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RESUMO

INSETICIDA DE EXTRATO DE SEMENTES DE Annona squamosa SOBRE
Chrysodeixis includens

AUTORA: Fabiele Schaefer Rodrigues
ORIENTADOR: Prof. Dr. Giovani Leone Zabot
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Adriano Arrué Melo

O uso constante e excessivo dos agrotoxicos vem acarretando um agravante ambiental de
grande proporcdo. A utilizacdo de defensivos agricolas €, muitas vezes, essencial em
determinadas situagdes na producgéo vegetal e no manejo das culturas. Todavia, os efeitos destas
substancias no meio ambiente vém interferindo negativamente na saide humana, no meio
ambiente e em todo ciclo natural dos ecossistemas. Diante desta problemaética, a procura de
métodos de controle alternativos ao combate de pragas agricolas se torna uma questdo
imprescindivel para a conciliacdo da eficiéncia agricola e do desenvolvimento sustentavel.
Relatos promissores sobre a utilizacdo de extratos vegetais para o controle de pragas agricolas
vém sendo difundidos. A fruta-do-conde (Annona squamosa) é uma planta promissora como
uso inseticida. Portanto, este trabalho tem como objetivo a obtencdo do extrato vegetal de
semente de Annona aquamosa para a avaliagdo do efeito inseticida sobre uma das principais
pragas agricolas, a lagarta falsa-medideira (Chrysodeixis includens), analisando efeitos
toxicoldgicos em organismo aquatico ndo-alvo. Para a avaliacdo e comparacdo dos efeitos
inseticida e toxicoldgicos, os experimentos foram realizados com o extrato vegetal das sementes
de fruta-do-conde obtido por extracdo assistida por ultrassom e do inseticida bioldgico Dipel®.
Bioensaios de ingestdo foram realizados para verificar a acdo inseticida do extrato sobre a
lagarta falsa-medideira. Os insetos foram expostos a doses de 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0,
3,5,4,0,4,5,5,0,7,5e 10,0 g/L para o extrato e 5 g/L para o Dipel®. Para a quantificacdo das
doses foi considerado um volume de calda de aplicacdo de 100 L/ha. A avaliacdo de efeitos
toxicoldgicos em organismo ndo-alvo foi realizada utilizando-se como modelo experimental o
peixe-zebra (Danio rerio). Os peixes foram expostos as diferentes doses de extrato (0,84, 1,68,
2,52, 3,36 e 16,8 pg/L) e ao bioinseticida Dipel® (16,8 ng/L). Ao final de 120 h de exposicéo,
o0s peixes foram anestesiados e eutanasiados para a coleta dos tecidos bioldgicos de interesse e
posterior realizagdo de analises bioquimicas, sendo elas: acetilcolinesterase (AChE), glutationa-
S-transferase (GST), peroxidacdo lipidica (PLO) e a proteina carbonil (PC). A alteracdo nos
niveis destas analises possibilitou a verificacdo de danos oxidativos nos peixes. Os resultados
deste trabalho indicam a acéo inseticida do extrato de sementes de fruta-do-conde contra a
lagarta falsa-medideira, sendo que a andlise dos diferentes tratamentos do extrato evidenciou
gue a dose de 1 g/L ndo difere estatisticamente das doses maiores e também do tratamento
Dipel®. Através dos biomarcadores de exposi¢do a contaminantes (PLO, PC, GST e AChE)
evidenciou-se a ocorréncia de efeitos toxicoldgicos e consequentes danos oxidativos aos peixes.
Considerando a mesma concentracdo de produto (16,8 pg/L), o tratamento com o bioinseticida
Dipel® apresentou maiores alteracdes nos biomarcadores, indicando a ocorréncia de danos
oxidativos superiores quando comparados ao extrato das sementes de fruta-do-conde.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Annona squamosa. Efeito inseticida. Chrysodeixis
includens. Efeitos toxicoldgicos.



ABSTRACT

Annona squamosa SEED EXTRACT AS INSECTICIDE AGAINST Chrysodeixis
includens

AUTHOR: Fabiele Schaefer Rodrigues
ADVISOR: Prof. Dr. Giovani Leone Zabot
CO-ADVISOR: Prof. Dr. Adriano Arrué Melo

The constant and excessive use of pesticides has been causing a major environmental
aggravating factor. The use of pesticides is often essential in certain situations in plant
production and crop management. However, the effects of these substances on the environment
have been negatively interfering with human health, the environment and the entire natural
cycle of ecosystems. Based on this problem, the search for alternative control methods to
prevent agricultural pests’ development becomes an essential issue for reconciling agricultural
efficiency and sustainable development. Promising reports on the use of plant extracts to control
agricultural pests have been reported. The custard apple (Annona squamosa) is a promising
plant for acting as an insecticide. The objective of this work was to carry out the plant extract
of custard apple seed for the investigation of the insecticide effect on one of the main
agricultural pests, the false-medideira caterpillar (Chrysodeixis includens), and the analysis of
toxicological effects on a non-target aquatic organism. For the investigation and comparison of
the insecticidal and toxicological effects, both experiments will be carried out with the vegetal
extract of the seeds of custard apple and the biological bioinsecticide Dipel®. Ingestion
bioassays were carried out to verify the insecticidal action of the extract on the false-medideira
caterpillar. The insects were exposed to dosages of 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5,
5.0, 7.5 and 10.0 g/L for the extract, and 0.5 g/L for the Dipel®. To quantify the dosages, a
spray volume of 100 L/ha was considered. The evaluation of toxicological effects in a non-
target organism was carried out using the zebrafish (Danio rerio) as an experimental model.
The fish was exposed to different dosages of extract (0.84, 1.68, 2.52, 3.36 and 16.80 ug/L) and
to the bioinsecticide Dipel® (16.80 ug/L). At the end of 120 h of exposure, the fish was
anesthetized and euthanized for the collection of biological tissues of interest and subsequent
biochemical analysis, namely: acetylcholinesterase (AchE), glutathione-S-transferase (GST),
lipid peroxidation (PLO), and protein carbonyl (PC). The change in the levels of these analyses
allowed the verification of oxidative damage in fish. The results of this work indicate the
insecticidal action of the seed extract of custard apple against the false-medideira caterpillar,
and the analysis of the different treatments showed that the extract at a dosage of 1 g/L does not
differ statistically from the higher concentrations and also the Dipel® treatment. Based on the
biomarkers of exposure to contaminants (PLO, PC, GST, and AchE), the occurrence of
toxicological effects and consequent oxidative damage to fish was evidenced. Considering the
same concentration of product (16.8 pg/L), treatment with the bioinsecticide Dipel® showed
higher changes in biomarkers, indicating the occurrence of higher oxidative damage when
compared to the extract of custard apple seeds.

Keywords: Plant extracts. Annona squamosa. Insecticide effect. Chrysodeixis includens.
Toxicological effects.
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1 INTRODUCAO

O uso excessivo de agrotoxicos vem acarretando um agravante ambiental de propor¢des
gigantescas, interferindo negativamente na salide humana, no meio ambiente e em todo ciclo
natural dos ecossistemas (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Os impactos causados pelo uso
indiscriminado dos agrotdxicos sdo na maioria das vezes incalculaveis, devido a contaminacéo
destas substancias quando misturadas apresentarem niveis altissimos de toxicidade e
persisténcia quimica no ambiente (CEQUINEL; RODRIGO, 2018). Desta forma, as estimativas
dos impactos e efeitos nocivos do emprego dos agrotdxicos aumentam, e sdo evidenciados pelos
estudos e pesquisas cientificas que relatam a constante degradacdo ambiental que estd
ocorrendo (SILVA; GARRIDO, 2021; GONCALVES et al., 2020; BATISTA et al., 2020;
ISMAEL; ROCHA, 2019).

O prejuizo ambiental decorrente de tal situacdo se estende por todos os segmentos,
através da poluicdo do ar, da contaminacdo dos recursos hidricos e dos mananciais, da
degradacéo das florestas, da destruicdo da fauna e da flora, da enorme perda da biodiversidade
e do desalinhamento do ciclo natural do ecossistema (TUDI et al., 2021). N&o distante, os
impactos negativos também sdo evidenciados na saide humana, e vao desde a intoxicacdo em
decorréncia do consumo do alimento tratado até casos mais graves como o desenvolvimento de
doencas como o cancer (INCA, 2019; RODIO et al., 2021).

Diante dessa problematica, a necessidade de métodos de controle alternativos ao
combate de pragas agricolas se torna uma questdo imprescindivel para a conciliacdo da
eficiéncia agricola e do desenvolvimento sustentavel, sendo uma agdo essencial para garantir a
qgualidade da vida humana, a seguranca alimentar e o direito a um meio ambiente
ecologicamente equilibrado. Neste segmento, relatos promissores sobre a utilizacdo de extratos
botanicos vem sendo cada vez mais difundidos na busca de métodos de controle com menor
agressividade ambiental, e ainda sim eficientes na substituicdo de produtos quimicos (JABRAN
et al., 2015). Muitos extratos vegetais apresentam diversas vantagens quando comparados ao
uso de produtos sintéticos, como a baixa toxicidade das substancias devido a origem ser de
fontes naturais, a geracdo de novos compostos evitando resisténcia devido a dificuldade de
inativagéo dos principios ativos, além da disponibilidade de diversos compostos e de sua répida
degradacdo no meio ambiente (FERRAZ et al., 2008).

Buscando promissoras plantas com atividade fitoinseticida, a Annona squamosa, L.
(fruta-do-conde) se apresenta como uma alternativa propicia no controle de pragas, devido aos

seus frutos e, principalmente, as sementes apresentarem grandes quantidades de acetogeninas
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anonaceas (ACGs), o que pode conceder aos extratos propriedades antibacteriana,
antiparasitaria, antiflgica, moluscidas, inseticidas e acaricida (CHAMPY, 2011). Devido a isto,
formulac@es que utilizam o extrato da fruta-do-conde podem se tornar um método alterativo de
controle de pragas extremamente importante, principalmente para pragas que atacam culturas
de grande interesse comercial, como é o caso da lagarta falsa-medideira (Chrysodeixis
includens) na cultura da soja. Na Figura 1, esté representado as etapas e atividades realizadas

na elaboracéo deste trabalho.

Figura 1 — Resumo das atividades realizadas ao decorrer do trabalho

EFEITOS FITOINSETICIDA E TOXICOLOGICOS DE EXTRATO
DE SEMENTES DE ANNONA SQUAMOSA

J
' ' . '
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Fonte: Autora, 2022.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito inseticida do extrato de sementes de fruta-do-conde sobre uma das

principais pragas agricolas da cultura da soja: a lagarta falsa-medideira.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Obter o extrato das sementes da fruta-do-conde através do método de extracdo assistida
por ultrassom;

e Realizar bioensaios para avaliar a ocorréncia de efeito letal nas lagartas e testar
diferentes doses do extrato para o controle da lagarta falsa-medideira em comparacéao
com o inseticida biolégico Dipel® WG;

e Realizar experimentos de toxicologia aquatica para verificar a toxicidade do inseticida
Dipel® e do extrato de sementes de fruta-do-conde e seus efeitos em organismo néo-
alvo (peixe-zebra);

e Coletar os tecidos bioldgicos de interesse do peixe-zebra e realizar analises bioquimicas
para avaliar a eventual ocorréncia de danos oxidativos causados pela exposicdo as

substancias.

1.2 HIPOTESES

e Encontrar potencial inseticida nos extratos de semente de fruta-do-conde para o controle
da lagarta falsa-medideira;

e Obter um promissor fitoinseticida que seja eficaz no combate a insetos-praga e
ambientalmente seguro para organismos nédo-alvo;

e Verificar que, na mesma dosagem, o0 extrato de sementes da fruta-do-conde apresenta

menores efeitos toxicoldgicos e no peixe zebra do que o inseticida comercial Dipel.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGROTOXICOS E SEUS EFEITOS NOCIVOS

Os agrotdxicos sdao insumos quimicos nas formas de herbicidas, fungicidas, acaricidas,
inseticidas e nematicidas, entre outros. Seu uso continuo e indiscriminado, juntamente com o
desconhecimento de impactos ambientais e auséncia de fiscalizacdo da aplicacdo, acarretam
contaminacdo alimentar, intoxicacdo dos trabalhadores ruais, além de diversos impactos
ambientais devido a polui¢do do solo e dos recursos hidricos (LAZZARINI; SANTIAGO,
2015).

Conforme o Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002, entende-se por agrotoxicos:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas
e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preservé-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substdncias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento. (BRASIL,
2002).

Grande parte dos agrotdxicos sao misturas ou preparacdes com um ou mais principios
ativos, podendo conter também em sua composicdo aditivos, solventes, coadjuvantes,
excipientes e impurezas, que podem ser tdo ou mais toxicos que o principio ativo principal
(CEQUINEL; RODRIGO, 2018). Desta forma, como inumeros agrotoxicos de diferentes
formulacGes sdo aplicados diariamente no meio ambiente, ndo é possivel calcular com exatiddo

o0 potencial poluidor da juncdo destas composicdes.

Estudos demonstram importante interferéncia dos agrotdxicos no equilibrio do
ecossistema e, consequentemente, na vida animal e humana. Os impactos vao desde a
alteracdo da composi¢do do solo, passando pela contaminagdo da agua e do ar,
podendo interferir nos organismos vivos terrestres e aquaticos, alterando sua
morfologia e fungdo dentro do ecossistema. A alteracdo do ecossistema e da
morfologia de muitos animais e vegetais usados na alimentacdo humana também pode
interferir negativamente na satde humana. (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

Devido a isto, os efeitos dos agrotdxicos no meio ambiente apresentam-se de forma
extremamente nociva e cada vez mais torna-se necessario estudos e avaliagcBes que visem

minimizar os efeitos destas substancias no meio ambiente e na salde da populacdo. Conforme

Souzaetal. (2017), os agrotoxicos, quando utilizados, podem facilmente mudar sua acéo inicial
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de combate a pragas e acabar afetando organismos ndo-alvos, causando diversos impactos
ambientais.

Visando implementar um sistema de regras internacionais de classificacdo dos
agrotoxicos e tornar mais claro os critérios de avaliacdo e de classificacdo toxicoldgica dos
agrotoxicos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou 0 novo marco
regulatorio para agrotoxicos atraves da Resolugdo da Diretoria Colegiada-RDC n° 294, de 29
de junho de 2019. Este marco estabelece novos critérios de avaliacdo e de classificacdo
toxicoldgica dos produtos no Brasil, além de mudancas na rotulagem, como a adog¢édo do uso de
informacdes, palavras de alerta e imagens. Conforme a resolucéo, as mudangas do novo marco
regulatério sdo propostas com base nos padrdes do Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) e a nova classificacdo toxicologica
dos agrotoxicos prevé seis classificagBes, sendo cinco categorias e uma nao classificada. Assim
sendo, o0s agrotoxicos podem ser classificados em extremamente toxico, altamente toxico,
moderadamente toxico, pouco téxico, improvavel de causar dano agudo e ndo classificado
(BRASIL, 2019). Na Figura 2 é possivel visualizar um resumo sobre a nova classificacéo

toxicoldgica dos agrotoxicos conforme os padrdes GHS.

Figura 2 — Classes toxicologicas dos agrotéxicos conforme padrdes do Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos Quimicos

CATEGORIA NAO
CATEGORIA 1 CATEGORIA 2 CATEGORIA 3 CATEGORIA 4 p CLASSIFICADO
IMPROVAVE
EXTREMAMENTE ALTAMENTE MODERADAMENTE POUCO L CAUSAR NAO
TOXICO TéXICO TOXICO TOXICO DANO CLASSIFICADO
AGUDO

PICTOGRAMA
Sem simbolo Sem simbolo

PALAVRA DE CUIDADO  Sem adverténcia
ADVERTENCIA
PERIGO PERIGO PERIGO CUIDADO
CLASSE DE PERIGO
Fatal se Nocivo se Pode ser
ORAL Fatal se ingerido ) . Téxico se ingerido . . perigoso se -
ingerido ingerido ] ]
ingerido
. Pode ser
Fatal em contato Fatalem Téxico em contato Nocivo em erigoso em
DERMICA contato com a contato com a perig -
com a pele com a pele contato com a
pele pele
pele
Nocivo se Pode ser
INALATORIA Fatal se inalado Fatal se inalado Toxico se inalado perigoso se -

inalado )
inalado

QLU VERMELHO  VERMELHO amareco  [NAZGENAZGEEREEN

Fonte: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (2019).
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Quando uma substancia contaminante € inserida no ambiente, pode ocorrer o contato
dessa substancia com os sistemas bioldgicos e, possivelmente, ocasionar efeitos adversos a
salde. Assim, a rota de exposi¢do permite o contato dos individuos com os contaminantes e
inclui diversos segmentos que interligam os fatores relacionados a fonte de contaminagao com
a populacéo receptora. Os componentes que constituem a rota de exposicdo séo: fontes de
contaminagdo, compartimentos ambientais, mecanismos de transporte, ponto de exposicao, vias
de exposicédo e populacdo receptora (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Desta forma, uma das acGes da ANVISA, criado em 2001, é o Programa de Analise de
Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA). O programa é coordenado pela ANVISA em
conjunto com 6rgdos estaduais e municipais de vigilancia sanitaria e laboratorios estaduais de

salde publica. O principal objetivo do programa é:

Monitorar residuos de agrotoxicos em alimentos de origem vegetal, visando mitigar o
risco a salde decorrente da exposicdo a essas substancias pela dieta, mediante
avaliacdo do cenério de irregularidades e risco a salde, a partir dos resultados das
analises das amostras coletadas. (ANVISA, 2019).

Conforme relatério do PARA no ciclo 2017/2018, nas 4.616 amostras analisadas,
detectou-se residuos de 122 ingredientes ativos diferentes, o que resultou no total de 8.270
detec¢des. A Figura3 apresenta a distribuicdo de detecces irregulares por grupo quimico.

Figura 3 — Distribuicdo de detec¢des regulares e irregulares, por grupo quimico, considerando-se o0 nimero de
deteccBes por grupo superior a 60

Ureia 60
Metilcarbamato de benzofuranila [l 67
Isoftalonitrila 973
Sulfito de alquila 84
Imidazol 106
Metilcarbamato de oxima 0124
Eter difenilico N 136
Benzoilureia T 136
Pirimidinil carbinol D 154
Anilida NN 165
Analogo de pirazol NN 163
Etileno (precursor de) L BUE
Dicarboximida (N 236
Ditiocarbamatos (N ¢4
Benzimidazol Js51
Piretroide ) 706
Organofosforado N =7
Estrobilurina 924
Neonicotinoide N 1120
Triazol T 1187

Fonte: ANVISA (2019).




20

Dentro das detecgdes, observa-se que o grupo quimico dos organofosforado apresenta
maior percentual de detecgdes irregulares, o que exemplifica um dado de alerta na area
ambiental, devido aos impactos extremamente negativos que os organofosforados apresentam
para a saude humana e para todo o ecossistema. Segundo Silva e Garrido (2021), os compostos
organofosforados e organoclorados estdo relacionados a acidentes ocupacionais e quadros de
suicidio e quando absorvidos em altas concentra¢des podem provocar danos ao sistema nervoso
central. Todavia, mesmo apresentando potencial tdxico ao ambiente e as formas de vida
presentes, estes produtos continuam sendo largamente utilizados no controle de pragas
agricolas.

Com o aumento do uso de agrotoxicos ocorridos nos ultimos anos e também com a
autorizacdo de novos registros destes produtos quimicos, muitos impactos ambientais vém
sendo apurados. Giordani et al., (2020) avaliaram a toxicidade de agrotoxicos de efeito
fungicida e fungicida + inseticida sobre organismos ndo-alvo, especificamente a minhoca da
espécie Eisenia andrei. Os resultados mostraram que nas concentragdes testadas os produtos
ndo afetaram a taxa de mortalidade das minhocas. Entretanto, mesmo nas menores
concentragdes, sdo capazes de reduzir a reproducdo desses organismos, evidenciando efeitos
nocivos associados ao uso desses produtos. Em estudo realizado por Ismael e Rocha (2019),
objetivou-se estimar o potencial de contaminacdo das aguas subterraneas e superficiais por
agrotoxicos aplicados em uma area sucroalcooleira. Os resultados da estimativa de
contaminacdo das aguas subterrdneas mostraram que 52% dos principios ativos avaliados
apresentaram tendéncia de contaminacéo potencial. Para a contaminacgéo das aguas superficiais,
concluiu-se que a maior parcela dos principios ativos analisados demonstrou condicGes
propicias ao transporte por meio de escoamento superficial ap6s a sua dissolugdo em agua.

Os agrotoxicos langados no meio ambiente podem afetar indiretamente organismos-alvo
e ndo-alvo, e esta interacdo frequentemente pode acontecer de forma contraria ao seu uso
pretendido. Desta forma, os impactos diretos dos pesticidas no meio ambiente sdo amplificados
ou compensados por seus efeitos indiretos (SANCHEZ-BAYO, 2021).

O uso e 0 manejo inadequados de pesticidas e 0 seu comportamento no meio ambiente
acarreta um grande agravante ambiental, poluindo o solo, a 4gua e o ar e ocasionado a
contaminacéo de alimentos, impactando a satde humana através da contaminagdo ambiental e
alimentar (TUDI et al., 2021). Apos o0 uso dos agrotoxicos na agricultura, ocorre o inicio das
reacOes fisicas, quimicas, fisico-quimicas e biologicas que podem influenciar no seu
comportamento no ambiente (SALOMAO; AMERICO-PINHEIRO, 2018). A Tabela 1

apresenta os multiplos meios de dispersao dos agrotoxicos no ambiente e suas consequéncias.
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Tabela 1 — Meios de dispersdo de agrotoxicos, fatores e consequéncias

Processos Consequéncias Fatores
Deriva Movimento pela agéo do vento Velocidade do vento e tamanho das gotas
Volatilizacdo  Perda por evaporacdo do solo, da plantaou Pressdo de vapor, velocidade do vento e
do ecossistema aquético temperatura
Adsor¢éo Remocéo pela interacdo com plantas, soloe Contelido mineral e matéria organica, tipo de
sedimento mineral e umidade

Absor¢édo Absorcao pelas raizes ou ingestao animal Transporte pela membrana celular, tempo de
contato e suscetibilidade
Lixivia¢do Translocagdo lateral e vertical através do Contelldo de &gua, macroporos, textura do

solo solo, quantidade do mineral e conteldo da
matéria organica
Erosdo Movimento pela acdo da dgua ou vento Chuva, velocidade do vento, tamanho das

particulas do mineral e da matéria organica
com moléculas adsorvidas

Fonte: PIERZYNSKI et al. (1994) apud SALOMAO; AMERICO-PINHEIRO (2018).

Diante dessa problematica, a cada dia se torna mais importante o uso de produtos e
processos alternativos que desempenham fungdes semelhantes aos agrotoxicos. Porém, estes
produtos devem agir sem agredir o meio ambiente e a saide humana, conciliando a eficiéncia
com o desenvolvimento sustentavel, sendo uma acao essencial para garantir a qualidade da vida

humana, a seguranca alimentar e o direito a um meio ambiente ecologicamente equilibrado.

2.2 EXTRATOS VEGETAIS COMO METODO DE CONTROLE

As plantas produzem uma série de compostos de defesa com potencial inseticida,
herbicida e fungicida naturais (MORAES et al., 2016). A procura frequente de uma agricultura
sustentavel e eficaz no controle e manejo de agentes como fungos, insetos, ervas daninhas,
pragas e demais doencas possibilitou a ampliacdo de estudos e o interesse da manipulacéo de
produtos naturais. Dentre estes produtos naturais, relatos promissores sobre a utilizacdo de
extratos botanicos vem sendo cada vez mais difundidos na busca de métodos de controle com
menor agressividade ambiental, e ainda sim eficientes na substituicdo de produtos quimicos
(JABRAN et al., 2015). A utilizacdo de compostos bioativos no controle de pragas e doencas
exibe vantagens em relacéo aos produtos sintéticos, devido ao fato de muitos destes compostos
serem facilmente decompostos, ndo possuem propriedades residuais ou fitotoxicas, e ndo
poluirem o meio ambiente (PIMENTA NETO et al., 2020). Diante disso, a utilizacéo de extratos
vegetais como método alternativo de controle torna-se uma importante solucdo para a
diminuicdo da dependéncia de substancias quimicas altamente toxicas e nocivas ao

ecossistema, como 0s agrotoxicos.
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Pode-se citar as como vantagens dos extratos vegetais em relacdo aos agrotoxicos,

aspectos como: novos compostos que as pragas ainda ndo sdo capazes de inativar, menor

toxicidade do que compostos quimicos, multiplos modos de acdo, além de biodegradacéo

rapida, a juncao destes fatores possibilita maltiplos usos dos extratos vegetais, alem da sua acéo
seletiva dentro de cada classe de praga (MICHETEN; PESSENTI, 2021).

Muitos estudos tem demonstrado que os produtos derivados de plantas podem resultar

em potenciais biodefensivos, apresentando-se como uma alternativa na busca de novos métodos

de controle de pragas, em diferentes modos de agédo, sejam elas inseticida, fungicida,
nematicida, herbicida, bactericida, larvicida, dentre outros (SBHATU et al., 2021; PINHEIRO;
VASCONCELOS, 2020; AFZAL et al., 2019; GOMES et al., 2018; SILVA, et al., 2017,
COUTINHO, 2021).

Quadro 1 — Espécies com atividade inseticida descritas na literatura

(continua)
Familia Espécie Inseto-praga Referéncia
Achariaceae Mayna parvifolia (J.F.Macbr.) | Atta laevigata Gouvéa et al. (2010)
Sleumer**

Anacardiaceae

Anacardium humile Saint Hill *

Aedes aegypti

Porto et al. (2008)

Annona montana Macfad.*

Aphis craccivora

Bandeira et al. (2017)

Annonaceae Annona mucosa Jacq.* Spodoptera frugiperda Ribeiro, Ansante e
Vendramim (2016)
Araceae Dieffenbachia costata H. Karst. | Plutella xylostella (L.) Cerda et al. (2019)
Ex Schott***
Xanthosoma purpuratum K. Plutella xylostella (L.) Cerda et al. (2019)
Krause*
Orbignya phalerata Mart.* Spodoptera frugiperda Santos et al. (2016)
Achillea millefolium L. Plutella xylostella (L.) Boica Janior et al. (2005)
Spodoptera frugiperda Knaak et al. (2012)
Arecaceae Ageratum conyzoides L.* (J.E. Smith)
Spodoptera frugiperda Knaak et al. (2012)
(J.E. Smith);
Artemisia obsinthium L. Sitophilus oryzae L.; Vitorino et al. (2012)
Brevicoryne brassicae L. | Boller e Deboni (2013)
Artemisia verlotorum Spodoptera frugiperda Knaak et al. (2012)
Lamotte** (J.E. Smith)
Baccharis genistelloides (Lam). | Spodoptera frugiperda Knaak et al. (2012)
Pers. (J.E. Smith)
Asteraceae Bidens pilosa L.** Plutella xylostella (L.) Boica Junior et al. (2005)
Clibadium sp.* Plutella xylostella (L.) Cerda et al. (2019)

Mikania glomerata Spreng.

Papiliothoas brasiliensis

Sousa e Mussury (2010)

Tanacetum vulgare L.**

Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith)

Knaak et al. (2012)

Bignoniaceae

Tanaecium nocturnum

Sitophilus zeamais
Motsch.;

Fazolin et al. (2007b)

Bureau & K. Schum.***

Tenebrio molitor L.

Fazolin et al. (2007a)

Cordia verbenéacea DC.

Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith)

Knaak et al. (2012)

Boraginaceae

Symphytum officinale L.

Plutella xylostella (L.)

Boiga Janior et al. (2005)
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Quadro 1 — Espécies com atividade inseticida descritas na literatura

(continuacdo)

Familia

Espécie

Inseto-praga

Referéncia

Boraginaceae

Symphytum officinale L

Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith)

Sousa e Mussury (2010)

Papiliothoas brasiliensis

Knaak et al. (2012)

Brassicaceae

Lepidium sativum

Spodoptera frugiperda

Knaak et al. (2012)

(J.E. Smith)
Spodoptera frugiperda Tavares e Vendramim
Chenopodiaceae | Chenopodium ambrosioides L. | (J.E. Smith) (2005)

Plutella xylostella (L.)

Knaak et al. (2012)

Sitophilus zeamais Mots.

Boica Junior et al. (2005)

Copaifera sp. L.*

Spodoptera frugiperda

Santos et al. (2016)

Dalbergia inundata Spruce ex
Benth.***

Cryptotermes brevis

Silva (2010)

Derris urucu (Killip & Sm.)

Cerotoma tingomarianus
Bechyné

Fazolin, Estrela e Argolo
(2002)

Knaak et al. (2012)

Erytrina berteroana*

Cerotoma tingomarianus

Fazolin, Estrela e Argolo

Bechyné (2002)
Mimosa caesalpoiniifolia Bemisia tabaci Cavalcante, Moreira e
Benth*. Gennadius Vasconcelos (2006)
Fabaceae Leucaena leucocephala (Lam)
De Wit**
Senna silvestris (Vell.) H. S. Cryptotermes brevis Silva (2010)
Irwin & Barneby*
Enterolobium contortisilliquum | Plutella xylostella (L.) Torres, Barros e Oliveira
(Vell.) Morong (2001)
Prosopis juliflora (SW.)DC Plutella xylostella (L.) Torres, Barros e Oliveira
(2001)
Stryphnodendron adstringens | Plutella xylostella (L.) Boica Janior et al. (2005)
(Mart) Coville
Deguelia utilis (ACSm.)*** Plutella xylostella (L.) Cerda et al. (2019)
Brevicoryne brassicae L. | Cerda et al. (2019)
Melissa officinalis L. Spodoptera frugiperda Knaak et al. (2012)
Lamiaceae (J.E. Smith)
Mentha crispa L. Plutella xylostella (L.) Boica Janior et al. (2005)
Malvaceae Malva silvestres L. Spodoptera frugiperda Knaak et al. (2012)
(J.E. Smith)
Myzus persicae (Sulzer); | Fazolin, Estrela e Argolo
(2002)
Plutella xylostella (L.); Boica Junior et al. (2005)
Azadirachta indica A. Juss Eriopis connexa Sausen et al. (2007)
Cerotoma tingomarianus | Venzon et al. (2007)
Bechyné
Papilio thoas brasiliensis | Sousa e Mussury (2010)
Cerotoma tingomarianus | Fazolin, Estrela e Argolo
Bechyné (2002)
) Carapa guianensis Aubl.*** | Spodoptera frugiperda Santos et al. (2016)
Meliaceae

(J.E. Smith)

Atta laevigata Smith

Brunherotto e
Vendramim (2001)

Melia azedarach L.**

Cerotoma tingomarianus
Bechyné

Dequech et al. (2008)

Microtheca ochroloma
Sta

Fazolin, Estrela e Argolo
(2002)

Tuta absoluta (Meyrick)

Jung et al. (2013)
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Quadro 1 — Espécies com atividade inseticida descritas na literatura

(conclusdo)

Familia Espécie Inseto-praga Referéncia
Trichilia catigua A. Juss.* Plutella xylostella (L.) Boica Junior et al. (2005)
Meliaceae Trichilia pallida Sw.* Plutella xylostella (L.) Roel et al. (2000)

Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith)

Boica Junior et al. (2005)

Myristicaceae

Virola guianensis Aubl.***

Cryptotermes brevis

Silva (2010)

Eucalyptus sp.

Microtheca ochroloma
Stal.

Dequech et al. (2008)

Myrtaceae

Eugenia uniflora L.

Atta laevigata Smith;

Jung et al. (2013)

Microtheca ochroloma

Dequech et al. (2008)

Syzygium cumini (L.) Skeels**

Microtheca ochroloma

Dequech et al. (2008)

Nyctaginaceae

Bougainvillea glabra Choisy

Plutella xylostella (L.)

Boica Junior et al. (2005)

Phaseaceae Canavalia ensiformes (L.) DC.* | Spodoptera frugiperda Knaak et al. (2012)
(J.E. Smith)
Petiveria alliacea L. (Tipi, Spodoptera frugiperda Fazolin, Estrela e Argolo
Phytolaccaceae Guiné)** (J.E. Smith) (2002)
Cerotoma tingomarianus | Knaak et al. (2012)
Bechyné

Piperaceae

Piper hispidinervum C. DC.*

Tenebrio molitor L.

Fazolin et al. (2007b)

Piper hispidum Kunth*

Hypothenemus hampei

Santos et al. (2010)

Piper nigrum L.**

Plutella xylostella (L.)

Boica Janior et al. (2005)

Piper tuberculatum Jacq.*

Alabama argillacea
(HUEBNER, 1818)

Miranda et al. (2002)

Pothomorphe umbellata L.*

Plutella xylostella (L.)

Boica Janior et al. (2005)

Plumbaginaceae

Plumbago capensis Thunb

Plutella xylostella (L.)

Boica Janior et al. (2005)

Primulaceae Clavija weberbaueri Mez*** | Atta laevigata Gouvéa et al. (2010)
Poaceae Cymbopogon citratus (DC.) Spodoptera frugiperda Knaak et al. (2012)
Stapf ** (J.E. Smith)
Rubiaceae Palicourea marcgravii St. Hil.* | Aphis spiraecola Gonzaga et al. (2007)
Toxoptera citricida Gonzaga et al. (2008)
Aetalion sp. Silva et al. (2009)
Rutaceae Ruta graveolens L. Spodoptera frugiperda Sousa e Mussury (2010)
(J.E. Smith)
Papiliothoas brasiliensis | Knaak et al. (2012)
Salicaceae Banara guianensis Aubl.* Atta laevigata Gouvéa et al. (2010)

Ryania speciosa Vahl*

Sapindaceae

Sapindus saponaria L.*

Plutella xylostella (L.)

Boica Junior et al. (2005)

Simaroubaceae

Quassia amara L.***

Heliothis virescens,

Spodoptera frugiperda

Almeida et al. (2007)

Solanaceae

Atropa belladonna L

Papiliothoas brasiliensis

Sousa e Mussury (2010)

Capsicum frutescens L.**

Microtheca ochroloma

Dequech et al. (2008)

Datura suaveolens Humb &
Bonpl. ex. Willd

Plutella xylostella (L.)

Boica Junior et al. (2005)

Nicotiana tabacum L.**

Plutella xylostella (L.)

Boica Junior et al. (2005)

Liriomyza huidobrensis

Sausen et al. (2007)

Microtheca ochroloma

Dequech et al. (2008)

Eriopis conexa (Germar)

Dequech et al. (2010)

Solanum cernuum Vell

Plutella xylostella (L.)

Boica Junior et al. (2005)

Witheringia solanicea L Hér**

Plutella xylostella (L.)

Cerda et al. (2019)

Zingiberaceae

Curcuma zedoaria

Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith)

Knaak et al. (2012)

Zingiber officinale Roscoe

Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith)

Knaak et al. (2012)

Fonte: Spletozer et al. (2021).
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2.3 FRUTA-DO-CONDE

A fruta-do-conde (Annona squamosa, L.), também conhecida popularmente pelos
nomes ata ou pinha, € uma espécie paternal da atemdia, originaria das terras baixas da América
Central. A arvore da fruta-do-conde, a ateira, é classificada como uma &rvore baixa, bastante
ramificada e com altura entre 4-6 metros. Suas folhas s@o de coloracdo verde, apresentando
laminas oblongo-elipticas, de apice obtuso ou acuminado, medindo de 5-15 cm de comprimento
e 2-6 cm de largura. Seu fruto é considerado um sincarpo arredondado, cobertos externamente
por uma saliéncia achatada em forma de tubérculos. A fruta-do-conde apresenta uma polpa doce
e aromatica, de coloracdo branca, e com um grande numero de sementes (MOSCA et al., 2006).

Na Figura 4 esta apresentada a morfologia da Annona squamosa L.

Figura 4 — Morfologia da fruta-do-conde
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Fonte: CEAGESP (2021).

Conforme a caracterizacdo fisico-quimica dos frutos da fruta-do-conde, realizado por
Salvador (2013), a polpa representa cerca de 40% do peso do fruto, a casca 44 % e as sementes
16%. Souza (2016) avaliou os resultados de caracterizacdo dos frutos da fruta-do-conde e
verificou a ocorréncia de variacdo no comprimento dos frutos de 4,27 a 9,1 cm, e no didmetro
de 5,31 a 10,10 cm, sendo esta variacao justificada em decorréncia de distintos periodos, regides
e tratos culturais aplicados.

As sementes da Annona squamosa L. apresentam grandes quantidades de ACGs.
Estudos quimicos realizados nas sementes da fruta-do-conde identificaram o isolamento de 74
ACGs, sendo que estes compostos também foram relatados na casca e na polpa do fruto. As
sementes do fruto da fruta-do-conde séo de coloragcdo marrom escuro a preto, medindo cerca
de 1 a 1,5 cm de comprimento e 0,5 a 0,8 cm de largura, com cuticula brilhante (CHAMPY,
2011). O numero médio de sementes da fruta-do-conde € de aproximadamente 67,80 sementes,
com variagéo de 66,05 a 69,55 (BOMFIM et al., 2014).
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2.3.1 Extratos da fruta-do-conde

A utilizacdo de extratos vegetais utilizando diversas partes da fruta-do-conde vem sendo
amplamente estudada (KRINSKI et al., 2014), principalmente devido as grandes quantidades
de acetogeninas presentes nesta planta (CHAMPY, 2011). A bioatividade de extratos de fragoes
obtidas a partir de sementes e pericarpo de Annona squamosa na germinacdo de conidios de
Aspergillus nidulans foi investigada por Guidoti et al. (2021) a fim de verificar a genotoxicidade
destes extratos. Os resultados demostraram que ambas fragdes utilizadas constituem uma rica
fonte de compostos bioativos, sendo que a fragdo acetato de etila das sementes atuou de forma
pré-apoptética em todas as concentragcfes. Este resultado foi possivelmente obtido devido a
ativacdo do mecanismo de morte celular programada realizada pelas acetogeninas presentes.

O uso de extratos de sementes, folhas e casca da fruta-do-conde foram utilizados como
recurso no combate aos cupins de madeira seca (Cryptotermes brevis). Os experimentos
realizados demostraram que o extrato das sementes de Annona squamosa sao muito eficientes
no controle dos cupins, apresentando mortalidade superior do que os extratos de folhas e cascas
testados (ALVES et al., 2021). Com o intuito de encontrar uma nova estratégia de controle
alternativo da traca-das-cruciferas (Plutella xylostella), Zarate (2018) desenvolveu uma
formulacdo emulsionavel do extrato etanolico da semente da fruta-do-conde. Os resultados do
trabalho demostraram a acdo inseticida do extrato etandlico emulsionado de sementes de
Annona squamosa, evidenciando gue nas condicdes de campo a emulsdo do extrato se mostrou
superior ao produto comercial Azamax® na mortalidade de lagartas de 3° instar.

Maciel et al. (2020) analisaram os efeitos letais e subletais do extrato hexanico e da
microencapsulacdo de sementes de Annona squamosa sobre a Tetranychus urticae através da
avaliacdo das propriedades ovicida, repelente, residual, e crescimento populacional instantaneo.
Os autores evidenciaram que o extrato de sementes da fruta-do-conde pode ser uma alternativa
para 0 manejo do acaro Tetranychus urticae devido a ocorréncia de toxicidade subletal em
ambos 0s experimentos.

Conforme Champy (2011), as acetogeninas presentes nas sementes da fruta-do-conde
sdo inibidores do complexo mitocondrial 1 (NADH ubiquinona oxido redutase) e apresentam
elevada citotoxidade, com valores de indice de citotoxicidade (1Cso) variando de 10 mM a 10
nm. Estas propriedades das ACGs conferem atividades antibacteriana, antiparasitaria,

antifagica, moluscidas, inseticidas e acaricida.
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Tabela 2 — Partes utilizadas de Annona squamosa como fitoinseticida contra diferentes espécies de insetos

Parte da planta utilizada*

Espécies de insetos (Ordem*¥*)

Referéncia

F
S

mT M »nw MmO unu nu n T

(2]

w nu unu T

Aedes aegypti (Dip.)

Aedes albopictus (Dip.)
Anopheles gambiae (Dip.)
Anopheles gambiae (Dip.)
Anopheles stephensi (Dip.)
Anopheles subpictus (Dip.)
Bemisia tabaci (Hem.)
Callasobruchus chinensis (Col.)
Ceratitis capitata (Dip.)
Crocidolomia pavonana (Lep.)
Culex quinguefasciatus (Dip.)
Culex quinguefasciatus (Dip.)
Culex quinquefasciatus (Dip.)
Culex quinquefasciatus (Dip.)
Culex quinquefascintus (Dip.)
Culex tritaeniorhynchus (Dip.)
Drosophila melanogaster (Dip.)
Dysdercus koenigii (Hem.)
Epilachna vigintioctopunctata (Col.)
Musca domestica (Dip.)
Musca domestica (Dip.)
Musca nebulo (Dip.)

Oryctes rhinoceros (Col.)
Periplaneta americana (Blat.)
Plutella xylostella (Lep.)
Plutella xylostella (Lep.)
Plutella xylostella (Lep.)
Plutella xylostella (Lep.)
Sitophilus oryzae (Col.)
Spodoptera litura (Lep.)
Spodoptera litura (Lep.)
Tribolium castaneum (Col.)
Tribolium castaneum (Col.)
Trichoplusia ni (Lep.)

Trogoderma granarium (Dip.)

Monzon et al. (1994)
Kempraj e Bhat (2011)
Daniel et al. (2011)
Allisson et al. (2013)
Saxena et al. (1993)
Kamaraj et al. (2011)
Cruz-Estrada et al. (2013)
Kotkar et al. (2002)
Epino e Chang (1993)
Dadang e Prijono (2009)
Pérez-Pacheco et al. (2004)
Daniel et al. (2011)
Allisson et al. (2013)
Monzon et al. (1994)
Magadula et al. (2009)
Kamaraj et al. (2011)
Kawazu et al. (1989)
Reddy et al. (1993)
Karunaratne e Arukwatta (2009)
Sharma et al. (2011);
Begum et al. (2010);
Qadri and Rao (1977)
Sreeletha e Geetha (2012)
Kesetyaningsih (2012)
Laetamia e Isman (2004)
Dadang e Prijono (2009)
Sinchaisri et al. (1991)
Grainge et al. (1984)
Ashok et al. (2010)

Babu et al. (1998)
Pratibha et al. (2010)
Anita et al. (2012)
Khalequzzeman e Sultana (2006)
Seffrin et al. (2010)

Rao et al. (2005)

*F= folhas; G= galhos; R= raiz; S= sementes; Pl= planta inteira.
**Blat. = Blattodea; Col.= Coleoptera; Dip. = Diptera; Hem.= Hemiptera; Lep. = Lepidoptera.

Fonte: Adaptado, KRINSKI et al., (2014).
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2.4 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

O ultrassom € definido como um som acima da audicdo humana, abrangendo
frequéncias superiores a 20 kHz, por ser uma onda sonora, o ultrassom é transmitido através de
substancias solidas, liquidas e gasosas, sendo 0 movimento de suas ondas passadas as moléculas
de um determinado meio, criando ciclos de expansao e compressao que o percorrem (CASTRO
et al., 2011). Dentre multiplos efeitos o ultrassom pode produzir vibracdo, cavitagéo,
esmagamento e mistura, sendo um processo onde parametros fisicos como poténcia, frequéncia
e amplitude s&o fundamentais (WEN et al., 2018).

Os métodos de extracdo dependem fortemente das propriedades do composto a ser
extraido, sendo a extracdo assistida por ultrassom (UAE) um dos métodos mais eficientes na
extracdo de compostos bioativo de plantas (VINATORU et al., 2017). A extracdo assistida por
ultrassom, quando comparada com outros métodos de extragdo comum, é uma técnica de
extracdo mais eficiente, barata e simples, facilitando a extracdo dos compostos, sedimentando
0s materiais particulados em suspensdo e provocando a quebra de células vegetais (ZOU et al.,
2011; FERREIRA et al., 2014).

O ultrassom se propaga através de multiplas ondas de compresséo e rarefagéo induzidas
sobre as moléculas. Em altas poténcias ocorre a cavitacao, e bolhas de gas se formam, e crescem
por um processo de difusdo retificada. O destino destas bolhas quando colapsam em sucessivos
ciclos de compressdo que geram energia, e durante a sonicacao de um material vegetal em um
solvente, ocorre o colapso assimétrico destas bolhas provocados pelos sélidos em suspenséo,
este movimento gera jatos de solventes em direcdo as particulas dos materiais vegetais,
rompendo estes materiais e facilitando a difusdo do solvente, e desta forma, aumentando a
transferéncia de massa e consequentemente a eficiéncia de extracdo (VINATURU etal., 2017).

Dentre as principais vantagens da utilizacdo da extracdo por ultrassom destacasse a
qualidade, eficiéncia, custo reduzido, menor tempo de operacéo, reducdo do uso de solventes
organicos, menor temperatura, maior rendimento, maior teor de compostos bioativos dos

extratos e melhor pureza destes compostos (WEN et al., 2018).

2.5 ECOTOXICOLOGIA

A toxicologia é descrita como uma ciéncia que estuda os efeitos nocivos resultantes das

interacBes de substancias quimicas com um determinado organismo. E uma ciéncia
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multidisciplinar que engloba diversas &reas como: biologia, quimica, bioquimica, farmacologia,
fisica, patologia, imunologia, fisiologia, dentre outros (AZEVEDO; CHASIN, 2004).

Por sua vez, a ecotoxicologia pode ser caracterizada como a avaliacdo de toxicidade
para 0s ecossistemas, analisando a relacéo entre os poluentes quimicos, ambiente de liberacéo
e 0s organismos presentes. Neste contexto, a avaliacdo ecotoxicoldgica apresenta-se como de
extrema relevancia nas etapas de controle, regulamentagdo e classificagdo das substéncias
toxicas quanto a seu potencial de risco ambiental (SILVA et al., 2015).

A toxicidade apresenta-se como uma caracteristica particular que cada substancia tem
de ocasionar efeitos danosos a algum organismo, quando este € exposto a estabelecidas doses
ou concentragdes, por um determinado periodo de tempo. Os principais fatores que influenciam
a toxicidade podem ser descritos como: a rota de administracdo da substancia, a duracdo e a
frequéncia de exposicdo e a presenca de processos fisicos, quimicos e bioldgicos (SISINNO;
OLIVEIRA-FILHO, 2013). Assim, a toxicidade das substancias é determinada a partir de testes
de toxicidade. Os testes de toxicidade s&o ensaios laboratoriais desenvolvidos em condig¢des
especificas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade de substancias, bem como
amostras ambientais, de dguas ou sedimentos (COSTA et al., 2008).

O uso excessivo de agrotoxicos liberados nos ecossistemas vem ocasionando diversos
impactos e modificacGes ambientais, devido principalmente a dois fatores: a contaminacgéo das
comunidades de seres vivos que o compde; e a acumulacdo nos segmentos biéticos e abidticos
dos ecossistemas, como a biota, solo, 4gua, ar, dentre outros (AMERICO, 2015). A regulacéo
de agrotoxicos baseia-se nos efeitos dos produtos quimicos de forma individualizada. Todavia,
a toxicidade combinada dos pesticidas necessita ser avaliada devido a ocorréncia de exposi¢do
dos organismos ndo-alvo por estas misturas de produtos que afetam e impactam os ecossistemas
aquaticos (WANG et al., 2018). Desta forma, a realizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos
utilizando peixes € de extrema importancia para a avaliacdo da qualidade dos corpos hidricos e
dos possiveis efeitos ecotoxicoldgicos dos agrotoxicos no ecossistema (AMERICO, 2015).
Conforme Ribeiro e Américo-Pinheiro (2018), multiplos danos ocasionados por substancias
toxicas podem ser observados nos peixes, como alteracdes histolégicas e morfologicas na

estrutura éssea e 6rgaos.

2.5.1 Peixe-zebra como bioindicador de toxicidade aquatica

A selecdo de um determinado organismo como referéncia para testes de toxicidade

depende principalmente da sua sensibilidade a poluentes especificos (SALOMAO; AMERICO-
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PINHEIRO, 2018). Os peixes sdo amplamente utilizados em estudos ecotoxicoldgicos devido
ao fato destes organismos aquéticos estarem frequentemente expostos a um grande nimero de
substancias quimicas provenientes de diversas fontes, servindo como indicadores de qualidade
ambiental (STORCK, 2020).

Os peixes sdo considerados eficientes bioindicadores da qualidade aquéatica por
possuirem grande diversidade ecoldgica, que implica em apresentarem diferentes
estilos de vida e habitats durante seu ciclo de vida. Assim, respondem de varias
maneiras a contaminacéo, como por exemplo nas mudancas na taxa de crescimento e
na maturagdo sexual. (RIBEIRO e AMERICO-PINHEIRO, 2018).

O peixe-zebra (Danio rerio), também conhecido como peixe-zebra ou paulistinha, é
considerado um dos mais importantes organismos modelo de vertebrados na area da genética.
O Danio rerio (Figura 5), pertence a familia de peixes de agua doce Cyprinidae, raramente
excede 4 cm de comprimento padréo, e apresenta um padréo de cor distinto exibindo listras

horizontais escuras e claras alternadas (SPENCE et al., 2008).

Figura 5 — Peixe-zebra (Danio rerio)

Fonte: Laboratorios de Investigagdo Médica (2019).

Segundo o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), o peixe-
zebra apresenta alta taxa reprodutiva com embriBes transparentes e exibe 70% de equivaléncia
genética com os seres humanos. Ele também apresenta um rapido desenvolvimento, se tornando
adulto aos trés meses de vida. Devido a todas estas caracteristicas, o Danio rerio esta sendo

muito utilizado em pesquisas cientificas (INCQS, 2019).
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2.6 LAGARTA Chrysodeixis includens

A lagarta Chrysodeixis includens, popularmente conhecida como lagarta falsa-
medideira, pertence a familia Noctuidae e subfamilia Plusiinae (BOTELHO et al., 2019). Esta
lagarta, apresenta mais de 170 espécies vegetais como plantas hospedeiras, atingindo em torno
de 30 familias boténicas, como soja, algodéo, girassol, fumo, dentre outros (SPECHT et al,
2015). E um inseto polifago que acarreta a perda da produtividade agricola, sendo uma das
principais pragas das culturas da soja e algoddo no Brasil (IRAC, 2022). O ciclo de
desenvolvimento desta espécie (Figura 6), inclui as fases de ovo, lagarta, pré-pupa, pupa e
adulto, durando, em média, 26,6 dias da fase de ovo até o periodo de pré-oviposicdo
(MITCHELL, 1967; CANERDAY; ARANT, 1967).

Figura 6 — Ciclo de desenvolvimento da lagarta Chrysodeixis includens.
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Fonte: PROMIP (2019).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIA-PRIMA

Utilizou-se como matéria-prima sementes da fruta-do-conde (Annona squamosa L.). As
frutas foram coletadas na cidade de Vale Real/RS (29° 23' 52" S, 51° 15' 14" O), oriundas da
safra de 2020. Inicialmente, as frutas foram lavadas com &gua e higienizadas com solucédo de
hipoclorito de sodio (10%). Na sequéncia, os frutos foram separados manualmente, conforme
seu estado de maturacdo, em trés partes: semente, casca e polpa. Ap6s a separacdo e
classificacdo, as biomassas foram armazenadas sob refrigeracédo de -18°C para serem utilizadas

posteriormente. Na Figura 7, é possivel observar a localizacdo da cidade de Vale Real/RS.

Figura 7 — Localizacdo da cidade de Vale Real, Rio Grande do Sul, Brasil
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Fonte: Adaptado de Wikipedia (2021).

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO VEGETAL

Para a obtencdo do extrato utilizou-se a tecnologia de extracdo assistida por ultrassom.
O procedimento foi realizado no Laboratorio de Bioprocessos, no Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria, na cidade de Santa Maria/RS. Primeiramente
as sementes da fruta-do-conde foram moidas em um aparelho liquidificador comum e, entdo,
adicionou-se agua destilada como solvente da extracdo. A proporgéo utilizada de sementes e
agua destilada foi de 1:4, tendo sido adicionadas 20 g de sementes ao frasco de extracdo. Apds
preparada a amostra, a mesma foi inserida em uma unidade de extracdo assistida por ultrassom

acoplada a um banho ultratermostatico. A sonda utilizada ¢ o modelo UP400S, da marca
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Hielscher. A ponta sonda ultrassonica possui 22 mm de didmetro, e densidade de poténcia
acustica de 85 W/cm2. A extracdo ocorreu durante 1 h, com amplitude de poténcia de 100%
(400W) frequéncia de trabalho de 24kHz e ciclo de 0,5. O processo ocorreu sob refrigeracéo
constante de 5°C durante todo o periodo, em banho ultratermostatico (modelo SL 152, Solab,
Brasil). Apos a extracdo, a amostra passou por um processo de centrifugagdo (modelo 5804R,
Eppendorf, Alemanha) em rotag&o de 4000 rpm por 10 min a 10°C. As fragdes foram separadas
e 0 sobrenadante foi transferido para um béquer, o qual foi filtrado através de um papel filtro
inserido em um funil Buchner com bomba de vacuo para se obter o extrato. Apos a filtracdo, o
extrato obtido foi levado para secagem em liofilizador para a obtencdo do extrato seco em po.
O liofilizador (modelo L101, Liotop, Brasil), foi usado para a liofilizacdo da amostra durante o
periodo de 48 h. Ao finalizar o processo de liofilizacdo, o material obtido foi macerado para
posterior utilizacdo. Na Figura 8 é possivel visualizar as etapas envolvidas para a obtencao do

extrato vegetal.

Figura 8 — Etapas realizadas para a obten¢éo do extrato
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Fonte: Autora, 2022.
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3.3 BIOENSAIOS DE INGESTAO EM LAGARTAS

Para verificar a acdo inseticida do extrato das sementes da fruta-do-conde sobre a
lagarta-falsa-medideira, foram realizados bioensaios de ingestdo. As lagartas utilizadas para os
bioensaios foram oriundas de uma populagdo suscetivel criada no Laborat6rio de Entomologia,
no Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria.

As lagartas foram mantidas em dieta artificial proposta por Greene et al. (1976) até a
realizacdo dos bioensaios. Utilizaram-se, para a realizacdo dos experimentos, lagartas no
terceiro instar de crescimento. Para a quantificacdo das doses foi considerado um volume de
calda de aplicacdo de 100 L/ha. Os insetos foram expostos ao extrato das sementes da fruta-do-
conde sob diferentes doses (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 7,5 e 10,0 g/L),
equivalendo-se aos tratamentos de 25; 50; 100; 150; 200; 250; 300; 350; 400; 450; 500; 750 e
1000 g/ha. Como controle positivo utilizou-se o inseticida comercial Dipel® WG, classificado
como inseticida microbioldgico de ingestdo. Para fins de comparacao realizou-se 0s bioensaios
do inseticida Dipel® na dose de 5 g/L (tratamento DIPEL 500 g/ha). Para o controle negativo
(testemunha), os insetos ndo receberam nenhum tratamento ao longo da avaliagéo, apenas foram
mantidos na dieta artificial.

Para a realizacdo dos bioensaios de ingestdo, 290 L de cada tratamento foram aplicados
sobre a superficie da dieta e deixado secar. Os insetos foram colocados em dieta especifica em
potes transparentes com tampa e mantidos em uma sala sob as condicGes de temperatura de 25
+ 2°C, 60 + 10% de umidade relativa e um fotoperiodo de 14:10 h (claro:escuro). Todos 0s
tratamentos utilizados foram realizados com dez repeti¢des, sendo que cada repeticdo continha
dez lagartas, exceto os tratamentos de 300; 350; 400; 450; 750 e 1000 g/ha, que foram realizados
com cinco repeticdes cada. A mortalidade dos insetos foi avaliada a cada 24 h até o periodo de
5 dias ap0s a exposicdo aos tratamentos. As lagartas que ndo apresentaram nenhum movimento
ao toque foram consideradas mortas. Na Figura 9, as etapas envolvidas na realizagdo do

experimento de bioensaio de ingestdo sdo apresentadas.
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Figura 9 — Esquema do experimento de bioensaio de ingestdo
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Fonte: Autora, 2022.

3.4 ENSAIOS DE TOXICOLOGIA AQUATICA

Com o intuito de avaliar os efeitos toxicoldgicos dos tratamentos em organismos nédo-
alvo, foi realizado um experimento de toxicologia aquética. Para isso, utilizou-se peixes da
espécie Danio rerio, popularmente conhecido como peixe-zebra.

Para a realizacdo deste experimento, seis peixes-zebra foram colocados em aquaérios,
cada um contendo 4 L de solucéo, sob diferentes concentragdes do extrato de semente da fruta-
do-conde (0,84; 1,68; 2,52; 3,36; 16,8 ug/L), do bioinseticida Dipel® (16,8 pg/L) e do
tratamento de controle negativo, o qual néo recebeu nenhum produto, a especificacdo de cada
tratamento pode ser visualizada na Tabela 3. Cada concentracdo adotada na realizacdo do
experimento foi realizada em triplicata. Os peixes foram colocados nos aquarios sob aeragédo
constante, durante todo o periodo de 5 dias. A averiguacdo do experimento foi realizada a cada

12 h por 5 dias para avaliar a possivel ocorréncia de efeito letal nos peixes.
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Tabela 3 — Tratamentos realizados no experimento de toxicologia aquatica

Tratamento Concentracao no aquario (ug/L) Solucéo
D500 16,8 Agua + Dipel
E25 0,84 Agua + ESAS
ES50 1,68 Agua + ESAS
E75 2,52 Agua + ESAS
E100 3,36 Agua + ESAS
E500 16,8 Agua + ESAS
CTL 0 Agua

ESAS: Extrato de semente de Annona squamosa.

Fonte: Autora, 2022.

Apds a exposicao, os peixes foram anestesiados utilizando banho de gelo e depois
eutanasiados por sec¢do da medula espinhal. O tecido cerebral e muscular foi removido,
homogeneizado em tampdo Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5. Os homogenados foram
centrifugados a 3000 x g durante 10 minutos e congelados a -80°C para posterior analise. Na
Figura 10 é possivel observar o esquema realizado para o experimento de toxicologia aquatica

e a coleta dos tecidos bioldgicos dos peixes.

3.4.1 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas dos tecidos bioldgicos coletados foram realizadas no
Laboratério de Toxicologia Aquatica (LABTAQ), no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria. Foram realizadas as seguintes analises bioguimicas:
acetilcolinesterase (AChE), glutationa-S-transferase (GST), peroxidacdo lipidica (PLO) e a
proteina carbonil (PC).

3.4.1.1 Acetilcolinesterase

Esta enzima foi dosada em cérebro e musculo, devido a sua importancia na transmissao
neuromuscular. Os ensaios foram realizados em triplicata, considerando um n de 3 (unidade
experimental). A enzima acetilcolinesterase (AChE) foi ensaiada usando metodologia descrita
por Ellman et al. (1961). A atividade enzimatica foi expressa como: pmol de ASCh
hidrolisado/min/mg de proteina. Mais detalhes sobre esta analise podem ser vistos em trabalho

desenvolvido por Guerra et al. (2021).



37

3.4.1.2 Glutationa S-transferase

A enzima glutationa-S-transferase (GST) foi medida de acordo com metodologia
descrita em o Habig et al. (1974). O meio de reacdo continha 1 mmol de 1-chloro-2, 4-
dinitrobenzene (CDNB) preparado em alcool etilico, 10 mmol glutationa reduzida (GSH), 20
mmol de tampéo fosfato (pH 6.5). Neste meio de reacédo foi adicionado 10 pL do homegenado
de cérebro. Uma unidade enzimética (GST) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para catalisar a conjugacao de 1 mmol de CDNB com GSH por minuto em um ameio

de reagdo a 25 °C. A atividade foi expressa como: pmol GS-DNB/min/mg proteina.

3.4.1.3 Peroxidacdo lipidica

A peroxidacéo lipidica foi estimada através da dosagem das substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) e a estimativa de peroxidacao lipidica ocorre pela producdo de
TBARS, que representa a oxidacdo de lipideos. A metodologia utilizada foi a de Draper e
Hadley (1990). Brevemente descrevendo, 80 pL de homogenado de cérebro foi misturado com
160 pL de &cido tricloroacético (10%), apos foi centrifugado (3.000 x g, 10 min). O
sobrenadante resultante foi utilizado para dosar peroxidacdo lipidica. Para o ensaio foi utilizado
100 pL de homegenado, misturado com 100 L de &cido tiobarbitdrico (TBA) na concentragdo
de 0,67%. Apds agitacdo breve, a mistura foi colocada em banho maria na temperatura de 100°C

durante 30 minutos. Os niveis de TBARS foram expressos como nmol MDA/mg tecido.

3.4.1.4 Proteina Carbonil

Para a determinacdo da proteina carbonil, a dosagem ocorreu utilizando-se a
metodologia descrita em Parvez e Raissudin (2005). Esta metodologia foi adaptada para
dosagem em peixe zebra no Laboratorio de Toxicologia Aquatica. Mais detalhes podem ser
acessados em Guerra et al. (2021). As proteinas das amostras foram determinadas pelo reagente
azul de comassie utilizando-se albumina bovina como padrdo, de acordo com o método de

Bradford (1976). A proteina carbonil foi expressa em nmol carbonil/mg proteina.
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Figura 10 — Esquema do experimento de toxicologia aquatica e da coleta dos tecidos bioldgicos
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Fonte: Autora, 2022.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para averiguar a mortalidade das lagartas nos diferentes tratamentos realizados durante
0s bioensaios de ingestdo, os dados obtidos no final do periodo de avaliacéo (apds 120 h), foram
submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) de uma via, expressa em média + desvio
padrédo. A verificagdo da ocorréncia de efeitos toxicologicos a partir das analises bioquimicas,
foi analisada através de uma ANOVA de uma via, expressa em média * desvio padrdo. Apos a
realizacdo da ANOVA, os resultados de ambos experimentos foram analisados através do Teste

Tukey, sendo que os resultados significativos foram considerados com p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO INSETICIDA

Os bioensaios realizados foram avaliados a cada 24 h apds o periodo de exposi¢do
durante o periodo de cinco dias. A cada avaliacdo, a quantificacdo de lagartas mortas foi aferida.
Na Tabela 4 é possivel visualizar os dados obtidos durante a realizacdo dos bioensaios nos

diferentes tratamentos.

Tabela 4 — Resultados obtidos durante a realizacdo dos bioensaios de ingestdo nos diferentes tratamentos

estipulados
Mortalidade (%6)

Codificacdo Tratamento Dose (g/L) 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
BE25 25 g/ha 0,25 3 11 31 37 43
BE50 50 g/ha 0,5 9 31 60 73 83
BE100 100 g/ha 1 18 50 88 94 96
BE150 150 g/ha 1,5 27 74 96 98 99
BE200 200 g/ha 2 63 81 90 96 98
BE250 250 g/ha 2,5 61 85 97 99 99
BE300 300 g/ha* 3 58 84 100 100 100
BE350 350 g/ha* 3,5 60 86 100 100 100
BE400 400 g/ha* 4 63 82 100 100 100
BE450 450 g/ha* 4,5 66 84 100 100 100
BE500 500 g/ha 5 64 84 100 100 100
BE750 750 g/ha* 7,5 63 96 100 100 100
BE1000 1000 g/ha* 10 67 98 100 100 100
BD500 DIPEL 500 g/ha 5 39 89 99 99 100
TEST Testemunha 0 0 1 2 3 3

*Tratamentos realizados com metade das repeticoes

Fonte: Autora, 2022.

Conforme mostrado na Tabela 4, a ocorréncia do efeito letal dos produtos nas lagartas
foi aumentando gradativamente conforme o passar do tempo da exposicao. Dosagens mais altas
apresentam maior quantificacdo de mortalidade nas primeiras 48 h, e ap0s comecam a
equiparar-se a partir do tratamento BE100. Para proceder a analise estatistica, os dados dos
tratamentos foram corrigidos conforme a averiguagdo da mortalidade das testemunhas. Desta
forma, apds a correcdo, em 120 h de exposicdo aos tratamentos, os resultados obtidos séo

apresentados na Figura 11.
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Figura 11 — Mortalidade das lagartas frente aos tratamentos BE25, BE50, BE100, BE150, BE200, BE250,
BES00 e BD500, ap6s 120h de exposicao
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Fonte: Autora, 2022.

Como pode ser visualizado na Figura 11, das sete doses de extrato testadas (BE25,
BES50, BE100, BE150, BE200, BE250 e BE500), cinco destas (BE100, BE150, BE200, BE250
e BE500) ndo apresentaram diferenca quando comparado ao tratamento BD500. Assim, pode-
se constatar que para o controle da lagarta falsa-medideira doses de extrato de sementes de
fruta-do-conde a 1 g/L sdo tdo eficientes quanto as doses superiores testadas para o tratamento
extrato e também do tratamento BD500.

Na Figura 12 estdo apresentadas as médias dos treze diferentes tratamentos do extrato
de sementes de fruta-do-conde realizados nos bioensaios de ingestdo para o controle das
lagartas Chrysodeixis includens. Conforme apresentado é possivel constatar, que a nivel
laboratorial, a dose de 0,5 g/L apresenta eficiéncia de controle das lagartas de 80% o que ja
atenderia de maneira satisfatoria o controle das lagartas falsa-medideira nas lavouras se a
mortalidade permanece neste mesmo nivel nas aplicagdes a campo. A partir da dose 1 g/L a

mortalidade dos insetos se estabiliza mesmo com o aumento das concentragodes.



41

Figura 12 — Curva de mortalidade dos insetos nos diferentes tratamentos realizados apds 120h de exposicao
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Fonte: Autora, 2022.

O extrato de sementes de fruta-do-conde, realizado nas condigdes deste estudo, se
mostrou eficiente no controle da lagarta falsa-medideira, sendo que outros trabalhos cientificos
também relatam a eficiéncia de extratos desta espécie vegetal. A microencapsulacao do extrato
de sementes de fruta-do-conde foi eficiente na mortalidade do acaro rajado (Tetranychus
urticae), sendo uma alternativa eficaz para o seu controle (MACIEL et al., 2019). Os extratos
aquosos de sementes de fruta-do-conde induziram a toxicidade contra todos 0s estagios dos
mosquitos Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus. Além de serem
seguros em organismos aquaticos ndo-alvo, estes resultados demostram que o extrato de
sementes de fruta-do-conde pode atuar como um agente inseticida alternativo para o controle
de mosquitos-alvo (RAMANIBAI et al., 2016).

Conforme Ribeiro et al. (2018), o extrato de sementes de fruta-do-conde apresentou
efeito letal e subletal contra o gorgulho do milho (Sitophilus zeamais), o gorgulho do feijdo
mexicano (Zabrotes subfasciatus) e o gorgulho do feijao-fradinho (Callosobruchus maculatus).
Além do efeito de toxicidade aguda, o extrato apresentou eficacia superior ao bioinseticida
comercial Anoson®. Saleem et al. (2019) avaliaram a eficiéncia de pesticidas botanicos e os
resultados obtidos demostraram que o extrato de sementes de fruta-do-conde foi o que
apresentou maior eficiéncia de reducédo (80 e 76%) contra o pulgdo do algoddo (Aphis gossypii
Glov.) e 0 &caro de duas manchas (Tetranychus urticae Koch.). Krinski et al. (2014) relataram
35 trabalhos que utilizaram partes de fruta-do-conde como fitoinseticida contra diferentes
espécies de insetos. Destes, 15 relatos sdo de fitoinseticida utilizando sementes da fruta-do-

conde, demostrando o grande potencial da fruta-do-conde como fitoinseticida.
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Outros trabalhos também relatam a acéo inseticida de diferentes extratos para o controle
da falsa-medideira. Sanini et al. (2017) avaliaram o controle da lagarta falsa-medideira com
oleo essencial de pimenta-do-reino (Piper aduncum L.). Os resultados mostraram que o 6leo
essencial de pimenta-do-reino apresentou efeito inseticida em lagartas do terceiro instar nos
bioensaios de ingestdo. No referido estudo, os tratamentos consistiram da aplicagdo do 6leo
essencial de P. aduncum diluido em acetona nas concentra¢des de 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0%, e
duas testemunhas, sendo elas, dgua e acetona. Ao final de 120 h de exposicéo, tanto o tratamento
com agua, quanto o de acetona, apresentaram 6,7% de mortalidade, o tratamento de 06leo
essencial diluido em acetona na concentracdo 0,5% ndo apresentou mortalidade. Para as
concentragdes 1,0%, 2,0%, 4,0% e 8,0% registrou-se a mortalidade de 33,3%, 73,3%, 100% e
100%, respectivamente.

Objetivando avaliar a ocorréncia de efeito letal e subletal de diferentes extratos vegetais
hidroalcdolicos e fragbes purificadas sobre lagartas falsa-medideira de segundo instar,
Warmling (2018) selecionou onze diferentes extratos. Destes, o extrato vegetal que ocasionou
maior mortalidade nos insetos, ap6s 120 h, foi o de Ricinus communis, apresentando
mortalidade de 56,66%. A autora relata que a maior mortalidade aferida neste tratamento pode
estar relacionada ao fato de que se utilizou o fruto com a semente para a obtencédo do extrato, e
ndo somente folhas como nos outros extratos testados. A fracdo hexanica do extrato de Ricinus
communis apresentou 93,30% de mortalidade para a concentracéo de 10% de hexano.

A avaliacdo do efeito do extrato bruto de semente de Annona crassiflora Mart. em
lagartas falsa-medideira apresentou maior mortalidade no bioensaios de aplicacdo topica do que
no bioensaios de ingestdo. Na concentracdo de 8,0% do extrato de A. crassiflora, aferiu-se
mortalidade de 60%, 33,3% e 26,6% para lagartas de 1°, 3° e 5° instar respectivamente, na
avaliacdo ap06s 120 h, no bioensaios de ingestdo. Enquanto que, para o bioensaios tdpico, a
mortalidade foi de 86,6% para lagartas e 1° e 3° instar, e de 93,3% para lagartas de 5° instar
(MASSAROLLI et al., 2017).

4.2 EFEITOS TOXICOLOGICOS

A contaminag&o de peixes por substancias toxicas, alem de efeitos letais, pode ocasionar
efeitos subletais que afetam mdaltiplos processos morfologicos, fisiologicos e metabolicos
guando penetram nos 6rgdos destes organismos aquaticos A histologia € um método de
avaliacdo importante no diagndstico de efeitos toxicos diretos e indiretos ocasionado em peixes,

gerando dados sobre lesGes em niveis teciduais (LINS et al., 2010).
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Os xenobidticos quando s&o absorvidos pelos peixes, ocasionam danos metabolicos em
seus organismos, produzindo compostos indesejaveis e alteracBes, que sdo toxicos ao
organismo, como as espécies reativas de oxigénio (EROs). Os danos oxidativos ocasionados
pelos efeitos das EROs podem ser mensurados atraves de biomarcadores, como a peroxidacao
lipidica e a carbonilagdo de proteina. A acetilcolinesterase (AChE) e a glutationa S-transferase
(GST) séo biomarcadores de exposi¢do a contaminante muito importantes. A enzima GST €
utilizada como biomarcador de detoxificacdo de xenobidticos de um organismo, e a enzima
AChE ¢é um biomarcador de efeito sobre o sistema nervoso, avaliando a neurotoxicidade.
Portanto quando um organismo é exposto a algum contaminante, pode-se observar alteracdes
na atividade das enzimas AChE e GST (STORCK, 2020).

Para avaliar os possiveis efeitos toxicologicos do inseticida biolégico Dipel® e do
extrato de sementes de fruta-do-conde, quatro principais analises bioquimicas dos tecidos
biolégicos foram realizadas, sendo atividade da acetilcolinesterase (AChE), atividade de
glutationa S-transferase (GST), peroxidagdo lipidica (PLO) e proteina carbonil (PC). Na Figura
13, é possivel visualizar o comportamento dos niveis de peroxidacdo lipidica registrados apos
a exposicdo dos peixes nos diferentes tratamentos de extrato da semente da fruta-do-conde
(E25, E50, E75, E100 e E500) e do bioinseticida Dipel® (D500).

Figura 13 — Resultados da andlise bioquimica de peroxidacéo lipidica
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Os niveis de peroxidagdo lipidica foram estimados pela producéo de substancia reativa
ao &cido tiobarbiturico (TBARS). Conforme Severo et al. (2020), a peroxidagdo lipidica é uma
resposta comum verificada apds a exposicao a pesticidas. Os niveis de TBARS que indicam a
ocorréncia de peroxidardo lipidica podem ser observados na Figura 13. Conforme os dados os
tratamentos E25 e E50 nédo diferiram significativamente do tratamento controle (CTE), deste
modo nédo apresentaram danos oxidativos durante a exposicdo. Os tratamentos E75 e E100 nédo
apresentaram diferenca significativa entre si, mas apresentaram diferenca com os demais
tratamentos. O tratamento E500 apresentou média superior de TBARS em relacdo aos
tratamentos CTL, E25, E50, E75 e E100, mas apresentou valores significativamente inferior
qguando comparado com o tratamento D500. Desta forma, pode-se afirmar que o tratamento
D500 foi 0 que apresentou maiores danos oxidativos aos peixes, seguido do tratamento E500 e,
posteriormente, dos tratamentos E100 e E75.

A peroxidacdo lipidica tem sido descrita como uma das maiores responsaveis pela perda
da funcéo celular nas condigGes de estresse oxidativo, funcionando como um mecanismo de
lesdo celular, que ocorre pelas reacGes de radicais livres de oxigénio nas membranas bioldgicas,
e 0s danos ocasionados nas membranas podem causar uma formagéo em excesso de proteinas
carbonil, que podem ocorrer como resultado do estresse oxidativo (CORDOVA, 2019).

A proteina carbonil mede a oxidagdo das proteinas, na Figura 14 pode-se visualizar as
alteracOes da proteina carbonil no peixe-zebra apds a sua exposi¢do aos tratamentos.

Figura 14 — Resultados da analise bioquimica da proteina carbonil
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Os niveis elevados na producéo da proteina carbonil nos tratamentos D500, E500, E100
e E75, coincidem com a alteracdo nos niveis de TBARS nestes tratamentos, conforme
mencionado por Cordova (2019). Niveis elevados de producdo de proteina carbonil podem
ocorrer como consequéncia do estresse oxidativo (ALMROTH et al., 2005). A producdo da
proteina carbonil do tratamento E25 e E50 n&o diferiram significativamente do tratamento CTL.
Os tratamentos E75, E100, E500 e D500 apresentaram diferenca significativa com o tratamento
CTL e também entre si. A maior média de producdo de proteina carbonil foi observada no
tratamento D500, seguido do tratamento E500, do tratamento E100 e posteriormente do E75.

Alteracfes na atividade da enzima glutationa S-transferase ocorrem quando um
organismo e exposto a algum contaminante. Esta enzima atua no processo de biotransformacéo,
transformando o composto téxico em um composto mais facilmente excretavel (STORCK,
2020). Desta forma, o aumento dos valores de GST indicam que a enzima passou por
transformac0es para excretar xenobioticos, o que indica a ocorréncia de efeito toxicoldgico dos
peixes no referido tratamento. Na Figura 15 pode-se observar as alteragdes ocorridas na

atividade da enzima GST durante a exposi¢do dos peixes nos diferentes tratamentos realizados.

Figura 15 — Resultados da analise bioquimica da enzima glutationa S-transferase
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A atividade da GST difere dos valores do tratamento controle, e aumenta a partir do
tratamento E100, sendo que, o tratamento E100 apresenta diferenga significativa com os

tratamentos E500 e o D500. Também existe diferenca significativa entre os tratamentos E500
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e D500, mostrando que, utilizando a mesma dose, 0s peixes apresentaram maiores danos
oxidativos com a exposi¢do do inseticida Dipel® do que com o extrato de sementes da fruta-
do-conde. Os tratamentos E25, E50 e E75 ndo diferiram significativamente do tratamento
controle (CTL), indicando que nestas condigcdes experimentais a exposicdo de organismos
aquaticos ndo-alvo como o peixe-zebra, a estas substancias, seria segura e ndo ocorreria efeito
toxicoldgico aos peixes.

Diferentemente da enzima glutationa S-transferase, onde a alteracdo ocorre quando seus
niveis aumentam na presenca de um determinado contaminante, na enzima acetilcolinesterase
a alteracéo se da pela diminuicéo dos valores da enzima, apresentando niveis menores. Muitos
pesticidas causam diminuicdo da atividade da enzima AChE, o que ocasiona alteracGes
musculares e comportamentais em organismos aquaticos como os peixes (DO AMARAL et al.,
2017). Os dados obtidos na anélise dos tecidos bioldgicos (cérebro e masculo) do peixe-zebra
para a alteracdo da enzima AChE podem ser visualizados na Figura 16, onde os niveis da
atividade da enzima acetilcolinesterase sdo pontuados conforme a exposi¢do nos diferentes

tratamentos e dosagens.

Figura 16 — Resultados da andlise bioquimica da enzima acetilcolinesterase
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Os resultados obtidos através da analise da enzima AChE demonstraram diferenca
significativa, tanto para cérebro quanto para musculo, nos tratamentos E75, E100, E500 e D500.
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Os dados obtidos da AChE (cérebro e musculo) para os tratamentos D500 e E500 ndo
demostram diferencas significativas entre si. Os menores valores de média observados para a
AChE foram a dos tratamentos D500 e E500, representando uma diminuicéo da atividade da
enzima acetilcolinesterase. Este dado reflete que estes tratamentos ocasionaram maiores danos
aos peixes em comparagdo aos demais tratamentos. Os resultados da analise da AChE para o
tecido cerebral indicaram uma diminuigéo da atividade da enzima para o tratamento E100 e
também para o tratamento E75. Todavia, os tratamentos diferiram significativamente entre si,
sendo que o tratamento E100 apresentou valor inferior do que o E75, indicando maior
ocorréncia de danos. Para o tecido musculo, a diminuigdo da atividade da enzima AChE que
ocorreram nos tratamentos E100 e E75 ndo diferiram significativamente entre si.

Todas as analises demostram que os tratamentos E25 e E50 ndo apresentaram diferenca
significativa com o tratamento controle (CTL), podendo-se concluir que 0s peixes-zebra ndo
sofreram estresse oxidativo na exposi¢do com o extrato da semente da fruta-do-conde até a dose
de 0,5 g/L. Analisando os biomarcadores PLO, PC e GST, pode-se afirmar que na mesma
dosagem (5 g/L) o tratamento D500 causou maiores danos oxidativos do que o tratamento E500,
evidenciados pelas médias superiores encontradas nos biomarcadores do inseticida Dipel®.
Fatores externos como o0 uso de agrotoxicos geram excesso de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, sendo que isto acaba causando danos aos organismos pelo excesso oxidativo, tendo
como resultado a peroxidacdo lipidica (LEITE et al., 2021).

Os dados obtidos durante a realizacdo do experimento evidenciam a ocorréncia de danos
nos organismos devido ao estresse oxidativo. Conforme Severo et al. (2020), o contato com
agrotoxicos leva a um aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS) gque sdo responsaveis
pelo estresse oxidativo. Devido a isso, ressalta-se a importancia na realizagao de estudos que
avaliem a ocorréncia de extresse oxidativo em organismos ndo-alvo, como é o caso do extrato
de Neem, que vem sendo amplamente difundido para uso como biopesticida na agricultura, e
alguns trabalhos relatam estes efeitos toxicolégicos, como Rael e Rieger (2017). Estes autores
avaliaram o efeito genotoxico da azadiractina, o principio ativo derivado do 6leo de neem, sobre
0 peixe-zebra. O estudo demostrou que, mesmo em concentragdes inferiores as estabelecidas
por legislagdo, a azadiractina apresenta potencial de genotoxicidade no ambiente aquatico para
0 peixe-zebra, além de sugerir a ocorréncia de persisténcia deste composto na agua. Muziniy e
Zeljeziy (2018) estudaram a toxicidade de diferentes inseticidas sobre organismos néo-alvo.
Dentre estes inseticidas, encontra-se inseticidas a base de 6leo de neem. Os autores relatam a
ocorréncia de diversos efeitos toxicoldgicos, como alteracbes de composicdo, reducdo de

populacdo e danos reprodutivos, comportamentais e genéticos, dentre outros. Estes efeitos
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foram reportados em Varios tipos de organismos, como zooplancton, peixes, insetos ndo-alvo e
ratos, destacando-se a importancia de realizacdo de estudos complementares de toxicidade
destes compostos.

Biopesticidas a base de Bacillus thuringiensis (Bt) também sdo muito utilizados como
uma alternativa ao uso de produtos sintéticos no controle de pragas, como € o caso do inseticida
biologico Dipel®. Entretando, ainda existem poucos trabalhos que avaliam a ocorréncia e
efeitos toxicoldgicos destes produtos em organismos ndo-alvo. Siméo et al. (2021) avaliaram
os efeitos genotdxicos e histopatoldgicos do inseticida Dipel sobre o peixe tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus). O estudo indica que, embora o biopesticida ndo comprometeu a
morfologia dos tecidos em toxicidade aguda, pode ter ocorrido efeito citotxico e genotdxico
nos peixes devido ao aumento da frequéncia de nucleos segmentados apds a exposicao ao Dipel.
Silva et al. (2020) também avaliaram o efeito do Dipel® sobre a tilapia-do-nilo. O trabalho
indica que, apos 48 horas de exposi¢do, ndo houve diferenga significativa nos tratamentos
controle e Dipel, sugerindo baixa toxicidade do bioinseticida para a til&pia. Este resultado
elucida a grande necessidade da realizacdo de estudos complementares, utilizando diferentes
concentragdes, tempo de exposicdo variados e biomarcadores diferentes, para tornar possivel
uma avaliagdo mais ampla e segura dos dados, que possa informar com confiabilidade os efeitos
toxicologicos de diferentes pesticidas utilizados no combate a pragas agricolas, em organismos

ndo-alvo.
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5 CONCLUSAO

Através dos bioensaios de ingestdo realizados foi possivel averiguar que o extrato de
sementes de fruta-do-conde apresenta atividade inseticida contra a lagarta falsa-medideira,
podendo ser considerado um promissor método de controle alternativo para o combate deste
inseto-praga. A andlise das diferentes doses testadas evidenciou que a dose de 1g/L do extrato
das sementes da fruta-do-conde, ndo difere estatisticamente das dosagens maiores, 0 que
possibilita o controle da lagarta falsa-medideira através de doses menores de produto,
acarretando em mudltiplas vantagens, principalmente pelo fato de menor disponibilidade de
compostos no ambiente.

Os resultados obtidos através dos biomarcadores de exposi¢cdo a contaminantes (PLO,
PC, GST e AChE) mostram a ocorréncia de danos oxidativos nos peixes-zebra devido a sua
exposicdo aos compostos a partir do tratamento E75. E importante salientar que as doses
estipuladas para a realizacdo dos ensaios de toxicologia deste estudo, sdo a nivel laboratorial,
apresentando-se ambientalmente relevantes nas unidades experimentais realizadas, o que ndo
indica necessariamente a ocorréncia de danos oxidativos em organismos ndo-alvos no ambiente
em contato com possiveis doses residuais. Pode-se concluir que os tratamentos E25 e E50 se
apresentaram seguros considerando os testes realizados em peixe-zebra, pois ndo diferiram
significativamente do tratamento de controle (CTL). Em comparacdo com o bioinseticida Dipel,
0 extrato de sementes de fruta-do-conde apresenta efeito inseticida contra a lagarta falsa-

medideira e exibe menores efeitos toxicol6gicos para organismos ndo-alvo como o peixe-zebra.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O extrato vegetal de sementes de fruta-do-conde obtido por extracdo assistida por
ultrassom se demostrou eficiente no combate da lagarta falsa-medideira. Estudos
complementares sobre a acdo inseticida deste extrato podem ser realizados visando a ampliagéo
do conhecimento sobre estes produtos e seu modo de acdo frente a diferentes pragas agricolas.
Também se sugere a realizacdo de demais estudos que avaliem a ocorréncia de possiveis efeitos
toxicologicos de biopesticidas em organismos ndo-alvo. Desta forma, sera possivel monitorar
melhor os efeitos nocivos das substancias nos diferentes organismos e garantir maior seguridade

no ecossistema como um todo.
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Tratamento PLO PC GST AChE AChE
Cérebro Musculo

D500 1711+101 a 1056+099 a 094+006a 030+002d 0,18+0,02c
E500 12,20+ 1,01 b 684032 b 071+x005b 031+003d 0,23%x0,03c
E100 456+039 c 531+048 ¢ 052+0,03c 048+0,05c 031+003b
E75 3,83+045 ¢ 320041 d 020+0,01d 064+006b 032%0,04b
E50 2,62+0,33 d 2,76 £0,12 de 0,20£0,01d 0,76+0,04a 0,40+0,02a
E25 2,06£0,15 d 2,23+0,10 e 0,20£0,01d 0,78+0,03a 0,40+0,03a
CTL 1,70+0,11 d 2,28+0,10 e 0,19+0,01d 0,77+0,04a 043+0,03a

PLO: peroxidagdo lipidica; PC: proteina carbonil; GST: glutationa S-transferase; AChE: acetilcolinesterase.





