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organogénese de embrides de galinha (Gallus gallus). 190. Dissertacdo de mestrado do
Programa de Pés-Graduacdo em Biociéncias — Universidade Federal da Integracdo Latino-
Americana, Foz do Iguacu, 2020.

RESUMO

A grande demanda por produtos alimenticios levou a um aumento na producéo agricola em
diversos paises e, como consequéncia, a intensificacdo no uso de agrotoxicos. Apesar da
importancia desses quimicos para a subsisténcia da nossa espécie, 0s agrotoxicos impactam
negativamente o ambiente, a biodiversidade, a qualidade do alimento e a saude animal e
humana. O Rovral® é um fungicida usado para o controle de pragas que acometem Vvarias
culturas. Pouco se conhece sobre os efeitos do Rovral® sobre o desenvolvimento embrionario
de animais amniotos, incluindo os humanos. Assim, este trabalho teve o objetivo de analisar 0s
efeitos do Rovral® durante a organogénese de galinha a partir do tratamento agudo in ovo. Para
isso, ovos fertilizados foram inoculados com diferentes concentracdes de Rovral® (100, 300,
500 e 750 pL/mL), injetadas na cdmara de ar do ovo. Apés um periodo de sete dias de
incubacdo, os ovos foram abertos e os embrides foram analisados quanto a mortalidade,
possiveis malformacdes, estadiamento e peso. Posteriormente, foram realizadas medidas das
estruturas do corpo, incluindo cabeca, tronco, membros e olhos para analise de morfometria e
assimetria. Foi verificado que os tratamentos com Rovral® afetaram a taxa de mortalidade em
relacdo aos controles de maneira crescente dependente de concentracao. A partir dos dados de
mortalidade, o valor da LCso foi estimado em 738 pL/mL. Os tratamentos com Rovral® nédo
afetaram a taxa de malformacdo em embribes vivos em relacdo aos controles e entre as
concentracgdes, apesar de terem sido observados diversos tipos de malformagdes, dentre as quais
destacaram-se as hemorragicas, oculares, cefélicas e no tronco. Os tratamentos com Rovral®
ndo alteraram significativamente o peso, estadiamento, medidas do corpo ou simetria dos
embribes vivos. Para as anélises sanguineas, ovos foram tratados com 300 pL/mL de Rovral®
(LCos calculada) e foram feitas analises de glicemia, presenca de micronucleos e anormalidades
nucleares dos eritrécitos. Segundo as analises, houve diferenca estatistica entre os tratados e
controles apenas para a anormalidade de eritrécitos binucleados. Através desta pesquisa, foi
possivel constatar que a LCso do Rovral® em embrifes de galinhas tratados de maneira aguda
é de 492 vezes maior gque a concentracdo recomendada para uso, apesar de ter sido verificado
aumento da taxa de mortalidade e presenga de malformagOes significativas na menor
concentracdo utilizada neste estudo (67 vezes maior que a recomendada para uso). No entanto,
como nao houve diferenca estatistica da taxa de malformacéo, do peso, estadiamento, medidas
do corpo dos embries vivos e glicemia, pode-se afirmar que os embriGes sobreviventes
conseguiram se desenvolver normalmente apesar da contaminagdo. Desta forma pode-se
concluir que este fungicida apresenta baixa toxicidade nas condi¢des analisadas. Ndo obstante,
além de algumas malformacdes, algumas alteracdes nos nucleos dos eritrécitos foram
verificadas, apesar de a quantidade de amostras analisadas ter sido baixa. Adicionalmente, é
relevante apontar que os ensaios foram realizados de maneira aguda, e € possivel que alteragdes
mais significativas sejam observadas em concentracfes mais baixas mediante contaminagédo
cronica. Portanto, é necesséria cautela no uso deste fungicida, uma vez que ele possui potencial
teratogénico e mutagénico.

Palavras-chave: Embriologia. Fungicida. Iprodiona. Malformacdes. Toxicologia.
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RESUMEN

La gran demanda de productos alimenticios ha provocado un aumento de la produccién
agricola en varios paises y, como consecuencia, una intensificacion en el uso de plaguicidas.
A pesar de la importancia de estos quimicos para el sustento de nuestra especie, los pesticidas
impactan negativamente en el medio ambiente, la biodiversidad, la calidad de los alimentos y
la salud humana y animal. Rovral® es un fungicida utilizado para controlar plagas que afectan
a varios cultivos. Se sabe poco sobre los efectos de Rovral® en el desarrollo embrionario de
animales amniotos, incluidos los humanos. Por tanto, este estudio tuvo como objetivo analizar
los efectos de Rovral® durante la organogénesis de pollos a partir del tratamiento agudo in
ovo. Para ello, se inocularon huevos fecundados con diferentes concentraciones de Rovral®
(100, 300, 500y 750 puL/mL), inyectado en la camara de aire del huevo. Después de un periodo
de incubacion de siete dias, se abrieron los huevos y se analizaron los embriones para
determinar su mortalidad, posibles malformaciones, estadificacion y peso. Posteriormente, se
realizaron mediciones de estructuras corporales, incluyendo cabeza, tronco, miembros y 0jos
para analisis de morfometria y asimetria. Se encontré que los tratamientos con Rovral®
afectaron la tasa de mortalidad en relacion con los controles de una manera cada vez mas
dependiente de la concentracion. A partir de los datos de mortalidad, el valor de LCsg se estimé
en 738 pL/mL. Los tratamientos con Rovral® no afectaron la tasa de malformaciones en
embriones vivos en relacion a controles y entre concentraciones, aunque se observaron varios
tipos de malformaciones, entre las que destacaron las hemorragicas, oculares, cefélicas y del
tronco. Los tratamientos con Rovral® no cambiaron significativamente el peso, la
estadificacion, las medidas corporales o la simetria de los embriones vivos. Para el andlisis de
sangre se trataron huevos con 300 puL/mL de Rovral® (LCgys calculado) y se realizaron analisis
de glucosa en sangre, presencia de micronucleos y anomalias nucleares de eritrocitos. Segun
los analisis, hubo una diferencia estadistica entre los tratados y los controles solo por la
anomalia de los eritrocitos binucleados. A través de esta investigacion se pudo comprobar que
la LCso de Rovral® en embriones de pollos tratados de forma aguda es 492 veces superior a
la concentracion recomendada para su uso, a pesar de un aumento en la tasa de mortalidad y
la presencia de malformaciones significativas en los mas pequefios. concentracion utilizada en
este estudio (67 veces superior a la recomendada para su uso). Sin embargo, como no hubo
diferencias estadisticas en la tasa de malformacion, el peso, la estadificacion, las mediciones
corporales de los embriones vivos y la glucosa en sangre, se puede decir que los embriones
supervivientes lograron desarrollarse normalmente a pesar de la contaminacién. Asi, se puede
concluir que este fungicida tiene baja toxicidad en las condiciones analizadas. Sin embargo,
ademéas de algunas malformaciones, se verificaron algunos cambios en los nucleos
eritrocitarios, aunque el nimero de muestras analizadas fue bajo. Adicionalmente, es relevante
sefialar que las pruebas se realizaron de manera aguda, y es posible que se observen cambios
mas significativos a menores concentraciones por contaminacion cronica. Por lo tanto, se
necesita precaucion en el uso de este fungicida, ya que tiene potencial teratogénico y
mutageénico.

Palabras clave: Embriologia. Fungicida. Iprodiona. Malformaciones. Toxicologia.
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ABSTRACT

The great demand for food products has led to an increase in agricultural production in several
countries and, as a consequence, an intensification in the use of pesticides. Despite the
importance of these chemicals for the livelihood of our species, pesticides negatively impact
the environment, biodiversity, food quality and animal and human health. Rovral® is a
fungicide used to control pests that affect various crops and little is known about its effects on
the embryonic development of amniotes, including humans. Thus, this study aimed to analyze
the effects of Rovral® during chicken organogenesis using acute in ovo treatment. For this,
fertilized eggs were inoculated with different concentrations of Rovral® (100, 300, 500 and
750 pL/mL), injected into the egg's air chamber. After a seven-day incubation period, the eggs
were opened and the embryos were analyzed for mortality, possible malformations, staging and
weight. Subsequently, measurements of body structures were performed, including head, trunk,
limbs and eyes for analysis of morphometry and asymmetry. It was found that treatments with
Rovral® affected the mortality rate in relation to controls in an increasingly concentration-
dependent manner. From the mortality data, the LCso value was estimated at 738 pL/mL.
Treatments with Rovral® did not affect the malformation rate in living embryos in relation to
controls and between concentrations, although several types of malformations were observed,
among which the hemorrhagic, ocular, cephalic and trunk ones stood out. The treatments with
Rovral® did not significantly change the weight, staging, body measurements or symmetry of
the living embryos. For blood analysis, eggs were treated with 300 pL/mL of Rovral®
(calculated LC2s) and analyzes of blood glucose, presence of micronuclei and nuclear
abnormalities of erythrocytes were performed. According to the analyzes, there was a statistical
difference between the treated and controls only for the abnormality of binucleated
erythrocytes. Through this research, it was possible to verify that the LCso of Rovral® in
embryos of chickens treated in an acute manner is 492 times higher than the recommended
concentration for use, despite an increase in the mortality rate and the presence of significant
malformations in the smallest concentration used in this study (67 times higher than
recommended for use). However, as there was no statistical difference in the malformation rate,
weight, staging, body measurements and blood glucose of living embryos, it can be said that
surviving embryos managed to develop normally despite contamination. Thus, it can be
concluded that this fungicide has low toxicity under the conditions analyzed. However, in
addition to several malformations, some changes in the erythrocyte nuclei were verified,
although the number of samples analyzed was low. Additionally, it is relevant to point out that
the tests were performed in an acute manner, and it is possible that more significant changes
are observed at lower concentrations through chronic contamination. Therefore, caution is
needed in the use of this fungicide, since it presents teratogenic and mutagenic potential.

Keywords: Embryology. Fungicide. Iprodione. Malformations. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

1.1 O USO DE AGROTOXICOS

A grande demanda por produtos alimenticios (humanos ou animais),
consequente do crescimento populacional e mudancas nos padrdes de consumo, levou os paises
a intensificarem a producéo agricola (FAO, 2010). Segundo o Ministério do Meio Ambiente, a
Revolucédo Verde nos anos 1950 marcou o inicio do uso extensivo de agrotoxicos, com o intuito
de melhorar a produtividade e protecéo contra pragas na agricultura. A Organizacao das Nacdes

Unidas para Alimentagdo e Agricultura define os pesticidas (ou agrotdxicos) como:

Qualquer substancia ou mistura de substancias destinadas a prevenir, destruir ou
controlar qualquer praga, incluindo vetores de doengas humanas ou animais, espécies
indesejadas de plantas ou animais, causando prejuizos durante ou interferindo na
producdo, processamento, armazenamento, transporte ou comercializagdo de
alimentos, produtos agricolas, madeira e produtos de madeira ou alimentos para
animais, ou substancias que possam ser administradas a animais para o controle de
insetos, aracnideos ou outras pragas dentro ou sobre seus corpos. O termo inclui
substancias destinadas ao uso como regulador de crescimento de plantas,
desfolhantes, dessecantes ou agentes para desbaste de frutas ou para impedir a queda
prematura de frutas e substancias aplicadas as culturas antes ou depois da colheita
para proteger a mercadoria da deterioragdo durante o armazenamento e o transporte
(FAO, 2003).

Estes produtos séo registrados quanto a comercializacdo, distribuicdo, uso e
descarte pelas agéncias governamentais responsaveis de cada pais, que possuem sua propria
regulamentacdo. Devido a essas regulamentacdes distintas, a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations), em conjunto com a Organizac¢do Mundial da Saide (OMS)
forneceram orientagcbes para a regulamentacdo de agrotoxicos através do Cadigo de Conduta

Internacional sobre Distribui¢do e Uso de Pesticidas (FAO, 2010).

No Brasil, a utilizagéo de agrotoxicos teve como finalidade inicial o controle
sanitario de vetores e parasitas. Posteriormente, a partir da década de 1960, foram utilizados
para melhorar a agricultura (OPAS/OMS, 1996). No pais, 0s agrotoxicos e afins sdo definidos
pela Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989 como:

Produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da a¢do danosa
de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (Brasil,
1989).
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Desta definicdo excluem-se os fertilizantes e produtos quimicos
administrados a animais para estimular o crescimento ou modificar o comportamento
reprodutivo (ABIFINA, 2020).

No ano de 2017, o uso mundial de agrotéxicos pelo setor agricola somou a
quantidade de 4.113.591,25 toneladas (ton) (FAOSTAT, 2019a). A Asia representa o
continente que mais utilizou agrotdxicos (2.159.990,01 ton), seguido das Américas
(1.308.006,38 ton), Europa (476.138,24 ton), Africa (79.787,21 ton) e Oceania (69.699,4 ton).
Dos dados mundiais, 0 pais que mais utilizou agrotoxicos foi a China, com 1.763.000 ton,
seguido dos Estados Unidos com 407.779,2 ton e o Brasil, com 377.176 ton (FAOSTAT,
2019a).

Apesar da importancia desses quimicos para a subsisténcia da nossa espécie,
0s agrotoxicos impactam negativamente o ambiente, a biodiversidade, a qualidade do alimento
e a saude animal e humana. Uma vez que diferentes produtos quimicos causam diferentes
efeitos sobre os organismos vivos (Hashimi et al., 2020), a comparacéo dos niveis de toxicidade
é dificil de ser realizada. Portanto, uma maneira de comparar a poténcia ou intensidade toxica
de diferentes produtos quimicos € realizando o teste de letalidade, através da analise da
quantidade de um produto quimico necessaria para causar a morte. Em 1927, o farmacologista
John William Trevan desenvolveu o teste de dose letal média (LDso, na sigla em inglés), onde
busca-se a dose de determinado composto capaz de matar metade de uma populagdo animal
(Saganuwan, 2017). Este indice serve como indicador da toxicidade de uma substancia, de

forma que guanto maior a dose letal, menos tdxica ela € considerada (CCOHS, 2018).

1.2 IMPACTO DOS AGROTOXICOS NO MEIO AMBIENTE

O crescimento populacional e a expansao tecnolégica tém levado o homem a
modificar drasticamente seu ambiente, alterando todo o ecossistema e causando efeitos como a
perda de espécies, aumento de gases na atmosfera e contaminagao de solos e corpos d’agua.
Essas mudancas vém ocorrendo com mais frequéncia e, em alguns casos, de forma acelerada
(Vitousek et al., 1997).

A contaminacdo do solo pode afetar os organismos que nele vivem, bem
como outros seres vivos que destes se alimentam (Tu et al., 2011). Diversos autores ja relataram

contaminagdes do solo, por varios tipos de agrotoxicos, em diversos paises diferentes
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(Falandysz et al., 2001; Kim & Smith, 2001; Miglioranza et al., 2003; Negoita et al., 2003; Daly
et al., 2007; Gonzalez et al., 2010; Anwar et al., 2012; Mishra et al., 2012; Zhang et al., 2018;
Gereslassie et al., 2019; Silva et al., 2019), incluindo o Brasil (Rissato et al., 2006; Fan et al.,
2018).

De todos os estados brasileiros, 54% ndo possuem investigacdo da
concentracdo de pesticidas no solo. Do total de amostras investigadas por cada estado (Figura
1), Séo Paulo é o estado em que foi realizado o maior niumero de investigacdes, tendo sido
encontrado 0 maior nimero de amostras positivas, seguido do Rio de Janeiro, sendo o0s
principais grupos quimicos os organoclorados, triazois, triazinas, pirazois, organofosforados,
entre outros. As maiores concentracdes de pesticidas foram encontradas nos estados do Para
(entre 0.006 e 1243.68 mg/kg), Rio de Janeiro (entre 0.0006 e 397.0 mg/kg) e Parana (entre
0.20-4.16 mg/kg) (Fernandes et al., 2020).

Além do solo, a agricultura intensiva gera enormes quantidades de
agrotoxicos que atingem os corpos d’agua, alterando sua qualidade (Budd et al., 2015;
Etchegoyen et al., 2017), e afetando as populagdes e salde de organismos aquaticos (Boone et
al., 2001; Di Marzio et al., 2010; Gustafsson et al., 2010; Bonansea et al., 2013; Hayasaka et
al., 2012; Van Dijk et al., 2013; Mahboob et al., 2015; Yamamuro et al., 2019), causando grande

desbalanco em todo o ecossistema.

O esforco conjunto da Reporter Brasil, a Agéncia Publica e a organizacéao
suica Public Eye disponibilizaram informacgdes mais acessiveis sobre a presenca de agrotdxicos
em aguas brasileiras, assim como um mapa interativo sobre quais pesticidas foram encontrados
nas redes de abastecimento (Figura 2). Segundo a pesquisa, entre o periodo de 2014 e 2017
foram testados 1396 municipios para a deteccao obrigatdria de 27 agrotoxicos. Em uma a cada
quatro cidades, foram encontrados diferentes agrotoxicos sendo 16 altamente tdxicos e 11
associados com problemas de saude, como cancer, malformacéo fetal, disfun¢es hormonais e
reprodutivas. Ainda, analises detectaram presenca de agrotoxicos em 75% dos testes realizados
nos municipios testados em 2014, aumentando para 92% em 2017 (Aranha & Rocha, 2019).
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Residuos de pesticidas (%)
--------- 407

---- 21

------ 0.6

Legenda
Concentracdo maxima de
residuos de pesticidas em Grupos quimicos de pesticidas
solos brasileiros (mg/kg)
[ ] Sem dados I Dinitroanilina Clorocetanilina
[ ] ;elt_e:(r:]:;ié;[ce) de I Dicarboximida P Triazina
[ ] 00551 I Tiadiazinona I !'softalonitrila
[ ] 021579 Acido ariloxialcanoico Ariloxifenoxipropionatos
[ 0,243 I Pirazol I Organofosforado
B 19798 Alaninatos I Fenilureia
B 292 Imidazol I Cloroaromatico
B 2742 Sulfonamida [ Estrobilurina
Bl 1245 Piretroides [ Organoclorinos
Il 188652 [ Benzilato P Triazol

Figura 1. Mapa de pesticidas (residuos, porcentagem de residuos e grupos quimicos) encontrados no solo por
estados brasileiros (adaptado). Fonte: Fernandes et al., 2020.
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Namero de agrotoxicos

N detectados na agua
“‘\.{W\ 8 /,/\'; B Todos os 27 testados
g e S B pe14a26
S NP 'ﬁvn‘ ) O pe1a13
- i "\-\—, [J Nenhum agrotéxico
':1 ’”“h,% [:] Testes nao foram feitos

Figura 2. Mapa com nGmeros de agrotdxicos encontrados na agua. Fonte: Sistema de Informac&o de Vigilancia
da Qualidade da Agua para Consumo Humano (SISAGUA) — 2014-2017.

Até mesmo organismos que ndo vivem diretamente no solo ou na 4gua podem
ser afetados pela contaminacdo destes ambientes com agrotdxicos. Ja foi demonstrado que
espécies ndo-alvo de fungos (Wilson et al., 2014), insetos (Rundl6f et al., 2015) e até mesmo
aves (Hallmann et al., 2014; Angelova, 2016; Mateo et al., 2016; Millot et al., 2017; VVan Oosten
et al., 2019) podem sofrer os impactos das contamina¢fes ambientais por agrotoxicos,
indicando que cadeias troficas podem ser inteiramente afetadas, o que pode levar a problemas
na reproducao e no desenvolvimento embrionario de diversos organismos, afetando o equilibrio
de toda a comunidade, podendo chegar a afetar os seres humanos. Além disso, 0 uso dos

pesticidas influencia na prevaléncia de parasitas, aumentando a transmissao de doencas (Evans

etal., 2018).
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1.3 FUNGICIDAS E OS EFEITOS ADVERSOS NA REPRODUCAO E
DESENVOLVIMENTO DE ORGANISMOS VIVOS

Diversos organismos fitopatogénicos causam danos aos cultivos, como 0s
fungos. No entanto, considerando a diversidade de fungos, apenas uma pequena parcela desses

organismos pode causar doencas aos cultivos (ADAPAR, 2020).

Os fungicidas sdo utilizados na indUstria, agricultura, nos domicilios e jardins
por diversos motivos, como a protecdo de sementes, plantulas, flores, frutos e cultivos, controle
de bolor e protecdo de carpetes e tecidos (EPA, 2013). No Brasil, os fungicidas foram
empregados em 18% das areas tratadas, correspondendo a um volume de 188.721,3 ton de
produto aplicado, o que representa 31% do valor total empregado em agrotoxicos (4.370,69 Ml
US$), no ano de 2019 (SINDIVEG, 2020).

Os fungicidas tém uma ampla variacdo de potenciais efeitos na satde humana
e animal, podendo causar problemas como irritacdo cutdnea, ocular e respiratoria, alergias,
fraqueza, tontura, tremores, dores de cabeca, toracica e abdominal, dispneia, tosse, nausea,
vomito, diarreia, perda de tébnus muscular, convulsdes, danos aos Orgdos, mudancas
fisioldgicas, comportamentais e neurologicas (EPA, 2013). Adicionalmente, diversos estudos
reportam os efeitos da contaminagdo por fungicidas sobre a reproducdo e desenvolvimento

embrionario de diversas espécies, conforme sera discutido abaixo.

1.3.1 Estudos com invertebrados

Diversos estudos realizados em laboratério tém buscado entender os efeitos
que os fungicidas desempenham diretamente sobre a reproducdo e desenvolvimento de
diferentes espécies de animais. Os invertebrados, por exemplo, sdo um grupo com alta
sensibilidade a produtos toxicos utilizados no meio ambiente, 0 que pode variar conforme o
estagio de vida e caracteristicas do ambiente em que vivem (como temperatura e pH). Essa
sensibilidade se deve a sua capacidade perceptiva para alteracfes ambientais e também a sua
fisiologia (Magalhdes & Ferrdo Filho, 2008; Rico & Van Den Brink, 2015; Gonzalez-Alcaraz,
2020). Assim, pesquisas com esses individuos sdo Uteis para investigar a toxicidade desses

produtos, através do aumento da mortalidade e alteragdes na reprodugéo.

Contaminagdes por fungicidas causaram aumento na mortalidade de diversos

grupos de invertebrados, como crustaceos (Zubrod et al., 2014; Silva et al., 2015; Liu et al.,
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2018), oligoquetas (Huan et al., 2016; Rico et al., 2016), vespas (Heneberg et al., 2019) e
abelhas (Wade et al., 2019). Além disso, diversas alteracdes na reproducdo causadas por
fungicidas ja foram reportadas, incluindo alteracdes no tempo de pupa e metamorfose em
adultos de Pemphredon fabricii (Heneberg et al., 2019), diminuic¢do do tamanho corporal e da
frequéncia de mudas, bem como inibicdo da reproducéo e danos no DNA de Daphnia magna
(Silva et al., 2015; Liu et al., 2018), reducéo nas taxas de reproducdo de Eisenia andrei (Alves
et al., 2013), mudancas morfoldgicas, inibicdo da atividade da colinesterase (ChE), da lactato
desidrogenase (LDH) e da fosfatase alcalina (ALP), danos histopatoldgicos e no DNA de
Eisenia foetida (Huan et al., 2016; Rico et al., 2016).

1.3.2 Estudos com vertebrados

No meio ambiente, os animais vertebrados também estdo expostos a agua,
solo e ar contaminados por fungicidas, além de alimentos, muitas vezes na forma de
invertebrados. Varios estudos relatam os efeitos de fungicidas sobre o desenvolvimento
embrionario em diversas espécies, que vdo desde malformacGes a alteracdes metabolicas,

genéticas, sanguineas e comportamentais, conforme descrito a seguir.

1.3.2.1 Peixes e Anfibios

Os peixes sdo animais altamente suscetiveis a presenca de agrotdxicos na
agua, uma vez que todo o seu ciclo de vida acontece neste ambiente (lbrahim et al., 2013) e o
contato com agrotoxicos ocorre por toda sua superficie corporal (Kane et al., 2005). Por isso,
esses organismos sdo amplamente utilizados em estudos que buscam compreender os impactos

ocasionados nas populacdes quando o ambiente estad contaminado com agrotéxicos.

Um aumento na mortalidade foi observado em embrides de diversas espécies
de peixes submetidos a tratamento com fungicidas (Van Boxtel et al., 2010; Ludwikowska et
al., 2013; Palanikumar et al., 2014; Chu et al., 2016; Mohammadalikhani et al., 2017; De La
Paz et al., 2017; Liu et al., 2018; Cao et al., 2019a; Cao et al., 2019b; Souders 1l et al., 2019).
Outros efeitos observados incluiram diminuicao da taxa de eclosdo, malformacdes, diminuicao
dos batimentos cardiacos, da atividade locomotora e da bioenergética mitocondrial (De La Paz
et al., 2017; Cao et al., 2019b; Souders 1l et al., 2019), alteracéo nas atividades locomotoras e

comportamentais de Danio rerio (Van Boxtel et al., 2010; Cao et al., 2019a), reducdo no
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namero e viabilidade de ovos, reducdo na taxa de eclosdo e desregulacdo da homeostase
hormonal para reproducdo de Oryzias latipes (Chu et al., 2016; Liu et al., 2018), redugéo da
atividade da acetilcolinesterase (AChE) em Chanos chanos (Palanikumar et al., 2014),
alteracdes nos parametros sanguineos e influxo/efluxo de &gua e ions nas branquias em
Cyprinus carpio (Saravanan et al., 2015), danos nas branquias e no figado, e alteracdes nos
parametros sanguineos de Ctenopharyngodon idella (Mohammadalikhani et al., 2017), danos
no DNA e nos cromossomos em Anguilla anguilla e Chanos chanos (Palanikumar et al., 2014;
Marques et al., 2016).

Os anfibios também dependem do ambiente aquatico para sua reproducéo, e
0S seus ovos e larvas (girinos) sdo depositados e se desenvolvem inteiramente dentro deste
ambiente, passando pelo processo de metamorfose, 0 que 0s torna muito suscetiveis a alteracdes
que podem impactar a sobrevivéncia na fase adulta (Van Meter et al., 2014), principalmente
quando associado a presenca de um predador (Relyea, 2005). A pele dos anfibios possui uma
alta permeabilidade devido a funcéo na respiracdo e regulacdo interna de agua e ions (Uchiyama
& Konno, 2006). Por esse motivo, a pele dos anfibios facilita a penetracdo de compostos
quimicos (Quaranta et al., 2009), deixando esses animais ainda mais frageis para lidar com

ambientes contaminados.

Diversos estudos tém demonstrado os graves efeitos de fungicidas para os
anfibios, causando aumento nas taxas de mortalidade de embrides e girinos de diversas espécies
(Shenoy et al., 2009; Belden et al., 2010; Hooser et al., 2012; Yu et al., 2013; Bernabo et al.,
2016; Cusaac et al., 2016; Giirkan & Hayretdag, 2015; Li et al., 2016; Svartz et al., 2016a;
Svartz et al.,, 2016b; Wu et al., 2018; Acquaroni et al., 2020; Bernabo et al., 2020).
Adicionalmente, a contaminacao por este tipo de agrotéxico levou a inibi¢do do crescimento e
aumento na porcentagem de malformacgdes em embrides de Xenopus tropicalis e X. laevis (Yu
etal., 2013; Li et al., 2016; Wu et al., 2018), reducédo da taxa de crescimento em Rana pipiens
(Shenoy et al., 2009), malformacdes em Bufo bufo e Pseudepidalea viridis (Glrkan &
Hayretdag, 2015), aumento da massa corporal, redugéo nas taxas de desenvolvimento, atraso e
reducdo do sucesso na metamorfose e malformacdes em Hyla intermedia (Bernabo et al., 2016;
Bernabo et al., 2020), atrasos no desenvolvimento, malformacdes e alteragdes comportamentais
em Rhinella arenarum, bem como malformagdes em Spea multiplicata (Yu et al., 2013; Svartz
et al., 2016a; Svartz et al., 2016b; Acquaroni et al., 2020).



28

1.3.2.2 Aves e Mamiferos

As aves sdo organismos considerados sensiveis a exposi¢do de quimicos, por
apresentarem baixos niveis de enzimas detoxificantes e habitos alimentares especificos (Grue
& Shipley, 1984; Parker & Goldstein, 2000). Apesar disso, estudos utilizando esses organismos
e buscando compreender os efeitos de agrotoxicos sobre sua saude ndo sdo muito comuns. A
contaminacdo aos embrides de aves pode vir tanto diretamente quando em contato com o ovo,

como indiretamente através de contaminagdo materna ou paterna.

Alguns estudos ja relataram os efeitos tdxicos de fungicidas sobre a
sobrevivéncia de algumas espécies de aves, bem como reducdo na taxa de fertilizacdo, no
tamanho e na espessura das cascas dos ovos, diminuicdo da sobrevivéncia e da condigéo
corporal dos filhotes (Lopez-Antia et al., 2013; Lopez-Antia et al., 2015; Lopez-Antia et al.,
2018). Nestes, intoxicacdo alimentar por fungicida causou alteracGes sanguineas e hepéticas
(Shafi et al., 2016; Kong et al., 2020), e em adultos levou a modificacdes enddcrinas (Pandey
& Mohanty, 2015) e na funcdo reprodutiva dos machos (Aire, 2005; Grote et al., 2008; Amel
et al., 2016; Slimani et al., 2018).

Por outro lado, estudos que visam analisar os efeitos de agrotdxicos sobre o
desenvolvimento de mamiferos sdo inimeros, devido ao interesse em entender de que forma os
seres humanos podem ser afetados por esses quimicos. Durante o desenvolvimento
embrionario, xenobidticos podem ser transferidos ao feto de mamiferos através da placenta
(Myllynen & Vahakangas, 2013). Alguns estudos conduzidos com fungicidas indicaram efeitos
prejudiciais em ratos adultos (Farag et al., 2011; Lehraiki et al., 2011), incluindo danos aos
testiculos e espermatogénese (Prashantkumar et al., 2012; Sakr & Shalaby, 2014; Adedara et
al., 2013; Daundkar & Rampal, 2014) e prejuizo aos embrides/fetos, incluindo perda pés-
implantacdo, morte fetal, diminuicdo do peso fetal, malformac6es fetais (Farag et al., 2011),

atraso no desenvolvimento do cérebro e tecidos oculares (EI-Shershaby et al., 2020).

1.3.2.3 Seres humanos

Os agrotdxicos podem causar danos a satde humana sob efeitos agudos, em
decorréncia da exposicdo a altas concentracdes de agentes toxicos, manifestando sintomas
rapidamente, ou ainda sob efeitos crénicos, pela exposicao repetida de baixas doses de produtos

toxicos por longos periodos de tempo e com aparecimento de sintomas em meses ou anos
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(OPAS/OMS, 1996; BRASIL, 2006). A contaminagdo humana direta por agrotdxicos ocorre
através de trés vias principais: a ocupacional, pela manipulacdo de agrotoxicos, sendo
responsavel por 80% dos casos de intoxicacdo; a ambiental, pela contaminacdo dos recursos
naturais utilizados para nossa subsisténcia; e a alimentar, através da ingestdo de produtos

contaminados (Moreira et al. 2002).

Alguns estudos epidemioldgicos buscaram relacionar a exposi¢do a certos
fungicidas e efeitos negativos sobre a saide humana. Por exemplo, em um estudo de coorte de
nascimentos em Bangladesh associados ao uso de biomarcadores, foram encontrados
metabdlitos de sete pesticidas na urina de mulheres gréavidas, sendo um deles o fungicida 4-
nitrofenol. As mulheres que apresentaram 4-nitrofenol tiveram um risco aumentado de parto
prematuro e as criangas eram pequenas para a idade gestacional (Jaacks et al., 2019). No Paran4,
uma pesquisa observou tendéncia crescente de malformac6es em nascidos vivos de municipios
com maior utilizacdo e exposicdo de agrotdxicos - alguns deles os fungicidas
epoxiconazol/piraclostrobina -, entre 1994 e 2014. A maior parte das malformacdes incluiram
criptorquidia, defeitos no aparelho circulatorio e fenda labial e palatina (Dutra & Ferreira,
2017).

Assim, é de extrema relevancia para a saude humana, bem como para a
manutencdo do meio ambiente, que estudos busquem compreender os efeitos que 0 uso desses
quimicos pode causar nos organismos, visando encontrar um equilibrio entre a necessidade de

producdo em massa de alimentos e o bem-estar dos seres vivos, incluindo o homem.

1.4 ROVRAL®

O Rovral® é um fungicida ndo inflamavel e ndo corrosivo, classificado pela
Anvisa (2020) como um produto improvavel de causar dano agudo (tipo V) e como um produto
muito perigoso ao meio ambiente (tipo I1). O produto é de formulagdo pé molhavel, granulos
dispersaveis em 4&gua e suspensdo concentrada, comercializado e registrado em
aproximadamente 90 paises. Tem como ingrediente ativo 500 g/kg do iprodiona (3-(3,5-
diclorofenil)-N-isopropil-2,4-dioxoimidazolidina-1-carboxamida), de formula (C13H13CI2N3
O3) e 500 g/kg de demais ingredientes (ndo descritos na bula), pertencente ao grupo quimico
dicarboximida, e pode ser formulado em conjunto com outros fungicidas, como carbendazim,
metil tiofanato, difenoconazole ou bromuconazole. E utilizado em culturas de alface, algodo,

batata, cafe, cebola, cenoura, cevada, crisantemo, feijdo, morango, péssego, pimentéo, soja,
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tomate, trigo e uva com modo de acdo por contato. O Rovral® age contra esporos e micelios
dos fungos Alternaria alternata, Alternaria dauci, Alternaria porri, Alternaria solani, Bipolaris
sorokiniana, Botrytis cinerea, Dreschlera teres, Didymella bryoniae, Monilinia fructicola,
Penicillium expansum, Phoma costaricensis, Sclerotium cepivorum e Sclerotinia sclerotiorum.
O Comité de Ac¢do a Resisténcia de Fungicidas classifica o iprodiona no Grupo E3, ou seja,
estando envolvido no mecanismo de acdo MAP (Proteina Ativada por Mitogénio)/Histidina-
cinase na transducdo do sinal osmotico (FAO, 2006; FMC Agricola, 2020).

No Brasil, as doses do produto comercial sdo varidveis e dependem da
cultura: 1 kg/100 kg de bulbilhos (alho), 1 kg/1000 covas (café), 0,8 — 1,5 kg/ha (fumo, trigo
foliar), 150 ¢/3200 kg de maca, 3 kg/4,4 L de agua ou 9090 plantas (meldo), 200 g/100 kg de
semente (trigo) e a dose mais comumente utilizada de 100 g/100 L - 200 g/100 L de agua (alface,
batata, cebola, cenoura, crisintemo, morango, péssego, pimentdo, tomate, uva) (FMC Agricola,
2020).

1.4.1 Efeitos do Rovral® sobre os seres vivos

Na bula do Rovral®, sdo apresentadas as LDsg oral e dérmica para ratos,
calculadas em maiores que 2000 mg/kg de peso corporal. De forma cronica, os ratos tratados
por via oral e dérmica apresentaram lesdo histopatoldgica no sistema reprodutivo em machos e
em glandulas adrenais em machos e fémeas. Ja por via inalatoria, houve diminuicdo da distancia
ano-genital em filhotes machos. Adicionalmente, o uso na pele de coelhos causou irritacdo
cutanea, opacidade da cornea, inflamacédo da iris, aumento do fluxo sanguineo e inchago na
conjuntiva. E, ainda, o tratamento em cées adultos de 2,3 mg/kg/dia durante 1 ano e na dose de
1,5 mg/kg/dia, resultou no aumento de peso do figado e rins, na diminuicdo do peso de 6rgdos
reprodutivos e dos individuos e danos nas hemoglobinas (FMC Agricola, 2019; FMC Agricola,
2020).

Em 2002, a European Commission calculou a LDsg oral, dérmica e inalatoria
para ratos em, respectivamente, maiores que 2000 mg/kg de peso corporal, 2500 mg/kg de peso
corporal e 5,16 mg/L ar. Também relatou em sua revisao diversos efeitos negativos a saude a
curto prazo causados pelo iprodiona, como atrofia, hiperplasia e alteracdo de peso do figado,
adrenais, testiculos, ovarios, préstatas, rins, hematologia e vesiculas seminais em ratos e
coelhos, calculando o menor NOAEL (Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis)/NOEL (Nivel
Sem Efeito Observavel) oral relevante para ratos em 3 mg/kg de peso corporal por dia (estudo
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de 90 dias), e dérmico relevante para coelhos em 100 mg/kg de peso corporal por dia (estudo
de 21 dias). A longo prazo, o tratamento causou em ratos e camundongos danos no figado,
suprarrenais, rins, testiculos, ovarios, 6rgaos genitais acessorios, hematopoese extramedular,
depdsitos anormais de hemoglobina do baco, além de tumores intersticiais de células de Leydig,
tumores malignos e benignos de células hepaticas e tumor benigno no ovério. No caso de longo
prazo, o menor NOAEL relevante para ratos foi de 6,1 mg/kg de peso corporal (tratamento de

dois anos) (European Commission, 2002).

A contaminacdo por iprodiona também ocasionou estresse oxidativo em
culturas de hepatocitos de peixe submetidos a concentrac@es de 0,2, 0,3 e 0,4 mM de iprodiona
em meio de cultura por 24 horas, resultando em aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS)
devido a inducdo da isoenzima CYP1A1 (citocromo P450, familia 1, subfamilia A, polipeptidio
1, que participa no metabolismo de metabdlitos endégenos e exdgenos) e do contetdo de
malondialdeido (MDA), e diminuic¢do do contetdo de glutationa reduzida (GSH) e atividade da
catalase (CAT). Estes resultados indicam o dano oxidativo nas células causado pela exposicao
ao iprodiona (Radice et al., 2001). Em outro experimento in vitro, células humanas da linhagem
HEp-2 foram expostas a diferentes concentragdes de iprodiona (0, 3,5, 7, 17, 25 e 37 ug/mL).
Os tratamentos ocasionaram aumento significativo nas frequéncias de micronucleos,
dependente da concentracao, indicando potencial mutagénico. Ademais, os conteidos de GSH
e superoxido dismutase (SOD) diminuiram, enquanto os niveis de carbonil aumentaram
(Chaufan et al., 2019), indicando estresse oxidativo e resposta antioxidante. Adicionalmente,
outros estudos foram realizados com iprodiona, demonstrando a inibicdo da secrecdo da
testosterona in vitro e in vivo, inibicdo do transporte de colesterol para a mitocdndria, inibicdo
de atividades enzimaticas, inducdo do citocromo p450 e proliferacdo de hepatocitos (European
Commission, 2002), além de poder levar a baixa imunidade e também causar alteragdes no
sistema da tireoide (Wang et al., 2018).

Em um estudo realizado através de um simulador de velocidade do vento para
pesticidas administrados por aeronaves agricolas, a exposicdo ao iprodiona em diferentes
concentragdes de 5,5 mL, 11 mL, 22 mL e 44 mL, aumentou significativamente a mortalidade
de abelhas (Fisher et al., 2017). Quando abelhas operarias foram alimentadas com a dose letal
média (LDso) recomendada pelo fabricante (2 mg/kg) do produto iprodiona por 12 e 24 horas,
foram registrados aumento na lesdo do intestino médio, com aumento de vactolos
citoplasmicos de células digestivas, de maneira dependente do tempo de exposicdo, além de

apoptose celular e necrose celular (caracterizada por nucleos que continham aglomerados de
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cromatina condensada, membrana plasmatica rompida e extrusdo do contetdo citoplasmatico).
Apesar da mortalidade ndo ser significativa, os danos no intestino médio comprometeram a
digestdo das abelhas, levando a uma absorcdo ineficiente que pode estar associada com a

diminuicdo da imunidade (Carneiro et al., 2020).

As aplicagOes repetidas de iprodiona no solo podem afetar a microbiota e
levar a impactos negativos na ciclagem de nutrientes e comunidade de bactérias. Enzimas
encontradas no solo e envolvidas na ciclagem de carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre tiveram
reducdo em sua atividade apds exposicdo a este composto, além de possivel acimulo de seus
metabolitos. Simultaneamente, a abundéancia de bactérias dos filos Chloroflexi e Acidobacteria
também declinou, o que pode ter sido responsavel pelo declinio da atividade enzimatica do solo.
Esses filos sdo responsaveis pela nitrificacdo e degradacdo de matéria organica,
respectivamente (Zhang et al., 2017). De forma semelhante, Verdenelli et al. (2012) também
observaram um declinio na atividade e comunidade microbiana em solos tratados com

iprodiona.

1.4.2 Efeitos do Rovral® sobre o desenvolvimento embrionario

Efeitos da contaminacdo por iprodiona sobre a reproducdo ja foram
detectados em alguns invertebrados. Em Daphnia magna, um pequeno crustaceo planctonico,
a exposicdo ao iprodiona reduziu significativamente o tamanho da primeira ninhada em
concentra¢fes menores que um quinto da LCsp (concentracdo letal média) (Matsumoto et al.,
2009). Larvas de abelhas operarias (Apis mellifera) foram contaminadas com a dose de 0,05
mg/10 g da dieta com o produto Rovral®, e foram monitoradas no estagio larval e pupa. Foi
observado um aumento na mortalidade e o desenvolvimento morfolégico anormal das pupas,

apresentando sistema traqueal amorfogénico (Mussen et al., 2004).

Adicionalmente, foi demonstrado que a contaminagéo de peixes-zebra nos
estagios embrionarios, larvais, juvenis e adultos por iprodiona nas concentragdes de 0,038, 0,16
e 0,6 mg/L, resultou em alteracdes na expressdo génica de P53 (relacionada com apoptose
celular), IL, Cxcl, Tnf (relacionadas com o sistema imune), TRa, TRS, ERa, Tsh, Crh, Cyp19a
(relacionadas com o sistema enddcrino), indicando que este ingrediente ativo € uma substancia
potencial causadora de céncer, inflamacdo, além de imitar os efeitos de estrégenos nos
individuos, afetando o crescimento e desenvolvimento embrionario. Ademais, tratamentos com

2,20 e 200 uM de iprodiona aumentaram a maturagdo de o0citos de peixe-zebra mantidos em
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placas com meio de cultura, devido a um aumento de hCG, demonstrando que o ingrediente
ativo causa perturbagdes no sistema reprodutivo de peixes (Maskey et al., 2019).

Ainda na reproducdo, tratamentos com iprodiona resultaram em abortos e
perda pés-implantacdo de embribes de coelhos, e perda de peso, atraso no desenvolvimento e
alteracéo na distancia ano-genital em filhotes de ratos. Nesses casos, 0 menor NOAEL relevante
na reproducao foi de 17 mg/kg por peso corporal ao dia, e 0 menor NOAEL/NOEL relevante
no desenvolvimento foi de 20 mg/kg de peso corporal ao dia (para ratos e coelhos) (European
Commission, 2002). De forma semelhante, ratos Sprangue-Dawley imaturos submetidos a
diferentes doses de iprodiona (50, 100 e 200 mg/kg ao dia) por gavagem apresentaram atrasos
significativos no desenvolvimento durante a puberdade, reducdo nos niveis de testosterona
devido a inibicdo da esteroidogénese, além de significativo aumento do peso corporal (Blystone
et al., 2007).

Atualmente, pouco se conhece sobre os riscos do uso do Rovral® sobre o
desenvolvimento embrionario de vertebrados, especialmente os amniotos, incluindo os seres
humanos e ndo ha artigos publicados relacionados aos efeitos do Rovral® sobre o
desenvolvimento embrionério de aves. No trabalho de graduacdo de Rossoni (2019), ovos
injetados com 100 pL de solucdo do produto (concentracdo de 3 UL de Rovral® em 2 mL de
agua destilada) no dia O (apds a postura) apresentaram alta taxa de mortalidade e alguns
embrides malformados. No trabalho de concluséo de curso de Arcain (2017) com Rovral®, foi
apontada uma possivel LCso de aproximadamente 100 uL/mL, correspondente a 67 vezes a
dose recomendada para uso, além de terem sido observadas alteracdes morfoldgicas e
morfomeétricas. Entretanto, este trabalho foi realizado sem réplicas e representou apenas ensaios

piloto de estabelecimento de protocolos que serviram de base para esta dissertacao.

1.5 USO DE EMBRIOES DE AVE COMO MODELO PARA ESTUDO DA
EMBRIOTOXICIDADE

Os embrides de aves sdo utilizados como modelos na embriologia por
apresentarem semelhancas com embrides de mamiferos, pois também sdo animais amniotos.
Segundo o National Human Genome Research Institute (NHGRI), uma analise de
sequenciamento genético realizada em 2004 pelo International Chicken Genome Sequencing
Consortium (ICGSC), demonstrou que o genoma da galinha possui DNA significativamente

menor em relagdo ao genoma humano, porém com aproximadamente 0 mesmo numero de
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genes, de forma que 60% dos genes de galinha correspondem a um gene humano analogo e
75% dos pares de bases sdo idénticos entre galinha e humano. Segundo a ICGSC, essa anélise
do genoma de Gallus gallus, forneceu novos conhecimentos sobre a evolugdo do genoma e
biologia humana, possibilitando a criacdo de novas estratégias em prol da saude humana
(NHGRI, 2004). Ademais, o embrido de galinha é considerado um 6timo modelo de estudo na
area da embriologia e toxicologia devido as semelhancas morfoldgicas entre os embriGes

amniotos (Pough et al., 2008), especialmente no estagio filotipico (Irie & Kuratani, 2014).

Outras caracteristicas também contribuem para a utilizagdo da galinha como
modelo de estudo, como a descricdo dos estagios bem estabelecida e utilizada mundialmente,
realizada através do trabalho de Hamburger & Hamilton (1951). Outro fator positivo é a
auséncia de interferéncia materna, pois a incubacéo e desenvolvimento ocorrem em ambiente
externo, nao sendo necessario o sacrificio materno para estudo dos embries. Além disso, ovos
férteis sdo de facil aquisicdo, e o custo financeiro para manutengdo € menor quando comparado
a outros modelos de vertebrados. Os ovos sdo de facil manipulacdo e armazenamento, sem a
necessidade de um biotério, e o periodo de desenvolvimento embrionario € curto, de
aproximadamente 21 dias, a depender da temperatura de incubagdo (Schoenwolf, 1999;
Skeffington et al., 2018). Para que haja eclosdo em 21 dias, sdo necessarias condi¢bes 6timas
de temperatura (38°C), umidade e oxigenacdo. Se substancias estranhas estiverem presentes
durante o desenvolvimento embrionario, estas podem modificar 0s mecanismos de
embriogénese e causar anormalidades ou a morte do embrido. Além disso, experimentos de
embriotoxicidade utilizando a galinha como modelo sdo bem difundidos na literatura, como
estudos de mortalidade, alteracbes morfologicas, alteragcdes morfométricas, pesagem,
histopatologia e expressdo de RNAm (Petrovova et al., 2016; Chaudhary et al., 2017; Andleeb
et al., 2018; Sharma, 2019).

Dessa forma, tomando proveito das caracteristicas da galinha como modelo
de estudo, e considerando o0 conhecimento escasso acerca deste agrotoxico sobre o
desenvolvimento de organismos amniotos, em especial as aves, 0 presente trabalho verificou o
efeito do fungicida Rovral® sobre o desenvolvimento embrionario de amniotos, utilizando

como modelo embribes de galinha.
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1.6 JUSTIFICATIVA

Os defensivos agricolas sdo amplamente utilizados na agricultura, e é de
extrema importancia que sejam analisados quanto a sua toxicidade. Experimentos buscam
investigar, através da contaminacao de diversos organismos de forma aguda, por contato Unico
com altas doses da substancia em questdo, a maneira como estes quimicos podem afetar a saude
dos organismos vivos, incluindo o homem. Diversos agrotoxicos, incluindo fungicidas, tém
potencial teratogénico, causando perturbagdes ao embrido, e podem trazer grandes riscos para
a formacdo dos organismos em desenvolvimento, inclusive levando a sua morte. Considerando
a falta de informacGes sobre este tema, no presente projeto foram avaliados os efeitos da
aplicacdo do Rovral® (iprodiona) sobre o desenvolvimento embrionario de organismos
amniotos, utilizando como modelo embrides de galinha, devido as facilidades de manipulacao
e suas semelhancas no desenvolvimento embrionario com demais individuos amniotos,

incluindo os seres humanos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Analisar o efeito do Rovral® (iprodiona), em diferentes concentracoes,

durante a organogénese de galinha (Gallus gallus).

2.2 ESPECIFICOS

o Determinar a concentracao letal média (LCso) para tratamento agudo de
embribes de galinha in ovo através do estudo da mortalidade;

e Analisar alteracbes morfolégicas no desenvolvimento embrionério
normal a partir da presenca de malformagdes nos embrides tratados;

e Analisar alteracdes no crescimento embrionario a partir do peso total dos
embrides;

o Verificar alteragbes na velocidade do desenvolvimento embrionario
através do estadiamento dos embrides;

e Analisar alteracBes nas medidas e na simetria das estruturas do corpo
durante o desenvolvimento embrionario através da morfometria dos embrides;

o Verificar o potencial mutagénico através da analise da presenca de
micronucleos e anormalidades nucleares nos eritrocitos dos embrides;

o Verificar alteracdes da glicemia dos embrides tratados.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho esta em acordo com as normas éticas estabelecidas pela
Lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei N° 11.794, de 8 de outubro de
2008), tendo sido aprovado pela CEUA (Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais) da
UNILA (processo de numero 002/2018 — Anexo A).

3.1 AQUISICAO, PREPARO E INJECAO DOS OVOS

Ovos fertilizados no dia zero, logo apds a postura, foram obtidos através de
compra de produtores rurais da regido e foram deixados armazenados em temperatura ambiente
por um a seis dias, a depender do dia em que foram realizados os experimentos. Durante o
periodo de armazenamento, devido a queda na temperatura, 0s embrides cessam o0
desenvolvimento, retomando-0 apenas mediante incubacdo em temperaturas mais elevadas
(Fasenko, 2007). Os ovos foram examinados em laboratorio para defeitos e descartados na
presenca de danos na casca. Posteriormente, foi realizada a limpeza dos ovos com alcool etilico

70%, e sua pesagem em balanga analitica (Marte, modelo AY220).

Os tratamentos foram feitos em triplicatas, realizadas em dias ou meses
diferentes, para desconsiderar o viés temporal/sazonal dada a variacdo na temperatura e na
viabilidade dos proprios ovos dependendo da época do ano. Adicionalmente, os ovos de cada
lote também foram aleatorizados para desconsiderar o viés da coleta destes em diferentes dias

da semana.

O tipo de contaminacéo utilizada durante o experimento foi a aguda, ou seja,
com injecdo Unica (McLaughlin et al., 1963). A cdmara de ar do ovo é um local importante para
experimentos toxicologicos, pois dispersa homogeneamente 0s contaminantes no embrido
(Yamamoto et al., 2012) e, portanto, foi escolhida para a aplicacdo do teste agudo. Na cAmara
de ar do ovo (Figura 3A), foi confeccionado um buraco com auxilio de uma tesoura de ponta
fina (Figura 3B), por onde foi injetado 1 puL da concentracdo especifica do agrotoxico diluido
em agua deionizada autoclavada, ou apenas agua (controle), para cada grama de ovo, com
auxilio de uma micropipeta de volume ajustavel (Figura 3C) (DeWitt et al., 2005). Os pesos
dos ovos tratados variaram de 66,24 g a 38,74 g, com media de 53 g, e 0 peso dos ovos controles
variaram de 68,33 g a 39,40 g, com media de 52,93 g. Portanto, para um ovo com peso de 50
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g, foi injetado o volume de 50 L. Apds a injecdo, o buraco foi fechado com cola quente (Figura
3D).

Apds a inoculacdo, os ovos foram mantidos em incubadora de rolagem
automatica com temperatura de 38°C e umidade constante pelo periodo de sete dias, pois nesse
periodo do estagio embrionario a organogénese ja esta concluida e os 6rgaos e vasos sanguineos
ja estdo desenvolvidos, sendo possivel realizar analises morfologicas e sanguineas. Durante as
primeiras duas horas apds a inoculacéo, a rolagem da incubadora foi desligada e os ovos foram
mantidos em posicéo vertical, com a cdmara de ar do ovo voltada para cima. Esse método teve
como finalidade o transpasse do agrotoxico pelas membranas, para que fosse absorvido pela
gema. Apos 2 horas, 0s ovos foram colocados aleatoriamente na horizontal pelos quadrantes da
incubadora e a rolagem ligada. Os ovos foram aleatorizados entre 0s quadrantes para
desconsiderar o viés da temperatura e umidade da incubadora, caso essas nao se mantivessem

constantes.

A

Ay \%\m\\\\‘
. 4

Figura 3 — Procedimentos experimentais de injecdo. A — cadmara de ar do ovo; B — furo realizado com auxilio de
uma tesoura de ponta fina; C — injecdo na camara de ar do ovo; D — furo selado com cola quente. Fontes: Adrieli
Barboza de Souza, 2019; VectorStock, 2020.
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3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

3.2.1 Influéncia do controle nos ovos

Para efeitos de nomenclatura, serdo chamadas de tratamentos as trés possiveis
formas de manipulacao dos ovos: sem tratamento (sem qualquer intervencdo no ovo), controle
(ovos que receberam injecdo de agua deionizada autoclavada) ou tratado (ovos que receberam
injecdo do agrotdxico). Dentre os tratados, foram analisadas diferentes concentracGes do

agrotoxico, conforme explicado abaixo.

Inicialmente, para confirmar se houve influéncia do tratamento com &gua
deionizada autoclavada (no caso dos controles), do furo na casca, ou da aplicacdo da cola
guente, foram incubados ovos sem tratamento algum (74 ovos divididos em trés réplicas), e
ovos controles (74 ovos divididos em trés réplicas), sendo utilizado um total de 148 ovos

(Tabela 1). Todos os dados foram anotados em uma planilha (Tabela 1 do Apéndice A).

Tabela 1 — Grupos experimentais utilizados para verificar a influéncia do tratamento com
agua deionizada autoclavada

N amostral de ovos nos grupos
experimentais

Réplica tratifnr:a]nto Controle Tgtil): i
1 20 20
2 32 32
3 22 22

Total 74 74 148

3.2.2 Concentracdo letal média (LCso) aguda do Rovral® e efeitos morfologicos

Os primeiros ensaios para encontrar a concentracao letal média (LCso) aguda
do Rovral® foram realizados utilizando como ponto de partida resultados preliminares obtidos
previamente por nosso grupo de pesquisa (Arcain, 2017). Estes ensaios piloto tiveram inicio
com a concentracdo de uso comumente recomendada pelo fabricante, de 1,5 uL/mL (diluido
em agua deionizada autoclavada), e testes com concentracGes crescentes indicaram uma LCso

para teste agudo do Rovral® em torno de aproximadamente 100 pL/mL, causando alteracfes
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morfolégicas nos embrifes, em sua maioria hemorragias e microftalmia, assim como alteragdes
morfométricas dos embrides tratados em relagdo aos controles, nos olhos e membros (Arcain
2017). E importante ressaltar que estes ensaios foram realizados com um néimero reduzido de

ovos, sem repeticoes.

Assim, para este trabalho, os ensaios foram iniciados utilizando-se o Rovral®
em concentragdes crescentes de 40 uL/mL, 60 pL/mL, 80 pL/mL, 100 pL/mL, 120 pL/mL,
140 pL/mL (Tabela 2 do Apéndice A). Para esta primeira analise foi observado que ndo houve
mudangas na mortalidade para as primeiras concentracoes (40 pL/mL, 60 uL/mL e 80 pL/mL),
sendo essas, entdo, descartadas das analises e os ensaios foram focados em concentracGes

maiores.

Assim, para as analises do presente estudo, foram utilizadas as seguintes
concentracdes crescentes, sempre em triplicata: 100 pL/mL, 300 pL/mL, 500 pL/mL e 750
puL/mL. Valores acima de 750 puL/mL ndo foram utilizados, pois a viscosidade do composto
quimico tornou-se um empecilho para a garantia de reprodutibilidade do experimento. Para o
tratamento foram utilizados em média 20 ovos controles e 20 ovos tratados com concentracdes
crescentes de Rovral®, em triplicata, somando aproximadamente 120 ovos para cada
tratamento, totalizando 490 ovos ao final do experimento (Tabela 2). Eventualmente, mais de
trés réplicas foram realizadas, quando se detectou problemas como, por exemplo, alteracdes no
lote de ovos, temperatura de armazenamento alterada, queda de energia, entre outros aspectos

externos. Para as andlises, essas réplicas inconsistentes foram descartadas.

Tabela 2 — Concentragdes e grupos experimentais utilizados para analise de
embriotoxicologia de Rovral®.
N amostral de ovos nas concentracdes e grupos
experimentais
100 300 500 750
Réplicas pL/mL uL/mL puL/mL puL/mL
c T C T C T C T

Total de
0VO0S

1 21 21 18 18 20 20 20 21
2 20 21 20 21 21 21 20 21
3 20 21 21 21 21 21 20 21

Total 61 63 59 60 62 62 60 63 490
puL/mL — microlitro/mililitro; R — réplica; C — controle; T — tratado.
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3.2.3 Anélises sanguineas

Para as analises de sangue, foram incubados, em triplicada, seis ovos
controles e seis ovos tratados com a LCzs encontrada (300 pL/mL), totalizando 36 ovos (Tabela
3).

Tabela 3 — Grupos experimentais utilizados para analise sanguinea de Rovral® na
concentracdo da LCps (300 pL/mL).

N amostral de ovos nos
grupos amostrais

Réplicas C T Tgt\il):e
1 6 6
2 6 6
3 6 6
Total 18 18 36

LC — concentragdo letal; pL/mL — microlitro/
mililitro; C — controle; T — tratado.

3.3 COLETA E ANALISE DOS EMBRIOES

3.3.1 Coleta e fixacdo

Apds sete dias de incubacdo, os ovos foram retirados da incubadora para
coleta. Uma hora antes da coleta, os ovos foram girados para garantir que 0s vasos sanguineos
vitelinicos se desprendessem da membrana da casca, permitindo sua abertura e visualizagdo do
embrido. Apos este tempo, os ovos foram colocados horizontalmente em um suporte, e
marcados com lapis na parte voltada para cima. Isto é feito pois o embrido possui menor
densidade que a gema e a calaza (Figura 4A), uma estrutura que constitui um eixo de rotacéo e
permite o posicionamento do embrido na parte superior da gema (Clavert, 1962), de forma que
0 embrido estaria posicionado nesta regido no momento da abertura do ovo, facilitando a coleta.

Dentro da capela de exaustdo de gases, cada ovo foi recoberto na regido da
marcagdo com lapis por uma fita adesiva. Com o auxilio de uma tesoura de ponta fina, foi
realizado um furo na camara de ar e, com uma seringa, foram retirados em média 5 mL de
albumen (Figura 4B). Posteriormente, foi aberta uma janela na porcéo recoberta pela fita

adesiva com auxilio de uma tesoura de ponta fina (Figura 4C), sendo possivel a observacéo do
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embrido (Korn & Cramer, 2007). A fita adesiva impede que a casca se rache durante o
procedimento. Todos os dados sobre a coleta foram anotados em uma planilha (Tabela 1 do

Apéndice A).

N < - //
v
Figura 4 — Manipulacdo dos ovos para coleta. A — desenho esquematico de um ovo de galinha. As setas vermelhas
indicam a calaza; B — retirada de albumina com auxilio de seringa; C — janela para observar o embrido. Fontes:

Adrieli Barboza de Souza, 2019; VectorStock, 2020.

3.3.1.1 Mortalidade
Apds a abertura do ovo, a situacdo do embrido foi analisada e classificada

dentro de uma das seguintes categorias:
Ovo ndo galado/fertilizado (Figura 5A), com blastodisco denso

[ ]
aparentando uma mancha branca de 2-3 milimetros (mm) de diametro, de bordas irregulares e

presenca de bolhas (Ross, 2017);
e Presenca do embrido vivo (Figura 5B), com veias vitelinicas bem
desenvolvidas e batimentos cardiacos visiveis;
Presenca de embrido morto (Figura 5C-D), com veias vitelinicas pouco

[ ]
ou nada desenvolvidas e sem batimentos cardiacos;
Presenca de sangue apenas e auséncia de embrido, considerado como um

[ ]
Ovo indefinido (Figura 5F), onde néo foi possivel detectar a presenca de

embrido morto (Figura 5E);

[ ]
embrido (vivo ou morto), porém o ovo aparentava estar fertilizado, conforme descrito no guia

Ovo estragado (Figura 5G), com aparéncia anormal da clara e da gema,

de Ross (2017);
[ ]
como mescla entre ambas, regides mais brancas com a presenca de manchas escuras verdes ou

marrons e cheiro patrido.
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A situacdo indefinida entrou como categoria pois Sd0 Ov0os em que 0S
embribes morreram muito precocemente (Ross, 2017), possivelmente por ndo terem
conseguido retomar o desenvolvimento apds incubacao. No entanto, ndo foi possivel definir se
a morte desses embrides foi ocasionada antes ou depois da aplicagdo do fungicida.

Figura 5 — Andlise de mortalidade dos embrides. A — ovo ndo galado/fertilizado com blastodisco. A seta vermelha
indica o blastodisco; B — embrido vivo no estagio de desenvolvimento esperado (aproximadamente HH33); C —
embrido morto. A seta vermelha indica o embrido; D — embrido morto; E — presenga somente de sangue, indicando
embrido morto; F — indefinido com membrana esbranquicada; G — ovos estragados. Fontes: Neto Ferreira, 2015;
Beatriz M. S. Arcain, 2019; The Happy Chicken Coop, 2019.
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3.3.1.2 Malformacdes

Com auxilio de colher, pingas histologicas e tesoura de ponta fina, 0s
embrides foram passados para uma placa de Petri contendo tampéo fosfato-salino (PBS pH 7,4)
1x (Sambrook et al., 1989; Sigma-Aldrich, 2020) para limpeza inicial, retirando as membranas
embrionarias. O embrido foi colocado em outra placa de Petri contendo PBS 1x e levado ao
microscopio estereomicroscopio Leica EZ4 HD, onde foram retiradas todas as membranas
extraembriondrias restantes e observadas quaisquer malformagdes externas do embrido, tendo
como base um embrido saudavel nos estagios esperados de desenvolvimento (HH31-33, de
acordo com Hamburger & Hamilton, 1951) (Figura 6). Durante as analises morfologicas, as
malformacdes foram classificadas e anotadas em um formulario (Anexo B) nas seguintes
categorias: (I) cefélicas, considerando alteracdes morfolégicas do bico, cranio e encéfalo; (I1)
tronco, considerando alteragdes morfoldgicas dos érgdos abdominais/torécicos, disposicéo dos
membros e alteracbes na estrutura do corpo; (I11) membros, considerando alteracbes nos
membros superiores e inferiores e digitos; (IV) caudal, considerando alteracdes na regido
posterior do embrido; (V) olhos, considerando alteracGes no diametro ocular, pigmentacdo da
iris e campo ocular; e/ou (V1) hemorragica, considerando presenca de sangue extravasado para

os tecidos do corpo.

Figura 6 — Embrido saudavel em estagio HH32. Fonte: Beatriz M. S. Arcain, 2019.

3.3.1.3 Estadiamento e pesagem

No momento da coleta, os estagios dos embrides foram estabelecidos
conforme estipulado por Hamburger & Hamilton (1951). Adicionalmente, os embrides foram
colocados em uma placa de Petri menor, tarada anteriormente em uma balanga analitica Even

FA2204B, onde foram pesados. Por fim, os embrides foram colocados em um tubo Falcon
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contendo Carnoy para imediata fixagdo (Stanic et al., 2016). Os tubos foram etiquetados de
acordo com o tipo de tratamento (controles, tratados com concentracdes e réplicas) e data de
coleta, e armazenados em geladeira (4°C) para posterior analise morfologica e morfométrica
dos embrides em lupa. As cascas dos ovos foram descartadas em lixo comum, enquanto o

constituinte do ovo (gema e clara) foi colocado em um galdo para descarte apropriado.

3.4 ANALISES MORFOLOGICA E MORFOMETRICA

Em um recipiente transparente, uma cama de parafina preta com 3 a 4
saliéncias de tamanhos diferentes foi confeccionada (Figura 7A). Cada embri&o foi retirado do
tubo Falcon com Carnoy e passado a uma placa de Petri com PBS 1x para limpeza. O embrido
foi entdo alocado no recipiente contendo parafina preta, completamente submerso em PBS 1x.
Para a captura de imagens e analise de morfologia e morfometria, foi utilizada uma lupa Zeiss

SteREO de série Discovery.VV12, com aumento de imagem de 8x.

Para as analises morfométricas, imagens do embrido foram capturadas com
um software de imagem digital (AxioVision SE64) e os embrides classificados como vivos
foram analisados para as seguintes medidas: membro superior (do ombro até digitos), membro
inferior (da coxa até digitos), tronco (do ombro até a curva da cauda), cabeca (do encéfalo até
0 bico) e diametro dos olhos (globo ocular visivel), tanto do lado esquerdo como do lado direito
(Figura 7B) (Chaudhary et al., 2017).

Figura 7 — Procedimentos de car;t'ura de imagens para analises morfoldgica e morfométrica. A — cama de parafina;
B — medidas dos embrides; Ca — cabeca; O — olho; MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr — tronco.
Fontes: Amanda Kawka Fischer, 2019; Beatriz M. S. Arcain, 2019.
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3.5 ANALISES SANGUINEAS

Para as andlises de sangue, a LCys foi utilizada por resultar em menor
mortalidade comparada com a LCso e possuir efeitos toxicoldgicos subletais (Mosleh et al.,
2003), possibilitando trabalhar com um nimero amostral reduzido. Para incubagdo e coleta
foram utilizadas as mesmas metodologias descritas nos itens anteriores deste capitulo. No
momento da quebra do ovo foi realizada a coleta de sangue com auxilio de pipetas Pasteur de
vidro. Previamente, as pontas de pipetas Pasteur de vidro foram aquecidas em um bico de
Bunsen e afinadas com auxilio de uma pinca, tendo sua extremidade cortada com uma tesoura
de ponta fina (Figura 8A). Cada embrido foi coletado, secado rapidamente com papel toalha e
deixado na placa de Petri por um minuto para que o sangue acumulasse em sua volta. Com o
auxilio das pipetas previamente preparadas e tetinas de borracha, o sangue foi coletado (Figura
8B). As pipetas utilizadas foram descartadas apropriadamente apds cada coleta. Os embriGes

foram fixados conforme descrito nos itens anteriores.

Para a anélise de glicose, uma gota de sangue coletada de cada embrido foi
imediatamente colocada em uma tira de teste e a concentracédo de glicose no sangue foi medida

através de um glicosimetro da marca Accu-Chek® Active (Figura 8C).

Para as andlises nucleares dos eritrocitos, uma gota de sangue foi
imediatamente distendida em lamina histoldgica pela técnica de esfregaco sanguineo (Figura
8D), tendo sido preparadas trés laminas para cada embrido. Apds a secagem de trés horas, as
laminas foram fixadas em etanol por 30 minutos, seguido de secagem ao ar por trés horas. As
laminas foram coradas com Giemsa 5% (diluido em tampéo fosfato pH 6,8) por 10 minutos

(Figura 8E), lavadas em &gua corrente e, em seguida, secas ao ar, em temperatura ambiente.
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Figura 8 — Analises sanguineas. A — ponta da pipeta Pasteur de vidro; B — coleta de sangue; C — sangue colocado
na tira de teste do glicosimetro; D — esfregaco de sangue na lamina histoldgica; E —laminas coradas com Giemsa.

Fonte: Beatriz M. S. Arcain, 2020.

Com aumento de 1000x em um microscopio Zeiss Axio Lab.Al, foram
analisadas 1000 células por 1dmina, contabilizando a presenca de micronucleos e anormalidades
nos eritrocitos (Bruns & Ingram, 1973; Conceicdo & Protti, 2012), tendo como base um

eritrocito saudavel (Figura 9A).

Os micronucleos (Figura 9B) foram identificados seguindo o critério proposto
por Fenech et al. (2003) e Freita et al. (2014), sendo considerados como micronucleos particulas

que:

e Nao excedessem até 1/3 do diametro total do nucleo principal;

e N&o possuissem conexdo com o0 nucleo e que permanecessem no
citoplasma;

e Apresentassem formas arredondadas com bordas distinguiveis;

e Apresentassem mesma intensidade de coloracéo e refringéncia do nucleo

principal.
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A analise das anormalidades nos nucleos dos eritrécitos foi feita de acordo
com Carrasco et al. (1990), sendo contabilizadas as seguintes modificacoes:

e Binucleado (Figura 9xC): uma unica célula apresentando dois ndcleos
em seu citoplasma;

e Bud (Figura 9D): pequenas ou grandes evaginacdes de eucromatina
formando brotos, que, apesar de se parecerem com microndcleos, permanecem presos aos
nucleos (Serrano-Garcia & Montero-Montoya, 2001);

e Lobado (Figura 9E): anormalidade do nlcleo caracterizada por projecoes
da membrana nuclear de diferentes tamanhos, formando lobos;

e Bilobado (Figura 9F): anormalidade do nlcleo caracterizada pela
projecdo da membrana nuclear formando um lobo, conferindo ao ndcleo a aparéncia de uma
ampulheta;

e Notched (Figura 9G): uma pequena invaginacdo na parede do nucleo, em
forma de fenda, que se estende para dentro do nucleo. A fenda é delimitada pelo envelope

nuclear e ndo possui material genético.

Células que ndo apresentaram coloragdo no nucleo (Figura 9H), células com
nacleo muito claro (Figura 91), células de defesa (Figura 9J) que apresentaram um ndcleo maior
comparado ao nucleo do eritrocito e células com citoplasma (Figura 9K) ou nucleo danificado

(Figura 9L) n&o foram consideradas na contagem.



49

Spm S pm Spm

Figura 9 — Anélises de anormalidades nucleares. A — heméacia normal; B — micronucleo; C — hemécia binucleada.
D - bud; E - lobada; F — bilobada; G — notched; H — coloragdo incorreta; | — célula com ntcleo claro; J — célula
de defesa; K — citoplasma danificado; L — nicleo danificado. Fontes: Harabawy & Mosleh, 2014; Beatriz M. S.

Arcain, 2020.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tabelados e tratados. As variaveis de mortalidade e
presenca de malformacdes foram transformadas em porcentagem. A presencga de malformagdes
foi contabilizada apenas nos embriBes vivos. As variaveis de peso (em grama), estadiamento
(em HH), medidas do corpo (em mm), assimetria bilateral (em mdédulo), glicemia (em mg/dL)
e namero de micronucleos e de aberraces nucleares (nimeros absolutos) foram transformadas
em média, levando em conta apenas os dados dos embrides vivos. Ovos inférteis, ovos
estragados e aqueles onde ndo foi possivel detectar a presenca de embrido (vivo ou morto),

considerados como indefinidos, foram descartados das analises.

Para a verificagcdo da LCso, através do programa Excel, um gréafico linear com
equacdo da reta foi confeccionado a partir dos dados obtidos com o0s experimentos,
possibilitando a estimativa da LCsop. No mesmo programa, o R? também chamado de
coeficiente de determinacdo, foi utilizado para auxiliar na confeccdo dos graficos. Este
coeficiente € uma medida de ajuste que avalia quanto 0 modelo analisado é capaz de explicar
os dados coletados. Ele € calculado pela razéo entre a variacdo explicada e a variagdo total,

variando de 0 (pouco ajustado) a 1 (bem ajustado).

Para as andlises seguintes, os fatores fixos foram os tratamentos (controle ou
tratado) e as concentracdes do Rovral® (100 pL/mL, 300 pL/mL, 500 pL/mL e 750 pL/mL,

em triplicata).

Para testar se o tratamento com Rovral® apresentou diferencas significativas
com seu respectivo controle, e também entre controle e ovos sem tratamento, as médias de cada
tratamento e respectivas réplicas foram obtidas. Inicialmente, foi testada a normalidade dos
dados através do teste de Shapiro-Wilk e, caso constatada a normalidade, foi realizado o teste t
pareado. Em caso negativo mesmo apos transformacdo dos dados (em raiz quadrada), foi
aplicado o teste de Wilcoxon.

Em seguida, para verificar se as diferentes concentragdes resultaram em
efeitos com diferencas significativas entre si, as medias de cada tratamento e respectivas
réplicas foram subtraidas das médias dos seus respectivos controles, uma vez que cada
experimento foi realizado com seu proprio controle, para auxiliar na redugdo do acaso do
experimento. Os valores em que a média dos controles foi maior que a média dos tratados

resultaram em ndmeros negativos, e, entdo, para que as analises estatisticas ndo gerassem erro,
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foi somado o valor de 10 (ou 15 para as anormalidades dos eritrocitos) em cada média. Os
valores das diferencas das médias em cada réplica foram entdo utilizados para as analises
estatisticas. Para cada analise, inicialmente foram realizados testes de normalidade de Shapiro-
Wilk e teste de Levene, para testar homocedasticidade (homogeneidade das variancias). A
verificacdo da homogeneidade das variancias é necessaria para que a Analise de Variancia
(ANOVA) tenha validade. Para dados que apresentaram normalidade e homocedasticidade, foi
utilizado o teste de ANOVA One Way seguido de teste a posteriori de Tukey, caso o primeiro
fosse significativo. Para analises com auséncia de normalidade e/ou homocedasticidade, 0s
dados foram transformados aplicando-se a raiz quadrada em todos os valores, seguido de novos
testes de normalidade e homocedasticidade. Em caso de permanéncia de significancia, realizou-

se 0 teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com posteriori de Dunn.
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4 RESULTADOS

4.1 CONTROLE X SEM TRATAMENTO

Para verificar se 0 uso de agua deionizada autoclavada, injecao e uso da cola
quente ndo causaria impacto sobre o desenvolvimento embrionério, foi realizado um ensaio,

com trés réplicas, de injecdo de agua (controle) ou nenhuma intervencédo (sem tratamento).

Para as andlises de mortalidade e malformacdes foram considerados apenas
0s embrides vivos e mortos, tendo sido coletados no total 69 embrides sem tratamento e 71
embrides controles. As porcentagens de mortalidade podem ser observadas na Tabela 4 (dados
brutos encontram-se nas Tabelas 3-4 do Apéndice A). Ao analisar os dados, foi verificado que

ndo houve diferenca estatistica para a mortalidade entre os dois grupos (Figura 10A).

Tabela 4 — Mortalidade bruta, N amostral e percentual da mortalidade segundo os diferentes
tratamentos e réplicas.

Sem tratamento Controle
Réplica Mortalidade N % de Mortalidade N % de
bruta amostral mortalidade bruta amostral mortalidade
1 0 20 0,00 1 19 5,26
2 1 27 3,70 2 32 6,25
3 1 22 4,55 3 20 15,00

Malformacgdes foram encontradas somente nos embrides vivos. As
malformagdes ocorreram no olho e encéfalo em um embrido sem tratamento e microftalmia,
hemorragia e encéfalo malformado em dois embrides controles (Tabela 5 do Apéndice A). As
porcentagens de malformacdes podem ser observadas na Tabela 5. Apds realizacdo o teste
estatistico, foi constatado que ndo houve diferenca estatistica para a presenca de malformacéo

entre ambos grupos (Figura 10B).

Tabela 5 — Malformacao bruta, N amostral e percentual da malformacéo segundo os
diferentes tratamentos e réplicas.

Sem tratamento Controle
Réplica Malformagao N % de ) Malformagao N % de )
bruta amostral malformacéo bruta amostral malformacéo
1 0 20 0,00 2 19 10,53
2 1 27 3,70 0 32 0,00
3 0 22 0,00 0 20 0,00
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Figura 10 — Comparacéo entre ovos sem tratamento e ovos controle, apresentado em percentual e desvio padréo
segundo os diferentes tratamentos. A — mortalidade (t pareado: p = 0,1195); B — malformacdes (Wilcoxon: p =
0,6547); as colunas com as mesmas letras do alfabeto nio diferem significativamente entre si (p > 0,05).

Assim, concluiu-se que ndo houve alteragcdes no grupo controle resultantes da
injecdo aguda com &gua, sendo esta metodologia utilizada como controle para 0s préximos

experimentos.

4.2 TRATAMENTO AGUDO

4.2.1 Encontrando a LCsg

Inicialmente, foi realizada analise para identificar se houve diferenca na
porcentagem de ovos inférteis, indefinidos e estragados entre os grupos controle e tratado
(Tabela 14 do Apéndice A). Foi observado que ndo houve diferenca estatistica dos tratamentos
com relacdo aos seus respectivos controles (Grafico 1 do Apéndice B). Assim, 0s ovos inférteis,
estragados e indefinidos foram desconsiderados das analises, sendo utilizados apenas 0s

embrides vivos e mortos para as analises a seguir.

Os dados de mortalidade para as trés réplicas das quatro concentragoes
analisadas podem ser observados na Tabela 6 (dados brutos encontram-se nas Tabelas 6-13 do

Apéndice A). Foi constatado que houve diferenca significativa para todos 0s tratamentos com
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relacdo a seus respectivos controles, indicando que os tratamentos afetaram a taxa de
mortalidade, conforme pode ser observado na Figura 11A.

Tabela 6 — Mortalidade bruta, N amostral e percentual da mortalidade segundo as diferentes
concentracdes, tratamentos e réplicas.

Controle Tratado
Concentragdo Mortalidade N % de Mortalidade N % de
(UL/mL)Rreplica bruta amostral mortalidade bruta amostral mortalidade
100r1 2 20 10,00 4 18 22,22
100r2 1 17 5,88 3 14 21,43
100r3 2 19 10,53 4 20 20,00
300r1 1 17 5,88 5 17 29,41
300r2 1 20 5,00 4 16 25,00
300r3 0 20 0,00 6 20 30,00
500r1 1 16 6,25 8 18 44,44
500r2 1 19 5,26 8 19 42,11
500r3 3 20 15,00 10 21 47,62
750r1 0 14 0,00 3 12 25,00
750r2 2 19 10,53 5 16 31,25
750r3 3 18 16,67 8 21 38,10

pL/mL — microlitro/mililitro; R — réplica.

Para analisar se houve diferenca para mortalidade entre as concentrages, foi
calculada a diferenca entre as porcentagens de controle e tratado (média do tratado — média do
controle), para cada concentracdo e cada réplica (Tabela 15 do Apéndice A). Apos anélise
estatistica dos dados, foi constatado que as concentracbes apresentaram diferencas
significativas entre si. Ao utilizar o teste a posteriori, foi possivel determinar que o tratamento
com 100 pL/mL diferiu de todas as demais concentracgdes (p = 0,0120; 0,0001; e 0,0329 para
300uL/mL, 500 pL/mL e 750 pL/mL, respectivamente), o tratamento com 300 pL/mL diferiu
do grupo tratado com 500 pL/mL (p = 0,0168) mas foi semelhante ao de 750 pL/mL (p =
0,8757), e o tratamento de 500 uL/mL diferiu de 750 pL/mL (p = 0,0063). Portanto, podemos
afirmar que todos os grupos de tratamentos diferiram estatisticamente entre si, excetuando-se
aqueles com as concentragdes 300 pL/mL e 750 pL/mL, conforme pode ser observado na
Figura 11B.
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Figura 11 — Andlise de mortalidade, em percentual e desvio padrdo. A — segundo as diferentes concentragdes e
tratamentos (t pareado: p = 2,1982°%); B — segundo as diferentes concentraces (Kruskal-Wallis: p = 0,0002);
pL/mL — microlitro/mililitro; * — diferenca estatistica (p < 0,05); as colunas com as mesmas letras do alfabeto nao
diferem significativamente entre si (p > 0,05).

A partir dos dados de mortalidade da Tabela 6, foi confeccionado um grafico
estimando a LCso (Figura 12A). Inicialmente, quando foram consideradas as quatro
concentragOes testadas, o gréafico apresentou uma tendéncia crescente de mortalidade e, ao
chegar na concentracdo de 750 pL/mL, a mortalidade diminuiu. O valor de R2 do gréfico
confeccionado incluindo a concentracdo 750 uL/mL foi baixo (0,2286). Considerando os
valores obtidos, 0 modelo explica 22% da variagdo, portanto, 0 R? demonstrou que quando a
concentracdo de 750 pL/mL estd incluida, os dados ndo estdo bem descritos. Assim, a
concentracdo de 750 puL/mL foi considerada como um outlier, tendendo a reta para um valor

anormal, e foi retirada das analises.

Apos a retirada do outlier, um novo grafico foi confeccionado (Figura 12B).
Utilizando apenas as trés concentracgdes iniciais, o valor de R2 foi alto (0,9046), representando
um bom ajuste que explica 90% das variaveis. Com a equacéo da reta do grafico, o eixo y foi
substituido por 50% (representando 50% de mortalidade) e foi obtido o valor de 738 puL/mL
para o eixo x (representando as concentragfes). Assim, o valor estimado da LCso a partir dos

resultados da equacdo da reta foi de 738 puL/mL.
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Figura 12 — Equacéo da reta representando as taxas de mortalidade nas diferentes concentraces de Rovral®. A —
incluindo a concentracdo de 750 pL/mL; B - excluindo a concentragdo de 750 pL/mL; pL/mL -
microlitro/mililitro; R? - coeficiente de determinagé&o.

4.2.2 Andlise morfologica

4.2.2.1 Analise de malformacdes

Durante a coleta, foram observadas malformac6es em estruturas do encéfalo,
olhos, bico, membros inferiores, cauda, érgéos e tronco. Todas as malformacdes encontradas

em embrides vivos e mortos podem ser visualizadas nas Tabelas 16-19 do Apéndice A.

A Figura 13 traz resumidamente a incidéncia dos tipos de malformacdes
segundo as concentragdes e tratamentos. Alguns embrides apresentaram mais de um tipo de
malformacdo. A Figura 14 ilustra alguns tipos de malformacGes encontradas nos embrides
tratados.
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Figura 13 — Tipos de malformac6es em embrides vivos nas diferentes concentracdes e respectivos controles. A -
100 pL/mL; B - 300 pL/mL; C - 500 pL/mL; D - 750 pL/mL.
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Figura 14 — Exemplos de malformacdes encontradas nos embrides tratados. A-C — embrides vivos; D-H —
embrides mortos; A — cauda atrofiada; B — encéfalo amassado e sem fechamento cranial correto; C — 6rgaos
protuberantes; D — regido cranial incompleta e tronco torcionado; E — hemorragia por todo o corpo (principalmente
do lado esquerdo), cabeca e 6rgdos e microftalmia (lado direito); F — microftalmia (olho direito) e hemorragia por
todo o corpo (principalmente do lado esquerdo), cabeca e drgdos; G — hemorragia por todo o corpo e 6rgaos
aparentemente protuberantes; H — microftalmia (lado esquerdo) e hemorragia por todo o corpo, cabeca e 6rgaos;
Esq — lado esquerdo do embrido; Dir — lado direito do embrido. Fonte: Beatriz M. S. Arcain, 2019.
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Figura 14 — Exemplos de malformagdes encontradas nos embrides tratados. 1-K — embrifes mortos; | —
microftalmia (lado direito), hemorragia pelo corpo e 6rgaos; J — regido cefalica incompleta, tronco deformado e
anaftalmia (ocasionada pela auséncia de cabeca); K — auséncia de mandibula e cérebro, assim como anaftalmia;
Dir — lado direito do embrido; Esq — lado esquerdo do embrido. Fonte: Beatriz M. S. Arcain, 2019.

Para a analise estatistica das malformacGes, foi seguido o mesmo
procedimento relatado para mortalidade, utilizando a incidéncia de embrifes vivos que
apresentaram algum tipo de malformagéo. Inicialmente, foi calculada a porcentagem de
malformac0des para cada grupo (Tabela 7) e analisado se os tratamentos apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos seus respectivos controles. Foi constatado que ndo houve
diferenga significativa, indicando que os tratamentos ndo afetaram a taxa de malformagéo em

embrides vivos, conforme pode ser observado na Figura 15A.
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Tabela 7 — Malformacéo bruta, N amostral e percentual da malformacéo segundo as
diferentes concentracdes, tratamentos e réplicas.

Controle Tratado
Concentracdo Malformacgao N % de Malformacao N % de
(UL/mL)replica bruta amostral malformacéo bruta amostral malformacéo
100r1 0 18 0,00 0 14 0,00
100r2 1 16 6,25 0 11 0,00
100rs 1 17 5,88 0 16 0,00
300r1 2 16 12,50 0 12 0,00
300r2 0 19 0,00 1 12 8,33
300r3 1 20 5,00 1 14 7,14
500r1 0 15 0,00 0 10 0,00
500r2 0 18 0,00 0 11 0,00
500r3 0 17 0,00 4 11 36,36
750R1 0 14 0,00 1 9 11,11
750r2 0 17 0,00 0 11 0,00
750R3 0 15 0,00 0 13 0,00

pL/mL — microlitro/mililitro; R — réplica.

Para analisar se houve diferenca para incidéncia de malformacdes dos
embrides vivos entre as concentragdes, foi calculada a diferenca entre as quantidades de
malformacdes do controle e tratado (média do tratado — média do controle), para cada
concentracdo e cada réplica (Tabela 20 do Apéndice A). Os nUmeros negativos representam
uma diferenga onde a porcentagem do controle foi maior que a do tratado. A andlise estatistica
nédo foi significativa, indicando que ndo houve diferenca na porcentagem de malformagdes

encontradas entre as diferentes concentracdes (Figura 15B).
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Figura 15 - Andlise de malformacdo, em percentual e desvio padrdo. A - segundo as diferentes concentragdes e
tratamentos (Wilcoxon: p =0,6120); B - segundo as diferentes concentraces (Kruskal-Wallis: p = 0,4081); pL/mL
— microlitro/mililitro; * — diferenca estatistica (p < 0,05); as colunas com as mesmas letras do alfabeto ndo diferem
significativamente entre si (p > 0,05).

4.2.2.2 Analise dos estagios de desenvolvimento e peso dos embrides vivos

Ainda no momento da coleta, os embribes foram pesados e estadiados,
seguindo a bibliografia de Hamburger & Hamilton (1951). Todos os estagios encontrados

podem ser visualizados nas Tabelas 6-13 do Apéndice A.

Os embrides mortos que puderam ser analisados (n = 40) se desenvolveram
entre os estagios HH13 e HH33, correspondendo a um periodo de 48-52 horas a sete dias e
meio de desenvolvimento (Tabela 21 do Apéndice A). Entretanto, devido a dificuldade de
estadiar embrides mortos, apenas os embrides vivos (n = 346) foram utilizados para as analises
estatisticas. Estes se apresentaram entre os estagios HH24 e HH35, correspondendo ao periodo

de quatro a nove dias de desenvolvimento (Tabela 22 do Apéndice A).

As médias dos estagios dos embrides vivos em cada tratamento e respectivas
réplicas podem ser visualizada na Tabela 8. A andlise estatistica demonstrou que as diferencas
ndo foram significativas entre os tratamentos e seus respectivos controles (Figura 16A), e nem
entre as concentragdes (Figura 16B) (dados da subtracdo das médias dos tratados pelos
controles encontram-se na Tabela 23 do Apéndice A), indicando que os embrides vivos
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conseguiram se desenvolver de forma semelhante aos controles e entre as concentragdes, no

que diz respeito aos estadios do desenvolvimento.

Tabela 8 — Média dos estagios (HH) dos embrides vivos segundo as diferentes concentragdes,
tratamentos e respectivas réplicas.

&gﬁﬁgﬁii Controle | Tratado
100r1 32,72 32,07
100r2 31,56 31,45
100r3 31,24 31,50
300r1 31,63 31,17
300r2 32,53 32,08
300r3 32,35 32,71
500r1 31,87 32,10
500r2 32,47 32,21
500r3 32,00 32,27
750R1 32,43 30,78
750r2 32,35 32,18
750r3 31,73 31,31

HH — Hamburger & Hamilton (1951); uL/mL
— microlitro/mililitro; R — réplica.

De forma semelhante, a analise dos dados demonstrou que ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos e seus respectivos controles (Figura 17A) e entre as
diferentes concentracdes para 0s pesos dos embrides vivos (Figura 17B), demonstrando que 0s
embrides vivos conseguiram se desenvolver de forma semelhante aos controles e entre as
concentracgdes, no que diz respeito ao peso total do embrido. Todos os pesos encontrados podem
ser visualizados nas Tabelas 6-13 do Apéndice A. A tabela contendo a diferenca entre as médias
dos tratados em relacdo aos seus respectivos controles pode ser visualizada na Tabela 24 do
Apéndice A e todas as médias de cada tratamento e respectivas réplicas podem ser visualizadas
na Tabela 9.
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Figura 16 - Média e desvio padréo das diferencas dos estagios (HH) dos embrides vivos. A —segundo as diferentes
concentrages e tratamentos (t pareado: p = 0,1411); B - segundo as diferentes concentra¢Ges (Kruskal-Wallis: p
=0,536); HH — Hamburger & Hamilton (1951); pL/mL — microlitro/mililitro; * — diferenca estatistica (p < 0,05);
as colunas com as mesmas letras do alfabeto ndo diferem significativamente entre si (p > 0,05).

30

Tabela 9 — Média dos pesos (em gramas) dos embrides vivos segundo as diferentes
concentraces, tratamentos e respectivas replicas.

Concentracao
(ML/mL)Réplica
100r1 1,1467 | 1,0358
100r2 0,9130 | 0,9392
100rs 0,9431 | 0,9317
300r1 0,9869 | 0,9166
300r2 1,0805 | 1,0366
300rs 1,0195 | 1,1085
500r1 0,9761 | 1,0077
500r2 0,9798 | 0,9177
500rs 0,9649 | 1,0438
750R1 1,0588 | 0,8147
750Rr2 1,0337 | 1,0455

750R3 0,9730 | 0,9000
pL/mL — microlitro/mililitro; R — réplica.

Controle | Tratado
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Figura 17 — Média e desvio padrdo dos pesos (em gramas) dos embribes vivos. A — segundo as diferentes
concentragdes e tratamentos (t pareado: p = 0,2579); B — segundo as diferentes concentragdes (ANOVA One Way:
p =0,4824); g — grama; pL/mL — microlitro/mililitro; * — diferenca estatistica (p < 0,05); as colunas com as mesmas
letras do alfabeto ndo diferem significativamente entre si (p > 0,05).

4.2.3 Andlise morfométrica dos embrides vivos

Os embrides vivos (n = 346) foram fixados e armazenados para as analises de
morfometria. Foram capturadas, na lupa, imagens de ambos os lados (direito e esquerdo), sendo
avaliados os parametros descritos na sessdo 3.4 de Materiais de Métodos. Todas as medidas
encontradas podem ser visualizadas nas Tabelas 25-32 do Apéndice A.

4.2.3.1 Anélise das medidas dos embrides

Para as medidas do lado direito e esquerdo, tabelas com as médias de cada
medida de ambos os lados dos embrides vivos foram confeccionadas (Tabelas 10-11).
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Tabela 10 — Médias das medidas (mm) do lado esquerdo dos embrides vivos segundo as
diferentes concentracdes, tratamentos e respectivas réplicas.

Medidas (mm) do lado esquerdo nos tratamentos

Cabeca Olho ';/llj(:)r:r?;? '\i/ln?‘(re?ibc;? Tronco

Concentracgéo

% /mL)Réfmca c T |c T | cCc T C T | C T
100r1 10,95 10,78 | 468 461 | 6,68 6,35 | 985 9,64 |10,07 9,85
100r2 9,72 959 | 438 423 | 59 597 | 837 8,05 | 950 8,64
100rs3 10,48 10,43 | 461 456 | 589 6,03 | 823 851 | 9,11 9,52
300R1 10,57 10,64 | 459 446 | 6,68 6,73 | 944 9,29 | 963 9,84
300r2 10,02 982 (435 419 | 6,0 587 | 836 7,80 | 923 910
300r3 10,58 10,31 | 464 448 | 6,62 6,75 | 9,70 9,89 | 9,44 9,26
500r1 10,34 896 | 440 397 | 6,49 558 | 882 793 | 952 8,37
500r2 9,86 10,19| 4,19 435 | 6,13 6,24 | 849 921 | 882 9,89
500rs3 10,10 10,33 | 424 431 | 6,18 6,82 | 893 10,00 | 9,31 9,53
750R1 9,80 920 | 421 420 | 6,18 6,02 | 901 925 | 922 9,02
750r2 963 9,75 | 418 424 | 588 561 | 865 8,21 | 895 9,19
750r3 981 887|426 374|626 503 | 925 7,31 | 891 857

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; T — tratado; R — réplica.

Tabela 11 — Médias das medidas (mm) do lado direito dos embribes vivos segundo as
diferentes concentracdes, tratamentos e respectivas réplicas.

Medidas (mm) do lado direito nos tratamentos

Cabeca Olho ';ﬂ;?ﬁ;? I\i/ln?‘?ribgf Tronco

Concentracdo

G /mL)Ré(;Iica T|c T| cC T C T |c T
100r1 10,83 10,86 | 4,83 4,63 | 6,80 6,30 | 9,39 9,42 [10,10 9,69
100r2 9,85 959 | 431 428 | 598 597 | 895 8,18 | 9,44 8,79
100r3 10,48 10,34 | 4,48 452 | 599 6,04 | 835 8,90 | 9,06 9,48
300r1 10,66 10,62 | 450 459 | 661 6,68 | 9,30 9,39 | 958 10,05
300r2 10,04 9,80 | 438 4,20 | 6,13 569 | 797 791 | 918 9,01
300r3 10,54 10,31| 468 461 | 6,70 6,75 | 961 9,77 | 951 9,40
500r1 10,26 891 | 456 4,03 | 648 563 | 938 753 | 950 8,25
500r2 983 10,05| 434 4,16 | 6,08 6,16 | 862 9,36 | 891 9,35
500r3 10,12 10,35| 4,43 4,43 | 6,41 654 | 854 9,67 | 9,23 9,57
750r1 988 926 | 435 439 | 6,32 6,11 | 9,27 9,02 | 9,23 8,98
750r2 960 9,70 | 416 427 | 576 557 | 846 8,19 | 8,72 8,98
750r3 980 883|446 391 | 630 521 | 938 7,34 |888 843

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; T — tratado; R — réplica.
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Apos andlise estatistica, foi verificado ndo haver diferenca significativa entre
tratamentos e controles para todas as medidas (Figura 18A-E; anlises estatisticas na Tabela 33
do Apéndice A), apesar de quase sempre as médias dos embrides tratados serem menores que
os controles. De forma esperada, ndo houve alteracGes entre as concentracfes (Figura 18F-J;
andlises estatisticas na Tabela 35 do Apéndice A e subtracdo entre a média dos tratados pelos
seus respectivos controles descritos na Tabela 34 do Apéndice A). A partir desses dados,
concluiu-se que os embrides vivos tratados com diferentes concentracdes de Rovral® se
desenvolveram de forma semelhante entre as concentragdes, no que diz respeito ao tamanho

das estruturas externas do corpo.
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Figura 18 - Média e desvio padrdo das medidas dos lados esquerdo e direito dos embribes vivos. A-E — segundo
as diferentes concentragdes e tratamentos (testes estatisticos na Tabela 33 do Apéndice A); F-J - segundo as
diferentes concentracGes (testes estatisticos na Tabela 35 do Apéndice A); eixo y — medida (mm); eixo x —
concentracdo (ML/mL). A-F — cabeca; B-G — olhos; C-H — membros superiores; D-1 — membros inferiores; E-J —
tronco; * — diferenga estatistica (p < 0,05); as colunas com as mesmas letras do alfabeto ndo diferem
significativamente entre si (p > 0,05).
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4.2.3.2 Analise da assimetria entre lados direito e esquerdo dos embrides vivos

Dando seguimento, foi verificado se os tratamentos com Rovral® resultaram
em assimetria das estruturas bilaterais dos embrides vivos. Para isso, foram utilizadas as
medidas citadas nas Tabelas 25-32 do Apéndice A, e foi calculada a diferenca entre lado direito
e esquerdo para cada uma das medidas, de cada concentragdo e cada tratamento, sendo esses
dados expressos em modulo, ou seja, sem sinal de negativo ou positivo, uma vez que foi

considerada apenas a diferenca entre os lados (Tabela 36-43 do Apéndice A).

Posteriormente, foram calculadas as médias de cada réplica e tratamento

(Tabela 12) para cada concentracéo.

Tabela 12 — Médias das assimetrias (mm) entre os lados esquerdo e direito dos embrides
vivos nas diferentes concentracoes, tratamentos e respectivas réplicas.

Assimetrias (mm)

Cabeca Olho Memt_)ro l\_/Iem_bro Tronco
superior inferior

Concentracéo
(ML/mL)Réplica
100r1 0,3 043 (031 0,20 | 0553 046 | 068 049 |031 0,37
100g> 0,31 0,16 | 032 030|036 037 | 065 066 041 0,61
100r3 0,27 021|043 037|033 039 | 045 055|067 034
300r1 021 015|036 031|033 032|051 056 |045 0,46
300r? 0,07 016 [ 024 025|033 0,29 | 063 048 | 0,39 0,38
300r3 0,28 0,18 (0,29 036 | 039 034 | 068 0,69 | 040 0,55
500r1 0,19 0,19 (0,28 0,22 | 043 0,36 | 0,84 050 | 0,60 0,54
500r2 0,11 0,19 (0,23 0,22 | 0,25 0,36 | 0,57 0,550 | 0,32 0,54
500R3 0,17 0,20 (043 031|050 066 | 060 089 |047 054
750r1 0,12 016 [ 028 035 | 034 040 | 055 0,53 | 0,38 0,26
750r2 0,11 0,17 { 0,18 0,25 | 0,20 0,17 | 065 040 | 0,33 0,29
750r3 0,17 011 (031 0,23 | 0,32 0,27 | 0,36 032|030 0,21

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; T — tratado; R — réplica.

C T C T C T C T C T
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Inicialmente, foi averiguado se houve divergéncia significativa entre as
diferengas modulares de cada medida dos embrides tratados contra seus respectivos controles.
Os testes realizados indicaram ndo haver diferenca significativa entre os tratamentos e seus

respectivos controles para todas as medidas (Figura 19A-E; Tabela 44 do Apéndice A).

Para verificar se houve diferenca entre as concentracfes para cada medida,
foi feita a subtracdo entre a média dos tratados pelos seus respectivos controles (Tabela 45 do
Apéndice A) e foi realizada a analise estatistica para cada parte do corpo. Os testes estatisticos
(Tabela 46 do Apéndice A) resultaram significativos apenas para os membros superiores (p =
0,0497) nas concentragdes 300 pL/mL e 500 pL/mL, que diferiram entre si (p = 0,05). Assim,
para as analises de assimetria, todas as partes do corpo analisadas demonstraram possuir
simetrias semelhantes entre as concentracfes, excetuando as concentragfes 300 pL/mL e 500
puL/mL para os membros superiores, que diferiram entre si (Figura 19F-J), apesar de ndo ter
havido diferenca com os controles.
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Figura 19 — Média e desvio padrao das assimetrias (mm) entre os lados esquerdo e direito dos embrides vivos. A-
E — segundo as diferentes concentracBes e tratamentos (testes estatisticos na Tabela 44 do Apéndice A); F-J -
segundo as diferentes concentrac@es (testes estatisticos na Tabela 46 do Apéndice A); eixo y — medida (mm); eixo
X — concentra¢do (uL/mL). A-F — cabeca; B-G — olhos; C-H — membros superiores; D-1 — membros inferiores; E-

J — tronco; * —

significativamente entre si (p > 0,05).

diferenga estatistica (p < 0,05); as colunas com as mesmas letras do alfabeto ndo diferem
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4.2.4 Analises sanguineas

A LCys foi calculada em um valor de 312 pL/mL a partir da equagdo da reta
encontrada. Dessa forma, tomou-se como valor de referéncia a concentracdo de 300 pL/mL
para as analises sanguineas. Dos 32 ovos inoculados, 28 apresentaram embrides vivos passiveis
de coleta sanguinea (divididos em 3 réplicas), sendo dez embribes tratados e 18 controles
(Tabela 47-48 do Apéndice A).

4.2.4.1 Analise da glicemia

Os dados brutos encontrados para valores de glicemia dos embrifes vivos
estdo apresentados nas Tabelas 47-48 do Apéndice A. Os valores da média da glicemia

encontrados para cada réplica estdo descritos na Tabela 13.

Tabela 13 - Média dos valores de glicose (mg/dL) dos embrides vivos segundo os diferentes
tratamentos e réplicas na concentracdo da LCps.

Glicose (mg/dL)

Replica Controle | Tratado
1 67,17 74,50
2 72,17 95,50

3 76,83 48,00
mg/dL — miligrama/decilitro; LC — concentrag&o letal.

A partir dessas médias, o teste estatistico indicou ndo haver diferenca
significativa entre tratados e controles para os valores de glicemia encontrados (Gréafico 1).
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Gréfico 1 — Média e desvio padrdo dos valores de glicose (mg/dL) dos embrides vivos
segundo os diferentes tratamentos na concentracdo da LCos.
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t pareado: p =0,0972; mg/dL — miligrama/decilitro; uL/mL — microlitro/mililitro; as colunas com as mesmas letras
do alfabeto ndo diferem significativamente entre si (p > 0,05).

4.2.4.2 Analise de anormalidades nucleares dos eritrécitos

Os dados brutos encontrados para anormalidades nos eritrcitos estdo
apresentados nas Tabelas 49-50 do Apéndice A. Nestas tabelas, as laminas cuja méa coloracéo
impediu a contabilizacdo ndo aparecem nos dados. Para cada embrido vivo (n = 28), foram
preparadas trés [aminas contabilizadas como subréplicas, totalizando 54 laminas controles e 30
laminas de embrides tratados, provenientes das trés réplicas realizadas. Entretanto, devido a ma
qualidade de coloracdo adquirida por algumas laminas, foram analisadas 27 laminas de

embrides tratados e 50 laminas de embrides controles, provenientes de 28 embrides.

Foram calculadas as médias dos nimeros de anormalidades nucleares entre
cada uma das trés réplicas, utilizando os nimeros de subréplicas disponiveis, conforme descrito
nas Tabelas 51-53 do Apéndice A. Nestas tabelas, as ldminas cuja ma coloragdo impediu a
contabilizacdo aparecem sem dados. Por fim, para a analise, foi preparada uma tabela contendo

as médias das anormalidades para as trés réplicas (Tabela 14).

A partir das médias da Tabela 14, os testes indicaram diferenca significativa
entre embrides tratados e controles apenas para a anormalidade binucleada, enquanto, para as
demais anormalidades nucleares, ndo houve diferenca significativa entre tratados e controles
(Figura 20).
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Tabela 14 — Média do nimero das anormalidades dos eritrocitos dos embrides vivos segundo

0s tratamentos e respectivas réplicas na concentracao da LCos.

Controle Tratado
Réplica MN BN LB BL BD NT | MN BN LB BL BD NT
1 0,78 0,28 22,00 0,00 10,83 2,00| 1,75 0,92 30,25 0,00 12,17 2,25
2 0,67 0,25 4511 0,11 13,22 3,44 (1,38 0,71 34,08 0,00 12,13 2,29
3 15 058 36,69 011 1294 1,08 | 0,67 150 30,50 0,00 13,50 3,17
LC — concentracédo letal; MN — micronicleo; BN — binucleado; LB — lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT —
notched.
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Figura 20 — Graficos das médias das anormalidades dos eritrdcitos dos embrides vivos segundo os tratamentos na
concentragdo da LCas. A — microntcleo (t pareado: p = 0,6950); B — binucleado (t pareado: p = 0,0373); C — lobado
(t pareado: p = 0,6570); D — bilobado (Wilcoxon: p = 0,1573); E — bud (t pareado: p = 0,7317); F — notched (t
pareado: p = 0,7135); as colunas com as mesmas letras do alfabeto ndo diferem significativamente entre si (p >

0,05).
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5 DISCUSSAO

O uso de praguicidas pelos humanos tem origem antiga. O primeiro produto
utilizado como pesticida é datado de 4500 anos atras, com 0 pd de enxofre usado na antiga
Suméria, Mesopotamia. Adiante, no século XV, arsénico, mercurio e chumbo foram utilizados
contra pragas em culturas. E, no século XVII, das folhas do tabaco foi extraido o sulfato de

nicotina, também utilizado como inseticida (Larramendy & Soloneski, 2012).

No século passado, com o aumento populacional, houve a necessidade de
aumentar a produtividade agricola. Segundo a FAO (2017), a producdo agricola mais que
triplicou entre 1960 e 2015, e, acompanhando este crescimento, houve um aumento na
propagacdo de pragas e patdgenos nas culturas entre 1950 e 2000. Assim, foi necessaria a
intensificacdo do uso de pesticidas para melhorar e proteger as culturas, tendo havido um
crescimento mundial de 70,8% no uso médio de pesticidas por area de terra cultivada de 1990
(1,54 kg/ha) a 2017 (2,63 kg/ha) (FAOSTAT, 2019b). Essa intensificacdo levou ao
aparecimento de diversos efeitos negativos em varias espécies ndo-alvo, como por exemplo, a
perda de riqueza de invertebrados em paises da Europa e Austrélia (Beketov et al., 2013),
diminuicdo do tamanho e do peso corporal, assim como diminui¢do de esplendcitos e sua
atividade fagocitica em sapos (Christin et al., 2013), e uma possivel contribuicdo para
aparecimento de displasia facial em chimpanzés e babuinos (Krief et al., 2017).
Adicionalmente, foi relatada associacdo entre exposicdo residencial materna a pesticidas
agricolas e defeitos congénitos cardiacos, gastrointestinais e urogenitais em seres humanos
(Rappazzo et al., 2016).

Com o aumento do uso de agrotdxicos, pessoas que trabalham com esses
qguimicos também foram afetadas, ocasionando efeitos deletérios na saide (OMS, 1992).
Adicionalmente, a contaminacdo ocupacional ja foi relacionada a casos de abortamento e
malformacao fetal (Ueker et al., 2016; Qomariyah et al., 2019). A contaminag&o por agrotoxicos
ndo € restrita apenas aos trabalhadores em contato com estes quimicos. Familiares também séo
contaminados através do transporte dos agroquimicos pelo veiculo, roupas e pele dos
trabalhadores (Curl et al., 2002). Por esses motivos, é de extrema relevancia o estudo
aprofundado dos potenciais efeitos que os agrotoxicos podem exercer sobre 0s organismos

VIiVOs.

No presente trabalho, buscamos analisar os efeitos do Rovral®, fungicida

cujo principio ativo € o iprodiona, sobre o desenvolvimento embrionario, utilizando como
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modelo o0 embrido de galinha, um animal amplamente utilizado em estudos de embriologia pela

sua praticidade de aquisi¢cdo/manutencdo e sua proximidade filogenética com os mamiferos.

5.1 CONTROLE NEGATIVO

Diversos trabalhos utilizam o termo “veiculo” para designar a substancia na
qual o agrotoxico sera diluido. Alguns agrotoxicos ndo sdo solGveis em &gua e precisam de
outra substancia para diluicdo, como € o caso do inseticida flufenoxuron que precisa ser diluido
em acetona (Rachid et al., 2008). Por outro lado, alguns veiculos também apresentam alta
toxicidade, como é o caso do DMSO (dimetilsulfoxido) para o peixe Micropterus salmoides,
sendo necessaria a utilizacdo de um veiculo que apresente mais baixa toxicidade (Blum et al.,
2008). No presente trabalho, inicialmente foi testado se o0 uso de 4gua deionizada autoclavada
seria confiavel como um controle negativo para os experimentos de contaminagéo aguda. O uso
de &gua como controle foi reportado em diversos estudos que testaram os efeitos de agrotoxicos
sobre organismos vivos (Khalil & EI-Daway, 2000; Varnagy et al., 2001; Patel & Bhatt, 2013;
Sardar et al., 2020). Adicionalmente, outros veiculos foram utilizados, como a trioleina
(Blankenship et al., 2003), o etanol (Pal et al., 2005), o propilenoglicol (Matsushita et al., 2006),
acetona misturada em &gua (Petrovova et al., 2010), a metilcelulose, o éleo de milho (Uggini et
al., 2012), o 6leo de amendoim (Sechman et al., 2011), solucdo salina (Kmecick et al., 2019) e
0 DMSO (Gobeli et al., 2017). Como os ensaios realizados no presente trabalho utilizando agua
deionizada autoclavada como veiculo demonstraram ndo haver interferéncia causada pela agua,
e sendo este composto de facil aquisicdo e estocagem, optamos por utiliza-lo como controle
negativo para todos os experimentos, além de veiculo de diluicdo do agrotdxico. O controle
negativo com agua foi empregado em todos os experimentos e réplicas realizadas, com o intuito

de minimizar os efeitos de lotes de ovos, sazonalidade, animais em postura, entre outros.

5.2 TRATAMENTO AGUDO

O método da injecdo Unica diretamente na cAmara de ar do ovo € bem
estabelecido e produz resultados confidveis, sendo utilizado desde a década de 1960
(McLaughlin et al.,, 1963; Dunachie & Fletcher, 1969). Diversos experimentos de
embriotoxicidade em ovos de aves utilizaram da injecdo Unica de solugdo contaminada na
camara de ar do ovo para testar, por exemplo, os efeitos dos inseticidas malation, endosulfan
(Pourmirza, 2000), imidacloprida (Singh et al., 2015), dimetoato + metidation (Alhifi, 2018), e
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compostos mais gerais, como o &cido perfluorooctandico (PFOA) e cadmio (Kmecick et al.,
2019) em galinhas. Outras formas de aplicacdo também foram desenvolvidas, como a
pulverizacdo em campo de ninhos de Sialia sialis e Tachycineta bicolor localizados em arvores
e pasto de gado (Mayne et al., 2004), a aplicacdo diretamente sob o blastodisco (Aluigi et al.,
2005) e a imersdo dos ovos em &gua destilada (Mathur et al., 2013). Considerando que a técnica
de injecdo na camara de ar do ovo é de fécil execucéo e simula de forma eficiente o contato de

organismos amniotos com compostos quimicos, decidimos utiliza-la no presente trabalho.

A quantidade de solucéo injetada para testes de toxicidade aguda também é
variavel conforme o estudo, podendo ser de volume fixo, como a aplicacdo de solucdo nos
volumes de 20 pL (Halldin et al., 2003), 25 puL (Kamata et al., 2010), 0,1 mL (Asmatullah et
al., 2002) ou 1 mL (Chowdhury et al., 2014) por ovo, ou variavel conforme o peso do ovo,
tendo sido utilizados valores de 0,1 uL/g (Henshel et al., 1997), 1 uL/g (DeWitt et al., 2005)
e 0,1 mL/g do ovo (Hashizume et al., 1992). Nos ensaios piloto, descritos no item 3.2 dos
Materiais e Métodos, foi utilizado o volume de 1 puL/g de ovo injetado, e esta se mostrou uma
metodologia com baixa mortalidade dos controles e funcional para os tratamentos com

agrotoxicos.

Assim, com base na analise literaria e ensaios pilotos, optamos por utilizar a
injecdo Unica na camara de ar do ovo com volume variavel dependendo do peso do ovo (1
ul/g), além de deixa-lo na vertical por um periodo para que a concentracdo fosse absorvida e

transpassasse a membrana em direcdo a gema.

De forma complementar, o tratamento cronico, através de diversas injecdes
em concentracGes mais baixas do agrotoxico, seria interessante para experimentos posteriores
em laboratério, pois seriam obtidas mais informacfes acerca da aplicacdo repetida do

agrotoxico, tornando o experimento mais proximo da contaminacdo ambiental.

5.3 LCso DO FUNGICIDA ROVRAL® PARA EMBRIOES DE GALINHA

As substancias quimicas, como 0s agrotoxicos, causam consequéncias toxicas
diversas na salde e o efeito da dosagem ou concentragdo € caracteristico para 6rgaos e espécies
especificas. Para comparar esses efeitos entre os diferentes produtos quimicos e entre espécies,
realizam-se testes de letalidade. O uso da dose letal (ou, alternativamente, da concentragéo letal)
foi inicialmente utilizado por John William Trevan para drogas farmacoldgicas.



7

Posteriormente, essa avaliacdo toxicologica foi utilizada para outros quimicos, como 0s
agrotoxicos. Uma das medidas comumente empregadas € a de concentragdo letal média, ou
LCso, definida como a concentracdo que mata metade de uma amostra (Trevan, 1927; CCOHS,
2018; OECD, 2018).

No presente trabalho, foi estimado o valor da LCso para o fungicida Rovral®
em embrides de galinha atraves de um célculo de equacao da reta, em 738 pL/mL, equivalendo
a 492 vezes a concentracdo recomendada para uso. Experimentalmente, em um estudo piloto
com embrides de galinha, a LCso experimental foi estimada em aproximadamente 100 pL/mL,
correspondente a 67 vezes a dose recomendada para uso (1,5 pL/mL) (Arcain, 2017), apesar de
ndo terem sido realizadas réplicas para melhor analise dos dados. J& no trabalho de concluséo
de curso de Rossoni (2019), o tratamento por injecao unica com 100 pL de solucdo de Rovral®
em concentracdo de 1,5 pL/mL resultou em 43% de mortalidade, porcentagem muito superior
ao encontrado no presente trabalho. Entretanto, além de ndo ter realizado réplicas
experimentais, pode-se observar que Rossoni (2019) encontrou também altas taxas de
mortalidade para os seus controles, chegando a 20% para o controle fechado (sem nenhuma
intervencdo), o que demonstra que essa porcentagem nédo corresponde com a real letalidade do
produto, sendo resultado de outros efeitos que afetaram inclusive os grupos controle. A
utilizacdo de controles individuais para cada experimento, conforme realizado no presente
trabalho, ajuda a eliminar o efeito de outros fatores que podem contribuir para aumento das
taxas de mortalidade. Adicionalmente, a realizacdo de triplicatas realizadas em experimentos
individuais fortalece a veracidade dos dados encontrados no presente trabalho.

Experimentalmente nao foi possivel alcancar o valor calculado no presente
trabalho para a LCso, pois a mortalidade para essa concentracdo ndo apresentou o crescimento
esperado. Atribuimos este fato a alta viscosidade do produto, j& que a solucao diluida continha
aproximadamente 75% do produto comercial para apenas 25% de agua. E possivel que no
momento do preparo da amostra e/ou da sua aplicacdo, ndo tenha sido possivel realizar a
pipetagem com a precisdo necessaria, em funcao da alta viscosidade do produto, que se adere a
ponteira de plastico. Adicionalmente, pode-se especular que esta viscosidade tenha alterado a
forma de absorcéo da solugdo por parte dos embrides, ndo tendo sido permedvel da mesma
maneira & membranas do ovo. Conforme descrito na sessdo 4.2.1 dos Resultados, os valores
de mortalidade para a concentracdo de 750 puL/mL foram inferiores aos encontrados para as
concentragdes de 300 pL/mL e 500 pL/mL, claramente indo contra a tendéncia de crescimento

da porcentagem de mortalidade observada para as concentracbes menores. De forma
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semelhante, Nitu et al. (2012), em seu trabalho de imers&o de ovos de galinha em solucdes do
acaricida organoclorado dicofol, também encontraram uma diminuicéo na mortalidade na mais
alta concentragdo. Essa discrepancia na mortalidade é denominada “outlier”, ou seja, sdo
valores incomuns ou apenas erros. Neste caso, 0s valores ndo podem ser corrigidos, sendo
possivel sua retirada da anélise para melhorar a leitura dos dados (De Veaux et al., 2018). Desta
forma, os valores de mortalidade para o teste com a concentragdo 750 pL/mL foram excluidos
das analises, e, a partir das demais concentracdes obteve-se o valor de 738 puL/mL para a LCso
do fungicida Rovral® para embrides de galinha em estagios iniciais de desenvolvimento. Por
ser um valor bastante elevado, este resultado indica que o agrotoxico possui baixo potencial de
letalidade, nas condic¢des do experimento.

5.4 ALTERACOES MORFOLOGICAS

5.4.1 Anédlise de malformacfes ocasionadas pelo Rovral® em embrides de galinha

Efeitos negativos dos agrotéxicos sobre o desenvolvimento embrionario
podem aparecer na forma de malformacGes. Neste trabalho, para efeito de analise de
porcentagem, apenas 0s embrides vivos foram considerados. Os tratamentos com Rovral® néo
foram significativos em relacéo aos controles, indicando que os tratamentos ndo interferem nas
taxas de malformacdes, assim como reportado, por exemplo, por estudos com exposicao de
embrides de Xenopus laevis ao fungicida triadimefon (Lenkowski et al., 2010) e em embrides
de peixes-zebra tratados com o fungicida penconazol (Aksakal & Ciltas, 2018). Entretanto,
ressalta-se que malformacGes foram encontradas também em embribes mortos, ndo sendo
possivel determinar se elas foram responsaveis pela morte destes embribes. Para fins de analise,
essas malformacGes ndo foram contabilizadas, pois o interesse do estudo foi verificar se os
embrides que conseguiram sobreviver ao tratamento tiveram algum tipo de sequela que pudesse
afetar sua vida futura. Adicionalmente, apesar de néo estatisticamente significativo, o
aparecimeto de malformacGes em diversos embrifes vivos representa riscos ao restante do

desenvolvimento do animal e sua vida futura.

Os embrides testados durante 0s experimentos com o Rovral®, tanto vivos
como mortos, apresentaram, em sua maioria, malformagdes cefalicas/craniais, oculares,
hemorragicas e no tronco. Os defeitos na regido cefalica foram principalmente de auséncia do

bico, formagao incompleta da propria cabecga e microftalmia. As hemorragias ocorreram tanto
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nas laterais do corpo, como 6rgéos e cabeca. Para o tronco, foram observados 6rgédos internos
aparentemente protuberantes e coracdo ectdpico. De forma semelhante, o tratamento com
Rovral® causou em embrides vivos malformacgoes encefalicas, oculares, no tronco (coracao
anormal) e hemorragicas (Arcain, 2017; Rossoni, 2019). A seguir discutiremos os efeitos que

estas malformacdes podem acarretar para o animal.

5.4.1.1 Malformac0es craniais

Durante o processo de neurulagdo, ocorre uma inducdo no ectoderma central
pela notocorda através de anti-BMPs (Bone Morphogenic Proteins), tornando-o mais espesso
e formando a placa neural. Posteriormente, a ectoderme nas bordas laterais da placa se dobra
formando as pregas neurais, que se elevam até se fecharem formando o tubo neural, que
originara o cérebro e a medula espinhal e marcando o final da neurulacdo (Figura 21)
(Schoenwolf, 2018). O tubo neural se fecha do centro para as extremidades e a falha em seu
fechamento pode causar defeitos no tubo neural. Esses defeitos podem estar relacionados com
a interrupcdo da via nao canbnica/polaridade celular planar (PCP), responsavel pela extensao
convergente que modela a placa neural e resulta na fusdo da linha média, e perturbacédo da via
canOnica/p-catenina que regula o fator de transcri¢cdo Pax3 (Paired box gene 3), expresso nas
pregas neurais dorsais e envolvido no fechamento do tubo (Nikolopoulou et al., 2017). Quase
gue simultaneamente, ocorrem 0s dobramentos embrionarios, que transformam o embrido
trilaminar, contendo a ectoderme na regido superior, a endoderme na inferior, e entre elas a
mesoderme, em um embrido tubular, completamente recoberto por ectoderme externamente,
contendo um tubo digestivo revestido internamente por endoderme, e um recheio de mesoderme

entre esses dois tecidos (Gilbert & Barresi, 2016).
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Figura 21 — Processo de neurulagdo. A — na regido da faixa primitiva, a notocorda se forma por invaginacéo da
mesoderme. B —a placa neural se dobra, formando o sulco neural e posteriormente o tubo neural. C — as bordas da
placa neural se encontram e o tubo neural comeca a fechar do centro para as extremidades. D — o tubo neural se
torna a medula espinhal e a extremidade anterior da dobra neural continua a se expandir, formando o cérebro.
Fonte: Purves et al., 2001 (modificado).

A partir das extremidades das dobras do tubo neural, desprendem-se células,
chamadas células da crista neural, que migrardo para diversas regides do corpo e dar origem a
uma diversidade de tecidos (Figura 22) (Bronner, 2012). Na regido rostral, essas células contém
informagdes iniciais para a padronizacdo craniofacial e respondem a outras influéncias para
formar as estruturas da face e pescogo. As células da crista neural migram para a regido ventral
da cabeca, preenchendo os arcos faringeos e contribuindo para a formacgédo do esqueleto, de
melanadcitos, tecido conjuntivo, musculo liso, fascia e partes do sistema nervoso periférico da

face e pescogo (Creuzet et al., 2005).



81

Mesencéfalo
anterior

Processo
frontonasal

Mesencéfalo oo

L SRICTRE S Y .oo' 2
posterior TT—— — — T AL SN
_ , Y,

——\?.
|l

Rombencéfalo <

Figura 22 — Migragdo das células da crista neural ap6s se desprenderem das extremidades do tubo neural. r —
rombomero; AF — arco faringeo. Fonte: Gilbert & Barresi, 2016 (modificado).

Distarbios nos processos descritos acima, desde o fechamento do tubo neural,
até a migracdo das células da crista neural, podem levar a anormalidades craniais de diversos
tipos. Alguns estudos ja reportaram o aparecimento de malformag@es craniais em funcdo da
contamina¢do com agrotdxicos, de maneira semelhante ao observado no presente trabalho.
Embrides do anfibio Rhinella arenarum, por exemplo, apresentaram microcefalia quando
tratados com o herbicida 2,4-D (&cido diclorofenoxiacético) (Aronzon et al., 2011) ou com o
inseticida cipermetrina (Svartz et al., 2016b). Embrides de galinha testados com o inseticida
Decis® (composto ativo deltametrina) apresentaram, além de microcefalia, também exencefalia
(Bhaskar et al., 2016), demonstrando que o uso indiscriminado destes compostos pode resultar
em alteracOes faciais e craniais relevantes para 0s organismos, podendo até ser fatal para o

desenvolvimento embrionario.

A migracdo de células no inicio do processo da cabeca tem papel no
desenvolvimento dos bicos das aves. As células da crista neural, que estdo localizadas numa
posicdo mais anterior, migram sobre o prosencéfalo e ao redor das vesiculas opticas, formando
0s processos maxilares e mandibulares e o processo frontonasal. Os processos mandibulares

formardo o bico inferior. A unido dos processos maxilar, frontonasal e latero-nasal forma o bico
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superior enquanto o mesénquima frontonasal forma a cartilagem pré-nasal e 0 0sso pré-maxilar
(Bellairs & Osmond, 2014; Gilbert & Barresi, 2016). A cartilagem pré-nasal estabelece a
morfologia do bico através da regulacdo coordenada de sinais de BMP e Calmodulina, que
controlam, respectivamente, a largura e profundidade do bico e o seu comprimento, gerando
diferentes tipos de bicos nas diferentes espécies de aves. As moléculas TGFIIr (Transforming
growth factor B type II receptor), B-catenina e Dkk3 (Dickkopf-related protein 3) também
desempenham papel no desenvolvimento do osso pré-maxilar (Mallarino et al., 2011).
Adicionalmente, o &acido retindico auxilia a manter um gradiente de expressdo do Fgf8
(Fibroblast growth factor 8) e do Shh (Sonic hedgehog). A expressdo de Shh na regido
denominada zona ectodérmica frontonasal, o centro de sinalizacdo ectodérmico que recobre o
processo frontonasal, em conjunto com a expressao do Fgf8, regula o crescimento do bico

superior (Minoux & Rijli, 2010). Esses processos podem ser observados nas Figura 23 e 24.

O encurtamento do bico apresentado no presente trabalho também foi
observado em embrifes de galinha testados com os inseticidas imidacloprida (Hussein et al.,
2014), diclorvés (Roongruangchai et al., 2018a) e indoxacarb (Abbas et al., 2019). Segundo
Schneider et al. (2001), a inibicdo do &cido retindico, do Fgf8 ou do Shh acarreta apoptose
celular e reducéo da proliferacdo celular, suprimindo o processo frontonasal e interferindo nos
processos maxilares, levando a reducdo do bico superior. O bico superior também pode ter seu
comprimento reduzido caso o0s niveis de Calmodulina estejam baixos (Abzhanov et al., 2006).
Pode-se especular que o Rovral® também interfere nessas vias de sinaliza¢do, levando a
anormalidades no processo de formacéo do bico. Alteragdes deste tipo podem resultar em bicos
ineficientes para a captura do alimento, reducdo da taxa de crescimento e comportamentos

anormais, levando o animal a morte (Bai et al., 2014).
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Migracio celular para a posicio Crescimento e limites
das proeminéncias do bico das proeminéncias

Diferenciacao e
afinamento do bico
Figura 23 — Morfogénese do bico. As proeminéncias faciais (mostradas em vermelho), sdo formadas a partir da
migracdo de células da crista neural que se agregam, formando as regiGes frontonasal (fn), nasal lateral (nl),
mandibular (mn) e maxilar (mx). Posteriormente, durante o desenvolvimento, surgem a cartilagem pré-nasal (cpn),
0ss0 pré-maxilar (pmx) e 0 0sso nasal (n). Setas de duas pontas mostram interacfes entre proeminéncias vizinhas
durante o crescimento e expansdo. ZEF — zona ectodérmica frontonasal. Fonte: Badyaev, 2011 (modificado).

:

Bmpd
Calmodulina

Figura 24 — Sinalizacdo que regula a formacdo e forma do bico superior, determinando a largura (Bmp4) e
profundidade (calmodulina). Fonte: Minoux & Rijli, 2010 (modificado).
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5.4.1.2 Malformac6es oculares

O desenvolvimento ocular (Figura 25) se inicia a partir de uma cascata de
sinalizacBes entre ectoderme de revestimento e ectoderme neural do diencéfalo, que forma a
vesicula dptica. Esta entra em contato com a ectoderme adjacente, cujas células engrossam e
formam o placoide da lente, que invagina e forma a vesicula da lente. Enquanto isso, a vesicula
Optica também invagina e forma o célice dptico. Posteriormente, as células da vesicula optica
que tocam a ectoderme se diferenciam em retina neural em resposta a sinalizagéo por Vsx2
(Visual system homeobox 2), enquanto as células adjacentes se diferenciam em retina
pigmentada, em resposta ao Mitf (Microphthalmia-associated transcription factor). Todo este
processo tem inicio na parte anterior do tubo neural, onde as vias BMPs séo inibidas pela
expressdo do gene Noggin (Faure et al., 2002), o que resulta na ativagdo de Pax6 no campo
ocular presuntivo, através de uma complexa cascata de sinalizacao que finalmente gera o campo
de formacéo dos olhos no centro do prosencéfalo ventral (Zuber et al., 2003). Posteriormente,
o campo ocular é suprimido pelos sinais do Shh emanados da linha mediana rostral, o que resulta

na divisdo do campo ocular em dois (Zhang & Yang, 2001).

CO - calice optico
LP - lente prospectiva
PL - placoide da lente

\”TF 5 RN - retina neural

Vsx2 (RN) i g‘-pf - retina pigmentada prospec-
e Ll ° VL - vesicula da lente
:’ ".“,'.“f VO - vesicula optica

Fzfs, BMP4 e Delta
® FGF

Figura 25 — Processo de formacao do olho. Fonte: Gilbert & Barresi, 2016 (modificado).
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Os resultados dos ensaios com contaminagédo por Rovral® encontrados neste
trabalho demonstraram que este composto quimico pode interferir com a complexa via de
sinalizagdes que leva a formacéo dos olhos, levando a anaftalmia. Casos de microftalmia ja
foram reportados por outros autores em outras espécies, como, por exemplo, em embrides de
ré-verde (Pelophylax perezi) tratados com o herbicida S-metolacloro (Quintaneiro et al., 2018),
em peixes, como em Channa punctatus tratados com o inseticida clorpirifés (Mishra & Devi,
2014) e em Danio rerio tratados com o inseticida quinalfos (Yashwanth et al., 2016). Os
embrides concebidos de ratas tratadas com o inseticida ciflutrina também apresentaram
microftalmia (Soni et al., 2011), assim como embrides de galinha testados com o inseticida
dimetoato (Sabir et al., 2015). Além da microftalmia, também houve casos de ciclopia,
reportados em embrides de Oryzias latipes tratados com o herbicida diquate e dimetenamida
(Castario et al., 2000), e em embrides de Xenopus laevis tratados com o herbicida glifosato
(Paganelli et al., 2010).

E sabido que a superexpressdo de Noggin leva a microftalmia ou anaftalmia
(Adler & Belecky-Adams, 2002). Adicionalmente, caso a expressdo do Shh ndo ocorra
adequadamente, o campo ndo se divide, ocasionando ciclopia (Mercier et al., 2013), como
ocorreu em alguns casos nos experimentos do presente trabalho. Porém, se houver uma
superexpressdo de Shh sintetizado pela placa pré-cordal, o Pax6 é suprimido, resultando na
auséncia da formacdo dos olhos (Gilbert & Barresi, 2016). A malformacdo ocular acarreta
problemas a diversas atividades das aves, como voar, procurar e adquirir alimento, encontrar
locais para nidificacdo, atividades paternais e comportamentos reprodutivos (Alonso et al.,
2004; Tyrrell et al., 2013; Martin, 2014). Experimentos adicionais serdo necessarios para
demonstrar de que maneira 0 Rovral® interfere com as vias de sinalizacdo que levam a

formagéo dos olhos.

5.4.1.3 Malformac6es no tronco

Dentre as malformag6es mais comuns observadas nos embrifes tratados com
Rovral® estdo as alteracbes no tronco, onde Orgdos aparecem externamente a cavidade
toracica/abdominal, incluindo o coracdo. Os trabalhos de Andleeb et al. (2014) com o inseticida
malation, Mobarak & Al-Asmari (2011) com o inseticida endosulfan e Roongruangchai et al.
(2018b) com o herbicida glifosato, testados em embriGes de galinha, também mostraram

ocorréncia de coracao exposto. Essa exposic¢ao ocorre devido a falhas na progresséo das dobras
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laterais durante o dobramento lateral embrionario (Figura 26). Durante esse processo, as células
mesodérmicas dos somitos se tornam células mesenquimais e se diferenciam em células
precursoras 0sseas, musculares e dérmicas (Sadler & Feldkamp, 2008). Algumas das células
das regides do escler6tomo e do miétomo migram para a camada parietal da mesoderme da
placa lateral, auxiliando nas dobras laterais. A falha nessa diferenciacdo e migracéo pode causar
o fechamento incorreto da caixa toracica, deixando o corag¢do exposto, uma condi¢do conhecida
como ectopia cordis, assim como observado no presente estudo. A falha do correto fechamento
da parede do corpo também pode resultar em gastrosquise, onfalocele e extrofia da bexiga
(Sadler, 2010). Essas alteracdes sdo incompativeis com a vida (D’Souza et al., 2004) e, em
mamiferos ndo humanos, recém-nascidos com defeitos no fechamento do corpo sdo

canibalizados pelas maes (Williams, 2008).
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Figura 26 — Dobramento lateral do corpo. Fonte: Tortora & Derrickson, 2014 (modificado).

5.4.1.4 Hemorragias

Para levar sangue bombeado pelo coracdo para as outras partes do corpo, é
necessario que o sistema cardiovascular se forme adequadamente. No desenvolvimento
embrionario, 0s vasos sanguineos sdo formados pelos processos de vasculogénese e

angiogénese (Figura 27). Na vasculogénese novos vasos sdo formados a partir de células
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precursoras, enquanto na angiogénese novos vasos sdo formados a partir de vasos pré-

existentes, por brotamento e ramificacdo (Moore et al., 2016).

No inicio da vasculogénese, os sinais BMP, Wnt e Notch ativam o fator de
transcricdo Etv2 (E-twenty six-variant) nas células mesodérmicas da placa lateral, convertendo
0 epitélio em hemangioblastos das ilhas de sangue do saco vitelino. Através da indugcdo do
FGF2, ocorre o desenvolvimento das ilhas de sangue, formadas pelos agregados
hemangioblasticos. Nessas ilhas, as células periféricas se tornam endoteliais e revestem as veias
vitelinas, enquanto as células centrais se tornam as células sanguineas hematopoiéticas
primitivas na mesoderme extraembrionaria (Cox & Poole, 2000; Eichmann et al., 2002; Gilbert
& Barresi, 2016; DeSesso, 2017). A medida que as ilhas sanguineas crescem, elas se fundem
para formar a rede capilar drenando as duas veias vitelinas, que trazem alimentos e células
sanguineas para o coragdo recém-formado. As células-tronco de segunda geracéo colonizam

outros 6rgaos e a hematopoiese comega no baco (Gilbert & Barresi, 2016; DeSesso, 2017).

Ja no processo da angiogénese, os vasos sdo formados de novo através da
diferenciacdo de células endoteliais, 0s angioblastos (Patel-Hett & D’Amore, 2011; DeSesso,
2017). Durante esse processo, celulas endoteliais no vaso sanguineo respondem ao sinal do
VEGF-A (Vascular endothelial growth factor A) e ocorre a migracdo dessas células para o
mesénguima circundante formando um novo vaso, que se funde com as outras ilhas de sangue

formando plexos angioblasticos.

A contaminacao com agrotdxicos pode levar a um enfraguecimento dos vasos
no momento da sua formacdo, o que pode ocasionar sua ruptura, gerando hemorragias, que
podem resultar em altas taxas de mortalidade (Zhu et al., 2019). Danos nos vasos sanguineos
que ocasionam as hemorragias podem ser resultado de alteragcbes nas juncdes celulares,
viabilidade e migracdo de células endoteliais (Lu et al., 2016). As hemorragias também podem
ser causadas por defeitos endoteliais, ocasionadas por deficiéncia na atividade da enzima
ADAM17 (ADAM metallopeptidase domain 17), que cliva substratos envolvidos no
desenvolvimento vascular, como Notch, Delta e VEGFR2, e inibe a proliferacdo celular
(Canault et al., 2010).

De maneira semelhante ao observado no presente trabalho como resultado do
tratamento com Rovral®, Goyal et al. (2010), ao testar o inseticida tiaclopride, detectaram
hemorragia nos embrides de galinha, acometendo 6rgdos como figado, coragéo, rins e pulmao.

Hemorragias na cabeca, coxa e rins de embrifes de galinha também foram ocasionados pelo
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tratamento com o inseticida clorpirifés (Roopadevi et al., 2012). Resultados parecidos ja foram
reportados em outras espécies, como, por exemplo, em peixes. Hemorragias cerebrais foram
observadas no trabalho de Pamaniji et al. (2015) ao testar diferentes concentragdes do inseticida
monocrotofés em embrides de Danio rerio. Nessa mesma espécie, Sarty et al. (2017)
observaram hemorragias cardiacas nos embrides tratados com o inseticida dieldrina e Zhu et al.
(2019) observaram hemorragias cerebrais em embrides tratados com fenobucarb, ocasionado
pelo enfraguecimento dos vasos. No presente estudo, as hemorragias foram observadas no
sétimo dia de desenvolvimento embrionario, tanto em embrifes vivos (n = 3) como em
embrides mortos (n = 30). Com excec¢éo de um embrido com hemorragia que apresentava outras
caracteristicas incompativeis com a vida, pode-se especular que os demais tenham morrido em
razdo das hemorragias observadas. Estudos mais aprofundados serdo necessarios para
compreender de que forma o Rovral® afeta o desenvolvimento dos vasos sanguineos, e 0 qudo

danoso para a sua sobrevivéncia é este efeito.
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Figura 27 - Vasculogénese (extra e intraembrionaria) e angiogénese. Fonte: DeSesso, 2017 (modificado).
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5.4.1.5 Malformac6es caudais

No final da gastrulacdo, o0 né de Hensen e a linha primitiva estéo restritos a
extremidade posterior e se tornaram um aglomerado de células, o botdo caudal, que contém
uma massa de mesoderme responsavel pela formacdo dos somitos, da notocorda e do tubo
neural naquela regido (Le Douarin, 2001). Com o dobramento embrionario, o restante da linha
primitiva e o né de Hensen tornam-se deslocados para o lado ventral do coccix, onde forma-se
a crista ectodérmica ventral. A expressdo dos genes Nog (Noggin) adjacentes a crista
ectodérmica ventral inibe a sinalizacdo de BMP no bot&o caudal, que, por sua vez, suprime a
crista ectodérmica ventral e regula o comprimento da cauda. A partir do botdo da cauda, as
estruturas se desenvolvem de forma continua com as demais estruturas mais anteriores, através
de processos distintos. O tubo neural da cauda se forma pela cavitacdo de mesénquima, levando
a neurulacdo secundéaria. Quando o botdo caudal comega a regredir, o tubo neural e a notocorda
atingem a ponta da cauda. Tanto o intestino da cauda quanto os somitos sdo acometidos
posteriormente pela morte celular e desaparecem (Bellairs & Osmond, 2014). De acordo com
Le Douarin (2001), a morte celular caudal ocorre devido a auséncia de estruturas adjacentes

secretando a proteina Shh.

Alguns dos embrides tratados com Rovral® apresentaram regressdo da cauda,
indicando a interferéncia deste composto com 0s processos descritos acima. A regressao da
cauda ja foi reportada em embrides de galinha tratados com o inseticida lufenuron (Pinakin et
al., 2011) e em embriBes de peixe-zebra tratados com os inseticidas endosulfan (Moon et al.,
2016) e sumition (Shadiqur et al., 2020). Alteracdes deste tipo causam diminui¢cdo da cauda,
responsavel pelo centro de massa/gravidade, alterando consequentemente a postura e a
locomocdo das aves (Grossi et al., 2014), causando também alteracdes no véo/planagem (Akers
& Denbow, 2013), e interferindo no dimorfismo sexual (Yu et al., 2004). Estudos futuros
podem indicar exatamente quais processos sdo afetados pela contaminacdo com o fungicida

testado no presente trabalho, que podem resultar na regressao caudal.

5.4.2 AlteragOes no estadiamento e peso

Os agrotoxicos podem causar atrasos no desenvolvimento embrionario. Este
atraso pode ser percebido através do estadiamento dos embrides no momento da sua coleta. O

estadiamento é feito atraves da comparacéo das estruturas formadas e seu aspecto morfologico,
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ao invés de se basear no tempo de desenvolvimento, para determinar a idade (estagio)
embrionaria em que aquele individuo se encontra. Para embrides de galinha, o estadiamento é
feito classicamente com base no trabalho de Hamburger & Hamilton (1951). Apos sete dias de
incubacéo, é esperado que o embrido se encontre entre os estagios HH31 e HH33 (Hamburger
& Hamilton, 1951), ja tendo passado pelo periodo da organogénese, possuindo um corpo
simétrico, membros com cotovelos e joelhos articulados, asas e patas com digitos e membranas
entre eles, olhos bem desenvolvidos, bico desenvolvido com uma estrutura na maxila

denominada “dente de ovo”, assim como a presenca de botdes das penas pelo tronco.

Um atraso na idade/estadgio de desenvolvimento apds contaminacdo com
compostos quimicos pode ser atribuido a uma diminuicdo no fitness, ocasionada pelo gasto
extra de energia para metabolizar as toxinas no corpo. Neste trabalho, entretanto, ndo houve
diferenca estatistica no estadiamento, tanto entre embrides controles e tratados, quanto entre as
concentrag¢fes. O mesmo foi reportado para embrides do anfibio Rana temporaria tratados com
os herbicidas acido 2-metil-4-clorofenoxiacético (MCPA), cianazina, o fungicida
azoxistrobina, e os inseticidas permetrina, esfenvalerato e pirimicarbe, que ndo demostraram
diferenca na idade de metamorfose (Johansson et al., 2006), e para larvas de ouri¢co-do-mar
(Paracentrotus lividus) expostas ao inseticida clorpirifos, que também ndo tiveram diferenca

na velocidade de metamorfose (Aluigi et al., 2010).

Além de provocar atrasos no desenvolvimento, os pesticidas podem afetar
outras caracteristicas dos organismos, como o peso total do corpo. Neste trabalho, entretanto,
0s pesos dos embrides que sobreviveram ao tratamento com Rovral® em suas diferentes
concentracdes ndo apresentaram alteracdes. Resultados semelhantes foram observados em
outras espécies, como em trabalhos que testaram diferentes doses dos fungicidas azoxistrobina
no salmé&o-do-Atlantico (Salmo salar) (Olsvik et al., 2010), mancozebe em adultos machos do
passaro Amandava amandava (Pandey & Mohanty, 2017), assim como para o herbicida
glifosato no anfibio Bufo americanus (Relyea, 2012). Para embrides dos anfibios Pseudacris
regilla, Rana cascadae e Rana aurora, o tratamento com o inseticida cipermetrina também néo

afetou o peso corporal (Biga & Blaustein, 2013).

Os parametros de idade/estagio e peso embrionario ndo alterados para
embrides de galinha coletados vivos apds contaminagdo com Rovral® indicam que os embrides
que conseguiram sobreviver mesmo as concentracbes mais altas do fungicida, puderam
continuar seu desenvolvimento em uma velocidade normal, apesar do aparecimento de algumas

alterac6es morfoldgicas/metabolicas/genéticas, conforme relatado no presente trabalho.
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55 ALTERACOES MORFOMETRICAS

5.5.1 Estudo de alteragbes nas medidas de estruturas do corpo

A contaminagcdo com compostos quimicos pode ocasionar alteracdes no
tamanho de algumas estruturas do corpo. Por exemplo, foi relatada alteragdo no comprimento
do tibiotarso e do bico de embrides de galinha tratados com o herbicida glifosato e Roundup®
(Winnick & Dzialowski, 2013), no didametro da cabeca e olhos, no comprimento do bico,
pescoco, Umero, radio, ulna, metacarpo, fémur, fibula e metatarso de galinhas tratadas com o
inseticida clorantraniliprol (Abbas et al., 2018), bem como no comprimento corporal e

occipitofrontal de galinhas tratadas com o inseticida bifentrina (Khanum et al., 2019).

No presente trabalho foram analisadas as medidas da cabeca, olhos, membros
superior e inferior e tronco de embrides de galinha apo6s tratamento com Rovral®. Essas
medidas foram escolhidas pois sdo facilmente acessiveis para mensuracdo, estdo bem
consolidadas na literatura e também estdo envolvidas com os diversos efeitos dos agrotdxicos
na morfometria (Greenberg & Laham, 1969; Rao et al., 1992; Mobarak & Al-Asmari, 2011,
Chaudhary et al., 2017). As analises de medidas ndo foram individualizadas por estadiamento,
pois ndo houve diferenca significativa entre os estagios. Foi observado que ndo houve alteragdes
nas medidas dos embrides tratados em relacdao aos controles e também entre as concentracoes.
De forma semelhante, filhotes de ratos com mées tratadas com o inseticida d-trans-aletrina
apresentaram medidas de estruturas corporais como tamanho do corpo, cérebro, membros
superiores e inferiores e a cauda semelhantes aos embrides controles (Upadhyay et al., 2017).
Em Rana temporaria, tanto a cauda como o corpo ndo tiveram diferencas no tamanho quando
tratados com os inseticidas esfenvalerato e permetrina, e o herbicida MCPA (Johansson et al.,
2006). Esses resultados reforcam a hip6tese de que os embribes que sobreviveram ao tratamento
com agrotoxico conseguiram desenvolver as estruturas do corpo de forma satisfatéria, no que

diz respeito ao seu tamanho.

5.5.2 Estudo de alteracGes na simetria bilateral de estruturas do corpo

Estudos sobre a assimetria de ambos lados de uma parte do corpo séo
importantes para monitorar os niveis e efeitos de poluentes sobre organismos (Clarke &

McKenzie, 1992). Poluentes, como 0s agrotoxicos, podem gerar instabilidades no
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desenvolvimento que levam a perda da simetria bilateral, um padrdo chamado assimetria
flutuante. Esse padrédo é definido como um desvio aleatorio da simetria bilateral perfeita com
uma distribuicdo normal em torno de uma média zero. O aumento na assimetria flutuante de
tracos bilateralmente simétricos pode ser causado por fatores tanto ambientais como genéticos
(Valen, 1962; Palmer & Strobeck, 1986). A simetria desempenha um papel importante durante
a vida das especies. Em passaros, a assimetria influencia na eficiéncia de voo por alteragfes nas
asas e cauda (Hambly et al. 2004), na selecdo sexual (Brown et al., 2008) e é um fator
correlacionado com o comportamento de canibalismo e na escolha de vitimas. Em galinhas, os
individuos canibalistas (normalmente maiores e mais altos) escolhem suas vitimas segundo a

aparéncia fisica “diferente” (Yngvesson & Keeling, 2001).

Neste trabalho a utilizacdo do agrotoxico ndo causou assimetrias entre 0s
embrides tratados em relacdo aos controles. No entanto, quando analisada a assimetria entre 0s
tratamentos, foi observada uma diferenca significativa entre as concentragdes de 300 pL/mL e
500 pL/mL para membros superiores, onde a concentracdo de 500 pL/mL apresentou uma
média maior de assimetria para estas estruturas. De modo semelhante, larvas do mosquito Culex
quinquedasciatus tratadas com o inseticida/larvicida temefos apresentaram diferengas na
assimetria das asas perante diferentes concentracdes (Mpho et al., 2001). Também as larvas da
Odonata Ceriagrion sp. tratadas com diferentes concentracGes do inseticida/nematicida
triazofds apresentaram assimetrias diferentes quanto ao comprimento da tibia (Chang et al.,
2007). No entanto, como no presente trabalho ndo houve diferenca significativa em relacao aos
embrides controle, pode-se inferir que os animais conseguiriam se desenvolver de forma

normal.

56 ALTERACOES SANGUINEAS

5.6.1 Glicemia

O indice glicémico € um indicador bioquimico sensivel ao estresse (Beyea et
al, 2005), sendo utilizado para inferir possiveis alteracées fisiologicas causadas por toxicidade.
Os niveis de glicose no sangue podem ser afetados pelos agrotdxicos, conforme ja relatado em
alguns estudos, como um aumento de glicose em ratos tratados com o inseticida malation
(Lasram et al., 2008) e monocrotofos (Velmurugan et al., 2017). Alteragdes na glicemia podem

afetar o desenvolvimento dos membros do embrido pois a glicose € um metabolito essencial
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para a sintese de glicosaminoglicanos pelos condrdcitos, tendo papel fundamental para a
viabilidade e matriz de condrdcitos (Mobasheri et al. 2002). A hiperglicemia causa efeitos
deletérios na formacdo da cartilagem, como a producdo de espécies reativas do oxigénio e
diminuicdo da sintese de proteoglicanos (Rosa et al., 2009), causada pela diminuicdo dos niveis
de heparan sulfato produzidos por células endoteliais (Gharagozlian et al., 2006). Apesar disto,
neste trabalho ndo houve diferenca nos niveis de glicose encontrados nos embriGes de galinha.
De maneira semelhante, embrides de galinha tratados com o inseticida cipermetrina (Anwar,
2003) e embrides do peixe Rhamdia quelen tratados com o herbicida glifosato (Kreutz et al.,
2011) ndo demonstraram alteracfes na glicemia. Entretanto, os testes de glicemia foram
realizados apenas com a concentracao de 300 pL/mL, e diferencas mais expressivas (apesar de
ndo estatisticamente significativas) na formacdo dos membros superiores foram observadas
guando a concentracdo de 500 pL/mL foi analisada. Assim, é necessario verificar se testes de
glicemia com concentracfes mais elevadas resultariam em alteragdes significativas, que
poderiam estar relacionadas a formacao inadequada dos membros superiores. Além disso, o
nimero amostral reduzido de embrides analisados (n = 28) na execuc¢ao desta etapa do trabalho
pode ter prejudicado a analise dos resultados. Estes e outros parametros bioquimicos e
metabdlicos devem ser melhor analisados futuramente para verificar se 0 Rovral® oferece
riscos a outros processos fisioldgicos dos organismos, que podem levar a anomalias do

desenvolvimento.

5.6.2 Anormalidades nucleares dos eritrocitos

A presenca de micronlcleos representa danos no material genético e o
aparecimento de anormalidades nucleares também representa genotoxicidade. Os agrotdxicos
possuem genotoxicidade que pode levar a diversos efeitos, como aparecimento de cancer e
anormalidades morfoldgicas (Bolognesi, 2003). Tanto os micronucleos como as alteracdes
nucleares vém sendo utilizados como indicadores de exposicdo a substancias genotoxicas
(Ngan et al., 2007).

Os eritrocitos das aves, diferentemente dos mamiferos, permanecem
nucleados ao longo da vida, mas, como os mamiferos, passam por uma sequéncia de alteracfes
em sua hemoglobina durante a embriogénese (Bellairs & Osmond, 2014). Os agrotdxicos
podem ocasionar lesdes no DNA ou na estrutura nuclear, e os eritrocitos das aves representam

um excelente modelo para verificagdo destas anormalidades. No presente trabalho, a analise de
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alteracOes nucleares nos eritrécitos de embrides de galinha tratados com Rovral® revelou que
ndo houve frequéncias significativas de micronucleos e da maioria das anormalidades nucleares
dos embrides tratados em relacdo aos controles, excetuando a anormalidade de eritrdcito
binucleado. Resultados parecidos foram encontrados para linfécitos humanos tratados in vitro
com concentracfes do inseticida imidacloprida e do fungicida metalaxil, nos quais ndo foi
observado aumento da frequéncia de microndcleos (Demsia et al., 2007). No trabalho de
Gonzaélez et al. (2017), as concentraces testadas do herbicida Roundup® em embrides do reptil
Caiman latirostris ndo resultaram em frequéncias significativas para micronucleos, assim como
o0 tratamento com o herbicida quinclorac em embrides de galinha (Conceicdo & Protti, 2012).
Tanto a frequéncia de microndcleos como as anormalidades nucleares (notched, bud,
excéntrico, irregular e anucleado) ndo foram estatisticamente significantes em embries do
réptil Salvator merianae tratados com Roundup® (Schaumburg et al., 2016), assim como
concentracbes do inseticida clorpirifés testados em juvenis do peixe Cyprinus carpio
(Mitkovska & Chassovnikarova, 2019).

O tratamento com Rovral® em concentracdo préxima a sua LCazs (300
pL/mL) resultou em aumento significativo de eritrocitos binucleados. Resultados semelhantes
ja foram reportados em outros trabalhos, como em hepat6citos de ratos tratados com o acaricida
bromopropilato e o inseticida DDT (diclorodifeniltricloroetano) (Kostka et al., 1996),
eritrocitos periféricos de Anguilla anguilla tratados com o inseticida Decis® (deltametrina)
(Marques et al., 2014) e células bucais de trabalhadores agricolas expostos a agrotoxicos (Adad
et al., 2015). As células binucleadas aparecem em eventos de aneuploidia, causada pela
segregacdo incorreta de cromossomos (Shi & King, 2005). Nas condi¢des amostrais dos
experimentos realizados, esses resultados indicam que o Rovral® ndo possui forte efeito
genotdxico, pois houve pouca inducdo de alteracBes nucleares em eritrocitos de embrides de
aves, quando em concentragdo de 300 pL/mL. Entretanto, outros estudos, como o ensaio do
cometa, podem ser Uteis para a conclusao definitiva da seguranca deste fungicida. Além disso,
o reduzido nimero amostral utilizado para essas analises (n = 28) pode ter prejudicado os

resultados, sendo necessario estudos mais aprofundados no futuro.
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6 CONCLUSOES

Os tratamentos com o Rovral® demonstraram ser significativamente mais
letais que os respectivos controles. A partir dos dados de mortalidade, a LCsg calculada através
da equacdo da reta resultou em um valor de 738 pL/mL, 0 que representa 492 vezes a

concentracdo recomendada para uso.

Os tratamentos com Rovral® néo causaram taxas estatisticamente maiores de
malformacao que 0s seus respectivos controles em embrides vivos. Entretanto, ressalta-se que
diversas malformacdes foram observadas tanto em embribes vivos como em embrides mortos,
dentre as quais, as mais frequentes foram as alteracBes cefalicas/craniais, oculares,
hemorrégicas e no tronco. Os defeitos na regido cefalica foram principalmente de auséncia do
bico, formagao incompleta da propria cabeca e microftalmia. As hemorragias ocorreram tanto
nas laterais do corpo, como em 6érgdos e cabeca. Para o tronco, foram observados

principalmente érgdos internos aparentemente protuberantes e coragéo ectdpico.

O peso total dos embrides vivos e 0 seu estadiamento, assim como as medidas
das estruturas da cabeca, olhos, membros superior e inferior e tronco, e sua simetria bilateral
ndo apresentaram diferenca significativa entre os embrides tratados e os controles e entre as
concentragdes, indicando que os embrides que conseguiram sobreviver até o sétimo dia de
desenvolvimento apds tratamento com Rovral® seguiram um padrdo normal no que diz

respeito a velocidade e crescimento, apesar do aparecimento das malformacdes relatadas.

Por fim, nas analises sanguineas realizadas com o tratamento de 300 pL/mL
(aproximadamente equivalente a LCys), os dados de glicemia e presenga de micronucleos ndo
diferiram entre embrides tratados e controles. Dentre as anormalidades nos eritrocitos, apenas
a anormalidade binucleada diferiu entre embrides tratados e controles, apesar do numero

amostral reduzido, o que pode ter prejudicado os resultados.

Dessa forma, os resultados indicam que o Rovral® apresenta baixa letalidade
para embrides de galinha, e possivelmente para demais amniotos, quando aplicado de maneira
aguda. Apesar da elevada LCso, diversos tipos de malformacéo foram observados, em especial
hemorragias, representando riscos para a sobrevivéncia dos organismos. Ademais, € importante
ressaltar que contaminagfes crbnicas podem representar riscos ainda maiores a saude e

integridade fisica dos animais e seres humanos, e serdo foco de estudos futuros.
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Tabela 2 — Concentracgdes e grupos experimentais utilizados nos primeiros ensaios para
analise de embriotoxicologia de Rovral®.

N amostral de ovos nas concentragdes (uL/mL) e grupos
experimentais

o 60 80 100 120 140 Total
Réplica
T ¢ T C€C T C€C T C T C T |deovos

1 14 14 20 20 20 20 18 19 20 20 20 20

2 21 21 23 23 22 22 20 20

3 23 23 20 20 20 20 21 22

4 20 20 20 20 20 21

5 20 21

6 20 21

Total 14 14 20 20 124 126 81 82 82 83 61 62| 481

pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; T — tratado.

Tabela 3 — Sem tratamento, réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Sem tratamento
ROépVIiSa zs/‘:’)o (g()) Vivo Morto Nada er:k? fi%c()jc()g)
1r1 59,87 X 0,8377
2R1 58,31 X 1,0328
3R1 60,49 X 0,9237
4r1 55,80 X 0,9674
SR1 51,15 X 0,9657
6Rr1 46,78 X 0,8758
TR1 50,70 X 1,0805
8r1 53,42 X 0,9688
Or1 61,15 X 1,0409
10r1 57,83 X 0,9715
11Rr1 57,14 X 1,0079
12r1 62,47 X 0,9137
13r1 51,93 X 0,7929
14Rr: 46,51 X 1,1314
15r1 60,15 X 0,8654
16r1 57,83 X 0,9063
17r1 50,55 X 0,8030
18r1 52,77 X 1,0934

g —grama; R —réplica.
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Tabela 3 — Sem tratamento, réplicas 1, 2 e 3.
(continuacao)

Sem tratamento

:j;?a l;isoo (g()) Vivo Morto Nada err?l:? :i%g(zg)
191 51,27 X 1,0332
20r1 54,04 X 1,0596
1r2 49,44 X 1,2392
2R2 41,81 X

3r2 49,44 X 1,1121
4r2 55,28 X 1,2957
SR2 53,84 X 1,1808
6r2 57,33 X 0,4202
TR2 50,02 X 1,2094
8r2 53,20 X 1,1730
9r2 48,28 X

10r2 67,53 X

11r2 51,19 X 0,9757
12ro 59,84 X 0,8658
13r2 58,19 X 1,1126
14ro 50,79 X 1,0634
15r2 59,97 X 1,1663
16r2 50,92 X 0,9921
17r2 52,92 X

18r2 58,66 X

192 48,46 X 0,7455
20r2 49,99 X 1,0268
21Rr2 54,72 X 1,1185
22Rr2 47,88 X

23R2 50,93 X 1,0292
24R; 50,85 X 0,9780
25r2 39,85 X 1,0447
26Rr2 50,85 X 1,1413
27Rr2 49,19 X 1,1345
28Rr2 47,40 X 1,0809
29R2 41,61 X 0,9335
30r2 52,39 X 1,0790

g —grama; R —réplica.
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Tabela 3 — Sem tratamento, réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Sem tratamento

:j;?a IZ(\e/soo (g()) Vivo Morto Nada er:l:? :i%g(zg)
31r2 50,35 X 1,1609
32r2 55,79 X 1,1375
1rs3 58,04 X 1,0786
2R3 54,29 X 1,1249
3R3 54,74 X 1,1099
4r3 44,98 X 0,9755
SR3 51,63 X 0,9755
6Rr3 54,48 X 1,1850
7R3 55,98 X 0,8690
8r3 53,07 X 1,1665
ORs3 56,29 X 0,9746
10rs 54,93 X 1,1355
11Rrs 59,88 X 1,2810
12r3 64,94 X

13rs3 54,67 X 0,8340
14gs3 53,80 X 0,8401
15g3 61,39 X 0,8498
16rs3 46,22 X 1,0518
17rs3 50,72 X 0,9983
18r3 56,74 X 0,8372
19rs 60,75 X 0,9593
20r3 53,84 X 1,0363
21R3 57,35 X 1,0203
22Rr3 52,97 X 0,8595

g — grama; R — réplica.

Tabela 4 — Controle, réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle
FS;/“Z zs/i)o (3()) Vivo Morto  Nada eni)t??i%g?g)
1r1 57,93 X 1,0981
2R1 58,39 X 1,1716
3R1 61,39 X 0,3888

g —grama; R —réplica.
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Tabela 4 — Controle, réplicas 1, 2 e 3.
(continuacao)

Controle
:j;?a l;isoo (g()) Vivo Morto Nada enljlg?i%g?g)
4r1 54,36 X 0,6746
SRr1 45,37 X 0,8665
6r1 60,16 X 0,7349
Tr1 57,03 X 0,9688
8r1 57,87 X 0,3167
9r1 54,11 X 1,0163
10r1 55,50 X 1,0012
11r1 44,83 X 0,4698
12r1 53,27 X
13Rr1 54,92 X 1,0352
14ry 61,16 X
15r1 46,71 X 0,8605
16Rr1 52,53 X 0,8068
17r1 55,95 X 0,8350
18r1 57,48 X 0,8790
19r1 53,84 X 0,8009
20r1 59,83 X 0,9460
1r2 59,38 X
2r2 48,82 X 1,1161
3r2 42,73 X 1,2135
4r2 49,73 X 1,0039
SRr2 57,67 X 1,2332
6r2 47,66 X 1,2807
TR2 56,88 X 1,2236
8r2 46,80 X 1,1923
9r2 49,43 X 1,0359
10r2 45,60 X 1,1037
11r; 41,91 X 1,0777
12ro 50,08 X 1,0957
13r2 50,18 X 1,0968
14r> 41,55 X 0,1004
15r2 48,14 X 0,9667

g —grama; R —réplica.
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Tabela 4 — Controle, réplicas 1, 2 e 3.
(continuacao)

Controle
:j;?a l;isoo (g()) Vivo Morto Nada enljlg?i%g?g)
16r2 56,49 X 1,0484
17r2 65,14 X 0,5351
18r2 54,40 X 0,9998
192 51,21 X 0,8675
20r2 43,58 X 0,9096
21R2 47,09 X 0,9590
22Rr2 57,68 X 1,0586
23R2 38,15 X 0,8903
24Rr2 54,35 X 0,9902
25r2 50,76 X 1,1343
26R2 42,27 X 0,8877
27R2 40,98 X 0,8550
28R 38,08 X 0,7588
29R2 55,01 X 0,9116
30r2 49,65 X 0,8276
31r2 48,42 X 0,9746
32r2 54,33 X 0,7660
1Rrs 64,73 X 0,6131
2R3 49,44 X 0,9834
3R3 55,63 X
4r3 56,84 X 0,8586
SR3 59,91 X 0,9126
6r3 50,41 X 1,0386
7R3 58,44 X 0,6958
8rs3 50,25 X 0,7681
ORrs3 46,76 X 1,0032
10rs3 46,28 X 0,8590
11grs3 52,55 X 0,7885
12Rrs3 49,75 X
13r3 51,11 X 0,9620
14R3 42,31 X
15r3 55,27 X 1,1776

g —grama; R —réplica.
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Tabela 4 — Controle, réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Controle
:j;?a IZ(\e/soo (g()) Vivo Morto  Nada enljt??i%lg?g)
16r3 61,08 X 0,9285
17r3 63,28 X 0,3934
18r3 46,44 X 1,1509
19r3 53,51 X 1,2229
20r3 54,85 X 0,5663
21r3 40,17 X 1,2678
22r3 53,07 X

g —grama; R —réplica.

Tabela 5 — Malformacdes dos embrides sem tratamento e controle.
Tratamento
Réplica

Embrido Malformacao

11 Encéfalo ndo desenvolveu
Cri corretamente; microftalmia

15 Hemorragia por toda a cabeca

Olhos e encéfalo ndo
desenvolveram corretamente
C — controle; S/T — sem tratamento; R — réplica.

SITr2 6

Tabela 6 — Concentragdo de 100 uL./mL, controle, réplicas 1, 2 e 3.
(continua)

Controle 100 pL/mL

Ovo  Pesodo|y '\28::10 '\28::10 Indefinido Infértil  es0 do - Estagio
Replica  OVO (Q) embridgo  sangue embrido (g) HH
e 58,77 | X 10217 31
2 5316 | X 13078 34
3 4856 | X 11880 33
4 5315 | X 00398 32
5ri 49,57 X 00315 14
6 5498 | X 12166 33
7T 5872 | X 12450 33
8 5350 | X 10035 32
Ot 5140 | X 08574 31
10r: 5166 | X 10863 33
1r 47,39 X 02891 29

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 6 — Concentragdo de 100 uL./mL, controle, réplicas 1, 2 e 3.
(continuacao)

Controle 100 pL/mL

Ovo  Pesodo|y l\ggrrrtno l\ggrrrtno Indefinido Infértil _ eso do - Estagio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
120 5266 | X 10213 32
13r 56,14 X

14Rr; 52,68 X 1,3182 34
150, 4948 | X 10064 32
16rs 54,05 | X 10044 32
170 5161 | X 12472 34
181 50,30 | X 12502 34
19 5516 | X 11017 31
20r1 4912 | X 14004 35
2 5212 | X 12354 33
1r2 55,86 X 1,0407 32
2re 49,28 X CO’I\é‘:‘;’ "

3, 5655 | X 11676 33
4o 5128 | X 00910 31
Sre 54,12 X 06377 29
62 6045 | X 06048 30
7ee 5117 | X 07034 30
8 5580 | X 00156 31
92 4590 | X 08626 30
10re 57,99 | X 01317 24
1lre 5597 | X 12326 34
12 5437 | X 11025 33
13s 5576 | X 10958 32
l4gs 61,09 X

152 5572 | X 10595 32
16re 4433 | X 10896 32
17e 4855 | X 00416 32
182 6214 | X 10762 32
19 4841 | X 10768 32
20r: 5457 | X 00408 31
s 4963 | X 07878 31

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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(concluséo)

Controle 100 pL/mL

Ovo  Pesodo| o Yo NN inido inferyPes0 00 Estégio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
2R3 49,91 X 0,9980 32
3R3 54,97 X 0,8170 31
4Rrs3 57,76 X 0,9358 32
SR3 42,81 X 0,8669 31
6r3 45,68 X 0,8919 31
7R3 46,40 |Podre
8r3 49,00 X 0,6297 30
ORs3 58,34 X 0,6870 30
10r3 49,58 |Podre
11rs3 63,95 X 0,9415 32
12g3 58,91 X 0,3953 29
13rs3 57,66 X 1,0524 32
14g3 43,78 X 0,9322 32
15g3 43,87 X
16rs3 47,37 X 1,2191 34
17rs3 49,00 X 1,1628 33
18rs 45,23 X 0,9753 32
19rs 43,81 X 1,0074 32
20r3 40,61 X 0,7034 30
pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
Tabela 7 — Concentragdo de 100 pL/mL, tratado, réplicas 1, 2 e 3.
(continua)
Tratado 100 pL/mL
Ovo  Pesodol\, o 'eot® NORE o nferi Pesodo  Estigio
Réplica  OVO (Q) embridgo  sangue embrido (g) HH
1r1 46,73 X 1,3332 35
2R1 54,09 X 0,7563 30
3R1 53,98 X 1,2608 33
4r1 53,82 X 0,1435 25

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 7 — Concentragdo de 100 pL/mL, tratado, réplicas 1, 2 ¢ 3.
(continuacao)

Tratado 100 pL/mL

Ovo  Pesodo|\y "o’ com Indefinido Infertil P00 Estégio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
SRr1 50,23 X 1,3770 35
6r1 55,95 X 0,9134 31
Tr1 49,75 X

8r1 48,79 X

91 5444 | X 1,0816 32
10r1 51,24 X

11p1 58,02 | X 1,0067 32
12r1 53,52 X 1,0088 31
13r1 49,05 X 0,6304 29
14r; 56,89 X

1571 5541 | X 0,9569 32
16R1 53,82 X

1771 50,09 | X 0,9435 32
18r1 51,44 | X 0,8816 30
1971 43,67 | X 1,3750 35
20r1 49,35 X 0,9761 32
21r1 52,01 X 0,1399 25
1ro 52,96 X 0,7972 30
2Rr2 49,67 X 1,0066 33
3r2 47,71 X 0,9899 32
4R 47,28 X 0,5261 30
5r2 55,59 X 0,7323 29
6re 51,23 | X 0,8986 31
Tre 55,09 | X 0,9530 31
82 57,69 | X 0,9458 32
9Rr2 50,37 X 0,6978 30
10r: 50,88 X CO'I\;‘:‘;’ ”

11rs 4853 | X 0,8714 31
12r 53,17 X 0,9553 32
13Rr2 52,02 X

14y 52,33 | X 1,0307 32

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 7 — Concentragdo de 100 pL/mL, tratado, réplicas 1, 2 ¢ 3.
(concluséo)

Tratado 100 pL/mL

Ovo  Pesodo| o oor® O inido nferg Pesodo  Estégio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
15, 52,15 X e
16r2 62,79 | X 1,2326 33
17r2 54,92 X 1,1187 33
18r2 58,48 X 1,0749 32
19r2 56,02 X 0,9133 31
20r2 59,05 X 0,8960 31
21R2 55,11 X
1r3 52,50 X 1,0672 33
2R3 49,28 X
3R3 50,11 | X 1,2026 33
4R3 5145 | X 0,9173 32
5Rrs3 47,79 | X 0,8547 30
Ors3 47,59 X 1,0327 32
7R3 40,66 X 0,7207 30
8rs3 47,66 |Podre
9r3 63,82 X 0,9364 31
10rs 66,24 X 0,6400 30
11rs 57,87 X 0,4238 29
12rs3 55,71 X N&o peguei 13
13r3 62,06 X 1,0243 32
14Rr3 45,77 X N&o peguei
15rs 44,97 X
16rs3 55,80 |[Podre
17rs3 47,78 X 1,0218 32
18rs 47,32 |Podre
19r3 55,53 X
20r3 55,92 X
2lrs 49,09 | X 0,9131 31

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 8 — Concentragdo de 300 uL./mL, controle, réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 300 pL/mL
Ovo  Pesodo| o tot® T i ey Pesodo  Estdgio
Replica  OVO (Q) embrido  sangue embrido (g) HH
1r1 56,94 | X 1,0588 32
2R1 52,09 | X 0,9516 32
3R1 65,01 | X 0,9354 31
4r1 52,58 X 0,7938 30
SR1 56,11 X 1,0944 32
6r1 51,79 X 0,9236 32
Tr1 54,04 X 0,4433 28
8r1 51,12 | X 0,8357 30
Or1 5498 | X 0,9481 32
10r1 55,79 X 0,7917 30
11Rre 58,02 | X 0,9958 32
12r1 49,25 X 0,8783 31
13r1 52,21 X 1,4735 34
14r1 48,53 X
15r1 49,02 X 1,0362 32
16R1 60,79 X 0,9471 31
17r1 50,07 | X 1,0054 32
18r1 54,89 X 1,1202 33
lre 51,67 | X 09674 32
2R2 45,17 X 1,1445 33
3Rz 47,66 X 1,1121 33
4Rr2 45,23 X 0,9426 32
SRr2 50,02 X 1,0984 32
6r2 50,63 X
Tr2 46,28 X 1,2603 34
8r2 52,30 | X 0,8341 30
Or2 60,83 | X 0,8661 31
10r2 58,66 | X 1,0889 33
11r2 56,16 | X 1,0438 32
12ro 50,48 X 1,1673 33
13r2 55,13 X 1,2014 33
14ro 50,32 X 1,1487 33

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 8 — Concentragdo de 300 uL./mL, controle, réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Controle 300 pL/mL

Ovo  Pesodo|y hgg:;o hgg:;o Indefinido Infértil  Fes0do  Estagio
Replica  OVO (@) embrido  sangue embrido (g) HH
152 56,71 | X 09124 32
16re 4841 | X 11435 33
172 52,00 | X 10833 32
182 5424 | X 10221 32
19 5636 | X 12317 34
20r: 4736 | X 12602 34
lrs 5535 | X 08338 32
2 5948 | X 10570 32
3 5006 | X 11032 33
4rs 5445 | X 11773 34
5k 50,00 | X 12134 33
6 5878 | X 09724 32
7es 5238 | X 11111 33
8 4818 | X 11433 33
O 5042 | X 10368 33
10rs 60,05 | X 09565 32
1lrs 6236 | X 07744 31
12 51,97 | X 09804 32
13 5252 | X 09992 32
14rs 5555 | X 09820 32
15 4866 | X 11730 32
16rs 4637 | X 09392 31
17 6340 | X 09242 32
18s 60,95 X

19 51,16 | X 11375 34
20rs 5441 | X 10570 33
21rs 57,89 | X 08177 31

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.



Tabela 9 — Concentragdo de 300 pL/mL, tratado, réplicas 1, 2 ¢ 3.
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(continua)
Tratado 300 pL/mL

Ovo  Pesodo| oo "or® e Indefinido Inferil empridy 51910
Replica OO () embrido  sangue (9) HH
1r1 56,90 X 0,8075 29
2r1 55,71 X 0,6411 28
3r1 52,82 X 0,6927 30
4Rr1 60,64 X 0,8918 31
SR1 56,54 X 0,7891 30
6r1 45,51 X 1,1929 33
Tr1 52,58 X 0,9809 30
8r1 51,47 X

9r1 56,30 X 0,8081 30
10r1 58,80 X 0,8123 30
11ry 57,48 X 0,9053 31
12r1 51,04 X

13r1 49,72 X 0,8484 31
14r, 40,11 X 1,0375 33
15r1 51,42 X 0,9502 32
16r1 52,19 X e

17r1 47,07 X 0,4039 28
18r1 55,99 X 1,0903 33
1r2 58,00 X 1,1056 33
2r2 55,59 X 1,2959 34
3r2 50,51 X 0,9264 31
4Rr2 51,67 X 1,0164 32
SRr2 55,12 X 1,2371 33
6r2 59,97 X

Tr2 56,91 X 1,1679 34
8r2 53,39 X

92 56,51 X 0,9220 30
10r2 56,99 X 1,1477 34
11ro 65,04 X 0,9868 31
12r2 54,71 X

13r2 61,54 | Podre

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 9 — Concentragdo de 300 pL/mL, tratado, réplicas 1, 2 ¢ 3.
(concluséo)

Tratado 300 pL/mL

ovo  Pesodol\, o 0T efinido Infert Pesodo  Estégio
Replica  OVO (Q) embrido  sangue embrido (g) HH
14Rro 66,16 X 0,9697 31
15g2 48,97 X 0,4454 28
16r2 54,64 X 0,9957 32
17r2 50,25 X

18ro 57,06 X

19 50,40 X 0,6683 30
20Rr2 52,25 X 1,2041 32
21Rr2 57,75 X

les 4559 X 07340 29
2rs 38,74 X 02025 24
3Rr3 46,56 X 1,1467 33
4R3 51,97 X 1,3520 34
OR3 43,45 X

bra 4361 X coll\é?:do

7R3 50,18 X 1,3598 34
8r3 61,38 X 0,9744 32
Or3 61,14 X 0,9453 32
10r3 61,64 X 1,0498 33
11rs 5331 X e

12r3 53,11 X 1,4679 34
13r3 47 57 X 1,1744 33
14r3 51,05 X

15r3 52,35 X 0,9665 32
16r3 66,06 X 1,1519 33
17r3 56,52 X 1,0898 32
18r3 51,59 X 0,9528 32
19r3 59,88 X

20r3 52,70 X 0,9357 32
21Rr3 57,57 X 0,9525 32

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 10 — Concentragao de 500 ul/mL, controle, réplicas 1, 2 ¢ 3.

(continua)
Controle 500 pL/mL

Ovo Pesodol\u o 'or” o Indefinido Infert Pesodo  Estigio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
1r1 46,31 X 1,1645 33
2R1 52,61 X 1,0673 33
3r1 58,18 X 1,0637 32
4r1 66,01 X 1,0344 33
SR1 56,22 X

6r1 47,72 X 1,0330 32
Tr1 56,92 X

8r1 52,97 |Podre

9r1 45,52 X 0,8862 31
10r1 47,19 X 0,8771 31
11Rre 51,37 X 0,9295 31
12r1 56,46 X 0,9880 32
13r1 57,54 X 0,9246 31
14r: 61,86 X 1,0892 33
15r1 66,23 X 1,0578 33
16R1 44,54 X

17 50,12 X e

18r1 49,65 X 0,8754 32
19r1 39,40 X 0,8255 31
20R1 41,93 X 0,8256 30
lre 5803 | X 0,9242 30
2r2 55,08 X

3r2 46,39 X 0,9746 32
4Rr2 49,27 X 1,0133 33
SR2 54,80 X 0,8104 31
6r2 60,60 X 1,0431 33
Tr2 47,41 X 1,0560 33
8r2 48,78 X 1,0715 33
9r2 52,43 X 0,4556 29
10r2 56,21 X 1,1959 34
11r2 44,66 X 1,2015 33

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 10 — Concentragao de 500 ul/mL, controle, réplicas 1, 2 ¢ 3.
(continuacao)

Controle 500 pL/mL

Ovo  Pesodo . I\gg:;o I\gg:;o Indefinido Infértil _esodo  Estagio
Réplica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
12/ 5157 | X 08380 31
13: 4475 | X 09923 32
l4gs 5394 | X 09702 32
1502 49,40 | X 09975 32
16re 4821 | X 10987 32
172 5046 | X 08503 32
18, 53,55 X coll\tle?g "

19 4689 | X 10415 32
20r: 51,32 X

2re 4474 | X 10919 32
les 4381 | X 09206 33
2 59,00 | X 11345 33
3rs 48,75 X CO'I:?; "

4rs 46,14 X coll\é?gdo

5k 5619 | X 09413 31
6z 5585 | X 11148 33
TR3 55,15 X

8= 5130 | X 09679 32
os 4721 | X 09797 32
10rs 6150 | X 09528 32
11rs 5186 | X 07829 30
12s 5027 | X 00092 32
13s 6401 | X 11034 33
l4gs 5356 | X 08063 30
15qs 60,15 | X 08672 31
16rs 59,90 | X 10503 33
17s 58,80 X 05153 28
18rs 59,16 | X 08010 31
19s 5001 | X 10959 33

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.



Tabela 10 — Concentragao de 500 ul/mL, controle, réplicas 1, 2 ¢ 3.
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(concluséo)

Controle 500 puL/mL

Ovo  Pesodo|\ o 'oot® O finido infery Pesodo  Estagio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
20r3 56,34 X 0,9748 32
21R3 56,70 X 1,0012 33
pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
Tabela 11 — Concentragao de 500 pulL/mL, tratado, réplicas 1, 2 e 3.
(continua)
Tratado 500 pL/mL
Ovo  Pesodo| o eot® MO nido Inferyy Pesodo  Estagio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
1r1 58,84 X 0,9242 32
2R1 52,45 X 0,0291 20
3R1 41,44 X 1,1367 33
4r1 41,66 X 1,0459 32
SR1 51,25 X 1,1913 33
6r1 53,63 X e
Tr1 47,47 X 0,9529 33
8r1 52,87 X 0,1767 25
Or1 56,15 X 0,5081 29
10r1 55,36 X 1,0082 32
11r1 46,43 X 0,9010 31
12r1 54,17 X 0,6892 30
13r1 42,20 X 1,1943 33
14Rr1 50,07 X 0,9835 32
15r1 52,57 X 0,0696 20
16r1 59,37 X
17r1 47,80 |Podre
18r1 51,65 X 0,0458 20
19r1 49,20 X 1,0584 32
20R1 61,22 X
1r2 51,82 X
2R2 53,37 X 0,6001 30

puL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica; * — 0 embrido
apresentava caracteristicas de ambos estadiamentos.
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Tabela 11 — Concentragdo de 500 pulL/mL, tratado, réplicas 1, 2 e 3.
(continuacao)

Tratado 500 pL/mL

Morto Morto , .
QYO Zslsoo(dg) Vivo  com com Indefinido Infeértil errljgfi%g?) Eslzal_g“o
Replica g embrido  sangue 9
3r2 47,64 X 0,9278 32
4o 56,09 X 1,0942 33
5r2 48,55 X
6r2 57,72 X 0,9643 32
TrR2 54,57 X
8r2 46,97 X
9Rro 56,05 X 0,9593 32
Néao
10r2 58,24 X coletado
11ro 47,51 X 0,9062 31
12r2 55,26 X 1,0422 32
13r2 45,01 X 0,8597 30
14r> 54,54 X 0,5161 29
15gr2 48,63 X 0,6717 30
Néao
16r2 49,15 X coletado
17r2 48,51 X 1,0446 32
18r2 51,01 X 1,1086 32
19r> 54,63 X 0,2267
20r2 49 55 X
21ro 55,50 X 0,8258 30
1r3 53,62 X 1,1827 33
2R3 51,23 X 1,2757 33
3Rr3 50,85 X 0,1762 25
Nao
4r3 45.27 coletado
Nao
9r3 41,46 X coletado
Nao
6r3 43,59 X coletado
Nao
7R3 55,92 X coletado
Nao
8r3 62,03 X coletado

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 11 — Concentragdo de 500 pulL/mL, tratado, réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Tratado 500 pL/mL

Ovo  Pesodol, omtom Indefinido Inferil _Pes0@0  Estégio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
0 61,22 | X 13386 34
10rs 5239 | X 10454 32
11rs 5715 | X 09119 31
12 5960 | X 07594 30
13 5656 | X 10408 33
14rs 5321 X

15rs 52,25 X

16rs 4017 | X 08841 31
17rs 5568 | X 09236 32
18rs 55,50 X CO'I\S; "

19 5525 | X 10785 33
20rs 62,20 X coll\lezti;)do

21ps 5359 | X 10408 33

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.

Tabela 12 — Concentracao de 750 uL/mL, controle, réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 750 pL/mL
Ovo Pesodo|,,. Morto Morto . ... Pesodo Estagio
Vivo  com com Indefinido Infértil ~
Replica  OVO (Q) embrido  sangue embrido (g) HH
1Rt 47,84 X
2R1 42,70 X
3Rt 52,28 X
4r1 51,98 | X 1,2491 34
SR1 4824 | X 1,0330 32
6r1 48,76 | X 1,2095 33
TR1 57,39 | X 0,9052 32
8r1 50,81 | X 1,0816 32
Or1 5263 | X 1,1750 33
10r1 46,68 X
11r: 5422 | X 0,7139 30

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 12 — Concentragao de 750 ul/mL, controle, réplicas 1, 2 ¢ 3.
(continuacao)

Controle 750 pL/mL

Ovo  Pesodo|\n o '’ oo Indefinido Infertil  PeS0d0  Estigio
Réplica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
12r1 45,69 X 0,8510 30
13r1 50,72 X 1,0613 33
14r, 50,23 X 1,0623 33
15r1 53,66 X

16r1 48,49 X 1,0748 33
17r1 59,64 X 1,0721 32
18r1 61,68 X

19r1 58,57 X 1,2303 34
20r1 62,41 X 1,1035 33
1r2 47,68 X 1,1366 34
2R2 61,30 X 1,2516 34
3Rr2 54,75 X

4Rr2 50,03 X 1,2408 33
5Rr2 63,55 X 0,9685 31
6r2 49,97 X 1,2709 34
Tr2 48,78 X 0,9638 32
8r2 45,39 X 0,7620 30
9r2 50,54 X 0,8616 31
10r2 47,62 X 0,9296 30
11ro 57,25 X 0,9936 32
12r2 59,54 X 0,8298 31
13r2 57,04 X 0,9559 33
14ro 51,18 X 0,9606 32
15r2 47,19 X 0,0060 14
16r2 46,39 X 0,9701 32
17r2 48,88 X 1,0856 33
18r2 59,77 X 1,2208 33
192 51,75 X 1,2044 34
20r2 54,93 X 0,9360 32
1r3 59,97 X 0,8825 31
2R3 54,83 X

3R3 58,33 X 0,3997 28

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 12 — Concentragao de 750 ul/mL, controle, réplicas 1, 2 ¢ 3.
(concluséo)

Controle 750 uL/mL

Ovo  Pesodo |, om com . Indefinido Inferul _Pesodo  Estégio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
4rs 54,69 | X 1,0175 32
OR3 68,33 X 0,7511 30
6r3 50,80 X 1,1153 31
Trs 52,21 | X 0,9113 31
8rs 5574 | X 1,0135 32
9rs 44,26 | X 1,0125 32
10rs 5535 | X 0,8287 31
11rs 55,26 X 0,6087 30
123 58,45 X

13rs 52,67 | X 1,1487 33
14r3 53,18 X 1,2150 33
153 51,86 | X 1,0430 33
16rs 56,96 | X 1,1048 32
17/ 56,61 | X 1,0087 33
18rs 6345 | X 0,8783 30
19Rr3 50,39 X 1,1700 33
20rs 57,72 X 1,2358 30

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.

Tabela 13 — Concentragao de 750 pul/mL, tratado, réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 750 pL/mL
Ovo  Pesodol, omtom Indefinido Inferi _Pes00  Estégio
Replica  OVO (Q) embrifo  sangue embrido (g) HH
1r1 5765 | X 0,8619 30
2R1 54,15 X
3r1 61,72 | X 0,6654 30
4r1 50,57 X
SR1 63,70 X 0,9054 32
6r1 51,53 X 0,6448 29
7rR1 65,86 X
8r1 53,68 X 1,0548 30

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.



Tabela 13 — Concentragao de 750 pul/mL, tratado, réplicas 1, 2 ¢ 3.
(continuacao)

144

Tratado 750 pL/mL

Ovo

Peso do

Morto Morto

Peso do

Estagio

repica OVO (Q) Vivo erﬁg:ri]éo Sacr(])&e Indefinido Infértil embrido (g) HH
9r1 51,16 X

10r1 48,94 X 0,637 29
11r1 45,53 X

12r1 55,94 X

13r1 48,00 X 0,3723 29
14ry 61,87 X 0,8564 32
15r1 56,38 X

16Rr1 49,20 X

17r1 51,21 |Podre

18r1 50,57 X 1,0579 33
19r1 51,99 X 0,9466 32
20r1 55,77 X

21Rr1 48,53 X 0,7566 30
1r2 52,38 X

2R2 54,91 X 1,2069 33
3Rz 50,86 X 0,9047 31
4r2 49,67 X 0,7235 30
SR2 57,32 X 1,0206 32
6r2 55,89 X 1,4521 33
TR2 46,53 X

8r2 49,74 X 0,8364 30
9r2 51,14 X

10r2 52,26 X 1,3034 34
11r2 50,81 X 1,0047 32
12r2 46,69 X

13r2 48,91 X 0,9771 32
14r> 45,92 X

15r2 61,72 X 1,0710 32
16r2 50,87 X 0,9381 32
17r2 48,43 X

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 13 — Concentragao de 750 pul/mL, tratado, réplicas 1, 2 ¢ 3.
(concluséo)

Tratado 750 pL/mL

Ovo  Pesodo|\y o o eom . Indefinido Infertil Pes0 0 Estigio
Réplica  OVO (Q) embrido  sangue embrido (g) HH
18r2 51,65 | X 11346 33
19 6031 | X 11025 33
20r: 46,08 X

21zs 55,07 X

s 5747 | X 05065 28
2%s 5053 | X 00193 32
3 6348 X 00486 24
4rs 5174 | X 05694 29
5Rr3 56,95 X

6x: 56,06 X 0,0801

7 5479 | X 00255 31
8 46,91 X

Ors 5447 | X 00252 32
10rs 62,05 X Coﬁi‘g "

11rs 5364 | X 09633 32
12rs 47,17 X 02294 25
13rs 62,13 X 09230 30
14rs 5861 X 00839 25
15 54,18 | X 08501 32
16rs 60,20 | X 00982 32
17s 5251 | X 11626 33
18rs 4996 | X 07418 30
19r3 48,96 X 1,0448 32
20rs 51,83 | X 10247 32
21gs 51,28 | X 10593 32

pL/mL — microlitro/mililitro; g — grama; HH — Hamburger & Hamilton (1951); R — réplica.
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Tabela 14 — Ovos inférteis e indefinidos brutos, N amostral e percentual de ovos inférteis e
indefinidos segundo as diferentes concentracées, tratamentos e réplicas.

Controle Tratado

Concentracio O\(os in_fé_rteis % o!e 0vos O\(os in_fé_rteis % d,e 0vos

(UL/mL)Répica e indefinidos amostral _mfer_te_lse e indefinidos amostral _mfer_te_ls e

brutos indefinidos brutos indefinidos
100r1 1 21 4,76 3 21 14,29
100r2 3 20 15,00 7 21 33,33
100r3 1 20 5,00 1 21 4,76
300r1 1 18 5,56 1 18 5,56
300r2 0 20 0,00 5 21 23,81
300r3 1 21 4,76 1 21 4,76
500r1 4 20 20,00 2 20 10,00
500r2 2 21 9,52 2 21 9,52
500rs3 1 21 4,76 0 21 0,00
750R1 6 20 30,00 9 21 42,86
750r2 1 20 5,00 5 21 23,81
750R3 2 20 10,00 0 21 0,00

pL/mL — microlitro/mililitro; R — réplica.

Tabela 15 — Subtracdo da taxa de mortalidade dos embrides tratados e controles (em
porcentagem) segundo as diferentes concentracdes e réplicas.

% de mortalidade nas concentragdes
(uW/mL)

Réplica 100 300 500 750
1 12,22 23,53 38,19 25,00
2 15555 20,00 36,84 20,72

3 9,47 30,00 32,62 21,43
pL/mL — microlitro/mililitro.

Tabela 16 — Malformagdes encontradas na concentra¢ao de 100 ul/mL, em seus respectivos
tratamentos e réplicas.

(continua)
Concentracdo de 100 pL/mL
Tratamento Embrido Malformacoes
Réplica
5w Hemorragia no coragéo
C-R1 Auséncia de simetria bilateral cefalica; membros com tamanho menor;

w cauda atrofiada; ciclopia; hemorragia no lado direito do corpo e 6rgdos

pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; R — réplica; M — morto; V — vivo.
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Tabela 16 — Malformagdes encontradas na concentragao de 100 ul/mL, em seus respectivos
tratamentos e réplicas.
(concluséo)

Concentragdo de 100 pL/mL

Tratamento Embrido Malformacoes
Réplica
4m Desenvolvimento cefalico incompleto; tronco torcionado
T-R1 ’1 Desenvolvimento cefalico incompleto; cauda atrofiada; microftalmia
M (ambos olhos)
C-RD 12w Hemorragia no lado direito da cabeca
18y  Cauda atrofiada
T-R? 11y Hemorragia na cabeca, olhos, regido caudal e tronco no lado

esquerdo

5 Hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo principalmente), cabeca
C-R3 M eérgaos
Bv Auséncia de forma cranial e mandibula; coracdo ectopico; anaftalmia
Microftalmia (olho direito, ndo pigmentou corretamente);
T-R3 SMm hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo principalmente), cabeca
e 6rgaos
puL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; R — réplica; M — morto; V — vivo.

Tabela 17 — Malformagdes encontradas na concentragdo de 300 pL/mL, em seus respectivos
tratamentos e replicas.
(continua)

Concentragdo de 300 uL/mL

Tratamento Embrido Malformacdes
Réplica
™ Hemorragia por todo o corpo
C-R1 9v Coragéo ectdpico
13v  Hemorragia nos 6rgados
1 Parte superior do bico ndo desenvo.lve_u completamente; hemorragia
por todo o corpo (lado esquerdo principalmente)
T-R1 2m Hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo principalmente)
17w  Hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo principalmente)
2v Hemorragia em volta da iris esquerda
150 Lado direito cefalico menor; micro_ftal_mia (olho dirf:itq); hemorragia
T-R2 por todo o corpo (lado esquerdo principalmente) e 6rgéos
20m Hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo principalmente) e

orgéaos
pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; R — réplica; M — morto; V — vivo.
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Tabela 17 — Malformagdes encontradas na concentragao de 300 ul/mL, em seus respectivos
tratamentos e réplicas.
(concluséo)

Concentragdo de 300 pL/mL

Tratamento

Embrido Malformacodes
Réplica
C-R3 15v  Regido frontal cefalica inchada
1 Hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo principalmente), cabeca
M e érgaos
Microftalmia (olho esquerdo); hemorragia na regiédo torécica e
T-R3  2u (0lho esquerdo) Jianares

Pescoco
11m  Ausente

20y Orgdos protuberantes
pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; R — réplica; M — morto; V — vivo.

Tabela 18 — Malformagdes encontradas na concentragao de 500 ul./mL, em seus respectivos
tratamentos e réplicas.

(continua)
Concentracdo de 500 pL/mL
Tratamento Embrido Malformacdes
Réplica
2v  Tronco retorcido
5 Regido cefalica ndo desenvolveu completamente; tronco plano;
M anaftalmia
T-R1 L
9v  Olhos ndo pigmentaram corretamente
10 Orgéos protuberantes; olhos ndo pigmentaram corretamente;
M hemorragia por todo o corpo e 6rgéaos
9 Olhos ndo pigmentaram corretamente; hemorragia na regido inferior
M esquerda do corpo
Bico superior ausente; tronco com angulo mais aberto; cauda
T-R2 19w atrofiada; microftalmia (ambos olhos ndo formaram corretamente);
hemorragia na cabeca (lado esquerdo) e érgdos
Bico superior ausente; olhos ndo pigmentaram corretamente;
21m  hemorragia por todo o corpo (principalmente na cabeca e lado direito)
e 0rgéos
C-R4 170 Hemorragia nos olhos e 6rgaos, espalhada pelas pernas, asas e

pescoco
pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; R — réplica; M — morto; V — vivo.
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Tabela 18 — Malformagdes encontradas na concentra¢ao de 500 ul/mL, em seus respectivos

tratamentos e replicas.
(conclusao)

Concentragao de 500 pL/mL

Tratamento

Embrido Malformacdes
Réplica
1v  Orgdos intestinais protuberantes
9 Orgéos protuberantes; pata esquerda voltada para cima; cauda
V' atrofiada
T-R4 . . .
3m Microftalmia (olho esquerdo); hemorragia na cabeca
12y Hemorragia na regiéo frontal da cabeca
17v  Orgéos protuberantes; cauda atrofiada

pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; R — réplica; M — morto; V — vivo.

Tabela 19 — Malformagdes encontradas na concentra¢ao de 750 ulL/mL, em seus respectivos

tratamentos e réplicas.

(continua)
Concentracdo de 750 pL/mL
Tratamento Embriédo Malformagdes
Réplica
3v Encéfalo amassado e sem pele recobrindo
8 Bico superior incompleto; 6rgaos protuberantes; hemorragia por todo
T-R1 M o corpo e 6rgéos
13 Cauda atrofiada; microftalmia (olho direito); hemorragia por todo o
M corpo (lado esquerdo principalmente) e érgdos
Bico superior menor; cauda menor; olhos ndo pigmentaram
C-R2 5w corretamente; hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo
principalmente), 6rgdos e cabeca
Bico superior incompleto; olhos ndo pigmentaram corretamente;
4 hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo principalmente), 6rgéos
T-R2 e cabeca
6m Bico superior incompleto; hemorragia por todo o corpo
3 Hemorragia por todo o corpo (lado esquerdo principalmente), 6rgaos
M ecabeca
C-R3 : o
6m  Hemorragia por todo o corpo, cabega e 6rgéos
20m  Hemorragia por todo o corpo, cabeca e 6rgaos

pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; R — réplica; M — morto; V — vivo.
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Tabela 19 — Malformagdes encontradas na concentragao de 750 ulL/mL, em seus respectivos
tratamentos e réplicas.
(concluséo)

Concentragdo de 750 pL/mL

Tratamento Embriéo Malformacdes
Réplica
3m Hemorragia no lado esquerdo do corpo
6m  Auséncia cefalica; tronco deformado; anaftalmia
T-R3 12v  Hemorragia no lado esquerdo do corpo

13w  Hemorragia na regido frontal da cabega e 0rgéos

14m  Auséncia de mandibula e encéfalo; anaftalmia
pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; R — réplica; M — morto; V — vivo.

Tabela 20 — Subtracdo da taxa de malformacédo dos embrides vivos tratados e controles (em
porcentagem) segundo as diferentes concentracoes e réplicas.

% de malformacdo nas concentracoes
(W/mL)

Replica 100 300 500 750
1 0,00 -12,50 0,00 11,11
2 -6,25 8,33 0,00 0,00

3 -5,88 2,14 36,36 0,00
pL/mL — microlitro/mililitro.

Tabela 21 — NUmero de embriGes mortos em cada estagio de desenvolvimento (HH) segundo
as concentracdes e tratamentos.

Embrides mortos nas diferentes concentragdes (uL/mL)
Estagio 100 300 500 750 Total

HH ¢ T ¢ T Cc T C T|C T
13 1 1
14 1 1 2
20 3
24 1
25 2 2 2
28 1 3 1 1
29 3 2 2 2
30 1 3
31
32 1 1

33 1
pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; T — tratado.

N P, W W
g1 o W o N W
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Tabela 22 — Numero de embrides vivos em cada estagio de desenvolvimento (HH) segundo
as concentracdes e tratamentos.

Embrides vivos nas diferentes concentragdes (ML/mL)

Estagio 100 300 500 750 Total
HH c T ¢ T C€C T Cc T|C T
24 1 1
28 1
29 1 1 1 3|1
30 6 8 4 7 4 5 |21 24
31 0 9 7 6 10 4 2 |32 21

32 19 14 24 10 17 12 13 16 | 73 52
33 8 6 14 9 17 10 15 5 |5 30
34 6 6 6 1 1 6 1 |19

35 1 3 1
pL/mL — microlitro/mililitro; C — controle; T — tratado.

Tabela 23 — Subtracdo das médias dos estagios (HH) dos embriGes vivos tratados e controles
segundo as diferentes concentracdes e réplicas

Estagio (HH) nas concentragdes

(W/mL)

Réplica 100 300 500 750
1 065 -046 023  -165

2 011  -044 026  -0,17

3 026 036 027  -043

HH - Hamburger & Hamilton (1951); upL/mL -
microlitro/mililitro.

Tabela 24 — Subtracdo das médias dos pesos (em gramas) dos embrides vivos tratados e
controles segundo as diferentes concentracdes e réplicas

Peso (g) nas concentragdes (pl/mL)
Replica 100 300 500 750
1 -0,1109 -0,0702 10,0316 -0,2441
2 0,0262 -0,0438 -0,0621 0,0117
3 -0,0114 10,0891 0,0788 -0,0730

g — grama; pL/mL — microlitro/mililitro.
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Tabela 25 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragao de 100 pL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 100 pL/mL
Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E;‘lg::‘o C O MS MI T | C O MS M T
1r1 11,25 3,94 7,84 12,12 11,24 (10,74 5,20 9,55 11,00 11,93
2R1 10,74 4,72 6,65 8,47 9,60 (11,13 491 6,40 8,60 10,12
3r1 11,31 4,85 8,26 11,68 10,03 11,22 5,34 7,62 11,36 9,59
4r1 10,72 4,73 6,24 9,18 10,16 10,60 4,58 6,00 8,52 10,13
SR1 10,74 4,86 7,33 11,23 10,84 11,44 5,07 6,95 10,59 10,99
Br1 10,98 494 6,81 8,78 9,57 [10,70 4,64 6,03 8,53 9,56
TR1 1225 452 753 11,21 10,63 (12,04 498 850 8,86 10,35
8r1 11,15 461 6,19 9,16 10,09 (11,30 4,77 6,45 8,80 8,83
9r1 10,58 4,43 585 8,49 943 (10,47 4,87 558 7,86 9,85
10r: 11,99 5,15 7,42 11,08 10,93 |11,02 4,99 8,18 10,76 10,87
11r; 10,23 4,70 5,78 8,39 946 | 9,97 4,63 550 7,66 9,39
12r; 10,88 4,80 6,35 10,68 9,60 |10,59 4,65 7,65 10,68 9,86
13r: 11,36 4,91 6,71 10,97 10,81 11,21 4,95 6,84 11,02 10,48
14r; 10,50 4,37 5,33 7,15 8,88 |10,12 4,31 568 7,63 8,82
15r1 10,23 4,79 6,06 9,49 955 | 9,77 4,62 6,22 8,24 9,67
l6r;y 10,82 4,31 7,20 11,07 10,27 |11,61 519 6,85 9,46 10,31
17 10,91 5,18 7,08 10,07 10,81|10,81 4,79 7,28 11,34 11,49
181 10,44 4,39 561 8,04 9,31 |10,16 4,45 509 8,13 9,55
1r2 9,33 454 6,46 10,50 8,97 | 9,45 3,82 6,97 9,92 9,49
2R2 11,40 4,77 6,47 8,43 10,67 (11,13 4,78 6,64 7,94 10,39
3r2 10,04 4,13 5,13 4,72 8,70 | 9,81 4,19 480 6,69 9,37
4r2 11,09 498 6,63 8,31 9,18 (10,81 4,68 6,06 9,09 941
Sr2 9,63 4,13 523 8,02 9,28 |10,09 4,30 584 8,88 9,05
Br2 10,17 4,01 6,66 9,69 9,25 (10,34 456 6,64 9,60 9,25
TR2 11,00 493 6,09 8,73 10,04 (10,76 4,40 594 8,99 9,78

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 25 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 100 pL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Controle 100 pL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E:‘eg:fo C o MSs MI T |c o MS M T
8r> 10,37 4,55 6,97 10,10 8,99 | 10,26 4,27 596 9,03 8,70
9r2 9,85 4,83 6,96 9,27 10,77 (10,32 5,27 6,93 10,26 10,53
10r2 10,27 4,75 539 7,54 9,38 (10,43 4,12 590 7,17 9,92
11z, 10,65 4,41 6,48 10,37 9,33 10,49 4,75 6,96 10,00 10,17
12z, 11,15 5,03 6,74 9,57 10,43 |11,53 5,15 6,39 10,71 10,58
13z, 10,17 4,27 6,85 9,66 10,30 (10,06 4,52 6,56 8,97 9,65
14g, 955 451 528 7,67 9,72 (10,28 4,30 538 8,09 9,25
15z, 10,63 4,64 6,85 10,85 10,47 10,56 4,28 7,10 11,00 10,05
16r2 5,48 496 6,77 8,75 | 6,70 556 6,90 8,15
17> 4,48 153 2,21 2,03 7,23 | 4,46 1,63 2,00 6,72
lrs 10,78 4,80 6,19 8,02 8,68 |11,04 454 573 7,61 9,10
2rs 11,35 4,64 573 8,78 8,38 |11,34 521 6,39 9,01 10,28
3rs 10,00 4,04 4,49 557 8,35 (10,18 3,89 4,74 6,65 8,38
4rz3 11,08 5,11 6,27 9,87 10,07 11,13 4,78 7,03 9,59 9,07
5s 10,78 5,06 6,46 8,15 9,61 |10,74 4,82 597 8,70 8,76
6rs 10,74 514 594 8,15 9,95 |10,61 456 6,12 8,39 9,15
7rs 10,47 4,28 6,06 8,22 9,84 |10,67 4,45 565 891 8,92
8rs 10,87 4,63 587 8,03 955 |1056 4,19 596 857 8,95
9%s 11,36 5,39 8,05 11,27 10,20 |11,04 4,65 8,25 11,35 10,16
10rs 9,95 4,34 531 850 9,11 | 9,67 4,03 544 7,48 8,16
11rs 9,90 4,58 522 6,77 8,70 | 959 4,04 485 6,49 8,43
12rs 9,53 4,43 5,63 8,54 | 9,97 4,47 584 8,77
13zs 10,47 3,93 6,18 8,44 9,12 (10,87 4,81 6,38 8,45 9,65
14gs 10,90 5,04 6,04 8,73 9,59 |10,17 4,17 594 9,00 9,28
153 9,21 3,83 493 581 824 | 966 429 516 6,38 8,34
16rz 10,24 4,553 594 9,17 7,82 10,39 4,76 6,43 8,72 9,56

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;

MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 26 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 100 pL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 100 uL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E:‘eg:fo C O MS MI T |Cc O MS Ml T
lrps 11,00 4,35 554 9,30 9,558 [10,96 4,51 558 8,66 8,85
2r1 10,81 4,41 563 849 9,78 10,81 5,03 6,39 8,87 954
3R1 9,80 3,74 456 5,72 848 | 917 4,01 3,70 582 8,33
41 10,05 4,57 564 9,00 9,77 |10,69 4,40 573 8,64 942
5s¢ 10,49 5,04 6,39 9,32 9,34 |10,93 510 545 8,63 9,71
6r: 10,76 4,42 6,08 9,22 9,03 | 10,07 4,31 571 854 8,90
7R1 952 435 485 7,75 9,19 (10,06 3,98 4,82 858 9,02
8r1 11,49 524 8,89 12,81 11,22 12,06 532 9,03 13,24 11,01
91 12,46 4,88 8,74 12,89 10,62 |11,89 4,78 7,88 13,05 10,53
10r1 11,92 4,98 6,79 11,80 11,21|11,76 4,90 7,38 10,92 10,44
11r: 10,03 4,20 532 6,64 8,28 |10,14 452 555 6,40 8,73
121 11,21 5,00 8,49 12,66 11,03 11,72 5,00 8,01 12,10 10,85
131 10,76 4,92 6,33 10,86 10,76 (11,50 4,78 7,12 10,49 11,44
14g; 10,66 4,47 558 8,47 9,63 |10,32 4,14 578 7,99 8,93
1r2 7,52 3,65 474 6,33 | 7,46 3,75 4,47 7,89
2ro 10,59 4,41 565 9,03 8,65 |10,78 4,83 6,44 9,69 9,56
3r2 10,23 4,53 6,29 7,97 8,84 |10,30 4,24 575 850 9,73
4r2 9,12 4,02 493 6,22 8,15 | 9,14 3,98 4,77 6,66 8,24
SR2 9,45 4,27 496 755 834|970 4,15 509 6,75 8,99
Br2 9,88 3,93 6,37 848 939|992 438 6,28 8,77 8,23
TR2 9,65 4,05 757 8,71 | 9,04 4,56 7,79 8,61
8r2 9,35 3,70 459 6,29 8,18 | 9,00 4,35 4,63 579 8,06
9%. 10,19 4,14 6,71 9,48 7,74 |10,11 4,42 6,34 10,72 8,47
10r2 10,95 4,50 7,10 10,80 10,25(11,19 484 7,92 9,71 10,18
11z, 9,21 4,40 6,87 831 8,66 | 9,19 3,97 598 8,73 9,01
12, 9,67 4,60 6,10 823 9,28 | 985 434 668 932 8,46
13ros 9,47 4,44 593 7,62 9,13 | 938 4,12 585 8,04 7,77
14g, 10,28 4,54 6,42 10,34 9,38 | 10,16 4,57 6,25 942 9,53

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;

MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 26 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 100 pL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Tratado 100 uL/mL
Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

Embrido
Réplica
15> 9,69 4,70 560 7,42 890 | 992 446 578 840 8,85
16r2 8,20 3,75 6,10 8,78 8,30 | 8,25 3,551 576 8,05 911
lrs 10,84 4,91 594 8,73 9,71 [10,53 4,70 6,23 9,31 9,47
2rs 11,14 484 6,17 8,78 10,16 | 10,50 4,43 6,05 8,78 10,39
3r3 10,84 4,60 7,18 9,24 9,28 10,95 4,59 6,59 9,61 10,50
4rz 10,19 4,03 498 7,06 882 |10,19 4,40 6,04 751 8,99
5ks 10,09 4,49 514 7,25 9,15 | 995 4,01 558 7,04 8,62
6rs 10,27 4,29 586 8,06 9,64 |10,13 4,13 572 7,78 9,57
7rs 10,03 4,37 514 756 8,78 | 9,96 4,87 548 7,14 8,86
8s 10,92 496 7,00 10,82 10,64 |10,70 4,56 6,72 11,47 10,14
9s 11,18 4,84 7,54 10,71 1095|1146 565 7,60 13,04 10,97
10r3 8,38 4,08 480 6,03 845 | 864 425 440 628 7,82

11rs 10,88 4,73 6,62 939 9,09 |10,75 4,16 6,03 9,93 8,99

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabe¢a; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

C O MS MI T C O MS WMI T

Tabela 27 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.
(continua)

Controle 300 uL/mL
Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

Embrido
Réplica
lr1 10,33 4,48 6,61 9,22 952 |10,51 4,11 6,50 8,76 9,04
2r1 11,43 4,97 7,15 9,44 10,43|11,67 5,03 6,86 9,38 10,18
3rt 10,88 4,72 6,98 8,89 9,69 |10,64 4,33 6,40 10,24 9,71
4ry 11,84 4,20 7,16 12,42 9,92 | 12,03 4,62 7,90 12,11 10,46
5s1 12,24 5,15 7,45 10,99 10,41|12,30 4,40 7,71 11,04 10,38
6r: 10,57 4,87 6,87 10,18 9,94 | 11,10 4,65 6,85 9,30 9,96
TR1 9,95 351 6,00 842 9,05 |99 4,67 605 892 9,07

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.

C O MS MI T C O MS MI T
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Tabela 27 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragao de 300 uL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(continuacao)

Controle 300 uL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

ETQE’I::‘O C O MS M T | cCc o MS MI T
81 10,99 543 7,45 9,89 10,67 |10,88 424 675 10,40 9,33
Ors 11,52 504 6,51 9,07 994 |11,34 469 7,09 872 977
10r: 10,41 4,78 6,66 9,18 10,02 |11,24 506 6,67 855 10,81
11py 10,74 472 650 9,42 9,38 [10,61 4,72 6,08 856 9,88
1271 9,62 4,34 503 7,71 9,22 | 981 458 537 7,36 841
13z; 10,07 4,24 581 826 880 10,18 4,34 599 801 831
14r, 9,68 4,66 7,60 9,65 8,60 | 960 432 725 886 9,11
15z 8,80 4,01 538 751 901 | 888 412 568 7,63 840
16r1 10,35 4,46 6,34 845 947 [1022 423 586 875 9,67
17r1 10,99 4,76 7,68 12,00 9,38 |11,25 453 7,47 10,79 9,92
1871 10,61 4,31 6,90 948 10,15|10,39 4,36 6,60 10,02 9,54
19z 9,80 6,90 927 941 |10,01 6,48 9,38 10,11
lre 11,14 455 7,01 884 948 |11,16 444 7,04 9,73 9,45
2, 10,43 4,81 587 807 952 |10,72 440 561 823 9,92
3. 11,23 513 6,78 10,20 9,73 |11,44 511 7,41 927 8,91
4o 10,85 4,34 599 855 957 |10,81 442 670 855 9,89
5. 9,86 422 528 677 9,15 | 994 405 503 723 8,66
6re 10,74 471 6,64 9,58 10,31|10,64 4,62 7,00 887 9,93
7Tre 9,82 341 577 833 861|988 452 594 7,39 8,60
8. 10,53 457 6,25 839 965 |10,53 472 626 850 9,16
9 9,62 416 556 7,38 8,11 | 951 388 569 748 8,07
10r: 928 4,24 583 7,74 9,38 | 926 424 588 7,91 876
11r, 9,74 4,27 6,38 862 852 | 972 453 603 827 896
12r; 928 4,33 508 7,02 865 | 939 438 433 688 881
13z, 9,76 4,36 587 7,39 913 | 978 425 559 7,34 9,04

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho; MS — membro superior;

MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 27 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 pL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Controle 300 uL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

Er:ez::‘o C o MS MI T |c o MS M T
14, 8,60 4,32 528 6,11 8,03 | 858 4,08 484 6,14 7,48
15, 8,62 4,23 580 7,30 8,06 | 858 3,98 6,42 6,21 8,64
16r> 10,77 3,98 8,27 13,51 11,76 10,71 4,45 8,19 956 12,65
1r3 10,06 4,46 581 8,27 9,28 [10,27 4,46 547 7,26 9,49
2rs 10,57 4,48 6,65 11,00 8,61 |10,44 504 7,12 11,29 8,92
3rs 10,57 4,29 571 8,18 8,53 |10,68 4,40 651 8,49 8,55
4z 10,73 4,44 7,11 893 9,17 | 10,60 4,99 6,32 9,07 10,16
5rs 10,34 4,69 6,38 851 9,43 |10,09 454 652 9,75 9,37
6rs 10,62 4,81 6,64 890 9,55 |10,25 4,78 6,55 10,53 8,64
7rs 10,87 4,13 6,09 8,78 8,90 |10,62 4,29 6,22 842 9,25
8rs3 11,43 4,62 7,97 11,74 10,58 [ 11,28 4,95 7,94 11,23 9,79
9s 10,97 5,18 7,19 10,47 10,48|11,09 507 7,28 10,42 10,13
10rs 10,71 4,79 7,01 10,69 10,37 |10,04 4,70 7,26 10,87 10,39
11rs 11,05 4,84 6,81 10,25 9,15 |10,38 4,22 6,62 10,07 9,04
123 10,84 4,71 7,16 11,47 9,24 |10,80 4,15 7,01 10,04 9,44
13rs 10,35 4,63 520 7,45 8,59 [10,03 4,36 531 6,43 8,89
14gs 10,39 4,83 557 8,86 9,30 10,85 4,83 593 8,87 8,50
15z3 10,44 4,71 6,72 10,15 8,93 (10,41 4,68 7,22 9,29 10,38
16rs 10,40 4,33 7,49 11,36 9,25 10,61 4,99 6,84 10,34 9,52
17rs 11,06 4,82 6,93 9,88 8,83 [11,10 4,26 6,10 9,38 8,80
18rs 10,42 4,98 6,87 10,86 11,16 11,30 5,10 7,59 11,19 10,86
19zs 10,04 4,68 6,85 9,80 10,02 |10,43 5,43 7,58 11,57 10,46
20rz 9,71 4,37 6,26 843 946 | 9,49 430 6,67 7,70 9,55

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 28 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 300 uL/mL
Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E;‘lg::‘o C O MS MI T | C O MS M T
1r1 9,75 440 504 6,29 8,70 | 9,76 4,08 4,84 6,23 8,95
2R1 11,29 458 6,42 9,22 9,69 11,11 4,71 6,13 8,46 9,93
3r1 10,57 3,91 591 752 947 (10,71 4,41 6,42 850 10,18
4r1 11,50 495 7,50 11,48 9,72 (11,29 4,84 7,14 11,28 10,02
SRr1 10,38 4,44 564 882 9,40 (1045 4,30 576 7,27 9,61
Br1 10,51 433 591 854 9,36 (10,48 4,30 6,21 8,66 941
TR1 11,12 459 8,45 10,99 11,68 11,00 4,83 7,93 12,11 10,69
8r1 10,84 4,81 598 7,98 10,35(10,89 5,13 6,19 8,55 10,23
9r1 10,81 4,55 8,25 11,24 10,36 (10,73 4,48 7,92 11,61 11,11
10r: 10,33 4,46 7,31 10,73 9,36 [ 10,51 490 7,64 10,55 10,39
11y 10,55 4,02 7,91 10,58 10,23 (10,93 5,04 8,07 11,23 10,70
12r1 997 446 642 8,06 9,73 | 961 4,08 586 8,19 934
1r2 10,23 453 598 7,34 9,20 10,07 4,30 587 7,90 8,89
2R2 9,65 388 572 839 989 | 948 429 576 7,29 9,35
3r2 9,34 4,11 5,18 7,34 8,61 | 949 397 514 7,26 8,68
4Rr2 10,17 455 7,16 10,14 9,95 | 9,91 4,20 7,47 956 9,11
SRr2 921 352 528 68 7,39 | 906 361 523 7,05 7,63
Br2 10,24 441 6,11 756 9,40 (10,34 448 531 7,95 9,50
Tr2 10,61 4,20 6,29 8,53 10,09 (10,50 4,37 6,57 8,28 9,54
8r2 993 4,02 571 7,20 8,42 | 994 4,23 505 7,10 9,14
9r2 9,11 4,21 521 6,60 8,34 | 9,27 384 512 6,84 8,10
10r2 8,75 3,97 527 6,73 9,11 | 9,00 4,28 518 8,65 9,04
11, 11,43 5,02 7,35 10,14 10,25|11,21 4,63 6,37 10,03 9,98
12r, 9,16 391 519 6,82 857 | 938 4,18 518 7,06 09,21
1Rrs 11,09 465 6,81 9,21 9,52 (11,06 4,55 587 9,77 9,98
2R3 11,26 5,02 7,65 11,09 10,34 (11,15 4,52 7,57 11,29 10,88
3r3 10,34 4,18 6,39 10,08 8,55 [10,40 456 6,33 853 941

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;

MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 28 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Tratado 300 uL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E;‘lg::‘o C O MS MI T | C O MS M T
4rs 9,91 625 9,65 9,26 | 9,56 7,09 9,93 8,86
S5rs 10,65 4,66 7,05 12,68 9,86 |10,88 4,96 697 11,17 9,06
6rs 10,12 4,86 7,20 10,66 10,08 |10,10 434 694 1031 9,65
7rs 10,73 502 6,55 9,80 9,09 |10,39 516 649 853 9,53
8s 943 4,20 605 848 851 | 930 400 634 829 821
Ors 10,00 4,34 6,56 9,11 9,86 | 9,79 490 626 10,82 9,50
10rs 10,70 4,41 8,49 12,30 10,67 |11,02 525 9,03 11,94 10,02
11rs 9,68 4,09 578 846 7,37 | 961 413 619 813 7091
12rs 10,30 3,70 7,12 9,89 9,66 | 1041 431 6,75 9,72 1024
13zs 10,30 4,47 6,78 9,07 855 10,63 4,73 657 935 9,75
14rs 9,79 4,68 584 801 837 | 997 447 613 896 857

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

Tabela 29 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragao de 500 pL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 500 uL/mL
Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)
Embrido ¢ 5 Ms M T | c O Ms Ml T
Réplica
lrs 10,99 421 7,44 9,08 1064|10,78 459 7,03 9,99 9,72
2r1 10,64 4,08 7,09 896 10,33|10,72 455 7,40 9,97 9,93
3rt 10,18 4,41 570 7,37 9,23 |10,25 4,69 598 8,04 8,82
41 10,70 4,43 6,32 889 9,72 |10,60 4,48 6,93 9,78 9,28
5.1 10,56 4,32 6,34 8,95 9,79 |10,45 4,62 6,05 10,32 10,14
6r: 11,11 4,73 6,96 7,17 8,86 |11,32 4,78 6,81 10,51 10,68
7Rt 11,35 4,72 7,26 10,71 10,06 | 11,06 5,19 6,70 9,54 10,41
81 10,90 4,67 578 915 955 (11,07 496 6,77 994 7,25
91 10,48 4,65 6,74 9,61 9,74 |10,81 4,67 6,85 9,70 9,38

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 29 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 500 pL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(continuacao)

Controle 500 uL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E;‘lg::‘o C o MS MI T |C O MS M T
10rs 9,40 4,61 652 883 969 | 919 435 626 850 9,60
11lrz 896 391 6,10 7,71 9,02 | 895 3,97 578 7,97 8,85
12r; 10,07 4,10 6,97 8,88 9,21 [10,11 452 6,43 8,87 9,88
13z: 11,15 4,72 6,89 9,51 8,52 (10,60 4,86 6,09 11,89 9,40
14g1 10,98 4,56 7,00 11,32 10,60 | 10,74 5,18 8,05 12,15 11,09
15z; 10,82 4,56 7,00 10,04 9,81 |10,73 4,80 7,19 9,82 10,36
16r1 10,35 4,42 6,71 954 9,96 |[10,15 4,62 6,47 924 9,67
171 8,12 3,71 4,16 464 752 | 7,74 341 378 4,13 7,60
18r1 9,33 4,40 588 837 905|947 383 612 849 8,85
1r2 953 3,77 514 6,30 8,72 | 930 4,36 517 7,34 8,72
2ro 10,95 4,10 6,82 9,91 953 |10,85 4,53 6,97 9,30 9,12
3r2 10,53 4,72 6,68 9,27 9,76 |10,59 4,55 7,08 10,05 9,62
4r, 10,11 4,16 578 7,20 8,72 |10,24 4,15 576 7,74 8,53
52 10,39 443 6,80 9,01 992 |10,37 4,52 6,96 9,87 8,97
6ro 10,85 4,77 6,73 9,97 8,10 |10,67 4,34 656 8,39 9,10
7o 10,14 4,00 631 911 891|989 428 592 9,16 8,99
8 10,51 4,04 653 822 7,86 |10,61 450 545 9,02 844
9%. 10,30 4,20 6,65 9,97 9,16 |10,14 4,46 6,79 9,95 9,16
10r2 9,32 421 597 811 834|925 4,05 574 7,89 841
11lr» 9,23 3,70 533 7,65 8,74 | 925 4,03 564 7,89 9,03
12r» 9,45 399 491 654 836 | 946 4,01 488 7,19 9,00
132 9,78 4,71 6,86 10,68 9,78 | 9,86 4,77 6,63 937 9,98
14g, 9,12 452 6,43 8,71 8,18 | 943 459 6,13 8,75 8,44
15z, 891 4,03 537 745 883|877 423 567 741 855
16r 9,31 4,11 6,17 857 865|936 4,20 634 862 8,61
17, 9,12 381 580 7,63 842|911 414 565 853 8,75
lrs 10,24 3,63 587 8,31 9,28 [10,48 4,69 6,24 9,00 9,27

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 29 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 500 pL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Controle 500 pL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E:‘eg:fo C o MS MI T |C O MS M T
2rs 10,35 4,77 528 9,18 9,43 |10,10 4,43 598 7,86 9,30
3R3 9,94 428 6,22 855 9,63 [10,20 455 6,34 8,33 9,53
4z 10,37 4,18 654 9,84 9,89 |10,26 4,06 6,38 8,74 8,16
SRr3 958 396 6,37 8,15 862 | 925 435 536 7,44 8,86
6rs 10,27 4,78 573 8,36 9,45 (10,21 3,85 595 854 8,90
7R3 954 4,08 560 7,18 831|973 444 547 7,26 9,10
8Rr3 9,36 360 6,11 794 903|949 379 567 7,79 851
9%s 10,67 4,19 6,53 10,14 10,05|10,76 4,73 6,67 9,87 10,07
10rs 10,34 4,46 655 9,53 9,21 (1050 4,44 936 6,62 9,77
11grs 10,80 4,28 6,73 9,70 10,13 (10,99 4,86 6,62 10,16 9,28
12rs 10,34 456 7,21 10,75 9,43 (10,49 4,76 7,50 10,34 9,89
13rs 9,96 394 6,26 9,11 9,77 | 995 4,41 6,05 891 10,06
14rs 9,91 425 6,46 9,05 896 | 998 484 6,71 922 954
153 9,77 4,64 530 8,17 846 | 944 432 579 798 821

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.

Tabela 30 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragao de 500 uL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 500 pL/mL
Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)
Embrido ¢ 6 Ms Mmi T | c o Ms M T
Réplica
1r1 10,49 4,35 6,24 9,78 9,82 |10,89 445 6,63 10,45 10,53
2R1 980 431 6,12 849 945|949 393 6,11 8,15 8,93
3r1 9,13 406 541 7,13 8,26 | 902 381 534 7,26 817
4ry 743 3,76 3,80 447 658 | 7,25 350 3,74 4,72 6,32
SRr1 9,07 395 550 8,15 845|914 405 6,13 8,09 8,23
6Rr1 8,73 393 568 7,62 7,71 | 8,74 397 555 6,16 7,76

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 30 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 500 pL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Tratado 500 uL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E:‘eg:fo C o MS MI T |C O MS M T
TR1 93 384 6,73 890 938|915 434 6,09 856 8,72
8r1 7,79 345 443 6,32 6,98 | 7,88 3,78 471 590 6,68
9Rr1 868 391 545 8,17 834 | 857 396 579 7,29 8,32
10r: 885 4,22 549 892 859 | 869 4,08 533 740 857
11lr1 9,22 3,87 6,49 923 850 | 922 441 652 880 855
lr» 10,51 4,36 6,17 7,93 11,38|10,19 4,38 6,22 8,85 10,69
2ro 10,05 4,35 564 8,90 9,67 |10,04 4,32 6,05 8,66 8,94
3R2 9,29 434 582 825 9,09 | 877 421 6,04 826 8,87
4r, 10,35 4,52 6,11 943 9,34 |10,47 4,17 6,28 9,98 8,58
5z 10,15 4,26 6,10 9,03 10,33| 9,99 3,76 566 8,95 9,71
6ro 10,73 4,13 6,93 9,62 10,78 4,10 6,05 10,84
TR2 9,02 384 498 6,65 916 | 9,09 398 468 6,72 8,46
8r. 10,46 4,57 6,29 9,68 9,75 [10,54 4,09 659 948 9,50
9r2 9,63 397 576 935 906 | 947 370 6,14 830 8,68
10r» 10,62 4,68 7,46 10,73 10,40 |10,21 4,48 6,86 11,57 10,03
11r, 11,23 4,84 7,43 11,72 10,71 11,01 455 7,23 11,36 10,05
lrs 10,35 4,48 6,30 854 945 (10,09 399 582 9,02 7,72
2rz3 10,56 4,09 6,22 9,79 9,47 |10,81 4,44 7,13 10,43 09,67
3rs 10,50 3,81 7,01 10,50 10,05|10,45 4,17 6,10 10,69 10,36
4z 10,39 4,59 8,74 1458 9,16 |10,48 4,92 576 8,86 9,55
5rs 10,64 4,72 6,22 9,97 8,34 |10,47 456 6,24 959 981
Ors3 951 3,63 474 650 864|939 404 470 6,81 8,70
7rs 10,66 4,57 7,28 10,10 10,32 |10,72 4,39 8,06 10,53 10,47
8rs 10,07 441 6,26 8,92 9,26 |10,79 451 6,40 9,36 9,13
9s 11,07 4,45 7,94 11,27 10,37|10,89 4,98 7,92 11,51 10,68
10rs 951 439 750 9,80 10,26 | 944 4,25 7,22 987 9,58

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 31 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 pL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 750 uL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E:‘eg::‘o C o MS MI T |C O MS M T
s 10,10 4,39 556 7,00 9,05 |[10,01 439 531 7,76 8,78
2r1 11,12 467 7,26 11,29 9,95 |11,42 5,05 7,56 13,09 10,64
3r: 10,28 4,63 6,81 10,11 10,03|10,00 4,72 7,29 9,74 9,63
41 10,38 4,51 7,60 11,32 10,55|10,39 4,90 7,64 12,03 10,05
SR1 9,41 4,02 577 790 919 | 946 4,10 589 755 911
Br1 9,47 398 563 827 899 | 964 404 6,02 841 8,90
7Rt 10,83 445 579 9,72 9,86 |11,04 429 6,36 9,59 9,75
81 10,78 4,27 7,27 11,13 10,09 (10,69 4,92 8,11 10,66 9,68
91 10,05 3,59 6,19 943 850 |10,04 4,43 6,45 9,97 9,06
10r: 8,72 4,01 500 6,39 8,14 | 885 3,74 560 7,49 824
11z 10,80 4,71 7,48 10,99 9,18 |10,79 6,79 10,77 10,00
12r1 9,06 4,16 572 787 801|889 4,00 537 7,31 910
13r: 9,23 4,05 556 9,00 9,14 | 914 432 527 831 9,13
141 9,64 3,80 567 860 868 | 957 4,07 561 850 8,26
151 10,08 4,11 588 9,37 921 | 986 448 622 911 9,06
16r1 9,76 7,15 9,78 | 9,79 7,40 9,41
17-:1 839 397 465 581 846 | 846 381 463 6,39 8,05
1r2 9,47 397 503 7,23 874|931 407 491 695 851
2R2 9,37 4,02 569 8,26 8,60 | 933 4,07 543 924 8,83
3r2 10,14 6,14 859 9,36 |10,18 6,29 893 8,94
4r2 8,68 393 474 685 822|859 340 481 6,25 8,09
S5r2 9,67 439 583 8,74 914 | 952 4,11 6,02 898 8,94
Br2 992 391 6,22 931 933|970 432 593 829 8,74
7o 10,15 4,16 6,85 10,12 9,80 |10,10 4,13 6,61 9,39 9,29
8 10,18 4,35 7,53 10,92 9,24 |10,33 4,43 7,04 10,48 8,45
9%. 10,40 3,86 7,17 10,15 9,41 [10,29 4,20 6,70 9,69 8,91
10r2 9,29 557 8,09 8,39 | 9,08 554 7,79 8,29
11r, 9,87 4,34 654 9,24 8,77 |10,02 4,28 6,62 9,73 9,05

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.



164

Tabela 31 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 uL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(conclusao)

Controle 750 uL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

E;‘lg::‘o C O MS MI T | C O MS M T
12; 924 4,35 476 689 900 | 925 417 4,76 670 9,04
13z, 10,69 4,67 10,77 9,62 | 10,63 4,72 9,55 8,94
14r, 9,84 459 589 998 946 | 992 448 596 889 9,67
15x, 7,60 3,78 434 457 714 | 7,73 372 406 601 7,04
lrs 9,09 441 559 7,71 9,16 | 865 443 557 812 921
2rs 10,34 426 6,12 919 888 [1053 501 599 932 951
3s 10,59 465 7,31 11,57 9,78 | 10,59 452 7,62 10,86 9,73
4rs 9,36 438 579 868 843|916 445 618 922 899
s 9,75 4,36 9,84 865 |10,17 500 6,53 994 874
6rs 9,86 4,18 7,28 10,75 9,40 | 997 452 690 10,83 9,23
7Trs 10,00 4,21 645 942 815|983 438 621 10,07 8,32
8rs 10,32 4,07 567 915 9,64 [10,13 426 611 9,61 8,69
9rs 10,41 4,76 7,19 10,09 9,52 [10,30 425 6,87 10,90 9,51
10rs 9,95 4,16 6,06 907 901 | 996 424 633 872 885
11rs 8,86 3,86 476 603 7,52 |884 380 460 574 7,34
12s 8,79 392 573 794 897 | 893 412 586 7,88 8,16
13zs 9,88 4,09 650 9,60 855 | 976 461 578 936 853
14rs 10,09 4,26 6,97 1043 9,12 |10,36 4,85 7,58 10,68 9,50

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabe¢a; O — olho; MS — membro superior;

MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

Tabela 32 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 pL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 750 pL/mL
Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)
Embrido ¢ o Ms MI T | c O Ms M T
Réplica
1r1 11,35 494 7,09 12,19 10,95|11,64 549 7,50 12,00 11,29
2R1 9,60 4,39 569 9,08 889 | 929 380 555 8,34 9,22

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;

MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 32 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 pL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.

(continuacao)

Tratado 750 pL/mL

Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)

Er:ez::‘o C o MS MI T |c o MS MI T
3Rr1 4,24 7,19 10,27 9,27 | 4,57 6,64 9,66 9,38
4r1 9,88 4,30 5,85 8,78 | 9,88 4,17 579 8,67
Sr1 9,72 398 6,21 9,80 880 | 9,78 4,68 653 9,95 8,33
6r1 9,45 3,93 560 8,67 898 | 940 4,19 588 9,25 8,81
TR1 9,97 4,09 518 8,28 8,98 | 9,77 4,02 576 845 8,53
8r1 9,69 3,84 6,70 9,43 9,88 4,42 597 8,99
9R1 8,61 3,87 497 658 7,84 | 8,75 4,07 474 6,42 7,94
10r1 9,39 4,53 6,90 10,70 8,79 | 945 4,60 7,21 9,04 9,15
11lr1 9,30 4,13 482 7,45 8,90 | 943 4,44 564 8,05 8,50
1r2 9,64 4,36 434 6,39 8,99 | 911 4,04 4,14 537 8,16
2r2 10,18 4,55 523 8,96 9,93 |10,28 4,30 557 8,61 9,53
3z 10,15 4,34 6,09 8,67 9,68 |10,02 4,39 572 8,35 9,65
4r» 10,54 4,87 7,05 9,11 9,76 |1055 4,71 6,45 10,39 9,69
Sr2 9,36 3,83 6,13 9,09 933|916 4,19 596 9,27 09,01
6r2 9,30 4,07 552 8,03 937|946 441 558 850 8,88
72 10,97 4,36 6,80 959 9,91 |10,74 4,46 7,05 951 9,84
8r2 726 3,35 361 466 7,63 | 744 354 364 469 7,35
9r2 9,42 4,01 543 7,67 828 | 955 398 547 7,81 8,50
10r. 10,30 4,37 6,39 9,30 9,43 10,25 4,34 6,45 9,72 9,52
11, 10,25 4,93 594 9,42 9,72 | 996 4,36 593 9,13 9,29
12r» 10,07 4,12 5,76 9,82 9,38 10,19 4,82 581 940 9,62
13 9,31 4,02 458 599 8,00 | 9,33 392 465 573 7,64
1rs3 7,39 3,32 504 690 9,02 (749 328 514 6,94 8,78
2R3 895 341 367 551 821|896 366 419 452 794
3R3 9,16 353 517 7,87 852 | 921 4,00 529 757 8,65
4r3 9,35 4,08 535 7,48 886 | 942 4,12 578 7,98 8,67
SR3 8,96 3,82 578 833 848 | 893 396 555 8,44 8,58
6r3 8,50 3,77 504 7,78 852 | 855 4,08 539 8,16 8,65

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho; MS — membro superior;

MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 32 — Medidas (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 uL/mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Tratado 750 pL/mL
Lado Esquerdo (mm) Direito (mm)
Embrido
Réplica
7R3 9,21 4,20 495 7,39 8,74 | 9,25 4,11 539 7,83 824
8rs3 8,48 391 3,97 551 8,01 | 8,27 3,76 4,03 564 7,79
ORs3 9,79 3,63 6,30 899 8,74 | 9,36 4,20 6,14 8,97 8,559

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

C O MS MI T C O MS Ml T

Tabela 33 — Testes estatisticos das medidas (mm) dos embrides vivos entre os tratamentos,
concentracdes e variaveis.

Lado Variavel Teste touz p

Cabega t 1,7573 0,1066

Olho t 2,0378 0,0663

Esquerdo Membro superior t 1,1919 0,2584
Membro inferior t 0,7417 0,4737

Tronco t 0,4625 0,6527

Cabeca t 1,9536 0,0766

Olho t 1,9026 0,0835

Direito  Membro superior t 2,0989 0,0597
Membro inferior t 0,7409 0,4742

Tronco t 0,742  0,4736

mm — milimetro; t — teste t pareado.

Tabela 34 — Subtracdo das médias das medidas (mm) dos embribes vivos tratados e controles
segundo as diferentes concentracdes e réplicas.
(continua)

Medidas (mm)
Lado Esquerdo Direito

Concentracéo

(uL/mL) Réplica Ca O MS MI Tr | Ca O MS MI Tr

1 -0,17 -0,07 -0,34 -0,21 -0,22| 0,04 -0,20 -0,50 0,03 -0,41
100 2 -0,13 -0,15 0,01 -0,31 -0,86|-0,26 -0,03 -0,01 -0,78 -0,65
3 -0,04 -0,05 0,14 0,28 0,41|-0,14 0,04 0,05 0,55 0,42

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior; Ml — membro
inferior; Tr — tronco.
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Tabela 34 — Subtracdo das médias das medidas (mm) dos embribes vivos tratados e controles
segundo as diferentes concentracdes e réplicas.
(concluséo)

Medidas (mm)
Lado Esquerdo Direito

Concentracgéo

(uL/mL) Replica Ca O MS MI Tr | Ca O MS MI Tr

0,07 -0,13 0,05 -0,16 0,21 (-0,04 0,09 0,07 0,08 0,46
-0,20 -0,16 -0,23 -0,56 -0,13|-0,24 -0,18 -0,44 -0,06 -0,17
-0,27 -0,16 0,13 0,19 -0,18|-0,23 -0,07 0,05 0,16 -0,11
-1,38 -0,43 -0,92 -0,89 -1,15|-1,35 -0,53 -0,85 -1,86 -1,24

1
300 2
3
1
500 2 0,33 016 0,11 0,72 1,07|0,22 -0,18 0,08 0,75 0,44
3
1
2

0,23 0,07 064 107 022|023 -0,01 0,13 1,13 0,34
-0,69 -0,01 -0,16 0,23 -0,21|-0,63 0,04 -0,21 -0,15 -0,24
0,12 0,07 -0,27 -0,44 0,24 0,10 0,10 -0,19 -0,27 0,26

3 -0,94 -0,51 -1,23 -1,94 -0,35|-0,97 -0,55 -1,08 -2,04 -0,45

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior; Ml — membro
inferior; Tr — tronco.

750

Tabela 35 — Testes estatisticos das medidas (mm) dos embrides vivos entre as concentracées

e variaveis.
Lado Variavel Teste  FouHc p
Cabeca KW 1,154  0,7641
Olho KW 1,769  0,6218

Esquerdo Membro superior  ANOVA 0,7256  0,5647
Membro inferior  ANOVA 0,8223 0,5173

Tronco ANOVA 0,0878 0,9647
Cabeca KW 1,051  0,7888
Olho ANOVA 10,3826 0,7685

Direito  Membro superior KW 2,483  0,4784
Membro inferior KW 341 0,3326
Tronco ANOVA 0,1168 0,9477

mm — milimetro; KW — Kruskal-Wallis; ANOVA — anélise de variancia.
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Tabela 36 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 100 uL/mL, controle,

réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 100 pL/mL
Embrido Assimetria (mm)
Replica C O MS Ml T
1r1 0,51 1,26 1,71 1,12 0,69
2r1 0,39 0,19 0,25 0,13 0,52
3r1 0,09 0,49 0,64 0,32 0,44
4r1 0,12 0,15 0,24 0,66 0,03
SRr1 0,70 0,21 0,38 0,64 0,15
Br1 0,28 0,30 0,78 0,25 0,01
TrR1 0,21 0,46 0,97 2,35 0,28
8r1 0,15 0,16 0,26 0,36 1,26
9r1 0,11 0,44 0,27 0,63 0,42
10r1 0,97 0,16 0,76 0,32 0,06
11r1 0,26 0,07 0,28 0,73 0,07
12r1 0,29 0,15 1,30 0,00 0,26
13r1 0,15 0,04 0,13 0,05 0,33
14r1 0,38 0,06 0,35 0,48 0,06
15r1 0,46 0,17 0,16 1,25 0,12
16r1 0,79 0,88 0,35 1,61 0,04
17r1 0,10 0,39 0,20 1,27 0,68
18r1 0,28 0,06 0,52 0,09 0,24
1r2 0,12 0,72 0,51 0,58 0,52
2R2 0,27 0,01 0,17 0,49 0,28
3R2 0,23 0,06 0,33 1,97 0,67
4r2 0,28 0,30 0,57 0,78 0,23
SR2 0,46 0,17 0,61 0,86 0,23
Br2 0,17 0,55 0,02 0,09 0,00
TR2 0,24 0,53 0,15 0,26 0,26
8r2 0,11 0,28 1,01 1,07 0,29

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 36 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 100 uL/mL, controle,

réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Controle 100 pL/mL

Embrido Assimetria (mm)
Réplica C o) MS MI T
9r2 047 044 003 099 0,24
10r2 016 063 051 037 0,54
11r2 016 034 048 037 0,84
12r2 038 0,12 0,35 1,14 0,15
13r2 011 025 029 0,69 0,65
14r, 073 021 010 042 0,47
15g, 007 036 025 015 0,42
16r2 1,22 0,60 013 0,60
17r2 002 010 021 0,51
1r3 026 026 046 041 0,42
2R3 0,01 057 066 023 1,90
3r3 018 015 025 1,08 0,03
4r3 005 033 076 028 1,00
SR3 004 024 049 055 0,85
6r3 013 058 018 024 080
Trs 020 0,17 041 0,69 0,92
8rs 031 044 009 054 0,60
9rs 032 074 020 0,08 0,04
10rs3 028 031 013 1,02 0,95
11rs 031 054 037 028 0,27
12gs 044 004 021 0,23
13rs 040 088 020 001 0,53
14ps 0,73 0,87 0,10 027 0,31
15gs 045 046 023 057 0,10
16rs 015 023 049 045 1,74

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 37 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 100 uL./mL, tratado,

réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 100 pL/mL
Embrido Assimetria (mm)

Reéplica C ) MS Ml T

1r1 0,04 0,16 0,04 0,64 0,73
2r1 0,00 0,62 0,76 0,38 0,24
3Rr1 0,63 0,27 0,86 0,10 0,15
4r1 0,64 0,17 0,09 0,36 0,35
OR1 0,44 0,06 0,94 0,69 0,37
Br1 0,69 0,11 0,37 0,68 0,13
TrR1 0,54 0,37 0,03 0,83 0,17
8r1 0,57 0,08 0,14 0,43 0,21
9r1 0,57 0,10 0,86 0,16 0,09
10r1 0,16 0,08 0,59 0,88 0,77
11r1 0,11 0,32 0,23 0,24 0,45
12r1 0,51 0,00 0,48 0,56 0,18
13r1 0,74 0,14 0,79 0,37 0,68
14r1 0,34 0,33 0,20 0,48 0,70
1ro 0,06 0,10 0,27 1,56
2r2 0,19 0,42 0,79 0,66 0,91
3R2 0,07 0,29 0,54 0,53 0,89
4ro 0,02 0,04 0,16 0,44 0,09
SR2 0,25 0,12 0,13 0,80 0,65
Br2 0,04 0,45 0,09 0,29 1,16
TR2 0,61 0,51 0,22 0,10
8r2 0,35 0,65 0,04 0,50 0,12
9r2 0,08 0,28 0,37 1,24 0,73
10r2 0,24 0,34 0,82 1,09 0,07
11r2 0,02 0,43 0,89 0,42 0,35
122 0,18 0,26 0,58 1,09 0,82
13r2 0,09 0,32 0,08 0,42 1,36

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 37 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 100 uL./mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Tratado 100 pL/mL

Embrido Assimetria (mm)

Réplica C ) MS MI T

142 0,12 0,03 0,17 0,92 0,15
15r2 0,23 0,24 0,18 0,98 0,05
16r2 0,05 0,24 0,34 0,73 0,81
1rs 0,31 0,21 0,29 0,58 0,24
2R3 0,64 0,41 0,12 0,00 0,23
3r3 0,11 0,01 0,59 0,37 1,22
4r3 0,00 0,37 1,06 0,45 0,17
SR3 0,14 0,48 0,44 0,21 0,53
6r3 0,14 0,16 0,14 0,28 0,07
7R3 0,07 0,50 0,34 0,42 0,08
8r3 0,22 0,40 0,28 0,65 0,50
9rs3 0,28 0,81 0,06 2,33 0,02
10rs 0,26 0,17 0,40 0,25 0,63

11rs3 0,13 0,57 0,59 0,54 0,10

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

Tabela 38 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 300 pL/mL
Embrido Assimetria (mm)

1rs 0,18 0,37 0,11 0,46 0,48
2r1 0,24 0,06 0,29 0,06 0,25
3Rr1 0,24 0,39 0,58 1,35 0,02
4r1 0,19 0,42 0,74 0,31 0,54
SR1 0,06 0,75 0,26 0,05 0,03
Br1 0,53 0,22 0,02 0,88 0,02

TrR1 0,01 1,16 0,05 0,50 0,02

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 38 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL/mL, controle,

réplicas 1, 2 e 3.

(continuacao)

Controle 300 pL/mL

Embrido Assimetria (mm)

Réplica C ) MS MI T

8r1 0,11 1,19 0,70 0,51 1,34
9r1 0,18 0,35 0,58 0,35 0,17
10r1 0,83 0,28 0,01 0,63 0,79
11r1 0,13 0,00 0,42 0,86 0,50
12r1 0,19 0,24 0,34 0,35 0,81
13r1 0,11 0,10 0,18 0,25 0,49
14R1 0,08 0,34 0,35 0,79 0,51
15g1 0,08 0,11 0,30 0,12 0,61
16r1 0,13 0,23 0,48 0,30 0,20
17r1 0,26 0,23 0,21 1,21 0,54
18r1 0,22 0,05 0,30 0,54 0,61
19r1 0,21 0,42 0,11 0,70
1r2 0,02 0,11 0,13 0,89 0,03
2r2 0,29 0,41 0,26 0,16 0,40
3r2 0,21 0,02 0,63 0,93 0,82
4r2 0,04 0,08 0,71 0,00 0,32
SR2 0,08 0,17 0,25 0,46 0,49
6r2 0,10 0,09 0,36 0,71 0,38
7R2 0,06 1,11 0,17 0,94 0,01
8r2 0,00 0,15 0,01 0,11 0,49
92 0,11 0,28 0,13 0,10 0,04
10r2 0,02 0,00 0,05 0,17 0,62
11ro 0,02 0,26 0,35 0,35 0,44
12r2 0,11 0,05 0,75 0,14 0,16
13r2 0,02 0,11 0,28 0,05 0,09
14ro 0,02 0,24 0,44 0,03 0,55
15r2 0,04 0,25 0,62 1,09 0,58
16r2 0,06 0,47 0,08 3,95 0,89

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 38 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Controle 300 uL/mL

Embrido Assimetria (mm)

Réplica C ) MS MI T

1rs 0,21 0,00 0,34 1,01 0,21
2R3 0,13 0,56 0,47 0,29 0,31
3r3 0,11 0,11 0,80 0,31 0,02
4r3 0,13 0,55 0,79 0,14 0,99
SR3 0,25 0,15 0,14 1,24 0,06
6r3 0,37 0,03 0,09 1,63 0,91
7R3 0,25 0,16 0,13 0,36 0,35
8r3 0,15 0,33 0,03 0,51 0,79
9rs3 0,12 0,11 0,09 0,05 0,35
10rs 0,67 0,09 0,25 0,18 0,02
11rs 0,67 0,62 0,19 0,18 0,11
12gs 0,04 0,56 0,15 1,43 0,20
13rs 0,32 0,27 0,11 1,02 0,30
14rs 0,46 0,00 0,36 0,01 0,80
15gs 0,03 0,03 0,50 0,86 1,45
16rs 0,21 0,66 0,65 1,02 0,27
17rs 0,04 0,56 0,83 0,50 0,03
18rs 0,88 0,12 0,72 0,33 0,30
19r3 0,39 0,75 0,73 1,77 0,44

20rs3 0,22 0,07 0,41 0,73 0,09

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

Tabela 39 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL./mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 300 pL/mL
Embrido Assimetria (mm)
Réplica C @) MS M T

1r1 0,01 0,32 0,20 0,06 0,25

2Rr1 0,18 0,13 0,29 0,76 0,24
mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 39 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL./mL, tratado,

réplicas 1, 2 e 3.

(continuacao)

Tratado 300 pL/mL

Embrido Assimetria (mm)

Réplica C 0] MS Ml T

3R1 0,14 0,50 0,51 0,98 0,71
4Ry 0,21 0,11 0,36 0,20 0,30
SR1 0,07 0,14 0,12 1,55 0,21
Br1 0,03 0,03 0,30 0,12 0,05
TR1 0,12 0,24 0,52 1,12 0,99
8r1 0,05 0,32 0,21 0,57 0,12
9r1 0,08 0,07 0,33 0,37 0,75
10r1 0,18 0,44 0,33 0,18 1,03
11r1 0,38 1,02 0,16 0,65 0,47
12r1 0,36 0,38 0,56 0,13 0,39
1r2 0,16 0,23 0,11 0,56 0,31
2R2 0,17 0,41 0,04 1,10 0,54
3Rr2 0,15 0,14 0,04 0,08 0,07
4r2 0,26 0,35 0,31 0,58 0,84
SR2 0,15 0,09 0,05 0,20 0,24
6r2 0,10 0,07 0,80 0,39 0,10
TRr2 0,11 0,17 0,28 0,25 0,55
8r2 0,01 0,21 0,66 0,10 0,72
9r2 0,16 0,37 0,09 0,24 0,24
10r2 0,25 0,31 0,09 1,92 0,07
11gr2 0,22 0,39 0,98 0,11 0,27
12r 0,22 0,27 0,01 0,24 0,64
1rs 0,03 0,10 0,94 0,56 0,46
2R3 0,11 0,50 0,08 0,20 0,54
3Rr3 0,06 0,38 0,06 1,55 0,86
4r3 0,35 0,84 0,28 0,40
Sr3 0,23 0,30 0,08 1,51 0,80
6r3 0,02 0,52 0,26 0,35 0,43

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 39 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 300 uL./mL, tratado,
réplicas 1, 2 e 3.
(concluséo)

Tratado 300 pL/mL
Embrido Assimetria (mm)
Réplica C O MS Ml T
7R3 0,34 0,14 0,06 1,27 0,44
8Rr3 0,13 0,20 0,29 0,19 0,30
ORs3 0,21 0,56 0,30 1,71 0,36
10rs 0,32 0,84 0,54 0,36 0,65
11Rrs3 0,07 0,04 0,41 0,33 0,54
12rs3 0,11 0,61 0,37 0,17 0,58
13rs3 0,33 0,26 0,21 0,28 1,20

14r3 0,18 0,21 0,29 0,95 0,20

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

Tabela 40 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 500 uL/mL, controle,
réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 500 pnL/mL
Embrido Assimetria (mm)
Réplica C 9] MS MI T

1r1 0,21 0,38 0,41 0,91 0,92
2r1 0,08 0,47 0,31 1,01 0,40
3r1 0,07 0,28 0,28 0,67 0,41
4r1 0,10 0,05 0,61 0,89 0,44
OR1 0,11 0,30 0,29 1,37 0,35
Br1 0,21 0,05 0,15 3,34 1,82
TrR1 0,29 0,47 0,56 1,17 0,35
8r1 0,17 0,29 0,99 0,79 2,30
Or1 0,33 0,02 0,11 0,09 0,36
10r1 0,21 0,26 0,26 0,33 0,09
11r1 0,01 0,06 0,32 0,26 0,17
12r1 0,04 0,42 0,54 0,01 0,67

13r1 0,55 0,14 0,80 2,38 0,88

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 40 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 500 uL/mL, controle,

réplicas 1, 2 e 3.

(continuacao)

Controle 500 pL/mL

Embrido Assimetria (mm)

Réplica C ) MS MI T

14R1 0,24 0,62 1,05 0,83 0,49
15g1 0,09 0,24 0,19 0,22 0,55
16r1 0,20 0,20 0,24 0,30 0,29
17r1 0,38 0,30 0,38 0,51 0,08
18r1 0,14 0,57 0,24 0,12 0,20
1r2 0,23 0,59 0,03 1,04 0,00
2r2 0,10 0,43 0,15 0,61 0,41
3r2 0,06 0,17 0,40 0,78 0,14
4r2 0,13 0,01 0,02 0,54 0,19
SR2 0,02 0,09 0,16 0,86 0,95
6r2 0,18 0,43 0,17 1,58 1,00
7R2 0,25 0,28 0,39 0,05 0,08
8r2 0,10 0,46 1,08 0,80 0,58
92 0,16 0,26 0,14 0,02 0,00
10r2 0,07 0,16 0,23 0,22 0,07
11ro 0,02 0,33 0,31 0,24 0,29
12r2 0,01 0,02 0,03 0,65 0,64
13re 0,08 0,06 0,23 1,31 0,20
14ro 0,31 0,07 0,30 0,04 0,26
15r2 0,14 0,20 0,30 0,04 0,28
16r2 0,05 0,09 0,17 0,05 0,04
17ro 0,01 0,33 0,15 0,90 0,33
1rs 0,24 1,06 0,37 0,69 0,01
2R3 0,25 0,34 0,70 1,32 0,13
3r3 0,26 0,27 0,12 0,22 0,10
4r3 0,11 0,12 0,16 1,10 1,73
SR3 0,33 0,39 1,01 0,71 0,24
6r3 0,06 0,93 0,22 0,18 0,55

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 40 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 500 uL/mL, controle,

réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Controle 500 puL/mL

Embrido Assimetria (mm)
Réplica C ) MS MI T
7R3 0,19 0,36 0,13 0,08 0,79
8r3 0,13 0,19 0,44 0,15 0,52
9rs3 0,09 0,54 0,14 0,27 0,02
10rs 0,16 0,02 2,81 2,91 0,56
11rs 0,19 0,58 0,11 0,46 0,85
12rs 0,15 0,20 0,29 0,41 0,46
13rs 0,01 0,47 0,21 0,20 0,29
14rs 0,07 0,59 0,25 0,17 0,58
15rs 0,33 0,32 0,49 0,19 0,25

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

Tabela 41 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 500 pL/mL, tratado,

réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 500 pL/mL
Embrizo Assimetria (mm)

Replica C 0] MS MI T
1r1 0,32 0,02 0,05 0,92 0,69
2r1 0,01 0,03 0,41 0,24 0,73
3r1 0,52 0,13 0,22 0,01 0,22
4r1 0,12 0,35 0,17 0,55 0,76
SR1 0,16 0,50 0,44 0,08 0,62
Br1 0,05 0,03 0,88 1,22

TR1 0,07 0,14 0,30 0,07 0,70
8r1 0,08 0,48 0,30 0,20 0,25
9r1 0,16 0,27 0,38 1,05 0,38
10r1 0,41 0,20 0,60 0,84 0,37
11r: 0,22 0,29 0,20 0,36 0,66
1r2 0,32 0,02 0,05 0,92 0,69

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 41 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 500 uL./mL, tratado,

réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Tratado 500 pL/mL

Embrido Assimetria (mm)

Réplica C ) MS MI T

2r2 0,01 0,03 0,41 0,24 0,73
3r2 0,52 0,13 0,22 0,01 0,22
4r2 0,12 0,35 0,17 0,55 0,76
9R2 0,16 0,50 0,44 0,08 0,62
6r2 0,05 0,03 0,88 1,22

Tr2 0,07 0,14 0,30 0,07 0,70
8r2 0,08 0,48 0,30 0,20 0,25
92 0,16 0,27 0,38 1,05 0,38
10r2 0,41 0,20 0,60 0,84 0,37
11re 0,22 0,29 0,20 0,36 0,66
1rs 0,26 0,49 0,48 0,48 1,73
2R3 0,25 0,35 0,91 0,64 0,20
3r3 0,05 0,36 0,91 0,19 0,31
4r3 0,09 0,33 2,98 5,72 0,39
SR3 0,17 0,16 0,02 0,38 1,47
6r3 0,12 0,41 0,04 0,31 0,06
7R3 0,06 0,18 0,78 0,43 0,15
8r3 0,72 0,10 0,14 0,44 0,13
9rs3 0,18 0,53 0,02 0,24 0,31
10rs 0,07 0,14 0,28 0,07 0,68

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

Tabela 42 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 uL/mL, controle,

réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Controle 750 pL/mL
Embrido Assimetria (mm)
Réplica C 0] MS MI T
1ra 0,09 0,00 0,25 0,76 0,27
2r1 0,30 0,38 0,30 1,80 0,69

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 42 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 uL/mL, controle,

réplicas 1, 2 e 3.

(continuacao)

Controle 750 pL/mL

Embrio Assimetria (mm)

Réplica C 0] MS Mi T

3R1 0,28 0,09 0,48 0,37 0,40
4r1 0,01 0,39 0,04 0,71 0,50
OR1 0,05 0,08 0,12 0,35 0,08
Br1 0,17 0,06 0,39 0,14 0,09
TR1 0,21 0,16 0,57 0,13 0,11
8r1 0,09 0,65 0,84 0,47 0,41
9r1 0,01 0,84 0,26 0,54 0,56
10r1 0,13 0,27 0,60 1,10 0,10
11r: 0,01 0,69 0,22 0,82
12r1 0,17 0,16 0,35 0,56 1,09
13r1 0,09 0,27 0,29 0,69 0,01
14r: 0,07 0,27 0,06 0,10 0,42
15r1 0,22 0,37 0,34 0,26 0,15
16r1 0,03 0,25 0,37
17r1 0,07 0,16 0,02 0,58 0,41
1r2 0,16 0,10 0,12 0,28 0,23
2R2 0,04 0,05 0,26 0,98 0,23
3R2 0,04 0,15 0,34 0,42
4r2 0,09 0,53 0,07 0,60 0,13
SR2 0,15 0,28 0,19 0,24 0,20
6r2 0,22 0,41 0,29 1,02 0,59
TR2 0,05 0,03 0,24 0,73 0,51
8r2 0,15 0,08 0,49 0,44 0,79
9r2 0,11 0,34 0,47 0,46 0,50
10r2 0,21 0,03 0,30 0,10
11r2 0,15 0,06 0,08 0,49 0,28
12r2 0,01 0,18 0,00 0,19 0,04
13r2 0,06 0,05 1,22 0,68
14r; 0,08 0,11 0,07 1,09 0,21

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.
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Tabela 42 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 uL/mL, controle,

réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Controle 750 pL/mL

Embrio Assimetria (mm)

Réplica C 0] MS Mi T

15r2 0,13 0,06 0,28 1,44 0,10
1rs 0,44 0,02 0,02 0,41 0,05
2R3 0,19 0,75 0,13 0,13 0,63
3R3 0,00 0,13 0,31 0,71 0,05
4r3 0,20 0,07 0,39 0,54 0,56
SR3 0,42 0,64 0,10 0,09
Br3 0,11 0,34 0,38 0,08 0,17
7R3 0,17 0,17 0,24 0,65 0,17
8r3 0,19 0,19 0,44 0,46 0,95
9Rr3 0,11 0,51 0,32 0,81 0,01
10r3 0,01 0,08 0,27 0,35 0,16
11r3 0,02 0,06 0,16 0,29 0,18
12r3 0,14 0,20 0,13 0,06 0,81
13r3 0,12 0,52 0,72 0,24 0,02
14r3 0,27 0,59 0,61 0,25 0,38

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.

Tabela 43 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 uL./mL, tratado,

réplicas 1, 2 e 3.

(continua)
Tratado 750 pL/mL
Embrido Assimetria (mm)

Réplica C 0] MS Ml T

1r1 0,29 0,55 0,41 0,19 0,34
2R1 0,31 0,59 0,14 0,74 0,33
3R1 0,33 0,55 0,61 0,11
4r1 0,00 0,13 0,06 0,11
SR1 0,06 0,70 0,32 0,15 0,47
6r1 0,05 0,26 0,28 0,58 0,17
TR1 0,20 0,07 0,58 0,17 0,45

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabeca; O — olho;
MS — membro superior; MI — membro inferior; Tr — tronco; R — réplica.
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Tabela 43 — Assimetria (mm) dos embrides vivos na concentragdo de 750 uL./mL, tratado,

réplicas 1, 2 e 3.

(concluséo)

Tratado 750 pL/mL

Embrido Assimetria (mm)

Réplica C ) MS MI T

8r1 0,19 0,58 0,73 0,44 0,00
9r1 0,14 0,20 0,23 0,16 0,10
10r1 0,06 0,07 0,31 1,66 0,36
11r1 0,13 0,31 0,82 0,60 0,40
1r2 0,53 0,32 0,20 1,02 0,83
2r2 0,10 0,25 0,34 0,35 0,40
3r2 0,13 0,05 0,37 0,32 0,03
4r2 0,01 0,16 0,60 1,28 0,07
9R2 0,20 0,36 0,17 0,18 0,32
6r2 0,16 0,34 0,06 0,47 0,49
Tr2 0,23 0,10 0,25 0,08 0,07
8r2 0,18 0,19 0,03 0,03 0,28
92 0,13 0,03 0,04 0,14 0,22
10r2 0,05 0,03 0,06 0,42 0,09
11ro 0,29 0,57 0,01 0,29 0,43
12ro 0,12 0,70 0,05 0,42 0,24
13r2 0,02 0,10 0,07 0,26 0,36
1rs 0,10 0,04 0,10 0,04 0,24
2R3 0,01 0,25 0,52 0,99 0,27
3r3 0,05 0,47 0,12 0,30 0,13
4r3 0,07 0,04 0,43 0,50 0,19
SR3 0,03 0,14 0,23 0,11 0,10
6r3 0,05 0,31 0,35 0,38 0,13
7R3 0,04 0,09 0,44 0,44 0,50
8r3 0,21 0,15 0,06 0,13 0,22
9rs3 0,43 0,57 0,16 0,02 0,15

mm — milimetro; pL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabec¢a; O — olho;
MS — membro superior; Ml — membro inferior; Tr —tronco; R — réplica.



182

Tabela 44 — Testes estatisticos das assimetrias (mm) dos embrides vivos entre os tratamentos,
concentracoes e variaveis.

Variavel Teste touz p
Cabeca Wilc  0,1568 0,8753
Olho t 1,2308 0,244

Membro superior t -0,0379 0,7638
Membro inferior t 1,0311 0,3246

Tronco t -0,1135 0,91163
mm — milimetro; Wilc — Wilcoxon; t — teste t pareado

Tabela 45 — Subtracdo das médias das assimetrias (mm) dos embrides vivos segundo as
diferentes concentracdes e réplicas.

Assimetrias (mm)

Concentracao

(uL/mL) Réplica  Ca @) MS MI T
1 0,08 -0,11 -0,07 -0,20 0,06
100 2 -0,14 -0,02 0,01 0,01 0,21
3 -0,06 -0,05 0,06 0,11 -0,32
1 -0,06 -0,05 -0,01 0,05 0,01
300 2 0,09 0,01 -0,04 -0,15 -0,01
3 -0,10 0,07 -0,05 0,02 0,15
1 0,00 -0,06 -0,07 -0,34 -0,06
500 2 0,08 -0,01 0,11 -0,07 0,22
3 0,03 -0,12 0,16 0,29 0,07
1 0,04 0,07 0,06 -0,02 -0,12
750 2 0,06 0,07 -0,02 -0,25 -0,04
3 -0,06 -0,08 -0,05 -0,04 -0,09

mm — milimetro; uL/mL — microlitro/mililitro; Ca — cabega; O — olho; MS — membro superior;
MI — membro inferior; Tr — tronco.

Tabela 46 — Testes estatisticos das medidas (mm) dos embrides vivos entre as concentracbes

e variaveis.
Variavel Teste touz p
Cabega ANOVA 1921  0,2048
Olho ANOVA 10,3175 0,8127

Membro superior ANOVA 4,076  0,0497
Membro inferior  ANOVA 1,199 0,3705
Tronco ANOVA 1,368 0,3204

mm — milimetro; ANOVA — andlise de variancia.
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Tabela 47— Dados da situacdo dos embrides controles nas réplica 1, 2 e 3 da LCos.
Controle LCos

FS;;: zs/‘:’)o(g;) Vivo Morto Indefinido Infértil (Cr;nl 535‘5
1r1 59,14 X 53
2Rr1 42,69 X 53
3R1 49,90 X 64
4Rr1 52,75 X 58
SR1 56,04 X 90
Br1 50,55 X 85
1r2 42,22 X 81
2R2 54,78 X 46
3R2 54,12 X 58
4r2 60,48 X 75
SR2 50,22 X 91
6r2 56,93 X 82
1rs 48,79 X 78
2R3 55,53 X 69
3R3 57,98 X 85
4Rr3 47,77 X 87
SRr3 49,93 X 71
Brs3 55,27 X 71

LC — concentracdo letal; g — grama; mg/dL — miligrama/decilitro; R — réplica.

Tabela 48 — Dados da situacao dos embrides tratados nas réplica 1, 2 e 3 da LCos.

(continua)
Tratado LCos

Ovo  Pesodo Vivo Morto Indefinido Infértil Glicose

Réplica  OVO (Q) (mg/dL)
1 52,45 X 79
2 50,73 X 60
3 4273 X 92
4 48,87 X 82
5 51,73 X 77

LC - concentracdo letal; g — grama; mg/dL — miligrama/decilitro; R — réplica.



Tabela 48 — Dados da situa¢do dos embriGes tratados nas réplica 1, 2 e 3 da LCps.
(concluséo)

Tratado LCos

FS;;Z I;(\e/soo(g()) Vivo Morto Indefinido Infértil (?r: g;gls_e)
6 47,55 X

1 46,79 X

2 49,11 X

3 57,26 X 87
4 52,25 X 86
5 44,04 X 105
6 55,52 X 104
1 48,51 X

2 48,15 X

3 49,62 X 71
4 51,03 X 25
5 57,97 X

6 52,23 X

LC — concentracdo letal; g — grama; mg/dL — miligrama/decilitro; R — réplica.
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Tabela 49 — Anormalidades nos eritrocitos dos embrides vivos controles, réplicas 1, 2 e 3 da

LCos.

(continua)

Controle LCys

Embrido . . . Anormalidades nos eritrocitos
Réplica Lamina BN LB BL BD NT
1 58 0 29 5
1r: 2 0O 0 47 0 21 3
3 46 0 27 5
1 2 18 0 10
2R1 2 15 0 9 O
3 1 20 0 9
1 1 0 15 0 14 2
3r1 2 1 1 14 0 10 1
3 1 0 22 0 11 ©

LC - concentragdo letal; MN — microndcleo; BN —binucleado; LB
— lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT — notched; R — réplica.
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Tabela 49 — Anormalidades nos eritrocitos dos embrides vivos controles, réplicas 1, 2 e 3 da

LCos.

(continuacao)

Controle LCys

Embrido

Anormalidades nos eritrocitos

Réplica Lamina BN LB BL BD NT
4r1 3 1 0 23 0 11 2
1 O 0 15 0 9 4
SRr1 2 2 1 20 o0 7 3
3 1 0 22 0 6 4
1 o o0 17 0 8 2
Br1 2 0 0 19 0 6 1
3 0O 0 25 0 8 2
1 0 0O 5 0 12 8
1r2 2 2 0 61 1 18 8
3 1 1 36 0 8 6
20 1 1 0 54 0 16 2
2 1 0 52 0 16 2
1 1 0 3 1 17 8
3r2 2 2 1 25 0 21 2
3 0O 0 16 0 15 2
1 0 1 65 0 16 8
4r2 2 0O 0 O O o0 O
3 0O 0 53 0 8 2
1 0O 0 65 0 17 2
Sr2 2 1 0 53 0 19 1
3 0 1 57 0 15 4
1 1 0 42 0 12 O
Br2 2 1 0 3% 0 11 2
3 1 0 5 0 5 0
1 1 1 48 0 18 1
1Rs3 2 1 0 5 1 14 0
3 1 2 54 1 13 3

LC - concentragdo letal; MN — microndcleo; BN —binucleado; LB
— lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT — notched; R — réplica.
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Tabela 49 — Anormalidades nos eritrocitos dos embrides vivos controles, réplicas 1, 2 e 3 da
LCos.
(concluséo)

Controle LCys

Embrido ., . .  Anormalidades nos eritrcitos
Lamina
Réplica MN BN LB BL BD NT
1 0 1 28 0 10
2R3 2 1 1 33 0 11

3 0 1 31 0 11

1 1 1 49 0 19 2
3Rr3 2 2 0 51 0 19 1
3 1 1 59 0 14 2
1 0 1 45 0 22 1
4r3 2 3 0 66 0 22 3
3 1 0 46 0 16 1

1 0 0 16 0 8 O
SRr3 2 1 0 21 0 5
3 3 0 18 0 7 O

1 5 1 15 0 6 1

2 3 0 12 0 10 O

LC — concentracéo letal; MN —micronucleo; BN —binucleado; LB
— lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT — notched; R — réplica.

6r3

Tabela 50 — Anormalidades nos eritrocitos dos embrides vivos tratados, réplicas 1, 2 e 3 da

LCss.
(continua)
Tratado LCos
Embrido . . . Anormalidades nos eritrocitos
Lamina

Réplica MN BN LB BL BD NT
1 0 1 13 O 5 4

1r1 2 1 0O 17 O 8 1

3 1 0 15 0 5 1

1 0 1 23 0 11 4
2Rt 2 2 0 26 0 10 O

3 1 0 32 0 8 O

LC - concentracdo letal; MN —micronucleo; BN —binucleado; LB
— lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT — notched; R — réplica.
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Tabela 50 — Anormalidades nos eritrocitos dos embrides vivos tratados, réplicas 1, 2 e 3 da

LCos.

(concluséo)

Tratado LCos

Embrido L Amina Anormalidades nos eritrécitos
Réplica MN BN LB BL BD NT
1 0 1 50 20 3
4Rr1 2 1 52 22 6
3 1 43 20 6
1 5 2 30 0 16 1
SR1 2 4 1 31 O 9 0
3 2 3 31 0 12 1
1 1 0 38 0 11 1
3r2 2 0 1 3 0 16 4
3 1 1 18 0 11 2
1 0 49 16
4r2 64 14
3 1 41 15 3
1 0 25 7
5r2 28 14
2 30 13 2
2 2 1 29 O 8 2
6r2
3 3 0 25 0 11 1
1 2 0 34 0 19 3
3r3 2 1 2 31 0 15 2
3 1 1 28 0 14 2
4r3 1 0 2 30 0 11 14

LC - concentracdo letal; MN —micronucleo; BN —binucleado; LB
— lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT — notched; R — réplica.
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Tabela 51 — Média do numero das anormalidades dos eritrocitos dos embrides vivos segundo

0s tratamentos da réplica 1 na concentracdo da LCps.

Anormalidades dos eritrécitos na réplica 1

Controle

Tratado

Lamina MN

BN

LB

BL

BD

NT

MN

BN

LB

BL BD NT

S O A WDN

0,67
1,67
1,00
0,33
1,00
0,00

0,67
0,33
0,33
0,00
0,33
0,00

50,33
17,67
17,00
7,67
19,00
20,33

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

25,67
9,33
11,67
3,67
7,33
7,33

4,33
0,67
1,00
0,67
3,67
1,67

0,67
1,00

1,67
3,67

0,33
0,33

1,00
2,00

15,00
27,00

48,33
30,67

0,00 6,00 2,00
0,00 9,67 1,33

0,00 20,67 5,00
0,00 12,33 0,67

LC — concentragdo letal; MN — microndcleo; BN — binucleado; LB — lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT -

notched.

Tabela 52 — Média do numero das anormalidades dos eritrocitos dos embrides vivos segundo

0s tratamentos da réplica 2 na concentracéo da LCps.

Anormalidades dos eritrécitos na réplica 2

Controle

Tratado

Lamina MN

BN

LB

BL

BD

NT

MN

BN

LB

BL BD NT

S O A WD

1,00
0,67
1,00
0,00
0,33
1,00

0,33
0,00
0,33
0,50
0,33
0,00

49,00
35,33
24,67
59,00
58,33
44,33

0,33
0,00
0,33
0,00
0,00
0,00

12,67
10,67
17,67
12,00
17,00
9,33

7,33
1,33
4,00
5,00
2,33
0,67

0,67
1,00
1,33
2,50

0,67
0,00
1,67
0,50

30,33
51,33
27,67
27,00

0,00 12,67 2,33
0,00 15,00 3,67
0,00 11,33 1,67
0,00 950 1,50

LC — concentracdo letal; MN — microntcleo; BN — binucleado; LB — lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT -

notched.

Tabela 53 — Média do numero das anormalidades dos eritrocitos dos embrides vivos segundo

0s tratamentos da réplica 3 na concentracdo da LCos.

Anormalidades dos eritrécitos na réplica 3

Controle Tratado

Lamina MN BN LB BL BD NT |MN BN LB BL BD NT
1 1,00 1,00 52,33 0,67 15,00 1,33
2 0,33 1,00 30,67 0,00 10,67 0,67
3 1,33 0,67 53,00 0,00 17,33 1,67 | 1,33 1,00 31,00 0,00 16,00 2,33
4 1,33 0,33 52,33 0,00 20,00 1,67 | 0,00 2,00 30,00 0,00 11,00 4,00
5 1,33 0,00 18,33 0,00 6,67 0,67
6 4,00 0,50 13,50 0,00 8,00 0,50

LC - concentragdo letal; MN — microndcleo; BN — binucleado; LB — lobado; BL — bilobado; BD — bud; NT -

notched.
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APENDICE B - GRAFICOS

Gréfico 1 - Percentual e desvio padrdo dos ovos inférteis e indefinidos segundo as diferentes
concentracdes e tratamentos.

45,00
40,00
35,00
30,00

25,00

m Controle
20,00

m Tratado

% de mortalidade

[
o

)

[==]
=]

10,00

5,00

0,00

2

100 300 500 750
Concentragao (uL/mL)

t pareado: p = 0,4903; pL/mL — microlitro/mililitro; * — diferenca estatistica (p < 0,05).
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