento de peso relativo tambérob®érvado a
partir da dose de 15 mg/kg em fémeas (Serota, 1¥87)caes, houve aumento do
nitrogénio ureico do sangue e da creatinina arpaeti5 mg/kg, os quais podem estar

associados as alteracdes histopatoldgicas rensesvatolas (Dalgard, 1993).
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5.2.2 Figado

Em ratos, verificou-se aumento do peso relativafigado em fémeas
tratadas com 150 mg/kg de 2,4-D, o qual estavaceshna alteracdes histopatologicas
(Jeffrieset al, 1995). Em outro estudo utilizando doses maisdsaifoi observado
apenas aumento da atividade da alanina aminotrassfeom 45 mg/kg (Serota, 1986).

Em camundongons observaram-se alteracdes histogatd nas doses
de 125 mg/kg em machos (Stett al, 1995b) e 300 mg/kg em fémeas (Stittal,
1995a).

Em cées, doses superiores a 5 mg/kg levaram aonéuwchee atividade da
alanina aminotransferase, que pode estar correkao as alteracbes hepaticas
verificadas (Dalgard, 1993).

Vale ressaltar que em camundongos machos tratados daoses
superiores a 45 mg/kg de 2,4-D observou-se um kweento da incidéncia de
carcinoma hepatocelular (Serota, 1987) e tambémeum aumento da incidéncia de
nodulos no figado (Stoét al, 1995b), os quais foram considerados néo reladammao

tratamento pelos autores e pelas demais agéngualaderas mundiais (EFSA; 2014b).

5.2.3 Tireoide

Em ratos, verificou-se aumento do peso relativdid@ide a partir da
dose de 15 mg/kg, o qual foi acompanhado por diipies nos niveis de T4 a partir de
45 mg/kg (Serota, 1986; Jeffries al, 1995). Leves alteracdes histopatologicas foram
observadas apenas nas fémeas tratadas com altes des2,4-D (150 mg/kg) e
consistiam na diminuicdo dos foliculos tireoidiangdiminuicdo do material
secretorio/tireoglobulina, com vacuolos de real@wigjaros) observada apdés 1 ano de
exposicdo e no aumento da incidéncia de hiperphelalar das células parafoliculares
apos 2 anos de exposicao (Jeffeesl, 1995). Adicionalmente, no estudo de Jeffries e
colaboradores (1995) foram verificados nodulosineaitie (hiperplasia) apos 24 meses
de exposicédo em 1/50, 1/50, 7/50 e 4/50 machos 8/8d 3/50, 3/50 e 3/50 fémeas
dos respectivos grupos: controle; 5 mg/kg; 75 mgkd50 mg/kg. No entanto, a
incidéncia desses nodulos nédo apresentou relag&@erdsposta nem foi estatisticamente
significativa.
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Os hormaonios tireoidianos foram avaliados apenasestudos realizados
com ratos (Serota, 1986; Jeffrielsal, 1995). Vale ressaltar que em ratas tratadas com
15 mg/kg de 2,4-D foi observado aumento de T4 apd@no de exposicdo, mas
diminuicdo nas ratas tratadas por 2 anos (Sergés)1

N&o foram observadas alterac6es no peso ou histogit da tireoide
em camundongos e cdes. No entanto, em um dos ssealzados com camundongos,
observou-se leve aumento na incidéncia de cigtesidianos em machos tratados com
125 mg/kg 2,4-D em relacdo aos controles (18 enves8us 13 em 49; Stodtt al,
1995Db).

5.2.4 Testiculos

Em ratos, verificou-se em um estudo que altas ddseg,4-D (150
mg/kg) levaram a diminuicdo do peso relativo dostidelos apdés 12 e 24 meses
(Jeffrieset al, 1995), que estava correlacionada a alteracéesoswbpicas (testiculos
flacidos) e histopatoldgicas (atrofia bilateraludih moderada a severa dos tubulos
seminiferos: diminuicdo do numero de espermatogamemais em desenvolvimento,
com os tubulos frequentemente revestidos apenascglmas de Sertoli). Em
camundongos, verificou-se aumento do peso relalv testiculos na dose de 125
mg/kg, ndo associado a alteracfes histopatolégigmevavelmente ndo relacionado ao
tratamento (Stotét al, 1995b). Além disso, ocorreram achados esporadieocatrofia
testicular em animais tratados e controles. Em, eiesle cinco machos tratados com a
maior dose de 2,4-D (10 mg/kg, reduzida para 7,%kgnga 82 semana de estudo)
apresentou degeneracao testicular, aspermatogértsenuicdo da prostata (Dalgard,
1993).

5.2.5 Ovérios

N&o foram verificadas alteracbes consistentes 8o ges ovarios, uma
vez que foi observada diminuicdo em camundongofdéntratados com 15 mg/kg
(Serota, 1987), mas ndo em doses mais altas. Aémdacamundongos fémeas tratados
com 5; 150 e 300 mg/kg de 2,4-D foram observadodulod nos ovarios de

respectivamente 2; 4 e 5 animais, de um total darbfais por grupo (Stott al.,
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1995a). No entanto, nenhum efeito relacionado atartrento foi evidenciado apés
analise histopatolégica dos ovarios.

5.2.6 Adrenais

Em camundongos machos expostos a 15 e 45mg/kdg-d2 \Zrificou-se
diminuicdo do peso relativo das adrenais ap0s um cen exposi¢cdo, enquanto nos
animais expostos por 2 anos esse parametro estaventado (Serota, 1987). Esses

efeitos inconsistentes ndo estavam associadosrages histopatoldgicas.

5.2.7 Olhos

Em um dos estudos realizados com ratos utilizana® alta dose de 2,4-
D (150 mg/kg), foi verificada opacidade nos olhasatarata, com maior incidéncia em
fémeas (Jeffriest al, 1995).

5.2.8 Encéfalo

Em um estudo realizado em ratos (Serota, 1986)ficoer-se que
machos tratados com 45 mg/kg de 2,4-D apresentauaor incidéncia de astrocitomas
gue, no entanto, ndo tinham caracteristicas dergsrniaduzidos quimicamente. Esse
dado levou a suspeita de um possivel efeito cagéimoo do 2,4-D, que foi
posteriormente descartada devido a auséncia del@achieste tipo nos estudos mais
recentes (1995), que inclusive utilizaram dosessmalfias, como 75 e 150 mg/kg. O
potencial para induzir carcinogenicidade do 2,4eba gdiscutido mais detalhadamente

no item 10 deste parecer de analise.
5.2.9 Hipofise
N&o foram observadas alteracdes no peso ou histogat da hipdéfise

nos estudos cronicos; ressaltando-se, porém, gesmdesse 6rgao foi avaliado apenas
nos estudos de Serota (1986 e 1987; ratos e camgmsloe de Dalgard (1993, caes).

Pagina 57 de 198



| |_ Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

_'. Geréncia Geral de Toxicologia
—I < i—' Coordenac¢édo de Produtos Novos e de Baixo Risco
ANVISA

5.2.10 Imunotoxicidade

Em ratos, verificou-se que a dose de 150 mg/kguleévaliminuicdo do
numero de leucocitos apenas em fémeas, e somereahse realizada aos 6 meses,
mas nao nas realizadas aos 12, 18 e 24 mesesegleffal, 1995). Ainda, nas fémeas
dessa mesma dose verificou-se uma diminuicdo datbewiese apds 12 meses de
tratamento, que nao foi evidenciada nos animaiados por 24 meses. Esses resultados
podem indicar um efeito transitério do 2,4-D, gqumroeu em uma dose que induz
sinais de toxicidade sistémica como diminuicdo émhg de peso e do consumo
alimentar.

Em camundongos verificou-se aumento da incidéneida@matopoiese
extramedular no baco de fémeas tratadas com 3(Kyrdg/ 2,4-D e de cistos no timo
de machos tratados por 12 meses, que ndo foi ndeneiada apos 24 meses de
exposicao (Stotet al, 1995a).
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Quadro7. Descri¢do dos principais achados obtidos em raéwsyundongos e coelhos apds exposic¢éo cronicadn. 2,
Espécie, linhagem e n Idade e periodo Doses NOAEL .
e Via de exposicao Pureza (mg/kg/dia) Resultados relevantes (mg/kg/dia) Referéncia
Rins:
- 9 5 a45 mg/kgt dose dependente peso relativo (somente semana 104)
- Idade no inicio - 4 15 e 45 mg/kgt peso relativo (semanas 52 e 104) Definido
do teste: ~ 7 - 5 a 45 mg/kg: alteragdes histopatoldgicas (semada 104) pelos
semanas Autores: 5
- Ratos (CDF - 0: 1: 5: 15; Figado: o _ _ Serota,
Fischer 344) Oral - Exposicéo: - 45 mg/kg:1 atividade alanina aminotransferase (semana 104)
g 97,5 % 45 1986
(dieta) 104/105
- 60/sexo/dose semanas (~ 728 Tireoide:
dias) - 15 e 45 mg/kgtdose dependente peso relativo tireoide/paratirdoias? foi tendéncia), sem alteragéesDefinido pela
histopatolégicas associadas Anvisa: 1
- @ 45 mg/kg: | T4 semana 104 (leve, porém significativa; na semana 53: 1T4Q 15 mg/kg)
Outros:d' 45 mg/kg:1 astrocitomas (sem caracteristicas de tumoresithusiguimicamente).
Rins:
- 75 e 150 mg/kgt peso relativo (significativo apenas ém 24 meses), associado a alteracdes
histopatolégicas caracteristicas (apenas aos 1@sipeg gravidade especifica da urina (aos 6, 12 e 18
meses) e ao aumento da creatinina
Figado:
- 150 mg/kg/diat peso relativo (apenas- 12 e 24 meses), associado a alteragdes hiskogiats aos 12
- Idade no inicio (apenas?, inclusive de 75 mg/kg) e 24 meses.
dc;é?ﬁ;ia; ! Tireoide:
- 75 e 150 mg/kgt peso relativo (12 e 24 meses), correlacionagibda(todos os periodos) e a leves
- Ratos (CDF - Exposicio: 12 0: 5 75: alteracGes histopatolégicas apenasthd$0 mg/kg (12 e 24 meses)
Fischer 344) Oral p(15(; ' 96.45 % ’15'0 ' - Nédulos na tireoide (hiperplasia): 1/50, 1/5@07¢ 4/503 e em 0/50, 3/50, 3/50 e 3/50(24 meses) 5 Jeffrieset
(dieta) . ' al., 1995
- 65/sexo/dose 22;“;3'52/2%2/3; Orgéos Reprodutivos:
(50 T - 150 mg/kg:| peso relativo testiculos (12 e 24 meses), assbaateragdes macroscopicas (testicylos
animais/sexo/dol flacidos) e histopatoldgicas (12 e 24 meses); aocasilateral glandulas prepuciais: 0/10, 1/100 11|
se) 3/10 & apds 12 meses e em 1/50 de 150 mg/kg apds 24 ;niei@macdo cronica ativa glandulas
prepuciais: 2/50, 0/50, 3/50 e 7/80(24 meses)
Olhos:
- 150 mg/kg: opacidade nos olhos e catarata (nra@éncia ent)
Outros:
- 75 e 150 mg/kgy ganho de peso e consumo alimentgrcelesterol total
- @ 150 mg/kg:| leucécitos (apenas aos 6 meseshematopoiese (12 meses)
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Continuagac Quadro 7. Descricdo dos principais achados obtidos em,reémsundongos e coelhos apds exposi¢ao cronicado. 2

Espécie, q
linhagem e Via Idggif ggi”ggo Pué;ez (m D/ﬁs;e(;a) Resultados relevantes (rr’:l?lf%_ia Referéncia
ndmero animais posIG 9’k9 EIEIEIE)
Rins:
- 45 mg/kg €2 15 mg/kg:? peso relativo, correlacionado a alteragdes hiséficas (apenas erf)
1*
Figado:
- Idade no inicio - & 45 mg/kg: 1 carcinoma hepatocelular (leve: em 7/60; 8/60; 7/60 ¢ 11/60 & dos respectivos grupos) *porénzj, no
do teste: ~ 7 L estudo
semanas T|re0|£je_. N . . . T posterior
- Camundongos Hormdnios da tireoide nao foram avaliados. Naonfoemcontradas alterac¢des tireoidianas. realizado com
(BeCaFyy o - Exposigdo: 52 A . camundongos Serota,
ral AP Orgédos Reprodutivos: (Stottet al
g (10 97,5% | 0;1;15;45 . . . Lo . 1987
- 60/sexo/dose (dieta) animais/sexo/dosd -3 15 mg/kg: testlculos_/epldl_dlmos d|m|nU|dos_ em 2j6@Eemana 104), porém 0s achados de 1995a e
) ou 104 semanas atrofia/degeneracgao uni ou bilateral estavam Hisigios entre os grupos (respectivamente em 5/60; 1995b), o
(50 1/60; 4/60 e 2/60) NOAEL foi
animais/sexo/dosa - & 45 mg/kg/diay vesiculas seminais (em 5/60 animais x 2/60 ntralene 1mg/kg), sem alteragdes de 5 mg/kg,
) histopatoldgicas associadas uma dose
- @ 15 mg/kg:| peso relativo ovarios (semana 53) intermediaria
entre 1 e 15
Adrenais: mg/kg.
- & 15 e 45mg/kg} peso relativo adrenais na semana $2a semana 104, ndo associados a altera¢des
histopatolégicas (esses efeitos inconsistentes).
Dados apenas das fémeas, pois o estudo com maekeague ser finalizado devido a toxicidade
excessiva nas doses de 150 e 300 mg/kg (dimindef@so).
Rins:
- ldade no inicio - @ 150 e 300 mg/kgt peso relativo, correlacionado a alterag6es hisvijgicas
- Camundongos - @ 300 mg/kg: alteracdes histopatoldgicas (apenanekes)
(BeCsFyy s .
oy || TP | qong | 50 e s | Sgseta
- 60/sexo/dose Os hormdnios da tireoide n&o foram avaliados. M&mfi encontradas alteracdes tireoidianas.

animais/sexo/dose
) ou 24 meses (50
animais/sexo/dose

)

Orgéos Reprodutivos:

- Nédulos nos ovérios de 0, 2, 4 e 5/50 animaigegsectivos grupos, sem altera¢des histopatogia
associadas

- Nédulos no cérvix de 0/50; 1/49; 1/49 e 2{A8los respectivos grupos

Outros:
- @ 300 mg/kg:| ganho de pesot incidéncia de hematopoiese extramedular no bago

o))
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ao dos principais achados obtidos em resmsundongos e coelhos ap6s exposicdo cronicaldn. 2,

Espécie, q
linhagem e Via 'dfgifpgg{é%go Pureza (mg?/ﬁgzsia) Resultados relevantes (rr,:lgcl)lgllztli_ia) Referéncia
ndmero animais
Rins:
- 4 62,5 e 125 mg/kg; peso relativo (24 meses), associado a alteraggtepétologicas (12 e 24)
Figado:
- 4 62,5 e 125 mg/kg: levenddulos no figado (24 meses), considerado nacioeado ao
tratamento. Stottet al,
- 4 125 mg/kg: alteragGes histopatolégicas (24 meses) 1995b
- Idade no inicio TS *Recondugéo
- Camundongos do teste: ~ 7 T|re0|de.A . . ~ . do estudo
Os horménios da tireoide n&o foram avaliados. ;
(BsCaFyuacros semanas 3125 mglkg (24  cistos tireoidi a8/ 13/49 trol otteta
Oral , 0:5 6256 o/kg (24 meses): cistos tireoidianos (em no grupo controle) (Stottet al,
-60/sexo/dose | (dieta) - Exposicao: 12 | 26:4% 125 i i 5 1995a21com
(10 animais/dose) Orgaos reprodutivos _ ) ) _ ) machos
ou 24 meses (50 - 3125 mg/kg:1 peso relativo testiculos; testiculo de 14Gom atrofia moderada dos tubulps apenas,
T seminiferos e epididimo com azoospermia aos 12 sn@ga0 J controle também apresentqu utilizando
animais/dose) R : . P - , e doses
epididimo com oligospermia); testiculo de 2/&@om atrofia moderada dos tlbulos seminifergs e menores
diminuicdo dos elementos espermaticos do epididio® 24 meses (1/58 controle tambénmn '
apresentou ambos testiculos flacidos, atrofia naat#edos tlbulos seminiferos e epididimo com
diminuigdo dos elementos espermaticos).
- 62,5 mg/kg: ambas vesiculas seminais em 1£1(L.2 meses)
Outros:
- 125 mg/kg: cistos no timo (12 meses)
Rins:
- 5 e 7,5/10 mg/kg? nitrogénio ureico e creatinina do sangue, possigete correlacionado ds
0; 1; 5; alteracGes histopatolégicas observadas
7,5/10* (* na
- Idade no inicio 8% semana a Figado: - . . . N
do teste: ndo dose (_1e 10 foi| -5e 7,5/10*_mg/kg¢ atl\_/ldade da alanina aminotransferase, que pdde @srelacionado as
- Cées Beagle Oral inform é da reduzida para| alteragGes histopatologicas
(céapsulas 96,7 % 7,5 1 Dalgard,
- B/sexo/dose gelatinos | EXDOSiCA0: 52 mg/kg/dia, Tireoide: 1993
as) se rﬁ a n:fs (56 4 devido a Os horménios tireoidianos ndo foram avaliados. fd&m encontradas alteracdes tireoidianas.
dias) perda de pesq
excessiva dos| Orgados Reprodutivos:
animais deste| - 7,5/10* mg/kg: degeneragao testicular, aspernémese g prostata em 1/5.
grupo)
QOutros:
- 5 e 7,5/10* mg/kg} ganho de peso e consumo alimentaicelesterol sanguineo total
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5.3 CONCLUSOES DOS ESTUDOS SUBCRONICOS E CRONICOS

Os resultados foram consistentes em confirmar gum @ o 6rgao-alvo
do 2,4-D e que efeitos evoluem progressivamentendeeira dose-dependente, indo
desde aumento de peso relativo até alteracbepaistogicas e funcionais.

O NOAEL dos estudos subcronicos foi definido em d/kg/dia para
roedores, com base nos achados histopatolégicassrerem 0,3 mg/kg/dia para céaes,
com base em alteracdes nos marcadores da fungio ren

Conforme ja discutido mais detalhadamente no iteda parte Il deste
parecer de analise, com base nos estudos de tmédtioa concluiu-se que o cdo nao € a
espécie animal mais apropriada para extrapolacddsdo para a saude humana e,
portanto, o NOAEL obtido a partir dos estudos meamlos em cdes ndo pode ser
utilizado para o estabelecimento de valores de&efea para humanos.

O NOAEL dos estudos cronicos foi definido em 1 mglia para
roedores, também com base nos efeitos renais, ® rgykg/dia para caes, com base
em achados de patologia clinica e histopatologmbdfa os resultados ndo tenham
mostrado a maior susceptibilidade dos cdes nogdastaronicos, isso pode ser

explicado pelo fato de ndo terem sido testadassdus@ores nessa especie.

6 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DO 2,4-D

Alteracdes genéticas em células germinativas e tiara estdo
associadas a efeitos graves na saude humana. Msitagd células somaticas podem
causar cancer caso ocorram em proto-oncogeness gepeessores de tumor ou em
genes de reparo de danos ao DNA. O acumulo de aamiNA em células somaticas
também pode estar associado ao desenvolvimentordicdes degenerativas, como
aceleracdo do envelhecimento, disfuncéo imune, gdgsenardiovasculares e doencas
neurodegenerativas. Por outro lado, mutacdes nams@erminativas podem levar a
abortos espontaneos, infertilidade ou danos hellgwelas geracdes subsequentes
(EFSA, 2012).

A Lei 7.802, de julho de 1989, estabelece a prawido registro de
agrotoxicos que revelem caracteristicas mutagén@abBecreto 4.074, de janeiro de

2002, que regulamenta esta lei, determina que bigooo registro de agrotoxicos
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considerados mutagénicos, capazes de induzir magagiiservadas em, no minimo,
dois testes, um deles para detectar mutacdes gémeedizado, inclusive, com o uso de
ativacdo metabdlica, e o0 outro para detectar matacOromossdomicas. Para
compreender a legislacao brasileira, € importagmebtar primeiramente que efeitos
mutagénicos ndo devem ser confundidos com efeiostgxicos.

Ha importantes diferencas entre os conceitos detgeicidade e
mutagenicidade. Mutagenicidade refere-se a indulddioalteracbes permanentes e
hereditarias na estrutura do material genéticoéllslac Essas mutacdes podem ocorrer
em um Unico gene ou em um conjunto de genes erapwssomos (Dearfield, 2002).
Ou seja, incluem-se no conceito de mutacbes asagbbes cromossOmicas estruturais
(clastogénese) e numéricas (aneugénese). Genddéce um termo mais amplo que
se refere a habilidade da substancia interagir@®NA ou com o aparato celular que
regula o genoma, tais como fusos mitéticos e topoisases, alterando a estrutura, a
informacdo ou a segregacdo do DNA. A genotoxicidael® sempre est4 associada a
mutagenicidade, pois engloba todos os tipos desdaadNA (inclusive mutagénese),
engquanto mutagenicidade se refere especificameanthigdo de mutacdo nos genes ou
cromossomos. Portanto, para a analise da genatageisdo incluidos ensaios que
fornecem indicacdo de dano ao DNA mesmo que naodvwagiéncia direta de mutacao,
caso dos ensaios de sintese ndo programada de d&Nfgca de cromatides-irmas, de
guebras de fitas de DNA, de formacédo de aduto dé& BNle recombinacdo mitética
(EFSA, 2012). Esses ensaios mensuram eventos quesaw por eles mesmos,
transmissiveis de célula a célula ou de gerac@aggo (USEPA, 2012).

Ensaios de genotoxicidade incluem qualquer tipestedo que avalie a
funcdo celular envolvendo dano ou interferénciarapicacdo ou no reparoao DNA.
Efeitos mutagénicos sao tipos de efeitos genotéxiog efeitos genotdxicos podem ser
transitorios, jA os efeitos mutagénicos sdo persiss e geralmente ndo podem ser
reparados. Consequentemente, efeitos genotdéxicos he&editarios ndo resultam
necessariamente em efeitos adversos ao organisgevabmente ndo sao suficientes
para predizer esses efeitos (USEPA, 2012). Ou sejgenotoxicidade auxilia no
entendimento dos efeitos adversos de uma substameia ndo € suficiente para
determinar efeitos hereditarios na avaliacao am rjPearfield, 2002).

Apesar de haver uma grande variedade de testesapat@mcdo da

genotoxicidade, as agéncias regulatorias, inclusiveBrasil, focam primordialmente
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em ensaios que determinem caracteristicas mutagérdos agrotéxicos, isto é,
alteracdes hereditarias no DNA que podem levar egerd/olvimento de doencgas.
Enquanto dados de genotoxicidade podem ajudar ngreensao da trajetdria do
resultado adverso de uma substancia quimica, o ¢eles € menor na avaliacdo do
risco do que os especificos para mutagenicidadée Gassaltar que, apesar de
possuirem um peso menor, eles podem ser determsng@ata se concluir sobre a
mutagenicidade de uma substancia, quando utilizagzhya mensurar o peso da
evidéncia (USEPA, 2012).

A agéncia reguladora americana (USEPA), por exenrmglguer como
testes mutagénicos um ensaio de mutacao reverbaagrias (para detectar mutacdes
pontuais, responsaveis por muitas doencas gendiizasmnas e por mutacdes em
oncogenes e genes supressores de tumores), ura ieng&io em células de mamiferos
(para mutagdo pontual ou para aberracdo cromosspmic que detecte esses dois
desfechos) e um estudo citogenéiitwivo (para detectar aberracdo cromossémica em
células de medula Ossea ou para detectar danoewédtigo pela formacao de
micronucleo). A USEPA considera que estuihogivo tém maior peso para determinar
0 potencial mutagénico, pois 0s ensainsvitro ndo consideram a resposta do
organismo ao dano do agente toxico, ou seja, aapacidade de desintoxicacdo. A
USEPA ressalta que testes de genotoxicidade inclgeahquer tipo de estudo que
avalie fungdes celulares envolvendo dano genétiterferéncia com a replicacdo ou o
reparo génico. Diferentemente dos efeitos mutagénigue sdo permanentes e muitas
vezes ndo reparaveis, outros efeitos genotoxicaslngente ndo exibem essas
caracteristicas. Consequentemente, efeitos gewotdxido hereditarios ndo levam
necessariamente a efeitos adversos no organismo gomntodo e, por essa razao, nao
sdo um prognéstico confiavel desses efeitos (USEBA?).

A agéncia europeia (EFSA) também baseia suas esddincipalmente
em ensaios que acessam desfechos relacionados agemioidade (aberracdo
cromossOmica, aberracdo numeérica e mutacdes pshtdaicialmente 0s ensaios
requeridos saan vitro e, havendo resultados positivos, equivocos oungiasivos,
pode ser necesséria a realizacdo de ensaiggo. Os ensaio vivo irdo confirmar a
mutagenicidade da substancia, devendo, portantdjrme mesmos desfechos dos
ensaiosn vitro. Entretanto, ha ensaios de genotoxicidade queséitos nessa etapa,

pois sao suficientes para comprovacao dos ressltaddtro, como o ensaio de cometa
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e de sintese ndo programada de DNA. Esse Ultimacerontudo, é limitado, pois se
aplica a substancias com efeitos genotoxicos damexhno figado, € pouco pratico e
possui sensibilidade questionavel, por isso temm palico utilizado (EFSA, 2012).

Ao encontro das metodologias de acesso a mutagadeiadotadas pela
USEPA e pela EFSA, especialistas em genotoxicidadeordam que se um ou mais
ensaiosin vitro sdo positivos e nenhum efeito € detectadovivo, o risco de
genotoxicidade é baixo (Thybaudt al, 2011). Resultados negativas vitro
usualmente sao indicativos fortes de auséncia dwagenicidade. Entretanto, ha
excecdes, e algumas moléculas, mesmo com ensajasivios in vivo, podem ser
mutagénicas. Assim, se houver indicacdo de que esamsmos ou rotas do
metabolismo da substancia ndo podem ser acessadio, € necessario realizar um
ensaio in vivo ou deve-se considerar a necessidade de modificagd®istema
metabdlicain vitro (EFSA, 2012).

Embora muitos testas vitro sejam rotineiramente utilizados e aceitos
pelas autoridades reguladoras, eles apresentatadies importantes que dificultam a
predicdo do potencial mutagénico ou genotoxico d® lsubstancian vivo em
mamiferos, especialmente em humanos. Essas liregagicluem: inexisténcia de
ativagdo metabdlica semelhante a humana, ausénaa takicocinética,
supersensibilidade em relacdo aos testes/ivo, baixa especificidade e culturas
celulares nem sempre relevantes para predicdo nietoyécidade em drgéos-alvos.
Assim, nenhum testim vitro € capaz de substituir um testevivo, sendo necessaria
uma bateria de testas vitro para determinar a genotoxiciade de uma substancia
(Thybaudet al, 2011).

Andlises mais complexas também podem auxiliar riaraénacao do
potencial genotoxico das substancias. A Toxicogecem® a aplicacdo de métodos de
gendmica para tratar de questdes no campo da Togiappodendo ser definida como
0 estudo da relacdo entre estrutura e atividadgetoma e os efeitos adversos de
agentes exdgenos. As alteracdes na expressao dipgeeina como um resultado da
exposicdo a um produto quimico toxico ou agentedipodem ser medidas em
praticamente qualquer tecidim vitro ou in vivo). A Toxicogendmica é um campo de
rapido desenvolvimento e devera ter um grande itopam ambas as areas de
Toxicologia Genética e carcinogenicidade, comoltada de uma maior compreensao

desses processos. O aumento da compreensdo dadbioldgicas envolvidas na
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genotoxicidade e carcinogenicidade irA promoveresedvolvimento de melhores
ferramentas para avaliar esses parametros. Essas ntetodologias ja permitiram
avancos no entendimento das respostas moleculaledares e teciduais pela
constatacédo de que alteracbes nos padrdes de indagxpressédo de genes podem ser
caracteristicas de classes especificas de comptistie®s e a identificacdo dessas
impressOes digitais distintas pode ajudar a claasifos agentes com diferentes
mecanismos de acdo. Com as novas metodologiasgieogiendmica tem o potencial
de reduzir a quantidade de testes normalmente s@@es para definir um modo ou
mecanismo de agdo. Assim, 0Ss avancos na Toxicogeadrpermitirdo o
aperfeicoamento dos meétodos de identificacdo eiag@a dos toxicantes e de
monitoramento da exposicdo e provavelmente acedretalteracbes na Toxicologia
Regulatoria (Aardema, 2002).

6.1 AVALIACAO DAS EVIDENCIAS EXPERIMENTAIS DE MUTAGENICIDADE
DO 2,4-D

6.1.1 Testes vitro em células procariotas

Os resultados do 2,4-D no teste de Ames, para léagd@ inicial de
mutacBes pontuais, sdo negativos, conforme dadoeeldtdrio da EFSA (2014b),
documentos da USEPA (2012) e revisdes da literatema Stackelberg, 2013). No
guadro 8, sdo apresentados 0s resultados dos destsies protocolados na Anvisa,
todos com resultados negativos. Vale ressaltar gaerecente relatério da EFSA
(2014b), ha alguns estudos adicionais que nao fpratcolados na Anvisa como, por
exemplo, o de Andersen e colaboradores (1972), quastambém tiveram resultado
negativo e por isso ndo foram solicitados as eraprdstentoras de registro de 2,4-D.

Kappas (1988) foi o unico autor que, em um estudbligado na
literatura, encontrou aumento de coldnia reveeteptrelacdo dose-resposta no teste de
Ames para a cepa TA97a incubada com 2,4-D e coracdid metabdlica (a partir de
250 pg/placa). Entretanto, o indice de mutagerdegdai menor do que dois, o que,
segundo os critérios de positividade para esse de@nsaio, significa que ele foi
inconclusivo. Testes inconclusivos devem ser raprigbs nas mesmas condicdes para

gue as davidas possam ser sanadas. Na imposdibkildssa repeticdo, apenas ensaios
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em células eucariotas ou ensaiyivo poderdo esclarecer sobre a mutagenicidade da
substancia. Para as demais cepas avaliadas nést® €$A98, TA100, TA1537,
TA1538), o resultado foi negativo (Kappas, 1988).

Como existem dados inconclusivos de mutagenicida@i® a cepa
TA97a e considerando que a cepa TA102 é respons@éspécies reativas de oxigénio
(Kappas, 1988; Nielsest al, 2008), deve-se levar em consideracdo algunsi@speos
resultados dos ensaios de Ames realizados comodsitps técnicos a base de 2,4-D.
Os resultados de mutagenicidade com as linhaged®Z,AA97 e TA1537 (quadro 8)
foram considerados negativos, mesmo com alguns dplesentando certas limitagdes.
Cabe ressaltar que as cepa TA97 e TA1537 posstienpisimario de reversao do tipo
CG, nédo sendo boas cepas para a deteccao de nogdyatantes.

Diante do exposto, ndo ha evidéncias sobre a nitagade do 2,4-D
nos testesn vitro em células procariotas, mas € importante avaligotencial de

mutacao pontuah vivo e em células eucariotas.

Pagina 67 de 198



_! \ |_ Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

" Geréncia Geral de Toxicologia
—l i—’ Coordenacéo de Produtos Novos e de Baixo Risco
ANVISA

Quadro 8. Avaliagdo da mutagenicidade do 2,4rDvitro em células procariotas.

Referéncia Pureza Cepas utilizadas Delineamento Resultados Limitacdes, inconsisténcias e considera¢des Concluspes
(ea) relevantes da Anvisa
Lawlor e Salmonella Seis concentragdes: .
Valentine, 96,1% typhimurium:TA98, - S:cl)z:::asg' 333 a 1000p Citotoxicidade a partir de 3330 ) Ner?]ittl;/oé%ara
1990 TA100, TA1535, f‘gspem <o: 100 a 667D ug/placa. pomfal
(RE) TA1537 e TA1538. ug/placa.
Henriques, Salmonelia ?lrgg;oréc;nt;%%oez: 1000 Média de coldnias revertentes do controle | Negativo para
1993 90,0% typhimurium:TA97, ’ Citotoxicidade em 5000 pg/placa : . o g P
ung/placa. negativo maior do que a média do controle mutagéo
(RE) (75%) TA98, TA100 e . sem S9. o
TAL02 - Sem S9: 1000 a 5000 historico. pontual.
' ug/placa.
. ~ . Média de colbnias revertentes do controle
Cinco concentragdes: ; -
Henrigues Salmonella -~ Com S9 200 a 1000 negativo (e dos tratados) acima do controle Neqativo para
ques, o typhimurium:TA97, ’ Citotoxicidade a partir de 160 histérico do laboratério para TA98 (com S9) e g P
1994 95,0% ung/placa. d : o [ mutacdo
TA98, TA100 e . pg/placa para a cepa TA97 sem $9TA102 (com e sem S9). A citotoxicidade ocorrgu
(RE) - Sem S9: 40 a 200 . . pontual.
TA102. ug/placa em uma dose muito baixa com a cepa TA97 sem
) S9.
Salmonella Cinco concentragoes: Espagamento muito grande entre as Neqativo para
Gava, 1998| 97,1% typhimurium:TA98, | - Com e sem S9: 0,001; Citotoxicidade em 5 ma/mL concentragfes testadas. Entretanto, outrog r?wta a%
(RE) TA100, TA1535e | 0,01; 0,1; 1,0 e 5/ 9 ) estudos, que utilizaram concentra¢des ontlj;al
TA1537. mg/placa. intermediarias, corroboram esse resultado. p )
Citotoxicidade nas concentracdes
mais altas.
Cepa TA1537 com S9: 1
Do Val Salmonella Cinco concentracses: estatisticamente significativo de Neqativo para
' 98,39 % | typhimurium:TA98, 9, y . revertentes (p=0,004). No entanio, Espagamento muito grande entre as 9 P
2006 - Com e sem S9: 130, 216, ~ - ~ mutacao
(RE) TA100, TA102, 360. 600 e 1000 ua/placa. | & razoes de mutagenicidage concentragbes testadas. ontual
TA1535 e TA1537. ! Ha'p | estavam abaixo do limite de P '
significancia biolégica 1 menor
que 3 vezes) e ndo houve relagdo
dose-resposta.
Flugge, 98.4% ¢ hiSr:lljrrTi]l?r?f'llli% Cinco concentracdes: Negativo para
2009b 70 yPI’AlOO TA102 " | - Com e sem S9: 31,6 |a Citotoxicidade em 3160 pg/placa - mutagao
(RE) TA1535 ,e TA15é7. 3160 pg/placa. pontual.

Legenda: ea=equivalente acido; RE=relatério dedegpuotocolado na Anvisa; S9=ativagdo metabdlica.
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6.1.2 Testem vitro em leveduras

No quadro 9 foi incluida a avaliagcdo de um estualditdratura que teve
resultado claramente positivo para a inducdo dexgdes em leveduras. Entretanto, a
USEPA também avaliou esse estudo e considerou lgueera menos for¢ca do que
aqueles realizados em mamiferos, especialmenia oo (USEPA, 2012). Assim,
havendo comprovacdo da inexisténcia de mutacaaaoatm mamifero vitro e in
vivo, ndo se pode concluir sobre a mutagenicidade 4@ Z;0m base apenas nesse

ensaio.

Quadro 9. Avaliagao da mutagenicidade do 2,4rDvitro em leveduras.

Limitacoes,
Referéncia e Delineamento Resultados MERTEEEERS € ComElEEs
a consideracoes da Anvisa
relevantes
Saccharomyces  cerevisige 2,4-D induziu
linhagem D7tsl  (cepaconversdes génicas |e
L ~ - Resultado apresentado
diploide). mutagfes reversas com o L
e - . NN como a média de 5
Verificagdo de mutagOesefeitos citotéxicos

| experimentos
"independentes sem |0
desvio-padrao.

reversas, conversao génicanoderados (63% d
mitdtica e taxa  de sobrevivéncia).

sobrevivéncia. - Resposta dose e tempo A o
X : ; - Auséncia de avaliacdp
Experimentos: dependente, que atingju o )
e ~ - estatistica da conversdo
- Inicial: 8 mM de 2,4-D por platé com 5h, sugerindp = -
. > e da reversao. Positivo
4h. saturacao (a partir de 5h = ; -
- s .~~~ Nao foi utilizado para
Venkovet 100% | Avaliacdo da cinética: 8 a taxa de sobrevwenuaCOntrole ositivo mutacso
al., 2000 °| mM de 2,4-D por 1, 2, 3, 4, estava abaixo de 60%), Asp dirétrizes ontlfal
(AC) 5e 8h. Os autores citam que P )

- ) . referentes aos testes ge
- Avaliacdo dose-resposta: |4testes anteriores com |a

(884 pg/mL), 8 (1768 cepa D7 ndao mostrara n?:;}ioztgé(:jcsldade con
pg/mL) ou 16 mM (353§ a indugdo de efeitOSSaccharom ces
pg/mL) de 2,4-D por 4h. genotoxicos pelo 2,4-D, cerevisiae (YI'G 480 e
- Sem S9. mas que a mutacdo tsl .
. . e 481) foram excluidas
Realizados 5 experimentgsaumenta a sensibilidad ela OECD em 2014
independentes para cagalo teste, pois facilita 2 P '
concentracdo e tempo deanternalizagédo de
exposicao. diferentes substancias.

D

Legenda: AC=artigo cientifico; S9=ativagdo metatali

6.1.3 Testem vitro em células de mamiferos

Foram avaliados os testes vitro em células somaticas de mamiferos
realizados pelas empresas detentoras de regisgtde e os publicados na literatura,
conforme pode ser observado no quadro 10.

Os resultados considerados positivos por algunsresiem estudos da
literatura com o ingrediente ativo 2,4-D (Ahmet al, 1977; Pavlicaet al, 1991;
Durward, 1994) ndo preenchem os critérios regutsdte analise para positividade ou
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apresentam inconsisténcias e limitagdes importantesmpossibilitam uma conclusao
definitiva. Portanto, os estudos avaliados parprodutos técnicos a base de 2,4-D séo
todos negativos ou inconclusivos (quadro 10). T@jgvara produtos formulados ha
alguns estudos na literatura cientifica que mostrasultados positivos: Zeljezic e
Gara-Vrhovac (2004) e Mustonen e colaboradores6)l8Bservaram a ocorréncia de
aberragc6es cromossdmidasvitro apos a exposi¢ao de linfocitos humanos a produtos
formulados a base de 2,4-D. Apesar de Burrough®labaradores (1999) terem
observado a ocorréncia de microndcleositro em linfocitos humanos expostos a um
produto a base de éster de 2,4-D, esse estudorfsiderado inconclusivo pela Anvisa.
Recentemente, um estudo vitro foi realizado pela Forca Tarefa
(Schisler, 2013) em células germinativas de mamifevario de hamster chinés) e
protocolado na Anvisa. Os resultados desse estiedaritos no quadro 11, também nao

mostraram efeitos mutagénicos relacionados ao 2,4-D
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Quadro 10. Avaliacdo da mutagenicidade do 2,4rDvitro em células somaticas de mamiferos.

Referéncia | Pureza Delineamento Resultados LITIEGEES, MESEHENEES @ CEnENEIES o
consideracdes relevantes Anvisa
Avahagao da frequenCJa de 0,01 mM: indugdo de mutagdes em células V79, dese-| - Auséncia de controle positivo. .
Ahmedet mutagdes em cultura de células d8 P = ; o Inconclusivo
z ependéncia (testada apenas 1 concentragdo). - 24-D mais téxico nas menores =
al., 1977 NI pulméo de hamsters (V79). DG . P ~ . - para mutacao
~ i 1 nao reproduzivel na frequéncia de mutacao (apkerasaio| concentracdes.
(AC) - Concentracéo 2,4-D: 0,01 mM o S = pontual.
- Exposicao: 48h em triplicata). - Utilizada apenas 1 concentracao.
. o - Nao utilizado controle positivo.
Analise de aberragoes - Nao houve contagem de células antes d
Korte e cromossémicas e da troca ¢e Indice mitético: levé dose dependente, mas ndo significativaﬁcuba %0 com o '?ratamento e nem ah ésﬁlegativo para
Jalal cromatides-irmés em cultura de- 50 e 60 pug/mL? significativo de lacunas e deleg6es. Qua1dnc1)esm§ o autor comentando ueF ' aberragao
1982, NI linfécitos humanos. lacunas e delegdes foram avaliadas separadamenmtee h rocedimento leva & alta perda celulgr cromossomica.
- 8 concentracdes de 2,4-D: 0/2significativo da proporgéo de lacunas com 60 pg/mas nao P a p )
(AC) .10 90- 20- AN- ~ - Resultados positivos devem der .
2; 10; 20; 30; 40; 50 e 60 pug/mL} de delegGes. interpretados ~ com  cautela Lando Positivo para
- 4 réplicas (de 4 individuos). - 10 a 60 pg/mLy significativo troca de cromatides irmas. P d ltas d q éhenotoxicidade.
- Exposicao: 48h encontrados apenas em altas doses con) afta
) citotoxicidade.
-2,4-D Avahagacg . de aberragoes_ 2,4-D puro: 0,500 mM jé foi toxica. o e .
cromossdbmicas em cultura e . - . - - N&ao foi utilizada S9. 2,4-D puro:
puro o N - PF: toxicidade evidenciada apenas na concentrdgdig500 = . . .
linfécitos humanoén vitro. mM de fenoxiacidos - N&o analisou 300 metafases por grupo.| nhegativo para
- Concentragbes 2,4-D purp: ) . - Metodologia e resultados da avaliacdo|de aberracédo
Mustonen -PF ) ) . - 0,500 a 1,25 mM - PR: dose-dependente e estatlstlcamentet - . S
0,125; 0,150; 0,200; 0,350 mM. | .7'~_~ _ - P citotoxicidade nao informados. cromossémica.
etal, 1986 | (550g/L | ° ~ . . N od 0sllgnlflcatlvo de aberragdes cromossOmicas. P . .
Concentragfes PF: 0,125; 0,25 - . Citadas unidades diferentes para o produto
(AC) de sal de| . 1 Autores sugerem que o PF pode possuir contaminaotes . -
; 0,500; 1,0 e 1,25 mM de acido_;: A . puro (uUM) e formulado (mM), mas na PF: positivo
amina A atividade clastogénica, como o clorofenol e seusvattos g ~ ~
fenoxiacético. i . tabela e no gréfico as concentracdes [dopara aberracéo
de 2,4- (encontrados na andlise qualitativa do produtog possuem | x o
- Sem S9. N ~ P . dois produtos sdo apresentadas em mM.| cromossémica.
D) - Exposicio: 24h indicios de acdo mutagénica conforme literatura.
Avaliacio de mutantes HGPRT - Ausepcu_a de controles positivo e negativo.
em fibroblastos de hamster chinés - Auséncia dos dados de frequéncia |de
(V79) mutac¢do, apresentada apenas a curva. Inconclusivo
Pavlicaet : Coﬁcentra Ses 2 4-D: 10. 25|e - Auséncia de andlise estatistica. para mutagao
al., 1991 NI & T T . ~ - - Citotoxicidade da dultima dose ngo pontual e
100 pg/ml. - 2,4-D levou a uma indugdo dose-dependente daa;ies. = . . =
(AC) . Experimentos em triplicata revelada, ndo sendo possivel saber se ¢la éaberracédo
i Exposi 0 1h P ) vélida para a analise de mutagao. cromossomica.
poSIGao: . - Apenas 3 doses de analise em vez de 4.
- Tempo curto de exposi¢éo ao 2,4-D.

Legenda: AC= artigo cientifico; NI= nédo informadRE= produto formulado; S9= ativagdo metabdlica.
Quadro continua na préxima pagina.
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Continuagac Quadro 10 Avaliacdo da mutagenicidade do 2,4rDvitro em células somaticas de mamiferos.

Referéncia | Pureza Delineamento Resultados LITEFELES, MEpnSEnErs & ComelEEs
consideracdes relevantes da Anvisa
Avaliagdo da inducdo de mutacdo géniga- > 937,5 pg/mL - sem S9: leve na frequéncia de¢
no lécus da timidina quinase (TK) em | pequenas col6nias mutantes. - Resultados negativos em tratamemo?nconclusivo
Durward, células de linfoma de camundongo - 625 pg/mL (Exp 1) e de 937,5 pg/mL (Exp 2) - ¢ | curtos (3h a 4h) devem ser confirmados =
X RS ~ ; . 1« para mutagao
1994 99 8% linhagem L5178Y TK +/- 3.7.2c. 1 significativo e dose resposta de mutagdes. repetindo-se o0 teste com atlva(;aoD ontual e
(RE) A Experimento (exp) 1: 78,1; 156,25; - Exp 1; 625 pg/mL? sutil grandes coldnias mutantes.| metabdlica por 24h. gberra 50
312,5; 625; 937,5 pg/mL. - Exp 2; 937,5 ug/mL? notavel (>4x) pequenas colénias Embora ndo tenha excedido o limiar deromossgmica
- Exp 2: 156,25 a 1250 pg/mL. mutantes. fundo, ha dose-dependéncia e aumeg ntd
- Com e sem S9 e em duplicata. - 2,4-D: frequéncia de mutacdo ndo excedeu limer ceproduzivel na frequéncia de mutacéo. )
- Exposicdo: 3h fundo (126x18+ controle negativo).
Andlise de aberra¢des cromossdmicas por - Frequéncias de MN obtidas nédo | .
P . - . nconclusivo
Burroughs MN em linfécitos humanos: - Apenas um herbicida apresentou curva dose-respost apresentadas, mas apenas os graficos dos =
S . S o para aberraca
etal, 1999 PF - 1000 linfocitos binucleados. significativa. produtos com resultado positivo para MN CrOMOSSAMica
(AC) - 4 misturas surfactantes comerciais e 12- Todos os adjuvantes testados apresenténam esses achados negativos ndo podem ser
PFs (6 a base de clorofenais). frequéncia de MN e curva dose-resposta signifiaativ | considerados na avaliagdo do 2,4-D.
A o ~ | Sangue total: leve, porém significativo} dose-reposta - Um doador do exp 1 tinha 43 anos e dp 2
Avaliacdo de aberracdes cromossdmicas. =, o . ;
X ~ .. N0 numero de MN em apenas 1 dos 2 doadores, o |nfaiscitada somente a faixa de idade (26145
por MN e proliferacdo celular (indice P o o . A T
o P . -~ ] velho (43 anos). Sabe-se que os niveis de MN s@ileid anos): idade maxima estipulada pela diretriz
mitotico — IM — e indice de replicacédo - .
IR) _epc}en_dente_s. _ OECD 487 € de 35 anos.
1A Ex.erimento in vitro ne 1- Linfécitos isolados; 0,3 mM 2,4-D 1sutil, ndo| - N&o utilizada S9.
p : ... .| significativo, mas com dose-resposta significativa. - Tratamento com 2,4-D iniciado 24h ap6dNegativo para
98% Cultura de sangue total ou de linfocitps . . A o . ~ ) . '~
Hollandet . - . |. - Autores concluiram que héa pouco significado lgao | estimulacdo com fitohemaglutinina, em vez aberragéo
isolados de 2 voluntarios saudaveis . . . ; ) . ~ S
al., 2002 fesse resultado: valores estavam na faixa mais lol@g| de 44-48h apos a estimulagdo (OECD 487rromossdmica
-PF homens, de 31 e 43 anos. N . Lo . .
(AC) . niveis normais de adultos saudaveis. Consideraram oContados MN em 1000 linfécitos
Concentracdes: 0,001 a 1 mM. fei 5xico d L d bi lead d .
Experimento in vitro ne 2: efeito genotox_lco o 2,,4-_D por MN minimo e dentasd binucleados. OECD etermlna_l_ZOQO ou que,
P p valores normais aceitaveis. quando menor e sem significativo, o
Cultura de linfécitos isolados de |5 . ~ . . . . . . .
- Proliferacdo: | na maior dose para o IAfna menor| ensaio seja repetido com mais células|ou
voluntarios, 2 homens e 3 mulheres, ertrg ~ NP
ose para o PF. concentragdes menos citotoxicas.
26 e 45 anos . . . L =
~ . - Autores concluiram que outros ingredientes do|RFResultados similares no PF (dados néo
Concentragdes: 0,005 e 0,3 mM. . .
podem ser responsaveis pelos efeitos observados. apresentados).
Zeljezic e Avaliacio de aberracdes cromossémitas 1 significativo quebras de cromatides e |deCitotoxicidade ndo avaliada.
Garaj- PF 18530 § "Cromossomos, MN e brotos nucleares (X contfoleAvaliacéo de apenas 2 doadores (mas elé¥sitivo para
em linfécitos humanos. . . ~ o <
Vrhovac, (500 negativo). eram jovens, ndo fumantes e sem historico aberracdo
- 0,4 e 4ug/mL, com e sem S9. AP f - s o
2004 mg/mL) i -S9: 1significativo quebras de crométides e MN (X seme exposicdo a agrotoxicos). cromossbémica
- Exposigédo: 24h - ~
(AC) S9). - Avaliacdo de apenas 2 concentracges.

Legenda: RE= relatério de estudo protocolado nasanAC= artigo cientifico; 1A= ingrediente ativo; PFroduto formulado; S9= ativagdo metabdlica ; MNsrondcleos.
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Quadro 11.Avaliagdo da mutagenicidade do 2,4rDvitro em células germinativas de mamiferos.

Limitagdes,
Referéncia | Pureza Delineamento Resultados |ncons_|stenC|~as € Conclus_oes ey
consideracdes Anvisa
relevantes
Avaliagcdo de mutacbes )
diretas em células de Citotoxicida | - 2210 Hg/mL com S9: Negativo para
Schisler, 98.710¢ ovério de hamster chinés| de a partir e?:ctess_o_ged mutac&o pontual
2013 /2701 in vitro (CHO-HPRT). ciiotoxicidade 5
(AC) Concen(tragﬁes: 138),1; ﬁZ/}fB 0 (sobrevivéncia celular cr?)r?w?)irsrgr%?ga
276,3; 552,2; 1105; 2210 ' relativa <10%). '
pg/mL com e sem S9.

LegendaAC=artigo cientifico; S9= ativacdo metabdlica.

6.1.4 Testem vivo para detectar mutagcées &rosophila melanogaster

6.1.4.1 Testem vivoem células somaticas @gosophila melanogaster

Dois estudos, descritos no quadro 12, avaliaraenatgxicidade do 2,4-
D em células somaticas de drosofilas e tiveramitesu positivo (Tripathyet al., 1993;
Graf e Wurgler, 1996). Entretanto, no Teste da Manda Asa realizado por Graf e
Wurgler (1996) a positividade sO foi conclusiva garecombinacdo somatica,
considerada evidéncia de genotoxicidade, mas nadomdé&cao ou aberracdo
cromossOmica. Além disso, no outro tipo de ensa@tizado pelos mesmos autores, 0
Teste da Mancha do Olho, o 2,4-D foi claramente n@idagénico. Tripathy e
colaboradores (1993) também encontraram resultpdsgivos, mas ndo é possivel
concluir se ha positividade para mutacdo e abesragdmossémica ou apenas para
recombinacdo somética, pois ndo houve contabilizagd individuos heterozigotos
balanceados.

Madrigal-Bujaidar e colaboradores (2001) acredigue os resultados
controversos sobre o potencial genotoxico do 2g&®possivelmente devidos ao efeito
de impurezas nas amostras ou ao sistema/paransgoico avaliado em cada teste.
Citam como exemplo de resultado dependente darsagparametro utilizado o caso
das respostas opostas obtidas nos dois testesicmngdalizados em drosofilas por
Graf e Wurgler (1996) anteriormente descritos: entpu 0 Teste da Mancha do Olho
produziu resultados negativos, o Teste da Manclfesddeve resultado positivo.

A partir das andlises desses dois estudos em dassdfao foi possivel

concluir sobre a capacidade do 2,4-D de induziagags e aberragcdes cromossémicas.
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Quadro 12. Avaliagdo da mutagenicidade do 2,4rvivoem células somaticas @rosophila melanogaster

Referéncia

Pureza

Delineamento

Resultados

Limitagdes, inconsisténcias e
consideracdes relevantes

Conclusdes da
Anvisa

Tripathy, et
al, 1993
(AC)

98%

Teste da Mancha da Asa: dete
recombinagcdo mitética e Varid
tipos de mutagdes.

- Larvas transheterozigotas expos
por todo o periodo larval (48 e 7
h) nas concentracdes de 2,5; 5 e
mM de 2,4-D (esta Ultima foi
DLsg).

‘t'as e 10 mM; 48h1frequéncia de manchg
‘Spequenas e grandes.

- 5 mM; 72h: 1 frequéncia de manchg
grandes.

as 10 mM; 72h: tfrequéncia de manchs
Jpequenas, grandes e gémeas.

1% resultado para a frequéncia de mang
L gemeas foi inconclusivo para as dem
doses e tempos de exposigdo.

A inducéo de manchas foi dose-depende

S

Nao foi
sresposta.
N&o foram contabilizadas as manc
sdas asas dos individuos heterozigg
balanceados. Por isso, ndo é poss
hasncluir se o resultado positivo deco
ade mutagbes ou de recombinagdes.
Néo foi fornecida a frequéncia d
nteutacao.

feita estatistica da dos

_ Positivo para
genotoxicidade, mas
as inconclusivo com
relacdo ao evento qu
tos ¢, . AN
€ induzido:
vel : ~
re recombinacao e/ou
aberracéo
cromossdmica e/ou

mutacao.

e

4%

e

Graf e
Wurgler,
1996
(AC)

NI

Teste da Mancha da Asa: dete
recombinagcdo mitética e Varid
tipos de mutagdes.
- Larvas de 3° estadio expostas [
48h ao 2,4-D nas concentragdes
25mMe 5 mM.
- Experimento
duplicata.

realizado ey

- Transheterozigotos:? significativo de
manchas simples pequenas e grandes
ctnanchas gémeas.
s- 5 mM; heterozigotos balanceados:
apenas de pequenas manchas. Ang
parstatistica inconclusiva para 2,5 mM e p
dgrandes manchas.
Portanto, ha clara evidéncia de indugao
nrecombinacdo génica, mas fraca evidérn
de mutacdo pontual. Este resultado
reforcado pela negatividade do teste
mancha do olho descrito abaixo.

e de

Os dados foram agrupados, mas
Aligatores ndo  apresentaram  te
amstatistico  mostrando  que s
apresentacdo é adequada: apenas
daiséncia de diferenca estatistica €
ciodem ser agrupados.
foi

de

os Positivo para
steecombinacao génica
ta (genotoxicidade).
na
lesInconclusivo para
mutacao.

Teste da Mancha do Olho: dete
recombinacéo mitética e mutagte
- Larvas de 2° estadio expostas |
72h ao 2,4-D no meio: 1,0 mM
2,5mM.

- Experimento
duplicata.

- Concentracao utilizada neste te
foi menor porque sado utilizadd
larvas mais novas e, portanto,

realizado e

ta

D.
por
e

n2,4-D claramente ndo genotdxico: negat
em ambos os sexos e linhagens testadas

ste

S
a

Os autores concluiram que este ensal
menos sensivel para recombinag
contudo ele é bastante utilizado cq
este proposito e a recombinagdo p
veer acessada pela diferenca

. frequéncia das manchas entre mach
fémeas, pois as manchas nos mag
vdo decorrer de recombinag
homdloga.

toxicidade produzida é maior.

oé
Ao,

m .
de Negativo para
néecombinac;éo génic3
Ségenotoxicidade)e

hos Para mutacao.

0

Legenda: AC= artigo cientifico; NI= ndo informado.
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6.1.4.2 Testem vivoem células germinativake Drosophila melanogaster

No quadro 13 estdo descritos os resultados deossfuablicados que
avaliaram a néao disjuncao, a perda cromossomiciatalelade recessiva em drosofilas
do 2,4-D puro e de produtos formulados contendeD2,A maioria desses estudos foi
realizada com o ensaio de letalidade recessivddiga sexo, descrito na diretriz 477 da
OECD, que foi excluida em 2014 devido ao escass@eks autoridades regulatorias,
uma vez gque existem outros testes mais comumelhitadobs para o mesmo fim.

Conforme pode ser verificado no quadro 13, os tado$ dos estudos
sdo conflitantes: ha ensaios positivos e negatiMosentanto, a maioria dos estudos,
tanto os positivos quantos 0s negativos, possuaitatides importantes que prejudicam
a analise dos resultados. Como exemplo, apesaradaldson e colaboradores (1977) e
Kale e colaboradores (1995) terem observado aumaigaificativos na frequéncia de
mutacao letal, esses resultados foram inferior&%a/ou a cinco vezes os valores de
frequéncia dos controles, ndo sendo possivel exttniap resultado para mamiferos
como evidéncia de carcinogenicidade (Vogel, 1988%sim, apenas um estudo com
resultado positivo significativo se enquadrou nesdeis critérios (Tripathyet al.,
1993). Cabe ressaltar que apenas um estudo claempesitivo em drosofilas possui
pouco peso na conclusdo sobre a mutagenicidadedeo, Zspecialmente por ser em

nao-mamifero.
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Quadro 13 Avaliagdo da mutagenicidade do 2,4rDvivoem células germinativas drosophila melanogaster
Referéncia | Pureza Delineamento Resultados il 210t LRI Conclus_oes da
consideracdes relevantes Anvisa
Vogel e Teste de letalidade recessiva ligada ao sexo:

Chandler, NI - & adultos expos.tos por ~3 dias a 4,5 ¢ 9Né&o ~houveT significativo na frequéncia dg Nio foi utilizado controle positivo. Nega~t|vo para
1974 mM de 2,4-D na alimentacéo. mutacao letal. mutag&o pontual.
(AC)

I;S%eossg;ic;ao disjungdo e perda Teste de ndo disjungdo e penda Negativo para
) . |, cromossOmica: sem alteracao significativa. U o aberracéo
Magnusson - & e Q expostos durante todo o periodo - N&o foi utilizado controle positivo. N
o . cromossdmica.
etal, 1977 100% | larval a 100 ppm no substrato. . N - Falta de descricho do ensaio e |da
A o - Teste de letalidade recessiva ligada ao sexg; . e e
(AC) Teste de letalidade recessiva ligada ao sexg: P < - m:?todologla de andlise estatistica. -
frequéncia mutacdes letais de apenas 2| a Positivo para
- & adultos expostos por 2 semanas a 1000 =
vezes e menor do que 1%. mutacao pontual.
ppm no substrato.
Teste de letalidade recessiva ligada ao sexo:
Zimmering - & adultos expostos:
et al, 1985 99% - Na alimentagdo: 1000 e 10000 ppm - N&o houve na frequéncia de inducéo de - Ponto forte: estudo cego. Negativo para
(AC) (acasalados ap6s 72 h de exposicao). mutacao letal. mutac¢do pontual.
- Injecdo: 10000 ppm (apbs 24h).
- 50 e 10,0 mM; 48h:t significativo
frequéncia de mutacgao recessiva letal.
. Teste de letalidade recessiva ligada ao se>1202‘5i 5’.0 e 10,0 mM; 72ht s!gnlflcatlvq
Tripathyet requéncia de mutagdo recessiva letal, igual Ao e . .
- Larvas expostas por 48 e 72h a . ) . - Nao foi utilizado controle positivo. Positivo para
al., 1993 98% . ou superior a 5 vezes e maior ou igual a 1%, ~
2,5;5,0 € 10,0 mM de 2,4-D (essa - < mutagédo pontual.
(AC) IS X permitindo a extrapolacdo do resultado para
Ultima=DLsg) em meio de cultura. p A
mamiferos como evidéncia de
carcinogenicidade (Vogel, 1999).
- Relagdo dose-resposta.
- Concentragdo de 2,4-D no PF n@ao
Teste de letalidade recessiva ligada ao sexo: informada.
Kaleet al, - & adultos expostos por todo o periodo L . ~| - Auséncia de controle positivo. o
. ~ - 1 significativo frequéncia de mutagbes : . Positivo para
1995 PF larval, até a pupacéo a 10.000 ppm de Zrl LTI - Experimentos com controles negativios x
) etais, inferior a 5 vezes e a 1%. . N mutagédo pontual.
(AC) D no meio (Clsg). ndo simultdneos aos tratamentos.
- Todos compostos testados (7 herbicidas e
2 inseticidas) foram positivos.

Legenda: AC= artigo cientifico; NI= ndo informadif;= produto formulado.
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6.1.5 Testem vivoem células somaticas e germinativas de mamiferos

Existem diversos testes de micronuclé vivo realizados em
camundongos e protocolados pelas empresas retgstrae 2,4-D na Anvisa, além de
um estudo publicado na literatura cientifica, todos resultados claramente negativos
ou considerados inconclusivos pela Anvisa, confgooae ser observado no quadro 14.
Em contrapartida, alguns artigos que utilizaramliag@es citogenéticas possuem
resultados positivos, conforme quadro 15.

Apesar de haver na literatura quatro ensaios cittgms (com
exposicao intraperitoneal e oral) consideradosspséus autores como positivos, dois
deles foram julgados inconclusivos pela Anvisa,diea importantes limitagdes. Além
dos estudos descritos no quadro 15, Adhikari e &r¢i©088) citam que Pilinskaya e
colaboradores (1974) verificaram a inducéo de abées cromossOmicas pelo 2,4-D
em camundongos por meio de testes citogenéticésod&uz, na nota técnica enviada a
Anvisa (Friedrich, 2014), também cita esse autmf@ma que o estudo foi realizado
com doses extremamente altas de 2,4-D (100-300gnptk via oral. No entanto, ndo
foi possivel analisar o estudo, pois o artigo éaus

Com relagéo ao ensaio de Amer e Aly (2001) paracgéb de anomalias
na cabeca dos espermatozdides, os efeitos ocoregranas nas doses mais altas, nao
tendo sido observados em outros estudos da litaratu nos estudos cronicos
realizados pela Forca Tarefa, que nao identificaedeitos do 2,4-D na qualidade,
motilidade ou morfologia espermaticas. Também n@mani observadas alteragcfes
histopatoldgicas relevantes nos testiculos dos asitnatados com 2,4-D nos estudos
cronicos que pudessem corroborar os resultadosgados por Amer e Aly (2001),
exceto em doses com evidente toxicidade sistémicdprme ja discutido no item 5 da
parte Il deste parecer.

A Fiocruz (Friedrich, 2014) descreve que nao foraerificadas
aberracdes cromossdémicas quando a exposicdo abdkd-se pela via intraperitoneal,
concluindo que a via de exposicéo pode ser detanterpara desencadear a toxicidade
do 2,4-D e que as diferencas de resultados engunslestudos pode se dar pela
diferenca de via de exposicdo. No entanto, essfesedcas parecem estar mais
relacionadas aos tipos de testes utilizados daque de exposicéo, ja que os testes de

micronucleo foram consistentemente negativos masitrel os citogenéticos, ha
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resultados positivos. Além disso, um dos estudtmyenéticos considerado positivo
(Adhikari e Grover, 1988) verificou a ocorréncia aleerragcdes cromossémicas apos
injecdo intraperitoneal de 2,4-D, via essa conaemao relevante para a exposicao
humana.

Venkov e colaboradores (2000) citam que as vargag@s resultados
sobre o potencial genotdxico do 2,4-D em diferetipes de ensaios podem ser devidas
a sensibilidade das células testadas e aos prosoaatperimentais utilizados e
acreditam que o perigo de dano genético a partxgasicao a formulacdes comerciais
de 2,4-D nao deve ser ignorado.

Diante desses fatos e da auséncia de estudo dtogerrealizado
conforme protocolos internacionalmente reconhecido&nvisa solicitou que a Forca
Tarefa protocolasse estudos de mutagenicidadezadak com o 2,4-D conforme as
seguintes diretrizes vigentes da OECD: 475 - Manamd@one Marrow Chromosomal
Aberration Test (de 2014) e 483 - Mammalian Spevga@tial Chromosome Aberration
Test (de 1997). Em resposta, a Forca Tarefa argomejue ndo conduziu ensaio
citogénetico com base exclusivamente na sua padivagde escolher a metodologia
gue julga mais pertinente para avaliacdo de alimsacroméssomicas, tendo optado
pela conducdo de ensaios de micronucleo ao invésnsaio citogenético. A Forca
Tarefa apresentou alguns argumentos validos pasa escolha, reafirmou a
negatividade dos ensaios e a dispensabilidade nlducao de outros experimentos.
Todavia, conforme ja descrito, os ensaios de mimieo da literatura realizados com o
2,4-D sao geralmente negativos, enquanto os ciéiges sao positivos. Portanto, para
dirimir essa davida seria importante a realizag@cedsaios citogenéticos pela Forca
Tarefa, para se concluir com certeza sobre a aaséaecnutagenicidade do 2,4-D.

Entretanto, os resultados positivos verificados emmsaios citogenéticos
realizados em roedores ndo foram confirmados peaie citogenético realizado com
homens expostos ocupacionalmente ao 2,4-D realipmioGarry e colaboradores
(2001). Esses autores nédo verificaram relacdo estreiveis urinarios de 2,4-D e a
inducdo de aberragcbes cromossOmicas, conformeitdesar item a seguir (6.1.6),
sendo possivel afirmar que ha insuficiéncia deéndd para classificar o 2,4-D como

indutor de aberragcées cromossomicas.
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Quadro 14.Avaliacao da mutagenicidade do 2,4rDvivo em células sométicas de camundongos por meiosdgéosrde micronucleo.

Referéncia Pureza Delineamento Resultados Limitacdes, inconsisténcias e Conclusdes
(ea) consideracdes relevantes da Anvisa
3 NI - Camundongos CBA. - Citotoxicidade apos 24h (fraco efeitp - Pequeno numero de animais (3).
enssen e L : : . s .
(concent - Injecdo intraperitoneal: 100 mg/kg na atividade mitética). - Avaliados apenas.

Renberg, ~ - p . L .
1976 racdo de| - 2,4-D quantificado no plasma e nas células| da2,4-D alcangou sangue e medula 6ssea - Utilizada apenas 1 dose. Negativo
(AC) dioxina medula dssea e do sangue periférico em 2 em 4h. Doses comecarany am 24h | - Via intraperitoneal ndo indicada (n&o|é

< 1ppm) | animais/grupo, 4 ou 24h apés a administracgo.(plasma sanguineo mas ndo meduldr) via pretendida de exposi¢cdo humana

- 400 mg/kg: 33 morreram 42h apés a

Ivett. 1990 - Camundongos ICR. gavagem e 1 ap6s 72h; observadal - Avaliados apenas 1000 PCE (conforme Negativo
(R,E) 96,1% - Gavagem: 40; 133 e 400mg/kg citotoxicidade. estabelecia a diretriz OECD 474 vigente a 9
- 133 mg/kg: 1/5 com 0,8% de MN época, de 1983).

apos 24h (resultado fora do esperado).

- Camundongos CD-1. Avaliagcdo MN em | - N&o houvesignificativo de MN nas - Néo utilizada MDT. Inconclusivo

. . < < . - Sem| significativa da razédo NCE/PCH: para aberracao
Schopet células de medula 6ssea e de aberrac@o nuclear células da medula éssea. N30 & posssivel qarantir que as doses cromossdmica
al., 1990 NI em foliculo piloso. - 1/8 DLs. 1 significativo e dose- utilizadaps 30 rele%antes eqalcan(;ararm aPositivo para

(AC) - Aplicacao topica Unica: 1/8, 1/16 e 1/324L dependente aberragdes nucleares medula 6ssea aberragio
- Eutanasia: 24h ap6s aplicacéo. (foliculo piloso). - N#o realizado no tempo de 48h. nuclear
Erdtmann, - Camundongos Swiss Webster.
1994a 95,0% | - Gavagem: 45, 90 e 180 mg/kg (divididas em 2 - 180 mg/kg: 1 animal morreu. - Negativo
(RE) doses espacadas em 24h)
Erdtmann, o - Camundongos Swiss Webster. ) .
1994b 90.0%a| Gavagem: 112,5; 225 e 450 mg/kg (divididas ~ 450 mg/kg: o'bs~erv&.1da.t.oxu.:|dadje ( - Negativo
75% 16% PCE: nao significativa).
(RE) em 2 doses espacadas em 24h)
- Avaliados apenas 1000 MN/PCE e
Perina, - Camundongos Swiss. ) Utilizad{':lNaCi-nas 1 dose
1998 - Gavagem: 562,5mg/kg (75% da £gL . . P . .
(RE) 97,1% - Eutanasia 12, 36 e 72h ap6s gavagem (fa i - Periodos inadequados de eutanéasia gpdaconclusivo
verdade 16, 40 e 70h apo6s). gavagem (desacordo com OECD).

- Controles positivos com incidéncia
muito baixa de MN/PCE (0 a 5/1000).

Vérias | - Camundongos CD-1 e ICR.
Charleset formas | - Gavagem: 37,5 a 542 mg/kg - N&o houve significativo na NE ~ x .
al., 1999a (50,1- | - Eutanasia 24, 48 e 72h apls gavagem|(na frequéncia de MN. N&o houve reducdo na razao NCE/PQE. Negativo
98%) | verdade 16, 40 e 70h apos).

Legenda: ea= equivalente acido; AC= artigo cientjfiDMA= sal de dimetilamina; RE= relatério de e&iprotocolado na Anvisa; NI= Ndo informado; MNscronuicleos; MDT= maxima dose
tolerada; NCE= eritrGcitos normocromaticos ; PCHtréitos policromaticosQuadro continua na proxima pagina.
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Continuagdo Quadro 14 Avaliagdo da mutagenicidade do 2,4rDvivo em células somaticas de camundongos por meiosaéosrde micronucleo.

Referéncia Pureza Delineamento Resultados leltag_oes, |rlcon5|sten0|as e Conclugoes da
(ea) consideracdes relevantes Anvisa

Hosomi, Camundongos Swiss Negativo
2006 98,39% | - Gavagem: 31,2; 62,5 e 125 mg/kg (divididas - 125 mg/kg foi a MTD. - Avaliados de 1500 a 30GDEP 9
(RE) em 2 doses espacadas em 24h)

Flugge, - Camundongos NMRI. - 200 mg/kg: MDT, animais Negativo
2009a 98,4% . 2 L -
(RE) - Gavagem: 50, 100 e 200 mg/kg apresentaram sinais de toxicidade geral.

Legenda: ea= equivalente acido; AC= artigo ciestjfiDMA= sal de dimetilamina; RE= relatério de ekiyprotocolado na Anvisa; NI= Ndo informado; MN=crointcleos; MDT= maxima dose
tolerada; NCE= eritr6citos normocromaticos ; PCHtrditos policromaticos.

Pagina 80 de 198



=L

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Geréncia Geral de Toxicologia

T

ANV ISA

Coordenacéo de Produtos Novos e de Baixo Risco

Quadro 15.Avaliagdo da mutagenicidade do 2,4rDvivo em células sométicas e germinativas de roedoresngaios citogenéticos.

Referéncia | Pureza Delineamento Resultados Limitagdes, inconsisténcias e consideragées relevas C(:jc;nAc::uvsig:s
- Avaliados apena$.
- Ensaio néo realizado com a MDT.
Avallagag . de abgrragoes_ 35 e 70 mglkg/diat estatisticamenté ~ Via ip n&o indicada: néo predlz a exposi¢do huaman .
cromossémicas em células de.~ >~ . - Menor nimero de animais no grupo controle negatpenas
- .| _Significativo na frequéncia de quebrga h .
S medula 6ssea de ratos Wistar . P 0 que provavelmente comprometeu o resultadis, 86 de| Inconclusiv
Adhikari e cromossémicas e na porcentagem t ta,I | b ~ dos foi i N
Grover 3. o _ de células com aberracdes Células com aberracdo nos grupos tratados foi nudaima a 0 para
’ NI - Injecdo intraperitoneal: 2 em - ) (Fo controle e, mesmo assim, observou-se diferestatistica. aberracéo
1988 . - Quebras de cromatide, fragmentos|de < . P L ) e o
um intervalo de 24 h. ; - N&o determinou indice mitético (para confirmaxosi¢cdo dg cromossomi
(AC) ) - cromatina, cromossomos em angl ~ . .
- Doses: 17,5; 35 e ndicéntricos ulverizados e Célulismedula) e nao avaliou a curva de tendéncia. ca.
mg/kg/dia. ol Ioides’ P - Avaliadas 40 a 50 metafases/animal (diretriz OE®IAl exige
- Avaliagdo apo6s 6 h. polip ' 200).
- Amostras devem ser coletadas 12-18h apés injqiia, que
tenha sido completado 1,5 ciclo celular.
- Quebras, delegdes e trocas:
- 12h: 3,38% das células com Numeros diferentes de animais em cada grupo.
Avaliacio de  aberracgasCromossomos aberrantes. - Analisadas apenas 100 metafases/animal (a distial exige
cromogsémicas em Célulgs he 24h: 55% das células com200). Positivo
Venkov medula 6ssea gk Cromossomos aberrantes et | - Avia ip ndo é a mais indicada, pois ndo predixposi¢cao para
2000 ! 100% | camundongos C57k e Q " significativo de fus@es centroméricasiumana. aberragéo
(AC) ~ Iniecdo ingtra eritoneal (.i ) (translocagdes robertsonianas): efeitoAdministragdo de uma Unica dose. cromossomi
3 5ng Ik P P): clastogénico. - Os autores descreveram que houve um aumentdicagind de ca.
i :Avaliga g;) a06s 12h e 24n. | - 12h: | indice mitético (esperada |efragmentos acéntricos no grupo analisado 24h apds a
¢ P " | momentéanea). administragdo do 2,4-D; entretanto, o nimero dgnfientos
- 24h: indice mitético dobrou. observados no controle foi superior ao desse grupo.
- 2,4-D alcancou o alvo (efeito t6xico)
Avaliacdo de aberractgs - Utilizado controle ndo tratado, ao invés de ttataom o
cromossdmicas em células de veiculo.
medula Ossea de - 3,3 mg/kg (3 e 5 dias; eutanasia apps O ensaio nao foi realizado com a MDT. Positivo
Amer e camundongos Swis$. 24 e 48h) e 33 mg/kg (1 dia; apds 24/ e Utilizado teste "t" na andlise estatistica pacanpgarar oS para
Aly, 989 - Gavagem: 1,7; 3,3 e 33 48h):1 dose-dependente e grupos. aberragéo
2001 0 mg/kg. estatisticamente significativo ha % de - Tempo longo para a coleta das amostras. cromossomi
(AC) - 1,7 e 3,3 mg/kg: tratados por aberragdes cromossdmicas (estruturais Apenas 100 metafases/animal (ideal sdo 200). ca.
1, 3 ou 5 dias; eutanasia 24 e € numeéricas). - Dentre as aberragdes foram incluidas lacunafigqidias.
48h ap6s ultima dose. - Nao determinou o indice mitético, que permiteifier a
- 33 mg/kg: tratados por 1 dia. ocorréncia de exposi¢do da medula dssea.

Legenda: AC= artigo cientifico; NI= ndo informaddDT= maxima dose tolerada. Quadro continua naipréyagina.
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Continuagdo Quadro 15 Avaliagdo da mutagenicidade do 2,4rDvivo em células somaticas e germinativas de roedoreangaios citogenéticos.

Referéncia | Pureza Delineamento Resultados Limitagdes, inconsisténcias e consideragées relevas %ZnACLu\Zggs
- Utilizado como controle negativo animal ndo tdata
- Utilizado Teste “t” na andlise estatistica pacamparar 0S|
grupos.
Avaliagio de  aberracods - A méaxima dose utilizada fo.i baixa: .
Cromossomicas e - 'O n° total de espermatozoides foi dlferente.mgrgpos; E
espermatocitos: d|fer§nga chegou a 18% entre o controle positimegativo. )
- Camundongos Swis$. - 3,3 mg/kg (por 3 e 5 dias, e apés 24 e 48@?0’::16:)033;)?:11”;3 sggfzesr}idu?;sos resultados de abesrace
- Gavagem: e 33 mg/kg (por 1 dia, apos 24 e 48h); _ Ha divergéncia entre os vanr.es de aberrac@oagsdmica
- 1,7 mg/kg (1/200 Dig): | estatisticamente significativo N84a tabela e do texto Inconclusiv
Amer e tratados por 1, 3 ou 5 dias|eorcentagem de aberragoes cromossﬁmic_ag incidéncia redo.minante de univalentes podealseorrente 0 para
eutanasiados 24h apdés | aos espermatdcitos. P . . ~ P para
Aly, 2001 98% . o ~ S . ~ de outros fatores além da inducéo pelo 2,4-D. Stmuas| aberracédo
ultima administragéo. - Principal tipo de aberracdo ,.” . . : . . P
(AC) - 3.3 mg/kg (1/100 Di): | cromossomica: separagio de univalente%'remzes OECQ 475, é essencial que as celulahsqdas cromossomi
tratados por 1, 3 ou 5 dias|eprincipalmente nos cromossomos sexuais.possu(?m 2r;+2d(|r]1c_form~a<;ao gacl) forn?C|datzleste (i,-)stpdxs 0 ca.
eutanasiados 24 ou 48 hoy 7 Lacunas, fragmentos e queb agrotc’ef imento de |>(<jagao pode ‘evar a qu? r? crg::ls% na
dias apds a ultima gavagem.| observados em baixa frequéncia. :L meta ase,dcom ;()jer a_cr?[no§som|1§a, lpor anto, & mé em
- 33 mg/kg (1/10 Dkg): | - Efeitos diminuiram com o aumento e ca_usadores e_unlN\/ac,er?c:;e_l (A;j ral, 1%86)' 683 |s~so<
tratados por 1 dia e tempo de eutanasia apés o tratamento. esse’n_po € ensaio ndo € indicado para eteccab ACOes
eutanasiados 24 ou 48 h od 7 numeéricas (Dlretrlz. OE(;D .475). Ainda, .c'amundongq\sss
dias ap6s a Glima gavagem apresentam uma incidéncia alta e variavel de amNes,
' especialmente em cromossomos sexuais (Gollagudal,
1981) e a univaléncia ndo necessariamente levaupknidia,
sendo portanto um critério de analise indireto estjanavel
(Allen et al, 1986; Liancet al, 1986; Appel®t al, 1998).
Avaliagdo de anomalias na
cabeca dos espermatozoides: Positivo
Amer e - Camundongos Swis$. para
Aly, 2001 - Gavagem: 3,3 (1/100 @Y); | - 33. e 82,5 mg/kg:T. dqge-o!ependente anomalias
(;AC) 98% 33 (1/10 Dlgg) e 82,5 mg/kg| estatisticamente significativo na - nos
(1/4 DLsy). porcentagem de anomalias nas cabecas dos espermatozdg
- Tratados por 5 dias espermatozoides. ides.
consecutivos e eutanasiados
35 dias apds a 12 dose.

Legenda: AC= artigo cientifico.
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6.1.6 Teste com células de humanos expostos do 2,4-

Diversos autores verificaram aumento de aberrag@@aossOmicas em
linfocitos de trabalhadores expostos ocupacionaienanmisturas de agrotéxicos, que
incluiam o 2,4-D (Yodeet al, 1973; Zeljezic e Garaj-Vrhovac, 2000; ZeljeziGaraj-
Vrhovac, 2001; Zeljezic e Garaj-Vrhovac, 2002). &ldanto, conforme demonstrado
pelos artigos descritos no quadro 16, quando dsangé restringe exclusivamente a
aplicadores de 2,4-D ou de herbicidas fenoxiacgtios resultados encontrados séo
negativos (Mustonert al, 1986; Figgset al, 2000). Vale ressaltar que os dados
experimentais de Figgs e colaboradores (2000) ssiomesmos de Holland e
colaboradores (2002) e, portanto, os ultimos né&nfdncluidos no quadro 16, ja que o
artigo de Figgs foi publicado primeiramente e agmésva informacdes mais completas,
como a idade dos aplicadores avaliados.

Garry e colaboradores (2001) verificaram, em ensafogenético,
aumento de aberracdes cromossdmicas em linfocaasathalhadores que aplicavam
um amplo espectro de herbicidas, inclusive 2,4-D.edtanto, eles ndo encontraram
relacdo entre as aberragcdes cromossdmicas e as ofir@rios de 2,4-D, concluindo
gue a exposicdo aguda a altos niveis de 2,4-D,@mosem o uso de adjuvantes, ndo
estd associada a ocorréncia de danos cromossonideosnesma forma, Figgs e
colaboradores (2000) n&o verificaram uma relacéi®@ enfrequéncia de micronucleos e
0s niveis urinarios de 2,4-D e concluiram que edsé€®s sugerem que ndo ha dano
cromossémico humano em concentracdes médias de Zatiando entre 12 e 1285
ppb. Portanto, os dados de micronucleo em célulasahas (Figgs e colaboradores,
2000) corroboram os achados vivo em roedores, confirmando que nao € possivel

detectar aberracbes cromossOmicas por esse tipasde apos exposicado ao 2,4-D.
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Quadro 16. Avaliagao da mutagenicidade em humanos expostagiad.

Limitagcbes, inconsisténcias

Conclusdes da

Referéncia Delineamento Resultados . o -
e consideracdes relevantes Anvisa
Andlise de aberracGes cromossémicas em linfoceagepicos: - N&o houvet na incidéncia de aberra¢ctes
- Aplicadores exclusivamente de herbicidas fen@tiaos, quel cromossémicas nos  linfécitos  dos
Mustonenet | utilizaram principalmente produtos formulados coB8 3y/L de| trabalhadores. - Andlise de aberracbgs Negativo para
al., 1986 2,4-D + 167 g/L de MCPA e 550 g/L de 2,4-D (sabd@na). - N&o houve atraso na cinética do ci¢claromossémicas em 100 aberracbes
(AC) - Coleta de amostras de sangue ap0s a temporadplidacédo| celular. células de cada individuo. cromossoémicas.
(aplicadores expostos entre 6 e 28 dias). - Observada grande variacdo nos niyeidN&o foi utilizada S9.
- Verificagdo da concentragdo urinaria de 2,4-@® mveis de 2,4t urinarios de fenoxiacidos medidos njos
D na zona respiratéria dos aplicadores. aplicadores.
Avaliacdo do dano Ccromossomico (MN) e da prollfemgelular: - | néo significativa da frequéncia de MN Negativo para
- Amostras de sangue e urina coletadas de 12 hcepdinadores AD6S 3 EXDOSICAD aberracoes
Figgset al, | exclusivamente de 2,4-D (entre 17 e 56 anos) eabm®oles PO3 posicao. - A idade dos participantes GO€
X - Nao houve associagéo entre a . . cromossOmicas.
2000 negativos (entre 19 e 32 anos). ~ L variou mais no grupo
. ~ concentracdo urindria de 2,4-D e a .
(AC) - Coletas antes do contato com o 2,4-D e ao fiaalbervacao (12 = experimental que no grupo .
. X ~ formacgdo de MN. Positivo para
semanas ou até descontinuagéo do uso de 2,4-D). - . C e, controle. . =
Lo . . . - Tindices de replicagdo dos linfocitos nog proliferacao
- Avaliacdo da exposicao: entrevista, presenca4l®da urina e .
. - ¥ aplicadores expostos ao 2,4-D. celular.
registro diario das atividades.
- Baixa frequéncia de translocacOes
cromossdmicas, inversoes, delecdes,
Analise de aberragdes cromossdmicas em linfécikoaplicadoreg quebras e lacunas. . o
" e . . ) ~ . - Analise de 100 linfécitos em
de agrotoxicos que utilizaram 2,4-D mais de 5 g@sano: - Essas aberracbes foram ligeiramente . . S
' - 0 - - metafase/individuo. .
- Grupo exposto: 24 homens com idade média de+32,9 anos | maiores em trabalhadores que aplicajam ; - Negativo para
Garryet al, ) . . . ~ - Avaliaram o0s niveis ~
- Grupo controle: homens com licengca para aplicagio| mais de 1.000 gal6es durante a temporada _ . i aberracdes
2001 e ~ . o ) . ~[“urinarios apenas de 2,4-D: as o
agrotoxicos, mas que nao realizavam este trabalho. (maioria aplicadores aéreos, que aplic ) - cromossbémicas.
(AC) alteracdes observadas

- Coleta de 2 amostras de urina e sangue: umanabdd pico da|
estacdo de aplicacdo de 2,4-D e uma 6 semanas dat
temporada de aplicacdo seguinte.

amplo espectro de herbicidas, incluind
e2,4-D).

- Auséncia de relagcdo entre os niv
urinarios de 24-D e
cromossémicas.

aberracoes

(0] h .
poderiam estar relacionadas

i%utros ingredientes ativos.

a

Legenda: AC= artigo cientifico; MCPA=4acido 4-cld®emetilfenoxiacético; MN: micronlcleo; S9: ativag&etabolica. Quadro continua na préxima pagina.
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6.2 AVALIACAO DAS EVIDENCIAS EXPERIMENTAIS DE GENODXICIDADE
DO 2,4-D

A Fiocruz (Friedrich, 2014) havia demonstrado pugacdo quanto ao
estresse oxidativo promovido pelo 2,4-D deviddbartigdo de radicais livres, uma vez
gue esse mecanismo pode provocar mutacdes gergiivdiszir a formacédo de cancer.
A liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ER€@amente vem sendo descrita
como mecanismo de inducdo de mutacdes e até mestuondres. Entretanto, ndo se
pode generalizar, pois as substancias possuemcposediferenciados de producao de
EROs e, portanto, as consequéncias podem ter mi#sregraduacdes, desde da
inexisténcia desses efeitos até a direta assockagtie estresse oxidativo e cancer.
Além disso, 0 organismo possui proteinas capazeediezir os efeitos toxicos das
EROs, além de sistemas de reparo e outros mecanisapmzes de reverter danos
oxidativos. Assim, nem toda substéncia genotOxieg <arcinogénica (Barzilai e
Yamamoto, 2004; USEPA, 2005).

Alguns estudo# vitro ein vivodemonstram que o 2,4-D causa danos ao
material genético por meio da producao de radibaiss (IPCS, 1984). Mustonen e
colaboradores (1986), por exemplo, correlacionammdeeira genérica os fenoxiacidos
a proliferacdo de peroxissomos, afirmando tambéenegse evento estaria associado a
ocorréncia de tumores em animais de experimentd€@s. concluem que agentes
genotoxicos via producdo de radicais de oxigénm iedutores fracos de trocas de
crométides irmds e de muta¢gbes pontuais, mas puosalia atividade clastogénica.
Alinhados a essa hipétese, Madrigal-Bujaidar ebmtdores (2001) revelaram que o
2,4-D é capaz de induzir dano em hepatocitos paxmRcao lipidica e encontraram
uma associacao entre a peroxidacao lipidica e @ @aNA.

Além dos estudos anteriormente citados, pode-senadosno quadro 17
gue alguns outros ensaios revelam a ocorrénciadetgxicidade e citotoxicidade em
decorréncia da exposi¢cdo ao 2,4-D. No entantosessltados ndo parecem estar
associados a um potencial mutagénico ou carcincgénima vez que nao foram
identificados nos estudos especificos de mutagkdei pontual e aberracdo
cromossOmican vitro ein vivoou nos estudos cronicos realizados em roedores.

Embora o 2,4-D tenha se mostrado genotoxico em iansgue

analisaram diferentes parametros como trocas deatides irmas, danos aos DNA,
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encurtamento de teldmero, dentre outros, esses restifitos a células exposiasvitro,
sendo poucos os realizados com exposigawivo em animais ou epidemioldgicos.
Além disso, muitos desses estudos foram realizados produtos formulados. Von
Stackelberg (2013) discute esse aspecto, afirmgodoalgumas associacdes positivas
séo verificadas apds exposi¢cado a produtos comeaitendo 2,4-D, mas ndo ao acido
ou sal de 2,4-D puro. Lin e Gary (2000) e Garrglatoradores (1999) lembram que ha
adjuvantes indutores da proliferacdo celular. Aindechados positivos para
genotoxicidade ap0s exposicdo ocupacional ao 2@geDem ser decorrentes da
exposicdo a misturas de agrotoxicos (Yoeteal, 1973; Garryet al, 2001; Houet al,
2013).

Assim, pode-se concluir que ha efeito genotoxicmcpalmente para as
formulacdes a base de 2,4-D. No entanto, o conteetomatual ndo permite concluir
gue essa genotoxicidade € relevante para a expoBighana no que diz respeito a
inducdo de mutacdes ou de cancer. Essa diferencemie potencial genotdxico e
mutagéncio deve ser sempre priorizada na andlisexaadade de um agrotéxico, pois
a proibicédo de registro de ingredientes ativosirespecificamente sobre o potencial de
inducdo de mutagencidade pontual e de aberracdoossdmica, ndo abrangendo a
genotoxicidade como um todo, conforme ja explicadoitem 6 da parte Il deste
parecer.
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Quadro 17.Estudos de genotoxicidade e citotoxicidade reatigamm o 2,4-D.

Referéncia Pureza Delineamento Resultados LIMLEEES, MEDMEEENEES | CenElEes 6
e consideracoes relevantes Anvisa
. Avaliagdo da troca de cromatides irmas:
PFs: i’ Lo . )
L - Coletadas 3 amostras de sangue sucessivdaimantes? significativamente maior de trocas
Linnainmaa| - 333 ¢g/L 2,4-D - o 2 ~
de 35 aplicadores homens durante| @ crométides irmds do que ndo fumantes. .
, 1983 e 167 g/L o a S ~ . P . . - Negativo para
temporada de pulverizagdo de herbicidasNao houve diferenca significativa na frequengia - Exposi¢éo a herbicidas
(AC) MCPA o : - = A P ~ troca de
) fenoxiacéticos. Examinados e entrevistadode troca de cromatides irmds antes, durante ou fenoxiacéticos e ndo Lo S
(octilester), o . . A . o : cromatides irmas.
histéria ocupacional, saude e habitos. depois da exposicao. exclusivamente ao 2,4-D
- 550 g/L de sal . X e . N
h - Controle: 15 homens que ndo trabalhajam A média de troca de cromatides irmas |no
de amina de 2,4t O ; . . P
D com herbicidas. controle negativo foi semelhante a média |do
- Andlise do 2,4-D na urina. grupo exposto ao 2,4-D.
Avaliagdo da inducgdo de troca de cromatides- - Utilizado testd de.Student:
e e e . . provavelmente por isso houve
irmas: - Linfdcitos sanguineos de ratos e células da .
L NP . ) . X 2 resultados com diferencal
Linnainmaa ) - Linfocitos sanguineos de ratos: 100 mglkgnedula 6ssea de hamsters: ndo houve aumento na .~ .. " ~ .
PF: 550g/kg sal - I estatistica em relagdo ao Negativo para
, 1984 . de 2,4-D. troca de cromatides-irmas. L
de amina de 2,4t A . . L . controle para troca de genotoxicidade.
(AC) - Células de medula 6ssea de hamsters Células de ovario de hamster: sattroca de ” A . L
D . ) o . - .| _cromatides-irmas em células
chineses: a 100 mg/kg de 2,4-D cromatides-irmés, mas sem diferenca estatistica i
. - . A 5 N e | de ovéario, mesmo ela send
- Células de ovério de hamster chinés”,10 ou dose-dependéncia na maioria dos grupos. muito beauena em relaco as
10 e 10° de 2,4-D por 1h. P qd . §a0 8
emais.
In vitro: nenhuma dose ou forma de 2,4tD
Avaliagdo da Sintese de DNA né&cexcedeu o controle negativo em um vatos de
programada em cultura de hepatdcitos: granulacdo nuclear liquida (GNL) ou apresentou = .
. . . . -~ Né&o foi apresentada
- In vitro, ratos Fischer-344: valor > 10% do controle negativo. A
Charleset L. e . . . . I]ustlflcatlva para a escolha do .
Vérias formas | Exposicdo: 18 a 20h. In viva valores de GNL bem inferiores ao limian. ~. L Negativo para
al., 1999b o ) . ) . limiar de positividade e
(50,1- 98%) | Vérias formas 2,4-D: 0,5 a 478 pg/mL. estipulado (> 0; ao menos 20% células em . ~ genotoxicidade.
(AC) ; S entretanto isso nao limitou p
- In vivo,ratos Han Wistar: reparo). estudo
2,4-D por gavagem: 400 e 1000 mg/kg. - 400 e 1000 mg/kg : apenas 0,3% das célulag em '
Eutanasia apds 2-4h ou 12-14h. reparo.
Nenhum grupo com diferenca estatistica.
Andlise da troca de cromatides irmas, |do Positivo para
Madrigal- indice mitético e da cinética de proliferacgo troca de
Bujaidaret 98,9% celular. - 100 e 200 mg/kg:t significativo e dosg - Doses muito altas quje cromatides irmas.
al., 2001 -Células somaticas e germinativas |ddependente da troca de cromatides-irmas | ggundem nédo ser tédo relevantes Negativo para
(AC) camundongo vivo. células somaticas e germinativas. para a exposi¢cdo humana. indice mitético e
- Gavagem: 50, 100 e 200 mg/kg. proliferacéo.

Legenda: AC= artigo cientifico; MCPA= &cido 4-cletemetilfenoxiacético; PF= produto formulad@uadro continua na proxima pagina.
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Continuacdo Quadro 17 Estudos de genotoxicidade e citotoxicidade reatigam o 2,4-D.
Limitacoes, Conclusdes
Referéncia Pureza Delineamento Resultados inconsisténcias e da Anvisa
consideracdes relevantes
Andlise citogenética e da frequéncia |de Recombinagdes V(D)J: relacdo direta com niveis
recombinac¢Bes V(D)J por PCR para avaliagdo| danarios de 2,4-D durante temporada de aplicagao.
instabilidade genémica (genotoxicidade): - 1 significativo recombinacbes aplicadores
- Grupo exposto: 24 homens com idade média denuais versus controles. Sem diferenca entréAvaliagcao dos niveis Positivo para
Garryet al, 39,1 +2,9 anos aplicadores automatizados e manuais. urinarios apenas do 2,4-I):recombinagéo
2001 PF - Grupo controle: homens com licenga para aplicgc@oAplicadores costais ndo apresentaram niyeifteracdes podem estar(genotoxicida
(AC) de agrotoxicos, mas que nédo realizavam este tabaltletectdveis de recombinagbes no ano seguintelacionadas a  outrgs de).
- Coletadas 2 amostras de urina (exposi¢éo ao P Afostra que é um efeito transitorio. ingredientes ativos.
e sangue (genotoxicidade): final do pico da estacde persisténcia das recombinagfes: trabalhadores
de aplicacdo de 2,4-D e 6 semanas anteg rdais antigos; expostos a > variedade ou volume de
temporada seguinte. agrotoxicos; aplicadores aéreos.
Nair et al Avaliacdo de quebras de DNA por marcagdo - Caracteristicas amostrasNe ativo para
' radioativa da extremidade 5 de DNA isolado |[d8&0 houve aumento significativo de quebras|danguineas utilizadas pafa gativo p
2002 95% e = ~ | genotoxicidad
(AC) sangue de trabalhadores expostos a agrotoxicos. | DNA. pbtengao do DNA na e
- Doses: 20, 40, 60 ou 80 ug por 1h. informadas. )
Sorenseret Avaliacdo da genotoxicidade por eletroforese em|geViabilidade celular acima de 80%. Negativo para
al., 2005 NI em células de ovario de hamsters chinés. - N&o houve aumento em relacdo ao controlg na - genotoxicidad
(AC) - Doses: 200 uM a 4 mM por 4h. porcentagem de fragmentos migrantes de DNA. e.
IA puro: - 6 e 10 pg/ml - 24 e 36h:dose-dependente tro¢a
0 o _~ ~ z . sy Lot
100% Avaliacdo da viabilidade celular, da troca dge 'cromatldes wmaslemdlpe ”."K’F'.CO-.
. P S L . 7 2; 6 e 10 pg/ml - 90 mint significativo e dose .
Gonzalezt . cromatides irmas, da cinética do ciclo celular e|d . - . Positivo para
PF: 60,29 | .. o : ependente de quebras de fitas de DNA. - Andlise estatistica da troga 5
al., 2005 indice mitético pelo ensaio de cometa, dentre sutro O . P o ™ genotoxicidad
sal de A . . —1°= 36h: ndo houve dose-dependéncia (100%| de cromatides-irmas pqr
(AC) .~ .| parametros em células de ovario de hamster chinés, . P e.
dimetilami | Concentracdes: 2: 6 e 10 pg/ml por 90 min (cone elulas com danos no DNA em varios grupos). | teste t de Student.
na 2,4- e viabilidadeg) e .or’24 ou 36uhgnos%emais ensaios Eem danos leves, graves puiabilidade células
D/100 mL. P " padréo pode ser decorrente de reparo de DNA.
- Auséncia de altera¢fes no ciclo celular.
Andlise da transformacéao celular, apoptose e dano a . = L - Evidéncia in vitro de
. . ~ 11,5 e 23uM:t transformacéo celular (mas néq .
DNA pelo ensaio de cometa em células de embrjées ~ alguns eventos relacionadps
. py em 34 uM),t expresséo c-Myc. ~ L o
Maireet al, de hamster sirio. C = |_a fase de iniciagcdo tumordl, Positivo para
X . . - 2 e 5 mM - 24h: inducdo de apoptose. . ..
2007 - Transformacéo: 4,5; 11,5; 23 e 34 uM. ~ . S fndo corroborados pelgsgenotoxicidad
98% ~ ] ) Concentragdes superiores altamente citotoxicas . P
(AC) - Expresséo c-Myc: 4,5; 11,5 e 23 uM (5h). - N30 houve expressio de proteinas anti- e piISaios cronicos oy e.
- Apoptose: 4,5; 11,5 e 23 uM e 1-16 mM (5 ou 24h, - P P pepidemiolc’)gicos. Podem
~ . apoptoticas. ~
- Expresséo Bcl-2 e Bax: 4,5; 11,5 e 23 uM. -115e 23 UM - 5 e 24h: inducio de dano ao DNAZC ~ Ser relevantes na
- Dano DNA: 4,5; 11,5 e 23 uM (5 ou 24h). ' H ) ¢ carcinogénese.

Legenda: AC= artigo cientifico; IA= ingredientevatj PF= produto formuladoQuadro continua na préxima pagina.
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Continuagcdo Quadro 17 Estudos de genotoxicidade e citotoxicidade reatigambm o 2,4-D.

Referéncia Pureza Delineamento Resultados LIMIEFEEE, RS SENTEE & ConeliEtes
consideracdes relevantes da Anvisa
Cultura de sangue total:
- 10, 25, 50 pg/mL de 2,4-D; e 25 e 50 pg/mL de 2,4
DMA: 1 significativo e dose-dependente troca |de
Avaliagdo de troca de cromatides irmg@sromatides-irmas.
progressdo do ciclo celular e indice 25 e 50 pg/mL - 2,4-D e 2,4-DMA: retardo0 Tempo de tratamento ndo
mit6tico em linfocitos de cultura de sangusignificativo progressédo do ciclo celular. especificado.
. total e de plasma de humarpsiitro. - 100 pg/mL: completa morte celular. - N&o utilizou controle positivo nerp  Positivo
Soloneskiet . . S L A "
al. 2007 NI - Am_ostras de sangue: 6 homens com idpd&nfécitos plasmaticos: _ ativacdo metabdlica. _ para
C’AC) inferior a 30 anos (ndo fumantes, nde 2,4-D ou 2,4-DMA: sem diferenca na troca [de Dados de 3 experimentgsgenotoxicid
ingeriam alcool, ndo usavam medicagdo| arromatides-irmas. independentes foram utilizados para ade.
suplementos alimentares). - 100 pg/mL - 2,4-D: retardo significativo progsée | determinar a média da frequéngia
- Doses: 10, 25, 50 e 100 pg/mL de 2,4-Do ciclo celular. de troca de croméatides-irmas.
ou 2,4-DMA por 72h. Progressiva inibicdo dose-dependente da atividade
mitotica para as duas substancias.
Potencial genotéxico atingiu todas as culturas
testadas, mas foi maior na presenca de eritrocitos,
Avaliacdo de dano ao DNA por ensaio [de Viabilidade celular de 90%. Negativo
Sandal e linfécitos h ; anificati d
Yilmaz cometq em linfécitos umanos. - 15 e 1(_) UM - umantgs“. significativo e dose para
2010‘ NI - Obtidos de 15 ndo fumantes e [l8ependéncias na migracdo de DNA em linfocitos - genotoxicid
(AC) fumantes. humanos de fumantes em relagcdo ao respectivo ade (ndo
- Doses: 1,5 e 10 uM por 1h. controle. Sent significativo em ndo fumantes.. fumantes).
Andlise do comprimento relativo de - Fumantes e mascadores de tabpco
telémeros por RT-gPCR: tinham teldmeros mais longos.
) - Células da mucosa bucal de humanos. - Jcomprimento relativo dos$
- Grupo exposto: 1234 aplicadores (de teldmeros associada a outros q .
Estudo o - S . i , nconclusiv
. .. | agrotoxicos do estudo de coofte Associacdo entre & significativa do comprimento agrotéxicos além do 2,4-D.
Houetal, | epidemiolég . : N . = 0 para
o Agricultural Health Study. relativo de teldomeros e p de dias de uso do 2,4-D,- Autores ndo descartam a pQgs- i
2013 ico: o o . e - . genotoxicid
(AC) exposicao al Questionario sobre o uso de agrotéxicafentre outros agrotoxicos. 5|b|||dad9 de viés devido g ade
di (1993 a 1997). confundidores n&o controlados oy a ’
iversos . o~
aarotéxicos. | - Coleta das células da mucosa bucal| de associagdes ao acaso.
9 "| 1999 a 2006. - Possivel associagédo de igredientes
- DNA de referéncia: 60 individugs ativos e presenca de componentes
selecionados aleatoriamente na populacdo. inertes dificulta a analise.

Legenda: AC= artigo cientifico;

DMA= sal de dimatitina do 2,4-D; IA= ingrediente ativo; PF= prodfdonulado.
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6.3 AVALIACAO DA MUTAGENICIDADE DO 24-D POR AGENCAS
REGULADORAS E ORGANISMOS INTERNACIONAIS

Em resposta a uma peticdo do Conselho American@efesa dos
Recursos NaturaidNatural Resources Defense CounreiNRDC) alegando que o 2,4-D
era mutagénico, a USEPA elaborou documento, baseadodados de estudos,
afirmando que o 2,4-D: (1) é consistentemente nepagm testes de mutacdo
bacteriana com e sem ativacdo metabdlica; (2) pedguns resultados positivos para
mutagenicidade em testes em leveduras, plantassetos) (3) possui resultados
negativos para mutagenicidade em estudos em animéig (teste de micronucleo em
medula O0ssea de camundongos e testes de sintesprogiamada de DNA em
hepatocitos de rato); e (4) possui resultados sidg¢omutagenicidade e genotoxicidade
em testen vitro em células de mamiferos (USEPA, 2012).

A USEPA cita, ainda, que os resultados dos estudakzados com
drosdfilas foram conflitantes, sendo observadogsosfeositivos em larvas e efeitos
negativos em adultos; e considera que os resulfposiivos em insetos e leveduras
tém menos peso do que os estudos em mamiferosjaspte os realizadas vivo.

A agéncia americana também descreve os resultamditantes do 2,4-D em ensaios
citogenéticos em células de mamiferos vitro: ele foi negativo para danos
cromossOmicos estruturais até uma dose insolivaf positivo em altas doses na
presenca de ativacdo metabdlica. No entanto, a BSlideute que a evidéncia positiva
tende a ser fraca e geralmente ndo apoiada pealos da citogenéticia vivo. Informa
também que o 2,4-D foi negativo nos testes de oep@DNA em células de mamiferos
e ressalta que os resultados negativos estdo addoacom a auséncia de achados
positivos observada nos estudos de carcinogeneidealizados em roedores ou nos
estudos epidemioldgicos. A USEPA cita, inclusivee @ Forca Tarefa assume que ha
alguns resultados positivos para estudos de mutagete realizados com o 2,4-D,
mas que o peso da evidéncia apodia a conclusdoedelgypossui nenhuma ou minima
relacdo com a mutagenicidade em mamiferos (USEGK)2

Por fim, a USEPA esclarece que, apesar de alg@ite®titogenéticos
terem sido observados e haver algumas evidéncipstdacial genotdxico do 2,4-D, no
geral o padréo de respostas observado em tasta® ein vitro indica que o 2,4-D néo

€ mutagénico. A agéncia americana conclui que ppssica ou nenhuma preocupacao
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com efeitos mutagénicos hereditarios deste ingnégliativo em mamiferos (USEPA,
2012).

A EFSA, em seu ultimo relatério de avaliacdo daaislo 2,4-D,
publicado em setembro de 2014, também concluiu cguestudos disponiveis nao
mostram potencial genotoxico para 2,4 D, com base seguintes evidéncias: (1) o
potencial do 2,4-D causar mutacdo pontnalitro em células bacterianas foi negativo;
(2) o potencial do 2,4-D induzir aberra¢cGes crordossas em células somatidasvivo
foi negativo; (3) o 2,4-D foi fracamente positivo teste de mutacdo génicavitro em
células de mamiferos, mas como esse teste apresegrtas limitacbes, as empresas
foram requisitadas a submeter um novo testatro para avaliagdo de mutagao génica
em células de mamiferos, o qual foi negativo ($ehi2013), concluindo-se que o 2,4-
D ndo induz mutacdes génicas vitro; (4) ndo foi submetido nenhum estudo para
avaliacédo de aberracdes cromossomicastro, no entanto, a EFSA considerou que o
potencial de clastogenicidadevivo ja havia sido adequadamente avaliado; (5) o teste
de sintese ndo programada de DiNAitro foi negativo; (6) o potencial mutagénico em
células germinativas de drosofila foi positivo eita adose, mas esse ensaio foi
considerado de baixa validade, devido a divergaitalgdes, portanto, seu resultado néo
foi considerado na avalialiacdo do potencial mutagédo 2,4-D

A agéncia canadense considerou em seu relatériQ00& que os
resultados dos testesvitro ein vivo ndo demonstram mutagenicidade para o 2,4-D ou
suas demais formas (PMRA, 2007).

Em junho de 2015, a IARC realizou reunido para is@alda
carcinogenicidade do 2,4-D, a partir da qual candue, embora exista forte evidéncia
de que o 2,4-D induz estresse oxidativo, ha frat@éacia de genotoxicidade (IARC,
2015). Nao foi possivel comprovar a inducdo de ragées cromossémicas em
linfécitos humanos e os experimentos em mamifer@anamiferos apresentam dados
conflitantes (positivos e negativos) para aberrsg@®mossOmicas. Entretanto, foi
possivel concluir que o 2,4-D nao induz mutacOegyais. A IARC considerou critico
o fato de muitos estudos terem sido conduzidosfoomulacdes comerciais € hdo com
o ingrediente ativo puro, o que confere pouca Eelela aos resultados. Ainda, 0s
estudos epidemioldgicos de exposicdo de trabalbadapresentam confundidores

importantes, como a exposicao a diferentes agmiéxdpu 0 ndo biomonitoramento de
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2,4-D no sangue ou na urina dos individuos, preamtio a atribuicdo de nexo causal
entre os resultados obtidos e a exposicdo ao 2IARLC, 2015).

6.4 CONCLUSAO SOBRE A GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDBE DO 2,4-
D

Conforme descrito anteriormente, as agéncias régida e os organimos
internacionais concordam que existem algumas evid&€rde genotoxicidade para o
2,4-D, entretanto, eles ndo consideram que haieofic peso de evidéncia para
classificar o 2,4-D como mutagénico. Inclusivegéreia europeia acredita que alguns
efeitos genotdxicos observados apds exposicdo 4d Zeriam explicados pela
possivel presenca de dioxinas nos produtos magparg que, da forma como o 2,4-D
€ atualmente produzido, é improvavel que ele aptespotencial genotoxico para
humanos (EFSA, 2014). Conforme discutido no iterda2parte Il deste parecer de
analise, nos ultimos anos houve melhorias dosepens de sintese do 2,4-D, de forma
a controlar a formacao de impurezas, principalmeatdioxinas.

O conjunto dos resultados negativos observadogteratiira cientifica,
nos relatorios de organismos internacionais e masiés dos produtos registrados na
Anvisa reforga a evidéncia de auséncia de potenuighgéncio do 2,4-D para mutagéo
pontual e aberracdo cromossdmica. O quadro 18 eesagnresultados dos estudos
avaliados para acessar a mutagenicidade do 2,&&&ndb clara a falta de peso de
evidéncia para mutacao pontual e aberracdes cromaosss.

Portanto, ndo h& suficiente peso de evidéncia pamgiderar o 2,4-D
como sendo mutagénico, concluindo-se que ele réiepe os requisitos proibitivos de
registro estabelecidos pelo Decreto 4.074, de nande 2002, que estabelece a
proibicdo do registro de agrotoxicos capazes dazindnutacdes em dois testes, um
para detectar mutacdes génicas e outro para deteatacoes cromossomicas.

Em contrapartida, a avaliacdo revelou que a existéde resultados
positivos de mutagenicidade para produtos form@atdase de 2,4-D poderia gerar
preocupacao com os produtos ja registrados na AnRisrém, todo produto formulado
novo submetido a registro na Anvisa € avaliado ellegéio & mutagenicidade e, se 0s
critérios definidos em lei forem preenchidos (pitdibs), ele ndo sera aprovado.
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Quadro 18.Resumo dos resultados dos estudos de mutageniceiimdos com o 2,4-D.

Referéncia Concentragéo Tipo de ensaio Parametro Resultado
Lawlor e Valentine, 2,4-D In vitro ~
1990 (96,1%) Ames Mutacéo pontual NEGATIVO
. 2,4-D In vitro ~
Henriques, 1993 (90,0%) Ames Mutacgéo pontual NEGATIVO
. 2,4-D In vitro =
Henriques, 1994 (95,00%) Ames Mutacgéo pontual NEGATIVO
2,4-D In vitro ~
Gava, 1998 (97,1%) Ames Mutacéo pontual NEGATIVO
2,4-D In vitro ~
Do Val, 2006 (98.39%) Ames Mutacgéo pontual NEGATIVO
. 2,4-D In vitro .
Fligge, 2009b (98,4%) Ames Mutacgéo pontual NEGATIVO
2,4-D In vitro ~
Venkovet al, 2000 (100%) Mutacio reversa em levedur Mutacéo pontual POSITIVO
. _ In vivo Mutacéo pontual e
i el 20D Teste de Mancha da Asa en Aberragao INCONCLUSIVO
1993 (98%) Py g
drosdfila cromossémica
Graf e Wurgler I 570
1996 ’ NI Teste da Mancha da Asa enl Mutacéo pontual | INCONCLUSIVO
drosdfila
Graf e Wurgler [0
1996 ' NI Teste da Mancha do Olho e Mutagéo pontual NEGATIVO
drosdfila
In vivo
Vogel e Chandler, NI Letalidade recessiva _Ilgada a Mutagéo pontual NEGATIVO
1974 sexo em drosdfila
(células germinativas)
In vivo
Magnussoret al, 2,4-D N&o disjun¢édo e perda ~
1977 (100%) cromossdmica em droséfila IS BEE FEEHIVE
(células germinativas)
In vivo
Magnussoret al, 2,4-D N&o disjuncéo e perda Aberracdo NEGATIVO
1977 (100%) cromossémica em drosofila cromossémica
(células germinativas)
In vivo
Zimmeringet al, 2,4-D Letalidade recessiva ligada a =
1985 (99%) sexo em drosdfila I B NEELAS
(células germinativas)
In vivo
Tripathyet al, 2,4-D Letalidade recessiva ligada & -
1993 (98%) sexo em drosofila HINEFED PRl POEINIAS)
(células germinativas)
In vivo
Letalidade recessiva ligada a =
Kaleet al, 1995 PF sexo em droséfila Mutacéo Pontual POSITIVO
(células germinativas)
In vitro
Ahmedet al, 1977 NI Resisténcia a Ouabaina en] Mutacgado pontual | INCONCLUSIVO
células de hamster V79
[ V172 Aberracdo
Korte e Jalal, 1982 NI Aberragdo em células §ao NEGATIVO
cromossomica
humanas
In vitro =
Mustoneret al, 2,4-D ~ a Aberragao
1986 (100%) Aberrz;l‘gao em células cromossemica NEGATIVO
umanas
In vitro Mutacéo pontual e
Pavlicaet al, 1991 NI HGPRT em células de hamst Aberragao INCONCLUSIVO
V79 cromossémica

Quadro continua na proxima pagina.
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Continuacdo Quadro 18 Resumo dos resultados dos estudos de mutagenicieidmdos com o 2,4-D.

Referéncia Concentracao Tipo de ensaio Parametro Resultado
24D In vitro Mutagédo pontual e
Durward,1994 ’ HPRT em células de Aberracao INCONCLUSIVO
(99,8%) g
camundongos L5178Y cromossomica
In vitro =
AalEmEtEl, 2/4-D Micronticleo em células ABETEEL NEGATIVO
2002 (98%) h cromossémica
umanas
24D In vitro Mutac&o pontual e
Schisler, 2013 : HPRT em células de Aberracao NEGATIVO
(98,7%) L R g
ovario de hamster chinés cromossbmica
Jenssen e Renberg NI _In vivo Aberragaq NEGATIVO
1976 Micronucleo cromossomica
2,4-D In vivo Aberracao
i, 2Rl (96,1%) Micronucleo cromossdmica MEETIE
2,4-D In vivo Aberracao
SErEEEi e, LR (96,1%) Micronucleo cromossémica INEDREEEEIO
2,4-D In vivo Aberracao
SR, 1Ehe (95,0%) Micronucleo cromossbmica NEEAITME)
2,4-D In vivo Aberracao
SIS, 120 (90,0 — 75%) Micronucleo cromossdmica MEETIE
. 2,4-D In vivo Aberracéo
PEiE, deRts (97,1%) Micronucleo cromossémica INEDREEEEIO
Charleset al, 2,4-D In vivo Aberracao
1999a (50,1 — 98%) Micronucleo cromossbmica NEEAITME)
. 2,4-D In vivo Aberracéo
IR, 2008 (98,39%) Micronucleo cromossdmica MEETIE
" 2,4-D In vivo Aberracéo
Al 200cE (98,4%) Micronucleo cromossémica NEEAITME)
S In vivo =
el @ NI Citogenético em medula AEBTEGED INCONCLUSIVO
Grover,1988 A cromossomica
Odssea
In vivo =
Venkov, 2000 i) Citogenético em medula Aberragaq POSITIVO
(100%) p cromossomica
Gssea
In vivo ~
2,4-D . o Aberracao
Amer e Aly, 2001 (98%) Cltogeneflco em medula cromossdmica POSITIVO
0ssea
I 570 Aberracdes
Amer e Aly, 2001 2,4-D (98%) Citogenético em o€ INCONCLUSIVO
e cromossomicas
espermatécitos
[0 Anomalias
o 0, I
Amer e Aly, 2001 2,4-D (98%) Anomallas_ espermatozoides POSITIVO
espermatozoides
Mustoneret al, Epidemiolégico Cito enélt?cgi\(/ecr)n linfocitos Aberracdes NEGATIVO
1986 (MCPA e 2,4-D) 9 h cromossémicas
umanos
. Epidemioldgico " U0 " " Aberracdes
Figgset al, 2000 Microntcleo em linfocitos - NEGATIVO
(2,4-D) h cromossémicas
umanos
Epidemioldgico . 'T‘ e . . Aberracdes
Garryet al, 2001 Citogenético em linfocitos| S NEGATIVO
(2,4-D) h cromossémicas
umanos
7 TOXICIDADE DO 24-D PARA A REPRODUGCAO E PARA O

DESENVOLVIMENTO E ALGUNS PARAMETROS ENDOCRINOS

Conforme discutido no item 3 (toxicocinética), esticulos e ovarios sao

alvos do 2,4-D, o que gera preocupacdes sobre ssvess efeitos desse ingrediente
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ativo na reproducédo e no desenvolvimento embrel-gepds-natal. Lindquist e Ullberg

(1971) verificaram que o 2,4-D atravessa a placel@acamundongos e Stirtz e
colaboradores (2006) demonstraram que o 2,4-Dnéfgado a ratos neonatos pelo leite
materno.

Diversos estudos descritos a seguir avaliaram o enp@l
embriofetotdxico e teratogénico do 2,4-D, além e sfeito na prole apds exposicdo
por uma ou duas geracoes.

Ha também estudos epidemioldgicos que avaliarassa@cacao entre a
exposicdo a herbicidas clorofendxi e ao 2,4-D comlformacdes congénitas e
problemas reprodutivos, os quais também seraotdissineste item.

7.1 AVALIACAO DO POTENCIAL EMBRIOFETOTOXICO E TERADGENICO
DO 2,4-D EM ANIMAIS

Foi realizada analise detalhada dos estudos querava o potencial
embriofetotéxico e teratogénico do 2,4-D em rateselhos pela Forca Tarefa 2,4-D e
de estudos publicados na literatura.

Conforme pode ser verificado no quadro 19, queuiregbenas os dados
mais relevantes dos estudos realizados pela Fagefal2,4-D, ratas expostas a 75
mg/kg de 2,4-D durante o periodo de organogénesesaaram aumento nao
significativo de fetos com variacdes esquelétidase essa que ja causou uma inibicao
nao significativa do ganho de peso materno. Emhosela dose de 90 mg/kg de 2,4-D
causou toxicidade materna (diminuicdo do ganhoede p alteracdes comportamentais)
e abortos, sem qualquer outro efeito relevantdetos.

Ao encontro do que foi obervado nos estudos prtados na Anvisa,
estudos publicados na literatura, sucintamente ritlescno quadro 20, também
mostraram aumento na incidéncia de variacdes edoas em fetos de ratas expostas
durante a organogénese a doses superiores a 7kgnig/ 2,4-D. As fémeas prenhes
expostas a doses maiores (100 e 115 mg/kg) apaesenalteracbes comportamentais e
letalidade acentuada.

Os estudos demonstraram de forma consistente gi4e® ndo alterou o
desempenho reprodutivo, os indices de fertilidagestacdo, o tamanho da ninhada e a

razao sexual.
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Vale ressaltar que na literatura hd outros estugles avaliaram o
potencial teratogénico do 2,4-D, porém esses faemtizados em desacordo com as
diretrizes internacionalmente reconhecidas e aptaseinimeras limitacées, por isso
nao foram incluidos nos quadros que se seguem. Ceramplo, Fofana e
colaboradores (2000) relatam ter evidenciado aumsighificativo de malformacdes
renais e urogenitais em fetos de ratas expostases guperiores a 70 mg/kg de 2,4-D.
No entanto, o estudo utiliza um numero de animaistaninferior ao recomendado
(apenas cinco fémeas prenhes por dose, enquanlicerizes da OECD estabelecem
um minimo de dezesseis) e 0 resultado obtido néeefdicado por nenhum outro
estudo. Inclusive, em um estudo posterior desseso®eautores (Fofare al, 2002),
gue avaliou a sobrevivéncia poés-natal de ninhadgmstas ao 2,4-D durante a
organogénese, nao foram identificadas malformagdssnimais que sobreviveram até
0 28° dia pés natal, apesar de os autores terémidty 0 aumento de mortes verificado
nos grupos tratados as possiveis malformacdes nitagedos filhotes. Vale ressaltar
gue esse Ultimo estudo também utilizou um numercamienais muito inferior ao
recomendado (apenas trés fémeas prenhes por dose).

Outro exemplo de estudo que utilizou o 2,4-D e sgr&a limitacdes foi
o realizado por Dinamarca e colaboradores (200dg oformaram nao terem
evidenciado alteragBes no desenvolvimento ap&rératcamundongos dos dias zero a
nove de gestacdo com doses de até 100 mg/kg d& pd@riodo de exposicdo que esta

em desacordo com os protocolos internacionalmeeiéos.
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Quadro 1¢. Descricdo dos resultados dos estudos que avalmotencial embriofetotoxico e teratogénico @b,

Espécie, q o
linhagem e Via e @ pe_rlgdo i Pureza Doses_ Resultados relevantes NOAEL. Ref_erenc
nimero animais EXpoScao (mg/kg/dia) (mg/kg/dia) ia
- 75 mg/kg: inibicao n&o significativa do ganho degmaterno, principalmente nos
Oral - Idade no inicio do primeiros quatro dias de tratamento (DG 6 a 10).
- Ratos (CDF avagem) teste: ~ 20 semanas Materno: 25
Fischer 344) (gavag - 75 mg/kg: 1 ndo significativo da incidéncia de fetos e de adds com variagdes Rodwell
Veiculo: - Exposicéo: DG 6 a| 97,5% 0;8;25; 75 | esqueléticas, possivelmente relacionadas a exposia,4-D: esternébrios leve ou _ 1083
-35¢9 leo de 15 (organogénese) moderadamente desalinhaddsg5% de fetos e de 11,5% de ninhadas), costelas Desenvolvim
prenhes/dose milho _ cervicais (de 3,1% de fetos e de 11,5% de ninhadas), 149astelimentares (de ento: 25
- Eutanasia: DG 20 3,1% de fetos e de 11,5% de ninhadas) e arcosbv@igeom ossificacéo reduzidade
3,2% de fetos e de 15% de ninhadas).
- 90 mg/kg: diversos sinais de toxicidade matetoasiderados relacionados a alta dose
de 2,4-D (2 abortaram, nos DG 21 e 24; uma delas apresentou, nos DG 16 a 19, ataxia,
diminuicdo da atividade motora, perda do reflexemi@ireitamento e extremidades frigs
ao toque). No estudo piloto também ocorreu um abarha eutanasia de animal
moribundo e mortes (doses de 100 e 200 mg/kgkfieijps atribuidos a substancia-teste.
Oral - Idade no inicio do - 90 mg/kg: tendénci@q ganho de peso médio fémeas prenhes durante a@eléo
- Coelhos albinos (gavagem) teste: ~ 6 meses tratamento, que permaneceu durante o periodo Eagem. Materno: 30
(New Zealand) Veiculo: Hoberma
solugéd - Exposicéo: DG 6 a| 96,1% 0; 10; 30; 90 | - 90 mg/kg:1 significativo % fetos machos vivos, considerado réacionado ao n, 1990
-209 aquosa de 18 (organogénese) tratamento (n&o apresentou relagdo dose-resposta). Desenvolvim
prenhes/dose mgtilcelulo ento: 90 (ou>)
se (0,5%) - Eutanésia: DG 29 - 90 mg/kg:1 significativo incidéncia de fetos com membros eostes “virados parg
’ 10

dentro” (2,6%); malformac@o considerada secundarieompressdo in Gtero e n
relacionada a substancia-teste (ocorreu em apemas ninhada, estava dentro

variagao do controle historico e nédo foi significatna comparagéo entre as ninhadas).

- 10 mg/kg:| significativa do n° de costelas por feto, considarnéo relacionada g

la

o

tratamento (dentro do controle histérico, ausédeiselacdo dose-resposta).

Legenda: DG = dia gestacional.
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Quadro 2C. Descri¢éo dos resultados dos estudos publicadlitersura que avaliaram o potencial embriofetimde teratogénico do 2,4-D.

Espécie, linhagem e . . Doses Resultados relevantes Referéncia
ndmero animais VIE) Pt AU (mg/kg/dia)
- 87,5 mg/kg: dose proxima da méaxima tolerada @espreliminar).
- Ratos Sprague- Avaliacdo do desenvolvimento fetal:
Dawley - 50; 75 e 87,5 mg/kg; dose-dependente do peso fetal
s - 12,5; 50 e 75 mg/kg: incidéncia de retardo de ossificagdo dos ossaséaioo (fetos e ninhadas). No
o - Exposicéo: DG 6 & ) JORENPen
- Avaliagéo do 15 (organogénese) entanto, o autor do estudo considerou a ocorré&sparadica e sem dose resposta, 0 que “impede sua
desenvolvimento ganog associagdo com o tratamento”.
fetal: 13 a 19 L, . . »c. | - 50 mg/kg:t incidéncia de hidrocefalia (fetos). Como apenaa nmhada foi afetada, o efeito ndo epsta
Eutanasia: 0; 12,5; 25; ;
prenhes/grupo tratad - Avaliacdo do 50: 75 6 87.5 aparentemente relacionado ao tratamento.
e 36 a 419 prenhes | Oral (gavagem) ¢4 ' .>7| - 50; 75 e 87,5 mg/kd: dose-resposta na incidéncia de edema subcut&tes € ninhadas) e de atraso
desenvolvimento (dose mais e o e Schwetzet
no controle (2 grupos| . . na ossificac@o dos esternébrios (fetos; ninhageses com 75 mg/kg)
. L. fetal: GD 20 98,7 % | alta: apenas L a L al., 1971
controle) Veiculo: éleo de avaliacio do | - 75 e 87,5 mg/kgt dose-resposta na incidéncia de 142 costela -l@dstebar (fetos; ninhadas apengas
milho o &40 com 75 mg/kg)
L - Avaliagéo do desenvolvime ? A o -
- Avaliagéo do . - 87,5 mg/kg:1 dose-resposta na incidéncia de esternébrios ibipar{fetos), esternébrios ausentes
. crescimento e nto fetal) :
crescimento e o (fetos e ninhadas) e de costelas onduladas (fetos)
S sobrevivéncia
sobrevivéncia P
. neonatais: filhotes I . Lo .
neonatais: 16 a 20 ; Avaliacdo do crescimento e sobrevivéncia neonatais:
eutanasiados no = TP - . - = . o .
prenhes/grupo tratad DPN 20 N&o foram alterados: indices de fertilidade, géstedt, de viabilidade e lactacéo; avaliagbes pos-
e 349 prenhes no mortem e esquelética.
controle - 50 mg/kg:| peso neonatos no DPN 20; entretanto, o autoruagise resultado a uma Unica ninhada
com filhotes excepcionalmente pequenos.
NOAEL: 25 mg/kg/dia.
- Ratos Sprague- Oral (gavagem) | _ Exposicéo: DG 6 a| - 115 mg/kg: letalidade (12%)/eganho de peso materno
Dawley N . : Chernoffet
. L 15 (organogénese) | 99% 0; 115 - 115 mg/kg:] peso fetal
Veiculo: oleo de - 115 mg/kg:t incidéncia de variagdes esqueléticas (costelamsumerarias) al., 1990
- 259 prenhes/grupo | milho g/kgt ¢ q m
- 100 mg/kg: evidéncias de toxicidade materna @tipimlade, respiracdo acelerada, perda de apetite,
Oral (gavagem) fragueza, hemorragia nasal, leve diarréia e peegeedo), sem efeitos nos parametros reproduti¥os (n
- Ratos Rattus s : ~ L e
norvedicus - Exposicéo: DG 1 a| de implantagdes, n° de fetos viaveis, reabsorctezie sexual) Mazharet
9 Veiculo: 6leo de| 19 (toda a gestacéo) > 90% 0; 100 - 100 mg/kg:| peso e comprimento dos fetos viaveis al., 2014

- 10 Q prenhes/grupo

milho

- 100 mg/kg:t incidéncia de variagdes esqueléticas - diminu{gaatraso) do grau de ossificacdo de
algumas estruturas (cranio, esternébrios, vértebremtarsos, falanges); costelas extra, fundidas o
assimétricas.

Legenda: DG= dia gestacional; DPN= dia p6s natal.
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7.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DO 2,4-D EM ESTUDOS MULGERACIONAIS

7.2.1 Estudo de Duas Geracoes

No Estudo de Duas GeragOes realizado com o 2,4if0s cesultados
estdo descritos no quadro 21, verificou-se quese die@ 80 mg/kg/dia foi excessiva,
efeito que se tornou aparente apds o acasalamangerdcao parental FO, durante o
periodo de lactacdo. A duracdo da gestacdo dasdashF1b foi significativamente
aumentada no grupo tratado com 80 mg/kg/dia, efst®e considerado resultado da
toxicidade nesta dose. A USEPA, na analise detiid@sealizada em 1986, considerou
gue esse aumento na duracéo da gestacao da nkittagaderia ser resultado de atraso
na implantacao, desequilibrios hormonais ou proateno parto. Houve diminuicdo do
tamanho das ninhadas vivas Fla e Flb da dose deg@@/dia, efeito que foi mais
severo nas ultimas (reducdo de aproximadamenteesf%elacdo ao grupo controle).
Devido a observacao de mortalidade excessiva wlessaap0s o desmame das ninhadas
F1b, todos os animais desse grupo foram eutanaseéadastudo continuou apenas com
as doses de 0, 5 e 20 mg/kg/dia para constitueracgo F1.

Os filhotes das ninhadas Fla e Flb da dose de 8lkgiuig
apresentaram peso corpéreo significativamente diitiiy enquanto os filhotes das
ninhadas F1lb da dose de 20 mg/kg/dia apresentanmanuitdo do peso que foi
significativa apenas no DPN 28. Por isso, a dos& daeg/kg/dia foi considerada o
NOAEL do estudo para efeitos no desenvolvimentes Mahadas F1b da dose de 80
mg/kg foi verificado aumento da incidéncia de faetom variacdes esqueléticas, como
esternébrios n&o ossificados, esternébrios levenoderadamente desalinhados, 142
costela rudimentar, costelas curvas e arcos vaitelwrom ossificagcdo reduzida,
resultados esses que corroboram aqueles obtidastudo de embriofetotoxicidade
também conduzido em ratos Fischer 344. A severidiedeesposta toxicolégica nas
ninhadas F1 do grupo de 80 mg/kg/dia foi consideradultado da toxicidade materna
excessiva, em oposi¢ao a um efeito direto na prole.

Vale ressaltar que este estudo apresentou diversassisténcias, que
colocam sua validade em questdo. Como exemplo,ehoegessidade de reanalisar as
laminas de figado, pois inicialmente foi verificaglomento significativo na incidéncia

de Doenca de Tizzer (doenca infecciosa bacterigneoedores e outros mamiferos,
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causada pela ingestao de esporotistridium piliformee caracterizada por lesdes
necréticas no figado) nos machos da geracdo R@losicom a menor dose de 2,4-D (5
mg/kg). Devido a auséncia de outros achados cBmos machos (como diminuicéo da
sobrevivéncia ou presenca de diarrei@elo fato das fémeas nao terem sido afetadas, o
diretor do estudo acreditou que a Doenca de Tizmanda sido diagnosticada
incorretamente. Dessa forma, posteriormente fdizaga nova andlise histopatolégica
do figado, que desta vez nao identificou alteragdlesantes.

Além disso, os autores incialmente relataram n&o etecontrado
alteracdes relevantes nos rins dos animais, nermaeéss tratados com a dose mais
alta de 2,4-D, o que estava em desacordo com aHa@ss de estudos subcronicos
prévios realizados com o 2,4-D e que indicaranragties degenerativas nos tubulos
renais de ratos que receberam doses de até 15Q/dig/kDessa forma, o patrocinador
do estudo solicitou que as laminas dos rins doshasadas geracdoes FO e F1 e dos
filhotes Flb deste estudo fossem reavaliaddsldéndum to the final repdrtde
30/09/1986), tendo sido evidenciadas alteracogsyamldgicas nessa reanalise.

Outro ponto questionavel foi a auséncia de veghoade qualquer
alteracdo macroscopica e histopatologica nos agifiHd e F2b, nem mesmo daquelas
gue em outros momentos do relatério sdo descritaso c'alteracdes que ocorrem
espontaneamente em ratos de laboratério”.

Adicionalmente, nesse estudo ndo foram avaliadosanparos
relacionados a tireoide, mesmo que a época se ssmides efeitos do 2,4-D na funcgéo
tireoidiana de ratos, ja observados por Florsheifaleoff em 1962.

No relatério desse estudo os autores citam resdtaimilares aos
verificados por Hansen e colaboradores (1971) ratade reprodutivo de trés geracoes,
em que foi observada reducdo na sobrevivéncia édigdo do peso corporeo dos
filhotes das ninhadas que receberam 1500 ppm de Baldieta (aproximadamente 75
mg/kg), sem efeitos na fertilidade ou no tamanhaidhada.

Ainda, no relatério da EFSA de 2014 (2014b - iten.®1/02 do
relatorio da EFSA), foi descrito outro estudo déeéracdes (de 1997) realizado com o
2,4-D (99,2%), administrado a ratos Wistar na dnets concentracdes de 0, 200, 600 e
1800 ppm, e que apresentou resultados similaredaestudo em questdo: auséncia de
efeitos do 2,4-D na performance reprodutiva, noécés de fertilidade e gestacdo, na

duracdo média da gestacdo, no tamanho da ninhadar&zdo sexual. Foi verificada
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diminuicdo néo significativa no indice de viabiligados filhotes F2 da maior dose no
dia do parto (diminuicdo de 13,5% em relacdo aga@raontrole) e diminuicao
estatisticamente significativa do indice de viaaitle dos filhotes da maior dose nas

duas geracdes; efeitos esses considerados reldofonaao tratamento.
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Quadro 21. Descricéo dos resultados do Estudo de Duas Geragééizado com o 2,4-D.

Espécie, A
linhagem e Via e periodo de exposicao Zur?/ia D/Es;eds_ Resultados relevantes NC/)I':‘%‘ RETRTHIEE
ndmero animais 0 (gl GelE) (gl GelE)
Geragdes Parentais:
- 80 mg/kg FO: £ morreu devido a severa hemorragia generalizadsj\ygmente
- Oral (dieta) resultado da toxicidade do 2,4-D
- & eQ 80 mg/kg FO;consistente peso corporal e ganho de peso (todtuda
- Geragdo FO: exposta por 100 dias - @ 20 mg/kg F1]peso corporal (12 semana gestagao e lactacdo amk20)
32;?:‘;%% 2(:'2?:?;?;;5 r;tc;,ocril;‘r]z?;e’g - & e @ 80 mg/kg FO:lindice de fertilidade no acasalamento para gerinkada
dias apds o desmame das ninhadas Fib (néo S|gn|f|c§t|v§_) . ~ . )
F1 - 80 mg/kg FO:significativo duragdo gestagdo ninhada F1b, coresifteresultadq
a e F1b (total de 40 semanas| 2
- Ratos (CDF da toxicidade.
Fischer 344) ~ ) .
ex_pg;set;aﬁ]agtgrlo(glzg;?i?u'j;r?q)ént3 - 9 5a80 mg/kg FOTpes_o rins direito e esquerdo (20 mg/kg: apenasesql
-30/sexoldose via leite ou alimentagéo por 125 i g Zg%mg/kg F”F’eso fm Sesque_rdo .- ] .
. . ; - mg/kg FO: alteracdes histopatologicas rendisdivadas apenas apdg a .
= dias apds o nascimento, e antes|e P A Materno: 5
- Cada geragéo = .| reanalise das laminas)
durante o acasalamento, a gestatag, 0,5,20e80
acasalada duas « . Soul| o0 n Lo Rodwell,
vezes. sendo e a lactacao dgs ninhadas Fga. A 9% 8% (*s6 primeira Geracdes Filiais: Reprodutivo: 20 1085 1986
! dosagem continuou pelo periodg ' geracao) ’

produzidas 2

ninhadas por

geracao (ninhadag

Fla, F1lb, F2a e
F2b)

de 2 semanas de descanso e

durante o acasalamento, gestacéo e

lactagdo das ninhadas F2b, além
por pelos menos 30 dias apos g
desmame dessas ultimas.

- Periodo total de administracéo
continua, da geragéo FO até o fin
da geragéo F1: 77 semanas.

- Ninhadas Fla e F2a: eutanasiag
no desmame (DPN 28).

D

de

as

- 80 mg/kg - ninhadas Fla e Flktamanho ninhada viva (F1bde 50%).

- 80 mg/kg - ninhada F1h:indice de sobrevivéncia gestacional

- 80 mg/kg F1b} indices de viabilidade ninhada (em todos os DiPRgando a
68,3% no DPN1)

- 80 mg/kg - ninhada Fla:razdo sexuall(n® de?), efeito considerado nédo
relacionado ao tratamento, por néo ter se repatddinhada F1b

- 80 mg/kg ninhadas Fla e Flbsignificativa peso filhotes (toda a lactag&o)

- 20 mg/kg ninhadas F1b:peso filhotes ( significativa apemas no DPN 28)

- 80 mg/kg F1b: 6 fetos de 3 ninhadas com malfofies@ diversos com variacd
esqueléticas (ndo houve diferenca estatisticansgidéficativa), como esternébrig
ndo ossificados, esternébrios leve ou moderadanusralinhados, 142 coste
rudimentar, costelas curvas e arcos vertebrais essificacdo reduzida. Efeitg
relacionados a excessiva toxicidade materna.

N&o foram avaliados parametros relacionados a éutigbidiana.

Desenvolvimento: 5

Legenda: DPN= dia p6s natal.
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7.2.2 Estudo de Uma Geracao Estendida

Devido as inumeras inconsisténcias do estudo desoo subitem
anterior e a necessidade de avaliacdo de paranagtidenais como neurotoxicidade,
imunotoxicidade e desregulacdo enddcrina, a USKEiHéitsu a realizacdo de um novo
estudo de duas geragdes com o 2,4-D. A época lilzagém do referido estudo (2010),
estava em processo de elaboracdo o protocolo dddede Uma Geracao Estendida e,
portanto, a Forca Tarefa 2,4-D discutiu e acordom @ USEPA o delineamento do
estudo em questdo, mesmo que o protocolo da OEC® gsse estudo ainda nao
estivesse finalizado, o que ocorreu apenas em /280Y (OECD, 2011).

E importante citar que os resultados deste EstudldJuha Geracdo
Estendida ja foram publicados na literatura por tivlar colaboradores (2013). Além
disso, ele j& foi detalhadamente descrito e awalipdla USEPA (2010) e EFSA
(2014b). Entretanto a EFSA n&o teve acesso e naloavas partes deste estudo
relativas a neurotoxicidade e imunotoxicidade reedeolvimento.

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos potarscdo 2,4-D na funcéo
reprodutiva de machos e fémeas, na sobrevivénc@, crescimento e no
desenvolvimento da prole. Para tanto, foram ingadais alteragbes no sistema nervoso,
no sistema imune, na funcdo endocrina (incluinderatdes na tireoide) e em outros
parametros sistémicos. Os estudos foram realizadogporando elementos criticos das
seguintes diretrizes da USEPA: OPPTS 870.3800 +rodaption and Fertility Effects
(1998), 870.6300 — Developmental Neurotoxicity $tufl998) e 870.7800 -
Immunotoxicity (1996). Trata-se de um estudo bastatomplexo, por isso seu

delineamento geral foi resumido no quadro 22.
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Quadro 22. Delineamento geral do Estudo de Uma Geracéo Hdterehlizado com o 2,4-D.

Espécie, linhagem . .
e nimero de e per[ogo e Pureza Doses Delineamento Referéncia
-t exposicao
Geragéo parental No DPN 21 todas as ninhadas foram desmamadas evisiides em grupos ¢
Doses de 2,4-D em ppm || subgrupos para as devidas avaliagdes, conformeaaaiguir:
Sexol periodo | 100 | 300 | 600/800*
do estudo Doses de 2,4-D em mg/kg Parémetros avaliados em cada subgrupo da geréigho fi
J pré- Grupo/Sub | N DPN Parametros avaliados
55 16,6 45,3
acasalamento grupo
. Q pré- Toxicidade da tireoide e urindlise, além de outfrps
- Oral (dieta) acasalamento | 70 20,6 40, 1 la 10 70 | parametros sistémicos.
i ? gestagao Neurotoxicidade no desenvolvimentp),
Sgr);;;%s;ga;n{)eosr 3 ) grupo principal 4 219 437 1b | 10 60 neuropatologia e morfologia cerebral.
acasalamento e 95;23?0 76 22.9 453 2a 10| 707 Imu_notoxu:ldade. ensaio de _Cglu_las Formado_ras de
por até 2 semanas 2 Anncorpqs em resposta a er|troc¢os~de carneiro
durante o Q lactagdo 9,5 28,7 57,5 2b 10 87-93 Imun,ot_oxmldadel. ensaio de avalla(;ao da atividage
acasalamento. citotoxica das células Natural Killer.
3 ) o5 139 Toxicidade reprodutiva, enddcrina e estudo |dle
- Ratos Crl:CD Q: continuaram *600 ppm<; 800 ppm:J. Doses selecionadas com toxicocinetica.
(SD) - cercade 10|  sendo tratadas base em um estudo de toxicocinética preliminar, que Animais ndo Avaliagdo neuropatolégica apds perfusdo |ou
semanas de idade| durante a gestacap o_ o, | indicou uma diferenga na eliminagdo renal do 2,4:D incluidos em 22 avaliagéo dos hormdnios tireoidianos, seguidal de Marty et
(3 semanas) e 98’6 % entre ratos adultos machos e fémeas. Por issanfpra algum desses necropsia, avaliagédo ,C?O peso dos orgéos e C)etaal 2)610
lactagéo (3 ’ selecionadas doses maximas diferentes para |gada 3grupos dos mesmos para analise histopatoldgica. "
- 27/sexo/dose semanas) até o dia Sexo. Grupo satélite de Avaliacdo dos niveis de 2,4-D no plasma, dos
pos-natal (DPN) fémeas prenhes, niveis de horménios tireoidianos, dos paramefnos
22 acasaladas com| DG 17 | bioquimicos clinicos e hematolégicos, do peso € [da
Geracao filial machos nédo histopatologia da tireoide e da contagem de cofgos
d: continuaram a Doses de 2,4-D em ppm tratados _ | IL’Jt_eos e impla_ntagées. _
ser tratados por 5 100 | 300 | 600/800* Legenda: N: nimero de a_nlmals/sexo avaliados era satigrupo.\ DPN: dlla_ pos
a 7 semanas apos Grupo/Sexo Doses de 2.4-D em mg/kg natal correspondente ao final do tratamento e colestemente, a eutanasia das
o0 acasalamento o 96 588 579 animais.
(exposicéo total la . ---é’-z- ----- éé’—‘i ——————— 7 é’—G———
de 11 semanas). . . - Os dados reprodutivos da geracao filial foramasdios para avaliar a necessidage
1b S$.1..101 | 300 | ! 5.2 . de criagdo de uma segunda geracéo, que nao foidmargste estudo, conforme
g 9,9 29,5 81,7 descrito mais detalhadamente a seguir.
o |2 97 | 287 ] 584
) 9,2 28,4 75,3
op |2 91 | 267 | 553 _
d 8,7 25,8 71,8
3 |76 | 233 | 467
3 6,8 20,9 55,6
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A seguir serdo descritos apenas os achados mavangks do estudo. Os
machos e fémeas das geracdes parental e filial apfiesentaram sinais clinicos
relacionados a exposicao ao 2,4-D. Os dados deokirética, que ja foram descritos
mais detalhadamente no item 3 da parte Il destcpade analise, mostraram que 0s
niveis plasmaticos de 2,4-D nos machos foram satisimente (trés vezes) menores
do que os das fémeas que receberam a mesma dOsep{B0ou aproximadamente 24
mg/kg). Além disso, foi observada toxicocinéticap iéaear nos machos expostos a
doses superiores a 49,4 mgkapas fémeas expostas a doses superiores a 2k@ mg/
indicada por niveis plasmaticos superiores ao gua gsperado se as concentracées
plasmaticas fossem diretamente proporcionais agssnéle ingestdo do 2,4-D. Esses
achados sugerem que ocorreu saturacao da depueagdide 2,4-D nessas doses.

Conforme quadro 23, o estudo confirmou que o rim @&gao-alvo da
toxicidade do 2,4-D, o que esta de acordo com eslteglos dos demais estudos

realizados com este ingrediente ativo.

Quadro 22 Dados de toxicidade geral do 2,4-D no Estudo uha Geracéo Estendida.

Parametros Resultados

Peso corpoéreo Geracéao parental
- © 600 ppm:| peso corporeo (lactagao).

Geracdo filial
- 4 eQ 600 ppm:| peso corpdreo (lactagéo).

Peso e Geracao parental
histopatologia dos| - & 800 ppm: 1 peso rins (significativo), acompanhado por lesdegnais microscdpicas

rins caracteristicas (leve degeneracao multifocal doshulos contorcidos proximais da zona
medular externa).

Geragéo filial
- Q 300 e 600 ppm (subgrupo la)} peso rins (significativo), associado a alteracoed
histopatolégicas caracteristicas apenas na maior se.

- 4 300 e 600 ppm: alteracdes histopatoldgicas caradsticas.

n

Os autores ressaltaram que as lesdes renais fouétm Isves e ndo alteraram a funcao renal,
0 que pode ser confirmado pela auséncia de ef@tasionados a exposi¢cdo nos parametros
de patologia clinica ou urindlise. Concluiram que maior incidéncia de efeitos
histopatolégicos nos rins dos adultos da geradiab €¢m relacdo aos da geragéo parental esta
provavelmente relacionada as maiores doses de 2jdeDforam atingidas nos animais da

geracdo filial, conforme pode ser observado no uagterior.

Os demais resultados do estudo serdo apresentaslegua em itens
especificos, relacionados a cada sistema: tireomf@moducdo e alguns parametros

endocrinos, neuro e imunotoxicidade no desenvolvime
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7.2.2.1 Parametros Tireoidianos
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Os niveis de hormonios tireoidianos (tiroxina - frdpdotironina - T3) e

de tireotrofina (TSH — hormonio tireoestimulante) peso e histopatologia da glandula

tireoide foram avaliados em multiplos estagiosida,wconforme quadro 24.

Quadro 24. ParAmetros tireoidianos avaliados e alterado®ra;go parental e em diferentes idades da geridiefio f

Parédmetros avaliados
_ Niveis de Peso e
Geracgao Sexo/ldade T3, Tde Histopatol Resultados
TSH ogia
tireoide
- 600 ppm:| T3 (7%) e T4 (9%); T TSH
Q@ DG 17 (grupo X X (25%) — ndo estatisticamente significativos,
satélite) porém dose dependentes e associados ja
barental alteracdes histoldgicas (3/10)
2 de(sbn;?\lmzezgllhotes - @ 300 ppm:| peso tireoide
2- 11 semanas de - X (estatisticamente significativo) — achado
' eXpOSICAO considerado ndo relacionado ao tratamento
Q e DPN 4 (sobras da - 600 ppm:] T3 (3: 7%) e T4 (3: 13%; Q:
padronizagdo das X - 14%);1 TSH (?: 16%) — nao estatisticamente
ninhadas) significativos
- & 600 ppm:| T3 (13% - n&o significativa) é
) 1 T4 (28%- estatisticamente significatjva
? e%g:n’\;riigggotes X X - @ 600 ppm:1T3 ( 8% — nao significativo)
- 4 300 ppm:| T3 (19%) — estatisticamente
Filial significativa (p=0,01)
ili
- & 800 ppm: | T3 (8%) e T4 (14%); 1 TSH
(23%) — néo significativos
Q ed DPN 62-64* ou X X - 4 300 ppm:| T3 (15%);1T4 (12%);1TSH
70-74 (subgrupo la) (26%) — néo significativos
- 3100 ppm: | T3 (11%); | T4 (6%); 1TSH
(9%) — ndo significativos
Q ed DPN 139 (grupo i i
3) X

Legenda: N= namero de animais/sexo avaliados em saloigrupo. DPN = dia pds natal correspondentélésardo
parametro. DG= dia gestacional. T3= triiodotironifid= tiroxina. TSH= hormonio tireoestimulante @eatrofina

* sangue coletado uma semana antes do final damesito e, portanto, da eutanasia (para que o je@m
influenciasse os resultados das analises hormonais)

Na geracdo parental, foram observadas alteracdss hoomonios
tireoidianos apenas nas fémeas prenhes do grugliiesatatadas com a maior dose de
2,4-D (600 ppm ou aproximadamente 45 mg/kg), masna&uelas do grupo principal:
diminuicbes ndo estatisticamente significativagsgpodose-dependentes, nos niveis de
T3 e T4 e aumento nao significativo dos niveis d8HT Essas fémeas
(aproximadamente 25 % do grupo) foram os Unicasaisido estudo que apresentaram

alteracdes histopatoldgicas na tireoide, caraet@aiz por foliculos tireoidianos menores
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em relacdo aos do grupo controle, com vacuolosskan longo da periferia das células
epiteliais foliculares, o que sugere a ocorrénataredabsorcédo de coloide. Essas
alteracOes, apesar de muito leves, foram considenaelos préprios autores do estudo
como consistentes com uma perturbacao potenciadmd#io tireoidiana relacionada a
exposicdo ao 2,4-D. No entanto, os autores arguarantque as observagdes ndo sao
patolégicas, mas apenas adaptativas.

Na geracao filial, apenas os hormoénios tireoidiarmgsesentaram
alteracOes (diminuicdes), que foram estatisticamsignificativas somente nos filhotes
machos das duas maiores doses (300 e 600 ppmpddsmho dia do desmame (DPN
22). Os autores do estudo salientam que a dimiowga T3 apresentou uma fraca
relacdo dose-resposta, ja que na dose de 600 pmivais de T3 diminuiram apenas
13%, menos que na dose de 300 ppm. A USEPA (2Gdbronsiderou esses achados
como relacionados ao tratamento, por nao terensamiado relagdo dose-resposta e por
terem ocorrido em doses em que ja puderam serrevatos sinais de toxicidade
sistémica (diminuicdo de 10% no peso corpoéreo).tt@oamente ao verificado nos
machos, nas fémeas houve aumento dos niveis da Maior dose (600 ppm).

Na discusséo final do estudo, os autores informae) go verificar os
coeficientes de variacdo dos niveis hormonais, sedeonfirmar que as alteracdes
foram minimas. No entanto, conforme verificado elatério de validacdo de um estudo
de avaliacdo da funcao tireoidiana de ratos joaalsorado pela USEPA, verifica-se
gue os coeficientes de variacdo das concentragd€d @ TSH s&o inerentemente altos
(aproximadamente 29 e 58%, respectivamente), osinfica que esses valores séo
realmente varidveis, mas ndo diminui a importadeipequenas alteracdes.

Vale ressaltar que Stoker e colaboradores (2007¢, rgalizaram o
Ensaio de Hershberger com ratos, utilizando alte®slide 2,4-D (100 e 200 mg/kg),
também observaram diminuicdo estatisticamentefgigtiva das concentracdes de T3
e T4.

A toxicidade tireoidiana do 2,4-D, a maior sengilaitle dos ratos para
efeitos na tireoide e a relevancia desses efeitwma pumanos sera discutida mais
detalhadamente no item 8 da parte |l deste padecanalise, que tratard da toxicidade
do 2,4-D no sistema enddcrino.
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7.2.2.2. Demais parametros enddcrinos e reprodutivo

O Estudo de Uma Geracéo Estendida confirmou a eiaséa efeito do
2,4-D na duracéo do ciclo estral, nos indices ieos (indices de acasalamento, de
concepcgao e de gestacdo), no tempo para acasatamantiuracédo da gestacdo, na
sobrevivéncia de filhotes e na razdo sexual, aoafido os resultados dos estudos
multigeracionais anteriores realizados com essedignte ativo e também dos estudos
especificos de toxicidade reprodutiva. Os resuttadeprodutivos e enddcrinos
relevantes estao descrito no quadro 26.

Os autores do Estudo de Uma Geragdo Estendidaud@msl que a
diminuicdo estatisticamente significativa verifieado peso da vesicula seminal dos
machos das doses de 300 e 800 ppm da geracaogbéoerspuria, pois: 1) ndo houve
nenhum padrdo de efeito antiandrogénico nos aniregmstos ao 2,4-D; 2) as
diminuicbes de peso das glandulas acessérias nédm f@produzidas na geracao filial,
gue foi exposta por mais tempo ao 2,4ibuteroe durante a lactacéo e a idade adulta).
No entanto, quando analisamos as tabelas de pesgdies do estudo verificamos que
houve diminui¢cdes ndo estatisticamente signifieatitanto no peso absoluto quanto no
peso relativo de todos os 6rgdos sexuais mascutiaageracdo parental, incluindo o
testiculo e epididimo. Esses resultados ndo podgnatabuidos a redugcdo do peso
corpOreo uma vez que isso nao ocorreu e tambénu@ardo houve diminuicdo dos
pesos absolutos e relativos dos demais orgaos tigado, baco, adrenal, encéfalo etc.
Os autores do estudo justificaram que os valorespekp relativo das vesiculas
seminais, préstata, testiculos e epididimos domaisi controles da geracdo parental
foram atipicos — estavam acima da faixa de varidoammontrole histérico do laboratério
— 0 que resultou na diferenca significativa obsgéavaos grupos tratados com o 2,4-D.
Ainda, os autores ressaltam que ndo houve efedgserso dos érgdos reprodutivos e
glandulas sexuais acessorias da geracao filialamleahos DPN 70 (subgrupo 1a) ou
139 (grupo 3). A EFSA e a USEPA concordaram comrnelasdo dos autores de que os
dados em geral ndo indicam efeito mediado peldD2,A- Anvisa também concorda
com essa conclusdo

Em relacdo a avaliacdo do inicio da puberdade, resigaltar que todos
0s animais da geracdo filial foram avaliados, tesido verificado pequeno atraso (1,6

dias), porém significativo, na idade de descolameiat prepucio dos machos tratados
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com a maior dose de 2,4-D. Os autores argumentamoqoeso desses animais era
levemente mais baixo que o dos controles no didedoolamento do prepucio (221,1g
versus 223,29g) e que, portanto, o 2,4-D teve umoef@ taxa de crescimento dos ratos
machos peripuberes. Os autores ressaltam que dgd@suno peso corporal levam a
atrasos na separagdo do prepucio e que nesse esttitttotes machos da maior dose
pesaram 8% menos que os controles nos DPN 28 &/35maenos no DPN 42. Citam
outro estudo realizado pelo mesmo grupo (Mattsl, 2003), que demonstraram atraso
de até 1,8 dias na puberdade de ratos juvenisréetes de decréscimos similares no
peso corporeo (10%). Os autores argumentam tamibéna (yariacdo encontrada esta
dentro do controle histérico do laboratorio. Ososes atribuiram o atraso no
descolamento do preplucio ao peso corpéreo dimindim® animais, que de fato
apresentou uma tendéncia estatistica de reduc80{f)=Quando foi realizada Analise
de Covariancia (ANCOVA), considerando o peso capdicomo covariavel, o
tratamento com o 2,4-D continuou tendo influénca dia de descolamento do
prepucio, apesar de o peso desses animais deefaapresentado tendéncia estatistica
de reducdo. No entanto, pode-se considerar o argantls autores em parte falho;
pois, ao compararmos visualmente os dados dos gadgpd 00 e 300 ppm (quadro 25
seguir), observamos que o descolamento do prepdoizeu antes nos animais de 300
ppm, mesmo com estes animais apresentando pesmrirde dos tratados com 100
ppm. Adicionalmente, apesar de possuirem o messw ¢@s animais de 300 ppm, 0s
animais tratados com 800 ppm tiveram um atraso ,8edihs no descolamento do
prepucio em relacdo aqueles. A EFSA considerowifisidncia toxicolégica desse
achado duvidosa (EFSA, 2014) e a USEPA né&o comsidesse atraso biologicamente
relevante, por estar dentro da faixa normal deabdiilade (USEPA, 2015).

Quadro 25. Dia e peso corpéreo dos machos no dia de descularde
prepucio - geragao filial.

Doses de 2,4-D (ppm)
0 100 300 800
Dia 43,0 43,6 43,3 44,6*
Peso corporeo 223,2 230,3 2219 2211

*p=0,05

Em um resumo publicado na literatura, Stoker ebavkdores (2007)
observaram um atraso significativo no descolameéotgrepucio (2,7 dias), além de

diminuicdo estatisticamente significativa do pesédim da prostata ventral, dos
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musculos levantador do &anus e bulbocavernoso e nilosis de testosterona e
androstenediona em ratos tratados com 200 mg/KQ4dB (Ensaio de Hershberger),
mas ndo com a dose de 100 mg/kg. Portanto, o efaiexposicdo ao 2,4-D no atraso
de descolamento do prepucio ndo pode ser completardescartado, pelo menos em
altas doses.

Os autores nao relataram diferencas no peso reldtsg testiculos dos
animais da geracéao filial, no entanto, verificougse foram incluidos os resultados do
controle positivo para imunotoxicidade na analisetéstica do peso dos testiculos dos
machos do subgrupo 2b, apesar deles terem recthitdonento distinto dos demais
animais do grupo. Ao excluir os dados deste camfpokitivo para a analise estatistica,
verificou-se uma tendéncia (ANOVA; p=0,07) de dimgéo do peso relativo dos
testiculos (9%, 8% e 11%) dos animais tratadopemsamente com 100, 300 e 800
ppm de 2,4-D, em relagdo ao grupo controle.

Os achados em machos acima descritos levantarasidogeesobre o
potencial efeito antiandrogénico de altas doses2deD. No entanto, os autores
apresentaram diversos argumentos para desconseb=as resultados e concluir que
nao houve nenhum padréo consistente de alteragdimg@mica nos ratos machos
tratados com 2,4-D. Argumentaram, ainda, que nahasada geracao filial ndo houve
efeitos na distancia anogenital ou retencdo de hogyrdois parametros considerados
altamente sensiveis a alteracdo da homeostasiagémitta. Vale citar que, por conta da
suspeita inicial de efeitos antiandrogénicos del® (fevantada a partir do estudo de 90
dias realizado em ratos no qual 8 dos 10 animaésaptaram testiculos atrofiados apos
exposicao a altas doses de 2,4-D), todos os esfadns analisados detalhadamente
em busca de possiveis alteracfes nos 6rgdos emuB@ireprodutivos. No entanto,
foram observadas baixas incidéncias dessas alesagie estavam dentro do controle
historico das espécies utilizadas.

Por isso, levando-se em conta o peso da evidénom efeitos
observados, a Anvisa considera que, por terem idooapenas na maior dose, em
condicbes de toxicocinética claramente ndo linesatufacdo dos processos
metabdlicos), eles ndo sédo relevantes para a e&aldo perigo do 2,4-D para humanos.

A idade de abertura vaginal das fémeas nao faralepelo tratamento.

Foi verificada diminuicdo do peso da hipdfise noachos e fémeas

tratados com a maior dose de 2,4-D. Os autoresdsmasam que essas diminuicdes
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ndo estavam relacionadas a exposi¢ao por varioseapa magnitude dessa diferenca
foi muito pequena; os valores estavam dentro dér@enhistorico do laboratério; ndo
foram encontradas alteracfes histopatologicas iasss; esse parametro ndo estava
alterado nos machos e fémeas do subgrupo 1a, nerémaas do grupo 3; e porque
alteragcfes na funcéo hipofisaria alterariam do@isutros parametros dos machos do
grupo 3, como o peso dos Orgaos reprodutivos eglfaslulas sexuais acessorias e
parametros espermaticos.

E importante citar que no grupo em que esse dfsitmbservado (3) n&o
foram medidos os niveis de horménios tireoidiands @ormonio tireoestimulante dos
animais, que poderiam estar alterados como no gpbgta. Nos dois Unicos estudos
subcrénicos realizados com o 2,4-D que avaliargpeso da hipofise, um em ratos e
outro em camundongos, foram observados aumentgseswo relativo da hipofise, a
partir da dose de 15 mg/kg, os quais ndo estavasociaslos a alteracOes
histopatoldgicas. Por outro lado, esses efeitos fodam observados nos estudos
cronicos, 0 que poderia sugerir um efeito transitou mesmo aleatorio.

No entanto, vale citar um exemplo da literatura,vé@ der Ven e
colaboradores (2006), que observaram aumento rmodaekipofise de animais tratados
com uma determinada substancia toxica (um retaeddat chama), sem alteracbes
histopatolégicas robustas correspondentes, e @masain que 0 aumento no peso da
hipdfise poderia ser devido a ocorréncia de hipgatie/ou hiperplasia celulares difusas
indiscerniveis. Esses autores concluiram que, quowvavelmente apenas um numero
limitado das inumeras populacdes celulares da ispdfoi afetado de maneira
especifica, o leve aumento detectado no peso déidepoderia ser sintomatico de um
efeito relativamente intenso em uma uUnica subpggolaprovavelmente nas células
tireotroficas. Por isso, os efeitos observados asopda hipofise ndo podem ser
completamenre desconsiderados por ndo estarem isksoOC a alteracbes
histopatoldgicas. A EFSA considerou o significadsse achado na hipofise incerto.
Até o momento, ndo ha evidéncias consistentes deoqj4-D possa alterar a funcao

hipofisaria.
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Quadro 2€. Demais

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Geréncia Geral de Toxicologia
Coordenacéo de Produtos Novos e de Baixo Risco

arametros endocrinos e reprodutivos dalBsta Uma Geragéo.

Parametro

Resultados

Peso 6rgéos -
geragdo parental

- & 300 e 800 ppm} peso vesicula seminal (significativa; 12 e 14@spectivamente) . Os valores dos controles foamsiderados atipicos, pois estavam acima da faixadagdo
do controle histérico do laboratério, o que resuha diferenca significativa observada nos grugdados com o 2,4-D.

Inicio puberdade

- & 600 ppm: atraso pequeno, porém significativo,,8edias na idade de descolamento do prepuicio.

Peso 6rgéos
reprodutivos
geracao filial

O peso dos testiculos dos machos da geracaddiliavaliado em diversos subgrupos e, portantodiéenentes DPN, conforme segue:

Parametro Idade N Resultados Argumentos autor s
DPN 22 (animais que - 100, 300 e 600 ppm:| Provavelmente é resultado da diminuigdo do pegmbceo dos animais, pois ndo houve diferenga no
sobraram apés a 10 | peso absoluto peso relativo nem alteracdes histopatoldgicas.
lactacac testiculos
DPN 70 (subgrupo 1a 10| - -
Peso dos - 100, 300 e 800 ppm: Incluidos os resultados do controle positivo panariotoxicidade na andlise estatistica do peso|dos
testiculos l peso relativo| testiculos dos machos do subgrupo 2b, apesar deséss recebido tratamento distinto dos demais
icu DPN 87 a 93 10 testiculos (9%; 8% e animais do grupo.
(subgrupo 2b) 11%, respectivamente) Ao excluir os dados deste controle positivo parandlise estatistica, verificou-se uma tendéncia
- tendéncia estatistica (ANOVA; p=0,07) de diminui¢&o do peso relativo desticulos dos animais tratados, de 9%, 8% e 11%
(ANOVA; p=0,07) nos grupos tratados com 100, 300 e 800 ppm de 2Zrdspectivamente, em rela¢éo ao grupo controlg.
DPN 139 (grupo 3) 27| - -

Legenda: N= numero de animais avaliados em cadgagob. DPN = dia pés natal correspondente a anddigg@rametro.
Né&o foram encontradas diferencas na motilidade otilidade progressiva espermaticas, nem na contalgesspermatides testiculares ou de espermatozepiidisimais (realizadas
apenas nos grupos controle e de maior dose). Naeetateragdes significativas relacionadas a egfosia morfologia espermética, embora a propore&spermatozoides anormais
tenha sido levemente maior no grupo tratado comp®®® em relacéo ao controle (0,025 versus 0,01)eofoi creditado a um Unico valor discrepanteydgpo de 800 ppm (0,024)
que, ao ser removido do conjunto de dados, resattouma proporcéo média de espermatozoides ancem#islente entre os grupos tratado e controle.

Orgaos femininos

N&o houve alterag6es na contagem de foliculosavasidas fémeas.

Porém, em todos os grupos/subgrupos em que o peser foi avaliado, este estava aumentado nadisa@ivamente na dose de 600 ppm:
- geragdo parental avaliada no dia de desmamelldoe$: 17% (o desvio padréo deste grupo foi Inéstsuperior ao do controle);

- geragao filial avaliada no DPN 70 (subgrupo Ba%s superior (com desvio padrao também bastantgisupo do grupo controle);

- geracao filial avaliada no DPN 139 (grupo 3): 189perior.

A Forca Tarefa 2,4-D (Neal e colaboradores, 20d8fjfica que o aumento no peso do Utero das fétne@slas com a maior dose pode ter ocorrido devidoséncia de controle do
estagio do ciclo estral na necropsia, pois foifieaiio que este grupo apresentou uma incidéncieriatia de fémeas no proestro ou estro em compacagd® grupo controle|
Informam que nesses dois estagios do ciclo estiitdro apresenta as maiores quantidades de flujploreanto, um peso maior. Os autores salientateméo foram observados sing
de Utero aumentado na necropsia nem achados asanmaivaliacdo histopatoldgica e concluiram quamseato no peso uterino verificado na maior doseteeima variabilidade
normal e ndo um achado relacionado a exposigagtad.2

Geragcéo filial (DPN 139)

Hipofise - & 800 ppm: | peso hipofise (8%,; significativa)
- @ 600 ppm: | peso hipofise (10%; néo significativa)
Adrenais -9 600 ppm & 800 ppm - geracao filial (DPN 22):peso adrenais (aproximadamente 30%)
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7.2.2.3 Neurotoxicidade no Desenvolvimento

Foram observadas alteracbes muito sutis e ndao isést@hente
significativas nos parametros neurologicos avakaém geral em direcdes opostas em
machos e fémeas, conforme quadro 27.

Segundo os autores do estudo, a auséncia de easl@onsistentes de
neurotoxicidade na geracao filial apdia a conclud@oque n&o houve alteracdes
biologicas relevantes na funcéo da tireoide, pagal@do que perturbacdes na tireoide
durante o desenvolvimento podem afetar o tamantendéfalo, a atividade motora e o
reflexo de sobressalto de animais pés-lactentes.

Ha autores que relatam que o encéfalo em desemait® parece néo
ser capaz de compensar 0s baixos niveis de T4li(Skaml, 2010) e que acreditam
gue pequenas deficiéncias tireoidianas em mulhgréasidas podem resultar em
reducdo do desenvolvimento intelectual da prolesmeeque essa apresente funcéo
tireoidiana normal (Haddoet al, 1999). McDermott e Ridgway (2001) citam 0s v&rio
sintomas associados aos casos de hipotireoidisrbalisico em que ha niveis
aumentados de TSH, mas niveis “normais” de T3 eehtte eles perda de memoria,
fraqueza muscular, depresséo, dano cognitivo, entres.

Marty e colaboradores (2010), autores do EstudoUdea Geracédo
Estendida realizado pela Forca Tarefa 2,4-D, ciotdey e colaboradores (1995), que
relataram aumento na amplitude de resposta dessaliiee de adultos com perturbacdes
na tireoide, sugerindo hiperreatividade. Emboradepmasculina avaliada no estudo
atual tenha apresentado maior amplitude de resplestmbressalto no primeiro bloco
do estudo, 0 mesmo néo ocorreu nos outros intexvAlada, os valores estavam dentro
da variacdo do controle historico do laboratérioseanimais ndo apresentaram sinais
associados de hiperreatividade. As alteracOes atdegs nos hormonios da tireoide
verificadas nas doses mais altas (600 ppm em férme860 pppm em machos)
ocorreram em condicbes de toxicocinética nao-lineando foram consideradas
relevantes para a avaliagcao do risco para huma@gsautores concluem também que
somente as fémeas prenhes do grupo satélite aamliaml DG 17 exibiram efeito na
tireoide relacionado ao 2,4-D e que o peso da muidédo sustenta um efeito do 2,4 D

na funcao tireoidiana em nenhum outro estagio da.Wo entanto, nos machos das
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duas maiores doses avaliados no DNP 22 as dimesmigie T3 e T4 foram
significativas e, portanto, ndo podem ser descastad

Porém, deve-se levar em consideracdo o fato detos serem mais
sensiveis a perturbacdes tireoidianas que os hunaoato que sera detalhadamente
discutido no subitem 9.3.5 deste parecer de analise

E necessario lembrar que nesse Estudo de Uma @eEsténdida nio
foram incluidos testes que avaliam a funcdo cognid que poderiam ser Uteis na
avaliacdo de efeitos mais sutis e especificos deD2,especialmente porque esse
ingrediente ativo administrado em altas doses, endicbes de toxicocinética ndo
linear, sabidamente altera os niveis de hormoémesidianos, que sédo imprescindiveis
para o funcionamento normal do sistema nervoso esenvolvimento. Inclusive,
conforme estabelecido nas diretrizes desse tagi@soavaliacdes funcionais (como por
exemplo, sensoriais, sociais e cognitivas) devemirsguidas no delineamento do
estudo se existirem informacgdes indicando essassiglegle. Vale ressaltar que a
diretriz da USEPA OPPTS 870.6300 — (1998) estabedenecessidade de incluir um
teste de aprendizagem associativa e memoria naagd@l da neurotoxicidade no
desenvolvimento, conduzido proximo ao periodo dendene e do dia pos natal 60. No
entanto, ndo foram realizados testes de aprendizagenemoria com o 2,4-D. E
possivel que a ndo inclusao de parametros relesardes sensiveis no delineamento do
estudo tenham impedido a observacéao de efeitogrdetes da exposicdo da prole ao
2,4-D. No entanto, conforme sera discutido maisarstdi na parte especifica de
neurotoxicidade, as informagfes disponiveis atuatengara o 2,4-D n&o sugerem
preocupacdes com seu potencial neurotoxico paramosn

Quadro 27.Dados do estudos de neurotoxicidade no desenvatttinealizado com o 2,4-D.

Parametros avaliados Resultados

- & 100, 300 e 800 ppmmiccdo durante avaliagdo no campo aberto (sigtificapenas com 100]
e 300 ppm). N&o foi interpretado como um efeitaagieinado & exposicéo devido a auséncia de
relacédo dose-resposta e a auséncia de diferertessh na maior dose.

- & 800 ppm:| progressiva da atividade motora no teste do cabpro (10% no total) — ndo
significativa

- @ 600 ppm:t progressivo da atividade motora no teste do caabpdo (12% no total) — ndo
significativo

Bateria de Observagéo
Funcional

Resposta de agarrar | - Q ed 600/800 ppmj resposta de agarrar do membro posterior (10%sigadicativa)

- @ 600 ppm:| extensdo dos membros no teste de pouso (13%igréficativa)

Teste de pouso - 4 800 ppm: extensdo dos membros no teste de pouso (17%igrdficativo)

- &1 ndo houve alteragdo do Reflexo Auditivo de Sataks (RAS) nas comparagdes lineares entre
0s grupos tratados e controle; porém foi obseriradeacdo significativa “Exposigao X Bloco”,
Reflexo Auditivo de provavelmente devido a um RAS levemente maior mogiro bloco nos machos tratados com 80
Sobressalto (RAS) ppm em relagdo aos controles, o que indica quéitubgéo do RAS foi significativamente afetad
pela exposicéo. No entanto, esta reposta foi giritke outros 2 estudos controles recentes do
laboratdrio, realizados com machos da mesma limhaigiade e peso corpéreo (Andrus, 2007).

SIS
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7.2.2.4 Imunotoxicidade no Desenvolvimento

Na avaliacdo da imunotoxicidade, a Unica alteragé&dicada ocorreu
nas fémeas do grupo tratado com a maior dose dB 2600 ppm) no Ensaio de
Células Formadoras de Anticorpo&n{ibody Forming Cel AFC) em resposta a
eritrécitos de carneiroSheep Red Blood Cels SRBC): houve reducdo de 54% das
AFC/baco e de 27% das AFCH1@splendcitos. Os autores do estudo ndo interpretar
esta alteracdo como relacionada ao tratamentdgeporcorrido em uma dose acima da
toxicocinética linear, por estar dentro da faixavéeiacdo do controle histérico do
laboratorio e daquela relatada na literatura psi@tgo de estudo e por ndo terem sido
verificadas alteracfes nos machos. No entantoressktado vai ao encontro do que foi
observado nos estudos subcrénicos e crbénicos adabz com o 2,4-D, que

demonstraram imunotoxicidade em doses que induzaitidade sistémica.

7.2.2.5 Observacdes sobre o delineamento expeamdatEstudo de Uma Geracéo
Estendida

7.2.2.5.1 Periodo de tratamento pré-acasalamento

Nesse estudo, o acasalamento dos adultos da geragdal iniciou-se
apos aproximadamente quatro semanas de exposi¢gd-Bo entretanto, o documento
de referéncia citado no proprio estudo, o USEPA T8’B70.3800 (1998), estabelece
gue os animais devem ser expostos a substanaapgimsno minimo 10 semanas antes
do acasalamento. As diretrizes da OECD para o BstedUma Geracdo Estendida
(OECD, 2011) estabelecem que o periodo de tratamamdtacasalamento deve ser
selecionado com base nas informagdes disponivieie scsubstancia-teste, sendo de no
minimo 2 semanas, considerado adequado na maiosiccakos. Para machos, esse
periodo € equivalente ao tempo necessario para aaosito epididimal de
espermatozoides em maturacdo e deve permitir agdetele efeitos pos-testiculares no
esperma (durante os estagios finais de esperm@gaaturacdo dos espermatozoides
epididimais). No momento da eutanasia, quandoedzadas analises histopatoldgicas
e dos parametros espermaticos dos epididimos iEulest os machos terdo sido

expostos por pelo menos um processo espermatogéniopleto. No entanto, o
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documento salienta que os cenarios de exposicdacpsalamento para machos devem
ser adaptados se em estudos prévios forem idawldfictoxicidade testicular (dano a
espermatogénese) ou efeitos na funcdo ou integrigsgppermaticas. Foster (2014)
ressalta que o periodo de exposicado pré-acasalarmdeni0 semanas é baseado no
conhecimento profundo da biologia da espermatogéeeg ainda mais importante
guando um estudo de toxicidade de 90 dias naaEgtanivel.

No estudo de 90 dias (13 semanas) realizado e cato altas doses de
2,4-D, diversos animais (8/10) apresentaram tded@trofiados ap0s exposicdo a altas
doses de 2,4-D. No entanto, apesar de o periodtrateemento pré-acasalamento
utilizado neste estudo nado estar de acordo comnbecimento prévio da possivel
toxicidade testicular do 2,4-D, o que poderia mpedido a verificacdo de possiveis
efeitos na prole, ele foi considerado valido, p@o terem sido observadas alteracfes
relevantes na geracdao filial, o que esta de acoodo os resultados do estudo de duas

geracoes realizado anteriormente.

7.2.2.5.2 Deciséo sobre a necessidade de se graas@gunda geracao

No Estudo de Uma Geragéo Estendida, a decisdod&asema segunda
geracdo é tomada de acordo com a avaliacdo deagifré-determinados da geracao
parental (ciclo estral e fertilidade) e da gerafgigad (distancia anogenital, retencéo de
mamilos, abertura vaginal, descolamento do prepéacmclo estral). No estudo em
guestao, os autores optaram por nao criar uma daggeracao, apesar de ter sido
observado leve atraso no descolamento do prepasiondchos, um dos critérios para o
disparo de uma segunda geracao. No entanto, segupticacdes dos autores, para que
seja necessario criar uma segunda geracdo devaleseonstrada dose-resposta
estatisticamente significativa ou biologicamentkevante. Esses informaram que na
deciséo de nao criarem uma segunda geracéo aplicep@so da evidéncia e usaram 0s
dados do controle historico do laboratorio na prigtiacdo dos resultados.

No entanto, Beekhuijzen e colaboradores (2009)epemplo, avaliaram
alguns estudos de duas geragdes, entre eles o deciga administrado via dieta, em
gue também foi detectado leve atraso no descolamdmtprepicio de machos da
geracdo F1 tratados com a maior dose da substfestey, o qual foi atribuido a

diminuicdo de peso corpéreo. Esses autores coasiergue, neste caso, a verificacao
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de reducdo no peso corpbéreo e de atraso no dessulando preplcio deveria
desencadear um proximo acasalamento. Beekhuijeeraboradores (2009) defendem
gue uma segunda geracao deve ser conduzida serhmubeguidade nos dados da
geracédo F1, ja que o valor adicional de um segawcdsalamento € justamente detectar
efeitos que ocorrem em baixa frequéncia ou quens&iwos robustos. Paralelamente,
pode-se concluir que os indicios do ensaio conlZjeveriam ter sido considerados
suficientes para se optar pelo disparo de uma slegyeracao.

A opcéo dos autores pela ndo criacdo de uma segerdado também
foi baseada nas consideracdes sobre a margem dsigggp defendidas pelo Programa
de Avaliacdo da Seguranca Quimica na Agricultukgri€ultural Chemical Safety
Assessment ACSA, conforme Coopegt al, 2006), cujo paradigma defende que se os
sinais de toxicidade estéo limitados apenas a nda®e (com nenhuma tendéncia dose-
resposta aparente), a margem de exposicdo dessaedosrelacdo as exposicoes
humanas estimadas ou diretamente medidas deveossiderada na decisdo. Se a
margem de exposicao for considerada segura, éiord€ uma segunda geracao nao é
necessaria. Os autores informam, com base em ddas estudo de exposicédo de
familias agricolas americanas (Alexandeal, 2007), que a margem de exposicdo de
criangas ao 2,4-D é superior a 15.000 vezes o NOpiBjetado de 5 mg/kg/dia no
Estudo de Uma Geragcdo. Usando a dose interna dstirfen um estudo de
toxicocinética em filhotes, a margem de exposigaiol3.000 vezes maior do que
aguela estimada para a exposi¢ao de criancas. @senresses resultados, os autores
decidiram n&o criar uma segunda geragéo nesseestud

Apesar dessa questao limitar a aceitabilidade tlmlesconsiderando-se
gue esse ingrediente ativo ja foi extensamenteaahale que ndo foram observados

efeitos consistentes, ele foi considerado valida peavisa.
7.2.2.6 Conclusodes do Estudo de Uma Geracéo Edeendi
Os NOAELSs parental, reprodutivo e para o desemvanto definidos a

partir do Estudo de Uma Geracdo Estendida realizado com -® Z2# ratos estao
descritos no quadro 28, com as respectivas jusiies.
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Quadro 28.NOAELs definidos a partir dBstudo de Uma Geracado Estendida em ratos.

Tipo Sexo NOAEL Justificativas
) 1(20%'2311':? - 800 ppm:| peso rins e alteracBes histopatologicas.
Parental |- o | "28.7mgkg | - 600 pmm: diminticao do peso corpéreo maternordera |
(300 ppm) | lactacéo.
45,3 mg/kg ~ . .
38 (800 ppm) | - N&o houve efeitos reprodutivos nas doses testadas
Reprodutivo|-------------- 202 mafkg [T e
Q (660 pgm)g - Nao houve efeitos reprodutivos nas doses testadas
Desenvolvi 38 (Esl,gompgéﬁ% - 300 ppm: alteracdes histopatolégicas renais texiaticas.
mento o Zigompgéﬁ?) - 300 ppm:t peso rins.

7.3 ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS

7.3.1 Reproducéo

Arbuckle e colaboradores (199 contraram niveis detectaveis de 2,4-D
(de < 5 ppb a 650 ppb, com uma média de 29,8 ppima mediana de 4,8 ppb) no
sémen de aplicadores de 2,4-D do Canada; entretesdes autores ndo avaliaram a
gualidade desse sémen.

Lerda e Rizzi (1991) verificaram niveis significats de astenospermia,
necrospermia e teratospermia em trabalhadores olgiexpostos ao 2,4-D (que
apresentaram um valor médio de 9,02 mg/L de 2,4Drima) e concluiram que o 2,4-
D prejudica o epitélio germinativo, altera a espogénese e, portanto, a fertilidade
masculina. Quando questionada sobre este resufidéirca Tarefa 2,4-D argumentou
gue o estudo em questdo é bastante limitado, peiscantroles ndo foram
adequadamente compostos por agricultores ndo espesh 2,4-D foi o Unico agente
medido na urina. Portanto, ndo é possivel detemsmapenas o trabalho agricola, e o
2,4-D especificamente, sdo responsaveis pelosogfeibservados ou se os efeitos
relatados podem ser atribuiveis a outros confumd&lpresentes no ambiente agricola
(incluindo outros agrotoxicos). Informaram que n&m verificada associacéo
estatisticamente significativa entre as concenascinarias de 2,4-D e diminuicdes na
qualidade espermatica em um estudo americano (8talh 2003). De fato, Swan e
colaboradores (2003), em um estudo caso-contr@ézado nos Estados Unidos,
verificaram uma associagao inconsistente entrenandicdo da qualidade espermatica e
a deteccéo de 2,4-D na urina (2,4-D detectado emaapl2% dos casos).
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A EFSA, em seu relatério de 2014, citou que aditea epidemiolbgica
relacionada a efeitos reprodutivos do 2,4-D em mown& esparsa e em geral negativa;

concluindo que n&o ha evidéncia convincente deitagdle reprodutiva em humanos.

7.3.2 Desenvolvimento

E importante citar que desde os anos sessentasaveestudos
epidemioldgicos avaliaram malformacdes congénitasprole de pais expostos a
agrotoxicos, entretanto, as avaliacdes de expos@dem geral imprecisas (utilizacao
do cargo que o trabalhador ocupa como medida des&gw; medidas de exposi¢cao
vagas como “qualquer agrotoxico”; ou medidas stuistas de exposicao) e o efeito de
agrotoxicos no desenvolvimento fetal humano percanacerto (Weselalet al,
2008). Esse é o caso de diversos estudos epidgicmsdque visaram verificar a
associacado entre a exposicdo ao 2,4-D e a ocar@ecimalformacdes congénitas,
porém, apresentaram resultados pouco esclarecedfesry et al, 1996;
Schreinemachers, 2003).

Arbuckle e colaboradores (1999) ndo encontrara@cass0 entre 0 Uso
de 2,4-D nos periodos pré- ou pds-concepc¢do ereéoctm de abortos espontaneos; no
entanto, quando os abortos foram divididos em pescou tardios (< 12 semanas ou de
12 a 19 semanas), a associacao foi significativa s abortos precoces e a exposicao
pré-concepcao. Weselak e colaboradores (2008)dsdificaram aumento do risco de
malformacgdes congénitas devido a exposicdo ao 2jdrBnte os periodos pré ou pos-
concepgao.

A EFSA, em seu relatério de 2014, citou que aditela epidemioldgica
fornece evidéncia de auséncia de aumento de riscdwiemanos de malformacdes

congénitas relacionadas a exposi¢do ao 2,4-D.

7.4 CONCLUSOES SOBRE A TOXICIDADE DO 2,4-D NA REPROCAO E NO
DESENVOLVIMENTO

Os diversos estudos realizados com o 2,4-D confiraaconclusdo das
diversas agéncias reguladoras de que esse ingeediino ndo possui potencial
teratogénico (USEPA, 2005; PMRA, 2007; EFSA, 2014D3 efeitos do 2,4-D no
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desenvolvimento consistem em varia¢cdes esquelaichsinuicdo do peso fetal, que
ocorreram em doses que causaram toxicidade maejua estavam acima do limiar de
toxicocinética linear.

Ha suspeitas de efeitos do 2,4-D sobre o sistempr@detivo, porém,
esses ocorreram apenas em altas doses e nao rafetarparametros reprodutivos
avaliados nos estudos multigeracionais. Inclusapesar de terem sido evidenciadas
anomalias na cabeca dos espermatozoéides em esiod@ammundongos expostos ao
2,4-D (Amer e Aly, 200) esses resultados nao foram corroborados pelodosstjue
avaliaram efeitos reprodutivos ou embriofetais.

Os efeitos tireoidianos do 2,4-D serao discutidassrdetalhadamente no

item a seguir, que trata dos efeitos desse ingredativo no sistema endodcrino.

8 TOXICIDADE DO 2,4-D NO SISTEMA ENDOCRINO

Em andlise a situacdo do 2,4-D nas demais agémti@siacionais
verificou-se que ele foi um dos ingredientes deolbsc da Agéncia de Protecdo
Ambiental Americana para realizar os estudos da Fado Programa de Deteccéo de
Desreguladores EndocrinoEndocrine Disruptor Screening Program EDSP), com
base em seu potencial de exposicdo (USEPA, 2009h).

A fase | do EDSP é composta por 11 testes:

- ligacdo ao receptor de estrogenasv(tro),
- ativagédo transcricional do receptor de estrogénostro),
- ligag&o ao receptor de androgeniasy{tro),
- aromatase recombinania yitro),
- esteroidogénes@(vitro),
- metamorfose de anfibios (ras),
- reproducdo de peixes - curta duragao,
- uterotrofico (ratas),
- Hershberger (ratos),
- puberdade em fémeas (ratas),
- puberdade em machos (ratos).
A Forca Tarefa 2,4-D testou o potencial moduladatoerino do 2,4-D

em 7 dos 11 estudos acima citados, pois a reatizbgsi4 testeism vivocom mamiferos
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(ensaios uterotréfico, Hershberger e de puberdadenwmchos e em fémeas) foi
dispensada pela USEPA, com base em outras infoemsaci&ntificas relevantes
submetidas pela Forca Tarefa 2,4-D e nos resultddo&studo de Uma Geracao
Estendida, que incorpora diversos parametros eimtdce € considerado um estudo

aceitavel correspondente a fase Il do EDSP.

8.1 ESTUDOSN VITRO

Cinco dos onze estudos do EDSP sé&witro e foram realizados com
2,4-D é&cido em concentracdes logaritimicas serjadasando de 1® a 10° M
(0,000002 a 22,ig/mL). Os autores dos estudos descrevem que tadiesies da fase
| do EDSP seguiram as diretrizes da USEPA, excetalpsvios planejados, em que a
méaxima concentracdo testada em quatro dos cinEsievitro (ligacdo e transativacao
do receptor de estrégenos, ligacdo ao receptondigenos e inibicdo da aromatase)
foi de 10°M (ou 100 uM) em vez da concentracdo de 1 mM30exigida nas
diretrizes. Justificam que os estudos dietéticosodzonética existentes indicam que
concentracdes de 1 mM de 2,4-D em testestro sdo equivalentes a dosasvivo que
produzem concentracdes plasméticas em ratos nuiit@alo ponto de inflexdo para a
toxicocinética ndo-linear e, portanto, ndo témwuéheia para informar o risco para
humanos, pois excederiam muito as reais concemrsad exposicdo encontradas em
estudos de biomonitoramento.

Os autores foram questionados pela Anvisa sobrerfd ge impurezas
do lote de 2,4-D utilizado nestes estudos; entretanformaram ter avaliado apenas o
teor de ingrediente ativo do lote utilizado.

Os resultados destes tesiasvitro ja foram publicados na literatura
aberta (Coadt al, 2014), avaliados pela USEPA (USEPA, 2015) eoedt&critos

resumidamente no quadro 29.
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Quadro 28. Descricéo dos estudosvitro do EDSP realizados com o 2,4-D.

Teste (diretrizes)

Sistema-teste

Pureza e Concentrac6es de
2,4-D

Limitacdes

Resultado

Referéncia

Ligacdo ao Recepto
de Estrogeno
(OPPTS 890.1250;
USEPA, 2009d)

Receptor de estrogeno em
homogenato de citosol uterin
de ratas.

- 98,5%
o - 8 concentracdes: 1ba 10*
M (0,000002 a 22,ig/mL)

- Maior concentracéo de 2,4-D em desaco|
com o estabelecido pela USEPA: deveria
10°M.

déegativo

ser
2,4-D nao interage com o receptor de estrogeno
concentracdes até tM.

LeBaronet al,
em 2011d

Ligacédo ao Recepto
de Andrégeno

Receptor de andrégeno em
homogenato de citosol

-98,5%
- 8 concentracgdes: 1ba 10*

- Maior concentragdo de 2,4-D em desaco|
com o estabelecido pela USEPA: deveria

déegativo
ser

LeBaronet al,

(OPPTS 890.1150; o 10°M. 2,4-D nao interage com o receptor de andrégenoem 2011c
USEPA, 2009b) prostatico de ratos. M (0,000002 a 22,jig/mL) concentracoes até 1.
Aromatase Microssomos recombinantes - 98,5% - Maior concentracdo de 2,4-D em desacofddegativo Coadvet al
Recombinante contendo aromatase (CYP19) - 8 concentracdes: #Ha 10° | com o estabelecido pela USEPA: deveria [ser 28'11 '

(OPPTS 890.1200;
USEPA, 2009c)

e citocromo P450 redutase
humanas.

M, incluindo 10*°*M
(0,000002 a 22, fig/mL)

10°M.
- CondigOes de teste ndo consistentes.

2,4-D considerado néo inibidor da atividade da
aromatase em concentracdes atéM0

Ativacéo
Transcricional do
Receptor de
Estrégeno
(OPPTS 890.1300;
USEPA, 2009¢)

Células hERa-HelLa 9903
estaveis (derivadas de um
tumor de colo uterino
humano).

- 98,5%
- 7 concentracgdes: 10a 10*
M (0,00002 a 22, ig/mL)

- Maior concentracéo de 2,4-D em desaco
com o estabelecido pela USEPA: deveria
10°M

- Diversos parametros de confiabilidade
reprodutibilidadefora dos limites especificadd
nas diretrizes da USEPA, o que coloca
guestdo a adequabilidade do laboratério p
executar este teste.

daconclusivo
ser
Maxima resposta néo atingiu 10% da resposta d
eontrole positivo em nenhum dos quatro ensaios
s (0%; 8,8%; 5,3% e 7,1%), no entanto, devido as
erdiversas limitages identificadas, os resultados
afaram considerados ndo confidveis e, portanto, u
conclusao final ndo pode ser obtida.

LeBaronet al,
2011a

Esteroidogénese
(OPPTS 890.1550;
USEPA, 2009g)

Linhagem celular de
carcinoma adrenocortical
humano H295R.

-98,5%
- 7 concentragdes: 10a 10*
M (0,00002 a 22,5ig/mL)

- Responsividade inadequada do sistema-te
producéo basal minima de estradiol pelo

controle negativo menor que o limite minimg
em trés ensaios (28,5%; 14,5% e 4,25% me

respectivamente) e maior inibicdo da produga

de estradiol induzida pelo controle positivo

;tgracamente Positivo

Lo 22,1pg/mL: 1 significativo e reprodutivel na
~ pfoducéo de estradiol (1,2 vezes).
- 22,1pg/mL: | ndo significativa na producéo de

testosterona

(20%) nas quatro corridas experimentais.

LeBaronet al,
2011b
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Pode-se concluir que os testes de ligagcdo ao wecdptestrogeno, de
ligacdo ao receptor de androgeno e da aromatasenib@tante foram claramente
negativos.

O teste de ativacao transcricional do receptorstt®geno teve resultado
considerado inconclusivo pela Anvisa, por apresaht@rsas limitagcbes experimentais,
ou seja, diversos parametros de confiabilidade peodeitibilidade fora dos limites
especificados nas diretrizes da USEPA, o0 que caotajuestdo a adequabilidade do
laboratorio para executar esse teste. Também n@mssivel garantir que se a dose
maxima indicada pela USEPA (1) tivesse sido testada, essa ndo atingiria os d8%
resposta do controle positivo, o necessario paeate ser considerado positivo. Quando
guestionados sobre esses resultados, que se apraxindos 10% em duas das quatro
corridas experimentais, o que poderia indicar queentracdes mais altas levariam a
resposta positiva, 0s autores responderam que desasam todas as corridas
experimentais clara e inequivocadamente negateagje os valores de 8,8 e 7,1%
representariam o “ruido de fundo” do sistema basew luciferase. Concluem que
mesmo se tivesse sido observado leve aumento tesste 0 peso da evidéncia indica
claramente que o 2,4-D nédo possui qualquer atiei@attogénican vitro ouin vivo.

O teste de esteroidogénese, por outro lado, apoeseaumento
estatisticamente significativo na producgao de dgit@as quatro corridas experimentais
realizadas. Os autores consideraram que, embolaves aumentos na producao de
estradiol demonstrados por esse estudo tenhamcsidsistentes e estatisticamente
significativos, aumentos de 1,2 vezes ou menorsseneste sdo de relevancia bioldgica
guestionavel, pois argumentam que durante o desémemto e validacdo do estudo de
esteroidogénese pela USEPA foi estabelecida asidads de alteracfes de pelo menos
1,5 vezes na producdo de estradiol ou testosteammmpanhadas de significancia
estatistica, para demonstrar efeito na esteroidsgérDessa forma, concluiram que o
2,4-D nao foi positivo neste ensaio.

No entanto, aumento na producéo de estradiol 20A@nTie o indicado
pelas diretrizes da USEPA pode ser consideradoisatié quando consideramos que a
producdo basal de estradiol estava diminuida emxapadamente 20% e a inibicao
induzida pelo procloraz aumentada em relacdo aanmedgrevisto, também em 20%.
Portanto, considerando os resultados em conjundty &, a diminuicdo da

responsividade do sistema-teste (diminuicdo daygp@ml basal de estradiol e aumento
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da inibicao da producgéo de estradiol pelo contpolgtivo) e o aumento de apenas 1,2
vezes da producdo de estradiol induzido pelo 2,4deriamos inferir que, se o
sistema-teste estivesse funcionando adequadanaer@gposta a concentragcdo mais alta
de 2,4-D poderia ter sido maior e, provavelmemteatingido as 1,5 vezes consideradas
necesséarias pelos autores. No relatorio de validagéltilaboratorial do teste de
esteroidogénese elaborado em 2008 para a USEPAdHetcal, 2008) esta previsto
gue substancias que aumentem de maneira estatistita significativa a producao de
estradiol ou testosterona menos de 2 vezes semssifcdadas como indutores fracos;
mas que, de fato, nem sempre é possivel distiegiie indutores fracos e substancias
negativas.

A USEPA considera que os critérios de desempentaingente tém o
objetivo de garantir que um ensaio é sensivel at&obias fracamente ativas e prevé
uma abordagem alternativa para melhor categomzirtaores ou inibidores fracos, que
seria a conducdo de um segundo experimento comrupo gle doses que forneca
relacbes dose-resposta mais detalhadas.

No entanto, apesar de considerar o resultado t® desesteroidogénese
positivo, a USEPA (2015) concluiu pela ausénciawdéncia convincente de interacao
potencial do 2,4-D com a via estrogénica.

Com base nos resultados de todos esses estudago, 0s autores
concluiram que o 2,4-D possui baixo potencial eteragir com o sistema enddcrino.
Vale ressaltar que permanecem duavidas quanto ama&kpse utilizada em quatro dos
cinco estudo vitro realizados com o 2,4-D: ligacdo ao receptor d&gsho, ligacdo
ao receptor de andrégeno, ativacao transcriciomakdeptor de estrégeno e aromatase
recombinante. Como exemplo, no relatério do estielvalidacao interlaboratorial do
teste da aromatase elaborado pela USEPA em 200¢@itddo o caso da substancia
nonilfenol, que n&o inibia a atividade da aromataseconcentragées entre 2@ 10°M,
mas quando a concentracéo chegou #Ml@emonstrou ser um inibidor desta enzima.

Além disso, 0 2,4-D esta entre as cerca de 1008t&utias quimicas
testadas na bateria de ensaios do programa “ToX©=&20L" da USEPA, que inclui 342
ensaios e 821 parametros (varios ensaios incluanaleacdo de multiplos parametros)
que fornecem informacdes sobre a atividade bicddigicvitro de substancias e cujos
resultados estdo publicamente disponiveis_em Aaitfof.epa.gov/dashboard/ (IARC,
2015). A IARC avaliou os dados do 2,4-D geradoso pebxCast/Tox21 em 265
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ensaios, entre eles alguns relativos aos receptiresstrogeno e de andrégeno. Os
procedimentos de analise dos dados do 2,4-D segairabordagem definida por Reif e
colaboradores (2010 e 2013) e estardo detalhadardestritos na Monografia IARC
volume n° 113 (IARC, 2015). Dos efeitos mediados ngoeptores, avaliados em 92
ensaios, o 2,4-D nao foi ativo em nenhum relatiue eeceptores de estrégeno e de
androgeno, entre outros, apresentando atividadeapemas 1 parametro dos 12
relacionados ao receptor ativado por proliferader peroxissomo peroxisome

proliferator-activated receptor PPAR).
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Nos estudo#n vivo do EDSP (metamorfose de anfibios e reproducao de

peixes), as concentracdes maximas de 2,4-D utlz@&dtavam conforme estabelecido

pela USEPA (100 mg/L). Os autores do estudo esdeaien que a concentracao de 4

mg/L é consistente com uma concentragdo ambieréainma, conservadora, prevista a

partir do uso do 2,4-D como herbicida aquatico.

Os autores foram questionados pela Anvisa sobrerfd ge impurezas

do lote de 2,4-D utilizado nestes estudos; enttetanformaram ter sido avaliado

apenas o teor de ingrediente ativo do lote utibzad

Os resultados desses testes ja foram publicadobtematura aberta
(Coadyet al, 2013), avaliados pela USEPA (USEPA, 2015) écestsumidamente
descritos no quadro 30.

Quadro 3C. Descri¢éo estudas vivodo EDSP realizados com o 2,4-D.

Pureza e
Estudo Sistema Concentracdes Limitagbes do estudo Resultado Referéncia
de 2,4-D
Metamorfose de

anfibios — rd Girino da rd - 98,6% - Alta variabilidade dag Negativo
(OPPTS africana de | - 4 concentragdes| concentracdes de 2,4-D Coadvet
890.1100; garras, 0,273; 3,24; 38,0 @ nos aqudrios - acima dp2,4-D é provavelmente inativo na al 23/10

USEPA, 2009a; Xenopus 113 mg ea 2,4- | aceitavel (variaram de 31 |atireoide em concentragdes 113mg "

OECD 231, laevis D/L 138% das nominais). ea/L (NOEC).
2009)
Concentragdes db Positivo para fecundidade

v?:rllcageemr\llz ri:é)”ri((ejz%r;tare;n_ 96,5 mg/L:| significativa (34%) da|

9 t t ' fecundidade I monotoénica:
- consequentemente, 29,846,4; 29,046,47; 259+527;
Reprodugéo de baixissima robustez (pode r22’9+8’7’2 ' e| ’ 19’7+5’9.,’

o ) o < i 1.22,948, (1D,

Peixes - Curta Peixes 98,6% eStaE,'St'CO de aPendsovosifemealdia  nos respectivps :
Duracéao Pimephales| 4 concentragbes} 16,6%). O numero de grupos) Marino et
(OPPTS promelas 0,245; 3,14; 34,0 @ animais também €& muitp : al., 2010
890.1350; 96,5 mg ea 2,4- | baixo. . . .

USEPA., 2000f: sexualment DIL Inconclusivo para vitelogenina

OECD 229, ¢ maduros - A quantidade de plasma Impossivel tirar qualquer conclus&o
S < - t
2009) ;O\;alia |g(s)uf|0|ente ps;i biolégica definitiva a partir dog
& ~ | dados de vitelogenina.
concentragcbes de A7
estradiol e testosterona, . )
recomendada pela USEPA. II:I%EE% %3%?% eeZZZ’i-D[/)bL

Legenda: ea=equivalentes &cidos; NOBD (Observed Effect Concentratjegoncentragdo sem efeito; LOECo( Observed Effect
Concentratiop= concentracdo mais baixa na qual foi observaeitoef

O teste de metamorfose de anfibios peridigatificar a interferéncia de

substancias no eixo hipotalamo-hipofise-tireoide gienos, ja que 0s niveis de

hormonios tireoidianos sdo essenciais para o pegreormal da metamorfose. O 2,4-

D apresentou resultado negativo nesse teste.
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No teste de reproducao de peixes foi observadandigéo significativa
da fecundidade dos peixes expostos a maior comag@atrde 2,4-D. Os autores
argumentam que, como nao houve efeitos significatrelacionados ao tratamento nos
parametros endocrino-responsivos mais especificosmo concentracdo de
vitelogenina, indice gbnado-somatico, histopat@aginadal ou registro de tubérculos,
€ provavel que a diminuicdo da fecundidade obsarvedmaior concentragdo testada
seja uma resposta generalizada ao estresse, néssagamente ligada a um modo de
acdo endocrino especifico no eixo hipotalamo-hgeéfiénada (HPG) dos peixes
expostos. No artigo publicado com os resultadotedestudo, os autores relatam que
esse tipo de resposta ao estresse ndo esta prewistmncentracdes ambientalmente
relevantes de 2,4-D.

De fato, sabe-se que a fecundidade € um paranaettmétn responsivo a
outros eventos estressores ja que, além de seragpasta consistente de peixes com
alteracdo no eixo HPG, integra efeitos de toxickdgeral, comportamentais, entre
outros (USEPA, 2007a). Mesmo assim, a fecundidacenéiderada o parametro mais
importante e integrativo do estudo de reproducao pemes, por ser um achado
consistentemente observado ap0s a exposicado aakveubstancias endocrinas, e por
incluir os principais modos de acao propostos pekaio. A diminui¢cdo da fecundidade
€ observada como uma resposta predominante a ataentracdes de compostos
estrogénicos ou fracamente estrogénicos. Além dissceestudo em questdo nao foi
possivel garantir que as concentracdes de vitelogerdo foram afetadas pelo 2,4-D,
dada a variabilidade dos resultados obtidos pae gEametro.

Adicionalmente, ndo foi realizada a analise dosisiWde esteroides
sexuais, especialmente util nos casos em que évadseuma reducéo da fecundidade,
pois pode fornecer informacgfes adicionais sobre@réncia de um modo de acao
enddcrino-mediado ou ndo. Sabe-se que alterac@esineis dos hormdnios sexuais
tipicamente coincidem com alteracdes em outrosnpetrds, como fecundidade e
concentracbes de vitelogenina. De qualquer mandiéa,pesquisadores (Eastern
Research Group, 2008) que esclarecem que umacadlespenas da fecundidade ja
qualifica uma substancia como téxica para a reg@uoluembora ndo necessariamente
como um composto com atividade enddécrina (mas simocum potencial desregulador

do eixo HPG). Dessa forma, a alteracdo na fecuddigade ser um efeito adverso com
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importancia regulatéria, seja devido a atividadediada por horménios ou devida a

outro mecanismo de acéo.

8.3 ANALISE DA LITERATURA CIENTIFICA SOBRE OS POSSEIS EFEITOS
ENDOCRINOS E REPRODUTIVOS DO 2,4-D

Conforme ja descrito, o 2,4-D apresentou resultadteamente
negativos nos testes de ligacdo ao receptor dégesin, de ligagcdo ao receptor de
androgeno e de inibicdo da aromatase recombinidotentanto, a partir dos resultados
dos estudos do EDSP e do Estudo de Uma Geracaadisteealizados com o 2,4-D,
restam duvidas sobre os potenciais efeitos desgeediente ativo na ativacao
transcricional do receptor de estrégeno, na eskegénese, na reproducao de peixes e
na tireoide.

Por isso, foi realizada extensa pesquisa da litexatientifica relacionada
aos possiveis efeitos do 2,4-D no sistema endqceinjos principais resultados estao

descritos a seguir.

8.3.1 Avaliagdo da Atividade Estrogénica

Ao encontro do que foi verificado no estudo real@aela propria Forca
Tarefa, o 2,4-D foi negativo em estudosvitro que avaliaram seu potencial de ligacédo
ao receptor de estrégeno de preparados de citassolo de ratas (Blait al, 2000) e
de oviduto de jacaré (Voniet al, 1996).

Adicionalmente, concentracdes de até 1 mM de 2p&® apresentaram
atividade estrogénica, conforme verificado em diwsrestudos vitro realizados em
diferentes linhagens celulares: células de caneermama (MCF-7) sensiveis a
estrogenos (Sotat al, 1995), células de levedura transfectadas coneoceptor
estrogénicar (Nishiharaet al, 2000; Jungbauer e Beck, 2002; Hurst e Sheali®3)2
células renais de macaco transfectadas com o ce@gitogénica (Sunet al, 2012) e
células de ovario de hamster (Kojirtal, 2004) ou de cancer de colo uterino humano
(Lemaireet al, 2006)transfectadas com os receptores estrogéniegs
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Portanto, apesar do estudo de ativacdo transcaicion receptor de
estrogeno realizado pela Forca Tarefa ter apredentesultado considerado
inconclusivo pela Anvisa, os diversos resultadogigados na literatura indicam que o

2,4-D provavelmente néo leva a ativacao transeraido receptor de estrégeno.

8.3.2 Avaliagdo da Atividade Androgénica

Concentracbes de até 10 uM de 2,4-D ndo mostrarawvidaae
androgénica ou antiandrogénica em diversos ensaiostro (Kojima et al, 2004,
Lemaireet al, 2006; Suret al, 2012), confirmando a auséncia de efeitos obdarnas
estudos realizado pela Forca Tarefa. Por outro, l&lm e colaboradores (2005)
relataram que o 2,4-D (até 0,5 uM) causou inibicampetitiva da ligacdo da di-
hidrotestosterona ao receptor de androgeno, disremte do verificado por outros
autores (Kojimaet al, 2004; Lemaireet al, 2006) e pela Forca Tarefa, que nao
verificaram alteracéo na ligacéo ao receptor dedgemhos induzida pelo 2,4-D.

Além disso, o 2,4-D (até 10 pM), isoladamente, r@donentou a
proliferacdo nem a ativacdo transcricional do remepe andrégenos de células de
cancer de préstata (Kiet al, 2005). No entanto, quando as células (de ddesedies
linhagens) foram tratadas com 2,4-D (10 nM) em&uaig di-hidrotestosterona, Kim e
colaboradores (2005) observaram aumento na péer e ativacdo transcricional do
receptor androgénico induzida pela di-hidrotestosi® (sem alterar a expressdo do
receptor), o que sugere efeitos sinérgicos ouvaditdessas duas substancias. Da
mesma forma, Sun e colaboradores (2012) relatawenerso induzido pelo 2,4-D (14
MM) nos efeitos da testosterona em células Vertulést renais do macaco verde
africano) transfectadas com o receptor androgénico.

Todavia, é provavel que os efeitos sinérgicos dtivad verificados por
Kim e colaboradores (2005) e por Sun e colaborad@@12) ndo tenham relevanana
vivo, considerando-se que nos estudos realizados edorese ndo foi observado
gualquer indicativo de que o 2,4-D possua efeitaba@génicos. Pelo contrario, a partir
da observacéo de alguns indicios como o leve atraskescolamento do prepucio ou a
diminuicdo no peso das glandulas acessoérias nal&ste Uma Geracdo Estendida,
poderiamos, na verdade, suspeitar que esse ingi@diévo apresentasse potenciais

efeitos antandrogénicos.
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Portanto, o conjunto dos resultados indica quetdD2ndo possui efeitos
na ligacéo ao receptor androgénico ou na ativaeasdricional desse.

8.3.3 Avaliacdo da Esteroidogénese e da Atividad@rdmatase

A esteroidogénese envolve os processos pelos quaislesterol é
convertido em hormdnios esteroides biologicameriteos ou seja, andrégenos,
estrogenos, progestadgenos, mineralocorticoidesicecgtticoides (Sanderson, 2006;
Miller e Auchus, 2011). As enzimas esteroidogénmaissistem em diversas enzimas
citocromo p450 especificas, hidroxiesteroide degieinases e esteroide redutases
(Sanderson, 2006). Os estrogenos sao produzides goematizacdo de andrdgenos
(inclusive aqueles derivados da esteroidogénesenalirpor uma seérie de reacgdes
catalisadas por uma Unica enzima microssomaloaroino P450 aromatase (Simpson
et al, 1994). Apesar da biossintese de estrogenosencem todos os vertebrados
(mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes), aianma deles a aromatase é encontrada
principalmente nas gbnadas e encéfalo. Em humanasr@s primatas, por outro lado,
h& maior distribuicdo desta enzima, sendo també&unérada na placenta e no tecido
adiposo (Simpsoat al, 1994).

As células H295R utilizadas no teste de esteroileg® possuem
caracteristicas fisiolégicas de células indiferadas da adrenal humana fetal e tém a
capacidade de produzir hormdnios esteroidais eramwg no cortex adrenal de adultos
e nas gbOnadas, permitindo a avaliacdo de efeitossutistancia na sintese de
corticosteroides e na producdo de horménios edesasexuais como andrégenos e
estrogenos, conforme figura a seguir (Gazstaal, 1990). No entanto, no teste de
esteroidogénese do EDSP sdo avaliados apenas as dé/testosterona e estradiol,

conforme figura 1 a seguir.
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CYP114 CYPI17 CYP17
Cholesterol :> Pregnenolone :> 17a-0H Pregnenolone |:’> DHEA
3p-HSD ﬂ ﬂ 3p-HSD 34-HSD
CYP17 CYP17

Progesterone C—> 170-0H Progesterone > Androstenedione

CYP21 ﬂ ﬂ CYP21

11-Deoxycorticosterone Deoxycortisol
CYPI1B2 ﬂ ﬁ CYP11BI
Corticosterone Cortisol 17p-estradiol

CYPI11B2

Aldosterone

Figura 1. Via esteroidogénica em células H295R. As enziesifo em itlico, os hormdnios em
negrito e as setas indicam a direcdo da sintegetddgulo acizentado indica a via de sintese se
corticosteroides, ndo avaliada no teste de estaéitese do Programa de Deteccéo de
Desreguladores Endécrinos da USEPA. A via de sinfes hormoénios sexuais esta circulada em
preto. Os horménios avaliados no teste de estegéise estdo irculados em vermelho. CYP=
citocromo P450; HSD= hidroxiesteroide hidrogen&ssite: Heckeet al, 2008.

Crain e colaboradores (1997) e Spiteri e colaboesd(1999) avaliaram
a exposicdo de ovos de jacaré ao 2,4-D (0,14; 1]4 eng/L) e ndo verificaram
alteracbes nos parametros endocrinos avaliadose elds a atividade da aromatase
gonadal e hepatican vitro, a reversdo sexual, as concentracdes plasmaticas de
estrogeno e testosterona e a histopatologia ganadal

Por outro lado, Liu e colaboradores (1996) vertaoa em um estudo de
esteroidogénesm vitro com células de Leydig de ratos Crl:CDBR que o[2,4m
concentracdes iguais ou superiores a 500 e 1000auMentou significativamente a
producdo de estradiol. Ainda, foi verificada reducg@o significativa da liberagéo de
testosterona estimulada pela gonadotrofina cordifpara 70% do controle), sem
alteracdo na secrecao basal de testosterona paléesae Leydig.

Esse ultimo resultado parece ir ao encontro daqelécado no estudo
de esteroidogénese realizado pela Forca Tarefad{Cea al, 2013): a maior
concentracdo de 2,4-D utilizada levou a um levegmosignificativo, aumento na
producdo de estradiol, com diminuicdo leve e namifstativa na producéo de
testosterona, o que poderia indicar uma inducamtderomo P450 aromatase pelo 2,4-
D, conforme figura 2, que mostra apenas parte dasieroidogénica acima descrita.
Inclusive, verificando-se o0 esquema, pode-se eatepdrque uma diminuicdo nao
significativa da testosterona ainda pode indican ungducdo da aromatase, pois pode
haver também aumento de estrona, com consequeti€dce da androstenediona,
horménios cuja avaliacdo ndo esta prevista no estiedesteroidogénese do EDSP.

Mais estrona sendo sintetizada também levaria a@aio de estradiol.
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Androstenedione

I 'ﬂ—HS‘Dﬁ ::]:JILC)PJ 9

! Testosterone Estrone

v
CYPI9 Jﬂlﬂ: ﬁ 17-HSD

/T\17B-estradiol

Figura 2. Via de sintese dos horménios sexuais no estudo de
esteroidogénese e possiveis efeitos da indudhg (la CYP 19
estoseron) T apmeaiaio)  de
Outra possivel hipdtese para o aumento do estradidlcado no teste
de esteroidogénese seria uma agao indireta do ,2gbido uma interagdo com as
enzimas metabolizadoras de estradiol, hipoteseigleyHe colaboradores (2010) para o
aumento de estrogeno, sem alteracdo na concentdac&estosterona, induzida pelo
prometon, um herbicida avaliado por esses autdJesa inibicdo da formacdo de
sulfato de estradiol inativo leva a um aumento waibponibilidade do estradiol nos
tecidos alvo (mas ndo necessariamente nos niveidatites de estradiol), e portanto, a
um efeito estrogénico indireto (Kestet al, 2000). Kester e colaboradores (2000)
avaliaram os efeitos de bifenilas policloradas eerdios fendis (até 1 pM) no
metabolismo de estradiol pela sulfotransferaserécsgam que o 2,4-DCP, o 2,4,6-
TCP e o pentaclorofenol inibem essa enzima, porfomina muito menos potente que
o fenol. Esse mecanismo pode ser compartilhado pgledD, apesar dele ter sido
verificado apenas na concentracao de 100 uM, gielssstante superior as das demais
substancias testadas e pouco relevante para humanos
Ainda, o resultado observado pode ser efeito dsipeis contaminantes
das amostras de 2,4-D utilizadas no teste, comsiderse que a Forca Tarefa 2,4-D néo

apresentou o perfil de impurezas do lote utilizads estudos do EDSP

8.3.3.1 Possivel relacdo entre desregulacdo enddda esteroidogénese e a ocorréncia

de cancer

Conforme ja descrito anteriormente, apesar da initese de estrégenos
ocorrer em todos os vertebrados, na maioria delearcanatase € encontrada
principalmente nas génadas e encéfalo, enquantbuemanos e outros primatas ela é

também encontrada na placenta e no tecido adipSsopgonet al, 1994). O
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significado fisiol6gico da biossintese de estrégema placenta e no tecido adiposo de
humanos ainda é incer{8impsonet al, 1994).0 estrogeno produzido em cada tecido
€ especifico: como exemplo, o ovario humano skdeprincipalmente estradiol,
enguanto a placenta sintetiza estriol e o tecidpoad estrona (Simpsaat al, 1994).
Sabe-se que a producgdo de estrogeno pelo tecigosagique possui como principal
substrato a androstenediona circulante, produzitta gdrtex da adrenal, aumenta com
0 peso e a idade e esta diretamente correlaciocatiaa incidéncia de cancer de
endométrio e de mama (Simpsetral, 1994).

Esse fato poderia gerar preocupacdo no caso desubsiancia que
possivelmente induz a producdo de estrégeno pac@wlda aromatase, pois, pelo fato
a aromatase nao estar presente no tecido adiposoederes, os possiveis efeitos
carcinogénicos da inducao dessa enzima em humawopateriam ser previstos em
estudos que utilizam animais. Ao encontro destaud&io, Laville e colaboradores
(2006), quando comparam seus resultados sobregdész@o enddcrina de agrotdxicos
in vitro com os obtidos por outros autores, contrariosatez@m que na escolha do
modelo celular a ser utilizado na avaliacdo do rpoét in vitro de desregulacdo da
aromatase humana deve-se levar em consideracéo defgue a inducdo da aromatase
é tecido-especifica. Por isso, se 0 2,4-D realmesiear inducdo da aromatasevitro,
mas nao apresentar efeitos nos estudos em roedtgemnda pode representar perigo
para humanos.

Inclusive, essa preocupacao torna-se maior no daswverificacdo de
associacdo entre o uso de 2,4-D e o risco de cateemama em um estudo
epidemiologico caso-controle com membros hispéanidos sindicato agricola da
Califérnia/EUA (Mills e Yang, 2005). No entanto]ARC verificou diversas limitacdes
nesse estudo, entre elas a auséncia de ajustediparaos potenciais confundidores
(IARC, 2015). Outro estudo, como o de coorte redizpor Kogevinas e colaboradores
(1993), que avaliou 701 mulheres (Registro Inteomat da IARC), oriundas de 10
paises (maioria da Europa), expostas ocupacions#méabricacdo) a diversos
herbicidas clorofenoxi (além de outras substan@asolvidas no processo de
fabricacdo, como solventes, clorofendis etc), ndsep/ou associacdo dessa classe de
herbicidas com o cancer de mama. Vale citar quaiaria dos estudos epidemioldgicos
gue avaliaram os herbicidas clorofenoxi ou o 2,d4dpecificamente envolvem apenas

populacdes masculinas (Kogevir@sal, 1993).
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No entanto, ainda ndo esta claro se a inducaootaasaise ocorr vivo
ou em quais tecidos-alvo ela poderia ocorrer (Saonde 2006). Sanderson (2006)
ressalta queainda se sabe relativamente pouco sobre os meaisubjacentes de
interferéncia de substancias quimicas com a edtagyéhese e seus potenciais efeitos
toxicos nos tecidos esteroidogénicos em seres hsnamu animais selvagens.
Enzimas-chave envolvidas na sintese e metabolignmmeénios esteroides estdo cada
vez mais sendo consideradas alvos importantes dstésicias desreguladoras
enddcrinas, particularmente as enzimas citocroms0 Résponsaveis pelas reacdes
altamente especificas da via biossintética deadts (Sanderson, 2006). Porém, esta
area da toxicologia enddécrina ainda foi relativareeénexplorada e os mecanismos de
regulacédo da CYP19 e outras enzimas esteroidogéamaanimais selvagens ainda sao
pouco conhecidos (Sanderson, 2006). Sao necessavidéncias experimentais
adicionais para apoiar a hipétese de que a inddaedaromatase, por exemplo, pode
desempenhar um papelvivo (Sanderson, 2006).

Se for demonstrado que a inducdo da aromatase peskaalgum papel
in vivo, pode-se admitir a hipotese de que a inducéo aleweer em tecidos que contém
niveis relativamente maiores de androstenediorgudale testosterona como precursor;
como o coOrtex da adrenal e o tecido adiposo (SaadeR006). Entretanto, como ja foi
dito, a natureza da regulacédo da expressao da t@msené altamente tecido-especifica e
complexa, o que se torna um fator complicador. Atksso, em humanos, a CYP19 é
expressa no ovario, testiculo, cérebro, adrenatepta, tecido adiposo, ossos e pele,
onde seus produtos, estradiol e estrona, possuéas fidncdes (Sanderson, 2006).

Sanderson (2006) salienta que maiores esforcossaneser feitos para
interpretar a relevancia de leves perturbacdesoeimdé em sistemas isoladiosvitro
para a situacdo real em organismos intactos e gudiferencas espécie- e tecido-
especificas na regulagdo da expressdo da enzinmoidsgénica podem ser
potencialmente grandes e devem ser consideradas.

A partir de todos esses dados, ainda ndo ha coaliarase o fraco efeito
de altas doses de 2,4-D na esteroidogéimesé@ro poderia representar algum perigo
para seres humanos, principalmente porque os poastsdos epidemioldgicos
existentes até o momento apresentam resultadosémamtonflitantes e pouco
consistentes. A USEPA ndo manifestou preocupagdekacdo ao pequeno aumento

observado na producdo de estradiol observado tw® desesteroidogénese e concluiu
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pela auséncia de evidéncia convincente de interpgéencial do 2,4-D com a via
estrogénica (USEPA, 2015). De qualquer forma, aigendeverd manter-se atenta aos
avancos da ciéncia nesta area e a avaliacdo dmtaspelas demais agéncias
reguladoras internacionais, de forma a verificafugramente sera necessario solicitar
novos estudos mais especificos para avaliar aitasgevantadas até entdo. Além
disso, devera avaliar qualquer novo estudo epidégiam publicado que possa indicar

alguma associacdo que corrobore com os dados Wogs Vvitro existentes.

8.3.4 Avaliacdo dos Efeitos na Reprodugéo e em Hoios Sexuais

Coady e colaboradores (2013), os autores do estedeproducdo em
peixes realizado pela Forca Tarefa, descrevem quausencia de alteracdes
significativas nas concentracbes de vitelogeningetada por eles estd em contraste
com os resultados relatados por Xie e colaborad@2€€5) em trutas-arco-iris
(Oncorhynchus mykissjovens, que indicaram que apos 7 dias de expms&a
concentracbes de 0,164 e 1,64 mg de equivalentdesade 2,4-D/L, os niveis de
vitelogenina estavam significativamente aumentahoselacdo aos dos controles. Eles
guestionam o fato de Xie e colaboradores (2005¢nteavaliado os niveis de
vitelogenina em peixes jovens machos e fémeas,|@emn em conta o potencial de
diferencas sexuais dessa medida. A inclusao degpenaturos machos e fémeas, sem a
diferenciacdo sexual individual, pode ter contdoupara a variabilidade nas medidas
resultantes de vitelogenina e também nas resposdglas, jA que fémeas imaturas de
trutas arco-iris possuem niveis mais altos deoglina do que machos imaturos (Bon
et al, 1997; Krameket al, 2008).

Outras razdes alegadas por Coady e colaboradof¥s3)(ara as
diferengas nas medidas de vitelogenina entre agsedtiudos também podem ser devidas
a diferencas de sensibilidade entre as espéciémma quimica do 2,4-D utilizado
(acido versus sal) ou a diferencas no delineamexperimental. Um total de 3 tanques
réplicas com 2 peixes cada (n=6 peixes por tratohdoram utilizados por Xie e
colaboradores (2005), enquanto um maior nameroégicas (n=4) e peixes (= 8
machos e 16 fémeas por nivel de tratamento) foestadas para as concentracdes de

vitelogenina por Coady e colaboradores (2013).
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Vale ressaltar que pode haver diferencas de skdade entre as
diferentes espécies de peixes testadas. Como exempeixes medaka foram
aproximadamente 10 vezes menos sensiveis que @#pasies de peixes em testes
agudos e 9,3 vezes menos sensiveis que as tratafiarem um teste crénico com o
2,4-D (Holcombeet al, 1995). Entretanto, em um estudo recém publicediiteratura,

0 2,4-D foi testado para expressédo de vitelogeamaeixes machos de duas espécies,
Pimephales promelag trutas arco-iris (Craget al, 2015) e, diferentemente do
verificado por Xie e colaboradores (2005) nas §@eco-iris, o resultado foi negativo
para a inducdo da expressao de vitelogenina nddjgamesmo esses autores tendo
utilizado a mesma concentracdo de 2,4-D (1,64 mdPor outro lado, nos peixes
machosPimephales promelag, mesma espécie utilizada pela Forca Tarefa, seuise
que o 2,4-D (1,64 mg/L) induziu aumento concentracioedelente de RNAm de
vitelogenina no figado, resultado diferente dodibfior Coady e colaboradores (2013),
gue ndo observou efeito na concentragcdo de wépiog plasmatica mesmo em
concentracdes 60 vezes superiores as utilizadaSrago e colaboradores (2015). Vale
citar que os resultados de vitelogenina do testeepi®ducdo de peixes realizado pela
Forca Tarefa foram considerados inconclusivos pelgisa, pois apresentaram alta
variabilidade e, consequentemente, baixa robu#temla, de acordo com Crago e
colaboradores (2015), a resposta da vitelogenina tmatas arco-iris nao foi
estatisticamente diferente do controle, mas tamégrasentou altissima variabilidade,
com alguns peixes apresentando aumento no RNAmitelegenina apds tratamento
com o 2,4-D. No entanto, vale ressaltar que osnpatrés avaliados nos testes foram
diferentes: expressdo de RNAmM no figado versus ertracdo plasmatica de
vitelogenina. E, apesar de por algum tempo pesdpiiea terem utilizado alteracdes na
expressao génica como evidéncia de alteracbespmass&o proteica, iSSoO nem sempre
€ verdade, ja que existem fatores biologicos eidésnque influenciam a relagéo
guantitativa entre o conteuddo de RNAmM e de proteide forma que a maioria dos
estudos que avaliaram essa questdo encontraramasapera fraca correlacdo entre
essas duas classes de moléculas biologicas (ktaa¢y 2009).

A Forca Tarefa argumentou também que os seusadeslno estudo de
reproducdo de peixes sdo consistentes com outndceslisponivel de toxicidade em
animais selvagens no qual o 2,4-D ndo demonstividade no eixo HPG de jacarés

(Spiteriet al,1999) e concluem que é mais provavel que a digéouda fecundidade
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observada na méxima concentracdo testada tenhadsiida a uma resposta ao
estresse, e ndo a interacdo especifica com o d¥® ¢t peixes. De fato, Ankley e
Jensen (2014firmam que decundidade e a fertilidade sdo considerados Gsros
menos diagnodsticos do estudo de reproducdo desppm@ a identificacdo de uma
substancia que interage diretamente com o eixo KP@Gue, claramente, qualquer
substancia quimica em concentracdes suficientemedtds ira inibir a reproducéo
(Ankley e Jensen, 2014). Inclusive, devido a fdkaespecificidade desses parametros,
alguns pesquisadores propuseram a nao coleta daes dagrodutivos no estudo de
reproducdo de peixes para a avaliacdo de desregesadndocrinos (Ankley e Jensen,
2014).

Coady e colaboradores (2013) relatam que alterag®esiomarcadores
de estresse oxidativo tém sido demonstradas erdosstie toxicidade de curto prazo
com varios peixes expostos a concentracdes nondea®y mg de equivalentes acidos
de 2,4-D/L, indicando que as vias de estresse txadastdo ativadas em peixes
expostos a essas doses relativamente altas de @4ubDet al, 2004), ndo relevantes
ambientalmente.

Por fim, Coady e colaboradores (2013) descrevem aualha em
observar, no estudo de reproducdo de peixes, aiwelentado de vitelogenina, um
marcador responsivo ao receptor de estrégeno, néesperada, ja que o 2,4-D nédo
mostrou sinais de ligagcdo competitiva com recepstde estrogenos de humanos ou de
trutas arco-iris em sistemas celulares de levedbetget al, 1997; Ortoret al, 2009).
Entretanto, substancias podem modular o sistem@&cand por mecanismos nao
mediados por receptor (Higley al, 2010). De fato, Ankley e Jensen (2014) ressaltam
gue substancias que ndo sdo agonistas do recsptogénico parecem nao induzir de
maneira consistente a expressédo da vitelogeningpeares machos. E, conforme ja
descrito, 0 2,4-D parece néo ser agonista do receptrogénico mas sim aumentar a
concentracéo de estradiol, como observado no edtuidsteroidogénese.

Podemos verificar que os resultados dos estudoeem®ducdo de
peixes realizados com o0 2,4-D sao conflitantes uas alteracbes nas concentracoes
de vitelogenina. Se o 2,4-D possuir algum efeitbogénico, ele seria muito fraco e
aconteceria apenas em altas doses.

Por isso, apesar de ter sido verificada diminuidaofecundidade no

estudo de reproducdo em peixes, nos demais estddssritos anteriormente
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(multigeracionais e de embriofetotoxicidade), queaim realizados em ratos, ndo houve
alteracdes nos parametros reprodutivos corresptegleonforme ja mencionado
anteriormente, o Estudo de Uma Geracéao Estendidastderado correspondente a fase
Il do EDSP. Isso significa que os testes da fasmmo o de reproducdo de peixes,
servem como uma triagem para identificar substanman potencial de interagir com
0s sistemas estrogénico, androgénico e tireoididdoos testes de fase Il, como o
Estudo de Uma Geracédo Estendida, permitem a olatatec@m perfil mais abrangente
das consequéncias biolégicas da exposicdo a unsasala quimica especifica e a
identificacdo das doses que causam essas conseguéar ndo terem sido observados
efeitos no desempenho reprodutivo dos ratos aediamo Estudo de Uma Geracédo
Estendida, o resultado observado no estudo dedegfio de peixes ndo parece ser
relevante para humanos.

Vale citar que o 2,4-D néo interagiu com o recepiprogesterona de

preparado de oviduto de jacaré (Voreeal, 1996).

8.3.5 Avaliacéo dos Efeitos Tireoidianos

A interferéncia do 2,4-D com os hormoénios tiroidiande ratos ja é
conhecida ha mais de cinco décadas, quando Florshaiolaboradores (1962; 1963)
demonstraram que o 2,4-D diminui a ligacdo do T4peasteinas plasmaticas ao
competir com os sitios de ligacdo dessas, emboja W& competidor fraco.
Posteriormente, em 1991, Van den Berg e colabogadavaliaram a capacidade de
diversos compostos fenoxi acidos e clorofendisrfietieem in vitro com o sitio de
ligacdo ao T4 da transtirretina humana e verifitague o 2,4-D, além do 2,4-DB,
2,4,5-T, 2,4-DCP e 2,4,6-TCP, dentre outros, coirggatcom o T4 de forma moderada
a potente.

O 2,4-D néo possui efeitos no receptor de horméreoidiano (Suret
al., 2012).

Coady e colaboradores (2013), os autores do estedoetamorfose de
anfibios realizado pela Forgca Tarefa, concordamigualgumas evidéncias de que o
2,4-D tem o potencial de interagir com o eixo hitexno-hipéfise-tireoide (HPT) de
larvas de peixes em ensaios experimentais ou enestracdes relativamente altas que

excedem o limite de saturacdo da eliminacdo remahdmiferos. Como exemplo, no
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estudo de Raldua e Babin (2009), larvas de peikezBanio rerio) foram expostas as
concentracbes de 0,04; 0,5 e 55 mg/L de 2,4-D 3pdiias, tendo sido verificada
diminuicdo no conteudo de T4 da glandula tireoaeliado por imunofluorescéncia.
Ainda, Coady e colaboradores (2013) citam o essudmronico realizado com ratos
Fischer 344, expostos ao 2,4-D por 13 semanas [®chli991a), em que foram
verificadas diminui¢des nos niveis de hormdniosoiianos e aumentos no peso da
tireoide apenas nas doses de 100 e 300 mg/kg/d@ade, as quais salientam estar bem
acima da saturacdo da eliminacéo renal de 2,4-RO(¥ng/kg/dia). Citam, ainda, o
Estudo de Uma Geracgéo Estendida realizado com-D PMarty et al, 2010, 2013) e j&
anteriormente descrito, em que foram observadesafies consideradas pelos autores
como adaptativas na histopatologia da tireoideidiitds tireoidianos menores, com
vacuolos menores) em 25% das fémeas prenhes mest@cional 17, apds 7 semanas
de exposicao a 600 ppm (aproximadamente 45 mg&gde 2,4-D, dose sabidamente
acima do limite de saturagao renal das ratas.

A Forca Tarefa foi questionada sobre a possiveVégicia para humanos
dos efeitos observados na tireoide em diversosdestuealizados com o 2,4-D
utilizando roedores (subcrénicos, cronicos, de weeacdo) e apresentou diversos
argumentos negando esta hipotese, entre elesu€ldg niveis desses hormobnios sdo
continuamente modulados por estimulos endégengégeros, (2) que ha importantes
diferencas interespécie na funcédo do eixo hipot@hipofise-tireoide e (3) que os
efeitos na tireoide foram observados apenas emsdgse estdo na faixa da
toxicocinética ndo linear, muito superiores a eqglosicdo humana. Esses argumentos
séo detalhadamente discutidos a seguir.

A Forca Tarefa informa que os niveis de horménitsoidianos sao
dindmicos e sujeitos a alteracbes em respostaimubss enddgenos e exogenos,
incluindo condicbes ambientais como estresse, padde alimentacdo, variacdes
diurnas, estagio do desenvolvimento etc (Boeaderal, 2008). Cita, ainda, que em
humanos e animais verifica-se ampla variabilidadéerindividual nos niveis
mensurados de horménios tireoidianos, que em gesaltam em distribuicbes néo-
normais de dados.

De fato, j& ha muitos anos se sabe que 0s nivei8,dé4 e TSH variam
de acordo com o sexo, idade, periodo do dia, @stmal da fémea, linhagem do rato,

temperatura, alojamento, manuseio etc (Doéler., 1979). Wiedmann e colaboradores
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(1993) avaliaram os niveis de TSH, T3, T4 totakdi¥re de neonatos, bebés, criancas
e adolescentes por método imunoenzimatico visastibelecer valores de referéncia
para esses hormoénios em diferentes grupos etan@asifecaram que na maioria dos
grupos separados por idade os valores dos horm@dosmostraram distribuicdo
normal. Verificaram que ha diminuigbes significaBv desses hormdnios com o
aumento da faixa etaria e, portanto, os niveis ralis de T4 total e T4 livre sé@o
encontrados em neonatos (Wiedmahml, 1993), conforme demonstrado também por
outros autores.

Com base nessas informag0des, a Forca Tarefa comglaivariagcbes nos
niveis de hormonios tireoidianos sdo um fendbmernaralanecessario para manter a
homeostase e nao indicam perturbacdes significatda tireoide e referenciou as
diretrizes da USEPA e da OECD, que citam que atifd@gdo definitiva de
substancias que afetam a tireoide é mais confi@elal andlise histopatolégica do que
pela avaliacdo dos niveis hormonais e que altesag8tatistica ou biologicamente
significativas em um ou ambos os horménios entrgrogos controle e tratado devem
ser avaliadas em conjunto com quaisquer alteragfepeso ou histopatologia da
tireoide, bem como com avaliacbes neurologicas @wesenvolvimento usadas na
avaliacao do risco.

Dohler e colaboradores (1979) concordam que o0 awmeun a
diminuicdo dos niveis hormonais no plasma ndo s@&essariamente uma indicacao de
efeitos toxicos de uma substancia. Da mesma foem@®ECD (2014) lembra que
qualquer efeito nos hormonios tireoidianos circtdandeve ter uma duragdo e
magnitude suficientes para interferir com a honssgstnormal e que os resultados
podem variar entre as espécies.

Além das diferencas intra-espécie acima discutidad;orca Tarefa
argumenta que ha importantes diferencas interespédiuncédo do eixo HPT: apesar de
seres humanos e ratos serem qualitativamente sisiitza funcdo do eixo HPT, ha
diferencas quantitativas entre as espécies, deafogue o0s seres humanos sao
geralmente considerados menos sensiveis que ratisracoes nesse eixo, 0S quais
apresentam alteracées mais pronunciadas e agudekeiiBt al, 2008). Isso acontece
porque os seres humanos possuem uma globulinggaigid ao T4 de alta afinidade

para transportar o hormonio tireoidiano pelo cor@atos, por outro lado, possuem
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proteinas de transporte de baixa afinidade, comtraastirretina e a albumina
(Lewandowskiet al, 2004).

De fato, Dohler e colaboradores (1979) estudaradifaentes proteinas
de ligacdo aos hormonios tireoidianos de cada esm@@tmal e verificaram que a
globulina ligadora de T4, que possui alta afiniddddigacdo (1.000 vezes superior a da
pré-albumina), é encontrada em diversas espéciermadéferos, mas ndo em roedores,
aves, répteis, anfibios ou peixes. Da mesma fdrarason e colaboradores (1985), em
um estudo que avaliou as proteinas de ligacdo aenT45 espécies de vertebrados,
verificaram que a pré-albumina ligadora de T4 gsEsente em todas as espécies
(exceto no salmao), porém a globulina ligadora de €bt4 presente apenas nos
mamiferos de maior porte, incluindo humanos, p@sataes, entre outros. Humanos e
caes apresentam niveis similares de T4 ligado utyha ligadora de T4 (72 e 60 %,
respectivamente), a principal transportadora de ne$sas espécies, apesar da
capacidade de ligagao dessa ser bastante suparimureanos em relagcéo aos caes. Isso
pode explicar porque doses de 2,4-D consideradas para cdes provocaram mortes
nesses animais mas nao causaram alteracGes aresdiniveis de hormonios, peso e
histopatologia), conforme verificado no estudo dedfas descrito no item 5 da parte |l
deste parecer de andlise. Isso reafirma a maimitskhade dos ratos as alteracdes
tireoidianas.

A presenca da globulina de ligacdo ao T4 de ait@dalle em seres
humanos limita a metabolizacdo e depuracdo dessebhip antes de alcancar os
tecidos-alvo (Lewandowslét al, 2004) e, por isso, a meia-vida bioldgica do ™ n
plasma humano é maior que no do rato (Dobkteal, 1979). Consequentemente, a
tireoide de humanos é muito menos ativa que atds,rgue possui niveis normais de
TSH aproximadamente 25 vezes superiores aos denlegni@ellarccet al, 2006). Até
a aparéncia histoldgica da tireoide é diferentecerattos e humanos: os ratos possuem
uma maior parte do epitélio folicular estimulad@lgtas cuboides altas, ativas),
enguanto 0s humanos possuem um maior nimero dled@m estado quiescente
(Dellarcoet al, 2006). Pelo fato de ja serem geralmente atass;élulas foliculares
dos ratos respondem a estimulacdo pelo TSH conrpfégéa, enquanto a resposta
priméria de humanos seria a reabsorgéo de tireolghabe a hipertrofia celular, em vez
de hiperplasia (Dellarcet al, 2006). A Forca Tarefa conclui que essas proades,

em conjunto com outras diferengas entre as esp@aemtem aos seres humanos uma
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reserva muito maior de hormoénio tireoidiano e umnomepotencial de sofrer as
perturbacdes tireoidianas que ocorrem em roedompsee portanto, 0os ratos sao um
modelo conservador para potenciais alteracOes ioaktas a tireoide. De fato,
Lewandowski e colaboradores (2004) avaliaram arefitas interespécie nos efeitos
de uma substéncia especifica, o perclorato, na bstase da tireoide e verificaram que
o rato foi 100 vezes mais sensivel que as outscess para as alteragdes nos niveis
séricos de TSH.

Por fim, a Forca Tarefa ressalta que a relevaneidadlos de toxicidade
em que a dose excede o limite de toxicocinéticzalire altamente questionavel para a
avaliacao do risco humano e que seres humanosenamsexpostos a doses de 2,4-D
na faixa da toxicocinética ndo linear, pois a margke exposicao relatada a partir de
estudos de biomonitoramento € suficiente, isto d@tarsuperior a 10.000 vezes. No
caso dos testes em que foram observadas alterag@eso e histopatologia da tireoide,
0S autores ressaltam que essas alteracoes foramsteotemente observadas apenas em
doses na faixa da toxicocinética nao linear, quensemais de 25.000 superiores as
exposi¢coes humanas. Especialistas da USEPA, d&ra@dde industrias e do ILSI
acreditam gque o uso de altas doses em estudosier@isg irrelevante para a avaliacéo

do risco para humanos (Carmicheeal, 2006).

8.3.5.1 Imprevisibilidade de alguns efeitos emete#tadicionais realizados em animais

Rosso e colaboradores (1998) ressaltam que agéaterde substancias
quimicas com a transtirretina pode também ter wapbes neurobioldgicas, jA que a
transtirretina € uma das poucas proteinas idesdidis no liquido cefalorraquidiano e
pode ter uma funcdo no transporte de T4 pela barhematoencefalica. Por isso, &
possivel que substancias que interagem com aitratish possam afetar o transporte
no plexo coroide, com possiveis consequéncias ura®és encefalicas (Rossb al,
1998). No entanto, Florsheim e colaboradores (19@&8ificaram aumento de iodo
radiomarcado no encéfalo de animais tratados c@drD20 que poderia explicar a
auséncia de efeitos neurologicos decorrentes dauigdo do T4 no sangue de ratos
tratados com 2,4-D.

Ainda, a OECD (2014) destaca que o periodo daddadanimal em que

ocorre a insuficiéncia hormonal pode influenciaeseridade de seu efeito e que o feto
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em desenvolvimento e 0 neonato apresentam maianenaldilidade, ja que os
horménios tireoidianos séo criticos durante o desdgimento (Zoeller, 2003). No
entanto, ainda néo esta claro qual o nivel de qxxtéo tireoidiana associado a efeitos
no desenvolvimento: estudos demonstraram claramepnte a ocorréncia de
hipotireoidismo materno identificado clinicamentgahte a gravidez resulta em efeitos
adversos no desenvolvimento, enquanto os efeitadindmuicdes leves, subclinicas,
nos niveis de hormonio tireoidiano séo conflitarftesvandowskiet al, 2004).

Segundo Rosso e colaboradores (1998), alteracdstanus da tireoide
em humanos e roedores parecem similares duramévideg, mas, devido as diferencas
na fisiologia da tireoide e nos efeitos observaaashumanos e animais com alteracdes
na tireoide, acredita-se que alguns modelos expetars atuais ndo sejam preditivos
dos efeitos que poderiam ocorrer em humanos. Esgeses indicam como parte da
avaliagcdo neurotoxicologica a andlise do reflexditaso de sobressalto pds-natal de
filhotes de ratos, pois esse teste possui umadroaacao interespécie entre roedores e
humanos (Rosset al, 1998). Conforme ja relatado no subitem 7.2.28ealparecer de
analise, esse teste foi realizado com o 2,4-D, teéddo sido observadas alteracdes
consistentes relacionadas ao tratamento. No entzoriforme ja descrito anteriormente
na parte deste relatério relativa ao Estudo de Gmacédo Estendida realizado com o
2,4-D, nao foram realizadas analises comportanengaie pudessem identificar
alteracOes cognitivas, como testes de aprendizageemoria.

E interessante citar que os hormonios tireoidigramecem desempenhar
um papel significativo no desenvolvimento do sistereprodutor de roedores e
humanos do sexo masculino, mas ndo nos do sexaifemiRosscet al, 1998). Os
principais efeitos dos hormdnios tireoidianos oswrrdurante o desenvolvimento
testicular, enquanto no rato macho adulto variagdes hormonios tireoidianos
apresentam um efeito minimo de na fertilidade (Re$sl, 1998). Como o 2,4-D néo
causou alteracOes testiculares nos animais expaliosnte o desenvolvimento,
acredita-se que as leves alteracfes observaddsménios tireoidianos no estudo de

uma geracao realmente nao foram relevantes paeelava algum efeito secundario.
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8.4 ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE OS EFEITOS TIRB@NOS DO
2,4-D

Em um estudo epidemiolégico prospectivo realizaagon chomens
aplicadores de agrotoxicos dos Estados Unidos, rneoleé colaboradores (2013)
verificaram uma associacdo entre o uso do herbi@daD e o aumento do
hipotireoidismo (g0,05), com relacdo exposicao-resposta (p=0,025).eianto, o
desfecho foi baseado no autorrelato de doenca dmide (hipotireoidismo,
hipertireoidismo e “outras” doencas da tireoidejnéxido pelos aplicadores, sem
nenhum diagndstico comprobatario.

A Forca Tarefa foi questionada sobre esses recemtados
epidemioldgicos, que sugerem uma associacdo entB4® e a ocorréncia de
hipotireoidismo em humanos e seriam consistentesaodados dos estudos realizados
com animais, apesar dos inUmeros argumentos apadespara descartar a relevancia
desses dados para humanos. Respondeu, novamemetepsqefeitos na tireoide
observados nos testes em animais estédo limitadib@sadoses, que estao bastante acima
da inflexdo da saturagdo da excrecao renal do 2@Hdue limita a relevancia desses
achados para humanos e a plausibilidade biologidaadas associa¢des do 2,4-D com
o hipotireoidismo em estudos epidemiolégicos em gsieexposicdes humanas sao
substancialmente menores, conforme demonstrads pstados de biomonitoramento.
A Forca Tarefa argumentou que as caracterizacoegmesicao utilizadas por Goldner
e colaboradores (2013) foram grosseiramente ideadids, isto €, ndo foram baseadas
em dados de biomonitoramento, e que o estudo tamdéntificou associacbes
positivas com outros cinco herbicidas, com 6leqéidleo e oito inseticidas, o que
limita qualquer concluséo especifica em relacap,&d.

8.5 CONCLUSOES SOBRE A TOXICIDADE TIREOIDIANA DO 2D
Apesar de haver autores que suspeitem @&ual, 2012) ou mesmo
considerem o 2,4-D um desregulador enddcrino (Algesal, 2013), ele € um

ingrediente ativo extremamente estudado (8ural, 2012), com inumeros dados

experimentais e poucas evidéncias dessa acéo.
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E indiscutivel que o 2,4-D causa efeitos nos hoiastireoidianos em

roedores, porém esses efeitos estdo restritoas ddises (iguais ou superiores a 100
mg/kg em estudos subcronicos e a 75 mg/kg em estudaicos) e, considerando-se a
toxicocinética nao linear, as diferencas entre @@es no transporte de hormonios
tireoidianos e a alta margem de exposicao, esse @@dcao parece nao ser relevante
para a saude humana. Dessa forma, acredita-se @ue® ndo representa perigo a

tireoide de humanos. De qualquer maneira, a Aniese manter-se atenta a avancgos
cientificos e futuros estudos epidemiolégicos gasspm trazer novas evidéncias que

mostrem o contrario.

9 NEUROTOXICIDADE DO 2,4-D

Conforme ja descrito no item 3 deste parecer disan@oxicocinética),
Elo e Ylitalo (1977) verificaram aumento dos nivdis 2,4-D noencéfalo e liquido
cefalorraquidiano apos a intoxicagcdo com esse digmée ativo, o que demonstra que o

sistema nervoso central é alvo do 2,4-D.

9.1 ESTUDOS DE NEUROTOXICIDADE REALIZADOS EM ANIMAS

No quadro 31 estdo descritos os resultados dodossespecificos de
neurotoxicidade aguda e cronica realizados condd2 Vale ressaltar que esses dois
estudos foram considerados limitados devido a afteidéncia de achados

neuropatolégicos nos animais do grupo controle.

9.1.1 Neurotoxicidade Aguda

O estudo de neurotoxicidade aguda realizado cond-® 2m ratos foi
analisado detalhadamente e os resultados maisaneésv descritos sucintamente a
seqguir.

Conforme pode ser observado no quadro 31, alta agséa de 2,4-D
(250 mg/kg)administrada por gavagem alterou a locomoc¢édo édatle motora dos
animais, mas essas alteracdes desapareceram end#s. Ndo foram observadas

diferencas na incidéncia de alteracdes histopataégentre animais controles e
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tratados com 2,4-D. Foi verificada alta incidénd& alteragbes histopatoldgicas nos
controles, o que limita a validade do estudo.

9.1.2 Neurotoxicidade Subcrbénica e Crbnica

Conforme j& descrito anteriormente, no item 5 desiecer de andlise
(estudos subcronicos e cronicos), em estudos subosde crénicos foi observada
degeneracéo retiniana (neuropatologia) em ratos apé&posicao a altas doses de 2,4-D
(300 mg/kg em estudos subcronicos e 150 mg/kg ¢ndes cronicos), especialmente
nas fémeas (Schulze, 1991a; Jeffe¢sal, 1995). Além disso, cdes expostos a altas
doses de 2,4-D (10 mg/kg em estudo subcronico)saeptaram tremores (Schulze,
1990Db).

No estudo que avaliou o potencial embriofetotoxécteratogénico do
2,4-D em coelhos, uma fémea prenhe tratada comiar uhase de 2,4-D (90 mg/kg)
durante o periodo de organogénese apresentou giliaisos de neurotoxicidade
(ataxia, diminuicdo da atividade motora, perda @flexo de endireitamento e
extremidades frias ao toque) e teve que ser eudalaaso dia gestacional 21; esses

efeitos foram considerados relacionados a exposigé&4-D.
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Quadro 31. Descri

80 dos principais achados de neurotoxieiddtidos em ratos apds exposi¢éo aguda ou créai2a-D.

IirI1EhSa’1)§;ec§rl1(19 ’e Via pcle?%c(jj%?je AU DIELES Resultados relevantes NOAEI‘. Rl
ndmero animais exposi¢cao el (mg/kg) (mg/kg/dia)
- Maxima dose néo-letal com efeitos neurotoxicé$ thg/kg
- Pico do efeito clinico: 5 a 6 h apds a adminggteado 2,4D
-15e 75 mg/kg: 2 e 13 com leves alteragdes no andar (dias 3 ou 8)
- 250 mg/kg: alteracgdes leves no andar no dial®@himais/sexo)
- Idade no inicio - 250 mg/kg: descoordenacdo motora no dia 1 (4/£06/103), que diminuiu
Oral do teste: 8 gradualmente (7/20 animais afetados no dia 2; 8é3@a 3; 1/20 no dia 4 e 0/20
- Ratos (CDF (gavagem) semanas nos dias 8 e 15).
Fischer 344) 96.6% 0;15; 75; | - 15e 75 mg/kg: 215 mg/kg e & e 19 75 mg/kg com tremor da cauda (efeito 75 Mattssonet
Veiculo - Exposicéo ’ 250 considerado incidental e ndo relacionado ao trateordevido a baixa incidéncia e al., 1994a
- 10/sexo/dose (6leo de Unica e auséncia de dose-resposta)
milho) observagao por - 250 mg/kg: 2 e 13 apresentaram andar com as patas rigidas
14 dias - 250 mg/kg:| clara da atividade motora no dia 1 (periodo deinma efeito), que
permaneceu diminuida apenas goso dia 8 (resposta similar entfee Q)
- N&o houve alteragdes relacionadas ao tratamemeonfologia do sistema nervogo
ou muscular (foram avaliados apenas os animaisateste da maior dose; 0s
animais controles apresentaram alta incidéncidteimedes histopatolégicas).
- Méaxima dose tolerada: 150 mg/kg
- Idade no inicio - ¢ 150 mg/kg (meses 9 e 12)mic¢ao na bateria de observacao funcional
do teste: 7 - & 75 mg/kg (9 meses):resposta ao ruido agudo
- Ratos (Fischer semanas - & eQ 150 mg/kg:t significativo forga de agarrar do membro antemomalizada
344) (pelo peso corpdreo). No entanto, os animais dissaapresentaram redugao do
Oral (dieta) | - Exposicéo: 12 s peso corporeo e quando a forca de agarrar abstduteembro anterior foi avaliadal
- 10/sexo/dose meses 9(3/:)45 o i5(7)5 € | nao foi observada diferenca significativa. Siguidio toxicol6gico incerto. 5 I\g?ttizgr‘ﬁ)t
(avaliacéo - @ 150 mg/kg: degeneragao retiniana bilateral (modeesd 1/57 e severa em 4/5 "
neuropatoldgica: - Avaliacdes: auséncia das camadas de cones e bastonetes e ddacanrclear externa),
5/sexo/dose) pré-exposicéo e considerada relacionada ao tratamento.
nos meses 3, 6 - N&o houve alteracdes relacionadas ao tratamenteonfologia do sistema nervogo
9el2 ou muscular (foram avaliados apenas os animaigaieste da maior dose; gs
animais controles apresentaram alta incidéncidteimedes histopatolégicas).
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9.1.3 Neurotoxicidade no Desenvolvimento

Como parte do Estudo de Uma Geracdo Estendidaavaliada a
neurotoxicidade do desenvolvimento do 2,4-D, jaltledamente descrita no subitem
7.2.2.3 deste parecer de andlise.

Além desse estudo, um grupo de pesquisa da Argefitiniversidad
Nacional de Rosario) publicou diversos artigos auaiaram a neurotoxicidade do 2,4-
D para o desenvolvimento, verificando-se que altases (acima de 70 mg/kg, por via
intraperitoneal) administradas durante o periodstaggonal ou pds-natal causam
diminuicdo do peso do encéfalo, estresse oxidatminuicdo da mielinizacdo e
alteracbes comportamentais em ratos (Bortoletzal, 1999, 2003; Duffarcet al,
1996; Duffardet al, 1995; Ferriet al, 2007; Konjuhet al, 2008; Rosset al, 1997,
2000).

9.2 RELATOS DE CASOS E ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS

9.2.1 Relatos de Caso de Neurotoxicidade em Humanos

Apesar da ampla utilizacdo de 2,4-D, a intoxicagéoeste herbicida é
incomum em seres humanos (Berwick, 1970; Bragiral, 2003; Singhet al, 2003;
Azazh, 2010) e acontece principalmente apoés teatde suicidio (Singkt al, 2003).
Bradberry e colaboradores (2000; 2004) relatameggliistes sintomas associados a
intoxicagdo por 2,4-D: coma, hipertonia, hiperrgtie ataxia, nistagmo, miose,
alucinacoes, convulsfes, fasciculacdo, paralidégn ade sintomas miopaticos que
incluem fragueza muscular dos membros, perda dexosf dos tenddes, miotonia e
aumento da atividade da creatina quinase.

Goldstein e colaboradores, em um artigo de 19%&aram trés casos de
neuropatia periférica que se iniciaram algumasshapgs o uso de herbicidas contendo
éster de 2,4-D e que tiveram recuperacdo incompletano depois de anos. Berkley e
Magee (1963) relataram um caso de neurite periféaigos a exposicdo ao sal de
dimetilamina do 2,4-D e Todd (1962) relatou um cadsmeurite periférica que durou 2

anos, provavelmente causada por um éster de 2,4-D.
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Singer e colaboradores (1982) verificaram que thao@res expostos
aos herbicidas fenoxi 2,4-D e 2,4,5-T e seus cantmes (dioxinas) apresentaram
maior prevaléncia de lentificacdo de velocidadea®lucdo nervosa; o nervo sural foi
especialmente afetado. O aumento do tempo de €&ooslios trabalhadores a essas
substancias foi significativamente correlacionadm @ diminuicdo da velocidade de
conducdo no nervo sural. O entendimento dos efd#oexposicdo humana ao 2,4-D
tem sido prejudicado pela exposicdo simultaneat@®xenobidticos (Duffaret al,
1996), especialmente as dioxinas contaminantessu$feitas de que as dioxinas
(Singeret al, 1982; Bertazzi, 1991) e 0 2,4,5-T (Singeal, 1982) causem neuropatia
periférica. Ha evidéncias de neuropatia em anindaisexperimentacdo expostos a
herbicidas fenoxi (Singest al, 1982), porém apenas em estudos bastante gni@®s
décadas de 1940 e 1960, o que pode reforcar o dapetontaminantes na inducao

desses efeitos.

9.2.2 Estudos Epidemiologicos

A Fiocruz, na nota técnica enviada a Anvisa (Franr2014), descreveu
gue em um “estudo com trabalhadores expostos eanmicte” “apresentaram esclerose
lateral amiotréfica (Burnst al, 2001), um tipo de efeito que, apesar de suadads,
nao é objeto de estudo dos testes realizados pabtercao do registro, nem tdo pouco
levados em consideracéo para fins de rotulagem”.

A esclerose lateral amiotrofica € uma doenca négitd progressiva
fatal, de etiologia desconhecida (Bumtsal, 2001; Kamelet al, 2012; Kanget al,
2014), caracterizada pela degeneracdo de neundwittges do cortex motor primario,
tronco cerebral e medula espinhal (Ingteal, 2015) e que tem como sintomas a
fraqueza muscular progressiva, com atrofia e fatgées (McGuiret al,1997).

De fato, Burns e colaboradores (2001), em um estlel@oorte que
avaliou trabalhadores de quatro plantas industdai®,4-D dos Estados Unidos entre
1945 e 1994, verificaram que trés mortes forambuaifias a esclerose lateral
amiotrofica (ELA), o que levou a um risco aumentatkssa doenca em relacdo a
trabalhadores de outras industrias. A morte dassigduos, que desempenharam as
atividades de fabricacdo ou formulacdo de 2,4-Ddderentes épocas e por diferentes

periodos de tempo (1,3; 1,8 e 12,5 anos), ocorrais ae 20 anos apOs a primeira
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exposicdo ao 2,4-D. Os autores do estudo, que sdngresa Dow Agrosciences,
consideraram o aumento verificado inesperado ensistente com os dados de estudos
prévios realizados em animais e seres humanos,omanfpo, possivelmente nao
relacionado a exposicdo ao 2,4-D. Vale citar quatigo de Burns e colaboradores
(2001) foi considerado “néo relevante” pela EFSAelatorio de avaliacdo do risco do
2,4-D publicado em 2014.

Freedman (2001), epidemiologista do Instituto Na&icdo Cancer dos
Estados Unidos, em uma correspondéncia publicade ammentario ao artigo de
Burns e colaboradores (2001), critica a conclusd® autores de que a associagao
verificada entre o0 2,4-D e o0 excesso de morte€Epér ndo é consistente com estudos
prévios em animais e humanos. Além disso, Freed2@0i) critica a caracterizacéo
dos estudos epidemiologicos “relevantes” pelos ragfoque pareceu levar em
consideracdo apenas a significancia estatisticmsmeleceu a importancia do achado.
Freedman (2001) salientou que, apesar da assocsegdificativa entre o0 2,4-D e a
ELA verificada por Burns e colaboradores (2001) séioconclusiva, € consistente com
diversos outros estudos prévios, que também mastraumento (ndo estatisticamente
significativo) da incidéncia de ELA ap0s exposie@c2,4-D e concluiu que este achado
merece atencdo em estudos futuros. Em respostaea esmentérios de Freedman,
Burns (2001) argumentou que um ponto critico naregbio da causalidade é o peso da
evidéncia a ser dado ao aumento nao significatbseiwado em estudos que avaliaram
a ocorréncia de ELA relacionada a exposi¢cdes ngeedgcas em humanos, em
comparacao com o peso dado aos estudos controtadbzados em animais, que
utilizam especificamente o herbicida 2,4-D. Bur2@0() salienta que nos estudos caso-
controle em que foram encontradas razdes de chaheesdas ndo ha evidéncias de
gue os individuos tenham sido expostos ao 2,4-Qugaas exposi¢cdes foram limitadas
aos grupos “agrotoxicos” e “herbicidas”. Citam qper outro lado, os estudos de
coorte, que ndo mostraram consistentemente aumentossco de ELA, avaliaram
trabalhadores que foram de fato expostos ao 2,4gpréanto, fornecem uma avaliacao
de risco mais valida, mesmo que eles tenham umr pesiatistico menor que o dos
estudos caso-controle.

Em duas metanalises conduzidas recentemente por elKaen
colaboradores (2012) e Kang e colaboradores (2@didylentificada associacéo entre a

ocorréncia de ELA e o uso de agrotoxicos em geesltados esses que estdo de
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acordo com os de outros estudos caso-controle gsréyile avaliaram o papel da
exposicdo a agrotoxicos como um grupo e em gei@neraram razdes de chances
elevadas, embora nem sempre estatisticamente icagiviks. Além disso, Kamel e
colaboradores (2012) utilizaram os dados do Estel&aude AgricolaAgricultural
Health Study- AHS), um estudo de coorte dos Estados Unidosa parificar a
associacdo entre a ELA e agrotéxicos especificpms#& de ndo terem verificado
associacdo entre a ELA e os agrotoxicos em gesalerfcontrada associacado (néo
estatisticamente significativa) entre o risco deAEle o uso de inseticidas
organoclorados (aldrin, dieldrin, DDT e toxafenopexsficamente), piretroides,
herbicidas, e fumigantes; mas ndo com o uso egped# 2,4-D.

Kamel e colaboradores (2012) citam que apenas tandcesle coorte
prévio (Weisskopét al, 2009) avaliou a relacéo entre a ELA e 0 usogidetéxicos em
geral, tendo encontrado uma fraca associacéo, ojfez acreditar que as associagdes
relatadas nos estudos caso-controle podem seradeavidieses.

Outra possivel explicagcdo para as inconsisténcrasongradas nos
estudos é o baixo poder estatistico, ja que no dasdoencas raras, como a ELA, o
numero de casos disponiveis para o estudo é nimitado (Kanget al, 2014). Kamel
e colaboradores (2012) lembram que a estruturaicmim a neurotoxicidade dos
agrotoxicos sao bastante variaveis e a avaliacis demo um grupo pode prejudicar
associacfes com agrotoxicos especificos.

Vale ressaltar que o risco de ELA por exposicao2abD nao foi
discutido pelas demais agéncias reguladoras mgndiai seus ultimos relatérios de
avaliacdo do risco deste ingrediente ativo, 0 qugei® que esta ndo seja uma real

preocupacao relacionada ao 2,4-D até o momento.

9.3. CONCLUSOES SOBRE A NEUROTOXICIDADE DO 2,4-D

As demais agéncias reguladoras ndo apresentamegrgameocupacdes
com o potencial neurotoxico do 2,4-D, exceto pelmanto de degeneracgao retiniana
observado em ratas tratadas com altas doses ddsstargia. Os dados dos estudos
protocolados na Anvisa, principalmente o0 estudo deurotoxicidade no
desenvolvimento de uma geracdo estendida, n&do anosfeitos neurotdxicos

preocupantes relacionados a exposicao ao 2,4-D.
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De qualquer modo, a Anvisa devera manter-se agefuturas evidéncias
de que as demais suspeitas relacionadas ao 2,#A2 eelatadas possam ser relevantes
para humanos, principalmente as quem relacionampasgdo ao 2,4-D ao risco

elevado de esclerose lateral amiotrofica.

10 CARCINOGENICIDADE DO 2,4-D

Os compostos clorofenoxi séo utilizados mundialmeldsde 1940 e,
apesar de diversos autores relatarem que os achkald@so potencial carcinogénico do
2,4-D sao controversos, ambiguos (Knopp, 199dljand et al, 2002; Maireet al,
2007), acredita-se que atualmente n&do existemsakaidéncias experimentais de que o
2,4-D possa estar relacionado ao cancer (Fejgal, 2000; Hollandet al, 2002;
Garabrant e Philbert, 2002). Figgs e colaborad(#@80) citam que, embora o 2,4-D
Nao parega causar cancer em ensaios realizadosanonais, foram encontradas
associacfes com Linfoma n&do-Hodgkin (LNH) em algastidos epidemioldgicos.
Além de estar possivelmente relacionado a ocomédei LNH, o 2,4-D também foi
associado a outras formas de cancer linfohematiigmiecomo doenca de Hodking,
sarcoma de partes moles e leucemia (von Stackelp@i®), bem como a outros tipos
de céncer, como o de préstata; no entanto, umgaretzaus&feito néo foi estabelecida
(Harriset al, 2010). Pelo fato do 2,4-D n&o ter se mostradtag&nico na maioria dos
sistemas, acredita-se que € improvavel que elaisearcindgeno genotéxico (lbrahim
et al 1991).

As dioxinas, contaminantes do 2,4-D principalmergepassado, foram
frequentemente relacionadas ao excesso de rissesvaldos em estudos de coorte e
caso-controle realizados com o 2,4-D (Kogevieial 1993), conforme sera discutido

mais detalhadamente a seguir.

10.1 AVALIACAO DA CARCINOGENICIDADE DO 2,4-D POR OBANISMOS
INTERNACIONAIS

Ao longo das ultimas décadas diversos organismasrngcionais
avaliaram o potencial carcinogénico do 2,4-D (go&#) e concordaram que até o atual

momento ndo existe evidéncia consistente de cayemodade nos estudos
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experimentais realizados em animais e que os estgpidlemioldgicos ndo mostram

uma associagado clara entre a exposicao ao 2,4-€ciBspmente e a ocorréncia de

canceres humanos.

Quadro 32. Resumo das avaliagdes da carcinogenicidade do pgF-Brganismos internacionais (ordem cronoldgica).

Organismo

Tipo de Avaliacdo

Conclusdes

Agéncia Internacional de
Pesquisas sobre@ancer
(IARC, 1977)

Avaliagdo do risco

ésteres

carcinogénico do 2,4-D e selis

Devido as limitagbes dos estudos avaliados, napdssivel
avaliar a carcinogenicidade do 2,4-D.

R . o . Herbicidas clorofenoxi classificados no grupo PB
Agéncia Internacional de Avaliag&o do risco . L .
. . MRS . .| (possivelmente carcinogénicos para humanos), dedido
Pesquisas sobre@ancer | carcinogénico dos herbicidag }™ 72 " ° . e N
. evidéncia limitada de carcinogenicidade para humama
(IARC, 1987) clorofenoxi A S ; o o
evidéncia insuficiente de carcinogenicidade paraais.
2,4-D provisoriamente classificado pelo Comité noperC
(possivel carcindgeno humano), devido a tendén@d d
Comité de Reviséo de aumento de astrocitomas observada em um estudates| r
Carcinogenicidade e Fischer. Essa decisdo n&o foi compartilhada peles€lbo
Conselho Consultivo X Consultivo Cientifico, que concluiu que o 2,4-D déveser
A A 42 Reviséo por pares sobre ja i ~ e, X
Cientifico da Agéncia de - e classificado no Grupo D - ndo classificavel quaritd
~ ; carcinogenicidade do 2,4-D - - : 2 NS
Protecao Ambientalos carcinogenicidade humana, devido as evidéncias gurab
Estados Unidos (USEPA, em animais e humanos. Apés avaliar os resultadesdeos
1994 e 1997) estudos conduzidos em animais, que ndo mostrarararda
de tumores, o Comité concordou que o 2,4-D deveria
permanecer classificado no Grupo D.
Painel de Especialistas da
Nova Zelandia (New Painel de Especialistas em| Concluiram que o 2,4-D ndo possuia evidéncia de
Zealand Pesticides Board, 2,4-D carcinogenicidade.
2000)
Comissao Europeia (EU,| Revisédo do ingrediente ativa Concluiram que o 2,4-D ndo possuia evidéncia de
2001) 2,4-D carcinogenicidade.
Agéncia de Protecao Revisdo dos estudos . = . A L
Concluiram que nao existiam evidéncias adicionais [qu

Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA, 2005)

epidemioldgicos que ligavam
0 2,4-D ao cancer (duas
revisfes realizadas em 2004

J

implicassem o 2,4-D como causa de cancer, mantessi®
no Grupo D (néo classificavel quanto a carcinogeadz).

Agéncia Reguladora de
Controle de Pragas do
Canadéa (PMRA, 2007)

Reavaliacédo do 2,4-D

Concluiram que o 2,4-D ndo pode ser classificadmtqua
carcinogenicidade para humanos.

Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA, 2012)

Resposta a peticao do
Conselho de Defesa dos
Recursos Naturasmericano
gue solicitava a revogacéo d
registro do 2,4-D

(0]

Concluiram que nédo existiam novas evidéncias péeeaala
classificagédo do 2,4-D quanto a carcinogenicidade.

Autoridade Europeia para
Seguranca dos Alimentog
(EFSA, 2014b)

= W . .
Revisdo da avaliagéo do risqo

do 2,4-D

Concluiram que é improvavel que o 2,4-D represente
risco carcinogénico para humanos.

Agéncia Internacional de
Pesquisas sobre@ancer
(Loomiset al, 2015)

Classificacéo da
carcinogenicidade do 2,4-D

2,4-D classificado no grupo 2B (possivelmente cagémico
para humanos), devido a evidéncia inadequada
carcinogenicidade para humanos e a evidéncia tiaite

de

carcinogenicidade para animais.
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10.2 ANALISE DAS EVIDENCIAS EXPERIMENTAIS E EPIDEMILOGICAS DE
CARCINOGENICIDADE DO 2,4-D

10.2.1 Analise das Evidéncias Experimentais em Arsm

Os resultados dos estudos cronicos que avaliarsarncanogenicidade do
2,4-D submetidos a Anvisa ja foram descritos nateab5.2 deste parecer de analise.
Inicialmente havia davidas sobre a carcinogeni@ddd 2,4-D em animais, devido a
observacdo de uma tendéncia (p=0,07) de aumensstdecitomas em ratos Fischer
tratados cronicamente com 45 mg/kg/dia de 2,4-Po(8e1986), o que levou a USEPA
a requisitar as empresas registrantes de 2,4-Dpetiggdo dos estudos em ratos e
camundongos utilizando doses mais altas, ja qdeses utilizadas até aquele momento
foram consideradas inadequadas para a avaliac@otdncial carcinogénico do 2,4-D
(USEPA, 1997). Apds a administracao cronica de slosas altas de 2,4-D pela dieta a
ratos (até 150 mg/kg/dia) e camundongos (macho¥2aténg/kg/dia; e fémeas até 300
mg/kg/dia), ndo foi verificado aumento de tumores renhum dos sexos ou espécie
(Jeffrieset al, 1995; Stotet al, 1995a e 1995b).

Vale ressaltar que, além do estudo que mostro@teial de aumento de
astrocitomas em ratos expostos ao 2,4-D anteridemgscrito (Serota, 1986), a IARC,
em suas monografias de 1977, 1987 e 2015 tambésideoou o resultado de um
estudo realizado em camundongos (NTIS, 1968) eanapos injecdo subcutanea unica
de 2,4-D (éster isooctilico; 21,5 mg/kg) e obsefieapor 74 semanas, as fémeas
apresentaram incidéncia aumentada (p<0,01) dersarde células reticulares (sarcoma
histiocitico). No entanto, ja em 1977 a IARC coesudi esse estudo limitado, devido ao
relato inadequado e ao pequeno numero de animémados. Inclusive, no mesmo
documento em que € relatado esse estudo positiVis(N968), sdo apresentados 0s
resultados de outros experimentos realizados comirm@ongos em que o 2,4-D ou seus
ésteres (isopropilico, isobutilico e isooctilicoyagdm administrados por diferentes vias,
periodos ou doses (oral — 18 meses: 46,4 até 328 mgybcutanea — injecdo Unica e
observacdo por 18 meses: 21,5 a 215 mg/kg) e gemin resultado negativo para
carcinogenicidade. Portanto, entre os diversosiesttealizados na década de 1960, o
unico que apresentou resultado positivo (aumentsadeoma histiocitico em fémeas)

foi aquele em que foi administrada uma baixa desédder isooctilico de 2,4-D (21,5
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mg/kg) por injecdo subcutanea (NTIS, 1968), via egte ndo € usual em estudos de
carcinogenicidade e ndo representa condicbesdeasposicao. Além disso, conforme
ja discutido anteriormente, sabe-se que na déocad®60 muitos dos produtos a base
de 2,4-D estavam contaminados com dioxinas (IARIL5? compostos sabidamente
carcinogénicos (IARC, 2012) que podem ter contdbupara o resultado positivo
obtido no estudo em questdo. Com base nesses £stUARC concluiu recentemente
gue ha evidéncias limitadas de carcinogenicidade 2D em animais de
experimentacédo (IARC, 2015).

Considerando que os estudos posteriores realizadosedores com o
2,4-D e de acordo com protocolos internacionalmaon&tos (utilizando a via oral, um
namero maior de animais por grupo, diversas dosée) confirmaram o resultado
positivo acima citado (NTIS, 1968), esse foi desatgrado pela Anvisa na avaliacédo

da carcinogenicidade do 2,4-D em animais de exgetagao.

10.2.2 Analise dos Estudos Epidemiologicos em Husan

As revisdes de estudos epidemiolégicos conduzidoe 6981 e 1993
mostram que existiam contradicdes sobre o potemaatinogénico do 2,4-D para
humanos (EFSA, 2014Db).

E importante lembrar que, no passado, a producéouso de 2,4-D
estavam intimamente relacionados com a producdo euso do 2,4,5-T;
consequentemente, os dados epidemiolégicos magoaravaliaram as consequéncias
da exposicdo a esses dois agentes e outros compesacionados (IARC, 2015),
incluindo as dioxinas contaminantes. InclusiveARC, em sua Ultima classificacado da
carcinogenicidade do 2,4-D (IARC, 2015), consideosu estudos que avaliaram a
exposicdo a herbicidas clorofenoxi em geral ou sturas de agrotdxicos, mas ndo
forneceram estimativas de risco especificas p&a-®, como ndo informativos e os
excluiu de sua analise. Isso porque diversos estgde mostraram aumento no risco de
cancer associado a exposicdo aos herbicidas abavafe principalmente os que
mostraram riscos elevados, incluiram a exposicdouteas substancias, como as
dioxinas (von Stackelberg, 2013).

Ha mais de duas décadas Knopp (1994) ja acredifagaa associacao

aparente entre a exposicédo ao 2,4-D e o sarcomartes moles e o linfoma maligno,
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se existente, poderia ser resultado de dioxinasaconantes. Ele verificou que a
exposicdo ao 2,4,5-T ou um grau elevado de expmsigé clorofendis levou a um risco
significativamente aumentado em respectivamente 3 wezes e atribuiu esse aumento
do risco a contaminacéao por dioxinas policloradas, sabidamente ocorre em produtos
comerciais de 2,4,5-T e alguns clorofendis.

Ainda, Hardell (2008Yealizou uma metandlise de quatro estudos caso-
controle conduzidos na Suécia e verificou uma a@&géo significativa entre o risco de
sarcoma de partes moles e a exposicdo a todopassde herbicidas clorofenoxi em
conjunto, os clorofendis, o 2,4,5-T em qualquer loimcdo e a TCDD, além de outros
tipos de dioxinas. N&do foi encontrada associacd 6a2,4-D ou o &cido 4-cloro-2-
metilfenoxi acético (MCPA) isoladamente. A maiazda de chances foi observada para
a exposicao aos fenoxiacidos nas décadas de 198@8( O autor relata que essas
substancias foram introduzidas durante ou logo aggsgunda Guerra Mundial e que a
exposicao a elas cresceu e teve 0s mais altos maalécada de 1970, até que surgiram
restricbes na Suécia ao final desta mesma décda)(para o 2,4,5-T, os clorofendis e
as bifenilas policloradas. Apés este periodo, agxeatracdes dessas substancias no
ambiente e consequentemente na cadeia alimentarudiem, até se estabilizarem nos
anos 1990. O autor acredita que as alteracdes pasicdo a agrotoxicos podem
explicar a diminuig&o da incidéncia de LNH atritelia esses compostos.

Schinasi e Leon (2014), pesquisadoresARC, realizaram uma revisao
sistematica e diversas metanalises de cerca ddéc@slas sobre a relacao entre LNH e
alguns de seus subtipos especificos e a exposigg@cional a tipos, grupos quimicos
e ingredientes ativos de agrotoxicos, entre eles hesbicidas, os herbicidas
fenoxiacéticos e mais especificamente o 2,4-DA®%bZT e o0 MCPA, dentre outros. Os
autores verificaram associacdo entre a exposit@okacidas clorofenoxi e o linfoma de
células B, linfoma linfocitico e linfoma difuso délulas grandes B, com estimativas de
efeito relativamente precisas. As estimativas naticas de associacdo entre a
exposicao a herbicidas clorofenoxi e subtipos dél ibram mais positivas que aquelas
para LNH no geral, embora as ultimas tenham sidas rpaecisas. Quando o0s
ingredientes ativos foram avaliados individualmenfei observada evidéncia
consistente de associacéo positiva entre LNH erlmdi@a clorofenoxi MCPA; exceto
guando a metanalise foi restrita as estimativas ekiados conduzidos apenas na

Ameérica do Norte. No caso do 2,4-D especificamedtefoi observada associacao. No
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entanto, a estimativa metanalitica de associac&o a@®NH tornou-se mais positiva,
porém menos precisa, quando a analise foi restrgatudos que incluiam homens e
mulheres. Vale ressaltar que os autores obtivemast@mativas de associacdo de LNH
com grupos quimicos ou ingredientes ativos de égiais a partir de 44 artigos que
relataram analises dos resultados de 17 estudepdndentes, que representam dados
coletados em 12 paises, na maioria localizadosur@pi ou América do Norte.

Numa revisdo de dados epidemioldgicos sobre anmagenicidade do
2,4-D, o Conselho Consultivo Cientifico da USEPAat@u que os estudos
epidemioldgicos de coorte em geral ndo mostrarameato do risco de cancer (embora
a populacdo com exposicdo especifica ao 2,4-Daalaalienha sido pequena e periodo
de acompanhamento curto), enquanto os estudoscoat@le mostraram um risco
aumentado de LNH em associacdo a atividade agr{eal@ora a exposi¢cao a outros
agentes além do 2,4-D ndo tenha sido controlade@np sem distinguir se os riscos
observados eram de fato devidos ao uso do 2,4-BERAS1994).

Da mesma forma, a Autoridade Europeia para a Segaralos
Alimentos (EFSA; 2014b) relata que em alguns estufin observado um risco
significativamente aumentado de cancer entre adres de herbicidas clorofenoxi,
mas considera que nesses estudos existe grandddiifie em avaliar o risco de cancer
para a populacdo exposta e que esta avaliacdond&a iinequivocadamente que a
exposicdo humana ao 2,4-D causa os tumores obssrvAdEFSA ressalta que a
pureza do 2,4-D e principalmente o contetdo deinaxe furanos néo foram relatados
em nenhum desses estudos e que, portanto, a sudpesissociacdo do 2,4-D com o
cancer por ser devida, pelo menos em parte, a i€&oos outros contaminantes.

Isso porque, conforme ja mencionado no subiten® 2idste parecer de
analise, que trata das impurezas do 2,4-D, em 201ZRC considerou que existe
evidéncia suficientesobre a carcinogenicidade da 2,3,7,8-TCDD em huma&nem
animais de experimentacdo e informou que o0s maiafesis dessas impurezas
ocorreram em trabalhadores que fabricavam herlsidet@oxi e clorofenéis no passado,
0 que reforca a suspeita de que alguns resultagl@stddos epidemioldgicos antigos
gue relacionam a exposicdo ao 2,4-D a ocorréncieadeer poderiam ser devidos a
contaminagdo por dioxinas. A IARC também avalioucacinogenicidade dos
policlorofendis em 1999 e os classificou no GrupB, Zomo possivelmente

carcinogénicos para humanos (IARC, 1999¢m das dioxinas, muito pouco é sabido
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sobre as possiveis interagcdes envolvendo ingredieadjuvantes tipicamente contidos
em formulagbes comerciais, que poderiam influenziasco de cancer (Kachuwat al,
2013).

Como ja citado anteriormente, a exposicdo ao 2,4ebh sido
historicamente associada ao risco de cancer nenmstinfatico, principalmente de
LNH. E importante lembrar que os LNH sdo um gruptetogéneo de canceres que
inclui diversos subtipos com caracteristicas vasael possivelmente etiologias diversas
e, consequentemente, em um estudo epidemiolégi@vabacdo do grupo total de
neoplasias representadas pelos LNH pode ser utmeticaextremamente diverso para
permitir a detec¢cdo adequada de associacfes aighgmwsa agrotdxicos (Schinasi e
Leon, 2014). Os sistemas de classificacdo de LNHamam ao longo do tempo, o que
refletiu em alteracées na definicdo da doenca gpés o ano 2000, tornou-se mais
abrangente e agora inclui entidades que ndo estinduidas nas definigcbes anteriores,
como neoplasias das células plasmaticas (mielombipto}i e leucemia linféide
cronica, que estdo entre os subtipos mais freguemtie relatados de LNH (Schinasi e
Leon, 2014). Dessa forma, estimativas de assoceie agrotoxicos e LNH em geral
obtidas de estudos conduzidos em periodos anterpsdem nao ser inteiramente
comparaveis as estimativas de pesquisas condudetate o ano 2000, que usam a
definicdo atualizada de LNH (Schinasi e Leon, 2014)

Desde a avaliacdo do 2,4-D realizada em 2001 paldoUEuropeia,
diversos estudos epidemioldgicos caso controle eodete investigaram a associacao
entre 0 2,4-D e a ocorréncia de LNH. A EFSA, em(démo relatorio de avaliagdo do
risco do 2,4-D (2014), avaliou e descreveu detairahte esses estudos e verificou que
0S maiores e mais robustos ndo encontraram reldg8e resposta nem aumento
estatisticamente significativo de LNH com a exp@si@o 2,4-D e que 0S poucos
resultados estatisticamente significativos relagafdoam inconsistentes, imprecisos ou
nao confirmados por estudos em outras populacoE&SM concluiu que esses estudos
fornecem evidéncia de que ndo ha um risco aumemtaddNH ou outros canceres do
sistema linfatico associado a exposicdo ao 2,Al®m disso, salientou que o AHS, um
estudo de coorte ocupacional realizado nos Estddaios, o qual conta com 90.000
agricultores aplicadores de agrotéxicos e suassaspo que diminui as inconsisténcias
geralmente encontradas em dados epidemiolégicobujaias a baixa qualidade ou

tamanho inadequado da amostra), avaliou a releg@&ambsicdo ao 2,4-D com o cancer
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de prostata, cancer de mama, cancer coloretal,noraka da pele e cancer infantil e
também n&o encontrou associagdo. Da mesma fortAR@ na sua recente avaliagdo
da carcinogenicidade do 2,4-D, considerou que dag@a de exposicao realizada no
AHS é de alta qualidade e que nesse estudo néawefdicada associacao entre a
exposicdo ao 2,4-D e a incidéncia de cancer degtepsie pulméo e melanoma (IARC,
2015).

A Agéncia Reguladora de Controle de Pragas do Gataaxlbéem avaliou
a evidéncia de carcinogenicidade humana do 2,4ebnsiderou em seu relatério de
2007 que, embora tenham sido relatadas associagiesLNH e o uso de agrotoxicos,
esSe ndo é um achado consistente e merece ingéstigaais aprofundada (PMRA,
2007). A PMRA ressalta que a etiologia da maios dasos de LNH permanece
desconhecida e multiplos fatores causais sdo pets/a&s inconsistentes associacoes
epidemioldgicas, o reconhecimento de que existertomautros fatores que podem ter
contribuido para as fracas associacdes positivasfao dos estudos em animais
delineados para mostrar causalidade terem sidostem®mente negativos levaram os
cientistas da PMRA a concluir que, com base em stoo® dados disponiveis e
relevantes, o 2,4-D néo pode ser classificado quansua carcinogenicidade para
humanos (PMRA, 2007).

A IARC, em sua ultima classificacdo da carcinogeaide do 2,4-D
(IARC, 2015), avaliou a associacao entre a exposagéd2,4-D e o risco de cancer em
estudos caso-controle populacionais conduzido€stalos Unidos, Canada e Europa,
em diversas coortes de trabalhadores agricoldsadptes e fabricantes de agrotéxicos,
além de metanalises. A avaliacdo detalhada de estlmlo pela IARC poderd ser
consultada no volume n® 113 das Monografias deidgéd do Risco Carcinogénico
para Humanos (http://monographs.iarc.frfENG/MonphsdPDFs/index.php), ainda
nao publicado (IARC, 2015). Vale ressaltar que upgrde trabalho da IARC realizou
uma metanalise adicional, que incluiu 10 estudosée verificou associacdo entre a
exposicao ao 2,4-D e a ocorréncia de LNH. A IAR@Hkém verificou que ha poucos
estudos que avaliaram outros sitios de cancer quastata, pulmdo, mama, estbmago,
melanoma e glioma e os achados deles sé&o incarisstdARC, 2015). A partir da
andlise dos inUmeros estudos que avaliaram a ag8ooéntre a exposi¢do ao 2,4-D e a
ocorréncia de cancer em humanos a IARC concluiu ljuevidéncias inadequadas

sobre a carcinogenicidade do 2,4-D em humanos.
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10.2.2.1 Limita¢des dos Estudos Epidemioldgicos

Em um documento datado de 1994, que trata da ogeicidade do
2,4-D, a USEPA descreve as limitacdes dos estugideraiologicos e salienta que a
interpretacdo dos resultados deles pode ser ddatallpor possiveis efeitos de fatores
confundidores relacionados tanto a exposi¢cédo @eesse quanto ao risco de doenca, o
gue limita a capacidade dos estudos epidemiolédarogcerem evidéncia convincente
de causalidade (USEPA, 1994). Considera-se quadpeita de causalidade se diversos
estudos possuem achados consistentes; se a adsoeisite 0 agente e 0 risco de
doenca é forte (isto é, possui alta razéo de clsqecge a associagdo esta de acordo com
a teoria biolégica. Dados animais corroboranteslaaju a defender a causalidade,
especialmente pelo estabelecimento de plausibédidalogica e de mecanismos
potenciais. Entretanto, a falha em detectar umacaszo ndo € suficiente para refuta-
la, especialmente se os estudos possuem um poiddisted limitado devido ao
tamanho reduzido da amostra ou ao reduzido tempoatapanhamento.

No caso do 2,4-D, os resultados dos estudos epittegitos sao
inconsistentes e as associacfes encontradas sas; finrdo sendo possivel determinar se
a fraca associacao é devida ao fato do agentarsérago carcindégeno, a um possivel
baixo nivel de exposicao, a fontes de confundimentwiés ou a variagdo aleatoria que
pode acontecer na resposta de cada estudo. A mgeacejam extremamente grandes,
os estudos epidemioldgicos em geral ndo sdo capgaZesnecer evidéncia convincente
de efeitos a saude no caso de fraca associacdal.cBesSa forma, na avaliagdo do
peso da evidéncia dos estudos epidemioldgicosioakaos a exposicdo ao 2,4-D, é
necessario realizar um julgamento subjetivo do plesadados dos varios estudos e suas
conclusbes conflitantes.

De fato, alguns estudos demonstraram uma rela¢é® @2,4-D e LNH,
mas existem inconsisténcias nos resultados, meswmoeles positivos, que levantam
duvidas sobre a causalidade da relacdo. A maiogaegidemiologistas reconhece que
estudos epidemiologicos sao insensiveis e, portamtapazes de fornecer evidéncia
inequivoca quando a exposicdo a determinado agemt®ma fraca causa de cancer.
Desse modo, se um toxicante aumenta o risco estrpegsoas expostas em uma
pequena porcentagem, por exemplo 10%, € improvd@welestudos epidemioldgicos

fornecam uma clara demonstracdo do risco aumernissinacontece devido a natureza
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nao experimental dos dados obtidos de estudosrejilbgicos e ao tamanho reduzido
do efeito. A classificacdo incorreta dos niveiegposi¢cdo e/ou da presenca de doenca
pode distorcer as associacbes epidemiologicas.o®uimtores ndo mensurados,
incluindo a variabilidade da amostragem, podemaraassociacdes aparentes em dados
epidemiologicos.

De outra forma, a auséncia de observagdo de umaias#o pode ser
devida ao tamanho reduzido da populacdo do estdon tempo insuficiente de
acompanhamento ou a baixa exposi¢cado ao agenteagéoico. A USEPA ressalta que
gualquer decisdo quanto ao significado do bancalatts epidemioldgicos, ou na
verdade de quaisquer dados cientificos, € maisquaatdo de julgamento qualitativo
do que de inferéncia quantitativa.

A Agéncia Reguladora de Controle de Pragas do Ga(D7) ressalta
que, no processo de decisdo regulatéria, a corfiant estudos epidemiolégicos na
auséncia de uma medida direta de exposicao € adsafi Os estudos epidemioldgicos
mais Uteis e relevantes no processo de decisa@t@ga sdo aqueles que caracterizam
e medem adequadamente a exposicdo a um produteaifespeAs associacdes
epidemioldgicas inconsistentes, 0 reconhecimentguéeexistem muitos outros fatores
que podem ter contribuido para as associacGesnfeata positivas e o fato de os
estudos em animais delineados para mostrar caadalictrem sido consistentemente
negativos levaram os cientistas da PMRA a conduie o 2,4-D ndo pode ser
classificado quanto a carcinogenicidade para humano

Schinasi e Leon (2014) ressaltaram a necessidadeediedos
epidemiologicos adicionais, em uma variedade maglade localizagbes geogréficas,
ja que os padrdes de uso, aplicacdo e manuseigrdeacos, além da legislacéo,
regulamentos, demografia e genética, diferem estnegides, e podem contribuir para
diferencas area-especificas nas associa¢gfes. Coenapl®, citam que em paises de
baixa renda, os equipamentos de protecdo podem rastzos disponiveis ou serem
menos utilizados. Schinasi e Leon relataram naerneontrado artigos com resultados
de estudos conduzidos em paises de baixa e média eeacreditam que é possivel que
em tais regides, onde o acompanhamento do canaedeterminacdo da exposicéo
podem ser particularmente desafiadores, ndo hajdassque investiguem a relacao de
LNH com a exposicdo a agrotoxicos. A auséncia dedes nessas regides foi

considerada potencialmente alarmante pelos autfdregie elas sdo responsaveis pela
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maior parte da producdo agricola mundial. Elesatesam, ainda, que 0s canceres
linfo-hematopoiéticos representam uma proporc¢agtanbial dos canceres observados
em paises de baixa e média renda. Com base enatgtisnda Organizacao Mundial da
Saude (Projeto GLOBOCAN 2012, que teve como olgeftvnecer uma estimativa da
incidéncia, mortalidade e prevaléncia de cancer prindo em 2012), os LNH foram
responsaveis por 37,7% dos casos prevalentes aercdiagnosticados nos ultimos
cinco anos em adultos de regiGes menos desenvslyifaca, Asia — excluindo o

Japao, América Latina e Caribe, Melanésia, Micrané$olinésia).

10.3 CONCLUSOES SOBRE A CARCINOGENICIDADE DO 2,4-D

Com base no disposto, a Anvisa concorda com 0s idernganismos
internacionais que até o atual momento ndo existelémcia consistente de
carcinogenicidade nos estudos experimentais relaizam animais e que os estudos
epidemioldgicos ndo mostram uma associacdo clare anexposicdo ao 2,4-D e a
ocorréncia de canceres humanos.

De qualquer maneira, a Anvisa devera manter-s¢aagefuturos estudos
epidemiologicos que possam indicar alguma evidéngiais consistente de
carcinogenicidade do 2,4-D. Ressalta-se a necessidi? conducdo de estudos
epidemioldgicos no Brasil que avaliem a relacdaeemt exposicdo a agrotoxicos

especificos, como o 2,4-D, e a ocorréncia de cancer

11 INGESTAO DIARIA ACEITAVEL (IDA) DO 2,4-D

Apoés andlise de todos os estudos disponiveisyvesawptou por manter
a IDA do 2,4-D no Brasil em 0,01 mg/kg de peso 6ogp, com base no NOAEL do
estudo cronico realizado em ratos Fischer por 8€0&86; descrito no quadro 7 desse
parecer), utilizando-se um fator de seguranca Gevé@es.

No quadro 33 séo apresentadas as IDAs (ou doses$edéncia crbnica —

RfD) do 2,4-D em outros paises.
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Quadro 33. Ingestdo Diaria Aceitavel (ou dose de referéndaica) do 2,4-D em outros paises.

Pais 1L NOAEL. Fator de Estudos Observacdes
(mg/kg/dia) | (mg/kg/dia) | Seguranca
Australia Cronicos em
(The Office of 1 100 ratos, i
Chemical Safety, 0,01 camundongos
2015) e caes
Utilizado fator adicional de 3
devido a potencial
. Crbnicos sensibilidade de jovens
Canaztj;o(?F)’MRA, 0,017 5 300 em ratos e verificada em estudo de
camundongos reproducdo em ratos com
limitagBes e em estudos de
neurotoxicidade
. Uma Geragéo
Estados Unidos )
(USEPA, 2013) 0,21 21 100 Estendida em -
ratos
Unido Europeia Cronico em
(EFSA, 2014b) 0,05 5 100 ratos e -
camundongos
FAO/OMS Crbnico em
(JMPR, 1997) 0,01 L 100 cées e ratos i

12 PRESENCA DE RESIDUOS DE 2,4-D NO SOLO, EM ALIMENIOS E NA
AGUA

Depois da aplicagdo de um agrotoxico, varios psmsesfisicos,
guimicos, fisico-quimicos e bioldgicos determinagn somportamento. O destino de
agrotoxicos no ambiente é governado por processosretencdo (sorcdo), de
transformacéo (degradacéo biolégica e decomposjgénica) e de transporte (deriva,
volatilizacao, lixiviacdo e carreamento superfigi@ por interacdes desses processos
(Spadotto, 2006).

Boivin e colaboradores (2005) observaram que, apfisacdo em trés
tipos diferentes de solo, grande parte do 2,4-Dnfmieralizada relativamente rapido
(dentro de 30 dias). A mineralizacdo do 2,4-D cz@or microorganismos geralmente
encontrados naturalmente em solos cultivadostopria EFSA relata que a quantidade
de 2,4-D no solo declina rapidamente (BE2D14b). Dessa forma, embora o 2,4-D seja
um dos herbicidas mais moéveis, sua rapida minagiiz (50% da dose aplicada em 10
dias) diminui sua disponibilidade e, consequentemente;oataminacdo de aguas

superficiais e subterranedofvin et al,, 2005)
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12.1 MONITORAMENTO DE 2,4-D EM ALIMENTOS

Segundo a monografia do 2,4-D, esse ingrediente asta autorizado
para aplicacdo em pré e pés-emergéncia das plerfiégsantes nas culturas de arroz,
aveia, café, cana-de-agucar, centeio, cevada, mphstagem, soja, sorgo e trigo
(Monografia Anvisa D27). Os limites maximos de desis (LMR) de 2,4-D para cada

cultura autorizada estéo especificados na tabela 6.

Tabela 6. Culturas com uso autorizadde 2,4-D e seus
respectivos limites maximos de residuos (LMR).

Culturas LMR (mg/kg)
Arroz 0,2
Aveia 0,2

Café 0,1
Cana-de-acucar 0,1
Centeio 0,2
Cevada 0,2
Milho 0,2
Pastagem 300,0
Soja 0,1
Sorgo 0,2
Trigo 0,2

Em 2001 a Anvisa implementou o Programa de Monterao de
Residuos de Agrotoxicos (PARA), com o objetivo daliar continuamente os niveis de
residuos de agrotoxicos nos alimeritosatura(Pires, 2013). Residuos de 2,4-D foram
monitorados no PARA somente em 2012, na culturdadmja (Anvisa, 2013), por
suspeita de uso irregular do herbicida nessa eultDe 157 amostras de laranja
avaliadas, foi detectado residuo de 2,4-D em apemnasg0,4%), em quantidade inferior
ao limite de quantificacao (0,010 mg/k; com lindeedetec¢ao de 0,005 mg/kg).

Ainda, de acordo com os resultados do ProgramaoNalcde Controle
de Residuos e Contaminantes, da Secretaria deaD&frspecuaria do MAPA, no ano-
safra 2013/2014 foram analisadas para a presengade 13 amostras de banana, 10
amostras de café e 23 de tomate, todas dentrordarcodade (Brasil, 2015b). Vale

ressaltar o uso de 2,4-D nao esta autorizado rtasazide banana e café.
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12.1.1 Literatura publicada sobre monitorament@,deD em alimentos

Apesar de haver na literatura muitos estudos sidtexcdo de 2,4-D em
alimentos, a maioria refere-se apenas ao desemaid de métodos analiticos
(Santilioet al, 2009; 2014). No entanto, foram identificadosuakyartigos publicados
gue tratam do monitoramento de 2,4-D em alimentosdderentes paises do mundo,
descritos no quadro 34. Conforme pode ser verificath trés dos artigos descritos, 0s
residuos de 2,4-D estavam presentes em quantidedesores ao limite de
quantificacdo do método de analise empregado (&taly 2010;Santilioet al, 2011,
Botero-Coyet al, 2012). Inclusive, Jiang e colaboradores (20kcluiram que a
auséncia de residuos detectaveis de 2,4-D evidinaigica que a aplicacdo da dose
recomendada do produto (nesse caso, 720 g/L ddesdiimetilamoénio de 2, 4-D) em
plantacfes de trigo € segura.

Em dois dos artigos descritos no quadro 34 foracor@rados residuos
de 2,4-D na casca de laranjas e tangerinas e aaB@ajso 2,4-D néo é autorizado nas
culturas de laranja e tangerina no Brasil.

Nas avaliagcdes do risco dietético agudo realizaas1998 e 2001 o
JMPR (1999 e 2001) concluiu que é improvavel quemsumo de residuos de 2,4-D
represente risco a saude publica (apenas 3 a 10BAdam 1998 e 3 a 20% em 2001).

Quadro 34, Monitoramento de residuos de 2,4-D em alimentosliérnentes paises do mundo.
Tipo de amostra Ano Origem Quantidade de Residuos Referéncia
Liguidos: 2 e 3% (criancas CN e OH) g|3

Alimentos liquidos e Esr:%?)c;s e 6% (adultos) com 2,4-D detectavel

solidos de criancas e 2000, (estados (méx 0,2e0,3 ng/mL.; 0,3e 0,8 ng/mL) Morganet
adultos 2001 | ¢ CNe Solidos: 47 e 44% (criangcas CN e OH)|e al., 2008

OH) 50 e 48% (adultos) com 2,4-D detectavel

(max 4,0 e 20,2 ng/g e 4,0 e 3,7 ng/mlL})
Planta de trigo, grédo de | 2008, China Todos abaixo do limite de quantificacdp Jianget al,

trigo e solo 2009 (0,02 mg/kg) 2010

Chﬁg?fﬂgg?ﬁhgggz sola 2009 (d:grg:ﬁ Soja: 0,102 mg/kg (apenas 1/40 amost a)Shlznoeltlal,

Cereais (farinha de centeip Italia Todas abaixo do limite de quantifica¢cdp Santilioet

e de aveia, aveia em flocos NI
e descascada) (Roma) (0,02 mg/kg) al., 2011

Frutas tropicaisuchuva,

tamarillo, granadilla, NI Colébmbi | Todas abaixo do limite de quantificacdp Botero-Coy

gulupa, maracuya, papaya a (0,05 mg/kg) etal, 2012
e pithaya

Casca de laranjas e NI Vietnd Laranja: 0,079 a 0,104 mg/kg Vdovenko

tangerinas (Hanai) Tangerina: 0,00166 a 0,00282mg/kg| et al, 2013

Legenda: NI=né&o informado; CN= Carolina do Norté{=®@hio.
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12.2 MONITORAMENTO DE 2,4-D NA AGUA PARA CONSUMO HMANO

Além da presenca nos alimentos, pode ocorrer tandbéontaminacao
da agua superficial e subterranea por agrotoxidasBrasil, a norma que define o
padrdo de potabilidade e os procedimentos relatamscontrole e a vigilancia da
gualidade da agua, incluindo a presenca de agouo®xé a Portaria MS n° 2.914, de 12
de dezembro de 2011 (Barbosa, 2013). Conforme x®Né&l dessa Portaria (Brasil,
2011), o 2,4-D esta entre os 27 agrotoxicos pmvighara monitoramento semestral,
com o valor maximo permitido (VMP) de 0,03 mg/L3upg/L (30 ppm).

O VMP é derivado da ingestéo diaria aceitavel (ID#&gundo a seguinte
equacao: VMP = (IDA x mc x P)/C, onde mc=massa @@lp P=fracdo da IDA
proveniente da agua potavel e C=consumo diarigda &VHO, 2011).

O VMP adotado pelo Brasil € aquele sugerido pele&8Qiyie considera a
IDA de 0,01 mg/kg, o valor de massa corporal d&g@Qadultos), o consumo diario de
agua de 2 litros (adultos) e que para o 2,4-D 18%bd € proveniente da agua potavel
(WHO, 2011). Os VMPs estabelecidos para o 2,4-0Capada e Estados Unidos sdo
superiores (70 e 100 pg/L, respetivamente) ao ddqiala OMS e, consequentemente,
pelo Brasil (Neto e Sarcinelli, 2009).

O Ministério da Saude coordena o Programa NacideaVigilancia da
Qualidade da Agua para Consumo Humano (Vigiaguapossui o Sistema de
Informac&o de Vigilancia da Qualidade da Agua @wasumo Humano (Sisagua) para
0 monitoramento sistemético da qualidade da agonaucoida pela populacédo (Brasil,
2004). Considerando que os dados do Sisagua nao pablicamente disponiveis,
foram verificados os resultados do Sisagua de 20@013 constantes em artigos
cientificos e nos boletins epidemiolégicos publasmgela Secretaria de Vigilancia em
Saude do Ministério da Saude, os quais estdo rdesmmo quadro 35. Os dados
mostram que mesmo que o 2,4-D tenha sido o 3°&geot mais utilizado no Brasil
entre 2009 e 2012, apenas trés amostras de ag@d {deanalisadas), ou seja, 0,04%,
apresentaram residuos de 2,4-D acima do permititte 2007 e 2011.

No entanto, vale citar que Barbosa e colaboraddg€d5), que
analisaram os dados de monitoramento de agrotoxdocoSisagua fornecidos pelo
Ministério da Saude de 2007 a 2010, consideraram 30% deles invalidos, devido a

diversas auséncias e inconsisténcias encontraélasc(mprimento do nimero minimo
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de amostras exigido pela norma, falta de informa@@dre os limites de detecgéo e
guantificacdo, falta de padronizacdo na apresemtdod resultados). A partir disso,

esses autores concluiram que o Sisagua possui tra@déilidade e que os dados de
monitoramento de agrotéxicos ndo avaliam de fagxp@osicdo da populacdo a essas
substancias via dgua de consumo (Barlebvsd, 2015).

Quadro 35. Monitoramento de 2,4-D em amostras de agua pasuceo humano no Brasil (dados Sisagua).

N° e percentual
= Amostras s .
Ano Origem das analisadas de amostras | Municipios com 2,4-D acima Referéncia
amostras ara 2.4-D com 2,4-D do VMP
P ' acima do VMP
9al7% dos - Barbosa, 2013
2007 a S o Araucaria/PR (2008)* !
2010 municipios 5.766 2 (0,035 %) Palmeir6polis/TO (2010) Bergag}?ﬁ:@t al,
0,
o011 | 16%dos 2.428 1 (0,04%) Florestal/MG Brasil, 2013a
municipios
Mallet/PR*
0,
2012 riir}lg‘: ﬁ'g: 4.838* 3 (0,06%)* Missal/PR* Brasil, 2013b
P Santa Cruz da Conceigdo/SP*
0,
2013 28’6.@ qu 5.721* 1 (0,01%)* Jacinto Machado/SC* Brasil, 2015c
municipios

*Dados obtidos diretamente com o Departamento dgldvicia em Salde Ambiental e Sadde do TrabalhddoBecretaria de
Vigilancia em Salde do Ministério da Saude (Offéi®4/2015/DSAST/SVS/MS, de 25/05/2015).

Vale ressaltar que os dados do ultimo boletim dagiia, resumidos no
guadro 35, mostram que em 2013 apenas 28,6% dogipias brasileiros possuiam
resultados referentes ao monitoramento de agra®xia agua para consumo humano
(Brasil, 2015c). Sabe-se que o maior numero de efpios com informacdes sobre o
monitoramento de agrotoxicos na agua para consumaimo encontram-se nas regioes
Sul, Sudeste e Centro-Oeste (Brasil, 2013l). entanto, apesar da abrangéncia do
monitoramento de agrotéxicos no Brasil ainda dstage do ideal, podemos evidenciar
gue, na comparac¢ao anual, esse numero vem cresaeialogo dos anos (quadro 35), e
gue os resultados obtidos para o 2,4-D sugerenesge ingrediente ativo parece nao
representar um risco para a populacao expostagetde bebida.

Adicionalmente, foi realizada pesquisa da analseigua de consumo
para presenca de 2,4-D realizada pelos Estadosot/imid 2009 a 2013, descrita no
guadro 36. Apesar desse ingrediente ativo ser tdele@m grande parte das amostras
(de 59 a 98%), nenhum valor estava acima do VM&bektcido nos EUA (70 pg/L);
pelo contrario, os valores representaram no magéé do VMP definido para aquele

pais. Apesar do VMP americano ser mais de duasswezéor que o brasileiro (30
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png/L), esses dados mostram que o 2,4-D é tambéraneado em baixissimas

concentracfes na agua nos Estados Unidos.

Quadro 36. Monitoramento de 2,4-D em amostras de dgua pasucw humano nos Estados Unidos.

. . Max % do
Tipo de % Amostras com | Faixa de valores A
Sue amostra deteccéo de 2,4-D de 2,4-D VMF;)‘()Z())'OOO RERHEER
A 0 0
Jo13 Agua tratada 98% 1,1 a 84 ppt 0,12% USDA.
Agua nao 98% 1,1a 99 0,14% 2014b
tratada 0 1299 ppt =0
Agua tratada 85,3% 1,1 2820 ppt 1,17%
2012 |— oD
X 14
Ag;;ggo 87% 1,1 a 1800 ppt 2.57% a
< 59,3% 6 a 348 ppt o
JoL1 Agua tratada 0,49% USDA. 2013
A 5 0
At?;f‘agzo 79.2% 6 a 720 ppt 1,03%
Agua tratad 78,9% 1,1 a 1100 ppt 1,43%
2010 gua ratada 0 a PP 0 USDA, 2012
Ag;;gzo 82,6% 1,1 a 630 ppt 0,9%
Agua tratad 81,4% 1,1 a 180 ppt 0,26%
2000 gua ratada 0 a PP 0 USDA, 2011
Ag;;gzo 92% 1,1 a 690 ppt 0,98%

12.3 CONCLUSAO SOBRE O MONITORAMENTO DO 2,4-D EM RMENTOS E
EM AGUA

Nao héa dados suficientes de monitoramento de reside 2,4-D em
alimentos no Brasil, no entanto, a EFSA ressaltol2@11 que ndo se espera encontrar
residuos quantificaveis de 2,4-D nas partes cowastdle culturas e que a exposi¢ao
cronica total ao 2,4-D representa menos de 10%Dda(EFSA, 2011a). Portanto, o
consumo de 2,4-D por meio dos alimentos pareceegesentar um risco a populacao.
De qualguer maneira, como o 2,4-D é o segundo digmee ativo de agrotoxico mais
utilizado no Brasil, € importante que a Anvisa irecho PARA o monitoramento de
residuos nas culturas com uso autorizado de 2deDmenos temporariamente, de
forma que se possa confirmar a auséncia de ripopalacéo apos exposicao dietética.

Em relagcdo aos dados de monitoramento em agua4-bD 2ambém
parece nao representar risco atualmente, apesanuastras de adgua analisadas pelo
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Sisagua serem pouco representativas da situacdonakdd que abrangem apenas
28,6% dos municipios brasileiros, e os dados aprasm diversas inconsisténcias,
conforme relatado por Barbosa e colaboradores {2805 isso, € importante que o 2,4-
D seja analisado em um maior niumero de amostragyda e de localidades do pais,
principalmente nas regides onde o0 uso de 2,4-Dig exaressivo.

Il — CONCLUSAO

Considerando a avaliagcdo de perigo constante nestecer e as
determinacdes da legislacé@o brasileira, conclujtge os dados atualmente disponiveis
nao fornecem evidéncias consistentes de que odiegte ativo de agrotoxico 2,4-D
causa efeitos graves a saude humana que impecaragsso e utilizacdo no Brasil.
Ele ndo se enquadra nas caracteristicas proibiieaggistro de agrotéxicos no Brasil
previstas no 86° itens “c”, “d” e “e” do art. 3° Hai 7.802, de 11 de julho de 1989, ou
seja, ele ndo revela caracteristicas teratogéniegisinogénicas ou mutagénicas nem
provoca disturbios hormonais ou danos ao aparejmmdutor, conforme resultados de
estudos cientificos disponiveis até o0 momento. ®é&s8na, sugere-se a manutencao
dos produtos a base do ingrediente ativo 2,4-DrasiB

No entanto, conforme o estipulado pelo art. 19 @éorBto n° 4.074, de
04 de janeiro de 2002, a partir da reavaliacdo adi®st os aspectos toxicoldgicos
relevantes do ingrediente ativo pode-se conclua pecessidade de realizar alteracdes
no registro do agrotoxico, como alteracdo da foagédd, da dose ou do método de
aplicacao; bem como restricdo da sua producao,rtagdm, comercializa¢cdo ou uso.

A partir da reavaliacdo do ingrediente ativo 2,4 verificada a
necessidade de:

1. Revisdo da Monografia do ingrediente ativo 2,4-B,fdrma a
incluir como contaminantes de importancia toxicatag além
das dioxinas totais (no limite maximo de 0,01 ppoy,fendis
livres (no limite maximo de 3g/kg), calculados corn2¢4-
diclorofenol (2,4-DCP), conforme estabelecido p@&& 02, de
2008.

2. Revisdo da Monografia do 2,4-D, de forma a inctutefinicdo

de “dioxinas totais”. Essa discussao deve serzagddi no ambito
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do Comité Técnico de Assessoramento de AgrotOXicus
possui representantes do MAPA, Anvisa e lIbamaréssdrgéaos
envolvidos na regulamentacdo de agrotdoxicos no ilBras
responsaveis pelas revisbes da INC 02, de 2008. Os
encaminhamentos relativos a periodicidade dos orédat de
impurezas dos produtos técnicos a base de 2,4-Dérandevem
continuar a ser tratados pelo CTA.

3. Realizacdo das avaliagbes da exposicdo e do rezguaoional ao
2,4-D, para verificar se sao necesséarias alteracbas
formulagbes, dose, métodos de aplicacéo ou culautgizadas
para este ingrediente ativo. Essa avaliacdo desaraealizada
imediatamente apdés a finalizagdo da consolidacds da
contribuicbes a Consulta Publica da proposta delaegnto
técnico subsidiada por este parecer.

4. Realizacdo do monitoramento de 2,4-D pelo Progm@enanalise
de Residuos de Agrotoxicos (PARA) nas culturasreastdas no
Brasil.

5. Ampliacdo do monitoramento de residuos de 2,4-Cagua pelo
Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da a@\gara
Consumo Humano (Vigiagua), coordenado pelo Ministéa
Saude.

6. Fomento a realizacdo de estudos epidemiolégicoBrasil que
avaliem a associacdo entre a exposicao ao 2,4-@cereéncia de
doencas.

Sugere-se que apoés a finalizacdo da consolidacicatdribuicdes a
Consulta Publica da proposta de regulamento tégac o ingrediente ativo 2,4-D seja
realizado painel de especialistas, pratica que wando adotada nas recentes
reavaliacdes toxicologicas de agrotoxicos condgzjkla Anvisa.

Vale ressaltar que a Anvisa deverd manter-se atmgaresultados de
futuros estudos que tratem do 2,4-D (especialmanepidemioldgicos) e as avaliagcdes
de seus efeitos a saude por outros organismosnacienais de forma a verificar
possiveis alteracbes na percepcdo dos riscos & $audana pela exposicdo a este

ingrediente ativo que possam demandar nova reg#alia
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E o parecer para considerac&o superior.
Brasilia, 21 de dezembro de 2015.
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