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) AVALIACAO DA SEGURANCA AMBIENTAL DE PRODUTOS DERIVADOS DO
LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU TECNICO (LCCt) PROPOSTOS PARA
O COMBATE DO Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Highlights

o A Emulsdo ndo apresentou genotoxicidade e/ou mutagenicidade para 0S organismos
avaliados;

o A Emulsdo apresenta maior seguridade ambiental que larvicidas recomendados pela OMS;

o A Emulséo pode ser registrada como um novo produto para controle do Aedes aegypti.

RESUMO

O desenvolvimento de novos inseticidas e/ou estratégias para controlar o Aedes aegypti € uma
questdo importante de saude publica, além disso, € imprescindivel avaliar se esses potenciais
larvicidas sdo seguros ambientalmente para espécies ndo alvo. Nesse contexto, o objetivo desse
estudo foi avaliar a seguridade ambiental da Emusdo (Liquido da Casca da Castanha de Caju
técnico (LCCt) + Liquido da Casca da Castanha de Caju técnico Sulfonato de Sodio (LCCtSNa)) e
seus constituintes isolados (LCCt e LCCtSNa). Para tanto, foram realizados ensaios
ecotoxicoldgicos, genotdxicos e mutagénicos em diferentes organismos ndo alvo. Em relagéo a
tocixidade, Daphnia similis foi o organismo que apresentou maior sensibilidade aos trés produtos
avaliados, seguido de Pseudokirchneriella subcapitata e Oreochromis niloticus. Em relacdo aos
produtos testados, o LCCt foi o que apresentou maior toxicidade para os trés organismos. A
Emulséo apresentou fitotoxicidade para Allium cepa apenas na maior concentracdo. Entretanto, ndo
foram observados efeitos genotdxicos e mutagenicos nos ensaios com A. cepa, O. niloticus e
Salmonella microssoma. Baseado nos resultados, concluimos que apesar da Emulséo ter mostrado
toxicidade para organismos ndo alvo € improvavel que sejam encontradas concentracfes toxicas
deste produto no meio ambiente devido a sua dispersdo, diluicdo e degradacdo ambiental. Além
disso, a Emulsdo pode ser considerada menos tdxica que os demais larvicidas recomendados pela
OMS nas espécies avaliadas. Dessa maneira, a Emulsdo é um produto eficaz no controle das larvas
e apresenta multifuncionalidade, podendo ser considerada uma nova estratégia para controle de
vetores como o0 A. aegypti.

Palavras chave: larvicida; ensaio do cometa; micronucleo; degradacdo do DNA; Salmonella
microssoma; controle de vetores.

ABSTRACT

The development of new insecticides and/or strategies to control Aedes aegypti is an important to
public health, and it is therefore essential to assess whether these potential larvicides are
environmentally safe for non-target species. In this context, the objective of this study was to
evaluate the environmental safety of the Emusion (Technical Cashew Nut Shell Liquid (TCNSL) +
Sodium Sulfonate Technical Cashew Nut Shell Liquid (NatCNSLS)) and its isolated constituents
(TCNSL and NatCNSLS). For this, ecotoxicological, genotoxic and mutagenic assays were
performed in different non-target organisms. Concerning the tocixity, Daphnia similis was the
organism that presented the highest sensitivity to the three evaluated products, followed by
Pseudokirchneriella subcapitata and Oreochromis niloticus. Regarding the tested products, the
TCNSL was the one that presented the highest toxicity for the three organisms. Emulsion presented
phytotoxicity to Allium cepa only in the highest concentration. However, no genotoxic and
mutagenic effects were observed in the A. cepa, O. niloticus and Salmonella microsome assays.
Based on the results, we conclude that although Emulsion has shown toxicity to non-target
organisms, toxic concentrations of this product in the environment are unlikely to be found due to
its dispersion, dilution and environmental degradation. In addition, Emulsion may be considered
less toxic than other WHO recommended larvicides in the species evaluated. Thus, Emulsion is an
effective product for larval control and has multifunctionality and can be considered a new strategy
for vector control such as A. aegypti.



Keywords: larvicide; comet assay; micronucleus; DNA degradation; Salmonella microsome; vector
control.

1. INTRODUCAO

Os arbovirus em ressurgéncia responsaveis por causar a dengue, zika, febre amarela
(familia Flaviviridae) e chikungunya (familia Togaviridae), sdo virus que possuem como principal
vetor o Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) (Patterson et al. 2016; Wilder-Smith et al. 2017). Por
ser uma espécie adaptada ao ambiente urbano e periurbano, o A. aegypti, tém causado problemas de
salde publica em diversos paises, em especial aqueles localizados em regibes tropicais e
subtropicais como o Brasil (Bhatt et al. 2013). Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
estimam que 390 milhdes de infeccdes de dengue ocorram anualmente, dentre elas 96 milhdes se
manifestam clinicamente (WHO 2018).

As estratégias para controle dessas doencas sdo principalmente focadas na reducdo de
densidade do vetor, por meio de abordagens mecanicas, biologicas e quimicas (Zara et al. 2016). O
controle quimico € amplamente empregado na reducéo das larvas, porém recentes estudos mostram
que o uso de larvicidas apresentam elevada toxicidade para organismos ndo alvos (Abe et al. 2014;
Abe et al. 2019) e a espécie A. aegypti tem adquirido resisténcia aos larvicidas comumente
utilizados (Bellinato et al. 2016; Carvalho et al. 2004; Lima et al. 2006).

Assim sendo, a busca por novos produtos ou compostos ativos larvicidas, oriundos da
quimica “verde” e economicamente Vviaveis, tornou-se necessaria para o combate do A. aegypti,
transmissor de doencas infecciosas. Considerando-se essas caracteristicas, destaca-se o Liquido da
Casca de Castanha de Caju técnico (LCCt), subproduto obtido da queima da castanha de caju, que
apresenta comprovada atividade inseticida e larvicida contra o A. aegypti (Lomonaco et al. 2009).

Neste sentido nosso grupo de pesquisa realizou a sulfonacdo do LCCt tendo como produto
0 Sulfonato de Sodio (LCCtSNa), surfactante que visava ser utilizado como uma estratégia para
controle do A. aegypti (Jorge et al. 2018). Porém, como descrito em Jorge et al. (2018), o LCCtSNa
ndo apresenta atividade larvicida quando utilizado de forma independente. Deste modo, o LCCt foi
emulsionado com LCCtSNa, obtendo uma emulsdo multifuncional, com atividade larvicida (CL50-
48 h 110,6 mg/L) e surfactante, podendo entdo ser utilizado como produto de limpeza integrado na
rotina da populagdo e atuando também no controle dos criadouros de A. aegypti a partir do
escoamento das aguas residuais.

No entanto, o efeito dessa emulsdo e seus constituintes isolados em organismos aquaticos
ndo alvos ainda ndo sdo totalmente compreendidos, sendo necessario realizar a avaliagdo da
seguridade ambiental por meio de ensaios de toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade em
organismos que ocupam diferentes niveis tréficos, como produtores primarios: plantas (Allium

cepa) (Mustafa e Sunaarikan, 2008) e microalgas unicelulares (Pseudokirchneriella subcapitata)
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(Satyavani et al. 2012); consumidores primarios: Cladoceras (Daphnia similis) (Buratini et al.
2004); e consumidores secundarios como os peixes (Oreohromis niloticus) (Campos-Garcia et al.
2015). Além desses modelos, o teste Ames (Salmonella microssoma) (Ohe e Wakabayashi, 2004;
Igbal et al. 2017) também é uma importante ferramenta para determinagdo da mutagénicidade.
Considerando o potencial larvicida da Emulsdo (LCCt+LCCtSNa) como uma nova
estratégia para o controle do A. aegypti, o objetivo desse estudo foi avaliar a seguridade ambiental
desse composto e seus constituintes isolados (LCCt e LCCtSNa), utilizando ensaios

ecotoxicoldgicos, genotdxcos e mutagénicos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. PRODUTOS

O Liquido da Casca da Castanha de Caju técnico (LCCt) utilizado nos ensaios foi
fornecido pela empresa Resibras (Fortaleza-CE, Brasil). O LCCtSNa foi obtido através da
sulfonacdo de LCCt com acido sulfurico fumegante (65,5-68% SOs3), pelo processo descrito na
patente BR 10 2017 027264 8 (Jorge et al. 2017). A Emulsdo (LCCt+LCCtSNa) foi preparada na
proporgdo de 1:6 (1 parte ativo LCCt:6 partes de surfactante LCCtSNa), conforme descrito por
Jorge et al. (2019).

2.2. AVALIACOES ECOTOXICOLOGICAS EM ORGANISMOS AQUATICOS

2.2.1. Ensaio de toxicidade cronica em Pseudokirchneriella subcapitata

O ensaio de inibicdo de crescimento com P. subcapitata foi realizado de acordo com as
diretrizes OECD 201 (2011) e ABNT-NBR 12648 (2011). Um indculo algal foi exposto ao LCCt
em concentracGes entre 0,01 e 10 mg/L, LCCtSNa entre 0,1 e 100 mg/L e Emulséo entre 0,70 e 70
mg/L. Além dos controles negativo (meio de cultivo Oligo+agua deionizada) e solvente (meio de
cultivo Oligo+DMSO 1%).

A concentragéo inicial de indculo algal em cada réplica foi de 1x10° células mL. Os testes
foram realizados em condicGes de esterilidade, sob condic¢des controladas de luminosidade a 4500
lux, temperatura 25+2 °C e agitacdo a 160 rpm por um periodo de 72 h. Posteriormente, 0 nUmero
de algas de cada concentracdo foi contado em camara de Neubauer e comparado com o controle
negativo. Para validacdo dos ensaios o nimero final de células no controle negativo foi no minimo
16x maior em relagdo ao indculo inicial do teste. A inibi¢do de crescimento foi o indicativo de
toxicidade e foi utilizada para determinagéo da concentragéo de inibi¢éo (CI150-72 h).

2.2.2. Ensaio de toxicidade aguda em Daphnia similis

As D. similis foram cultivadas em meio MS de acordo com o protocolo ABNT NBR 12713

(2016), sob condicdes controladas de temperatura a 202 °C, fotoperiodo de 16:8 h claro/escuro e
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intensidade luminosa de 700 lux. Os organismos foram alimentados trés vezes por semana com
algas P. subcapitata, e os parametros mantidos em dureza 44+4 mg/L CaCOg, oxigénio dissolvido
7+1 mg/L, condutividade 20050 pS/cm e pH 7,0 a 7,6. Para realizacdo do ensaio foram
selecionados neonatos com menos de 24 h de idade, derivados da mesma cultura.

O teste de toxicidade aguda com D. similis foi realizado de acordo com os protocolos
OECD 202 (2004) e ABNTNBR 12713 (2016). Os neonatos foram expostos ao LCCt em
concentragdes entre 0,0003 e 0,3 mg/L, LCCtSNa entre 0,1 e 15 mg/L e Emuls&o entre 0,0021 e 2,1
mg/L. Como controle negativo foi utilizado meio de cultivo MS e como controle solvente meio de
cultivo MS+DMSO 0,5%. Para cada tratamento foram adicionados 20 organismos, escolhidos e
distribuidos aleatoriamente em quatro réplicas com volumes iguais de 10 mL.

O ensaio teve duracdo de 48 h, os organismos permaneceram sem alimentacdo e nas
mesmas condi¢des de fotoperiodo e temperatura do cultivo. Trés ensaios independentes foram
realizados e 0os mesmos foram validados quando, no seu término, a porcentagem de organismos
imdveis no controle negativo ndo ultrapassou 10%. O ndmero de organismos imoéveis em cada
tratamento foi utilizado para calcular a concentragdo que causou efeito em 50% dos organismos
(CE50-48 h).

2.2.3. Ensaio de toxicidade aguda em Oreochromis niloticus

Os peixes foram aclimatados durante sete dias em aquarios individuais com capacidade de
10 L, com aeracdo constante, temperatura em 26+2 °C, fotoperiodo de 12:12 h de luz/escuro e
alimentados com racdo granulada contendo 28% de proteina bruta (Laguna®, Lote
05EX180067109). Neste periodo, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia. Diariamente, foi
realizada a sifonagem, para retirada de fezes e ragdo ndo consumida, e renovou-se 50% da agua do
aquario.

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados de acordo com os protocolos ABNT NBR
15088 (2016) e OECD 203 (1992). Nos experimentos, foram utilizados juvenis de O. niloticus, com
peso médio de 1,0+0,71 g. Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com trés réplicas de dez animais cada. Em todos os experimentos, foram
utilizados aquérios de vidro e o periodo de exposicdo dos peixes foi de 96 h em sistema estatico e
sem alimentacdo dos animais durante o periodo de exposicdo aos produtos. A avaliacdo da
mortalidade foi diéria, com a retirada dos animais mortos.

Os animais foram expostos ao LCCt em ou nas concentraces entre 12 e 27 mg/L,
LCCtSNa entre 200 e 275 mg/L e Emulsdo entre 35 e 105 mg/L. Como controle negativo foi
utilizado agua desclorada e como controle solvente agua desclorada+DMSO 1%. Os parametros da

qualidade da agua foram mantidos em temperatura a 262 °C, oxigénio dissolvido 7,5+0,5 mg/L e
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pH 7,5£0,2, medidos pela sonda multiparametro YSI Professional Plus (YSI Incorporated, Yellow
Springs, OH, EUA). O nuimero de mortalidade observada nos tratamentos foi utilizado para o

calculo da concentracéo letal média (CL50-96 h).

2.3. AVALIACAO DA FITOTOXICIDADE, CITOTOXICIDADE E
GENOTOXICIDADE EM Allium cepa

O ensaio de A. cepa foi realizado de acordo com Fiskejo (1988). Sementes de A. cepa,
variedade Baia Periforme (Isla Sementes Ltda., Brasil), foram colocadas para germinacdo em papel
germitest, a temperatura de 23+2 °C e fotoperiodo de 12:12 h claro/escuro. Para cada tratamento
foram realizadas trés repeticOes, utilizando 30 sementes por repeticdo. As sementes foram expostas
por 96 h ao LCCt em concentracfes entre 27,5 e 440 mg/L, LCCtSNa entre 165 e 2640 mg/L e
Emulsdo entre 192,5 e 3080 mg/L. Além dos controles negativo (Agua MiliQ) e solvente (DMSO
1%), submetidos as mesmas condigdes.

As sementes germinadas foram contadas e os tamanhos das raizes foram medidos com
auxilio de paquimetro digital (Digimess®). Posteriormente, as sementes foram coletadas e fixadas
em Carnoy 3:1 (etanol:acido acético). As laminas foram preparadas conforme descrito por Carita e
Marin-Morales (2008), e coradas com reagente de Schiff baseado no método de Feulgen. Para cada
tratamento foram preparadas 5 laminas com meristemas apicais de raizes de A. cepa. As laminas
foram analisadas em microscépio optico com aumento de 400x. Foram contadas 1000 células de
cada lamina, totalizando 5000 células por tratamento. A contagem foi realizada com o auxilio do
software Fiji com a ferramenta CellCounter.

Os efeitos fitotoxicos foram determinados a partir do indice de germinagdo (IG) e
crescimento médio das raizes (CMR). O efeito citotdxico foi avaliado por meio do célculo do indice
mitotico (IM). Os efeitos genotoxicos foram avaliados pelo indice de alteragfes cromossémicas
(IAC) considerando os diferentes tipos de alteracbes cromossdmicas (C-metafase, ponte
cromossdmica, brotamento nuclear, nicleo lobulado, anafase multipolar, células polipléides, células
binucleadas e perda cromossémica) e pelo indice de mutagenicidade (IMT) avaliado pela presenca
de microndcleo. Para calcular os indices foram utilizadas formulas de acordo com Francisco et al.
(2018).

2.4. AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE EM Oreochromis niloticus

A avaliacdo dos efeitos genotdxicos dos produtos foi realizada utilizando juvenis de O.
niloticus, com peso meédio de 17+10,17 g. Para o ensaio foram utilizados oito animais por
tratamento, com exposicdo de 72 h. Para o LCCt as concentragdes testadas foram 6,36, 12,73 e
19,09 mg/L, para o LCCtSNa foram 62,57, 125,15 e 187,72 mg/L e para a Emulséo foram 10,36,
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20,72 e 31,08 mg/L, essas concentracdes correspondem, respectivamente, a 25, 50 e 75% do valor
determinado da CL50-96 h dos trés produtos. Como controle negativo para LCCtSNa foi utilizado
agua desclorada e para LCCt e Emulsao foi usado DMSO 1% , e controle positivo Ciclofosfamida
(40mg/kg) por via parenteral. Para avaliagdo dos efeitos genotoxicos desses produtos foram
aplicados o teste de micronucleo e alteracdes morfoldgicas nucleares e o ensaio do cometa.

O teste de microndcleo e alteragcdes morfologicas nucleares seguiu o protocolo descrito por
Schmid (1975) e Heddle et al. (1983) com adaptacGes. Apds o periodo de exposicdo 0s animais
foram retirados dos aquérios individualmente e um corte na regido caudal foi realizado para
obtencdo de sangue, laminas de esfregaco sanguineo dos eritrocitos dos peixes (n=8) foram
preparadas em triplicata. Posteriormente, as laminas foram secas, fixadas em etanol PA e
hidrolisadas em HCI 1N a 60°C por 10 min. A coloragdo foi realizada utilizando reativo de Schiff e
Fast Green.

A contagem das alteragbes nucleares e dos microndcleos foi realizada em microscopio
optico Nikon (Eclipse, E200), no aumento de 1000X. Foram contadas 1000 células por lamina,
totalizando 3000 células por peixe. No indice de genotoxicidade (IG) foram observadas as
alteracbes como invaginacdo nuclear, brotamento nuclear, picnose, célula binucleada e nucleo
lobulado, e no indice de mutagenicidade (MN) foi observada a frequencia de microndcleo (Carrasco
et al. 1990).

O ensaio do cometa seguiu metodologia proposta por Singht et al. (1988) com
modificacbes. Através do corte realizado na nadadeira caudal para o teste do micronucleo, foi
coletada uma amostra de 3 pL de sangue de cada peixe (n=8), diluida em 100 pL de PBS, e
posteriormente adicionada 40 pL dessa mistura em 240 pL de agarose low-melting.

Ap6s homogeneizagdo, foi adicionado 140 pL da suspensdo de células em duplicatas de
laminas previamente cobertas com agarose 1,5%, sobre a qual foi colocada uma laminula. As
laminas foram deixadas em refrigeracdo a 4°C durante 10 min., posteriormente, as laminulas foram
retiradas e as laminas foram colocadas em solugéo de lise (NaCl 2.5M, EDTA 100mM, Tris 10mM,
1% de Triton X-100 e 10% de DMSQ) por 2 h. Em seguida, as laminas foram acondicionadas em
uma cuba de eletroforese contendo solucdo tampédo alcalino (NaOH 300mM, EDTA 1mM, pH >
13) por 20 min para desnaturacao.

Apos este periodo, foi realizada a eletroforese a 37V e 300mA por 25 min. Ao término da
eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e imersas em tampé&o de neutralizagéo (Tris 0.4M
com pH 7,5). Apo6s serem neutralizadas as laminas foram fixadas em Etanol PA durante 10 min.
Para visualizacdo dos danos no DNA as células foram coradas com Brometo de Etideo (2 mg/L) e

observados 500 nucleoides de cada tratamento em microscopio de fluorescéncia no aumento de



400X. Para analise dos cometas foi utilizado o programa Lucia Comet Assay v. 7.02, sendo
considerados os parametros: Porcentagem de DNA na Cauda (PC) e Tamanho da Cauda (TC).

2.5. AVALIACAO DA MUTAGENICIDADE UTILIZANDO O ENSAIO

Salmonella/microsoma

O potencial mutagénico do LCCt, LCCtSNa e Emulsdo foi avaliado pelo ensaio de
Salmonella/microssoma realizado pelo método de microssuspensdo (Kado et al. 1983). Foram
utilizadas as linhagens de Salmonella enterica serovar Typhimurium TA97a, TA98, TA100,
TA1535 e TA102 na presenca e auséncia de sistema de ativacdo metabdlica (fracdo S9, Moltox
Molecular Toxicology Inc., USA).

Para o preparo do in6culo, suspens@es bacterianas foram concentradas cinco vezes por
centrifugacdo a 10.000 g por 10 min a 4 °C e resuspendidas em tampdo fosfato de sédio 0,2 mM a
fim de se obter uma concentracio de 1-2x10° bactérias/mL. O LCCt foi dissolvido em DMSO a 5%
e a4gua MiliQ, o LCCtSNa e a emulsdo em DMSO a 1% e agua MiliQ e, posteriormente foram
diluidos em agua MiliQ para o preparo das concentracGes, 2-2000 mg/placa.

Quando os produtos apresentaram citotoxicidade foram testadas duas doses adicionais, 0,5
e 1 mg/placa, a fim de encontrar doses sem o perfil citotoxico. Volumes de 50 pL de in6culo, 50 pL
de tampdo fosfato de sddio (0,2 mM) ou 50 pL de fracdo S9 e 5 pL das concentracdes dos produtos
foram adicionados aos tubos, homogeneizados e pré-incubados por 90 min a 37 °C. Apo6s
incubacdo, 2 mL de top agar [(0,6% (w/v) agar, 0,6% (w/v) NaCl, 0,05 mM L-histidina, 0,5 %
(w/v) D-biotina] foram adicionados a solucdo e os tubos foram homogeneizados e vertidos em
placas de a4gar minimo glicosado (AMG) [1,5% (w/v) éagar-agar, 0,02% (v/v) de solucdo Voguel-
Boner 50X e 10% (v/v) de solucéo de glicose].

O numero de colbnias revertentes por placa his+ foi mensurado ap6s 66 h a 37 °C. Os
ensaios foram realizados em triplicata. O mutageno 2-aminoantraceno (2,5 pg/placa) foi utilizado
como controle positivo nos ensaios com ativacdo metabdlica. Nos ensaios sem ativacdo metabdlica
foi utilizado o mutageno 4-nitro-o-phenylenediamine (10 pg/placa) para as linhagens TA97a e
TA98, azida sddica (2,5 ug/placa) para TA100 e TA1535, e mitomicina C (0.5 pg/placa) para a

linhagem TA102. Como controle negativo foi utilizado o diluente dos produtos.
2.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados do teste de toxicidade com P. subcapitata foram analisados no software ICp
(verséo 2.0) (Norberg-King, 1993) para determinacdo da CI150-72 h. Os testes de toxicidade com D.
similis e O. niloticus (CE50-48 h e CL50-96 h) foram analisados utilizando o método estatistico

Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al. 1977), através do software JSPEAR. Os valores de



CI/E/L50 foram convertidos para Unidade Toxicoldgica (UT) (Costa et al. 2008), de acordo com a
féomula:
r— 100
CI/E/L50

Para avaliacdo dos efeitos citotoxicos e genotoxicos em A. cepa e O. niloticus as analises
estatisticas foram realizadas através da plataforma R (R Development Core Team 2016). Os
resultados obtidos dos ensaios com ambos os modelos bioldgicos ndo apresentaram normalidade no
teste Shapiro-Wilk, desta maneira, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis com posteriori de Dunn,
considerando um nivel de significancia de 0,05.

Os resultados do teste de AMES foram analisados pelo programa estatistico Salanal
(Integrated Laboratory Systems, Research Triangle Park, NC). A razdo de mutagenicidade (RM) foi

calculada de acordo com a formula:

y nimero de revertentes da amostra

nimero de revertentes controle negativo
As amostras foram consideradas potencialmente mutagénicas quando apresentaram RM >
2 em pelo menos uma das concentracdes testadas. As amostras com RM < 2 foram consideradas

negativas e com RM < 0,7 citotdxicas.

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacdo Ecotoxicoldgica em P. subcapitata, D. similis e O. niloticus

O LCCt foi 0 composto que apresentou maior toxicidade nos trés organismos testados. O
LCCtSNa foi o menos téxico para P. subcapitata e O. niloticus, e a Emulsdo apresentou menor
toxicidade para D. similis (Tabela 1). Ndo houve inibicdo de reproducdo e/ou mortalidade nos
controles negativos, de todos os ensaios (Meio Oligo+Agua deionizada; Meio MS; Agua
desclorada), e solvente (DMSO 1%).

Tabela 1. Concentracdo inibitoria (Cl), efetiva (CE) e letal (CL) em valores de 50% (CI/E/L50) dos testes
realizados nos diferentes organismos para determinagdo da toxicidade, com nivel de confianca de 95%.

Organismo Endpoint LCCt (mg/L) LCCtSNa(mg/L) EMULSAO(mg/L)
P. subcapitata Clso 0,33 (0,30-0,37) 7,10 (5,60-15,40) 2,10 (1,96-2,17)
D. similis CEso 0,12 (0,09-0,15) 0,75 (0,64-0,89) 1,05(0,91-1,26)
O. niloticus CLso 25,46 (23,63-27,42) 250,30 (242,24-258,62) 41,44 (39,06-43,89)

Os produtos foram classificados de acordo a normativa para risco ambiental de misturas
quimicas OECD ENV/JIM/MONO 6 (2001), que considera Agudo | > Agudo Il > Agudo Il em
relacdo a toxicidade. Nesse sentido, o LCCt foi classificado como Agudo | para P. subcapitata e D.

similis e Agudo Il para O. niloticus, o LCCtSNa como Agudo Il para P. subcapitata, Agudo | para
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D. similis e Agudo Ill para O. niloticus, e a Emulsdo como Agudo Il para P. subcapitata e D.
similis e Agudo 11l para O. niloticus. Sendo assim o peixe foi considerado 0 organismo menos
sensivel nos trés produtos testados.

De acordo com a conversao dos resultados de CI/E/L50 para Unidade Toxicoldgica (UT)
(Costa et al., 2008), foi possivel observar que D. similis foi o organismo que apresentou maior
sensibilidade aos trés produtos avaliados, seguido de P. subcapitata e O. niloticus (Figura 1).

1000
800 b
600
400

150
125 bt ® P subcaptaia

100 » ® [ similis
73 B O niloticus

Unidade Toxicologica (UT)

6
3 |

I ! 1
LCCt LCCtSNa Emulséo

Compostos

Figura 1. Unidade Toxicolégica (UT) dos produtos LCCt, LCCtSNa e Emulsdo em P. subcapitata, D.
similis e O. niloticus.

3.2. Avaliacdo da fitotoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade em A. cepa

O LCCt apresentou fitotoxicidade e citotoxicidade, apenas nas concentragdes de 220 e 440
mg/L para os parametros IG e 1M, e para o parametro CMR foi observado efeito fitotoxico a partir
da concentracdo de 55 mg/L (Tabela 2). O LCCtSNa ndo apresentou efeito fitotdxico e citotoxico,
nas concentracdes avaliadas, para nenhum dos parametros analisados (Tabela 2). A Emulsdo na
concentracdo de 3080 mg.L ! apresentou diferenca significativa para o IG quando comparada com
controle negativo (p=0,006), entretanto, ndo foi observada fitotoxicidade e citotoxicidade nos
parametros de CMR e IM em nenhuma das demais concentracdes. O controle veiculo (DMSO 1%),
utilizado para solubilizar o LCCt e Emulsdo, apresentou fitoxicidade e citotoxicidade para o0s
parametros IG e IM, quando comparados com o CN (Tabela 2).

Os produtos LCCt, LCCtSNa e Emulsédo ndo apresentaram efeitos genotoxicos para A.

cepa em relacdo ao indice de alteracdes cromossémicas (IAC) e indice de mutagenicidade (IMT)



em nenhuma das concentragdes avaliadas (p>0,05) (Tabela 2). Foi observado efeito genotoxico no
CV do LCCt e Emulséo para o parametro IAC (Tabela 2).

Tabela 2. Mediana e desvio interquartilico do indice de germinacdo (IG), comprimento médio das
raizes (CMR), indice mitético (IM), indice de alteracdes cromossomicas (IAC) e indice de
mutagenicidade (IMT) observadas em sementes de Allium cepa expostas ao LCCt, LCCtSNa e emulséo.

y Fitotoxicidade e Citotoxicidade Genotoxicidade
Produtos  COTIraGA0

IG(%) CMR(mm)  IM (%) IAC (%)  IMT (%)
CN 46,67110,00  6,0810,53 98,3310,95 0,1010,05  0,0010,00
cv 10,0013,33* 4,2210,69 88,4713,21* | 0,4910,10*  0,20I0,15
27,5 16,67111,67 4,4210,57 95,4411,64 0,1010,10 0,0010,05
LCCt 55 23,3318,33 3,8310,53* 95,6413,12 0,1010,10 0,0010,05
165 16,67110,00  3,8710,96* 96,7910,83 0,2010,14 0,3010,33
220 6,6713,33* 3,3210,22* 92,8112,04* 0,0910,05 0,0010,05
440 13,3311,66*  2,5210,73*  95,1217,72* | 0,000,05  0,0010,05
CN 46,67110,00 6,0810,53 98,3310,95 0,1010,05 0,0010,00
165 30,0016,66 8,1311,73 93,0010,98 0.2010.34  0,0010,39
330 26,6716,66 7,1011,59 93,0011,01 0.1010.05  0,0010,10
LCCtSNa 990 30,0018,33 5,9811,24 93,0010,82 0.2010.19 0,2010,09
1320 50,00111,66  7,1012,24 93,7211,41 0.59/0.15  0,3010,29
2640 36,67110,00 6,8311,20 94,2611,09 0.5710.24 0,1010,10
CN 46,67110,00 6,0810,53 98,3310,95 0,1010,05 0,0010,00
Ccv 10,0013,33* 4,2210,69 88,4713,21* | 0,4910,10*  0,200,15
192,5 33,3316,66 5,7110,75 94,08I2,57 0.0010.05  0,0010,05
EMULSAO 385 40,00110,00 6,1410,68 95,7611,04 0.1810.10 0,1010,09
1155 36,6716,66 6,1110,34 94,8711,55 0.000.10  0,0010,05
1540 30,0016,66 6,1611,13 96,5410,48 0.2010.05  0,1010,05
3080 20,0016,67* 4,2510,96 95,3212,08 0.1010.05 0,0010,00

Medianas seguidas de asterisco (*) na coluna, para cada composto avaliado, apresentam diferenca estatistica
quando comparadas com o controle negativo (p<0,05). CN — controle negativo; CV - controle veiculo.

3.3. Avaliacao da genotoxicidade em O. niloticus
No teste de micronicleo e alteracdes morfoldgicas nucleares e ensaio do cometa nenhum
dos trés produtos avaliados no estudo (LCCt, LCCtSNa e Emulsdo) apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) dos seus respectivos controles negativos (DMSO 1% e agua desclorada)
(Tabela 3).
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Tabela 3. Mediana e desvio interquartilico do indice de micronicleo (MN), indice de genotoxicidade (1G), DNA
presente na cauda (PD) e tamanho da cauda (TC) utilizados para avaliacdo da genotoxicidade em Oreochromis
niloticus expostos ao LCCt, LCCtSNa e Emulséo.

Composto Tratamentos AlteracGes Cromossdmicas Degradacédo do DNA
(mg/L) MN IG PC (%) TC (um)
CN! 0,0010,00 1,7911,66 38,5311,91 18,3710,44*
CP 0,0310,00* 6,8610,61* 59,9514,81* 45,2211,23*
LCCt 6,36 0,0010,00 1,2610,17 33,1910,73 15,6511,07
12,73 0,0010,00 2,8910,67 33,7810,17 22,1511,27
19,09 0,0010,00 2,8211,49 37,0212,51 22,5211,32
CN? 0,0010,00 1,8010,37 34,4511,57 10,6710,52
CP 0,0310,00* 6,8610,61* 59,9514,81* 45,2211,23*
LCCtSNa 62,53 0,0010,00 2,5010,67 48,8012,45 18,7511,45
125,06 0,0010,00 1,9710,27 49,5110,66 17,6910,86
187,59 0,0010,00 3,0510,38 40,5510,98 18,2511,85
CN! 0,0010,00 1,7911,66 38,5311,91 18,3710,44
CP 0,0310,00* 6,8610,61* 59,9514,81%* 45,22/1,23*
Emulsao 10,36 0,0010,01 1,8610,23 36,5314,06 20,0412,46
20,72 0,0010,01 2,1810,03 27,2310,79 19,8111,02
31,08 0,0010,00 2,1510,10 27,2713,91 16,1412,17

Medianas seguidas de asterisco (*) na coluna, para cada composto avaliado, apresentam diferenca estatistica quando
comparadas com o controle negativo (p<0,05). CN! — controle negativo (DMSO 1%); CN2 — Controle negativo (gua
desclorada); CP — controle positivo

3.4. Salmonella/microsoma assay

Os produtos LCCt, LCCtSNa e Emulséo ndo apresentaram potencial mutagénico nas
condi¢bes avaliadas (Tabela 4), uma vez que as doses ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (p<0,05), RM>2 e uma relacdo de dose-resposta positiva. Porém, as linhagens TA97a,
TA100, TA102 e TA1535 quando tratadas com as concentracdes 20, 200 e 2000 mg/placa de LCCt
indicaram citotoxicidade (RM<0,7) devido o numero de coldnias revertentes induzidas ser inferior
ao apresentado pelo controle negativo. No entanto, a linhagem TA98 apresentou citotoxicidade na
dose de 2 mg/placa, deste modo foram testadas as concentracdes de 0,5 e 1 mg/placa, sendo que
neste caso o LCCt ndo apresentou citotoxicidade (Tabela 4).

Para o LCCtSNa foi evidenciada citotoxicidade nas linhagens TA100 e TA1535 nas
concentracdes de 200 e 2000 mg/placa. As linhagens TA97a, TA98 e TA102 também foram
tratadas com doses menores, 0,5 e 1 mg/placa, para se obter doses sem perfil de citotoxicidade para
0 LCCtSNa (Tabela 4).

Para a Emulsdo na auséncia do sistema de metabolizacdo exdgena, a Emulséo
(LCCt+LCCtSNa) apresentou potencial citotoxico para a linhagem TA97a nas concentragdes de
200 e 2000 mg/placa e para a linhagem TA100 na concentracdo de 2000 mg/placa. Na presenca da
fracdo S9 também foi evidenciado potencial citotdxico nas maiores concentrac@es para as linhagens
TA97a (200 e 2000 mg/placa) e TA1535.
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Tabela 4. Atividade mutagénica expressa pela média de revertentes/placa e desvio padrdo para linhagens TA97a, TA98, TA100, TA102 e TA1535 de
Salmonella Typhimurium para LCCt, LCCtSNa e a Emulséo na auséncia (-S9) e presenca (+S9) de ativacdo metabdlica.

Concentrac0es

TA97a TA98

TA100

TA102

TA1535

Produtos (mg/placa)

-S9 +S9 -S9 +S9

-S9 +S9 -S9

+S9

-S9

+S9

0,5

NT NT

NT NT NT

NT

NT

NT

1

NT NT

NT NT NT

NT

NT

NT

2

LCCt 20

200

2000

0,5

NT NT

NT

NT

1

NT NT

NT

NT

2

LCCtSNa 20

200

2000

1

2

EMULSAO 20

200

2000

mg/placa- miligramas/placa; NT- N&o Testadas.

Legenda: Citotoxico (RM<0,7)[____]

Negativo (RM<0,2) ]
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4. DISCUSSAO

O LCCt foi o composto mais toxico para todos 0s organismos avaliados nesse estudo,
quando este foi sulfonado dando origem ao LCCtSNa ocorreu a diminui¢do da sua toxicidade. Essa
diminuicdo da toxicidade pode estar diretamente relacionada com a alteracdo/reducdo das
insaturacdes da cauda apolar que o LCCt possui, o que facilitava a permeabilizacdo na membrana
celular induzindo a toxicidade (Lomonaco et al. 2009; Paiva et al. 2017). A Emulséo apresentou
efeito antagonico de toxicidade (Costa et al. 2008), uma vez que a soma das UT dos produtos
isolados (LCCt e LCCtSNa), para os trés organismos avaliados, sdo maiores que a toxicidade da
mistura (Emulséo).

Devido a sua multifuncionalidade (surfactante e atividade bioldgica) a Emulsdo foi
proposta por Jorge et al. 2019 como a melhor alternativa para o combate do A. aegypti e ndo seus
constituintes isolados (LCCt e LCCtSNa). Dentre os larvicidas comercializados, destacam-se o
Diflubenzuron (Grupo Benzoiluréias), Piriproxifem (Gupo Eter Piridiloxipropilico) e Temefos
(Grupo Organofosforado) que sdo recomendados pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) para
combate de mosquitos vetores, como o A. aegypti (WHO, 2012). De acordo com os resultados foi
observado que a Emulsdo apresentou CI50-72 h de 2,10 mg/L para a espécie de alga verde P.
subcaptata. Na literatura sdo escassos estudos que avaliam a toxicidade de larvicidas
comercializados em espécies de algas. Entretanto, no estudo realizado por Jonsson et al. (2015) com
P. subcaptata foi observada CI150-168 h de 58,90 mg/L para a forma comercial do larvicida
Diflubenzuron (Dimilin®), que é composto por 25% de principio ativo e 75% de excipientes
inertes. Porém, mesmo com o valor da CI50 do Diflubenzuron (Dimilin®) sendo maior que a
observada para a Emulséo, ndo é possivel afirmar que o larvicida recomendado pela OMS é menos
toxico, uma vez que as condices experimentais dos estudos apresentam diferencas metodoldgicas.

O organismo mais sensivel para a Emulsdo foi D. similis com CE50-48 h de 1,05 mg/L,
apresentando menor toxicidade que o Piriproxifem (Vieira Santos et al. 2017), Temef6s e
Diflubenzuron (Abe et al. 2014), ambos estudos utilizaram Daphnia magna como organismo teste.
Dessa maneira, a Emulsao pode ser considerada menos toxica para espécies do género Daphnia que
os larvicidas recomendados pela OMS.

Os peixes foram os organismos menos sensiveis do estudo, para a Emulsao foi observada
CL50-96 h 41,44 mg/L, sendo classificado como agudo 111 de acordo com a OECD ENV/JIM/MONO
6 (2001). Quando comparada com estudos presentes na literatura, utilizando diferentes espécies de
peixes, a Emulsdo apresenta menor toxicidade que larvicidas comercializados, como por exemplo,
do grupo Benzoiluréias, que agem como inibidores da sintese de quitina (Medeiros et al. 2013;

Souza et al. 2011); Organofosforado, que atuam inibindo a Acetilcolinesterase (AChE) (Zhang et al.
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2010; Singh et al. 2018); e Eter Piridiloxipropilico, que possuem como mecanismo de acio a
inibicdo do desenvolvimento de caracteristicas adultas (Caixeta et al. 2016). Os larvicidas Temefos
e Diflubenzuron apresentaram CL50-48 h de 7,11 e 10,04 mg/L, respectivamente, para O. niloticus
(Abe et al. 2019) sendo classificados como agudo 11, podendo ser considerados mais toxicos quando
comparados com a Emulsdo para mesma especie de peixe. Nesse mesmo trabalho também foi
avaliada a toxicidade aguda desses larvicidas para a espécie Hyphessobrycon eques, obtendo
valores de CL50-48 h 7,30 mg/L para Temefds e 10,91 mg/L para Diflubenzuron, apresentando
valores aproximados de toxicidade aguda para ambas as espécies de peixes analisadas, indicando
assim que a Emulséo apresenta menor toxicidade que os larvicidas recomendado pela OMS.

Na avaliacdo da fitotoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade em A. cepa foi observado
que o composto LCCt, para os parametros IG e IM, apresentou diferenca significativa (p<0,05) com
CN a partir da concentracdo de 220 mg/L, esses resultados corroboram com os de Leite et al. (2015)
que observaram, em bulbos de A. cepa, que ndo houve fitotoxicidade e citotoxicidade na maior
concentragédo avaliada de 69,5 mg/L. O LCCtSNa ndo apresentou fitotoxicidade em nenhuma das
concentracgdes, esse fato pode ser explicado pelo processo de sulfonacdo, que também diminuiu a
toxicidade para os outros organismos avaliados no presente estudo. A Emulsdo apresentou efeito
fitotoxico apenas na maior concentracdo (3080 mg/L, sendo 440 mg/L de LCCt e 2640 mg/L de
LCCtSNa) para o parametro IG, haja vista que a Emulsdo (1:6) é composta na proporcao de 1 parte
de LCCt para 6 partes de LCCtSNa, foi observado um efeito antagénico uma vez que o LCCt
isolado apresenta fitotoxicidade e citotoxicidade em concentracdes a partir de 220 mg/L.

Na avaliacdo da genotoxicidade em A. cepa os produtos LCCt, LCCtSNa e Emulsdo nédo
apresentaram efeito genotdxico, para os para os parametros IAC e IMT, em nenhuma das
concentracdes avaliadas. No estudo realizado por Karaismailoglu (2016) que também avaliou
células meristematicas de A. cepa observou-se que o larvicida Piriproxifem apresenta efeitos
genotoxicos para o IAC a partir da concentracdo de 0,25 mg/L em 36 h de exposicdo e parao IMT a
partir de 0,5 mg/L em 12 h de exposi¢do. Dessa maneira, a proposta de utilizar a Emulsdo como
uma alternativa larvicida para o combate do vetor A. aegypti apresenta-se mais segura nesse
organismo modelo.

O LCCt, LCCtSNa e a Emulsdo ndo apresentaram genotoxicidade em eritrocitos de O.
niloticus para os pardmetros de alteracdes nucleares e degradacdo do DNA em nenhuma das
concentragdes testadas. Dessa maneira, a Emulsdo proposta como larvicida € segura quando
comparado com o larvicida comercial Diflubenzuron (Dimilin®) que em trabalho realizado por
Benze et al. (2014) observaram genotoxicidade para a espécie Prochilodus lineatus na concentracéo
de 0,12 mg/L em analise de alteracdes nucleares e de 0,25 mg/L para o MN. J& em estudos

realizados por Maharajan et al., 2018 utilizando outro larvicida recomendado pela OMS
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(Piriproxifen), observaram efeito genotoxico pelo ensaio do cometa em embrides de Danio rerio
com 96 hpf (horas pos fecundagéo).

O ensaio Salmonella/microssoma é um dos testes mais utilizados na detec¢do do potencial
mutagénico de novos produtos em virtude da sua sensibilidade e poder preditivo em relacéo a testes
de carcinogenicidade em roedores, e por isso tem sido considerado o padrdo ouro da Genética
Toxicoldgica para avaliar mutagenos quimicos (Escobar et al. 2013). Neste sentido, verificamos que
por essa técnica, nenhum dos trés produtos avaliados (LCCt, LCCtSNa e Emulsdo) apresentaram
potencial mutagénico nas linhagens avaliadas. Resultados similares a esses foram descritos por
Aiub et al. (2002) que ndo observaram potencial mutagénico para o larvicida temefos nas mesmas
linhagens (TA97a, TA98, TA100, TA102 e TA1535) do nosso estudo. Porém, para as linhagens
TA9BNR, TA1535, YG7104 e YG7108 de S. Typhimurium o temefos foi mutagénico em

concentracdes semelhantes as aplicadas nos reservatorios de agua para o combate de A. aegypti.
5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que apesar da
Emulséo ter mostrado toxicidade para organismos nédo alvo P. subcaptata, D. similis, O. nilotucus e
A. cepa em concentracdes abaixo da CL50 obtida para o efeito larvicida, é pouco provavel que
sejam encontradas concentracfes tdxicas deste produto no meio ambiente devido a sua disperséo,
diluicdo e degradacdo ambiental. Além disso, a Emulsdo pode ser considerada menos toxica que 0S
demais larvicidas recomendados pela OMS nas espécies avaliadas.

Outra caracteristica positiva do uso da Emulsdo como larvicida é que a mesma nao
apresentou atividade genotoxica (A. cepa e O. nilotucus) e/ou mutagénica (Salmonella microssoma)
para 0s organismos testados. Esses dados sdo imprenscidiveis para que esse novo produto possa ser
registrado e utilizado no Brasil. Dessa maneira, a Emulsdo ¢ um produto eficaz no controle das
larvas e apresenta multifuncionalidade, podendo ser considerada uma nova estratégia para controle

de vetores como o A. aegypti.
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