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RESUMO

SANTOS, Taina dos. DEFORMIDADES MORFOLOGICAS NA FASE EMBRIO-
LARVAL DE Rhamdia quelen (TELEOSTEI) SUBMETIDOS AO HERBICIDA 24-D E
AO EXTRATO BOTANICO DE MAMONA 46 f. Trabalho de Concluso de Curso (Curso
de Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas — Licenciatura) — Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Dois Vizinhos, 2021.

A utilizagdo indiscriminada de agrotoxicos para combater ervas-daninhas e outras pragas
agricolas elevou os impactos negativos ao meio ambiente e aos organismos nao-alvos. Visando
minimizar os efeitos causados, pesquisadores tém se dedicado ao estudo de produtos naturais
como um método alternativo para o controle de pragas, com o desenvolvimento de extratos
vegetais. Contudo, se faz necessdrio avaliar ndo apenas os produtos quimicos sintéticos, mas
também a biosseguranga de produtos alternativos em organismos ndo-alvos, sendo as fases
iniciais de desenvolvimento uma excelente estratégia. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar as deformidades morfologicas na fase embrio-larval de Rhamdia. quelen
submetidas a baixas concentragdes do herbicida sintético 2,4-D e de extrato botanico de
mamona. Os ovos fertilizados foram adquiridos de uma piscicultura comercial e expostos as
substancias-testes por 48 e 96 hpf (horas pods fertilizagdo). Para os bioensaios, o extrato botanico
de mamona foi diluido em dimetilsulfoxido (1,0%) e posteriormente em agua reconstituida, nas
concentragdes de 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12% da CLso (1,0 pg/L, 0,5ug/L, 0,25ug/L,
0,125 pg/L, 0,062 png/L e 0,031 pg/L) determinada previamente para o organismo-alvo
Chrysodexis includens (lagarta do soja) e controles negativo e veiculo. O herbicida 2,4-D foi
preparado nas concentragdes de 0, 15, 30 e 60 pg/L em agua reconstituida. Ambos os
experimentos foram realizados em microplacas, com temperatura e pH controlados e com troca
de 4gua a cada 24 horas. Os animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia com eugenol.
Apods cada tempo amostral foi realizada a andlise quali e quantitativa das deformidades
morfologicas nas larvas da espécie. As deformidades foram classificadas quanto a categoria e
os tipos de danos axiais, nas nadadeiras, craniofaciais e toracico-abdominais e posteriormente
analisada a frequéncia de individuos com e sem danos pelo teste do qui-quadrado. Com base
nos resultados adquiridos foi possivel verificar que o herbicida 2,4-D e o extrato botanico
induziram alteracdes na morfologia das larvas, principalmente axiais e nas nadadeiras para o
2,4-D e craniofaciais para o extrato botanico. Sabe-se que estas alteracdes podem prejudicar a
sobrevivéncia em longo prazo, e também na perpetuagdo da espécie.

Palavras-chave: inseticida natural, efeitos subletais, morfologia, bioensaio, peixes.



ABSTRACT

SANTOS, Taina dos. MORPHOLOGICAL DEFORMITIES ON THE EMBRYO-
LARVAL PHASE OF Rhamdia quelen (TELEOSTEI) SUBMITTED TO 24-D
HERBICIDE AND CASTOR BEAN EXTRACT. 46 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Curso de Graduagdao em Ciéncias Bioldgicas — Licenciatura) — Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2021.

The indiscriminate use of pesticides to combat weeds and other agricultural pests has increased
negative impacts on the environment and non-target organisms. Aiming to minimize the effects
caused, researchers have dedicated themselves to study natural products as an alternative
method for pest control, with the development of plant extracts. However, it is necessary to
evaluate not only synthetic chemical products but also the biosafety of alternative products in
non-target organisms, being the initial stages of development an excellent strategy. Therefore,
the objective of this work was to characterize the morphological deformities in the embryo-
larval stage of Rhamdia quelen submitted to low concentrations of the synthetic herbicide2,4-
D and the botanical extract of castor bean. Fertilized eggs were purchased from a commercial
fish farm and exposed to test substances for 48 and 96 hpf (hours after fertilization). For the
bioassays, the botanical castor bean extract was diluted in dimethylsulfoxide (1.0%) and later
in reconstituted water, at concentrations of 50%, 25%, 12.5%, 6.25% and 3.12% of the LC50
previously determined for the target organism Chrysodexis includens (soybean caterpillar) and
negative and vehicle controls. The 2,4-D herbicide was prepared at concentrations of 0, 15, 30
and 60 pg/L in reconstituted water. Both experiments were carried out on microplates, with
controlled temperature and pH and with water change every 24 hours. Animals were
anesthetized and sacrificed with eugenol. After each sampling time, the qualitative and
quantitative analysis of the morphological deformities in the larvae of the species was
performed. Deformities were classified according to the category and types of axial, fin,
craniofacial and thoracic-abdominal damage, and the frequency of individuals with and without
damage was subsequently analyzed using the chi-square test. Based on the results obtained, it
was possible to verify that the 2,4-D herbicide and the botanical extract induced changes in the
morphology of the larvae, mainly axial and fin for 2,4-D and craniofacial for the botanical
extract. It is known that these changes can impair long-term survival, and also the perpetuation
of the species.

Key-words: natural insecticide, sublethal effects, morphology, bioassay, fish.
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1. INTRODUCAO

Os primeiros agrotoxicos foram desenvolvidos logo apds a primeira guerra mundial,
mas sua comercializacdo em larga escala somente teve inicio apos a segunda grande guerra, na
década de 40 (TERRA, 2008). De 14 para c4, uma série de principios ativos com diferentes
formulagdes foram desenvolvidos, de modo a subsidiar uma crescente produtividade nas
lavouras, mediada pela diminuicdo da competitividade de plantas daninhas através do uso de
herbicidas, do ataque de insetos-praga a partir da aplicagdo de inseticidas e reducdo no
parasitismo de fungos via pulverizagdo de fungicidas (MARTINS, 2013).

Este ciclo de utilizagdo de produtos quimicos sintéticos aliados a praticas adequadas de
manejo de culturas e ao melhoramento de sementes levou o Brasil da década de 60 a chamada
“Revolucao Verde” (TAVELLA et al., 2011). Estas praticas permitiram um amplo aumento da
agricultura no pais, sendo essa uma das principais atividades econdmicas até os dias atuais. Por
outro lado, esse cenario elevou abruptamente a utilizagao de agrotoxicos nas lavouras, trazendo
uma grande preocupagdo com os potenciais efeitos danosos a organismos nao-alvos, visto que
o Brasil ¢ considerado por muitos o pais detentor da maior biodiversidade mundial (LOPES,
ALBUQUERQUE, 2018).

Atualmente, o Brasil ¢ um dos maiores consumidores de agrotoxicos no mundo e,
segundo Viero et al. (2016), a utilizagdo desenfreada destes produtos estd desencadeando
diversos problemas ambientais e relacionados a satde publica. Ha diversos casos documentados
na literatura sobre efeitos danosos de herbicidas, inseticidas e fungicidas a organismos nao-
alvos, potencializando o aumento da mortalidade (ROSA et al., 2010), as alteragcdes de
comportamento (BRASIL, 2018), danos geno e citotoxicos (CAVALCANTE, 2008, TUREK
et al, 2000), entre outros. Nesse sentido, também hé diversos relatos sobre o impacto desses
produtos na saide do homem, causando aumento na taxa de neoplasias (LOPES,
ALBUQUERQUE, 2018), doengas motoras (POWERS et al., 2011), patologias em 6rgaos
vitais e at¢ a morte (LANGIANO, 2006).

A biota aquatica ¢ uma das mais afetadas pela contaminagdo, que pode ser direta ou
indireta. A contaminagdo direta geralmente ocorre por pulverizacgao acidental ou intencional em
rios e riachos ou lagos. A contaminacao indireta se da pela chuva, com o transporte ocorrendo
por escoamento superficial ou por percolacgao e infiltragao através do solo, que pode alcangar
os lengois fredticos (COOPER, 1993). Um dos agentes contaminantes que serd abordado neste

trabalho ¢ o herbicida 2,4-D (Acido Diclorofenoxiacético).
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O 2,4-D foi implantado no Brasil em meados do ano de 1946 (FARAH et al., 2004).
Este herbicida possui agdo hormonal que inibe o crescimento de ervas daninhas. E bastante
utilizado em culturas como o milho, trigo e soja (ANVISA, 2019) e devido a pouca resisténcia
das pragas agricolas tem aumentado consideravelmente o seu uso, sendo o segundo produto
agrondmico mais comercializado no Brasil (IPEA, 2019). Entretanto este composto ndo atinge
somente as espécies-alvo, mas também atinge os organismos ndo-alvo e isso inclui diversas
espécies de invertebrados e vertebrados. Com o intuito de minimizar os efeitos causados por
estes agentes sintéticos, pesquisadores buscam controles alternativos.

Os extratos vegetais estdo sendo utilizados como controles alternativos, devido ao seu
maior potencial de sustentabilidade (LUZ, 2007). Estes extratos tém como objetivo diminuir os
custos e serem menos agressivos em relacdo a meio ambiente, preservando também os
alimentos ¢ a saude de animais ¢ do homem (KEITA et al, 2001; ROEL, 2001). Contudo, para
tal, ¢ necessario investigar a interagdo desses novos extratos com 0s organismos, para
estabelecer os protocolos corretos e adequados de manejo, visando os melhores resultados com
ganho na preservagao.

Neste sentido, os bioensaios sdo ferramentas de grande importincia para avaliar a
relacdo de causa e efeito entre o organismo utilizado e a substancia que sera testada, com o
intuito de mensurar os efeitos (BEEBY, 2001). Os peixes se enquadram como um dos grupos
taxondmicos mais utilizados em bioensaios, devido a sua facil adaptagdo ao ambiente
controlado, grande abundancia, identificagdo relativamente facil e segura e devido ao padrdo
de respostas fisiologicas apresentar elevada similaridade aos demais vertebrados (IPEA, 2019).

A espécie utilizada neste trabalho foi o jundia Rhamdia quelen, que pertence a familia
Heptapteridae e a ordem dos Siluriformes (GOMES et al., 2000). Trata-se de um peixe nativo
do Brasil, encontrado principalmente em agua doce, e sdo adaptados a regides de baixa
temperatura, encontrados no sul do Brasil (BARCELLOS et al, 2001). A maior sensibilidade
de embrides/larvas de peixes esta atrelada ao seu processo de desenvolvimento, apresentando
um sistema imune inicial, metabolismo intenso com grande atividade mitotica, orgao
detoxificador (figado) em formagdo e outros sistemas precoces (FENERO, 2015), sendo
considerado um importante indicador de efeito.

Com base neste cendrio, pressupde-se que produtos potencialmente toxicos possam
causar disfungdes ou malformagdes morfoldgicas na fase embrio-larval destes peixes,
causando-lhes deformidades (efeitos teratologicos) (BRITO et al., 2018). O objetivo desse

trabalho foi caracterizar as deformidades morfolégicas em embrides/larvas de R. quelen
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submetidas a exposi¢do a um produto sintético (herbicida 2,4-D) e a um produto natural (extrato

botanico de mamona — potencial inseticida).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma caracterizagdo das alteragcdes morfoldgicas na fase embrio-larval de R.
quelen submetidas a baixas concentragdes do herbicida 2,4-D e do extrato botdnico de mamona

(Ricinus communis) para determinar os possiveis efeitos toxicos

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as possiveis deformidades morfologicas na fase embrio-larval exposta
aos dois produtos teste;

¢ Quantificar a frequéncia e a severidade das deformidades para ambos os produtos;

e Avaliar se hé relagdo entre a frequéncia e o grau de severidade com as substancias-

teste e suas concentracoes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AGROQUIMICOS E CONTAMINACAO DA AGUA

A industria agroquimica teve seu surgimento a partir da primeira guerra mundial, com
isso algumas empresas resolveram utilizar moléculas quimicas que supostamente foram
desenvolvidas para fins bélicos na produgcdo de substincias que auxiliassem no
desenvolvimento da produgdo agricola, produtos por sua vez denominados agrotoxicos. Em
meados de 1940, as primeiras empresas agroquimicas foram alocadas no Brasil (TERRA,
2008).

Estes agroquimicos sdo compostos agricolas que tem como funcdo eliminar pragas
presentes na agricultura, sendo estes subdivididos em herbicidas (controle de plantas daninhas),
inseticidas (controle de insetos invasores) e fungicidas (controlam os fungos), acaricidas
(controle de &caros) e formicidas (controle formigas) (EMBRAPA, 2018). Embora esses
compostos tenham fungdes bastante especificas, acabam atingindo e interagindo ndo apenas
com as espécies alvo, mas também com aquelas ditas ndo-alvo.

A partir da década de 60, os agrotoxicos ganharam for¢a no Brasil ajudando a promover
a chamada “Revolugdo Verde”. Desde entdo a utilizagdao indiscriminada destes produtos so se
intensificou (TAVELLA et al., 2011). A industria agroquimica se apoia diretamente em novos
principios ativos ou formulagdes quimicas ou cultivares resistentes para manter a
produtividade. A titulo de exemplo, recentemente a industria desenvolveu cultivares resistentes
ao herbicida 2,4-D, intensificando a sua utilizacdo no campo (MONQUERO, 2005). De acordo
com Viero et al. (2016), esta utilizagdo demasiada de agrotoxicos afeta ndo somente os
agricultores que o manuseiam, mas também a biodiversidade que esta exposta, incluindo
principalmente a do ambiente aquatico.

Neste sentido, Arias et al. (2007) ressaltaram que a biota aquatica esta bastante exposta
a uma grande quantidade de substancias toxicas que sdo descartadas na agua, tendo em vista
que os principais contaminantes sao de origem agricola. A dgua por sua vez ¢ um importante
recurso que ocupa aproximadamente trés quartos da superficie terrestre, onde apenas 2,87% sao
agua doce, e apenas 0,63% desta estd presente em rios e lagos (BENEDETTI, 2013).

Apesar da pequena porcentagem de agua doce fluviolacustre, estes ambientes sdo
bastante afetados por residuos agricolas, sendo principalmente fertilizantes (elevada carga de
metais) ou agroquimicos (grande diversidade de produtos). Estes residuos chegam a rios e lagos

através de irrigagdes, chuvas, ou até mesmo lixiviagdes do solo podendo atingir os lengdis
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freaticos (COOPER 1993). Neste sentido, existem os produtos sintéticos, como o 2,4-D, que
sdo bastante utilizados nas lavouras, tornando-se grandes agentes poluidores das aguas

continentais € que precisam ser investigados sob o aspecto toxicologico.

3.1.1 Herbicida &cido diclorofenoxiacético (2,4-D)

O 2,4-D ¢ um herbicida que foi alocado no comércio durante o ano de 1946, este tem
como fungdo destruir as plantas daninhas que prejudicam as plantacdes de trigo, milho e até
mesmo plantas de ambientes aquaticos. Entretanto este herbicida ndo atinge somente as suas
espécies alvo, mas acaba contaminando todo o meio ao qual esse herbicida tenha contato
(FARAH et al., 2004; VIGARIO; SABOIA-MORAES, 2014).

O 2,4-D possui a seguinte formula molecular CsHsCl2O3, que esta dentro do grupo dos
fenoxiacéticos e sua aplicabilidade estd relacionada ao controle de dicotiledoneas de folhas
largas (ANVISA, 2019). Segundo Bovin et al. (2005), o 2,4-D possui a¢do hormonal
semelhante as auxinas naturais das plantas, responsaveis pelo seu crescimento. No entanto, em
doses mais altas pode causar diversas anomalias as plantas, fazendo com que ndo consigam se
desenvolver adequadamente.

Além disso, estudos demonstram que o 2,4-D tem potencial toxico aos organismos nao-
alvos, causando-lhes alteragdes de comportamento, danos genéticos (CAVALCANTE, 2008;
TUREK et al, 2000) e neoplasias (LOPES, ALBUQUERQUE, 2018), doengas motoras,
patologias em oOrgdos vitais, podendo levar o individuo a morte (LANGIANO, 2006).
Particularmente, as neoplasias (tumores) sao definidas como proliferacdes descontroladas de
células em um dado tecido, em geral com crescimento progressivo que pode levar o organismo
a um quadro irreversivel de saude (INCA, 2011).

Segundo Nortox S/A (2018), o 2,4-D faz parte da classe toxicologica 1, indicando que
este herbicida ¢ extremamente téxico e nocivo a satde, isso foi determinado a partir de estudos
realizados com animais em laboratorios. No Brasil, o documento da Anvisa de 2019, que
categoriza a periculosidade do 2,4 D, alterou a classifica¢do toxicoldgica do produto, tirando-o
da Classe I para a Classe IV (menor toxicidade), seguindo na contramdo das informacgdes
publicadas.

Visando minimizar a utilizacdo de agroquimicos, pesquisadores procuram formas
alternativas de controle biolodgico para diminuir os impactos ambientais decorrentes dos

produtos sintéticos. Um dos produtos gerados a partir destes estudos sdo os extratos vegetais.
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3.1.2 Extrato vegetal

Os extratos vegetais estdo sendo utilizados com mais frequéncia em praticas agricolas
alternativas. Como existe uma grande diversidade de plantas, existe também uma grande
diversidade de compostos que podem ser prospectados. Nestes extratos também sdo
encontradas substancias que repelem os insetos e com agdes inseticidas como flavandides,
alcanodides, 6leos essenciais, dentre outros que provém do metabolismo secundario dos vegetais
(LUZ, 2007).

Desta maneira, extratos vegetais podem ser utilizados tanto no cultivo da agricultura
bioldgica (produtos organicos, que ndo utilizam produtos sintéticos), quanto no manejo de
pragas no cultivo convencional. Os 6leos essenciais de origem vegetal podem ser utilizados
como método de controle alternativo, que reduz os custos e tende a ser menos agressivo com
relacdo a natureza, preservando o ambiente e os alimentos, para que ndo exista a contaminac¢ao
quimica derivada de agroquimicos(KEITA et al., 2001; ROEL, 2001). A autora Pereira et al.
(2008), por exemplo, realizou testes com oleo de Glycine max (soja) e obteve €xito na redugdo
da oviposi¢do e a emergeéncia de Callosobruchus maculatus em graos-de-bico, tornando-se
entdo eficaz no controle desta praga e se destacou como um controle alternativo em programas
de manejo integrados.

Neste sentido, o extrato botanico hidroalcodlico extraido da Ricinus communis
(mamona), foi testado sobre Chrysodeixis includens (lagarta do soja) para avaliar o seu
potencial efeito no controle desta espécie, que ¢ uma das principais pragas na cultura de soja
(WARMLING, 2018). A autora observou que o extrato de mamona foi eficiente,
principalmente na sua fra¢do hexanica, com efeitos letais e subletais sobre a lagarta (espécie-
alvo).

A despeito dos resultados promissores observados na literatura, se faz necessario
implementar um proximo passo, no intuito de investigar se estas substancias t€ém potenciais
efeitos toxicoldgicos em organismos nao-alvos, buscando trabalhar com as questdes de risco a

saude e a0 meio ambiente.

3.2 SUSTENTABILIDADE E BIOSSEGURANCA

A utilizagdo de extratos vegetais pode ser uma maneira mais natural de combater as
pragas e, assim, realizar um controle natural de determinadas espécies-alvo (SANTOS et al,

2013). Por ser um inseticida natural, por exemplo, subentende-se deforma empirica que o
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extrato de Ricinus communis, descrito anteriormente, ndo ird causar problemas para o ambiente,
substituindo com naturalidade os produtos sintéticos, que por sua vez causam grande parte da
poluicao de todo o meio ambiente, sendo ele aquatico, terrestre ou até mesmo o ar (SARTORI
et al, 2014).

Esta prerrogativa esta alinhada aos principios de sustentabilidade que funciona como
uma via de mudanga intencional, a qual ¢ baseada em 3 pilares, sendo estes o pilar ambiental,
o econdmico e o social (ELKINGTON, 1994). Com o intuito de sanar estes trés pilares, a
utilizacao dos 6leos essenciais visa ter uma reducao da poluigcdo e danos ambientais causados
por produtos sintéticos, que acarretaria entdo em uma reducdo de custos e melhora da qualidade
ambiental. Deste modo este produto natural adentraria na sociedade, substituindo os
agroquimicos.

Contudo ¢ importante realizar analises para verificar se estes produtos podem ou nao se
tornarem toxicos e prejudicarem outros organismos ndo-alvos, ou até mesmo verificar se o
ambiente vai conseguir degradar este produto ou se este vai se alastrar por cadeias troficas
acarretando em problemas futuros (PEREIRA, 2018). Neste sentido, Penna et al. (2010) afirma
que a ecotoxicologia se tornou uma ferramenta de biossegurancga, na qual sdo realizados estudos
para averiguar a extensdo dos efeitos que determinados produtos e/ou substidncias podem

promover nos organismos € no funcionamento dos ecossistemas.

3.3 TESTES COM EMBRIOES E LARVAS DE PEIXES

Os testes com embrides e larvas de peixes sdo de suma importancia, pois identificar os
danos ainda nas fases iniciais de desenvolvimento pode evidenciar problemas futuros, que
sejam prejudiciais a propagacao da espécie, fazendo com que esta ndo consiga obter sucesso
em sua perpetuagdo. Isso pode ocorrer quando uma espécie apresenta alguma reagdo a
determinado composto, podendo entdo estar afetando as geragdes futuras. Nesse sentido Brito
et al. (2018) afirmaram que os testes com embrides tém sido amplamente utilizados em
pesquisas de ecotoxicologia.

Neste contexto existem pesquisadores como LIU et al 2018, que analisou o
farmacocinético (TBBPA) tetrabromobisfenos, no estagio inicial do peixe zebra (zebrafish
Danioi rerio), com o intuito de descobrir se este firmaco poderia ser prejudicial para estes
animais. Com os resultados os pesquisadores observaram a presenca de anomalias como a
formagao de edemas, desnutrigdo ¢ ma-formagdes na coluna vertebral foram encontradas, com

1sso puderam concluir que a bioacumulagao desta substancia foi moderada, mas que a variagdo
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de concentragdes, estava relacionada com a formacdo inicial dos embrides ¢ se estes
apresentariam deformidades ou nao.

Ja a pesquisadora Bernardi (2021), analisou a exposi¢ao de gametas, embrides ¢ larvas
de Rhamdia quelen que foram expostas ao acido diclorofenoxiacético (2,4 -D) com o intuito
de descobrir se este produto, que ¢ um herbicida, poderia ser prejudicial para a produgdo de
gametas e também para as fases iniciais de desenvolvimento da espécie, utilizando como
parametro as deformidades morfoldgicas. Com os resultados a pesquisadora observou que ainda
que em concentragdes baixas essa substancia pode atravessar a barreira do corion e entrar em
contato com o meio intracelular do embrido, e revelou que o 2,4-D promove uma inducao da
quebra na fita do DNA de larvas de jundid podendo acarretar entdo, presenga de anomalias,
tendo em vista que esse desequilibrio intracelular e no DNA, podem vir a causar problemas na
producado celular, e também gerar problemas relacionados as alteragdes cromossomicas.

Assim, verificou-se que as deformidades morfoldgicas sdo parametros muito eficientes
e confidveis para avaliar o potencial toxicoldgico de substincias como herbicidas, sendo
pratico, barato e muito responsivo. Os resultados observados com estes pardmetros pressupdem
o potencial risco ambiental para as espécies ndo-alvos e para a manutencao das suas populagdes
naturais. Com base nestes exemplos € possivel observar a grande utilizacdo de embrides em
estudos de toxicidade. Desta forma evidencia-se que trabalhar com estddios iniciais de
desenvolvimento de peixes apresenta grande vantagem para as analises de toxicidade, visto que

possuem maior sensibilidade a contaminantes.
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4. METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DE OVOS E MANIPULACAO EM LABORATORIO

Os ovos da espécie Rhamdia quelen (Figura 1-A) foram obtidos da piscicultura da
Universidade Estadual do Parand, em Unido da Vitéria-PR, para o experimento com o extrato
botanico de mamona, ¢ da piscicultura Akna de Toledo-PR para o experimento com o 2,4-D.
Ambas pisciculturas realizaram inicialmente a indu¢do da maturag¢do das gonadas de matrizes
parentais através de injegdes intramusculares de extrato de hipofise de carpa.

Apoés este procedimento o material reprodutivo foi coletado e transportado até o
Laboratdrio de Reprodugdo Animal da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — UTFPR,
campus Dois vizinhos, onde foi realizada uma selegdo criteriosa de ovos fertilizados e nao
fertilizado. Foi necessario utilizar um becker de 100ml (Figura 1-B) para apanhar os ovos e
proceder a sua sele¢do, quanto a viabilidade. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, os ovos
foram transferidos do recipiente e acomodados em placas de Petri. A classificagdo dos ovos
viaveis ocorreu através do seu aspecto translicido, que indica que estd fertilizado e em
embriogénese, enquanto que ovos com um aspecto esbranquigado foram descartados (figura 1-

Q).

Figura 1- A) Exemplar adulto da espécie Rhamdia quelen; B) Ovos fertilizados obtidos na piscicultura
comercial de Toledo-PR; C) Ovos viaveis, destacados no circulo azul, e ovos ndo fecundados no circulo
vermelho.

Fonte: A autora (2020).
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Apos a selecdo dos ovos, os fertilizados foram alocados nas microplacas de 24 ou 96
pocos (Figura 2-A) contendo os tratamentos que serdo descritos nas sessoes posteriores. As
solugdes foram diluidas em 4dgua reconstituida, composta por uma mistura de Cloreto de Célcio,
Sulfato de Magnésio, Cloreto de Potassio e Bicarbonato de sodio, em 4gua destilada. O pH da
4dgua reconstituida foi calibrado para 8,2 e a temperatura regulada em 24°C na BOD. E
importante ressaltar que ocorreu renovacao de 50% do liquido de cada tratamento a cada 24
horas, com o auxilio de uma micropipeta multicanal de 200ul (Experimento com extrato
botanico de mamona — Figura 2-B) e micropipetas monocanal de 100-1000ul (Experimento
com o herbicida 2,4-D — Figura 2-C). Apds a renovagao, as placas retornaram a cdmara BOD a

24°C (Figura 2-D).

Figura 2 — A) Microplacas de 24 pocos ¢ 96 pocos; B) Troca de substancias com o auxilio de microcropipetas
monocanal de 100-1000pul; C) Troca de substancias com o auxilio de microcropipetas multicanal de 200ul; D)
Céamara BOD a 24°C

=

-3,

Fonte: A autora (2020)
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4.2 EXPOSICAO DOS EMBRIOES AS SUBSTANCIAS TESTES

4.2.1 Herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

A segunda etapa do trabalho também foi aprovada na Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UTFPR, sob o protocolo ¢ 2019-30 (Anexo B). Os ovos vidveis de R. quelen foram
expostos ao herbicida 2,4-D, em sua formulacao comercial. Neste experimento foi utilizada a
formulacdo DMA 806 BR, a qual contempla 806 g/L do principio ativo e pode ser diluido
diretamente em agua.

Para realizacdo deste experimento foi realizado um calculo para chegar ao valor
desejado de 2,4-D, sendo utilizadas as concentragdes de 15ng/L (CC1), 30ug/L (CC2) e 60ug/L
de 2,4-D (CC3), tendo em vista que 30ug/L € a concentracdo maxima permitida na legislacao
para este herbicida na dgua para consumo humano (WHO, 2003; ICMBIO 2005) e em aguas
superficiais classe 3 (ICMBIO 2005). Um grupo controle negativo também foi implantado,
sendo os embrides expostos somente a dgua reconstituida. Neste experimento com herbicida
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foram utilizadas 10 réplicas por concentrag¢do e tempo
de exposicao, sendo que cada microplaca possuiu 24 pogos € em cada pogo foi alojado 1 ovo

fecundado. O experimento foi conduzido ao longo de 96 hpf.

4.2.2 Extrato botanico de mamona

A primeira etapa deste trabalho foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da UTFPR, cujo numero do protocolo ¢ 2019-05 (Anexo A). Para o experimento com a
exposicdo dos ovos vidveis de jundia (Rhamdia quelen) ao extrato vegetal de mamona, foi
utilizada a dgua reconstituida acrescida do extrato vegetal de mamona diluido em solvente
Dimetilsulféxido (DMSO) a 1,0%.

As concentracdes do extrato vegetal utilizadas neste experimento foram de 50%, 25%,
12,5%, 6,25% e 3,12% da CLso determinada previamente para o organismo-alvo Chrysodexis
includens (lagarta do soja) por Warmling (2018), que foi de 2% (v/v). Assim, a concentracao
nominal utilizada no experimento foi de 1,0 pg/L (CDI), 0,5ug/L (CD2), 0,25ug/L (CD3),
0,125 pg/L (CD4), 0,062 ng/L (CDS5) e 0,031 ug/L (CD6) do extrato botanico bruto da
mamona.

Além destas concentracdes, foram utilizados dois grupos controles, sendo o primeiro

apenas com agua reconstituida e o segundo contendo a diluicio de DMSO a 1,0% em agua
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reconstituida. Neste experimento com extrato de mamona foram utilizadas microplacas de 96
pogos, as quais apresentam 12 colunas e 8 linhas de pogos (1 ovo por pogo). Cada tratamento
ocupou trés colunas de pocos, sendo necessarias duas microplacas para compor uma réplica.
Foram utilizadas cinco réplicas por grupo experimental para avaliar os efeitos teratologicos ao

longo de um periodo de exposi¢ao de 96 horas pos-fertilizagao (hpf).

4.3 PARAMETROS DE ANALISE

O presente trabalho avaliou as deformidades morfoldgicas nas larvas de jundid em 48 e
96 hpf (horas pos-fertilizagdo). Os animais foram anestesiados e submetidos a eutandsia com
eugenol e, em seguida, fixados com uma solu¢do de formalina a 10%. A avaliacdo e
categorizacdo das deformidades foi baseada na metodologia descrita por Powers et al (2011).
As anormalidades foram divididas nas seguintes categorias:

Categoria 1) Danos axiais: lordose, escoliose, cifose e tor¢ao na cauda;

Categoria 2) Danos as nadadeiras: lesdes e atrofia;

Categoria 3) Cranio/facial: edema ocular, redu¢do ou auséncia dos olhos, malformacao
da boca, reducao ou auséncia de barbilhoes, etc.;

Categoria 4) Toracica/Abdominal: edema pericardico, edema do saco vitelino e
distensdo abdominal e/ou emagrecimento.

Ap0s identificar e classificar os danos nas quatro categorias supra descritas foi estimada
a frequéncia dos individuos com e sem deformidades por categoria de dano, buscando comparar
os diferentes tratamentos pelo teste do qui-quadrado. A andlise foi realizada para cada
experimento em separado, buscando verificar uma possivel associa¢do das deformidades com
0s grupos experimentais em cada tempo de exposicao. O nivel de significancia adotado foi de
5%.

Para analisar as deformidades nas larvas foi necessario manipula-las em placas de Petri,
com auxilio de pingas, pincéis e um fragmento de cartolina preta (fundo preto), para se obter
uma melhor visualizacdo dos individuos. As amostras foram analisadas através do
esteromicroscopio binocular para visualizar as larvas e estimar a frequéncia de danos.
Posteriormente foram registradas imagens das larvas com equipamento fotografico acoplado ao

esteromicroscopio trinocular (Figura 3).



Figura 3 — Esteromicroscdpio trinocular acoplado ao sistema de armazenamento de dados.

Fonte: A autora (2020)
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Herbicida 2,4 -D

Individuos sem deformidades morfoldgicas predominaram em 48 hpf, sendo observada
apenas uma taxa basal de deformidades morfoldgicas nas quatro categorias propostas (axiais,
nadadeiras, craniofaciais e toracico-abdominais). Os exemplares com 96 hpf tiveram um grande
numero de deformidades morfolodgicas pertencentes a todas as categorias de danos, sendo as
principais: 1- Axiais: lordose, escoliose e tor¢cdo da cauda; 2- Nadadeiras: bifurcadas e
lesionadas; 3- Craniofaciais: auséncia de olhos, malformacao da boca ou dos barbilhdes; 4-
Toracico-abdominais: edema pericérdico e atrofia corporal (Figura 4).

Figura 4— Fotomicrografias dos embrides/larvas de R. quelen expostos ao herbicida 2,4-D. (A) Individuo normal,
exposi¢o de 48 hpf; (B) Individuo normal, 96 hpf, (C) Individuo com dano axial — seta vermelha (escoliose —
tor¢do na coluna vertebral), exposi¢do de 48 hpf; (D) Individuo com dano axial - seta vermelha (escoliose),
exposi¢do de 96 hpf. — (E) Individuo com nadadeira bifurcada — estrela vermelha em 48 hpf; (F) Individuo com
dano na nadadeira — estrela vermelha, em 96 hpf; — (G) Individuo com auséncia dos olhos e malformagio facial
— circulo vermelho, 48 hpf; (H) Individuo com redugio dos barbilhdes e edema pericardico — circulo vermelho,

96 hpf; (I) Individuo com edema pericardico — tridngulo vermelho, em 48 hpf; (J) Individuo com edema
pericardico tridngulo vermelho, em 96 hpf.

Fonte — A autora (2020).
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A partir do teste estatistico do Qui-quadrado, verificou-se que a frequéncia de individuos
com e sem danos foi similar entre os grupos tratados com o 2,4-D e o grupo controle no periodo

de 48 hpf (> = 6,31; p > 0,05) (Grafico 1).

Grafico 1 — Frequéncia absoluta de embrides/larvas de R. quelen com e sem deformidades morfoldgicas apds
serem submetidos ao herbicida 2,4-D por 48 hpf. (A) Categoria axial; (B) Categoria danos nas nadadeiras; (C)
Categoria craniofacial; (D) Categoria toracico-abdominal. Sendo CC1 (15ug/L) CC2 (30png/L) e CC3 (60ng/L).
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Ja em 96 hpf, verificou-se um significativo aumento na frequéncia de individuos com
danos axiais nas concentragdes CC2 (30pug/L) e CC3 (60ng/L) (3> = 13,84; p <0,05). Também,
constatou-se um incremento significativo de individuos com danos as nadadeiras em todos os
grupos tratados com o 2,4-D em comparagdo com o controle. A frequéncia de individuos com
e sem deformidades nas categorias craniofacial e toracico-abdominal ndo diferiram entre os

grupos tratados com o 2,4-D e o controle (Gréfico 2).

Grafico 2— Frequéncia absoluta de embrides/larvas de R. guelen com e sem deformidades morfologicas apos
serem submetidos ao herbicida 2,4-D por 96 hpf. (A) Categoria axial; (B) Categoria danos nas nadadeiras; (C)
Categoria craniofacial; (D) Categoria toracico-abdominal. Sendo CC1 (15ug/L) CC2 (30pg/L) e CC3 (60ug/L).
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Além disso, constatou-se que no periodo de 96 hpf quase todos os individuos
apresentaram malformacgdes (cerca de 95%) nos grupos tratados com o 2,4-D, independente da
concentracdo. O grupo controle também apresentou um aumento expressivo das deformidades
morfoldgicas em 96 hpf, mas em menor frequéncia (cerca de 60%) e menos severas.

Esses resultados provavelmente nao refletem com grande precisdo o que se observaria
em uma condi¢do natural, visto que os animais foram alocados em microplacas e tiveram o seu
desenvolvimento em condi¢des Otimas, sem predadores ou parasitas, sem oscilagdes de
temperatura e outros fatores abidticos que poderiam prejudica-los. Ademais, foram cultivados
em concentragcdes muito baixas de 2,4-D, as quais inclusive sdo permissivas em diversas
legislagdes ambientais. Mesmo assim, efeitos subletais foram observados no desenvolvimento
dos exemplares, que podem acarretar em restrigdes para mobilidade, forrageamento e atividade
reprodutiva, caso em ambiente natural.

Chingombe et al., 2006 afirmaram que este herbicida ndo é facilmente biodegradavel e
¢ possivel encontra-lo com relativa frequéncia nos rios, corregos, lagos, no curso da agua de
forma geral. Afinal boa parte dos agricultores realizam o uso do 2,4-D nas lavouras. Quando
vinculamos estas informagdes no presente trabalho, isso o torna mais preocupante, pois o
numero de individuos com anomalias encontradas foi bastante significativo, e isso pode acabar
sendo bastante prejudicial para a espécie que estd sendo estudada.

Os embrides de peixes possuem uma camada acelular, denominada corion, que ¢
responsavel por proteger o animal com relacdo a entrada e saida de substincias, funcionando
como uma barreira antes da sua eclosio (HENN, BRAUNBECK 2011; MANDLELL, et al
2012). O coérion possui poros com didmetros de 0,5 a 0,7 pm (FERNANDES,
PAUMGARTTEN, 2013) e pode ter reduzido o contato do 2,4-D nas primeiras 26 a 28 hpf,
periodo em que a espécie R. quelen normalmente eclode, e minimizado as deformidades em 48
hpf, embora um trabalho recente com fases iniciais de peixes expostos ao 2,4-D tenha sugerido
o contrario (BERNARDI, 2021).

O aumento da frequéncia de individuos com deformidades axiais e nas nadadeiras em
96 hpf sugere que com maior tempo de interagdo do animal com o herbicida 2,4-D promoveu
disfungdes biologicas importantes. Deste modo estas disfungdes podem dificultar a
sobrevivéncia destes animais, impossibilitando os mesmos de cagarem alimentos € também
impossibilitando sua fuga dos predadores naturais devido a dificuldade que esses danos podem
vir a acarretar em sua mobilidade.

Nesse sentido o presente trabalho mostrou que os efeitos teratologicos que foram

observados, estdo presentes até mesmo nas concentracdes mais baixas do herbicida 2,4-D.
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Nessa logica os estudos que a pesquisadora Monica Valdyrce dos Anjos Lopes Ferreira e sua
equipe desenvolveram, ao realizarem diversas pesquisas na area de toxicologia ambiental, onde
foi realizada a exposi¢ao de embrides/ larvas do peixe zebra (Danio rerio) a diversos tipos de
produtos fitossanitarios € com base nos resultados obtiveram a conclusao de que nao existe dose
segura para a utilizacdo de agrotoxicos, visto que anormalidades sempre eram encontradas, o
que gerou bastante polémica em meados de outubro de 2019 (MINISTERIO DA SAUDE,
2019)

5.2 Extrato botanico

Neste caso, em ambos os tempos de exposi¢ao foram encontrados individuos com
grande numero de deformidades morfologicas pertencentes a todas as categorias de danos,
sendo as principais: 1- Axiais: lordose, escoliose e tor¢ao da cauda; 2- Nadadeiras: bifurcadas
e lesionadas; 3- Craniofaciais: auséncia de olhos, malformacao da boca ou dos barbilhdes; 4-
Toracico-abdominais: edema pericardico e atrofia corporal (Figura 5). Vale destacar que as
concentragdes CD1, CD2 e CD3 nao apresentaram resultados para deformidades morfologicas,
visto que todos os individuos destes grupos morreram em momento anterior as 48 hpf.

O teste do Qui-quadrado permitiu evidenciar que a frequéncia dos individuos com e sem
danos foi significativamente maior nos grupos tratados com o extrato botanico de mamona em
relacdo ao grupo controle e ao controle veiculo no periodo de 48 hpf (3> =90,68; p <0,000001),
em especial nas categorias craniofacial (> = 70,56; p < 0,00001) e nas nadadeiras (y* = 24,91;
p < 0,0005) (Grafico 3). Vale ressaltar as elevadas frequéncias de individuos deformados nas

menores concentragdes de extrato botanico.
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Figura 5— Fotomicrografias dos embrides/larvas de R. quelen expostos ao extrato botdnico de mamona. (A)
Individuo normal, exposi¢ao de 48 hpf; (B) Individuo normal, 96 hpf, (C) Individuo com dano axial — seta
vermelha (escoliose — tor¢do na coluna vertebral), exposi¢do de 48 hpf; (D) Individuo com dano axial - seta
vermelha (escoliose), edema pericardico - triangulo vermelho, reduc@o dos olhos e malformagéo facial — circulo
vermelho, exposicdo de 96 hpf. — (E) Individuo com dano axial - seta vermelha (coluna vertebral reduzida),
exposi¢do de 48 hpf; (F) Individuo com dano axial - seta vermelha (coluna vertebral reduzida), exposi¢do de 96
hpf (G) Individuo com redugdo dos olhos— circulo vermelho, — circulo vermelho, em 48 hpf; (H) Individuo com
reducdo dos barbilhdes— circulo vermelho, e com dano na nadadeira — estrela vermelha, em 96 hpf.

Fonte: A autora (2020).
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Grafico 3— Frequéncia absoluta de embrides/larvas de R. quelen com e sem deformidades morfologicas apos
serem submetidos ao Extrato botdnico de Mamona por 48 hpf. (A) Danos Axiais; (B) Danos nas Nadadeiras; (C)
Danos Cranio-Facial; (D) Danos Toéracico-abdominais. Sendo CD4 (0,125%) CD5 (0,062%) e CD6 (0,031%).
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No periodo de exposi¢do de 96 hpf verificou-se que os resultados foram significativos
(x* = 40,98; p < 0,0001), sendo observado que a quantidade de individuos afetados (com
deformidades) também foi mais elevado na categoria 3 (cranio-facial) (y*> = 35,82; p <0,001),
seguida da categoria 1 (axial). J4 os outros danos foram encontrados em menores frequéncias
como pode-se observar no Grafico 4. Contudo neste periodo ocorreu a morte ¢ todos os
individuos do tratamento CD4 (0,125% de extrato botanico) e a CD5 (0,062%) apresentou uma

elevada frequéncia de individuos deformados.

Grafico 4— Frequéncia absoluta de embrides/larvas de R. quelen com e sem deformidades morfoldgicas apds
serem submetidos ao Extrato botanico de Mamona por 96 hpf. (A) Danos Axiais; (B) Danos nas Nadadeiras; (C)
Danos Cranio-Facial; (D) Danos Toracico-abdominal. Sendo CD4 (0,125%) CD5 (0,062%) e CD6 (0,031%).
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Com base na toxicidade investigativa utilizada no presente trabalho, demonstrou-se que
o extrato botanico de mamona tem efeito letal nas maiores concentracoes, de 1,0 a 0,125%
(v/v), e também um potencial indutor de deformidades morfoldgicas embrides/larvas de
Rhamdia quelen nas menores concentracdes (efeitos subletais). Corroborando com esses
resultados, Macphail et al. (2009) ao realizarem testes com embrides de zebrafish (Danio rerio),
afirmam que os organismos de origem aquatica quando entram em contato ou sdo submetidos
a determinadas substancias, consideravelmente toxicas, essas podem acarretar na inviabilidade
da eclosdo de embrides ou causar deformidades na morfologia dos mesmos.

No caso do extrato botanico de mamona, testes prévios ja demonstraram a eficiéncia do
produto no controle da lagarta-da-soja, espécie-alvo (WARMLING, 2018), mas sem
correlacionar com biosseguranga em organismos nao-alvos. A citada autora realizou seus testes
com 0 mesmo extrato botanico, em fracdo hexanica, extraido da Ricinus communis (mamona)
e testado sobre Chrysodeixis includens (lagarta da soja), e revelou que a concentragao letal foi
de 2% (v/v), a qual ¢ considerada muito elevada para organismos aquaticos, tais como R.
quelen, que ndo sobreviveram nem com metade deste valor.

Com base nos efeitos subletais aqui observados, apenas concentragdes de 30 a 60 vezes
menores que a efetiva para a espécie-alvo, ou seja, de 0,062 e 0,031% nao promoveram
letalidade e, por isso parecem oferecer algum nivel de seguranca para o desenvolvimento de
um produto fitossanitario. Contudo, vale destacar que mesmo estas concentragdes foram
capazes de gerar um aumento significativo das deformidades morfologicas em R. quelen e
podem prejudicar a manutencao da espécie em condi¢do natural. Desta forma, € necessario
investigar mais espécies, concentragdes, novas formulacoes e distintos tempos de exposi¢ao.

O extrato botanico de mamona apresenta compostos fenolicos que podem ser
classificados em flavonoides, taninos e fenolicos totais, na sua composi¢ao (PIVETTA, 2014),
podendo assim causar danos ao desenvolvimento dos animais e até levar a morte como resposta
toxicologica a esses compostos. Segundo Taiz & Zeiger; (2013), os compostos fendlicos que
pertencem aos grupos dos vegetais sdo derivados da cumarina e, deste modo, podem atuar no
metabolismo de radicais livres.

Muitos destes anéis fendlicos interagem com proteinas, o tanino por exemplo, interage
com proteinas e enzimas, fazendo com que as mesmas nao consigam realizar as fungdes
desejadas (SINGH et al 2001) Dessa forma a despeito da protecao inicial oferecida pelo corion,
0s organismos interagem com essas substancias, explicando entdo na relagdo com os danos

morfologicos encontrados no experimento, pois sabe-se que o corion € composto por uma
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barreira glicoproteica, ou seja composta por proteinas, contudo acaba sento propicio que essas
substancias entrem em contato com esta camada, fazendo com que a mesma sofra alteragdes e
colocando entdo a vida e do desenvolvimento dos embrides em risco.

Por isso ¢ de suma importancia que novos experimentos sejam realizados, pois os
extratos botanicos tendem a ser o meio mais natural de eliminar as pragas, entretanto depende
de fatores como concentragdo, tempo de exposi¢do, tempo de meia vida, solubilidade,
biotransformacao, entre tantos outros. Assim, apenas acreditar que estes produtos extraidos de
plantas serdo mais compativeis e amigdveis com os principios da sustentabilidade pode induzir

a mais problemas ambientais.
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6. CONCLUSAO

A elevada frequéncia de individuos com deformidades apds 96 hpf de exposi¢ao ao
herbicida 2,4-D, sugere que as fases iniciais de desenvolvimento da espécie R. quelen (nao-
alvo) sdo suscetiveis a este agrotoxico, desde suas concentragdes mais baixas; inclusive
inferiores ao permitido pela legislacio mundial. E, com isso, entende-se que se essas
concentragdes acabarem se extrapolado ao ambiente natural, isso poderia indicar um elevado
risco a viabilidade desta populagao e talvez a de muitas outras espécies.

Ja nos testes realizados com extrato botanico observou-se, que tanto no tempo de
exposi¢ao de 48 hpf, quanto no tempo de 96 hpf, foram encontrados diversos individuos
contendo danos morfoldgicos, que podem colocar em risco o desenvolvimento da espécie. Por
fim, este trabalho ndo visa realizar uma comparacao entre o 2,4-D e o extrato botanico de
Mamona, entretanto, foi possivel observar que mesmo o extrato botanico sendo um método
natural, o0 mesmo acarretou em um indice de maior numero de individuos com anomalias.
Sabendo disso compreende-se que ¢ de suma importincia realizar mais estudos para
compreender as composicdes de ambas as substancias e o mal que as mesmas podem causar
com relagdo a espécies nao alvo.

Este trabalho de conclusdo de curso estd vinculado a dois projetos maiores de mestrado
académico, os quais contemplam muitos outros parametros de andlise nestes mesmos

organismos, permitindo uma visdo mais apurada das respostas e da relagdo causa-efeito.
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