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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar os efeitos nocivos causados pela exposicdo direta de
agrotéxicos em modelos animais experimentais, durante sua fase embrionaria. Foram utilizados ovos
fertilizados submetidos a inoculagéo direta de agrotéxicos em concentragdes graduais decrescentes de 50%
a 1%. Os ovos foram incubados em chocadeira elétrica, a temperatura e umidade controladas e os embrides
expostos em diferentes periodos de tempo de desenvolvimento, conforme critérios previamente
estabelecidos. Apos a coleta, embrides e fetos em desenvolvimento, foram fixados para processamento
histolégico avangado. Analises estereoscépicas revelaram alteragcbes morfoldégicas nos embrides,
caracteristicas de processos teratogénicos, os quais se tornaram mais graves em decorréncia da
concentragao de agrotoxico administrado. Avaliagdes fisioldgicas mostraram diminuigdo de peso e variagdes
no tamanho dos embrides ao longo do desenvolvimento, devido a exposi¢gdo aos agentes toxicos. Os
resultados alcancados elucidam a toxicidade desempenhada pela exposigdo direta e aguda aos agentes
utilizados em animais domésticos e alertam para os riscos do uso indiscriminado e negligente de agrotoxicos
sobre processos biolégicos sensiveis como a embriogénese, podendo extrapolar os resultados encontrados
para provaveis efeitos nocivos a saude humana.

PALAVRAS-CHAVE: Agrotoxicos; alteragdes morfolégicas; embriogénese; histologia avangada
morfofisiologia;

1 INTRODUGAO

Os agrotoxicos, também chamados de defensivos agricolas, sdo substancias
quimicas sintéticas rotineiramente utilizadas na agricultura mundial e representam um dos
métodos mais eficazes no controle de pragas, como insetos, ervas daninhas e fungos e
consequentemente (AENDA, 2019). Genericamente, os herbicidas tém efeitos sistémicos
ou especificos em partes da planta, os inseticidas tém como alvo processos metabdlicos
elou fisiologicos de artrépodes, principalmente insetos e aracnideos, enquanto os
fungicidas agem em diferentes espécies de fungos filamentosos, além de algumas
micorrizas, em menor escala (EMBRAPA, 2014).

1.1. GLIFOSATO

Embora os trés tipos de agrotoxicos sejam amplamente utilizados no Brasil, o
herbicida “glifosato” [N-(fosfonometil) glicina] € o que possui maior espectro de distribuicao
e utilizagdo nacional (BOMBARDI, 2017). O glifosato € o principal ativo de um composto
organofosforado, popularmente conhecido como “Mata Mato”, cujo mesmo é absorvido
pelas folhas (e em menor escala através da raiz) e conduzido para pontos de crescimento
do vegetal como os meristemas. Rapidamente, penetra nas paredes celulares, inibindo a
acao da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), uma enzima-chave da
via metabdlica do acido chiquimico, essencial para a biossintese de aminoacidos
aromaticos essenciais para o crescimento de plantas. Ao bloquear essa via, o glifosato
compromete fungdes fisioldégicas essenciais a sobrevivéncia das plantas, promovendo sua
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rapida degradacéo e eficacia somente em plantas com crescimento ativo (BRADBERRY et
al,. 2004).

O (¢lifosato tornou-se amplamente utilizado em praticas em larga escala,
principalmente em sistemas de monocultura. Sua aplicagao esta frequentemente associada
ao cultivo de espécies geneticamente modificadas de soja, milho, algodéo e trigo, todas
criadas pelas mesmas farmacéuticas, conferindo resisténcia ao composto e permitindo um
controle mais agressivo e simplificado das plantas daninhas sem afetar as culturas
principais. Por isso, € também muito utilizado na agricultura familiar, para limpeza de lotes
ou pastos, e introdugao dos cultivos de interesse. Apesar de ser considerado pouco toxico,
pesquisas no exterior sugerem que o mesmo pode ser cancerigeno (AENDA, 2019), tendo
sido banido das plantacbes na Unidao Europeia. Quanto aos aspectos toxicoldgicos, o
glifosato é um irritante dérmico e ocular e pode causar danos hepaticos e renais quando
ingerido em doses elevadas (BRADBERRY et al., 2004).

1.2. ACEFATO

Em segundo lugar, esta o “acefato”, um inseticida organofosfato [N-(metoxi-metil
sulfonil fosforil) acetamida], cujo mecanismo de agéo é atribuido a formacado do metabdlito
metamidofés (O, S-dimetil-fosforoditioato), um potente agente inibidor da enzima
acetilcolinesterase no sistema nervoso e nos musculos dos insetos, 0 que resulta em
paralisia e morte rapida apds contato ou ingestdo (MARONI et al,.1990). E aplicado em
lavouras de larga escala de algodao, milho, frutiferas e grdos (ANVISA, 2016). Devido a
sua agao sistémica nas plantas, o acefato forma uma barreira protetora nas folhas e frutos,
repelindo a degradacéo por pragas como pulgdes, percevejos, grilos, formigas e acaros.

Apesar da baixa toxicidade em seres humanos, considerada pela OMS (Organizacao
MUndial de Saude), estudos recentes tém atribuido diversos danos colaterais a exposi¢cao
prolongada ao acefato, entre eles, comprometimento neurocognitivo, respiratério, doencas
neurodegenerativas, e efeitos adversos no sistema reprodutivo (SAMPAIO et al., 2019).
Gestantes, adolescentes e criangas sao considerados grupo de risco na exposicao ao
agrotoxico devido as alteragdes hormonais, metabdlicas ou imunoldgicas presentes durante
esse momento da vida. Os sintomas/efeitos clinicos decorrentes da exposicdao podem ser
agudos ou cronicos.

Embora os pesticidas tenham acgao direta comprovada em animais invertebrados e
no meio ambiente, animais vertebrados como aves e mamiferos, bem como os seres
humanos, podem ser afetados pelo seu uso indiscriminado (PIGNATI et al., 2017). Uma
das melhores formas de se estudar e comprovar este fato € a utilizacdo de modelos animais
para experimentacdo, em contato com tais pesticidas, a fim de se verificar os mecanismos
de agcdo em organismos mais desenvolvidos. Os estagios iniciais de desenvolvimento dos
embrides de galinha sdo analogos aos de seres humanos, de tal maneira em sua
complexidade como no curso geral do desenvolvimento embrionario, sendo possivel utilizar
este modelo animal a titulo de comparagdo com a embriogénese humana.

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo investigar as alteragdes
morfofisiolégicas presentes em embridbes de galinha (Gallus gallus domesticus),
decorrentes da acgao direta dos agrotdxicos glifosato e acefato, a fim de compreender
melhor os danos causados por estes agentes nocivos durante o desenvolvimento
embrionario de vertebrados.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS E DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO/FETAL
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Ovos fertilizados, contendo embrides de galinha (n ~ 225), da linhagem Cobb e Ross,
foram obtidos do incubatério da empresa Avivar Alimentos Ltda, apds aviso prévio ao
responsavel pela recepcdo e coleta dos ovos. Os cuidados com a manutencéo,
manipulacio e tratamento dos ovos seguiram as recomendacdes do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UEMG/Unidade Passos (protocolos 001/2023 e 006/2024). A
avaliagao e determinacao das etapas do desenvolvimento embrionario e fetal baseou-se na
classificagado dos estagios normais de desenvolvimento, categorizados por Hamburger e
Hamilton (1992). A escolha da espécie foi determinada pelo seu rapido crescimento e
utilizacao econémica e de facil acesso (HF Yan 2020). Foram estudados embrides relativos
aos estagios de 4, 7, 11, 14 e 21 dias de desenvolvimento, a fim de se investigar as
caracteristicas morfolégicas resultantes de cada fase embrionaria e fetal, totalizando seis
estagios de desenvolvimento.

2.2 TRATAMENTOS E DESENHO EXPERIMENTAL

Para se avaliar a exposicao experimental, 200 ovos recém-postos foram mantidos
em chocadeira elétrica a temperatura e umidade controladas (37,9° C; 50% de umidade
relativa), sendo 100 ovos destinados a inoculagdo por glifosato e 100 ovos destinados a
inoculagao por acefato. No laboratério, os ovos (N = 4) foram administrados com 200mg/Kg
de glifosato liquido ou acefato liquido [dosagem letal (DL50) média utilizada para
intoxicagao grave em animais de laboratério] comercialmente disponibilizado, a partir de
dosagens decrescentes de 50, 25, 10, 5 e 1% (Ford et a., 2017; Secretaria de Saude-PR,
2018), com auxilio de seringa e agulha hipodérmica de 1mL, diretamente através dos poros
e na camara de ar dos ovos, para fins de absorgao direta do agente pelo animal. Para o
sacrificio, foi utilizado o método de aprofundamento anestésico, com 1mg/ml de propofol
(200 ul) dentro da cavidade celomatica/peritoneal do embrido/feto (Guimaraes e Moraes,
2000). O grupo controle foi composto por cerca de 25 animais (N = 5) sendo analisados a
cada periodo de tempo descrito acima, totalizando 5 fases subsequentes de
desenvolvimento.

2.4  AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS TERATOGENICAS

Malformacoes, relativas ao desenvolvimento dos sistemas digestério, cardiaco e
nervoso, entre outras alteragbes morfoldgicas, foram avaliadas e quantificadas com auxilio
de estereomicroscopio. Para isso, os embrides e fetos, apds a eutanasia em cada intervalo
de tempo subsequente, foram retirados dos ovos e expostos cuidadosamente em placas
de Petri de 130 mm para analise ao estereomicroscoépio.

2.5 AVALIAGCAO HISTOLOGICAS E ANALISE MORFOMETRICA

Amostras de embrides de cada grupo experimental foram coletadas e fixadas em
solucao de paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4, lavadas no mesmo
tampao e processadas para microscopia de luz convencional. Para alcangar uma melhor
resolu¢ao das imagens a serem adquiridas e propiciar uma analise histopatolégica mais
apurada, os fragmentos foram incluidos em resina glicol metacrilato (GMA) e apds
emblocados, cortes de 3 um de espessura foram corados com Hematoxilina-Eosina
(HE), conforme previamente estabelecido por Dias et al. (2018). Analises histoldgicas e
morfométricas de toda extensdo dos embrides foram realizadas a partir da aquisigao de
imagens em microscopio optico Zeiss PrimoStar 3, com sistema de captura acoplado,
para avaliacao de alteracdes teciduais nos embrides estudados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. ALTERACOES MORFOLOGICAS DOS EMBRIOES

As avaliacbes estereoscopicas evidenciaram o desenvolvimento embrionario e fetal
dos animais do grupo controle em curso normal, apresentando diversas caracteristicas
morfolégicas condizentes com cada periodo de tempo. Os embrides apresentaram vitelo e
saco amnidtico proeminente, arvore vascular vitelinica bem distribuida e em contato com
as membranas coridnicas, desenvolvimento de olhos, bico, membros superiores e
inferiores, coragao, tronco adrtico, cavidade celomatica, e vesiculas encefalicas (Fig. 1 A,
B). Os fetos mostraram retracéo do vitelo e saco amnidtico, caracteristicos desta fase de
desenvolvimento, até a sua completa auséncia, desenvolvimento da medula espinhal e
coluna vertebral, esqueleto axial e apendicular, olhos com palpebras, ouvidos, asas, patas
inferiores, musculatura esquelética, além da cobertura epidérmica em forma de plumas (Fig.
1C-E).

As avaliagbes dos embrides tratados apontaram para configuracbes de formacéao
corporal diferentes das observadas no grupo controle, além de atrasos no desenvolvimento
embrionario e fetal, quando comparados ao padrao de desenvolvimento dos animais nao
tratados, para cada intervalo de tempo analisado (Fig. 1 F - J, L - P).

A/ o

Controle

Glifosato

Acefato

o | " d

Figura 1: Alteragdes morfolégicas em embrides de galinha tratados com 25% de glifosato (F — J) e

10% de acefato (L — P), ao longo dos dias (4, 7, 11, 14 e 21) de desenvolvimento, comparados
com os respectivos animais do grupo controle (A — E). Ampliagao final = 20x.

Quando estas alteracbes foram quantificadas, notou-se que dos 100 embrides
expostos ao glifosato, 87% apresentaram alteragdes morfolégicas notaveis, sendo a mais
frequente a “desintegracao” do embrido e seus anexos embrionarios - ovos que, ao serem
abertos, encontravam-se vazios, sem estruturas embrionarias visiveis, mesmo sob
observacao ao estereoscopio. Essa condi¢gao correspondeu a mais de 50% dos embrides
afetados pelo glifosato (Grafico 1).
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Grafico 1: Taxas de alteragdes morfoldgicas em embrides de galinha expostos diretamente a
solugdo de glifosato.

Além disso, outras alteragdes foram encontradas como um atraso retardo severo
de crescimento (22, 2%), com mortalidade predominante entre o 4° ao 7° dia de
desenvolvimento (Grafico 1). Nos animais sobreviventes, foi observado um atraso
significativo de desenvolvimento (embrides com 21 dias de incubagdo com tamanhos
corporais equivalentes aos com 7° ou 11° dia de desenvolvimento) (Fig. 2), bem como
malformacdes de diversos tipos (Grafico 1).

Figura 2: Embrido de galinha em seu ultimo dia dedéénVoI\}iﬁﬁento (21 dias) sob efeito da
solucéo de glifosato a 50%.

No grupo dos animais expostos ao acefato, foram observados 81% dos embrides
com algum tipo de alteragao morfoldgica visivel, incluindo individuos sobreviventes com
mais de uma malformacao simultanea, como onfalocele e corpos coagulados (Grafico 2).

Como observado com o glifosato, a alteragdo mais frequente (38,8%) foi a
desintegragao tecidual, observada em dois contextos distintos: embrides cuja estrutura
interna apresentava extrema fragilidade, com ruptura ou dissociacdo dos 6rgaos durante a
dissecacdo e, ovos aparentemente intactos que, apds abertos, mostraram conteudo
embrionario estruturalmente degradado ou vazio (Grafico 2).
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Grafico 2: Taxas de alteragdes morfolégicas em embrides de galinha expostos diretamente a
solugcao de acefato.

O segundo tipo de alteragdo mais frequente compreendeu malformagdes estruturais
graves (14,3%), incluindo onfalocele, auséncia parcial ou total do tubo digestivo,
hidrocefalia, e alteragbes incompativeis com a vida (Grafico 2, Figura 3).

Figura 3: Embrido de galinha em seus primeiros dias de desenvolvimento sob efeito de solu¢ao
de acefato a 10%.

Outros casos envolveram defeitos localizados, como auséncia parcial de digitos ou
unhas. Casos de apodrecimento também foram recorrentes. Na maioria, a gema
apresentava coloragao escurecida e odor putrido. Em alguns exemplares, o embrido estava
integro, porém com pele escurecida e sem sinais de vitalidade. Um caso isolado apresentou
apodrecimento apenas ao encéfalo, sendo que o efeito principal do acefato em
invertebrados € no sistema nervoso.

3.2. TAXAS DE SOBREVIVENCIA

A taxa de sobrevivéncia dos embrides tratados com glifosato, ao longo do periodo
de desenvolvimento, variou de apenas 23% (concentragdo de 50%) a 45% (concentragéo
de 1%) (Grafico 3).
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Grafico 3: Taxa de sobrevivéncia de embrides expostos ao glifosato em relagdo ao grupo
controle.

Ja nos animais tratados com acefato, nenhuma concentragao (50% a 1%) resultou
em sobrevivéncia superior a 50%, embora a curva de crescimento tenha se mostrado
irregular, com variagdes atipicas, por exemplo, maior sobrevivéncia com 25% de acefato
do que com 10% (Grafico 4).
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Grafico 4: Taxa de sobrevivéncia de embrides expostos ao acefato em relagado ao grupo controle.

Em uma analise comparativa, o glifosato apresentou um efeito tdoxico mais
pronunciado e regular, se comparado ao do acefato. A taxa de sobrevivéncia se manteve
abaixo de 25% até a concentragdo de 10%, e somente aumentou gradativamente nas
concentragdes menos toxicas (Grafico 3).

No grupo controle, a taxa de sobrevivéncia se manteve acima de 90%.

3.3. PESO DOS EMBRIOES

Apesar da elevada mortalidade nos grupos tratados, o peso médio dos embrides
apresentou comportamento distinto em resposta a cada substancia administrada, mesmo
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com variagdes drasticas observadas ao longo dos periodos de tempo de desenvolvimento
animal.

Para o glifosato, os pesos iniciais foram semelhantes aos do controle, mas a variagao
comecou a ocorrer no 11° dia de desenvolvimento, com manutengdo média de peso inferior
a 1g. Enquanto o peso corporal do grupo controle se manteve em média 11,3g, o peso
médio do grupo tratado por glifosato foi de apenas 0,279, representando uma variagao de
mais de 4.000%, em relagdo ao grupo controle (Grafico 5). Esta variagdo discrepante, se
deve em parte, aos efeitos de desintegragao corporal, sugerindo incapacidade do embriao
em metabolizar o agente toxico e possivel degradagao tecidual induzida por estresse
metabdlico.
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Grafico 5: Média de peso de embribes expostos ao glifosato em relagdo ao grupo controle.

No caso do acefato, até o 7° dia de incubacado os embrides mantiveram seus pesos
semelhantes aos do grupo controle. A partir desse ponto, foi nitida uma redugdo no peso
dos mesmos, com individuos cada vez menos pesados que os respectivos nao tratados, do
mesmo periodo de desenvolvimento (Grafico 6). O peso médio dos embrides tratados com
acefato foi de 4g, uma variagao de quase 300%, se comparada ao peso médio dos embrides
do grupo controle (11,3g). Entre o 14° e o 21° dia, foi o periodo de maior incidéncia de
teratogénese, com destaque para anencefalia, hidrocefalia e onfalocele. No 21° dia, a
diferenca média de peso entre grupos tratados e controle foi de aproximadamente 40 g.
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Grafico 6: Média de peso de embrides expostos ao acefato em relagao ao grupo controle.

Embora esta variagdo de peso relaciona-se claramente com as malformacoes ja
mencionadas e discutidas, as concentragdes de 25% e 5% de acefato apresentaram menor
mortalidade, permanecendo como um ponto de investigacdo. Acredita-se que o acefato
tenha proporcionado taxas menos drasticas que as observadas com glifosato (em torno de
13 vezes menor) pelo fato da substancia sintética ndo atuar diretamente no metabolismo
de vertebrados e, possibilitando um desenvolvimento tardio e ,menos expressivo, ainda que
nocivo a grande maioria (mais de 50%) dos animais tratados.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados encontrados destacam a alta toxicidade dos agrotéxicos empregados
no Brasil para animais domésticos, capazes de induzir alteracbes robustas na
morfofisiologia dos embrides, mesmo em baixas concentracdes. Novas avaliagdes, mais
aprofundadas, sobre a embriologia desses animais em resposta a agentes toxicos, com
relacdo as alteracbes teratogénicas e mecanismos citotoxicos, fazem-se necessarios
visando a elucidagado de mecanismos fisiolégicos e melhoraria da saude animal.

Além disso, o estudo serve de parametro experimental e biolégico para a
identificacdo e compreensao dos riscos a saude que possam acometer o ser humano, em
contato com tais substancias quimicas.
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