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RESUMO

ROSSONI, Claudia Cristina. Andlise toxicolégica dos Oleos essenciais de
Citronela (Cymbopogon sp) e Guacatonga (Casearia sylvestris Swartz) em
embrido de galinha (Gallus gallus domesticus Linnaeus). 2019, 37 p. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas — Licenciatura),
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2019.

No presente trabalho, buscou-se analisar os efeitos dos Oleos essenciais de
Citronela (Cymbopogon sp) e Guacatonga (Casearia sylvestris), comparando
com os efeitos do fungicida a base de iprodiona sobre o desenvolvimento
embrionério de Gallus gallus domesticus. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Controle Biologico Il da Universidade Tecnologica Federal do
Parand — UTFPR, DV. Cada grupo experimental (com 40 ovos) recebeu as
seguintes concentracdes: grupo controle veiculo (1) recebeu 100ul de solucéo
Tween®80 a 0,01% em Agua destilada e o grupo controle veiculo (2) recebeu
100plde Tween® 80 a 1% em soro fisiolégico, os grupos com 6leos essenciais
de citronela e guacatonga receberam 100ul, sendo 62,5 pg/ml e 4.000ug/ml,
respectivamente, em agua destilada. Por fim, no grupo com produto fitossanitario
sintético, os ovos foram injetados com 100ul do fungicida a base de Iprodiona
em agua destilada (na dose recomendada pelo fabricante). O grupo controle
fechado né&o foi injetado. Tais doses foram injetadas na camara de ar dos ovos,
e estes foram incubados por 3 dias. Ap6s a incubacdo os embribes foram
coletados e analisados. Dentre os tratamentos, os OEs e o produto fitossanitario
apresentaram toxicidade ao desenvolvimento do embrido de ave, porém, o
produto fitossanitario foi o que causou maiores danos aos embrides. O grupo
controle fechado apresentou resultados dentro do esperado. Ambos os
tratamentos com Tween®80 provocaram efeitos deletérios sobre o
desenvolvimento, interessantemente o Tween®80 em menor concentracao
provocou efeitos mais nocivos. Tais resultados nos alertam sobre os efeitos que
os OEs podem causar, bem como o produto fitossanitario e interessantemente o
Tween®80. Estes dados buscam contribuir no conhecimento da bioseguranca de
agentes de controle importantes para os sistemas alternativos de producéo,
visando a utilizacdo de produtos naturais e seguros ao meio ambiente e saude
humana.

Palavras-chave: Organismo ndo-alvo. Seletividade. Biosseguranca.



ABSTRACT

ROSSONI, Claudia Cristina. Toxicological analysis of Citronella (Cymbopogon
sp) and Guacatonga (Casearia sylvestris) essential oilsin chicken embryos
(Gallus gallus domesticus Linnaeus). 2019, 37 p. Undergraduate thesis
(Graduation in Biological Sciences), Universidad Technological Federal do
Parand. Dois Vizinhos, 2019.

The present work sought to analyze the effects of Citronella (Cymbopogon sp)
and Guacatonga (Casearia sylvestris) essential oils comparing with effects of the
iprodione-based product on the embryonic development of Gallus
gallusdomesticus. The experiments were carried out at the Biological Control
Laboratory Il at Universidad Technological Federal do Parana — UTFPR, DV.
Each experimental group (containing forty eggs) received the following
concentrations: vehicle control group (1) received 100ul of 80 to 1% Tween®in
distilled water and the vehicle control group (2) received 100ul of 80 to 1%
Tween® in saline, the groups with essential oils of Citronella and Guacatonga
received 100ul, being 62,5ug/ml and 4.000 pg/ml, respectively, in distilled water.
Lastly, the group containing synthetic phytosanitary product, the eggs were
injected with 100ul of Iprodione-based fungicide in distilled water (at the
recommended dose by the manufacture). Such doses were injected into the egg
air chamber and were incubated for three days. After incubation, the embryos
were collected and analyzed. Among the treatments, the EOs and the
phytosanitary product presented toxicity to the embryos development, however,
the product caused more damaged to the embryos. The closed control group
presented results within the expected. Both treatments with Tween® 80 caused
deleterious effects on the development; interestingly, the Tween® with lower
concentration caused more harmful effects. Such results alert us about the effects
EOs can cause, as week as the phytosanitary product and interestingly, the
Tween®80. These data seek to contribute to the safety knowledge of important
control agents for alternative production systems, aiming at the use of natural and
safe products to the environment and human health.

Key words: Non-target organism. Selectivity. Biosafety.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da producdo agricola no Brasil, houve a necessidade da
utilizacdo de insumos modernos, como fertilizantes para correcdo do solo e
recuperacao de areas degradadas (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008). Da mesma forma
gue os insumos, houve um aumento no uso das tecnologias, como maquinarios mais
modernos, produtos fitossanitarios, melhoramento genético, entre outros
(SHIMABUKURO&MARTINEZ, 2017). Um problema enfrentado com o aumento da
producdo agricola e um dos maiores causadores de impactos ambientais € o uso
excessivo de fertilizantes e produtos fitossanitarios sintéticos (PFS), pois podem trazer
riscos a saude publica e meio ambiente, além disso, 0 uso intensivo dos mesmos
tende a gerar a resisténcia dos organismos alvo, causando o surgimento de novas
pragas danosas a agricultura (TERRA, p.30-31, 2008). No entanto, nos ultimos anos
o controle com PFS vem demonstrando perda de sua eficiéncia, devendo ser utilizado
com cautela, pois podem eliminar organismos benéficos e selecionar organismos
resistentes.

O controle de fitopatdgenos nao precisa ser realizado exclusivamente com
PFS, pois existem alternativas naturais de controle, como a utilizacdo de 6leos
essenciais extraidos de plantas, ja que as mesmas sao fontes naturais de substancias
que podem ser produzidas em resposta a um ataque patogénico. Ainda que os 6leos
essenciais sejam substancias produzidas de forma natural, sendo mais seguros que
os PFS, é importante considerar que eles podem apresentar efeitos negativos aos
organismos nédo-alvo. No entanto, ndo ha registros dos efeitos que 0s mesmos
causam no desenvolvimento embrionério (utilizando o embrido de ave como modelo
experimental).

A atividade biologica dos Oleos essenciais, dependendo da concentracéo
utilizada, pode atuar como agentes fungistaticos e/ou fungicidas (BRUM; 2012). A
hidrofobicidade do 6leo essencial interage com os lipidios da parede, membrana
celular e da mitocondria, causando distarbios como alteracdo na hipermeabilidade da
membrana plasmatica (COSTA,; et al. 2011). Segundo Schwan-Strada, et al. (2000,
p.131) os 6leos essenciais tém indicado potencial no controle de fitopatdégenos pela

sua acao fungitoxica, inibindo o crescimento e a germinacao de esporos. Portanto, 0s
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compostos presentes nos 6leos essenciais podem ser uma forma eficaz de controle
alternativo, enquanto produtos fitossanitarios.

Sendo assim, 0 presente projeto procurou analisar os efeitos dos Oleos
essenciais de Citronela (Cymbopogon sp) e Guacatonga (Casearia sylvestris), em
comparacdo com os efeitos do fungicida sintético a base de iprodiona, no
desenvolvimento embrionario de galinha (Gallus gallus domesticus). Esse modelo
experimental € considerado uma ferramenta valiosa para avaliar os efeitos de
substancias e agentes de controle alternativo (SCHOENWOLF, 1999). Segundo
Moore e Persaud (2008), as fases iniciais do desenvolvimento embrionéario de aves e
humanos sdo semelhantes, permitindo relacionar os resultados obtidos aos riscos de
exposicao humana a estes agentes (BASU et al., 2013; FARHAT et al., 2013; HEID et
al., 2001; SHARP & FEDOROVICH, 2015; SOUCY et al., 2003).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agricultura no Brasil

Nas décadas de 1960 e 1970 o setor agricola no Brasil se caracterizava por
baixa produtividade, boa parte dos alimentos para abastecimento interno provinha de
importacbes (EMBRAPA, 2018). Com objetivo de garantir alimento para populacao
urbana em fase crescente, 0 governo investiu na producgéo agricola, o que contribuiu
para que o Produto Interno Bruto (PIB) expandisse. Como resultados deste
investimento, segundo Embrapa (2018, p.15) “...] acentuados ganhos de
produtividade no setor agricola puderam ser observados, principalmente a partir da
década de 1990”.

Com a expanséao da agricultura no Brasil, houve a necessidade da utilizagao de
insumos, como fertilizantes, para recuperacdo da fertilidade do solo em areas
degradadas, também em areas onde havia a necessidade de correcédo do solo para o
plantio (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008). O aumento da producdo agricola foi
dinamizado pelo uso intenso de tecnologias, como maquinarios, genética, agrotoxicos,
entre outros (MARTINEZ, 2017). O uso constante de produtos quimicos na agricultura
pode trazer uma série de problemas ambientais, o excesso de fertilizantes no solo
pode ser lixiviado para os rios podendo provocar hipertrofizacdo, da mesma forma que
0os produtos fitossanitarios sintéticos podem causar resisténcia em fitopatdgenos,
fazendo com que produtos mais eficientes sejam produzidos.

2.2 Produtos Fitossanitarios Sintéticos no Brasil

Apesar da industria de PFS ter surgido apés a Primeira Guerra Mundial, o uso
destes produtos se expandiu na Europa e nos Estados Unidos (EUA) somente apos a
segunda Guerra Mundial. Ja no Brasil o uso de PFS ocorreu no periodo de
desenvolvimento da agricultura, entre 1945 e 1985, foi neste periodo que se
estabeleceu a industria de agrotoxicos no pais (TERRA, 2008).

A expansdo do mercado de PFS esta ligada diretamente ao crescimento da
producéo agricola no Brasil. A partir disso, existe uma concorréncia na producéo, nas

vendas e principalmente na qualidade, onde um produto com qualidade inferior né&o
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ird apresentar os resultados esperados. A partir disto quanto mais téxico for o produto,
mais efetividade ele vai ter em relacdo ao controle de fitopatdgenos nas lavouras.
Contudo, segundo Terra (2008, p. 30-31) “ouso intensivo de produtos fitossanitarios
tende a gerar a resisténcia dos agentes nocivos por eles combatidos e o aparecimento
de novas pragas nocivas as culturas agricolas”. Além disso, o autor salienta sobre os
efeitos dos mesmos no meio ambiente e salde humana, estes fatores s6 foram
identificados dez anos apds o uso dos primeiros PFS. Desta forma, as empresas
buscam desenvolver novos compostos com efeitos mais especificos e que atingem
um numero maior de organismos, com efeitos residuais menores e de baixa
toxicidade.

A producdao e o uso de PFS no Brasil sdo consolidados pela lei N° 7.802, de 11
de julho de 1989, regulamentada pelo decreto N° 4.074/2002, para evitar que PFS de
uso proibido sejam utilizados. Essa lei, comumente chamada de “Lei dos Agrotoxicos”
determina em seu Art.1° que todas as etapas que envolvem a administracdo PFS,
desde a pesquisa, experimentacdo, producdo até destino final das embalagens,
devem obedecer essa lei.

O registro do produto é de extrema importancia, pois define se tal pode ser
utilizado, a partir disso, séo definidas as demais questdes relacionadas ao controle do
uso, tendo em vista 0os impactos que podem causar a saude publica e ao meio
ambiente (GARCIA; BUSSACOS; FISCHER, 2005). A lei N° 7.802 no Art.3, 85°
destaca que o registro de um novo PFS s6 sera concedido se a sua acédo toxica for
igual ou menor do que aqueles ja existentes.

Dessa forma, a lei foi elaborada para impedir a utilizacao e registro de produtos
ilegais, visando proteger o meio ambiente e a saude publica dos efeitos nocivos que
eles apresentam, ou pelo menos garantir o minimo possivel de nocividade. Para que
a lei possa ser cumprida rigorosamente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), orgdo responsavel por fiscalizagdo, realiza vigilancia nas empresas
produtoras de defensivos agricolas. De acordo com Kugler (2012, p.23) “Operagdes
conduzidas entre 2009 e 2010, em diversos estados, encontraram irregularidades em
todas as 10 fabricas de agrotéxicos vistoriadas naquele periodo”. O consumo de PFS
nos ultimos anos aumentou 93% no mundo, no Brasil o crescimento foi de 190%, logo,
das 50 substancias aceitas e mais utilizadas no Brasil, 24 ja sdo proibidas no Canada,
Estados Unidos, Europa, e algumas na Asia (KUGLER, 2012).
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Dados mais recentes demonstram o aumento no numero de produtos
fitossanitérios liberados no Brasil. O Ministério da Agricultura publicou no Diario Oficial
da Unido em Janeiro/2019, o registro de 28 produtos fitossanitarios e posteriormente
publicou um pedido de registro de mais de mais de 131 produtos requeridos nos
ultimos meses de 2018, estes ainda passardo por avaliagdes técnicas de trés 6rgaos
do governo, entre eles o Sulfoxaflor, um produto que causou polémica nos estados
Unidos (EUA) devido ao impacto potencial sobre polinizadores (GRIGORI, 2019). Vale
ressaltar que, o controle quimico com PFS apresentam vantagens pela sua eficiéncia,
aumentando a produtividade agricola, contudo, a utilizacdo continua e sem rotacéo
de produtos, pode causar eliminacdo de organismos benéficos e o aumento
populacional de fitopatégenos resistentes (SMIDT, 2001, p. 11; MARANGONI;
MOURA e GARCIA, 2012, p. 98). Dessa forma, o uso alternado de PFS com agentes
de controle natural pode ser uma boa alternativa para amenizar os riscos, reduzindo

0S impactos nocivos ao meio ambiente em geral.

2.3 Controle alternativo de fitopatégenos

A sociedade tem se preocupado com o impacto que a agricultura moderna pode
causar no meio ambiente, isso tem resultado no aumento pela busca de produtos mais
sustentaveis, envolvendo a utilizacdo adequada de recursos naturais (CAMPANHOLA
E BETTIOL, 2003, p 79). O desenvolvimento de métodos alternativos de controle tem
por finalidade diminuir a utilizacdo de PFS na agricultura, causando o minimo possivel
de impactos ao meio ambiente, menos desequilibrios bioldgicos, com base na
sustentabilidade ecoldgica do ecossistema (SOUSA et al.,2012).

O controle de fitopatdégenos é realizado com PFS pelo fato de apresentarem
uma maior abrangéncia e possibilitarem o controle de mais de uma espécie de
agentes. Por outro lado, estes produtos sdo danosos ao meio ambiente e salde
publica, além de matar organismos que sdo fundamentais para o cultivo, como as
abelhas, que fazem a polinizagdo e contribuem para que as plantas se reproduzam,
assim sendo, essa alta abrangéncia nem sempre €& positiva (CAMPANHOLA E
BETTIOL, 2003, p 81). Logo, o controle de fitopatbgenos nédo precisa ser feito
exclusivamente com produtos quimicos. Existem alternativas naturais de controle,

como o Controle Bioldgico, um método utilizado para controlar organismos vivos
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através de seus inimigos naturais (EMBRAPA, 2006). Outro método alternativo ao
controle quimico é a utilizacdo de 6leos essenciais extraidos de plantas. Segundo
(MARANGONI; MOURA e GARCIA, 2012, p. 98) extratos de plantas vém sendo
utilizados pelo homem desde a Idade Antiga, numa pratica que persiste até hoje. As
plantas sé@o fontes naturais de substancias produzidas em resposta a um ataque
patogénico, alguns inseticidas, antimicrobianos ou até mesmo repelentes. Os
sistemas alternativos de controle norteiam os sistemas organicos de producao, 0s
quais contribuem para uma interacdo harmoniosa entre 0s organismaos vivos e 0 meio

ambiente, buscando um equilibrio ecolégico (SAMINEZ et al, 2008).

2.4 Oleos essenciais

Os OEs sao produtos obtidos através de destilacdo por arraste com vapor
d’agua, de forma geral, sdo misturas complexas geralmente liquidas, odoriferas e
volateis que podem ser estocados em todos os 6rgdos da planta, como folhas, flores,
cascas dos caules, frutos, madeira, rizomas, raizes ou sementes, embora sua
composicdo possa variar de acordo com sua localizacdo (LUPE, 2007). Os OEs
apresentam funcdes variadas, podem agir na protecao da planta contra predadores e
doencas, sendo assim, a atividade biolégica dos compostos secundarios presentes
nos OEs, podem ser uma forma potencial de controle alternativo (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2000; MAZARO et al., 2013). Os beneficios da utilizacdo de OEs no
controle alternativo sdo evidentes e por se tratarem de produtos naturais amenizam
0s riscos ambientais. Apesar disso, ndo ha registros de pesquisas sobre os efeitos
gue estes agentes alternativos de controle possuem sobre o desenvolvimento

embrionario (utilizando o embrido de ave como modelo experimental).

2.5 Citronela (Cymbopogon sp.)

O género Cymbopogon sp possui cerca de 140 espécies, distribuidas em
regides de clima semi temperado a tropical, sendo plantas herbaceas. Dentre elas,
duas espécies principais possuem caracteristicas farmacéuticas, industriais e

cosmeticas: Cymbopogon nardus e Cymbopogon winterianus (SILVEIRA et al. 2012).
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A Citronela é uma planta aromética, caracterizada por possuir propriedades
repelentes presentes no 6leo extraido de suas folhas, os principais componentes séo:

citronelal, geraniol e limoneno (COSTA et al., 2008).

2.6 Guacatonga (Casearia sylvestris Sw)

Existem duas espécies popularmente conhecidas como Guagatonga: Casearia
decandra Jacq. e Casearia sylvestris Sw (MATSUSHITA, 2010). Espécie arbdrea
nativa, popularmente usada como planta medicinal. Suas folhas sao utilizadas na
forma de chas por possuir propriedades anti-inflamatorias, eficaz contra problemas
gastricos e picadas de cobra, além de possuir propriedades antitumorais (SILVA et al.,
2008).

Devido as propriedades dos OEs dessas duas espécies, eles foram testados
para o controle do mofo cinzento no morango (Fragaria spp.), causado pelo fungo
Botrytis cinerea, por Vismara (2017). Nesse trabalho foram definidas as
Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) (menor concentracdo de um agente que
inibe substancialmente o crescimento de determinado organismo) dos Oleos
essenciais de guacatonga e citronela para o fungo Botrytis cinerea em comparacéo
ao efeito do produto sintético (Rovral®) a base de Iprodiona, indicado para o
tratamento dessa patologia em morango (VISMARA, 2017). Desta forma, no presente
trabalho buscou-se verificar os efeitos dos OEs de citronela e guagatonga, nas CIMs
para o Botrytis cinerea encontradas por Vismara (2017), sobre o desenvolvimento
embrionério inicial de Gallus gallus domesticus, em comparacdo aos efeitos do
fungicida sintético (Rovral®) a base de Iprodiona. Tal fungicida é classificado como
perigoso ao Meio Ambiente, sendo de classe lll: produto medianamente téxico
(ROVRAL — SC; MINISTERIO DA SAUDE, 1992).

Diante disso, cabe ressaltar a importancia dos testes realizados com tais 6leos
essenciais e PFS em embrido de galinha, buscando identificar se 0os mesmos
possuem potenciais teratogénicos sobre 0s organismos nao alvo, ja que o PFS & muito

utilizado para o controle de varias doencgas em plantas.



16

3.0 EMBRIAO DE AVE COMO MODELO PARA ESTUDOS DE
EMBRIOTOXICOLOGIA E TERATOLOGIA

O desenvolvimento inicial dos embrides de ave é muito semelhante ao de
mamiferos e outros vertebrados (BORGES, 2017), sendo um meio vantajoso de
pesquisa dos efeitos de substancias sobre o desenvolvimento embrionario. Ele &
considerado o modelo experimental mais versétil para o estudo da embriotoxicologia,
pois ndo possui interferéncias maternas e humorais, tornando possivel uma melhor
avaliacdo das alteracdes apresentadas no desenvolvimento sobre o contato com
algum composto quimico estranho.

Algumas vantagens na utilizacdo do embrido de galinha: (1) os ovos séo
megalécitos, ou seja, possuem reservas nutricionais, ndo dependendo do organismo
materno para se desenvolver; (2) apresentam membranas envoltdrias resistentes; (3)
tempo de desenvolvimento relativamente curto (21 dias); (4) ndo dependem do
organismo materno para se desenvolver; (5) pode ser acompanhado facilmente em
laboratério pois de desenvolvem na regido superior do ovo;(SCHOENWOLF, 1999).
Além de sua facil obtencdo, ndo € necessaria a eutanasia da fémea para obter os
embrides, baixo custo financeiro, e o tempo curto de desenvolvimento, facilitando a
utilizacdo dos embrides nas andlises. Apds a postura dos ovos, a embriogénese ira
acontecer se o0 ovo estiver em condi¢des favoraveis a expressao génica e fenotipica,
do programa morfogése e organogénese estabelecidos para a espécie (WOLPERT,
2000). A espécie mais utilizada para estudos em laboratério é a galinha (Gallus gallus
domesticus), para que haja o desenvolvimento do embrido sdo necessarias condi¢des
de temperatura (38°C), umidade e oxigenacdao, o periodo de incubacao para que haja
eclosédo é de 21 dias.

A presenca de substancias estranhas no desenvolvimento embrionario pode
alterar os mecanismos da embriogénese, podendo ainda ser letal. Essas
anormalidades podem ser usadas como indicador do potencial teratogénico de
agentes estranhos (WALTERS et al., 1987; CHO e LEE, 1990; HEINRICH-HIRSCH et
al., 1990).

Diante disso, foram realizados testes para verificar se a utilizacdo destes 6leos
no controle do B.cinerea poderia causar alguma alteragdo no desenvolvimento
embrionario inicial de organismos néo alvo, sendo este o0 objetivo do presente projeto,

avaliando a existéncia ou ndo dos efeitos toéxicos dos agentes de controle alternativo,
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sendo eles, Oleos essenciais das espécies: citronela (Cymbopogon sp) e guacatonga
(C.sylvestris) utilizados como insumos agricolas e seus efeitos comparados ao
produto fitossanitario sintético base de iprodiona, estes utilizados sobre o
desenvolvimento embrionario. Além disso serdo analisados alguns aspectos nos

embrides: taxa de mortalidade e malformacgdes.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo biologico e desenho experimental

Foram utilizados ovos fertilizados de G. gallus domesticus adquiridos em um
incubatério comercial da cidade de Dois Vizinhos. Em laboratério, os ovos foram
higienizados com papel toalha umedecido em alcool etilico 70% e identificados de
acordo com 0s grupos experimentais (Tabela 1). Todos os procedimentos foram
realizados no Laboratério de Controle Bioldgico Il da UTFPR-DV e foram submetidos

a avaliacio pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UTFPR).

Tabela 1 - Grupos experimentais e solugdes utilizadas para analise de embriotoxicologia de 6leos

essenciais e fungicida sintético sobre embrifes de G. g. domesticus.

Grupos experimentais/ Solucéo Qtde.
Tratamentos Ovos
(1) Grupo Controle fechado N&o injetados 40
(2) Grupo Controle veiculo 1 |njetados com 100p! de solucdo de Tween® 80 a 0,01% 40
(Tween® 80 mais agua em 4gua destilada
destilada)
(3) Grupo controle veiculo 2 Injetados com 100pl de solucéo de Tween® 80 a 1% em 40
(Tween® 80 a 1% mais soro  soro fisiol6gico
fisiolégico)
(4) Grupo OE Citronela Injetados com 100ul de solugéo de 6leo essencial de 40
(Cymbopogonsp) citronela a 62,5 ug/ml com Tween®80 a 0,015625% mais
agua destilada.
(5) Grupo OE Injetados com 100ul de solugéo de 6leo essencial de 40
Guacatonga(Casearia guacatonga a 4.000 uyg/ml com Tween®80 a 1% mais
sylvestris) agua destilada.
(6) Grupo PFS Injetados com 100ul de solugéo do produto comercial 40

Rovral® a base de Iprodiona, 3 pl do mesmo em 2 ml de

agua destilada (concentragcao recomendada pelo
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fabricante para controle do mofo cinzento

(Botrytiscinerea) do morango (Fragaria spp).

Total 240

Fonte: O autor (2019)

Conforme ja elucidado anteriormente, as concentracdes dos OEs utilizados
foram definidas de acordo com aquelas encontradas por Vismara (2017) como as
CIMs para o crescimento do fungo causador do mofo cinzento (B. cinerea) em

morango (Fragaria spp).

4.2 Método de exposicéao

Os embrides foram expostos as diferentes solu¢des no tempo EO (para simular
ao maximo a situacdo de exposi¢cdo no ambiente natural), através da injecdo nas
concentracfes descritas na Tabela 1, diretamente na camara de ar (Figura 1), local
gue permite melhor dispersao dos agentes no embrido (YAMAMOTO et al., 2012).A
nomenclatura utilizada, usual em estudos do desenvolvimento embrionario, considera
como EO o ovo que acabou de ser colocado, E1 o primeiro dia embrionario, E2 o
segundo dia embrionario e assim sucessivamente, até E21, correspondente ao dia
normal de eclosdo (HOUENOU e OPPENHEIM, 1994; YAGINUMA et al., 2001).

Figura 1 - Desenho esquemaético do ovo de Gallusgallusdomesticus. A: Indicagdo de suas partes. B:

Esquema da injecdo do contaminante na camara de ar.

Gema

Albumen

Camara
de ar

Calaza [
Disco germinativo
Casca Membrana vitelinica N\ ;

A NI

Fonte: Expedicéo Vida.
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ApGs as injecdes, os ovos foram selados com fita adesiva, posicionados com a
camara de ar voltada para cima (Figura 2) e incubados por 3 dias, em incubadora
construida sob encomenda por profissional técnico capacitado, sob temperatura

controlada a 38°C com umidade e ventilacdo constantes.

FIGURA 2 — Fotografia do momento das inje¢cdes dos contaminantes e incubacdo dos ovos de G.
gallusdomesticus em incubadora, sob humidade, ventilacdo e temperatura constantes.

A: Registro do momento das inje¢des do contaminante nos ovos. B: Ovos j& vacinados sendo
encaminhados para incubacgdo.C: Incubadora utilizada dos experimentos. D: Estrutura interna da
incubadora. Fonte: Autor, (2019).

4.3 Analise morfolégica

Apés transcorrido o tempo de incubacdo (trés dias), os embrides foram
coletados para analise morfolGgica através da técnica de montagem total (ORTOLANI-
MACHADO et al., 2012). Inicialmente foi realizado uma abertura na camara de ar dos
ovos para visualizagcdo do embrido (Figura 3).
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FIGURA 3 — Procedimento de abertura dos ovos.

A: Momento da abertura dos ovos. B: Visualizagdo do embrido. Fonte: Autor, (2019).

Tanto os embrides considerados vivos, aqueles que apresentaram batimentos
cardiacos, quanto os mortos, sem batimentos cardiacos, foram contabilizados para a
analise de mortalidade. Os mortos foram descartados em seguida. Os batimentos
cardiacos foram contabilizados por 15 segundos e multiplicados por quatro para obter
0s numeros de batimentos por minuto. Na Figura 4 € possivel observar a diferenca

entre 0s ovos com embrides vivos, mortos e enviaveis.

FIGURA 4 — Fotografia para demonstracdo: ovo considerado inviavel, embrido morto e embrido vivo.

A: Ovo inviavel. B: Ovo com embrido morto. C: Ovo com embrido vivo. Fonte: Autor (2019).

Na sequéncia os embrides foram submetidos a eutanasia através de
congelamento, seguindo as normas do CONCEA (2013). ApGs a eutanasia, com o
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auxilio de pinga e tesoura os embrides foram retirados dos ovos e transferidos para
uma placa de Petri contendo solucao salina, para remover o excesso de vitelo. Em um
papel filtro retangular com um recorte em losango na regiao central, os embrides foram
encaixados para manté-los distendidos. Na sequéncia, os embrides foram colocados
em cassetes e inseridos em solucéo fixadora Carnoy por no minimo 2h e no maximo

48hs, e ap0ds foram colocados em alcool etilico por, no minimo, 8hs, (Figura 5).

FIGURA 5 — Fotografia: procedimentos pos coleta dos embriées, com preparagdo em placa de Petry e
colocados nos cassetes em fixador Carnoy.

A: Preparagdo dos embrides na placa de Petry. B: Cassetes com embrides em solugdo fixadora
Carnoy. Fonte: Autor, (2019).

Entdo, os embrides foram corados com solucdo corante Carma Lumen de
Mayer, por até 48 horas. Apos a coloracdo, estes foram desidratados em série
crescente de alcool etilico (70%, 90% e 95% por 10 minutos cada, 100% | e 100% Il
por 15 minutos em cada) e diafanizados com dois banhos de xilol (10 minutos em
cada). Para a montagem das laminas foi utilizado o balsamo do Canadé sintético e

laminula (Figura 6).
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FIGURA 6 — Montagem das laminas.

A: Adicionando Béalsamo do Canada na lamina. B: Abrindo cassete para retirada do embrido. C:
Montando a lamina com o embrido. Fonte: Autor, (2019).

Com as laminas permanentes prontas, a morfologia dos embrides foi analisada
em microscépio estereoscopico (Zeiss, Stemi — 305) com camera Axiocam ERc 5s,
através do Software ZEN 2.3 LITE. Os mesmos foram estagiados de acordo com a

descricdo de Hamburger e Hamilton (1951).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacéo a taxa de embrides vivos, mortos e inviaveis, observa-se no grafico
1 que o numero de embrides vivos se destaca em cinco tratamentos, sendo eles a
citronela, guacatonga, Tween® 80 a 1%, Tween® 80 a 0,01 % e controle fechado, ja o
tratamento com fungicida a base de Iprodiona obteve a maior taxa de mortalidade. O
controle fechado e o Tween® 80a 1%, demonstraram uma menor taxa de mortalidade
em relacdo aos demais tratamentos. O tratamento com Tween® 80a 0,01%
apresentou um resultado nao esperado, pois a taxa de mortalidade foi mais alta que
o Tween® 80a 1%.

Gréfico 1 — Taxa de embrides vivos, mortos e inviaveis encontrados todos os tratamentos.

100%

80% 75%

5 62,
s 2% 53%
0,
. 22,5% 43%
(]
23%, _, 22,5% . 25% 20%
17% 18%
20% y 12,5%
in NN Hnc
0%

Citronela Guacatonga Tween 1% Tween 0,01% Controle Fechado Fungicida

M vivos M mortos invidveis

Fonte: O autor (2019).

A qualidade dos ovos depende de diversos fatores, sendo estes relacionados
a idade das matrizes, que influenciam na qualidade e eclodibilidade dos ovos, também
as condi¢cdes de incubacéo interferem neste processo (SILVA, 2016, p19.) Com
relacdo a porcentagem padrao de fertilidade e eclodibilidade, Rosa (EMBRAPA, 2010)
sugere percentuais entre 86 e 96%, ainda, o Guia de Manejo e Incubacdo COOB
(2008, p. 2) informa que em matrizes de 25 a 68 semanas este percentual varia de
88,6 a 91,8%. Logo, a taxa de ovos viaveis utilizados no experimento foi de 89 % para
a maioria dos grupos experimentais, ou seja, dentro do esperado. Porém a
inviabilidade dos grupos tratados com os OEs de citronela e guagatonga foi maior que
11% (Gréfico 1).

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados em relacao a analise morfolégica

dos embrides, sendo que foram submetidos a essa analise somente os embrides vivos
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no momento da abertura dos ovos. O controle fechado apresentou uma taxa de 94%
de embrides normais, a maior em relacdo aos outros tratamentos. O Tween® 80 a 1%
foi o tratamento que apresentou a segunda maior taxa de embribes normais. O
Tween® 80a 0,01% demonstrou um resultado inesperado em relacdo aos demais por
apresentar uma taxa de malformados relativamente alta se comparado com o Tween®
80a 1%.

Para a analise morfologica, foram observadas as vesiculas encefalicas, brotos
dos membros, curvatura do corpo, tubo neural e cauda, tanto para definicdo dos
estagios, descritos de acordo com Hamburger e Hamilton (1951), quanto para

determinar a existéncia (ou nao) de malformagoes.

Tabela 2 — NUmero e porcentagem (%) de embrides normais e malformados em todos os tratamentos.

Tratamentos Normais Malformados  Total (100%)
(1) Controle Fechado 29 (94 %) 2 (6 %) 31
(2) Tween® 80 a 0,01% 19 (79 %) 5 (21 %) 24
(3) Tween® 80 a 1% 26 (90 %) 3 (10 %) 29
(4) Cymbopogon sp. 16 (72 %) 6 (28 %) 22
(5) Casearia sylvestris Sw 15 (68 %) 7 (32 %) 22
(6) PFS a base de iprodiona 16 (76 %) 5 (24 %) 21

Fonte: Autor (2019)

As malformac¢des encontradas foram: Gastrosquise: malformacao congénita da
parede abdominal, ocasionando a saida das visceras para fora da cavidade (KASAT,
N. et al, 2016); atrofia caudal, atrofia e malformacdes cranio encefalica, malformacéo
do tubo neural na regido encefalica, agenesia caudal, cabeca bifida, duplicacdo do
par de olhos, atrofia severa total e acentuadas malformacgfes que impossibilitaram a
definicdo do estagio de desenvolvimento de alguns embrides. Os tratamentos com o0s
Oleos essenciais e com 0 PFS a base de iprodiona apresentaram as maiores taxas de
malformacdes. O Tween® 80a 0,01% apresentou uma taxa de anormalidade maior se
comparado ao Tween® 80a 1%. A figura 7 apresenta imagens das anomalias

encontradas e embrides normais.
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FIGURA 7 — Estereofotografia (em microscdpio estereoscdépico (Zeiss, Stemi — 305) com camera
AxiocamERCc 5s, através do Software ZEN 2.3 LITE) de embries de ave (Gallus gallus domesticus L)
submetidos aos tratamentos citados na metodologia do presente trabalho.
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A: Gastrosquise, estagio 17 (tratado com Cymbopogon sp.). B: Atrofia caudal, estagio 17 (tratado com
C. sylvestris Sw). C: Malformacéo encefélica, estagio 17 (tratado com PFS a base de iprodiona). D:
Atrofia encefdlica, estagio 16 (controle fechado). E: Malformac¢éo do tubo neural, estagio 18 (tratado
com Cymbopogon sp.). F: Agenesia caudal, estagio 17 (tratado com Tween®80 a 0,01%). G: Cabeca
bifida, estagio 18 (tratado com Cymbopogon sp). H: Duplicag¢éo do par de olhos, estagio 17 (controle
fechado). I: Acentuadas malformacdes, estagio indefinido (tratado com Tween®80 a 0,01%). J: Atrofia
severa, estagio indefinido (tratado com Cymbopogon sp). K: Embrido normal, estagio 16 (controle
fechado). L: Embrido normal, estagio 17 (controle fechado). M: Embrido normal, estagio 18 (controle
fechado). Fonte: Autor, (2019).

Embora tenham sido observadas taxa de mortalidade e anormalidade no
controle fechado, € necessério ressaltar que as mesmas, em pequenas proporcoes,
séo inerentes ao desenvolvimento embrionario, em qualquer espécie, sendo que erros
podem acontecer durante o desenvolvimento (CARLSON, 1996). Neste caso, 0
namero de malformacdes presentes no controle fechado € aceitavel.

Sobre as anormalidades que mais predominaram, no grafico 2 é possivel
observa-las, sendo elas a gastrosquise, malformacao da regido encefalica, atrofia
caudal e cabeca bifida. As demais malformag6es ocorreram em menor proporgao.

Apesar de uma porcentagem de individuos ndo apresentar anormalidades no
desenvolvimento inicial, poderia apresentar alteragcbes no decorrer do
desenvolvimento ou até mesmo apés 0 nascimento, afetando crescimento,
locomog&o, comportamento, etc. (RIVERO, 2005). E importante destacar que os
dados apresentados no presente trabalho se referem ao desenvolvimento embrionario
inicial de trés dias ou 72h, o desenvolvimento posterior ndo foi testado neste trabalho.
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Grafico 2 —Malformacdes encontradas nos embrides de G. gallus domesticus submetidos aos

tratamentos.
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Fonte: Autor (2019).

A definicdo dos estagios em que os embrides se encontravam foram
determinados principalmente através da contagem de somitos, tamanho dos brotos
das asas e pernas, vesiculas encefélicas, tamanho da cauda e curvatura, de acordo
com Hamburger e Hamilton (1951). Os estagios encontrados em cada tratamento

estdo representados no gréfico 3.

GRAFICO 3 — Representacido dos estagios embrionarios encontrados em todos os tratamentos.
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Segundo Hamburger e Hamilton (1951), o estagio 15 ocorre entre 50 e 55 hrs,
estagio 16 ocorre entre 51 e 56 hrs, estagio 17 entre 52 a 64 hrs, estagio 18 entre 65
e 69 hrs, estagio 19 entre 68 e 72 hrs. Os estagios encontrados foram: 15, 16, 17, 18
e 19. O estagio 17 foi o estagio predominante em todos os tratamentos, seguido do
estagio 18. O tratamento do PFS a base de iprodiona apresentou a maior diversidade
de estagios (do 15 ao 19), o tratamento a base de Cymbopogon sp. e Tween® 80a
0,01%, diferentemente dos demais grupos, apresentaram embribes com estagio
indefinido (devido as malformacgdes nao foi possivel definir o estagio). O estagio 19 foi
constatado apenas no tratamento com Tween® 80a 1% e no PFS a base de iprodiona.
Nao foi possivel determinar diferengas entre os tratamentos com os 6leos essenciais
e 0 grupo controle Tween®80 a 0,01%, visto que os dois apresentaram resultados
semelhantes.

Os individuos expostos a menor concentracédo de Tween® 80 (a 0,01%) foram
mais afetados, em relagcdo ao grupo exposto a uma maior concentracdo (a 1%), indo
de encontro com os resultados obtidos por Rivero (2005), onde houve a exposicao de
embrides de G. gallus domesticus ao acetato de chumbo, sendo observado que, os
grupos expostos a uma menor concentracdo mostraram-se mais comprometidos em
relacdo aos expostos a uma maior dose.

Até o presente momento, ndo foram encontrados trabalhos que citem testes
com Tween® 80 em embrides de ave (G. gallus), sendo assim, existem testes com o
surfactante realizados em outras espécies, como em estudos feitos por Nascimento
et al (2008) com Tween® 80, demonstram que o mesmo influenciou na atividade
fungitoxica de concentracdes do 6leo essencial de pimenta longa (Piper hispidinervum
C. DC.). Ainda, segundo Lima e Villela (2017) em estudos sobre os efeitos dos 6leos
essenciais de alho, laranja e do surfactante Tween® 80 sobre a germinacgdo de
sementes de manjericdo, verificaram que o surfactante nao interferiu sobre a
germinacdo das sementes, os resultados ndo se diferenciaram da testemunha. Ja
Santos et al (2003), em seus testes com os efeitos dos extratos organicos associados
ao Tween® 80 na germinacéo e crescimento de plantulas de alface, verificou que o
surfactante em questédo inibiu em 76,3% o crescimento do hipocatilo, também, o
mesmo inibiu em 63,8% o0 comprimento da radicula em relacdo a testemunha com
agua destilada. Desse modo, os trabalhos citados neste paragrafo relacionados a
testes com Tween® 80, demonstram a acdo do surfactante sobre diferentes

organismos.
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O 6leo essencial de Cymbopogon sp é caracterizado por possuir propriedades
repelentes, e pode ser utilizado contra insetos (COSTA et al., 2008). No presente
trabalho, tal 6leo essencial apresentou taxa de mortalidade sobre os embriées de G.
gallus domesticus aproximada ao controle fechado, porém, a taxa de anormalidades
foi mais alta. Desse modo, existem testes utilizando o 6leo essencial para verificar se
0 mesmo possui propriedades nocivas ao desenvolvimento de outros individuos,
como, Xavier et al (2012) que realizou testes com 6leo essencial de Cymbopogon
winterianus verificando a viabilidade de sementes de feijdo apds o tratamento com o
referido Oleo, e verificou que sementes tratadas apresentaram uma menor taxa de
germinacdo, em relacdo a testemunha, constatando que tal éleo influenciou na
retomada do desenvolvimento da semente e o inicio da formac¢éo de uma nova planta.

Em testes realizados por Seixas et al (2011) com Cymbopogon sp. no controle
fitopatoldgico do Fusarium subglutinans, observou reducao do crescimento micelial in
vitro do referido fungo, ainda, em 2 a 4 dias ap0s a repicagem observou redu¢do em
até 100% do crescimento micelial, demonstrando toxicidade sobre o fitopatdgeno
tratado. Ainda em estudos com extrato vegetal de Cymbopogon winterianus, Bueno et
al (2017) realizaram testes com o referido 6leo sobre o desenvolvimento embrionario
inicial de G. gallus em trés concentracdes (2,5%, 5% e 10%), onde os dados obtidos
até o momento demonstraram efeitos teratogénicos para embrides ave (G. gallus).

Em estudos realizados por Debiasi (2011) com cloreto de manganés durante o
desenvolvimento embriondrio inicial de G. gallus no grupo controle fechado 73,52%
dos ovos incubados continham embrides vivos, no controle veiculo do contaminante
60,97% dos embrides vivos, ainda, nos embrides expostos ao cloreto de manganés
as taxas de embrides vivos foram entre 69,2% e 54%, demonstrando semelhanca com
os resultados obtidos no presente trabalho, sendo que a taxa de embrides vivos no
controle fechado foram de 78%, nos embrides expostos a OE de citronela foram 60%
e guacatonga apresentou 55% de embrides vivos.

Casearia sylvestris € uma espécie de uso medicinal (PEZZI, 2014), a sua
utilizacdo em testes toxicolégicos é indispenséavel para verificar a existéncia ou nao
de potenciais nocivos para os seres vivos. Em estudos realizados por Silva et al (2008)
com Oleo essencial de C.sylvestris demonstraram que 0os usos da planta contra
diferentes tipos de cancer podem apresentar resultados positivos, uma vez que testes

realizados usando dois sesquiterpenos encontrados na C.sylvestris apresentaram
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resultados semelhantes aos verificados para o 6leo essencial da planta, indicando que
eles podem ser responsaveis pela acao citotoxica.

Nos resultados obtidos com o produto comercial a base de Iprodiona (Rovral®),
foi observado que a taxa de mortalidade foi de 43%, relativamente alta, em relacdo
aos demais tratamentos. Na morfologia dos embrides, 24% apresentaram
anormalidades, valor este, mais baixo se comparado ao OE de C.sylvestris. Freitas et
al. (2013) em experimentos com produtos fitossanitarios pulverizados diretamente
sobre Neoseiulus californicus (4caro predador), o iprodiona mostrou-se levemente
nocivo. Deste modo, Arcain (2017) realizou estudos com o lIprodiona sobre o
desenvolvimento de G. gallus, onde constatou que a dose letal (Lso) para tais embrides
foi de aproximadamente 100ul/ml, correspondendo a 67 vezes a dose recomendada
para uso, ainda, os embrides que sobreviveram ao tratamento, até o dia sete de
desenvolvimento ndo apresentaram alteracdes no peso total e nem no estadiamento.
Além disso, o (a) autor (a) informa que o tratamento com Iprodiona levou a 13% dos
embrides com alteracdes morfoldgicas, sendo elas em sua maioria hemorragias, e
diferencas oculares do lado esquerdo, em menor proporc¢do, ocasionou membros nao
desenvolvidos, auséncia de bico, encéfalo visivelmente diminuido, etc. Comparando
o0 artigo citado anteriormente com os dados do presente trabalho, é possivel verificar
gue a dose recomendada para uso, apesar de ser 67 vezes menor que a Lso, apresenta
toxicidade no desenvolvimento embrionario inicial de G. gallus, demonstrando taxa de
mortalidade de 43%, ainda, daqueles embrides que sobreviveram, 24% possuiam

anormalidades.
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6 CONCLUSOES

- Tanto os OEs quanto o produto fitossanitario sintético a base de iprodiona (Rovral®)
apresentam toxicidade ao desenvolvimento de G.gallus levando a malformacdes e até
mesmo a morte, porém o produto fitossanitario provocou maiores danos aos embrides.
Dentre as malformacdes observadas, a gastrosquise e as anormalidades da regido
encefélica foram mais numerosas.

- O controle veiculo utilizado (Tween®80) também provocou efeitos deletérios ao
desenvolvimento embrionario de ave, o que dificultou mensurar o quao prejudicial
foram os OEs. Interessantemente, o Tween®80 em menor concentragdo provocou
efeitos mais nocivos em relacdo a maior concentracdo, talvez, devido a maior
resiliéncia do organismo do embrido quando submetido a concentracbes mais
elevadas.

- Estudos com outras concentracGes de Tween®80 sdo necessarios para melhor
esclarecer sobre os efeitos que esse produto pode causar.

- Tais resultados nos alertam sobre os efeitos que os OEs podem provocar, bem como
0 produto fitossanitario e o Tween®80. As malformacdes encontradas nos embrides
indicam potenciais riscos a saude humana, visto que as fases iniciais do
desenvolvimento dos embrifes de ave sdo muito semelhantes as dos mamiferos.
Dados como estes, contribuem com os sistemas alternativos de producao, levando
em consideracao o aumento da utilizacdo de produtos naturais e inofensivos ao meio

ambiente e saude humana.
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