UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS ERECHIM
CURSO DE ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA

STEPHANIE TOUSSAINT

AVALIACAO DOS EFEITOS DO BIOINSETICIDA VECTOBAC® NO
COMPORTAMENTO DE PEIXES-ZEBRA

ERECHIM
2025



STEPHANIE TOUSSAINT

AVALIACAO DOS EFEITOS DO BIOINSETICIDA VECTOBAC® NO
COMPORTAMENTO DE PEIXES-ZEBRA

Trabalho de Conclusio de Curso apresentado ao Curso
de Engenharia Ambiental e Sanitdria da Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS), como requisito para
obtencdo dotitulo de Engenheira Ambiental e Sanitarista.

Orientadora: Prof. Dra. Marilia Hartmann

Co-orientadora: Dra. Aline Pompermaier

ERECHIM
2025



Bibliotecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS

Toussaint, Stephanie

A?ﬁLI&QiD DOS EFEITOS DO BIOINSETICIDA VECTOBACE NO
COMPORTAMENTO DE PEIXES-ZEBRL / Stephanie Toussaint. —-
2025.

30 £.

Orientadora: Prof. Dra. Marilia Hartmann

Co—orientadora: Dra. Aline Pompermaier

Trabalho de Conclus8o de Cursc (Graduacdc) -
UTniversidade Federal da Fronteira 3ul, Curso de
Bachareladec em Engenharia Ambiental & Sanitéaria,
Erechim, RS, 2025.

1. Ledes a=sgypti: produtos biclégicos: organismos
nadc-alvo; peixes.. I. Hartmann, Marilia, orient. ITI.
Pompermaier, &line, co-orient. III. Universidade Federal
da Fronteira Sul. IV. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geragao Automatica de Ficha de Identificagao da Obra pela UFFS
com o5 dados fornecidos pelofa) autor(a).




STEPHANIE TOUSSAINT

AVALIACAO DOS EFEITOS DO BIOINSETICIDA VECTOBAC® NO
COMPORTAMENTO DE PEIXES-ZEBRA

Trabalho de Conclusio de Curso apresentado ao Curso
de Engenharia Ambiental E Sanitdria da Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS), como requisito para
obtencdo dotitulo de Engenheira Ambiental e Sanitarista.

Este trabalho foi defendido e aprovado pela banca em 16/06/2025.

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.? Marilia Hartmann — UFFS
Orientadora

Prof. Dr.? Carla Alves - IFRS
Avaliador

Prof. Dr.? Helen Treichel — UFFS
Avaliador



RESUMO

O controle de vetores ¢ uma medida essencial na satide publica, visando prevenir e reduzir a
transmissao de doencas causadas por organismos como mosquitos € moscas, que atuam
como vetores de diversos patdgenos. Diversas estratégias de controle podem ser aplicadas
rotineiramente para combater mosquitos € moscas de interesse em saude. Como principal
alternativa, estdo sendo realizadas aplicacdes de larvicidas em locais de reproducdo do
mosquito. Um dos produtos utilizados ¢ o larvicida biologicoVectoBac® 12 AS, que pode
ser aplicado diretamente na agua para combater as larvas do mosquito. Embora seja um bom
meio de combate ao mosquito, ainda ndo se sabe se ele pode causar efeitos negativos para os
organismos nao-alvo. Portanto, aqui avaliamos o efeito da exposi¢do ao larvicida
VectoBac® 12 AS no comportamento do peixe-zebra. Realizamos uma exposicao de peixes-
zebra durante 30 minutos, as concentracdes de 1.5,2.5 e 10 pg/L do produto, para avaliar
comportamento exploratdrio e preferéncia social. A exposi¢do ao bioinseticida causou um
efeito ansiolitico nos peixes, mas nao alteroua preferéncia social. Esses achados demonstram
que mesmo produtos bioldgicos podem impactar negativamente as espécies aquaticas. Além
disso, reforcaanecessidade de avaliacdo da toxicidadedos produtosbioldgicos para verificar

se de fato eles nao sdao toxicos para o ambiente.

Palavras-chave: dedes aegypti; produtos bioldgicos; organismos nao-alvo; peixes.



ABSTRACT

Vector control is an essential measure in public health, aimed at preventing and reducing the
transmission of diseases caused by organisms such as mosquitoes and flies, which actas vectors
forvarious pathogens. Various control strategies can be routinely applied to combat mo squitoes
and flies of public health concern. As a key strategy, larvicides are being applied to mosquito
breeding sites. One such product is the biological larvicide VectoBac® 12 AS, which can be
applied directly to water to target mosquito larvae. Although effective against mosquitoes, its
potential adverse effects on non-target organisms remain unclear. Here, we evaluated the impact
of VectoBac® 12 AS exposure on zebrafish behavior. Fish were exposed for 30 minutes to
concentrations of 1.5, 2.5, and 10 pg/L, followed by assessments of exploratory be havior and
social preference. Exposure to bioinsecticide induced an anxiolytic effect in zebrafish but did
not alter social preference. These findings demonstrate that even biological products can
negatively impact aquatic species. Moreover, they highlight the need for toxicity assessments

of biological agents to confirm their environmental safety.

Keywords: Aedes aegypti; biological products; non-target organisms; zebrafish.
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1 INTRODUCAO

Os vetores sdo organismos vivos que transmitem agentes infecciosos entre humanos ou
de animais para humanos. O controle de vetores ¢ uma medida essencial na satde publica,
visando prevenir e reduzir a transmissao de doengas causadas por organismos como mosquitos,
que atuam como vetores de diversos patdgenos. No Brasil, o controle de vetores tem se
mostrado desafiador devido as condic¢oes climaticas favoraveis, urbanizacao acelerada e falhas
nos sistemas de saneamento basico (Brasil, 2016).

Diversos géneros de mosquitos apresentam importancia médica significativa devido a
sua capacidadevetorial. Os mosquitos do género Anopheles,especialmente Anophelesgambiae
na Africa e Anopheles darlingi nas Américas, sdo os principais vetores da malaria, doenca
causada por protozoarios do género Plasmodium (Sinka et al.,2012; Venkatesan, 2024). No
Brasil, sdo conhecidas cerca de 50 espécies de mosquitos Anopheles, € os principais
transmissores da maldria sdo A. darlingi (principal vetor) A. aquas, membros do complexo 4.
albitarsis, A. cruzii e A. Bellator (Baia-da-Silva et al., 2019). A transmissao ocorre pela picada
da fémea do mosquito, infectada por Plasmodium (Bentes; Costa; Teixeira, 2017).

Alguns géneros sdo menos conhecidos, como Psorophora e Culiseta, que também
possuem relevancia epidemioldgica. Espécies como Psorophora ferox e Psorophora
columbiae foram relacionadas a transmissdao de arbovirus como o da encefalite equina
venezuelana e o virus Rocio (Consoli Rotraut A. G. B.; Lourengo de Oliveira Ricardo, 1994;
Ruiz-Garcia et al., 2003). Foram encontrados mosquitos de Psophora ferox no Brasil com alta
carga viral para Febre Amarela, o que pode indicar que essa espécie também pode ser um vetor
dessa doenga (Caleiro et al., 2025; Wilk-da-Silva et al., 2020). J& Culiseta melanura é o
principal vetor enzodtico do virus da encefalite equina oriental em ambientes silvestres
(Armstrong & Andreadis, 2013)

O género Culex, como Culex quinquefasciatus, ¢ um mosquito cosmopolita no Brasil, e
esta associado a transmissao de filariose linfatica, encefalite japonesa e virus do Nilo Ocidental
(Farajollahi et al.,2011; Fonseca et al., 2006), sendo um importante vetor de arboviroses (Reis
etal.,2023). Estudos demonstram a resisténcia deste mosquito a organofosforados, carbamato,
DDT, piretréides e biolarvicideos em localidades distintas do pais (Lopes; Lima; Martins,
2019), o que mostra que a forma de controle ou pelo menos as substancias, deve ser mudada.

Os borrachudos, Simulium pertinax sao conhecidos também como moscas negras, €
estdo relacionados principalmente a transmissao da oncocercose € mansonelose em humanos

(Docile et al., 2015). Os habitos altamente antropofilos podem desencadear condigdes



irritativas e alérgicas, o que pode afetar a qualidade de vida e a produtividade dos trabalhadores
rurais ou em areas periurbanas associadas a corregos (Lis et al., 2025).

Os mosquitos do género Aedes sdo vetores das arboviroses consideradas de maior
importancia médica: dengue, febre amarela, Zika e chikungunya. Duas espécies sdao os
principais vetores dessas doencas: A. albopictus e A. aegypti. No entanto, A. aegypti destaca-se
por sua adaptag@o a ambientes urbanos e pela proximidade com populagdes humanas (Brady et
al.,2012). Sua primeira manifestagdo epidémica relevante ocorreu durante o surto historico de
febre amarela, conforme apontado por (Consoli & oliveira, 1994). A. aegypti ¢ um mosquito
diurno, especialmente ativo nas primeiras horas da manha e ao entardecer (FIOCRUZ, 2019).
Sua reproducdo ocorre em recipientes abandonados ao ar livre, assim como em reservatorios de
agua e outros locais onde a dgua permanece parada (Zara et al., 2016). O ciclo de
desenvolvimento do mosquito, desde a eclosdo do ovo até a fase adulta dura cerca de 10 dias,
sendo significativamente afetado por fatores como a temperatura, que pode acelerar esse
processo (FIOCRUZ, 2019). A presenga e a dindmica populacional desses mosquitos vetores
estdo diretamente relacionadas a fatores ambientais, como a presenca de agua parada,
temperatura elevada, auséncia de controle ambiental e urbanizagao desordenada, que favorece
a proliferacdo de criadouros (Costa et al., 2023; Honorio et al., 2019).

Atualmente, a dengue ¢ uma das arboviroses mais importantes em nivel mundial.
Aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas estdo em risco de contrair a doenga, especialmente
em paises tropicais e subtropicais (Lara, 2022). No Brasil, a dengue ocorre de forma sazonal,
com maior niumero de casos registrados nos primeiros cinco meses do ano, periodo em que o
clima ¢ mais quente e imido, caracteristico das regides tropicais. Alteragdes demograficas e o
intenso movimento migratorio do campo para a cidade contribuiram para o crescimento urbano
desordenado, a caréncia de saneamento basico adequado e, como consequéncia, a proliferacdo
do vetor da dengue (Braga & Valle, 2007).

Com o passar dos anos, a doenga se tornou incontrolavel no pais. A cadaano, o numero
de pessoas infectadas e os dbitos aumentam continuamente (Shepard ef al., 2014). No mundo,
a dengue se espalhou, infectando milhdes de pessoas anualmente, resultando em alta
mortalidade e prejuizos econdmicos significativos (Vieira & Bastos, 2021). Esse cenario
epidemiolédgico global motivou o governo brasileiro a colaborar com a Organizagao Pan-
Americana da Saude (OPAS) e a Organizagdao Mundial da Satde (OMS), especialmente no
fortalecimento da vigilancia epidemioldgica, no controle de vetores € na implementagao de

estratégias de prevencao e resposta a surtos.
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No primeiro trimestre de 2024, o Brasil registrou mais de 2,5 milhdes de casos, recorde
histérico no periodo, com mais de 1.000 mortes (Medeiros,2024). Existem quatro sorotipos
distintos do virus da dengue: DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4 (Nasim et al., 2013),
todos presentes nas Américas e ja identificados simultaneamente no Brasil. Essa enfermidade
pode manifestar-se com sintomas variados, desde febre e dores no corpo até complicacoes
neuroldgicas, e podem ser fatais, como a dengue hemorragica que pode levar a morte (WHO,
2024). O quadro epidemioldgico dessa doenga estd se tornando cada vez mais suscetivel a
epidemias e a0 aumento das formas graves da doenga, aumentando o risco de 6Obitos e da taxa de
letalidade (ANVISA, 2024). Além disso, hd uma crescente preocupagao com o aumento de casos
entre os jovens, incluindo criangas, um cenario que ja foiobservado em outros paises
(FIOCRUZ, 2024).

De acordo com a Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente, ¢ essencial que a
populacdo se vacine, tendo em vista a existéncia de uma vacina recomendada para individuos
de 5 a 60 anos, desenvolvida por um laboratorio selecionado devido ao elevado niimero de
hospitalizagdes por dengue no Brasil (Governo Do Distrito Federal, 2020). Apesar da
disponibilidade da vacina, ainda é necessario enfrentar desafios relacionados a sua distribuicao,
acesso e aceitacdo para garantir um impacto efetivo na redugdo da incidéncia da doenga.
Segundo o Ministério da Saude, estdo sendo realizados investimentos na producgdo de uma
vacina nacional, que ja se encontra na fase final de desenvolvimento e serd produzida pelo
Instituto Butantan (BRASIL, 2024a).

A dengue representa um grave problema de satide publica devido a sua capacidade de
causar surtos extensos e a necessidade de intervengdes amplas para controle da transmissao
(Mendonga et al., 2009). Por esse motivo, medidas emergenciais sao necessarias para conter a
pandemia, pois, uma vez estabelecida, o controle do vetor se torna ainda mais dificil. Embora
exista uma vacina contra a dengue, sua aplicagdo ¢ limitada a uma faixa etaria especifica.
Assim, o controle do vetor continua sendo a principal estratégia para prevenir e combater ndo
apenas a dengue, mas também outras arboviroses urbanas, como a Chikungunya (Severini et
al., 2018) e o Zika virus (Boyer et al., 2018).

Diversas estratégias de controle podem ser aplicadas rotineiramente para combater
mosquitos de interesse em saude. Algumas sdo realizadas pelos proprios moradores em suas
residéncias, enquanto outras ficam sob responsabilidade dos Agentes de Controle de Endemias
(ACE) oudos Agentes Comunitarios de Saude (ACS). As acdes podemser agrupadasem quatro

principais categorias: mecanicas, legais, quimicas e biologicas (Braga; Valle, 2007).
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O controle mecanico consiste em agdes que visam impedir a reprodugao do vetor, por
meio da eliminagcdo ou protecdo dos criadouros. Essas atividades, sob orientagdo dos
ACE/ACS, devem ser preferencialmente executadas pelos moradores. A gestdo municipal
também pode colaborar com o controle mecanico,pormeio da ampliagdo dos servicos de coleta
de residuos solidos, da destinacdo adequada de pneus em parceria com a iniciativa privada e da
vedagdo de depdsitos de 4gua com tampas ou capas apropriadas (Medronho, 2008).

O controle legal refere-se a criacdo e aplicacao de normas municipais que fortalecam as
acoesde combate ao 4. aegypti. Entre essas medidas, estdo aresponsabilizagdo de proprietarios
de terrenos baldios e a autorizacdo legal para que os ACE/ACS tenham acesso a iméveis
fechados ou abandonados (Carvalho et al., 2017).

O controle quimico compreende o uso de inseticidas conforme as diretrizes da
Organizagao Mundial da Satde (OMS). A aplicacdo dessas substancias deve ser feita com
responsabilidade, de forma a minimizar impactos ambientais e reduzir o risco de selecdo de
resisténcia nos mosquitos aos compostos utilizados (Benelli ez al., 2016).

Diante dos impactos ambientais e da resisténcia adquirida pelos mosquitos a inseticidas
quimicos, os inseticidas bioldgicos surgem como alternativa eficaz e sustentavel. O controle
biologico baseia-se no uso de agentes naturais, como predadores (peixes e invertebrados
aquaticos) e patogenos (bactérias, fungos e parasitas), para reduzir a populacao de mosquitos
(Braga & Valle, 2007; Brasil, 2024b). Os produtos biolégicos sdo formulados a partir de
microrganismos ou substincias naturais com capacidade de controlar pragas sem afetar
organismos ndo-alvo (Glare et al., 2012). Os inseticidas bioldgicos tém a vantagem de serem
menos tdxicos a0 meio ambiente, ndo deixarem residuos perigosos e de apresentarem menor
risco de induzir resisténcia nos vetores. Além disso, representam uma alternativa
ambientalmente segura aos inseticidas quimicos convencionais (Lacey, 2007; Regis et al.,
2001).

Os principais bioinseticidas utilizados para combate de vetores mosquitos € moscas
sdo a base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) (Lacey, 2017), que atuam de forma
seletiva sobre larvas da familia Culicidae. O (Bti) ¢ amplamente utilizado em programas de
controle vetorial devido a sua eficacia e baixa toxicidade para organismosnao alvo (Boyce et
al., 2013). O Bti ¢ eficaz no controle de diversas espécies de mosquitos, como Aedes,
Anopheles, Culex, Culiseta € Psorophora. Sua a¢gao ocorre ainda na fase larvaria, impedindo
que as larvas completem seu desenvolvimento e se tornem insetos adultos (Setha et al., 2016).
Assim, o Bti interrompe o ciclo reprodutivo desses vetores, contribuindo significativamente

para a reducdo de surtos de doencas transmitidas por mosquitos, como dengue, zika,
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chikungunya e malaria.

Um dos agentes biologicos com BTI utilizados no combate dos vetores ¢ o VectoBac®
12 AS, com formulagdo do tipo AS — solu¢@o aquosa de pronto uso, cujo principio ativo € o
Bacillus thuringiensis subsubsp. israelense (Bti) Cepa AM65-52 . Sua ag¢do ocorre aindana
fase larvaria, impedindo que as larvas completem seu desenvolvimento e se tornem insetos
adultos. O tratamento deve ser realizado diretamente em corpos d'dgua ou sistemas de
distribuicao onde ha eficéacia de larvas, interrompendo seu desenvolvimento e reduzindo a
populacao do vetor (Sumitomo Chemical, 2023).

OVectoBac® 12 AS ¢ valorizado por varias razdes, incluindo sua aplicagdo pratica e
descomplicada, a eficacia seletiva na eliminagdo de larvas de mosquitos e a longa duracao de
seus efeitos. Em termos de toxicidade, o VectoBac® 12 AS é classificado como de toxicidade
aguda por via oral e dérmica na Categoria 5. A toxicidade aguda por inalagdo é considerada
irrelevante, pois o produto ndo ¢ gasoso. Além disso, ¢ classificado como corrosivo e irritante
a pele, pertencendo a Categoria 3 (Sumitomo Chemical, 2023). Esse produto ¢ eficaz no
controle de diversas espécies de mosquitos, ¢ a indicagdo muda dependendo do documento.
Na ficha técnica da Fitosistema (Fitosistema, 2024) ¢ na autorizagao de venda (Dire¢ao-Geral
da Saude, 2016) esta escrito que pode ser usado para estagios larvares L1 a L4 de dedes sp.,
Anopheles sp., Culex sp., Culiseta sp. e Ochlerotatus sp. ¢ larvas em todos os estdgios em
mosquitos da familia Simuliidae (moscanegra Simulium sp.). No folhetode divulgagao, consta
que ¢ para Aedes, Anopheles, Culex, Culiseta e Psorophora (Kenogard, 2019). Em um folder
e na Ficha de Informacao de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ, 2019) consta que ¢
para o controle de A. aegypti, Culex quinquefasciatus e Simulium pertinax. Em outra ficha
técnica, o mesmo produto ¢ indicado apenas para borrachudos, sem referéncia ao género,

embora informe na descrigao a toxicidade para A. aegypti (Sumitomo Chemical, 2023).

1.1 PEIXE-ZEBRA

Na Universidade de Oregon, nos Estados Unidos, George Streisinger, bidlogo e
professor foireconhecido por introduzir o peixe-zebra como um modelo animal na pesquisa
cientifica. Ele identificou as vantagens do uso deste peixe em estudos genéticos e, em 1981,
publicou um artigo na revista Nature que é considerado um marco na medicina translacional
(Streisinger, 1981). Além disso, pesquisas envolvendo o peixe- zebraresultaram na conquista
de dois prémios Nobel. No Brasil o peixe-zebra ¢ conhecido também como Paulistinha,devido

as semelhangas com as listras da bandeira de Sdo Paulo (Gheno et al., 2016).
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O peixe-zebra (Danio rerio) é um pequeno peixe de 4gua doce nativodo sudeste da Asia.
Ele mede geralmente cercade 3 a 4 cm de comprimento (Silveiraetal., 2012), ¢ nativo de rios,
riachos e corpos d'agua com correnteza na India, Paquistio, Bangladesh, Nepale Myanmar.
Possui listras horizontais que se estendem da cabega a cauda (Ribeiro et al., 2022). Cerca de
70% dos genes do peixe-zebra tétm homologos humanos (Howe et al., 2013),tornando-o util
para estudos genéticos e de doengas humanas (Gheno et al., 2016).

Ao longo dos anos, o peixe-zebra tornou-se um dos organismos modelo mais utilizados
em varias areas de pesquisa. Este pequeno peixe tem sido fundamental em estudos de
genética, ecotoxicologia, toxicologia, biologia do desenvolvimento, teratologia, biomedicina,
etologia e carcinogénese, entre outros. A sua popularidade e utilidade como modelo de estudo
sao amplamente reconhecidas (Ribeiro et al.,2022), (inclusive para estudos sobre a
contaminacdoambiental especificandoefeitos da exposi¢do a hormonios (Fortunaetal.,2024;
Tamagno etal.,2022) agrotoxicos (Chauletezral.,2019) farmacos (Alves etal.,2023; Kalichak
etal.,2019) e demais poluentes emergentes.

O comportamento ¢ um excelente parametro de monitoramento ambiental, pois
alteragdes comportamentais ocorremde formadireta e podem nosdemonstrar o efeito imediato
da contaminacdo das aguas (Pompermaier et al., 2020). O teste do tanque novo avalia
parametros de locomogao, exploragao e ainda o comportamento de medo ou ansiedade dos
peixes. Através desse teste conseguimos avaliar a tendéncia natural do animal para explorar ou
evitar um novo ambiente. Esse teste ¢ amplamente utilizado em peixes-zebra (Kysil et al.,
2017). O teste da preferéncia social é realizado no mesmo aparato experimental do tanque
novo, no entanto, avalia a preferéncia do peixe pelo cardume. Através das anélises desse teste
conseguimos entender se determinado composto podealterar a preferéncia do animal em estar
com seus co-especificos, e os impactos dessasalteragdes comportamentais (Kirsten et al.,
2018). Por ser um modelo amplamente utilizado em estudos relacionados a toxicologia e a
contaminacdo ambiental, o peixe-zebra ¢ uma excelente opg¢do para pesquisas que exijam
a exposicdo a substincias diluidas em d4gua, ajudando nas avaliagdes dos impactos de

diversos poluentes (Brito et al., 2022), incluindo o inseticida como o VectoBac® 12 AS.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliarse o bioinseticida VectoBac® 12 AS altera o comportamento exploratorio e anti-

predatdrio de peixes-zebra adultos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar se a contaminac¢do da 4gua com o bioinseticida VectoBac® 12 AS altera o
comportamento exploratorio dos peixes-zebra adultos.
Avaliar se a contaminacao da 4gua com o bioinseticida VectoBac® 12 AS altera a

preferéncia social dos peixes-zebra adultos.
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3. METODOLOGIA
3.1 LOCAL DO ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Ecologia e Conservacdo da

Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim.

3.20RGANISMO MODELO E CONDICOES DE MANUTENCAO

Foram utilizados para este projeto peixes-zebra adultos, adquiridos comercialmente, do
fenotipo selvagem, com idade entre 6-12 meses. Os peixes foram aclimatados por um periodo
de 40 dias, antes de serem utilizados nos testes. Nesse periodo eles permaneceram na densidade
de um exemplar para cada 1,5 litro de 4gua, em aqudrios com 40 litros de capacidade. A
aeracdo foi constante, a temperatura controlada (26°C), e com fotoperiodo artificial de 14h
(claro) / 10 h escuro). Os animais foram alimentados com ragdo comercial (42% de proteina
bruta, 3400 kcal/Kg) 2 vezes ao dia (08h e17h). As condigdes fisico-quimicas da dgua foram

verificadas periodicamente e adequadas conforme necessidade.

3.3 EXPOSICAO
Foi utilizada para exposi¢do o bioinseticida VectoBac® 12 AS, com uma amostra
concedida pela Vigilancia Ambiental na cidade Erechim, RS. Sua formula¢do ¢ baseada na
bactéria Bacillus thuringiensis, sorotipo israelenses, cepa AM65-52, apresentando uma
concentracdo de 1200 UTI/mg ou 923,96 g/L, (Sumitomo Chemical, 2023).

O VectoBac® ¢ aplicado em doses de 0,5 a 25 ppm por 1 minuto, 0,05 a 2,5 ppm
por 10 minutos em agua corrente, ou 0,25 — 2,5 L/hé. Para esse estudo foram consideradas
as doses mais baixas de 1,5 L/ha e mais altas de 2,5 L/ha para mosquitos, seguindo a Ficha
Técnica do produto, e calculado para o tamanho do bequér de 1 L, que foi usado para a
exposicado. Por esse calculo, chegamos a indicagdo de 1,42 ¢ 2,37 u/L. Como nao foram
encontrados estudos com peixes, nos baseamos no estudo de Gutierrez-Villagomez et al.
(2021) com anfibios, que também realizou calculos a partir da taxa de aplicacdo do
produto, testando entre 0,25 a 10 pu/L. Dessa maneira, optamos pelas concentragdes de
1,5,2,5¢ 10 w/L de Vectobac,

A exposicao dos animais foirealizada de forma aguda em béckeres de 1L, um peixe
por vez, por 30 minutos (Pompermaier et al., 2020). Logo ap0s a exposi¢do, 0s animais

foram colocados nos aquarios para teste. O grupo controle foi colocado em agua, sem o
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produto, também em bécker de 1 L. A agua do tanque de teste (descricao abaixo) ndo
continha nenhuma substancia e foi trocada para cada peixe testado.
3.4 AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

Os testes do tanque novo e da preferénciasocial foram realizados de forma conjunta,
conforme descrito em Kirstenet al. (2018). O tanque novo foirealizado primeiroe consistiu em
colocar um peixe em um tanque de teste (24x8x%20 cm; largura x profundidade x altura) que
possuia duas laterais fechadas por particdes opacas posicionadas entre os tanques. O
comportamento do animal foi filmado por seis minutos (1 min aclimatagdo + 5 min exploracao)
e os parametros avaliados foram: distancia percorrida no topo eno fundo (m), laténcia no topo (m),
numero de entradas no topo (m), tempo na zona superior € no fundo (s), distancia total
percorrida (m) e angulo de giro. Para o tanque novo, o aquario foidividido virtualmente em trés
quadrantes horizontais (topo,meio e fundo).

Ao final do teste do tanque novo, as partigdes laterais foram cuidadosamente removidas
para avaliar a preferéncia social do peixe de modo que em um lado do tanque ficou apenas
como agua ¢ outro lado, 15 co-especificos de sexos mistos. O aquario foi dividido em trés
quadrantes verticais, sendo o primeiro segmento o mais préximoaos co-especificos e o terceiro
segmento, 0 mais proximo ao aquario somente com agua. O comportamento do animal foi
filmado por 60 segundos para avaliar sua preferéncia pelo lado vazio ou pelos co-especificos.
Para a preferéncia social. Os parametros avaliados para os testes da preferéncia social sdo as
entradas no segmento proximo ao cardume, o tempo proximo ao cardume, a laténcia para o
segmento proximo ao cardume, distdncia total percorrida, distdncia proxima ao cardume.
Foram avaliados 20 peixes por grupo, sem repeti¢do. Os videos foram gravados com uma

webcam Logitech 920c¢ e analisados no software EthoVision XT.

3.5 ANALISE DOS DADOS
Os dados obtidos foram analisados pelo software estatistico GraphPad® Prism versao
8.01 (GraphPad, EUA). Para analisar o comportamento dos animais foi utilizada ANOVA de
uma via, seguida do teste post-hoc de Duunet (para dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis
seguido do teste post-hoc de Dunn (para dados ndo-paramétricos). O valor de p < 0.05 foi

considerado significativo.

3.6 ASPECTOS ETICOS
O presente projeto foisubmetido para analiseda Comissio de Eticano Uso de Animais

da Universidade Federal da Fronteira Sul, conforme orientagdo do Conselho Nacional de



Controle de Experimentacao Animal (CONCEA) e foi aprovado sob n° 1269041024.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste do Tanque Novo

A exposicao ao VectoBac®naconcentragao de 10 pg/L aumentou a distdnciapercorrida
no topo (Fig. 1C), reduziu a laténcia para o topo (Fig. 1E), aumentou o nimero de entradas no
topo (Fig. 1F) e elevou o tempo na zona superior (Fig. 2G). Os demais parametros distancia
total percorrida (Fig. 1 A), distancia percorridano fundo (Fig. 1B), angulo de giro absoluto (Fig.

1D) e tempo no fundo (Fig. 1H) ndo foram alterados pela exposicao.
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Figura 1. Teste do tanque novo em peixes-zebra expostos a diferentes concentragoes de
VectoBac® (VCB). Os asteriscos indicam diferengas estatisticas sobre o grupo controle (*p <
0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001; N =20). Os dados dos painéis A, B, D ¢ H foram avaliadas
por anova de uma via seguido de Dunnet’s e sdo representados pela média +SEM. Os dados
dos painéis C, F, G e E foram avaliados por Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s e os dados sao
representados pela média e intervalo interquartil.
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4.2 Teste de preferéncia social

A exposi¢ao ao VectoBac® diminuiu as entradas no segmento proximo ao cardume na
concentracdo 1,5 pg/L (Fig. 2C), aumentou o tempo proximo ao cardume na concentracdo 10
png/L (Fig. 2D), e diminuiu a laténcia para o segmento préximo ao cardume em todas as
concentra¢des testadas (Fig. 2E). A exposi¢do ao produto bioldgico ndo alterou a distancia total

percorrida (Fig 1A) e a distancia préxima ao cardume (Fig 1B).
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Figura 2. Teste de interagdo social em peixes-zebra expostos a diferentes concentragdes de
VectoBac® (VCB). Os asteriscos indicam diferencgas estatisticas sobre o grupo controle (*p <
0,05;**p<0,001;N=20).Osdadosdo painel B foram avaliados poranova de uma via seguido
de Dunnet’s e sdo representados pela média +SEM. Os dados dos painéis A, C, D e E foram
avaliados por Kruskal-wallis seguido de Dunn’s e os dados sdo representados pela média e
intervalo interquartil.



20

5 DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que a exposicao ao produto biolégico VectoBac® 12AS
provocou alteragdes no comportamento exploratorio do peixe-zebra, sugerindo um claro efeito
ansiolitico, sem comprometer a preferéncia social. No teste do tanque novo (NTT) os peixes
expostos a concentragdo de 10 ug/L tiveram menor laténcia para o topo, entraram mais vezes
no topo, percorreram maior distdncia e ficaram mais tempo no topo. A menor laténcia para o
topo indica uma resposta comportamental menos inibitéria frente ao desafio do novo ambiente
que representa o NTT. Além disso, o aumento da distancia percorridano topo pode refletir um
estado de maior exploragdo e menor inibi¢do locomotora, refor¢cando o perfil comportamental
observado.

No NTT espera-se que os peixes apresentem maior laténcia para subir ao topo, ja que
precisam reconhecer o ambiente antes de explora-lo e evitar possiveis riscos que esse ambiente
novo pode oferecer. Nessa linha, também se espera uma maior permanéncia no fundo, como
uma resposta defensiva e representa um comportamento tipico de evitacdo (Jhonson et al.,
2023). Além disso, espera-setambém um menor nimero de entradas, tempo e distdncia no topo,
pois a area do topo é considerada como uma area de risco para os peixes (Kysil et al., 2017;
Bridi et al., 2017). De fato, todos esses parametros foram alterados com a exposi¢cdo ao
VectoBac®.

O comportamento exploratério e defensivo dos peixes estd diretamente ligado a
sobrevivéncia, alteragdes como essas podem ter consequéncias ecoldgicas relevantes, tomando
os individuos potencialmente mais vulneraveis a predag¢do devido a maior visibilidade ou
percepgao reduzida de areas de risco (Mesa et al. 1994; Weis et al. 2001). Quando ocorrem
prejuizos em comportamentos padrdes dos peixes, o predador pode ser favorecido, o que acaba
por diminuir a aptidao das espécies de presas e, consequentemente, afetar a cadeia alimentar
(Stewart ef al. 2013; Colwill & Creton 2011).

Além disso, efeitos ansioliticos em concentragdes ambientais relevantes sugerem que
mesmo produtos classificados como biologicos, como o VectoBac®, podem influenciar vias
neurocomportamentais sensiveis, afetando o equilibrio de espécies ndo-alvo. Esses achados
refor¢am a importancia de considerar respostas subletais e comportamentais em avaliagdes
ecotoxicologicas, uma vez que elas podem preceder efeitos mais graves em nivel populacional
e ecossistémico.

Nessa linha, outros estudos t€ém investigado o efeito de produtos a base de Bacillus nos

peixes. A exposi¢do a mistura larvicida de inibidor de tripsina de Leucaena leucocephala e
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protoxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) em embrides de peixe-zebra revelou que a exposicao
ndo causou mortalidadenem alteragcdes morfoldgicas no desenvolvimento embriondrio e larval,
mas ela foi capaz de inibir fortemente a atividade das proteases intestinais (tripsina) do peixe,
mesmo em concentragdes proximas as usadas como larvicidas (Gongalves et al., 2023). Outro
estudo avaliou um biopesticidaa base de B. thuringiensis (Bt) em Arapaima gigas € os animais
sofreram alteracdes histopatoldgicas no figado e nos rins que variaram de leves a graves e foram
caracterizadas pela presenca de vacuolizagdo citoplasmatica, hipertrofia e atrofia nuclear,
centros de melanomacrdfagos e necrose, € no intestino, alteragcdes no numero de vilosidades e
células caliciformes (Mariano et al., 2021). Além disso, um estudo com larvas de peixe-zebra
expostas a um biopesticida a base de B. thuringiensis israelensis (BTI) demonstrou que a
exposicao ao BTI afetou a resposta optomotora dos peixes (Padilha et al., 2024).

Ainda sdo escassos os estudos que demonstram o efeito dos produtos a base de Bacillus
nos peixes e demais organismos aquaticos ndo-alvo, inclusive que elucidem os possiveis
mecanismos envolvidos nos efeitos observados sobre os peixes. Aqui nds nao avaliamos os
niveis moleculares da atuagao do VectoBac®, e reconhecemos isso como uma limitagao do
nosso estudo, no entanto, sabemos que os agrotdxicos possuem ac¢ao direta sobre o efeito da
enzima acetilcolinesterase (AChE) (Pompermaierezal.,2022; Tamagno etal., 2023). Contudo,
por mais que os produtos a base Bacillus nao possuam a mesma composicao quimica que os
agrotéxicos convencionais, ndo podemos descartamos possiveis impactos sobre o estresse
oxidativo, AChE, ou at¢ mesmo que o VectoBac® possa ser um desregulador endocrino do
eixo hipotalamo-hipofise-interrenal (HPI), tendo em vista que os efeitos aqui observados se
alinham com alteragcdes observadas para importantes herbicidas comerciais como o glifosato
(Chaulet et al., 2019, Pompermaier et al., 2022).

Quanto a avaliagao da preferéncia social, apenas os peixes expostos a concentragao de
1,5 ug/L tiveram diminuigao das entradas no segmento mais préximo ao cardume. Nao foram
observadas alteragdes na distincia total percorrida, movimentagdo no fundo, angulo de giro
absoluto ou tempo na zona inferior do tanque, o que sugere que o VectoBac® ndo comprometeu
a atividade locomotora dos animais, reforcando que os efeitos observados sao especificos do
comportamento exploratorio. Apesar de ndo termos observados alteracdes claras de prejuizo no
comportamento social, ndo podemos ignorar que em outrasconcentragdes € em um tempo maior
de exposigao esse parametro pode ser prejudicado.

Os achados do presente trabalho indicam que a exposi¢do ao bioinseticida pode induzir
um efeito ansiolitico nos peixes, o que pode tornad-los mais suscetiveis a predacao, facilitando

sua captura. Em condigdes normais, o peixe-zebra apresenta um padrdo comportamental
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previsivel ao ser introduzido em um ambiente novo. No entanto, alteracdes nesse
comportamento, como as observadas em nosso estudo, podem comprometer sua capacidade de
defesa, aumentando sua vulnerabilidade a predacdo e, consequentemente, colocando a espécie
em risco (Thapa et al., 2024), além de gerar impactos negativos sobre o equilibrio do
ecossistema. Estudos indicam que os esporos viaveis de BTI podem persistir por meses no
ambiente apds um tratamento (Duchet et al., 2014, Poulin et al., 2022) o que pode impactar
organismos nao alvo. Concordamos com Bordalo et al., (2021) que a investigagdo
ecotoxicologica sobre o Bti precisa de ser mais aprofundada, devido ao risco potencial para
varios organismos aquaticos e a aplicacdo regular em campo, muitas vezes multiplas vezes e

em quantidades elevadas.
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6 CONCLUSAO

Aqui demonstramos que o VectoBac®, um biopesticida utilizado no controle de
mosquitos e moscas, induzem efeitos ansioliticos significativos em peixes-zebra mesmo em
baixas concentragoes de 1,5 pg/L, alterando comportamentos essenciais para a sobrevivéncia e
manutencdo da espécie. Apesar de ter como caracteristicas o baixo risco ambiental e a ndo
acumulagdo no meio ambiente os efeitos aqui observados podem resultar em um impacto
ambiental significativo a longo prazo e ressaltam a necessidade de estudos que avaliem a
toxicidade de compostos organicos sobre os organismos nao-alvo, principalmente a fauna

aquatica que pode ser exposta a essas substancias.
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