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Efeitos teratoldgicos da exposicao de embrides e larvas de
Rhamdia quelen (TELEOSTEI) em concentrag¢oes
permissivas do herbicida 2,4-D

Teratological effects in Rhamdia quelen embryo and larvae
submitted in permissive concentrations of the 2.4-D
herbicide

RESUMO

A utilizagdo de agrotdxicos tem exposto os organismos aqudticos, ndo-alvos, a um cendrio
de contaminagdo e alteragdo de fitness. O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos
herbicidas mais difundidos no mundo e necessita de investigacdes. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos teratoldgicos em embrides/larvas de Rhamdia quelen
submetidas a concentragdes permissivas do herbicida 2,4-D, em condi¢Ges controladas. A
obtencdo dos ovos foi realizada através de uma piscicultura comercial de Toledo-PR.
Posteriormente, os ovos vidveis foram selecionados e alocados em microplacas de 24 pogos
(4 ovos/pogo) contendo quatro tratamentos: grupo controle (dgua reconstituida), CC1 =
15ug/L, CC2 = 30ug/L e CC3 = 60ug/L de 2,4-D. As amostras foram coletadas em 48 e 96
horas pés-fertilizagdo (hpf). As deformidades morfolégicas foram analisadas em
estereomicroscopio, contabilizando-as por categoria e tipo. Foi constatada uma elevada
frequéncia de individuos anormais em todas as concentragGes de 2,4-D apds 96 hpf, o que
sugere que a espécie R. quelen é suscetivel ao 2,4-D mesmo em baixas concentragdes.

PALAVRAS-CHAVE: Agrotoxicos, bioensaio, embriGes, peixes, deformidades
ABSTRACT

The large-scale use of pesticides has exposed non-target aquatic organisms to
contamination and fitness changes. 2.4-dichlorophenoxyacetic acid is one of the most
widespread herbicides in the world and needs investigation. The objective of this study was
to evaluate the teratological effects in embryos/larvae of Rhamdia quelen submitted to
permissive concentrations of the 2.4-D, under controlled conditions. The eggs were
obtained from a commercial fish farm in Toledo-PR. Viable eggs were selected and placed
in 24-well microplates (4 eggs/well) containing four treatments: control group
(reconstituted water), CC1 = 15ug/L, CC2 = 30pg/L, and CC3 = 60ug/L of 2.4-D. Two exposure
times were considered: 48 and 96 hours post-fertilization (hpf). Morphological deformities
were analyzed in a stereomicroscope to classify and quantify the damages. High frequency
of abnormal individuals was found in all concentrations of 2.4-D after 96 hpf, suggesting
high susceptibility of R. quelen to low concentrations of 2.4-D.
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INTRODUCAO

A “Revolucdao Verde” que o correu no Brasil, em meados de 1950, fez com
que os agricultores utilizassem cada vez mais produtos quimicos, como
fertilizantes e produtos fitossanitarios nas lavouras, visando aumentar a
produtividade [1]. A utilizacdo em larga escala destes produtos gerou uma série de
impactos negativos para o meio ambiente e sua biota.

Neste contexto, todo o ecossistema acaba sendo prejudicado, principalmente
no que se refere aos organismos do meio aqudatico, uma vez que os corpos hidricos
acabam recebendo os contaminantes do entorno. Os agrotéxicos, por exemplo,
alcancam o ambiente aquatico através da pulverizacdo direta, ou indiretamente
através do escoamento superficial ou percolacdo e infiltracdo no solo [2]. Estes
dois ultimos podem contaminar dguas subterraneas, gerando mais adversidades e
perigos a biota e a saude humana.

Nesse sentido, o 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) € um herbicida de
amplo espectro, de agcdo hormonal, que tem como atributo inibir o crescimento de
ervas daninhas, principalmente em culturas de soja, trigo e milho. Este herbicida é
um dos agrotdxicos mais utilizados no Brasil e no mundo [3]. Entretanto pesquisas
indicam que este herbicida ndo atinge apenas os organismos-alvo, mas também
atinge os espécimes nao-alvo, de importancia ecoldgica, dentre os quais podem se
destacar os vertebrados, tais como peixes, anfibios, aves e mamiferos.

O bioensaio com fases iniciais de desenvolvimento de peixes entra em cena
como uma ferramenta de grande significancia, possibilitando o pesquisador avaliar
as relagdes de causa e efeito entre a substancia desejada e o organismo modelo,
em uma fase de vida vulneravel, de modo a mensurar potenciais efeitos téxicos
com maior precisdo [4]. A espécie de peixe Rhamdia quelen, pertence a familia
Heptapteridae e a ordem dos Siluriformes [5] e foi selecionada como modelo
bioldgico neste estudo por ser um peixe nativo do Brasil, que pode ser encontrado
principalmente em agua doce, adaptados a regiGes de baixa temperatura e
encontrados em relativa abundancia na regido sul do Brasil [6]. Além disso, é
classificado como omnivoro, com tendéncias a predacdo, podendo, portanto,
bioacumular diversas substancias téxicas.

O objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizacdo dos efeitos
teratoldgicos em embrides/larvas de R. quelen submetidas a exposicdo em baixas
concentragdes do herbicida acido diclorofenoxiacético (2,4-D).

MATERIAIS E METODOS

Para a obteng¢do dos ovos, foram utilizadas matrizes parentais da espécie
Rhamdia quelen popularmente conhecido como Jundia, os quais foram induzidos
a maturagdo sexual, através de inje¢des intramusculares com extrato de hipdfise
de carpa, para posterior extrusdo manual dos gametas, visando a fertiliza¢do
assistida dos ovos. Todo esse processo de indugdo foi realizado em uma
piscicultura comercial localizada na regido de Toledo-PR.

Apds este procedimento, o material reprodutivo coletado foi transportado até
o Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — UTFPR, Campus Dois vizinhos, onde ocorreu a selegdo criteriosa dos ovos
fertilizados (vidveis). Os ovos foram classificados em viaveis, quando apresentavam
aspecto translicido, ou ndo fecundados, quando estavam esbranquicados.
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Os ovos vidveis foram alocados em microplacas de 24 pocos, contendo os
tratamentos descritos a seguir. Em todos os pocos foram inseridos quatro ovos
viaveis em um volume fixo de 2 ml/poco, configurado conforme o tratamento.
Além do grupo controle negativo, mais trés grupos tratados com o herbicida 2,4-D
foram utilizados: CC1 = 15ug/L, CC2 = 30ug/L e CC3 = 60ug/L de 2,4-D. Neste
experimento foi utilizada a formulagdo comercial do herbicida 2,4-D, conhecida
como DMA 806 BR, a qual contempla 806 g/L do principio ativo e pode ser diluido
diretamente em agua. Para o cdlculo das concentragdes considerou-se o valor
ponderado de 2,4-D da formulagdo comercial. E importante destacar que 30pg/L é
a concentragdo mdaxima de 2,4-D recomendada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) para dguas de consumo humano [7]. A legislacdo brasileira segue essa
mesma recomendacdo, tanto em daguas de consumo humano, como a de
mananciais superficiais. Desta forma, as concentracdes utilizadas neste trabalho
foram baseadas nestas recomendacdes, contemplando ainda um valor acima para
fins de comparacao.

A diluicdo do 2,4-D foi realizada em agua reconstituida, composta de uma
mistura de quatro sais (Cloreto de Calcio, Sulfato de Magnésio, Cloreto de Potassio
e Bicarbonato de sddio), dissolvidos em dgua destilada. O pH da agua reconstituida
foi calibrado em 8,5 e a temperatura regulada em 242C na BOD. Vale ressaltar que
o grupo controle negativo ficou exposto somente a essa dgua. Foram utilizadas 10
réplicas por concentracao e tempo de exposicdo, sendo que a coleta para anadlise
das deformidades morfoldgicas ocorreu em 48 e 96 horas pds-fecundagéo (hpf). O
ensaio foi semiestatico, realizando-se a troca de metade do volume dos pogos a
cada 24 horas. Para tal, utilizou-se um conjunto de micropipetas.

Transcorrido os periodos de 48 e 96 hpf, os individuos foram coletados,
anestesiados e sacrificados por resfriamento, sendo alocados em tubos de
eppendorf de 1,5mL. Em seguida, os individuos foram fixados com uma solucdo de
formalina a 10%, e armazenados em uma geladeira no laboratério de Biologia
Molecular com temperatura de 4 a 82C.

Para avaliar as deformidades morfoldgicas nas larvas seguiu-se a
recomendacdo do artigo “Silver nanoparticles alter zebrafish development and
larval behavior: Distinct roles for particle size, coating and composition” [8]. Neste
artigo, os autores propdem dividir as anormalidades nas seguintes categorias: (1)
Danos axiais: lordose, escoliose, cifose, tor¢cdo na cauda e atrofia; (2) Danos as
nadadeiras: lesGes reversiveis ou permanentes e atrofias; (3) Danos cranio-
faciaisedema ocular, redugdo ou auséncia dos olhos, malformagdo da boca,
reducdo ou auséncia de barbilhdes; (4) Danos toracico-abdominais: edema
pericardico, edema do saco vitelino e distensdo abdominal e/ou emagrecimento.

Apds classificar os danos em categorias e tipos, fez-se apenas a contagem dos
individuos com e sem deformidades, para viabilizar uma analise de frequéncia com
o uso do qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUGCOES

Com base na andlise do material realizada por meio do esteromicroscépio foi
possivel registrar a ocorréncia de individuos normais, tanto no periodo de 48 hpf
quanto no de 96 hpf, (figuras 1 A e B, respectivamente), e individuos com
anormalidades morfoldgicas, os quais serdo mostrados mais adiante
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Figura 1 —A) Individuo normal, exposicao de 48 hpf; B) Individuo normal, 96 hpf;

Fonte: O autor (2020)

Dos danos pertencentes a categoria 1 (danos axiais) foram encontrados
individuos com lordose, escoliose, cifose e tor¢do na cauda (figura 2)

Figura 2 — A) Individuo com dano axial (escoliose —tor¢do na coluna vertebral), exposicao
de 48 hpf; B Individuo com dano axial (escoliose), exposi¢do de 96 hpf.

Fonte: O autor (2020)

Dos danos pertencentes a categoria 2 (danos as nadadeiras) foram
encontrados individuos com nadadeiras bifurcadas e lesionadas (figura 3).

Figura 3 — A) Individuo com nadadeira bifurcada em 48 hpf; B) Individuo com dano na
nadadeira, em 96 hpf;

Fonte: O autor (2020)

Na categoria 3 (cranio-facial) foi encontrado reducdo ou auséncia dos olhos,
malformacdo da boca e reducdo ou auséncia de barbilhGes, presente na figura 4)

Figura 4 — A) Individuo com auséncia dos olhos e malformagao facial, 48 hpf; B)
Individuo com reducdo dos barbilhGes e edema pericardico,96 hpf.

Fonte: O autor (2020)

Por fim, na categoria 4 (toracica/abdominal) foram encontrados diversos
individuos com edema pericardico, edema do saco vitelino e emagrecimento

(figura 5).
Figura 5 — A) Individuo com edema pericardico no periodo de exposicdo de 48 hpf;
B) Individuo com edema pericardico no tempo de exposi¢do de 96 hpf.
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Fonte: O autor (2020)

A partir da andlise de frequéncia dos individuos com e sem danos nao foi
possivel evidenciar diferenca estatistica entre os grupos tratados com o 2,4-D e o
grupo controle no periodo de 48 hpf (x2 = 6,31; p > 0,05). J& em 96 hpf, verificou-
se que os resultados foram significativos (x? = 13,84; p < 0,05), pois a quantidade
de individuos afetados (com deformidades) foi mais elevada nos grupos tratados
com o 2,4-D.

Com base nos resultados do qui-quadrado péde-se constatar que no periodo
de 96 hpf quase todos os individuos apresentaram malformacdes (cerca de 95%)
nos grupos tratados com o 2,4-D, independente da concentragdo. O grupo controle
também apresentou um aumento de anormalidades morfolégicas, mas em menor
frequéncia (cerca de 60%) e menos severas.

Os efeitos teratoldgicos observados neste estudo, mesmo em concentragdes
muito baixas do herbicida 2,4-D, sdo consistentes com os argumentos da
pesquisadora Monica Valdyrce dos Anjos Lopes Ferreira e sua equipe. Esse grupo
de trabalho desenvolveu diversas pesquisas na area de toxicologia ambiental,
expondo embrides/ larvas do peixe zebra (Danio rerio) a diversos tipos de produtos
fitossanitarios. Como resultado, concluiram que ndo ha dose segura para
agrotdxicos, visto que anormalidades sempre eram observadas. Isso gerou
bastante polémica em meados de outubro de 2019 [9].

CONCLUSAO

A elevada frequéncia de individuos anormais apés 96 hpf de contato com o
herbicida 2,4-D, sugere que as fases iniciais de desenvolvimento da espécie R.
quelen (ndo-alvo) sdo bastante suscetiveis a este agrotdxico, desde suas
concentragdes mais baixas; inclusive inferiores ao permitido pela legislacdo
mundial. Se extrapolado ao ambiente natural, isso poderia indicar um elevado
risco a viabilidade desta populacdo e talvez a de muitas outras espécies. Por fim,
este projeto de iniciacdo cientifica esteve vinculado a um projeto maior de
mestrado académico, o qual contempla muitos outros parametros de andlise
nestes mesmos organismos, permitindo uma visao mais acurada das respostas e
da relagao causa-efeito.
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