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RESUMO

Dengue, zika, chikungunya e febre amarela urbana s&o arboviroses que
assolam a sociedade, tendo como vetor em comum, 0 mosquito Aedes aegypti. O
controle dessas doencgas € baseado no combate direto ao vetor, com a utilizacao, na
maioria das vezes, de inseticidas quimicos. No entanto, ao longo dos anos, 0 mosquito
Ae. aegypti comegou a adquirir resisténcia aos inseticidas convencionais fazendo-se
assim, necessario uma prospeccado por novas substancias com caracteristica
inseticida. Na natureza, diversas plantas possuem potenciais substancias pesticidas,
provenientes do metabolismo secundario, que desempenham um papel defensivo da
planta contra pragas. O sisal (Agave sisalana), por exemplo, recentemente foi
atribuido como planta com propriedades inseticidas contra todas as fases do mosquito
Ae. aegypti. Para avaliar a segurancga desse tipo de inseticida, faz-se necessaria a
avaliacdo da sua toxicidade. Desse modo, esse estudo teve como objetivo avaliar o
efeito toxico do extrato liofilizado do sisal em nauplios de Artemia salina e embrides
de Danio rerio. Para avaliacdo da atividade citotoxica, 20 nauplios de Artemia salina e
24 embrides de peixe-zebra foram transferidos para tubos de ensaio e placa de 24
pocos, respectivamente, e expostos a concentracdes de 2,0 mg/mL; 1,0 mg/mL; 0,5
mg/mL; 0,250 mg/mL; 0,125 mg/mL do extrato liofilizado da Agave sisalana. Como
resultado, foi visto que o extrato apresentou efeito letal para a Artemia salina e para
os embrides. Dessa forma, podemos concluir que o extrato da A. sisalana, embora
possua atividade inseticida documentada contra mosquitos Ae. aegypti, deve ter a sua
aplicacdo cautelosa quando a mesma ocorrer em corpos de dgua em que existam
outras espécies nao-alvo, especialmente de peixes e crustaceos, tendo em vista sua
toxicidade para as espécies estudadas.

PALAVRAS-CHAVE: Bioinseticida. Aedes aegypti. Produtos naturais.
Embriotoxicidade. Prevencéo de epidemias.



ABSTRACT

Dengue, zika, chikungunya and urban yellow fever are arboviruses that
devastate the society having the Aedes aegypti mosquito as their common vector.
Control of these diseases is based on the direct combat of the vector with the use of
chemical insecticides. However, over the years, the A. aegypti mosquito has begun to
acquire resistance to conventional insecticides making it necessary to prospect for new
substances with insecticide characteristics. In nature, several plants have potential
pesticide substances, derived from secondary metabolism, which play a defensive role
of the plant against insects. Sisal (Agave sisalana) has recently been attributed as a
plant with insecticidal properties against all phases of the Ae. aegypti mosquito. Thus,
to deduce the safety of this type of insecticide, it is necessary to evaluate its toxicity.
This study aimed to evaluate the insecticidal effect of freeze-dried extract of Agave
sisalana on nauplii of the brine shrimp and embryos of Danio rerio. For cytotoxic
activity evaluation, 20 nauplii of Artemia salina and 24 zebrafish embryos were
transferred to test tubes and plate of 24 wells, respectively, and exposed to
concentrations of 2.0 mg/mL; 1.0 mg/mL; 0.5 mg/mL; 0.250 mg/mL; 0.125 mg/mL of
freeze-dried extract of Agave sisalana. As a result, it was seen that the extract
presented a lethal effect for Artemia salina and embryos. Therefore, we can conclude
that the freeze-dried extract of A. sisalana, although it has documented insecticidal
activity against Ae. aegypti mosquitoes, must have its cautious application when it
occurs in water bodies in which there are other non-target species, especially fish and
crustaceans, in view of its toxicity to the species studied.

KEYWORDS: Bioinsecticide. Aedes aegypti. Natural products. Embryotoxicity.
Epidemic prevention.
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1 INTRODUCAO

Insetos causadores de doencas que afetam a agricultura, pecuaria ou até
mesmo 0 ser humano causam impactos negativos a economia e a saude publica.
Dengue, febre amarela urbana, chikungunya e zika podem ser destacadas como
doencas que tem o mosquito Aedes aegypti como vetor. Através da picada da fémea
do mosquito infectada, durante o processo de repasto sanguineo, 0 mosquito propaga
0 virus na sociedade e, em paralelo, com 0s componentes que constituem o sangue
maturam 0s seus ovos, possibilitando a continuidade do seu ciclo de vida e

perpetuacdo na sociedade.

No Brasil, principalmente na regido do Nordeste, a temperatura elevada
associada ao crescimento desordenado das cidades e a inadequada infraestrutura
urbana permitem a proliferacdo do mosquito Aedes aegypti e, consequentemente, a
reemergéncia dos casos de arboviroses na populacdo. Hoje h& diversas linhas de
pesquisas que buscam combater estas doencas na populagéo por meio do combate
aos patogenos. Entretanto, apesar do desenvolvimento das vacinas e medicacdes que
tem como foco a imunizacdo ou o tratamento da doenca nos humanos, € necessario
buscar e aprimorar novos métodos para o controle do vetor, para que haja a reducao
da propagacdo dos virus transmitidos pelo vetor na sociedade e, em paralelo, a

diminuicao dos gastos publicos referentes as ditas consequéncias.

O controle do Ae. aegypti € uma tarefa complexa, devido aos diferentes
estagios de desenvolvimento das populacbes dos mosquitos (ovo, larva, pupa ou
adulto). No entanto, a pratica do controle vetorial inclui e abrange todas as fases do
desenvolvimento do mosquito, podendo ser remediada a partir da vigilancia, redugéo
da fonte (ou manejo ambiental); controle biolégico, uso da Wolbachia reduzindo na
metade do tempo de vida do mosquito adulto e possibilitando a progénie estéril
(MCMENIMAN et al., 2009; YEAP et al.,, 2011); controle quimico com uso de
inseticidas e repelentes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997) e armadilhas e
manejo da resisténcia a inseticidas (ROSE, 2001).

Além do mais, 0 uso de inseticidas, em associacdo com as campanhas de
educacgéo popular, que fazem alusédo a conscientizagdo do combate aos ambientes
propicios para a proliferagéo do vetor, contribuem para reducdo do nimero de insetos

e consequentemente a uma desaceleragdo da transmissdo dos patdgenos
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relacionados ao Ae. aegypti na sociedade. No entanto, em alguns casos, essas
ferramentas séo erroneamente utilizadas provocando o aparecimento de populacdes
resistentes e ocasionando problemas para o controle de vetores, afetando, direta e
profundamente, a reemergéncia das doencas transmitidas por vetores (BROGDON,;
MCALLISTER, 1998). Logo, nesse contexto, € notdrio que a inovagdo nos metodos
para o combate do vetor € de suma importancia em programa de controle de insetos.

A utilizacdo de produtos naturais traz a possibilidade da inovagdo e
desenvolvimento de tecnologia para controle de insetos. Na natureza, as plantas
produzem naturalmente substancias inseticidas e antimicrobianas como resultados do
seu mecanismo de defesa contra insetos predadores. Em relacdo ao Ae. aegypti,
diversos estudos comprovam a atividade e a potencialidade de extratos naturais para
o combate de larvas ou mosquitos da espécie (CONSOLI et al., 1989; FERNANDES
et al., 2018; FERREIRA et al., 2019). Nunes et al. (2019) evidencia a utilizacdo da
Agave sisalana, popularmente conhecida como sisal, como inseticida eficaz em
diferentes fases de vida do Ae. aegypti.

No entanto, apesar das evidencias cientificas quanto ao potencial inseticida da
A. sisalana contra o Ae. aegypti, ndo existem estudos sobre a toxicidade da planta
contra organismos nao alvo. Logo, este trabalho tem como objetivo realizar os ensaios
toxicolégicos do extrato liofilizado da A. sisalana em embrides de peixe zebra e em
Artemia salina, possibilitando o conhecimento dos efeitos desta substéncia aos

organismos nao-alvos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Vetor

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) pertence a familia Culicidae
(KNIGHT; STONE, 1977), sendo oriundo do Velho Mundo, provavelmente da regiao
etiopica, tendo sido descrito no Egito (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Admite-se que
sua propagacdo pelo mundo comecou entre os séculos XVII ao XIX, através das
embarcacdes mercantes e no Brasil, introduzida, provavelmente, durante o trafico de
escravos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; KYLE; HARRY, 2008).

O Ae. aegypti € vetor de arboviroses, tais como: dengue, Febre amarela urbana
(FAU), Febre Chikungunya e Zika. Soma-se a essas arboviroses as sindromes
congénitas associadas a essas infec¢des, como a microcefalia e sindrome de Guillain-
Barré, associada ao virus Zika. Estas doencas sdo transmitidas através da picada do
mosquito fémea, que pode se alimentar varias vezes em um ciclo gonotrdfico, que é
o periodo que vai de uma ovoposicao a outra (FARJANA; TUNO, 2013).

Os adultos do Ae. aegypti apresentam o térax enegrecido, frequentemente com
a presenca de faixas branco-prateado nas bases dos segmentos tarsais e um desenho
de lira no mesonoto, como representado na Figura 1 (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
OPAS, 1986). Em relacdo a alimentacdo, os machos e fémeas se alimentam de
solucéo que contém acucar ou outras substancias como néctar das plantas como fonte
de nutrientes. No entanto, as fémeas se alimentam também do sangue do hospedeiro,
preferencialmente do sangue humano, por necessitarem das proteinas que nele

constitui para a maturacdo dos ovos.

Figura 1 : Mosquito Ae. aegypti em sua forma adulta.

Fonte: Acervo LAPAVET
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O Ae. aegypti, até seu completo desenvolvimento possui quatro estagios no
seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa e mosquito (Figura 2) (FORATTINI, 1973;
GUIMARAES; TUCCI;BATTESTI, 2001). ApGs o repasto sanguineo, ocorre a postura
dos ovos. As fémeas sdo atraidas por ambientes escuros e sombreados e a
oviposicao nao é feita diretamente na agua, mas em superficies asperas, cerca de 1
a 2 cm acima do nivel da agua (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; ROBERTS; HSI, 1977).
Os ovos, apds completarem o desenvolvimento embrionario, em condi¢gdes favoraveis
de temperatura (x25° C) e umidade (75%), sao capazes de resistir a longos periodos
de dessecacéo, podendo ser prolongada por mais de um ano, chegando até a 450
dias (TAUIL, 2002).

As larvas resultantes dos ovos, sempre aquaticas, apresentam-se aspecto
vermiforme e corpo dividido em cabeca, térax e abdémen. Embora vivam em
ambiente aquatico, as larvas respiram o0 oxigénio do ar, através do seu sifao
respiratorio, necessitando ir periodicamente a superficie da dgua. As larvas possuem
quatro estagios de desenvolvimento (L1, L2, L3 e L4), e a duracdo de cada fase
dependera da temperatura e disponibilidade de alimento. Esta fase € caracterizada
como periodo de alimentacdo e crescimento, alimentando-se de material organico
acumulado nos recipientes do criadouro. Caso haja a alimentacdo e temperatura

adequada, o periodo de ecloséo e pupacéo ndo excede a cinco dias.

Figura 2- Ciclo de vida do Aedes aegypti.
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Fonte adaptada: http://www.ciencias.seed.pr.gov.br
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Em relacédo as pupas, fase posterior ao ultimo estagio larval, € o periodo de
transicdo da fase aquatica para a fase area da vida do Ae. aegypti. As pupas nao se
alimentam e utilizam a energia armazenada durante o estagio larvéaria. Estas ficam na
superficie da 4gua, flutuando, o que facilita a emergéncia do inseto adulto. A pupa tem
formato de virgula e € dividida em cefalotérax e abdémen. A pupa tem um par de tubos
respiratorios ou "trompetas”, que atravessam a agua e permitem a respiracdo. Esta
fase pode durar, geralmente, de dois a trés dia.

A fase adulta representa o estagio de dispersao e reproducdo do inseto. O
corpo do adulto é dividido em cabeca, torax e abdémen. Ha algumas diferencas
morfologicas entre o macho e a fémea, tais como: os machos geralmente sdo menores
que as fémeas, apesar dos palpos maxilares das fémeas serem menores que 0 do
macho; as asas dos machos sdo mais compridas e finas do que as fémeas; a
distribuicdo de pelos nos segmentos do corpo do macho € mais humerosa e longa que
nas fémeas, dessa maneira, as antenas dos machos séo classificadas como
plumosas, ao contrario nas fémeas, com menor numero de pelos, sdo chamadas de
pilosas e os palpos das fémeas sdo menores que a probdscida e dos machos sao
longos (Figura 3). Além do mais, as fémeas possuem o aparelho ovopositor no final
do dltimo segmento abdominal (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Apé6s a cépula, ocorre

a oviposicao e o reinicio do ciclo de uma nova geracdo do Ae. aegypti.

Figura 3- Macho e fémea de Aedes aegypti.
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Fonte adaptada: www.mdsaude.com
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2.2 Produtos naturais e seus efeitos inseticidas

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade do mundo, além
de um consideravel conhecimento tradicional, o qual € passado de geracao a geracao
(LEAO; FERREIRA JARDIM, 2007;). Os recursos vegetais possuem uma estreita
relacdo com a sociedade, sendo utilizados para diversas finalidades, seja como fonte
de alimento, remédios ou até mesmo no controle pragas (CORREA; SALGADO, 2011,
PAULA; CRUZ-SILVA, 2010; QUEIROZ; LAMANO-FERREIRA, 2014). Existem
relatos na literatura do uso de plantas com propriedades paralisantes, por partes dos
indigenas, nas cacadas para obtencdo de alimento. Além do mais, podem ser
utilizadas para o envenenamento intencional, homicidio e suicidio, ou ainda, como
recurso terapéutico e desenvolvimento de novos farmacos (CAMPOS et al., 2016;
MORAIS et al., 2005).

A utilizacdo de plantas no controle de pragas se destaca no cenario, a fim de
resultar na morte de insetos ou prevenir 0s seus comportamentos considerados
destrutivos (WARE; WHITACRE, 2004). Plantas com atividade inseticida possuem
compostos secundarios, tais como monoterpenos e seus analogos, com a potencial
capacidade para interferéncias téxicas em processos bioquimicos, causando
consequéncias fisiolégicas e comportamentais nos insetos (PRATES; SANTOS,
2002). Na natureza, diversas substancias quimicas provenientes do metabolismo
secundario desempenham um papel defensivo na planta. Mecanismo de a¢do dos
compostos variam de acordo com o principio ativo, podendo atuar no sistema nervoso
do inseto, interrompendo as transmissdes dos impulsos nervosos (MOREIRA;
FIGUEIRA-MANSUR, 2012); no sistema neuroenddcrino, interferindo nos processos
normais de troca de tegumento (ecdise) (SILVA et al.,, 2011); e no metabolismo
respiratorio das células, impedindo a sintese de ATP (JACOBSON, 1975). Além do
mais, podem atuar no sistema hormonal, nas glandulas anexas ao cérebro
responsaveis pela metamorfose dos insetos, impedindo a troca do tegumento e
maturacdo de ovos (MENEZES, 2005); podem inibir a alimentacdo do inseto
(ALKOFAHI et al., 1989); causar repeléncia ou toxicidade ao inseto causando a morte
ao inseto (MOREIRA; FIGUEIRA-MANSUR, 2012); podem atuar na reducdo na
oviposicdo e na emergéncia de adultos de diversos insetos, principalmente quando é
relacionado ao combate do Ae. aegypti. (BOEKE et al., 2004; NUNES, 2013;
HUSSAIN et al., 2019).

Essas substancias advindas do metabolismo secundario, apresentam uma
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grande diversidade estrutural. Sua producéo é determinada geneticamente, mas pode
ser influenciada por fatores bioticos (exemplos de situacées) e abidticos (exemplos de
situacdes). Estes produtos metabdlitos podem ser encontrados em todas as partes
das plantas, tais como: raizes, caules, folhas, cascas e até mesmo nos frutos, em
concentracdes diferenciadas, dependendo do estagio do desenvolvimento da planta,
época do ano, sazonalidade, ritmo circadiano, interacdo inseto-planta e entre outros
fatores (MORAIS; MARINHO-PRADO, 2016).

Os inseticidas organicos, aqueles que possuem em sua estrutura quimica a
presenca do atomo de carbono, podem ser classificados em sintéticos e naturais.
Entre os sintéticos, podemos mencionar os organoclorados, organofosfatos,
carbamatos e piretrdides e os inseticidas naturais, como nim, piretro, azadirachtina,
espinosade e abamectina (MOSSA; MOHAFRASH; CHANDRASEKARAN, 2018;
ISMAN, 2020). Apesar das contribuicfes dos inseticidas sintéticos a agricultura, o uso
recorrente e errdbneo das antigas formulacdes sintéticas causou e continua causanto
diversos problemas a vida, tais como: 0 aumento de resisténcia dos insetos e a
elevada toxicidade aos organismos ndo-alvos, contaminacdo da agua e solo,
intoxicacdo de produtores rurais e consumidores. Hoje, algumas dessas formulacdes
foram proibidas, favorecendo a busca da substituicdo gradativa das respectivas
substancias. (SIEGWART et al., 2015; RAJASHEKAR et al.,, 2016). Estudos
relacionam a exposicao desses inseticidas a alteracdes bioquimicas e hormonais em
pulverizadores de algodao e problemas hepaticos e renais em animais experimentais
expostos a estes (SONI et al., 2011; ABBASSY et al., 2014).

Os inseticidas naturais, por sua vez, na forma de extratos e 6leos vegetais, com
solventes organicos sao constituidos de uma mistura complexa de compostos ativos
volateis, lipofilicos, com baixo peso molecular, geralmente odoriferas, e de natureza
terpénica, como 0s mono e sesquiterpenos ou fenilpropandides (UPADHYAY, 2016).
Além desses, podem ser encontrados, limonoides, furanocumarinas, cromenos,
alcaloides e acetogeninas (VIEIRA; MAFEZOLI; BIAVATTI, 2007).

O interesse pelos inseticidas botanicos é uma resposta alternativa a
necessidade da busca de novas substancias no controle de pragas, que ndo afetem
negativamente, com tanta intensidade quanto os inseticidas quimicos, o meio
ambiente e os humanos que nele vivem. Estas substancias sédo mais rapidamente
degradaveis que os compostos sintéticos, por muitos desses serem sensiveis a luz
solar, umidade ou ao calor (MORAIS; MARINHO-PRADO, 2016).
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Hoje, existe uma percepcdo na sociedade que o uso de plantas, seja para
qualquer finalidade, € seguro, barato e eficaz. No entanto, a utilizacdo destas é restrita
a plantas conhecidas e identificadas (COLOMBO et al., 2010). A identificacdo das
plantas e o vasto conhecimento de suas propriedades séo de grande importancia para
o contorno dos efeitos adversos que podem causar aos organismos Vivos ndo alvos
(CAMPOS et al., 2016).

Os inseticidas naturais nao possuem uma seletividade e seguranga absoluta,
possuindo em sua constituicdo alguns componentes téxicos, como nicotina e arsénico,
gue ja foram usados historicamente e que hoje sao considerados obsoletos (MOSSA;
MOHAFRASH; CHANDRASEKARAN, 2018).

Vendramim e Castiglioni (2000) apontam que hoje as pesquisas que envolvem
a investigacao de atividades inseticidas em vegetais possuem a tendéncia de serem
direcionados a descoberta de novas moléculas que possam ser utilizadas como
modelo para sintese de novos bioinseticidas, que sejam menos toxicos e com uma
menor persisténcia no ambiente. No entanto, essa tendéncia acaba negligenciando
as pesquisas das moléculas ja existentes, gerando resultados insatisfatérios (ISMAN,
2006).

Hoje o maior desafio entre os pesticidas € encontrar uma alternativa ecoldgica
gue seja economicamente vidvel e associada a impactos ambientais reduzidos
(MORAIS; MARINHO-PRADO, 2016). Ressalta-se a importancia dos testes
toxicoldgicos, ja que utilizagdo em larga escala e descontrolada de pesticidas
botanicos e sintéticos podem gerar toxicidade aguda e efeitos sub-letais em insetos
benéficos responsaveis pelo controle natural de pragas e polinizacédo, gerando assim,
o desequilibrio ecolégico da regido (NDAKIDEMI; MTEI; NDAKIDEMI, 2016).

Logo, a elucidacdo dos compostos ativos, isolados e seus mecanismos de
acao, propicia uma maior efetividade no desenvolvimento de novos produtos naturais
comerciais (MORAIS; MARINHO-PRADO, 2016). Além do mais, o estudo desses
metabolitos permite, paralelamente, a maior compreenséo da evolucdo da interacao
planta-inseto. Visto que os metabdlitos secundarios constituem uma ferramenta de
adequacao e representam caracteristicas adaptativas a espécies de planta frente ao

controle dos seus degradadores (WINK, 2003).
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2.3 Agave sisalana

A Agave sisalana, nomeada popularmente como sisal, € uma planta originaria
do México, fazendo parte da familia Agavaceae, subfamilia Agavoidea, género Agave
e subgénero Euagave. A planta € uma monocotileddnea, com sistema radicular
majoritariamente fibroso, com folhas de forma linear lanceolada, destituida de peciolo,
rigida, com superficie concava, de cor verde escuro, comprimento entre 120 e 160cm
e com Unico actleo nas extremidades da folha (EMBRAPA ALGODAO , 2008)

Segundo a literatura, a planta se adequa em regiées onde a pluviosidade néo
€ elevada e que a temperatura diurna gire em torno de 20° C a 28°C. No territorio
brasileiro, os estados da Bahia, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara se destacam
na producdo sisaleira do pais, representando 97,07%, 2,83%, 0,08% e 0,01%,
respectivamente (IBGE, 2018).

Figura 4- Plantacdo de sisal (Agave sisalana).
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Fonte:Odilon Rer;y R. F.da Silva,-‘2‘008.

A agaveicultura é responséavel pela producdo uma fibra dura e grossa de cor
creme ou amarelado, no qual é considerada como principal fonte de renda para os
pequenos agricultores. A fibra € o principal produto desta cultura, representando
aproximadamente 4% do peso fresco da folha e os residuos soélidos e liquidos 96%
da planta, incluindo 81% do suco do sisal. No artesanato, a fibra é utilizada na

manufatura de pecas, cuja confeccdo de cordas de sisal ddo origem a chapéus,
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bolsas, luminarias e outros produtos. Ja na indastria, a fibra é convertida em fios,
barbantes, cordas, tapete, mantas. Além destes exemplos, a fibra do sisal pode ser
empregada também na indUstria automotiva, de moveis, eletrodoméstico e construcao
civil. Os residuos do sisal, por sua vez, sdo utilizados como adubo e alimento animal,
desde que seja os residuos do desfibramento, pois quando utilizado na forma natural
da planta, pode causar problemas digestivos aos animais, devido a grande quantidade
de fibra e suco (SILVA et al., 2019).

O suco do sisal, por sua vez, é aproveitado contra patdogenos e pragas de
importancia médica, veterinaria e agricola. Seu efeito toxico é conhecido na literatura
contra moluscos, acaros, insetos e helmintos (LOPES et al., 2018; MWALE; MASIKA,
2015; NUNES et al., 2015). Em alguns estudos, as saponinas contidas no extrato
aquoso da Agave sisalana demonstraram atividade contra larvas de Ae. aegypti
(NUNES, 2013; NUNES et al., 2015). O interesse da atividade farmacoldgica e
inseticida da planta advém da presenca das saponinas glicosidicas, considerada
como de grande interesse para a investigacao cientifica. Além do mais, h& outros
metabdlitos secundarios, tais como os compostos fendlicos, flavonoides e taninos,

associados a defesa da planta e a atividades biocidas (JESUS et al., 2015).

2.4 Teste de toxicidade

A toxicologia consiste no estudo dos efeitos nocivos decorrentes da interacao
de substancias com os organismos, 0 que pode incluir desde alteracdes genéticas,
imobilidade, deformidades e até a letalidade (PIMENTEL et al., 2011). A toxicologia
pode ser compreendida por areas de atuacdo, tais como: toxicologia clinica, a qual
estuda os efeitos de drogas em pacientes humanos; toxicologia forense, investiga o
uso ilegal de agentes toxicos para fins judiciais e a toxicologia ambiental, a qual
investiga o impacto de agentes toxicos, seus metabdlitos, produtos de degradacdo no
ambiente e seus efeitos contaminantes sobre os organismos e populagcdes (BUENO;
PIOVEZAN, 2015; KENDALL et al., 2001; ZAKRZEWSKI, 1994).

A determinacdo da toxicidade segue através de bioensaios determinados por
linha evolutiva a partir de testes mais simples, de curta duragdo, até os mais
complexos, de longa duracéo. Apesar de existirem diferencas entre as metodologias,
0s testes regem o0 mesmo plano experimental, no qual organismos sao expostos a
diferentes concentracdes da solucdo-teste (COSTA et al., 2008; RIBO, 1997). Os
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testes toxicolégicos podem ser classificados em agudo, sub-crénico e cronico,
conforme a sua duracéo. Os testes agudos sédo realizados em curtos periodos (48h-
96h), no qual sdo normalmente analisados a mortalidade ou a imobilizacdo dos
organismos e, paralelamente, a determinacdo da concentragdo da substéncia-teste
gue produz o efeito toxico. Os testes de toxicidade sub-crénica sdo empregados para
determinar a toxicidade susceptiveis a exposicles repetidas de varias semanas a
varios meses. Subsequentemente, o0s testes cronicos consistem na deteccdo dos
efeitos sub- letais da substancia-teste em um periodo longo de tempo, parte da vida
do organismo em teste (ANDRADE, 2004 ).

No laboratorio, os testes de toxicidade sé&o realizados, em condi¢cdes
experimentais especificas e controladas, em organismos bioindicadores. Diferentes
espécies podem ser utilizadas como bioindicadores para avaliar diferentes tipos de
toxicidade tais como: camundongos, coelhos, peixes e crustaceos. Entre os
organismos-teste para os ensaios de toxicidade, algumas espécies sdo as mais
utilizadas, entre os que se destaca, o0 peixe-zebra (Danio rerio), figura 5 (BUENO;
PIOVEZAN, 2015). Esta espécie possui preferéncia nos ensaios ecotoxicoldgicos
devido ao seu desenvolvimento embrionario rapido, a taxa reprodutiva elevada e seu
pequeno tamanho, possibilitando facil manejo e baixo custo de manutencéo
(CAVALCANTE, 2017).

Figura 5- Embriéo de peixe zebra (Danio rerio).

Fonte: Autoria prépria.

Além do mais, a espécie Danio rerio possui grande sensibilidade quando
exposta a produtos quimicos, devido a sua capacidade de absorver rapidamente os
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compostos que sao adicionados na agua e acumula-los nos seus tecidos (ALBINATI,
2009; SANT ANNA, 2009). Existe um vasto conhecimento cientifico sobre a espécie
na literatura, sendo estudada no campo da genética molecular, da biologia dos
vertebrados, bem como em neurobiologia e na investigacdo genética (OLIVEIRA,
2009; KIMMEL, 1995).

Os testes de ecotoxicidade com embrides e adultos podem ser utilizados para
testes de solventes, metais pesados, produtos farmacéuticos e pesticidas (OLIVEIRA,
2009). Os bioensaios com o D. rerio sdo descritos em protocolos da OECD
(Organization for Economic Co-operation and Development) e Environmental
Protection Agency. U. S. (1996a).

Além do peixe, varios outros estudos sobre organismos e sua sensibilidade a
determinadas substancias foi observado, tal como a utlizacdo de alguns
microcrustaceos, em especifico, a Artemia salina- figura 6 (SARAH; ANNY;
MISBAHUDDIN, 2017; SOUZA et al., 2015). A Artemia salina € uma espécide de
microcrustaceo da ordem Anostraca e familia Artemiidae, de agua salgada, utilizado
como bioindicador devido sua capacidade de resposta nitida frente a pequenas
variacdes na qualidade do ambiente, sua praticidade de manuseio e cultivo e por ser
um método rapido e barato (ABEL, 1989; CARVALHO et al.,, 2009; HNAMTE;
KAVIYARASU; SIDDHARDHA, 2020). A. salina é compreendida como uma das
espécies para a avaliacdo de toxicidade aguda pelo US Environmental Protection
Agency (EPA, 2002; GAMBARDELLA et al., 2014).

Figura 6- Nauplios de Artemia salina.

Fonte: Autoria prépria.



23

Os ensaios de toxicidade que envolvem a Artemia salina consiste em avaliar a
toxicidade aguda da substancia-teste e por isso considerado como fator determinante
em bioensaios preliminares (COLEGATE; MOLYNEUX, 1993; NTUNGWE et al.,
2020). Diante do cenario, é evidente ressaltar a importancia destes ensaios
ecotoxicoldgicos nos possiveis produtos que serdo oferecidos a sociedade, a fim de

avaliar os possiveis impactos destes no ambiente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
o Estudar a toxicidade do extrato bruto liofilizado de Agave sisalana, para
organismos néo alvos, visando desenvolver um bioinseticida contra 0 mosquito Ae.

aegypti.

3.2 Objetivos Especificos

o Investigar a toxicidade do extrato liofilizado de A. sisalana em nauplios de
Artemia salina;
o Investigar a toxicidade do extrato liofilizado de A. sisalana em embrides de

peixe-zebra.
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4 METODOLOGIA

4.1 Substancia-teste: Extrato liofilizado da A. sisalana

O extrato liofilizado foi fornecido pronto pela Embrapa Algoddo-Campina
Grande. O mesmo foi obtido por meio de moagem das folhas da A. sisalana em
moinho manual até a completa extracdo da seiva clorofilada. Em seguida, o extrato foi
coado e acondicionado em recipiente de vidro, ao abrigo da luz e congelado a -30° C.
Posteriormente foi submetido a pressdo negativa para retirada da agua e obtendo
assim o extrato liofilizado, em forma de po. (Figura 7).

Figura 7- Extrato liofilizado da Agave sisalana.
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Fonte: Acervo Lapavet.

4.2 Bioensaios

4.2.1 Ensaio de toxicidade com nauplios de Artemia salina

O ensaio de toxicidade foi realizado com nauplios de Artemia salina, através da
adaptacdo da metodologia de Meyer (1982), preparando-se uma solu¢cdo com sal
marinho na concentracdo de 30 g L-1. O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio de
solugéo 0,1 mol L-1 de NaOH. Esta solucao foi utilizada para ecloséo dos ovos de
Artemia salina e no preparo das demais diluicbes. Os ovos foram colocados para
eclodir na solucéo salina por 48 horas, com aeracéo constante a 25 °C. Vinte larvas
de Artemia salina foram transferidas para tubos de ensaio contendo a concentragdes
diferentes de 2 mg/mL ,1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,250 mg/mL, 0,125 mg/mL do extrato

liofilizado de A. sisalana. Para o controle negativo, foram utilizados vinte larvas de
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A.sisalana com solucéo salina que os nauplios eclodiram. Os ensaios foram realizados

em triplicata, sendo a contagem dos animais mortos e vivos realizada apés 24 horas.

4.2.2 Ensaio de toxicidade com embrides de peixe-zebra

O ensaio de toxicidade foi realizado com a embrides de peixe-zebra, através
da metodologia adaptada da OECD (2013). Embrides do peixe-zebra (Danio rerio)
foram obtidos por cruzamentos naturais entre fémeas e machos adultos mantidos a
27 °C e pH de 7,5. Ap6s 6h da fertilizacdo, os embrides foram observados em um
estereomicroscopio. Embrides mortos ou com mal-formacdes foram excluidos do
teste. Embries com desenvolvimento normal foram transferidos individualmente para
pocos de uma placa com 24 pocos com 2,5mL de agua do sistema. No grupo teste
(n=20 embrides), a &gua do sistema foi substituida por &gua contendo concentracdes
de 2 mg/mL ,1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,250 mg/mL, 0,125 mg/mL do extrato liofilizado
de A. sisalana, figura 8. Cada placa continha controles negativos internos (embrides

expostos a agua de controle, n = 4 embrides).

Figura 8- Esquema dos testes de toxicidade com embrifes de peixe-zebra.
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Fonte: adaptado do OCDE 2013.
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No grupo controle negativo (n = 24 embrides) foi utilizado da agua que os

embrides foram depositados na unidade de desova (figura 9). O teste de

embriotoxicidade foi realizado a 26 ° C e fotoperiodo 12h: 12h claro: escuro. A taxa de

mortalidade e taxa de teratogenicidade durante o desenvolvimento dos embrifes do

peixe-zebra foram determinadas nos seguintes pontos: 48h, 72h, 96h e 120h apds

fertilizacdo. Os embrides foram observados sob um estereomicroscopio a cada 24

horas para efeitos letais e subletais (Lammer et al., 2009; OECD, 2013). Os protocolos

foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPB (protocolo 5869060519).

Figura 9- Distribuicdo da placa dos testes de toxicidade do embriéo do peixe-zebra.
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28

5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism
versdo 8.0 para Windows (GrahpPad Software, San Diego, CA). Diferengas entre os

grupos foram analisadas por meio de ANOVA e post-Tukey test (P <0.05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar os efeitos do extrato liofilizado da Agave sisalana sobre os
organismos nao-alvos, foram realizados testes de toxicidade em nauplios de
Artemia salina e embribes de peixe-zebra (Danio rerio). Os resultados mostraram
gue o extrato liofilizado da Agave sisalana possui toxicidade nas larvas da Artemia
salina e para os embrides de peixe-zebra.

Para avaliar a taxa de toxicidade a Artemia salina foram testadas as
concentracfes de 2,0 mg/mL; 1,0 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,250 mg/mL e 0,125 mg/mL
do produto teste. Os resultados mostraram que as concentracdes de 2 a 0,125 mg/mL
do extrato liofilizado da A. sisalana causaram a mortalidade de 100% do numero de

artemias expostas a substancia-teste em 24 horas (figura 10).

Figura 10- Ensaio de toxicidade com Artemia salina em 24 horas.
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Ao avaliar os efeitos do extrato liofilizado de A. sisalana sobre os embrides do
peixe-zebra, os resultados mostraram que o extrato possui toxicidade nos embrides
do peixe-zebra. Os resultados mostraram que nas concentracdes de 2 a 0,125 mg/mL
apresentaram toxicidade e 100% dos embrides expostos a substancia-teste em 24
horas apresentaram coagulacédo (figura 11). Como n&o houve variacdo entre 0s
grupos, nao foi possivel aplicar a analise de variancia, como analise estatistica

prevista.
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Figura 11- Embriotoxicidade em peixe-zebra em 24 horas.
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A busca por novas ferramentas e estratégias para o0 combate ao mosquito Ae
aegypti, ou o seu desenvolvimento, € essencial para diminuir a taxa de propagacao
dos arbovirus que o mosquito € capaz de disseminar na sociedade. Na natureza, por
exemplo, diversas plantas possuem potenciais substancias, advindos da producéo
de metabdlitos secundarios, capazes de combater o Ae aegypti. Na pesquisa
cientifica, € crescente a obtencdo de produtos preparados a partir destas, como
extrato e 6leos essenciais, para o controle bioldgico (MOTTI; PORTO; ROEL, 2015).
Entre os estudos, podem ser observados a acao inseticida contra o Ae. aegypti, dos
extratos de plantas das espécies Hyptis suaveolens, Lantana camara, Nerium
oleander, Tecoma stans, Helicteres velutinaK. Schum e Agave sisalana
(FERNANDES et al., 2020; HARI; MATHEW, 2018; NUNES, 2013). No entanto,
estes metabdlitos secundarios nem sempre possuem uma especificidade na
toxicidade em uma Unica espécie, sendo assim, sdo essenciais 0s testes de
toxicidade das substéancias para organismos nao-alvos (CAMPOS et al., 2016).

Em estudos prévios, o extrato liofilizado de A. sisalana, foi utilizado contra as
larvas de Aedes aegypti apresentando uma elevada toxicidade (SOUSA, 2017). No
estudo em questao, o extrato apresentou uma mortalidade de 100% da populagéo de
larvas do mosquito, na concentracao letal de 0,8 mg/mL, enquanto as doses de 0,7
mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,3 mg/mL e 0,25 mg/mL causaram a morte de 90%,

80%, 11,5%, 1,6% e 0% respectivamente. A partir do valor da concentragéo de maior
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efeito letal populacional, foi elaborado testes de toxicidade para avaliar os efeitos do
extrato sobre organismos ndo-alvos.

Segundo Costa et al. (2008), a toxicidade é uma propriedade que reflete o
potencial de uma substancia em causar um efeito danoso a um organismo vivo, no
qual depende diretamente da concentracdo, das propriedades da substancia e do
tempo de exposicdo. Na avaliacdo da toxicidade de uma amostra, € recomendado
que o produto seja testado em mais de uma espécie representativa da biota aquatica
e, preferencialmente, em diferentes niveis tréficos da cadeia alimentar (RIBO, 1997).
Na base da cadeia alimentar do ecossistema estdo os produtores (algas),
consumidores primarios (microcrustaceos) e consumidores secundarios (peixes),
subsequentemente. Nesse estudo, foram abrangidos testes em organismos
pertencentes ao segundo (Artemia salina) e ao terceiro nivel (embrides de peixe-
zebra) da cadeia alimentar.

No estudo em questdo, o extrato liofilizado da Agave sisalana é tdxica para 0s
naudplios de Artemia salina e embrides do peixe-zebra. A toxicidade permaneceu em
todas as concentragdes testadas de 2,0 mg.mL; 1,0 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,250 mg/mL
e 0,125 mg/mL, com uma taxa de mortalidade de 100% para as artemias e embrides
de peixe-zebra, ao longo de 24 horas. Diante 0 exposto, € preciso ressaltar que o
extrato liofilizado da Agave sisalana pode conter outras substancias que também
contribuiram para esta elevada toxicidade, além do principio ativo identificado toxico
para as larvas de Aedes aegypti. Logo, no futuro, este estudo sera repetido usando
0 principio ativo isolado capaz de combater o Aedes aegypti para a finalizacdo dos
testes de toxicidade.

Nos testes in vivo com A. salina foi visto que o extrato liofilizado da A. sisalana
apresenta uma alta toxicidade até mesmo na menor concentracao testada (0,125
mg/mL). No entanto, esses resultados podem indicar uma possivel atividade
biolégica do composto, como antimicrobiano e anticancerigeno (ROSA et al., 2016).
Potencial biologico este visto em diversos estudos que envolvem a planta, como
antioxidante, antiparasitario, antifingico e antinflamatéria (ARALDI et al., 2018;
CARDOSO, 2019; DOMINGUES et al., 2010).

Ja nos testes que envolveram os embrides de peixe-zebra, foi possivel
observar a toxicidade aguda do extrato liofilizado frente aos embrides que sofreram
uma taxa de 100% de coagulagdo em todas as concentragdes testadas (figura 12).
Segundo a OECD (2019), a determinacdo da toxicidade € determinada a partir do
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resultado positivo de qualguer um dos quatro endpoints apicais utilizados como
indicadores de letalidade, nos quais incluem: a coagulacdo dos ovos, a falta de
formacdo de somito, auséncia de separacdo entre o pedunculo caudal e o saco
vitelino e falta de batimentos cardiacos, quando sdo testados em larvas do peixe-
zebra.

Diante da toxicidade aguda apresentada, € importante ressaltar que a
sensibilidade ao produto testado pode estar limitada a esta fase de desenvolvimento
do peixe-zebra, j& que estes sdo mais sensiveis que juvenis ou adultos, ou seja, 0
extrato liofilizado pode néo apresentar o efeito toxico para os jovens e adultos do
peixe-zebra. Nos testes de toxicidade de Rahman et al. (2020), por exemplo, foi visto
esta sensibilidade apenas aos embrides quando comparado as larvas do peixe-zebra,
quando testado um organofosforado sintético (Sumithion), inseticida agricola
amplamente utilizado para o controle do percevejo. Observacéo esta vista também
no estudo de Silva et al. (2017), quando testado com a lectina soluvel em agua de

sementes de Moringa oleifera, agente larvicida de mosquito (Ae. aegypti).

Figura 12- Embrido coagulado pés exposicao do extrato liofilizado da Agave sisalana.

Fonte: Autoria prépria.

No estudo de Domingues et al. (2010), por exemplo, ao avaliar a capacidade
do suco do sisal contra nematddeos gastrintestinais e sua possivel toxicidade em
caprinos, foi visto que além da eficacia anti-helmintica, o suco na dose de 0,92 g.kg*
nao causou efeitos toxicos visiveis nos animais quando tratados via oral. Tal fato
possivelmente explicado porque em geral as saponinas apresentam toxicidade

reduzidas quando administradas por via oral, devido a sua m& absor¢édo no trato
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gastrointestinal (PRICE; JOHNSON; FENWICK, 1987). Diante do exposto, é possivel
observar que os testes com o extrato liofilizado da A. sisalana foram realizados com
animais menos desenvolvidos na linha evolutiva, quando comparamos aos
mamiferos (caprinos), que foram submetidos ao mesmo produto e que,
aparentemete, nao houve toxicidade. Logo, pode-se ressaltar que ha a possibilidade
do suco do sisal ser atdxico para os seres humanos.

Diante do que foi exposto, € preciso ressaltar que apesar da toxicidade do
extrato liofilizado da Agave sisalana sobre organismos menos desenvolvidos, o
extrato € um 6timo candidado para substituir os inseticidas sintéticos existentes no
mercado. Sua toxicidade ressalta apenas a sua nao seletividade frente ao organismo
alvo (Ae. aegypti), assim como outros produtos utilizados para o controle do
mosquito, como o Pesguard FG161, constituido por piretroides sintéticos (d-
tetrametrina e cifenotrina); o Pyriproxyfen, pesticida a base de substancia organica
(piridina) ou até mesmo agentes larvicidas advindas de sementes de plantas, como
Moringa oleifera (MENDIS; TENNAKOON; JAYASINGHE, 2018; SILVA et al.,
2017;TRUONG et al., 2016).

A contaminacao de substancias toxicas nos ambientes aquaticos podem afetar os
organismos testados e se propagar pelos demais componentes dos ecossistemas. Os
efeitos deletérios vistos nos experimentos podem provocar modificacdes: nas
caracteristicas e dindmica das populacdes existentes, como a reprodu¢cdom migracao
e mortalidade das espécies; na disposicao e funcao das comunidades, afetando a
diversidade das espécies ou modificacdes na relacéo predador-presa ou atpe mesmo
alteracdo caracteristicas do ecossistema, como fotossintese ou fluxo de nutrientes
(CONNELL e MILLER, 1984). Logo, tendo em vista a toxicidade para as espécies
testadas, especialmente peixes e microcrustaceos, a aplicacdo do extrato liofilizado
da Agave sisalana afim de combater as larvas de Aedes aegypti deve ser evitada em

corpos de agua em que existam outras espécies.
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7 CONCLUSAO

Este estudo contribui com informac¢des importantes sobre a toxicidade do
extrato de A. sisalana em outras espécies de animais que ndo o mosquito Ae. aegypti.
Diante dos resultados apresentados no decorrer do estudo, conclui-se que o extrato
liofiizado da Agave sisalana causa efeitos letais em embribes de peixe-zebra e
nauplios de Artemia salina mesmo em concentragdes muito abaixo da concentracéo
necesséaria para observar letalidade em mosquitos Ae. aegypti. Logo, a aplicacao
deste extrato afim de combater as larvas de Aedes aegypti deve ser evitada em corpos
de agua em gue existam outras espécies, especialmente peixes e microcrustaceos,
tendo em vista sua toxicidade para as espécies testadas. Por fim, como perspectivas
futuras, novos testes devem ser realizados, tanto em outras fases dos organismos
testados, bem como com o isolamento do principio ativo inseticida do extrato e, assim,

novos testes de toxicidade afim de comprovar sua seguranca.
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Eclodibilidade

Fase alada

Insetario

Liofilizacdo

Mesonoto

Nauplio:

Oviposicao

Repasto sanguineo
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GLOSSARIO

Ato de desenvolvimento do ovo para a fase de larva

Fase adulta do mosquito

Local de criacdo de insetos invertebrados (mosquitos)

Processo de desidratacdo em que o produto € congelado

Parte dorsal do mesotérax dos insetos

Estagio larvar tipico da maioria dos crustaceos aquaticos

Ato de expelir os ovos realizado por fémeas de animais

Atividade alimentar realizados por insetos hematéfago

sob vacuo.
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