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Avaliacao Ecotoxicogenética do Tensoativo do Liquido da Casca da Castanha do Caju
(TaLCC-20) proposto como larvicida para controle do Aedes aegypti

Milena Perez de Melo (milenabiol6@gmail.com.
! Universidade Federal da Grande Dourados, Faculdade de Ciéncias Bioldgicas, MS, Brasil.

Resumo

Febre amarela, dengue, chikungunya e zika sdo doencgas transmitidas por mosquitos, como
0 Aedes aegypti. O produto com propriedade tensoativa composto pelo Liquido da Casca da
Castanha do Caju e 6leo de mamona (TaLCC-20) tem um efeito larvicida comprovado para
Ae. aegypti na concentracdo de 5 mg/L. No entanto, além de provar sua eficiéncia, é
necessario avaliar a seguranca ambiental do produto. Nesse contexto, o objetivo foi avaliar
0 potencial ecotoxicoldgico e genotoxico do TaLCC-20 usando organismos de diferentes
niveis troficos. A espécie Pseudokirchneriella subcapitata apresentou uma CI50-72h de
0,0013 mg/L, sendo classificada como categoria de risco nivel Agudo I, a toxicidade para
D. similis foi classificada como categoria de risco Agudo Il apresentando uma EC50-48h de
2,00 mg/L, e para O. niloticus, CL50-96h de 15,69 mg/L categoria nivel Agudo IIl. O
TaLCC-20 apresentou efeito genotoxico para ambas as metodologias aplicadas (teste de
micronucleo/alteracGes nucleares e ensaio do cometa) apenas na maior concentracdo (7,5
mg/L). Baseado nesses resultados comprovamos baixa toxicidade para os trés organismos
estudados em comparacao ao larvicidas recomendados pela OMS, auséncia de micronicleo
e genotoxicidade em concentracdo inferior a de uso, além de apresentar eficiente toxicidade
ao mosquito Ae. aegypti e consequentemente menor dano ao meio ambiente.

Palavras-chave: seguridade ambiental, microndcleo, ecotoxicologia, ensaio do cometa,
6leo de mamona.

Abstract

Yellow fever, dengue fever, chikungunya and zika are mosquito-borne diseases such as
Aedes aegypti. The surfactant product composed of Cashew Nut Shell Liquid with castor
oil (TaLCC-20) has a proven larvicidal effect for Ae. aegypti at a concentration of 5 mg/L.
However, in addition to proving its efficiency, it is necessary to evaluate the environmental
safety of the product. In this context, the objective was to evaluate the ecotoxicological and
genotoxic potential of TaLCC-20 using organisms of different trophic levels. The species
Pseudokirchneriella subcapitata had an 1C50-72h of 0.0013 mg/L and was classified as an
acute level risk category I. Toxicity to D. similis was classified as an acute category Il
presenting an EC50-48h of 2.00. mg/L, and for O. niloticus LC50-96h of 15.69 mg/L acute
level category Ill. TaLCC-20 showed genotoxic effect for both applied methodologies
(micronucleus/nuclear alteration test and comet assay) only at the highest concentration
(7.5 mg/L). Based on these results we found low toxicity for the three organisms studied
compared to WHO recommended larvicides, absence of micronucleus and genotoxicity in
lower concentration than the one in use, besides presenting efficient toxicity to Ae aegypti
mosquito and consequently less damage to the environment.

Keywords: environmental safety, micronucleus, ecotoxicology, comet assay, castor oil.



Introducgéo

O mosquito Aedes aegypti (Culicidae) apresenta impacto sobre a salde humana, e
recebe atencdo a nivel mundial, uma vez que essa espécie é o principal vetor de doencas
virais, como a febre amarela, dengue, chikungunya e zika (Custddio et al. 2019). A alta
incidéncia desse vetor ocorre principalmente na area urbana devido ao crescente processo
de urbanizacdo, bem como as condi¢bes climéaticas e sociais, favorecendo sua répida
disseminacdo (Busato et al. 2014). O Ae. aegypti ¢ endémico em mais de 100 paises
acometendo cerca de 50 a 100 milhdes de pessoas em todo o0 mundo anualmente (WHO,
2005).

O controle quimico é a principal estratégia utilizada para o combate deste vetor,
baseando-se na aplicacdo de inseticidas e larvicidas. Apesar do controle quimico ser
eficiente por apresentar potencial toxico para 0s mosquitos, 0 uso constante destes produtos
ocasiona resisténcia do inseto (Ricoldi, Figueiredo e Desidério, 2018; Harburguer et al.
2018) necessitando assim de uma maior concentracdo para chegar ao efeito esperado, que
consequentemente, provoca aumento da poluicdo ambiental que pode acarretar maior dano
para organismos nao alvo.

A resisténcia do mosquito, juntamente com a necessidade de buscar medidas de
controle menos ou ndo téxicos ao homem e ao meio ambiente, tem estimulado a busca por
técnicas alternativas para o controle do inseto (Paiva et al. 2017; Igbal et al. 2018).
Diversos estudos tém sido desenvolvidos buscando inseticidas e/ou larvicidas naturais, a
base de principios ativos vegetais que pela complexidade da composi¢do, diminuem o risco
de resisténcia (Pandiyan, Mathew e Munusamy, 2019; Vani et al. 2018; Morejon et al.
2018; Romano et al. 2018) e contribuem para a reducéo do impacto ao meio ambiente.

O Liquido da Casca de Castanha de Caju (LCC) constituido principalmente de
compostos fendlicos (Sookyung et al. 2018) apresenta eficiente atividade larvicida
comprovada em Ae. aegypti (Romano et al. 2018; Akpo et al. 2017). Desta maneira, 0
nosso grupo de pesquisa sintetizou o Tensoativo do Liquido da Casca da Castanha do Caju
(TaLCC-20), um surfactante de sodio resultante da mistura do liquido da casca de castanha
de caju e 6leo de mamona (Beatriz et al. 2015). Esse produto apresenta atividade larvicida e
ndo causa danos genéticos em Camundongos, podendo ser um importante produto a ser
explorado como larvicida para controle do mosquito (Vani et al. 2018).

Devido a auséncia de estudos a respeito da seguridade ambiental desse promissor
larvicida, torna-se relevante a avaliacdo de possiveis efeitos ecotoxicoldgicos e genotdxicos
deste produto em organismos néo alvos de diferentes niveis troficos.

Os estudos de toxicidade sdo utilizados para estimar efeitos adversos de

substancias quimicas sobre os organismos vivos, com a finalidade de identificar os riscos



relacionados a exposicdo de xenobidticos. Entre as técnicas para detectar efeitos
genotoxicos ocasionados pelo aparecimento de lesdes no DNA, o teste de
micronucleo/alteragdes nucleares e o ensaio do cometa sdo frequentemente utilizados, por
serem relativamente simples, confiaveis e sensiveis permitindo uma rapida avaliacdo da
integridade gendmica dos organismos avaliados (Hussain et al. 2018; Zeng et al. 2019;
Brina et al. 2018). Considerando a atividade larvicida comprovada do TaLCC-20, como
uma nova estratégia para o controle do Ae. aegypti, o objetivo desse estudo foi avaliar a
seguridade ambiental utilizando ensaios ecotoxicoldgicos e genotdxicos em organismos

aquaticos de diferentes niveis troficos.
Material e Métodos
Quimico
Para a realizacdo dos ensaios, foi utilizado Tensoativo do Liquido da Casca da

Castanha do Caju (TaLCC-20) resultante da mistura do liquido da casca de castanha de caju

e 6leo de mamona desenvolvido por Beatriz et al. (2015).
Ensaios Ecotoxicogenéticos

Toxicidade cronica em Pseudokirchneriella subcapitata

Os ensaios foram realizados com a alga P. subcapitata de acordo com as NBR
12648 (ABNT, 2011) e OECD 201 (2011). As pre-culturas foram preparadas pela
inoculacdo de 100 mL de meio oligo esterilizado em Erlenmeyers de 150 mL contendo
algas por 72 h para obtencdo de um pré in6culo.

A toxicidade foi avaliada pela inibicdo do crescimento da biomassa algacea
determinados pela exposicdo de células de algas, em fase exponencial de crescimento,
numa concentragdo inicial de 1x10° células/mL. O TalLCC-20 foi avaliado nas
concentragdes de 0,00005; 0,0005; 0,005; 0,01 e 0,05 mg/L, como controle negativo (CN)
foi utilizada agua deionizada autoclavada. Os testes foram realizados sob condigdes
controladas, luminosidade a 4500 lux, temperatura a 252 °C e agita¢cdo a 160 rpm por um
periodo de 72 h. A biomassa foi calculada utilizando os dados de contagem realizado em
camara de Neubauer. Os resultados foram expressos em concentragdo de inibicdo 50%
(C150-72 h), que corresponde a concentracdo que causa 50% de inibi¢cdo no crescimento

das algas com relagéo ao controle.
Toxicidade aguda em Daphnia similis

O cultivo de D. similis foi realizado em meio MS (ABNT NBR 12.713, 2016a e
OECD 202, 2004), em condicdes de dureza 40 a 48 mg CaCO3/L, condutividade 200+20

uS/cm, temperatura a 20£2 °C, fotoperiodo de 16:8 h claro/escuro e pH entre 7,0 a 7,6.



Os testes de toxicidade aguda em D. similis, foram realizados de acordo com NBR
12.713 (ABNT, 2016) e OECD 202 (2004) foram realizados em quadruplicata. Em cada
réplica foram utilizados cinco neonatos (n=20) de até 24 h de idade. Os ensaios foram
realizados em tubos de 10 mL contendo as respectivas diluicdes de TaLCC-20 (0,40, 0,80,
1,50, 3,00 e 6,00 mg/L) e controle negativo (meio MS), 0s organismos permaneceram sem
alimentacdo e aeracéo e sob as mesmas condicGes de fotoperiodo e temperatura do cultivo.
A imobilizacdo foi determinada visualmente apds 48h de exposicdo para realizagdo do
calculo da CE50-48h.

Ensaio com Oreochromis niloticus

Os peixes, foram aclimatados durante sete dias em aquérios individuais com
capacidade de 10 L, mantidos sob condicOes ideais de temperatura 26+2 °C, oxigénio
dissolvido 7,5+0,5 mg/L™%, pH 7,5+0,2 e fotoperiodo de 12:12 h claro/escuro, alimentados

diariamente duas vezes ao dia com ragdo comercial granulada com 28% de proteina bruta
(Laguna®, Lote 05EX180067109).

Toxicidade Aguda

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados de acordo com ABNT NBR
15088 (2016b) e OECD 203 (1992). Apds o periodo de aclimatacdo, juvenis de O. niloticus
(peso médio de 1,1+0,59 g) foram distribuidos em aquarios e expostos a diferentes
concentragdes de TaLCC-20 (10, 12,5, 15, 18, 25 mg/L) e ao CN (4gua) por um periodo de
96 h. O experimento foi realizado em triplicata sendo 5 peixes por aquario (n=15). A
mortalidade observada foi utilizada para o calculo da Concentracdo Letal média para 50%
dos organismos expostos (CL50-96h).

Genotoxicidade

Para a realizacdo do teste de genotoxicidade, os peixes (n=6 por tratamento) foram
expostos ao TaLCC-20 nas concentracgdes de 1,5, 3,8 e 7,5 mg/L que correspondem a 10;
25 e 50% da CL50-96h definidas anteriormente no teste de toxicidade aguda, e os controles
negativo (agua) e positivo (Ciclofosfamida - 40 mg/kg). Apds o periodo de exposicdo de 72
h os animais foram anestesiados para coleta de sangue através do corte da nadadeira caudal
destinada ao teste de micronucleo/alteracfes nucleares e ensaio do cometa.

Teste de micronucleos/alteragdes nucleares

O ensaio foi realizado seguindo a metodologia utilizada por Schmid (1975)
Sangue periférico de 6 peixes, por tratamento, foi coletado e utilizado para confec¢do das
laminas (triplicata) utilizando a técnica do esfregago. Posteriormente, as laminas foram

secas, fixadas em etanol PA e coradas com Pandtico rapido (NEWPROV). Foram



analisados 1000 eritrdcitos por lamina, totalizando 3000 células por tratamento, para
determinacdo das frequéncias de células com micronucleos (MCN) e alteracBes nucleares
(AN).

Ensaio cometa

O ensaio do cometa foi realizado seguindo a metodologia utilizada por Ventura
(2004). Foram coletados 6 pL de sangue por puncdo branquial e diluidos em 200 pL de
solugdo Tampédo PBS (tampdo fosfato salina). As laminas foram confeccionadas em
triplicata para cada peixe utilizando 20 pL de suspensao celular em 120 pL de agarose de
baixo ponto de fusdo 0,5% (v/v) a 37 °C. Posteriormente as laminas foram lisadas (1 mL
Triton-X+10 mL DMSO+89 mL de solucdo lise estoque: NaCl PM 58,44; EDTA-Titriplex
PM 372,24; Tris PM 157,59 E 445 mL de agua ultrapura) por 2 h e desnaturadas (NaOH
0,3 mol L e EDTA 0,001 mol L (pH>13) por 20 minutos. Depois foram submetidas a
eletroforese a 25 V, 300 mA, por 20 min. As laminas foram neutralizadas com Tris 0,4 mol
L, fixadas em etanol PA e armazenadas a 4°C até 0 momento das contagens.

As laminas foram coradas com brometo de etideo (1,6 mg/mL) e 100 nucle6ides
por lamina foram observados em microscopio de fluorescéncia (LABMED, Lx 400) na
objetiva de 40x, posteriormente fotografados e analisados no programa LUCIA comet assay
(LIM, Prague, CZ, v.7.02.00) utilizando os seguintes parametros, tamanho da cauda e
porcentagem de DNA na cauda.

Analise de dados

Para analise de toxicidade, o software ICP (Norberg-king, 1993) foi utilizado para
calcular a CI50 e 0 método estatistico Trimmed Spearman-Karber através do software
JSPEAR para CE/CL50. Para a classificagdo da categoria de risco do TaLCC-20, utilizou-
se a normativa OECD ENV/JM/MONO (2001) na qual é possivel a classificacdo do nivel
de toxicidade de produtos quimicos e/ou misturas. Para o presente estudo utilizou-se a
classificacdo de misturas como “perigosos para os organismos aquaticos” especificada em
categorias de agudas | a 111, na qual | é a categoria de toxicidade mais alta, a classificagdo é
definida com base nos valores de toxicidade aguda (C150, CE50 e CL50). De acordo com
Costa et al. (2008) quanto menor os valores numericos da toxicidade maior é o efeito toxico
de um composto. E para representar esses resultados de forma direta com a toxicidade
realizou-se a conversdo dos valores (CI50, CE50 e CL50) em unidades toxicas (UT), de

acordo com a formula:

100

ur =
Valor de Toxicidade (CIIEIL50)

Portanto, quanto maior o valor de UT, maior sera a toxicidade da amostra.



Para comparacdo do ensaio genotoxicidade através do teste de micronUcleo/alteraces
nucleares e ensaio do cometa foram aplicados uma analise de variancia ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com posteori de Dunn (p<0,05), utilizando a plataforma R (R Core Team,
2019).

Resultados
Toxicidade aguda em P. subcapitata, D. similis e O. niloticus

Para P. subcapitata a concentracdo de 0,05 mg/L apresentou uma reducédo de 96,3
% do crescimento algacea em comparagdo ao CN, valor este muito superior as demais, na
qual apresentaram uma variacdo de 32,4 a 61,3% (0,00005 - 0,01 mg/L) de inibicdo do
crescimento. J& para D. similis as concentra¢Ges de 0,80 e 1,50 mg/L apresentaram 36% de
mortalidade e na maior concentragcdo (6,0 mg/L) foi observada 100% de morte. Para O.

niloticus so6 foi constatado morte a partir da concentracdo de 15 mg/L (Tabela 1).

Tabela 1. Toxicidade de TaLCC-20 em P. subcapitata, D. similis e O. niloticus expressa pela
média de mortalidade e inibi¢do do crescimento.

P. subcapitata D. similis O. niloticus
Tratamento a?ggigg??gtﬁ) Tratamento Moagliho;ade Tratamento Mogglihc;ade
CN 405 CN 0/20 CN 0/15

0,00005 274 0,40 2120 10 0/15
0,0005 204 0,80 7120 12,5 0/15
0,005 194 1,50 7120 15 7/15

0,01 157 3,0 9/20 18 13/15
0,05 15 6,0 20/20 25 15/15

A espécie P. subcapitata apresentou uma CI50-72h de 0,0013 mg/L (Tabela 2),
sendo classificada como categoria de risco nivel Agudo I (<1 mg/L), a toxicidade em D.
similis foi classificada como categoria de risco Agudo Il (>1<10 mg/L) apresentando uma
EC50-48h de 2,00 mg/L, e para O. niloticus, CL50-96h de 15,69 mg/L categoria nivel
Agudo Il (>10<100 mg/L).



Tabela 2. Pardmetros ecotoxicoldgicos e intervalos de confianca - concentragdo inibitoria
(IC), concentragéo efetiva (CE) concentracdo letal (CL) obtidos a partir de testes agudos
apos a exposicdo de TaLCC-20 nas espécies, P. subcapitata, D. similis e O. niloticus.

Taxon Espécie Endpoint Z)?g:)[:s)?ggs TaLCC-20 mg/L
Alga P. subcapitata Clso 72h 0,0013 (0,0003 - 0,0085)
Crustaceo D. similis CEso 48h 2,00 (1,53 - 2,63)
Peixe O. niloticus CLso 96h 15,69 (14,62 - 16,84)

De acordo com os resultados obtidos pela unidade tdxica (UT) o TaLCC-20 é mais
toxico para P. subcapitata do que para os outros organismos, atingindo um UT de 76,9,

seguido por D. similis com 50 e O. niloticus com 6,37 (Figura 1).
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Figura 1. Toxicidade de TaLCC-20 em P. subcapitata, D. similis e O. niloticus expresso
em unidades toxicas (UT).

Ensaio de genotoxicidade em O. niloticus

O TaLCC-20 apresentou efeito genotdxico para ambas as metodologias aplicadas
(teste de microndcleo/alteracbes nucleares e ensaio do cometa) apenas na maior
concentragdo (7,5 mg/L). Observou-se diferenca significativa com o CN para as alteragdes
cromossOmicas brotamento nuclear (p=0,03) e invaginagdo nuclear (p=0,007), bem como
para o indice de genotoxicidade (p=0,005) (Tabela 3). Para os dados de degradacdo do
DNA em celulas sanguineas de O. niloticus, houve aumento significativo em comparacao
ao CN na porcentagem de DNA (p=0,02) e no tamanho da cauda (p=0.0008) (Tabela 3).



Tabela 3. Mediana e desvio interquartilico das alteracdes nucleares e degradacdo do DNA em
eritrécitos de O.niloticus apds exposicdo ao TaLCC-20.

Alteracdes Cromossdmicas Degradacgdo do DNA
Tratamento

(mg/L) BN IN IG MCN Porcentagem Tamanho da
de DNA Cauda (um)

CN 0,02|0,00  1,11j0,16 1,130,147 0,00 0,01 22,0012,19 37,64/3,35

CP 0,13|0,07* 1,47)0,09* 1,61|0,11* 0,03|0,00* | 43,14]4,20* 57,50|4,06*

1.5 0,00/0,01  1,35|0,16 1,36/0,15 0,01/0,00 22,12|1,58 41,60)0,69

4.0 0,01j0,01  1,32/0,11 1,35/0,10 0,00/0,00 21,80/1,86 42,21]1,88

7.5 0,10/0,03* 1,58|0,28*  1,69|0,28*  0,00]0,00 25,80)0,81* 45,51)2,18*

BN: Brotamento nuclear; IN: Invaginacdo nuclear; IG: Indice de genotoxicidade; MCN: Micronucleo.
* Indica diferenca significativa quando comparado com o controle negativo

Discussao

O organismo mais sensivel foi P. subcapitata (Tabela 2) esse produto foi
considerado toxico (C150-72h 0,0013 mg/L) classificado como agudo | (toxicidade mais
elevada). Essa alta toxicidade pode estar relacionada com a turbidez presente nos
tratamentos, ocasionada pela coloracdo escura que pode ter dificultado a passagem de luz,
interferindo assim no crescimento algaceo. Existem poucas informagGes disponiveis na
literatura sobre pesquisas que avaliem a toxicidade de larvicidas utilizando como
organismo-teste as algas, demonstrando assim a importancia de estudos como esse que
avaliam a seguridade de novos potenciais larvicidas em diferentes niveis troficos.

O ensaio com D. similis (CE50-48h 2,00 mg/L) apresentou menor toxicidade que
outros larvicidas recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (MS, 2014a) (Abe et
al. 2014; De Souza et al. 2011; Brock et al. 2006; Duchet et al. 2011). Trabalhos realizados
por Jonsson et al. (2015) e Medeiros et al. (2013) utilizando o larvicida Diflubenzuron
(DFB) em D. magna apresentaram toxicidade superior ao TaLCC-20 com CE50-48h de
0,00097 mg/L e 0,00056 mg/L, respectivamente. Outro larvicida recomendado pela OMS
(2012), o Piriproxifeno (PPF) também apresenta maior toxicidade (CE50-48h de 0,00025
mg/L) em estudos realizados por Vieira Santos et al. (2017) utilizando microcrustaceo D.
magna.

O organismo menos sensivel foi O. niloticus apresentando CL50-96h de 15,69
mg/L, estudos realizados por Abe et al. (2019) com alevinos da mesma espécie relatam que
o DFB foi mais toxico que o TaLCC-20 apresentando CL50-96h de 10 mg/L, e na
concentragdo de 3 mg/L observaram alteracbes no tecido branquial, como quebra do
sistema celular epitelial, edemas nas células epiteliais e congestdo sanguinea (aneurisma)
nas lamelas. Dzieciolowska et al. (2017) mostram que o PPF na dose de 1 mg/L diminuiu
aproximadamente 50% na taxa de sobrevivéncia de embrides do peixe Zebra (Danio rerio)

em 4 dias e letalidade total apds 7 dias de exposicao.



No ensaio de genotoxicidade ndo foi observado presenca de microndcleo na
espécie O. niloticus, indicando que o TaLCC-20 ndo ocasiona efeitos aneugénicos ou
clastogénicos durante a divisdo celular. Resultados similares a esse também foram relatados
por Vani et al. (2018) que nao observaram micronucleo em fetos de camundongos apos o
periodo do tratamento gestacional, no qual, fémeas prenhas receberam TaLCC-20 via oral
(5 mg/kg) em todos os dias de gestacdo. Testes realizados com DFB em camundongos nas
doses a partir de 0,3 mg/kg via oral por 72h (De Barros et al. 2013) demonstraram presenca
de micronucleo.

Para as alteracbes nucleares e dano no DNA, o TaLCC-20 apresentou
genotoxicidade apenas na maior concentracdo (7,5 mg/L). Estudos realizados por Benze et
al. (2016) evidenciaram alteracdes nucleares em concentracGes inferiores ao nosso estudo
(0,5; 1,0 e 2,0 mg/L) em peixes da espécie P. lineatus expostos a DFB por um periodo de
14 dias. E Maharajan et al. (2018) encontrou danos significativos no DNA em embrifes de
peixe-zebra (Danio rerio) exposto a PPF também em concentracédo inferior (1,66 mg/L) que
nosso estudo. Portanto, com os dados obtidos na literatura, os larvicidas quimicos
recomendados pela OMS apresentaram uma maior genotoxicidade que TaLCC-20.

O PPF ¢ geralmente usado no tratamento da agua potavel contra 0 mosquito Ae.
aegypti em uma concentracao final méxima de 0,05 mg/L, e o DFB variando de 0,02 a 0,25
mg/L conforme recomendado pela Organiza¢do Mundial da Satude (OMS) (MS, 2014b). De
acordo com a literatura ambos os larvicidas (PPF e DFB), constataram toxicidade e
genotoxicidade superiores aos resultados obtidos com TalLCC-20. Além disso esses
larvicidas ocasionam resisténcia aos insetos (Bellinato et al. 2016; Andrighetti et al. 2008;
Su et al. 2019).

De acordo com Vani et al. (2018) o TaLCC-20 causa 100% de toxicidade nas
larvas de Ae. aegypti em cerca de trés horas na dose de 5 mg/L. Neste contexto os
resultados obtidos no presente estudo, comprovam baixa toxicidade para os trés organismos
estudados em comparacao ao larvicidas recomendados pela OMS, auséncia de micronicleo
e genotoxicidade em concentracédo inferior a de uso, além de apresentar eficiente toxicidade

ao mosquito Ae. aegypti e consequentemente menor dano ao meio ambiente.
Concluséo

O TaLCC-20 apresentou toxicidade para os organismos P. subcapitata e D. similis
em concentracdes inferiores & recomendada para uso como larvicida (5 mg/L). Para O.
niloticus, o produto apresentou toxicidade em concentragdo 3x maior que a utilizada como
larvicida. Porém, devido a genotoxicidade observada no teste de microndcleo e ensaio do
cometa, podemos concluir que o produto ndo apresenta seguranca ambiental na formulacédo

atual, sendo assim torna-se necessaria a realizacdo de modificagdes quimicas no produto



buscando a diminuicdo da genotoxicidade, para que desta forma o mesmo possa ser
utilizado como larvicida natural para controle de vetores responsaveis pela transmissdo da

dengue, zika, febre amarela e chikungunya.
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