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RESUMO

Estudos toxicoldgicos, tém se tornado cada vez mais frequentes, devido a crescente
preocupacdo com os efeitos no meio ambiente e em organismos ndo-alvo. Esse aumento na
atencdo, também esta relacionado a adogdo crescente de alternativas, como o uso de inseticidas
boténicos na agricultura. Esta preocupacdo é acentuada pela auséncia de uma legislacdo
especifica que estabeleca parametros para o uso desses produtos, o que implica na falta de
limites toxicoldgicos definidos. Diante disso, objetivou-se avaliar possiveis efeitos toxicos da
formulacdo microencapsulada do extrato etandlico de Annona muricata L. (Annonaceae), um
produto ja com patente concedida (BR102018008313-9), em alevinos de tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) (Cichiformes: Cichilidae). Foram realizados testes de
toxicidade aguda e cronica, utilizando alevinos de tilapia com aproximadamente 30 dias de
idade medindo em media entre 1,5 e 3,0cm, 0s quais foram expostos as concentracfes
crescentes de 0,125; 0,250; 0,500; 1,0 e 2,0 g/L da formulagdo, por 24 e 96 horas,
respectivamente. Como também, parametros bioquimicos com enzimas antioxidantes. Com
bases nos resultados de mortalidade, foram estimados os valores da concentragdo que mata 50%
da populagdo avaliada (CLso), obtidos pela analise de Probit pelo SAS, resultando em 0,229 e
0,249 g/L em 24 e 96 horas, respectivamente. A atividade enzimatica da superoxido dismutase
(SOD) e glutationa S-transferase (GST), foram quantificadas no figado e branquias e
acetilcolinesterase (AChE), quantificada no encéfalo de O. niloticus. A andlise estatistica
ANOVA apresentou diferencas apenas para as atividades de SOD e GST no figado. Apesar
disso, quando os individuos foram expostos as duas maiores concentracdes 1,0 e 2,0 g/L
apresentaram mortalidade de 93,33 e 100,00%, respectivamente, apos 24 horas de exposicao.
A mortalidade provavelmente teve origem na perturbacdo do animal e nas alteracdes em seu
habitat natural. Isso ocorre porque os resultados da atividade enzimatica e da analise de Acetil
foram positivos quando comparados ao valor estimado na CLso. Portanto, visto que a
toxicologia € um ponto de fraqueza na promocdo de produtos alternativos, faz -se necessario

mais estudos na area de produtos naturais, tais como extratos e 6leos.

Palavras-chave: plantas inseticidas; microencapsulamento; Oreochromis niloticus;

ecotoxicologia; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Toxicological studies have become more and more frequent due to the growing concern about
the effects on the environment and on non-target organisms. This increased attention is also
related to the increased adoption of alternatives, such as the use of botanical insecticides in
agriculture. This concern is accentuated by the absence of specific legislation that establishes
parameters for the use of these products, which implies the lack of defined toxicological limits.
In view of this, the objective was to evaluate possible toxic effects of the microencapsulated
formulation of ethanolic extract of Annona muricata L (Annonaceae), a product with a patent
already granted (BR102018008313-9), on fingerlings of Nile tilapia, Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1758) (Cichiformes: Cichilidae). Acute and chronic toxicity tests were performed,
with tilapia fingerlings approximately 30 days old with measuring on average between 1.5 and
3.0 cm, which were exposed to concentrations to increasing concentrations 0.125; 0.250; 0.500;
1.0 and 2.0 g/L of the formulation for 24 and 96 hours. As well as biochemical parameters with
antioxidant enzymes. Based on the mortality results, the concentration values that kill 50% of
the evaluated population (CLso), obtained by Probit analysis by SAS, resulting in 0.229 and
0.249 g/L in 24 and 96 hours, respectively. The enzymatic activity of superoxide dismutase
(SOD) and glutathione S-transferase (GST) was quantified in the liver and gills and
acetylcholinesterase (AChE) was quantified in the brain of O. niloticus. ANOVA statistical
analysis showed differences only for SOD and GST activities in the liver. Despite that, when
individuals were exposed to the two highest concentrations 1.0 and 2.0 g/L, they showed
mortality rates of 93.33 and 100%, respectively, after 24 hours of exposure. Mortality likely
stemmed from disturbance of the animal and alterations to its natural habitat. This is because
the results of enzymatic activity and Acetyl analysis were positive when compared to the
estimated LCso value. Therefore, since toxicology is a weakness in the promotion of alternative

products, more studies are needed in the area of natural products, such as extracts and oils.

Keywords: insecticides plants; microencapsulation; Oreochromis niloticus; ecotoxicology;

oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A toxicologia em organismos ndo alvo, é uma abordagem vital para a protecdo da satde
dos ecossistemas e, por extensdo, da saude humana. Ela busca evitar e mitigar os efeitos
ecotoxicoldgicos, ou seja, prejudiciais de substancias quimicas no ambiente, garantindo um
equilibrio sustentavel entre as atividades humanas e a biodiversidade. Diante disso, 0 uso de
inseticidas botanicos se tornou mais frequente, sobretudo as formulagGes microencapsuladas
(GOLOMBIESKI et al., 2020).

A ecotoxicologia de formulagdes microencapsuladas, refere-se ao estudo dos potenciais
efeitos dessas formulagcdes no meio ambiente e nos organismos vivos que nele habitam. As
formulagdes microencapsuladas sdo compostas por particulas solidas ou liquidas que séo
revestidas por uma camada de polimeros soliveis, formando microcapsulas. Essas capsulas
podem conter substancias quimicas ativas, como inseticidas, herbicidas, fungicidas ou outros
produtos quimicos destinados a fins agricolas, industriais ou farmacéuticos (MATIAS, 1996;
CONNELL, 2022).

Quando essas formulacdes sdo liberadas no ambiente, seja através da aplicacao direta,
ou por meio de processos de liberacdo controlada, é importante avaliar seus possiveis efeitos
na vida selvagem, nos organismos aquaticos, nas plantas e no ecossistema como um todo. Isso
envolve estudar a toxicidade aguda e crénica dessas formulacdes, bem como sua capacidade de
bioacumulacdo e persisténcia ambiental (RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008).
Atualmente, ndo existem estudos que abordem de forma abrangente os efeitos toxicos desses
inseticidas boténicos no ecossistema.

Os estudos ecotoxicologicos podem examinar os efeitos das formulagcdes
microencapsuladas em diferentes niveis de organizacdo bioldgica, desde o molecular até o
ecossistémico. Eles podem incluir testes de toxicidade em organismos aquaticos, como peixes,
crustaceos e algas, bem como em organismos terrestres, como insetos e aves. Além disso, a
ecotoxicologia também investiga os efeitos dessas formulag¢6es nos processos ecoldgicos, como
a decomposicdo de residuos, a estrutura da comunidade e a funcdo dos ecossistemas
(BELARMINO et al., 2022).

Esses estudos sdo importantes para determinar a seguranca ambiental dessas
formulagdes e ajudar a estabelecer regulamentacdes e diretrizes adequadas para seu uso. Os

resultados desses estudos podem ser utilizados para tomar decisdes sobre a aplicacéo e 0 manejo
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dessas formulagdes, a fim de minimizar os impactos negativos no meio ambiente e na salde
humana (MAGALHAES et al., 2008).

Vérias espécies da familia Annonaceae, tém sido estudadas por suas propriedades
bioativas e seu potencial como inseticidas e acaricidas naturais (MACIEL et al., 2014,
RODRIGUES et al., 2014; LIMA et al., 2014; MICHELETTI et al., 2017; SANTOS et al.,
2018; TRINDADE et al., 2018; PAZ et al., 2018), na obtencdo de metabdlitos secundarios como
os alcaloides e as acetogeninas (CORTES, et al., 2014).

No entanto, é importante destacar o crescimento e a potencialidade dos inseticidas
vegetais nos Ultimos anos, devido a crescente preocupacao com a sustentabilidade e o impacto
ambiental negativo associado ao uso de produtos quimicos sintéticos, por serem uma alternativa
mais segura e ecologicamente correta, mas também podem oferecer algum risco toxicolégico,
tanto para 0 meio ambiente, quanto para saude humana (FRIEDRICH et al., 2022). Dessa
forma, torna-se imprescindivel desenvolver e investigar a toxicologia também para produtos de
origem vegetal, objetivando avaliar os efeitos no ambiente e organismos néo alvos.

Gomes et al. (2016), Silva (2018) e Maciel et al. (2019) constataram em seus estudos a
eficiéncia inseticida da familia Annonaceae. A partir disso, eles desenvolveram as formulacGes
microencapsuladas do extrato das sementes de graviola, Annona muricata L. e de pinha,
Annona squamosa L. que apresentaram Otimos resultados no controle da traca das cruciferas,
Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) e do acaro rajado, Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae), respectivamente. Essa formulacdo foi promissora e o produto gerou
uma patente que foi concedida em 18 de julho de 2023, sob numero de depdsito
BR102018008313-9.

Diante da importancia da familia Annonaceae e da formulacdo microencapsulada de
anonaceas, do seu potencial como acaricida e inseticida, para um futuro produto comercial,
foram realizados estudos com organismos ndo alvo: com o extrato etanélico de graviola com
os predadores Eriopis connexa (Germar, 1824) (Coleoptera: Coccinellidae) (SANTOS et al.,
2018) e Cryptoalemus montrier Mulsant, 1853 (Coleoptera: Coccinellidae) (MORAIS, 2020);
e com a formulacdo microencpasulada do extrato de graviola para as abelhas, Apis melifera)
(Linnnaeus, 1758) (Hymenoptera: Apidae) (FIGUEIROA, 2019), sendo de grande relevancia,
também ser avaliado a toxicidade para organismos aquaticos. Dessa forma, objetivou-se nesta
pesquisa, avaliar possiveis efeitos toxicos da formulagdo microencapsulada do extrato etanolico

de A. muricata em alevinos de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)
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(Cichiformes: Cichilidae), a fim de obter a CLso e parametros bioquimicos, com enzimas

antioxidantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Toxicologia

A toxicologia é o estudo dos efeitos adversos das substancias quimicas em organismos,
geralmente com foco em seres humanos. Ela examina como diferentes doses de substancias
quimicas morreram 0s organismos, considerando aspectos como toxicidade aguda (efeitos
imediatos ap6s uma exposicdo Unica) e toxicidade cronica (efeitos a longo prazo ap6s exposi¢cdo
repetida ou continua). A toxicologia também aborda questdes de absorcdo, distribuicdo,
metabolismo e excrecao de substancias toxicas no corpo humano, bem como avaliacao de riscos
e formulacdo de diretrizes de exposicdo segura (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2021).

A ecotoxicologia, por outro lado, rotineiramente confundida com a toxicologia, € uma
ramificacdo da toxicologia que se concentra nos efeitos das substancias quimicas nos
ecossistemas e nos organismos que neles habitam. Ela examina como poluentes e substancias
quimicas podem afetar organismos aquaticos, terrestres e a interacdo entre eles. A
ecotoxicologia considera ndo apenas os efeitos diretos nas espécies-alvo, mas também os efeitos
secundarios, como o impacto em predadores, presas e outros organismos interconectados. Além
disso, a ecotoxicologia avalia como os poluentes podem afetar a qualidade da agua, do solo e
do ar em um nivel mais amplo, influenciando a satde dos ecossistemas e a biodiversidade
(ZAGATTO, 2015).

Em resumo, enquanto a toxicologia se concentra nos efeitos das substancias quimicas
em organismos individuais, especialmente seres humanos, a ecotoxicologia amplia esse estudo
para considerar os efeitos em ecossistemas inteiros e nos organismos que 0os compdem. Ambos
os campos sdo fundamentais para avaliar os riscos associados a exposicdo a substancias
quimicas e para tomar decisfes sobre a regulamentacdo, uso e manejo dessas substancias.

A Toxicologia, é a ciéncia que estuda os contaminantes no ambiente natural e seus
efeitos nos organismos, e qual a dose necessaria para produzir a morte em 50% dos organismos
afetados, denominada de concentracdo letal média (CONNELL, 2022). Esta ciéncia fornece
ferramentas analiticas eficientes para biomonitoramento, contribuindo para a legislacédo
brasileira, a qual carece de foco na ecotoxicidade dos lancamentos de poluentes.

Segundo a legislacdo para registros de produtos de origem biolégica (LEGISLACAO
DE AGROTOXICOS, 2020) existem trés principais bioindicadores de ambientes aéreos,

terrestres e aquaticos, sendo estes, abelhas, ratos e peixes, respectivamente, devido as suas
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caracteristicas ecoldgicas, sensibilidade a mudangas no ambiente e capacidade de refletir os
impactos das atividades humanas nos ecossistemas.

As abelhas desempenham um papel critico na polinizacéo de plantas, confiantes para a
biodiversidade e a producdo de alimentos. Seu declinio pode indicar perturbacdes no
ecossistema. Além disso, tornam-se 6timos biomonitores, pois sdo altamente sensiveis a
agrotoxicos e outros produtos quimicos agricolas. Seu comportamento e satde podem indicar
a presenca de contaminantes no ambiente (DA SILVA NETO et al., 2021).

Peixes sdo indicadores valiosos da salde dos ecossistemas aquaticos, porque mudancas
em suas populacdes, saude e reproducdo podem refletir mudancas climaticas, alteracdes
climaticas e degradacdo dos habitats aquaticos. Uma caracteristica importante para o estudo é
que os peixes podem acumular poluentes da agua e sedimentos em seus tecidos. Isso torna
possivel identificar a presenca e niveis de contaminantes no ambiente aquéatico (RIBEIRO;
AMERICO-PINHEIRO, 2018).

O uso de ratos em estudos toxicologicos, torna-se viavel, pois tém uma ampla
distribuicdo geografica e sdo capazes de se adaptar a diferentes ambientes. Isso 0s torna uteis
para monitorar a qualidade ambiental em vérias regides. Outro ponto é que, respondem a
poluentes e substancias quimicas no ambiente, podendo mostrar efeitos adversos na saude,
como mudancas comportamentais, reprodutivas e de desenvolvimento (BAGATINI; SILVA,
TEDESCO, 2007).

A0 usar esses organismos como biomonitores, 0s cientistas podem obter informacgdes
sobre as condigdes ambientais, identificar possiveis riscos para a saude humana e avaliar os
impactos das atividades humanas nos ecossistemas. No entanto, € importante levar em
consideracdo as caracteristicas especificas de cada espécie, os fatores que podem afetar suas
respostas e interpretar os resultados de maneira adequada para tomar decisdes controladas sobre

a gestdo ambiental e a sadde publica.

2.2 Efeito residual no ambiente

A degradacdo de formulaces vegetais pode ocorrer de varias maneiras, dependendo
dos componentes apresentados no produto e das condicdes ambientais em que sdo expostas.
Algumas das principais causas de degradacdo incluem a: Oxidacdo e a Hidrolise. Muitos
ingredientes vegetais contém compostos oxidaveis, como 6leos vegetais e extratos naturais

ricos em antioxidantes (COSTA et al., 2015). A exposicdo ao ar, calor, luz e umidade pode
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levar a apresentacdo desses compostos, causando mudangas na cor, odor e textura, além de
reduzir a eficdcia dos ingredientes ativos.

O efeito residual no ambiente refere-se a persisténcia de produtos quimicos ou
compostos apds sua aplicacdo ou uso, que podem permanecer no ambiente por um periodo
significativo de tempo (RIBAS; MATSUMURA, 2009). Isso pode acontecer também, com
formulacbes vegetais, que podem misturar substancias quimicas ou componentes que ndo se
degradam rapidamente e sdo liberados no ambiente, mesmo apds o uso ou aplicagdo Algumas
formulagdes vegetais podem conter ingredientes ativos que possuem efeito residual (ISMAIL
et al., 2019), no qual, pode ser benéfico em alguns casos, pois ao controlar as pragas ou insetos,
permite uma protecdo prolongada contra os organismos-alvo, no entanto, também pode
apresentar riscos para 0 meio ambiente e a saide humana, especialmente se esses compostos
forem persistentes e toxicos.

Os efeitos residuais no ambiente podem variar dependendo da formulagdo vegetal
especifica e dos compostos envolvidos. Alguns possiveis efeitos negativos incluem o acumulo
em solos e 4gua (NUDELMAN, 1975; PRISTA et al., 1990), afetando a qualidade do
ecossistema e podendo contaminar corpos d'agua e abastecimento de dgua potavel.

Os efeitos residuais toxicos também podem incluir, toxicidade para organismos nao
alvo, ou seja, estes produtos quimicos toxicos afetam ndo apenas as pragas ou organismos-alvo,
mas também outros organismos que entram em contato com eles. 1sso pode incluir animais,
aves, peixes, insetos, polinizadores e microrganismos, causando danos a saude, reducdo da
biodiversidade e desequilibrios ecoldgicos (LEAO; VITALE, et al., 2021).

O uso de produtos com baixa toxicidade, alto efeito residual e elevada eficiéncia, vem
sendo priorizado em estudos de controle (RESENDE; GAMA, 2006). Desta forma, o
conhecimento da acéo residual dos inseticidas vegetais € de extrema relevancia para o controle
de vetores, pois indica o intervalo minimo necessario entre as aplicacdes para a manutencdo do
poder inseticida avaliando-se o tempo inicial e final de letalidade das substancias (SANTOS et
al., 2007; GUIRADO, 2009).

Porém, existem poucos estudos com inseticidas botanicos que abordem o periodo de
atividade inseticida desses produtos, e o conhecimento da sua persisténcia no ambiente. Fiuza
et al. (2015), foi um dos poucos autores encontrado com esta abordagem, e testou o Efeito do
extrato etandlico bruto das fragbes da Hyptidendron canum (Pohl ex Benth.) Harley em

branquias de O. niloticus.
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2.3 Protocolo e Legislacao de testes toxicolégicos em bioindicadores

Os ensaios bioldgicos exigidos para a avaliagdo toxicoldgica e ecotoxicoldgica estdo
dispostos na Legislacdo de Agrotdxicos (2020), mas serdo requeridos caso a caso, a depender
da origem e do modo de uso do produto. E para isso, exige algumas fases:

O objetivo € avaliar danos potenciais do agente a organismos indicadores que
representam os principais grupos de organismos ndo-alvo. Na Fase | os organismos indicadores
sdo submetidos a uma dose Unica maxima do produto, estabelecendo-se um sistema em que a
chance de expressdo dos efeitos indesejaveis € maxima. A auséncia de danos aos organismos
indicadores nesta fase implica um alto grau de confianca de que nenhum efeito adverso ocorrera
no uso real do agente de controle. Se efeitos adversos forem observados na Fase I, entdo, 0s
testes da Fase Il sdo realizados, em que a exposicdo potencial dos organismos nédo-alvo ao

agente de controle é estimada (Tabela 1).

Tabela 1: Testes toxicologicos, de Fase I, em peixes exigidos pela legislacao brasileira para

novos principios ativos de pesticidas ou bioinseticidas.

Parametros EE Produtos a ser | Observacgdes

(em) testados
Oral para aves R IA ou PT Requerido quando a natureza do Inseticida
Inalatério para aves CR IAouPT botdnico e suas toxinas indicarem
Mamiferos silvestres CR IA ou PT contaminacdo para as aves
Peixes de agua doce R IA ou PT
Invertebrados de é&gua | R IA ou PT
doce
Animais de estuarios e | CR IA ou PT Quando o uso for direto em estatuario e
marinhos ambientes marinhos, ou com expectativa
Plantas ndo alvo CR IA ou PT de atingirtais ambiente em concentragdes
Insetos ndo alvo R IA ou PT significativas (padrdo de uso, mobilidade

do agente).

Abelhas - CL50 oral | R IAouPT
(24h)
Abelhas - CL50 contato | R IAouPT
Minhocas CR IAouPT
Legenda: EE= Especificacdo exigida; CR= Condicionalmente requerido; IA= Ingrediente ativo; PT=Produto
técnico; = Produto formulado

Fonte: Adaptada da Legislacdo de Agrotdxicos (2020).
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Os testes de Fase 11 contemplam estudos de sobrevivéncia, persisténcia, multiplicagéo e
disperséo do agente de controle, em diferentes ambientes. Se os testes da Fase |11 mostrarem que
pode haver exposic¢do dos organismos ndo-alvo ao agente de controle, entdo a Fase Il torna-se
necessaria. Os testes da Fase Il servem para determinar efeitos dose-resposta ou certos efeitos
cronicos. Os testes da Fase IV avaliam qualquer problema especifico ndo resolvido nas Fases
anteriores, e séo realizados sob condi¢des ambientais simuladas ou reais de campo, elaboradas

caso a caso (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2: Tabela adaptada da Legislacdo de Agrotdxicos. Testes toxicoldgicos, de Fase 11, em
peixes exigidos pela legislacdo brasileira para novos principios ativos de pesticidas ou

bioinseticidas.

Testes EE Produtos a Observacoes
ser(em)
testados
1. Comportamento no | CR | IAou PT Requerido quando efeitos patogénicos ou tdxicos forem
ambiente terrestre observados nos testes da Fase | com organismos terrestres.
requerido quando Requerido quando efeitos patogénicos ou téxicos forem
efeitos patogénicos ou observados nos testes da Fase | com organismos aquaticos
toxicos forem de 4gua doce.
observados
2. Comportamento em | CR | IAou PT Requerido quando o produto for para aplicagéo terrestre ou
ambiente estuarino e em &gua doce, e forem observados efeitos toxicos ou
marinho patogénicos em qualquer dos estudos da Fase | com
organismos de estuario e marinhos; ou quando o produto for
recomendado para ambientes marinhos ou de estuarios, ou
forem observados efeitos téxicos ou patogénicos em
qualquer dos seguintes testes da Fase I: oral agudo em aves;
inalacdo com aves;
Legenda: EE= especificacdo da exigéncia; R= requerido; CR= condicionalmente requeridos; |A= ingrediente
ativo; PT= produto técnico.

Fonte: Adaptada da Legislacdo de Agrotoxicos (2020).
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Tabela 3: Tabela adaptada da Legislacdo de Agrotoxicos. Testes toxicoldgicos, de Fase I,

em peixes exigidos pela legislacdo brasileira para novos principios ativos de pesticidas ou

bioinseticidas.

EE Produtos a Observagdes
ser(em)
testados

CR IA ou PT Requerido quando efeitos téxicos sobre organismos ndo-alvo
selvagens, terrestres ou aquaticos forem observados em um ou mais
testes da Fase | e os resultados da Fase Il indicarem exposicao de tais
organismos ao agente.

CR IA ou PT Requerido quando efeitos patogénicos forem observados em aves na
Fase I; efeitos crbnicos, carcinogénicos ou teratogénicos forem
relatados em testes de avaliacdo (toxico-patoldgico); testes de
comportamento no ambiente da fase Il indicarem que a exposicao de
animais terrestres ao agente de controle for provavel.

CR IA ou PT Requerido quando o produto for indicado para uso em agua ou
quando houver possibilidade do mesmo ser transportado local de uso,
e quando para a 4gua a partir da patogenicidade ou infectividade for
observada nos testes aquaticos da Fase I.

CR IA ou PT Se for determinado que o seu uso pode resultar em efeitos adversos
(principalmente infectividade , patogenicidade ou viabilidade em
agua natural) a organismos ndo-alvode coluna da agua e de
sedimentos, apos analise das informacbes exigidas para os agentes e
avaliaco dos resultados das Fases | e Fase Il sobre organismos néo-
alvo e comportamento ambiental.

CR IA ou PT Se o produto é transportado do local de aplicagéo pelo solo, ar, dgua
ou por animais, e quando se observar patogenicidade alvo. O grau de
plantas ndo movimentacdo sera determinado pelos testes da Fase I1.

Legenda: EE=

especificacdo

exigida; CR=

condicionalmente

requerido; 1A=

ingrediente  ativo;

PT= produto técnico.

Fonte: Adaptada da Legislacdo de Agrotoxicos (2020).
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2.3.1 Legislagdo brasileira referente a ensaios ecotoxicologicos

A ecotoxicologia é uma area ainda pouco explorada no Brasil e, além disso, nossas leis
ambientais com relacdo a analises ecotoxicoldgicas estdo em estadgio de construgdo. A
Resolucdo CONAMA n° 357/2005, além de estabelecer e classificar os corpos de agua e as
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, também regulamentam as condicoes e padrbes
de lancamento de efluentes, proibindo o langamento em niveis negativos ou perigosos para 0s
seres humanos e outras formas de vida, ou seja, os efluentes liquidos industriais e domésticos
devem atender aos Padrdes de Emisséo, atendendo aos Padrfes de Qualidade, em situacdes
criticas de vazéo.

Esta resolucéo limita uma série de potenciais contaminantes no ambiente e acrescenta,
em seu artigo 7°, §4°, que “o mais possivel confortavel entre as substancias e a presenca de
contaminantes ndo afetados, passiveis de causar danos aos seres Vivos, necessario ser
investigadas utilizando-se ensaios ecotoxicologicos, toxicoldgicos, ou outros métodos
cientificamente reconhecidos”. Acrescenta ainda que no caso de lancamento de efluentes
liquidos industriais provenientes de quimicas, petroquimicas e siderurgicas, poderdo ser
excluidos requisitos adicionais para cada caso especifico, em termos de toxicidade crénica.

A resolucdo CONAMA 357/2005 é uma legislacdo federal e por isso permite a
formulacdo de leis mais restritas, de acordo com a necessidade de cada estado brasileiro,
deixando livre para cada estado estabelecer seus proprios limites de toxicidade. Por exemplo,
em Sdo Paulo, os parametros e limites a serem obedecidos, tanto para Padrdo de Emissdo
(efluentes liquidos) como para Padrdo de Qualidade (corpos receptores hidricos), constam no
regulamento da Lei 997, de 31.05.76, do Estado de S&o Paulo, aprovado pelo Decreto 8.468, de
08.09.76. A Resolucdo SMA-3, de 22.02.2000, acrescenta a Lei n. 997/76, determinando que
os efluentes lancados ndo devem causar ou potencial para causar efeitos toxicos aos organismos
aquaticos no corpo receptor, de acordo com as normas que fixam a toxicidade permissivel.

No estado do Rio de Janeiro, a Fundacdo Estadual de Engenharia e Meio Ambiente
(FEEMA-RJ), através da norma técnica NT-213/1990, estabelece critérios e padrbGes para
controle da toxicidade em efluentes liquidos industriais, utilizando testes de toxicidade com
organismos aquaticos vivos, de modo a proteger os corpos d'dgua da ocorréncia de toxicidade
aguda ou crdnica de acordo com a NT-202/1986 e DZ-209/1990, como parte integrante fazer
sistema de Licenciamento de Atividades Poluidoras — SLAP.

O IAP-PR e a FATMA vém estudando desde o ano de 1992 a implementacdo dos

métodos de testes de toxicidade para avaliacdo ecotoxicoldgica de efluentes com objetivo de
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elaborar uma proposta de lei, onde ha limites de lancamento de toxicidade para efluentes
industriais. Essa proposta de limites de toxicidade para efluentes industriais teve como base a
analise dos dados obtidos pelos 6rgdos ambientais dos estados de Santa Catarina (FATMA) e
do Parana (IAP). A partir disso, foi criada a Portaria n® 017/02 — FATMA de 18.04.2002, que
estabelece os limites méaximos de toxidade aguda para efluentes de diferentes origens. Esses
limites sdo alcancados através do fator de toxicidade que representa o menor fator de diluicéo
que causa até 10% de efeito nos organismos. Esta lei determina que as substancias existentes
no efluente ndo poderdo causar ou possuir potencial causador de efeitos toxicos capazes de
provocar alteracdes no comportamento e fisiologia dos organismos aquaticos presentes no
COrpo receptor.

Para o Estado de Alagoas ndo foi encontrado nenhuma legislagdo especifica para
estudos ecotoxicolégicos.

Muitos sdo os laboratdrios de instituicdes oficiais que realizam testes de toxicidade,
tornando esta ferramenta mais reconhecida, como um forte instrumento de avaliagdo de impacto
ambiental. No Brasil, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), Companhia Estadual
de Tecnologia Ambiental (CETESB-SP), Fundacdo de Meio Ambiente de Santa Catarina
(FATMA-SC), Fundacdo Estadual de Engenharia e Meio Ambiente (FEEMA-RJ), Fundacao
Estadual de protecdo ambiental (FEPAM-RS), Instituto ambiental do Parand (IAP-PR) e a
Companhia Pernambucana de Meio Ambiente (CPRH-PE), recomendam a utilizacao da analise
de toxicidade através de testes com organismos-padronizados internacionalmente como um
forte instrumento para avaliacdo do potencial de impacto das substancias produtos quimicos ou

efluentes lancados no ambiente.

2.4 A ecotoxicologia como ferramenta no biomonitoramento de ecossistemas aquaticos

Os peixes formam um grupo de grande importancia em estudos de avaliacGes de
toxicidade ambiental, além de estarem presentes em diversos ambientes, apresentam ainda uma
ampla distribuicdo geografica participando de diferentes niveis troficos da cadeia alimentar,
com isso, sdo considerados étimos modelos bioldgicos de estudo, sendo usados inclusive como
indicadores de qualidade ambiental (SOUZA et al., 2016).

A espécie tilapia do Nilo, O. niloticus, é originaria da Africa, sendo encontrada em
ambientes de agua doce na Africa, Asia, América do Sul e Central, portanto, esta presente

praticamente em todo o mundo devido ao seu cultivo na aquicultura (MARTINS, 2008;
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RODRIGUEZ-FUENTES; GOLD-BOUCHOT, 2004; SILVA, 2017). Além disso, apresenta
diversas caracteristicas desejaveis por ser um peixe de baixo nivel tréfico; onivoro; eficiente na
ingestdo de proteinas de origem animal e vegetal; resistente a doencas e disponivel em
praticamente em todas as regides do pais (BOSCOLO et al.,, 2001), tornando-o 6timo
bioindicador aquético.

A tildpia do Nilo é frequentemente usada como um bioindicador em estudos
ecotoxicoldgicos devido a sua ampla distribuicéo, disponibilidade e capacidade de sobreviver
em uma variedade de condi¢cdes ambientais. A resposta da tilapia a substancias quimicas e
poluentes pode fornecer informacgdes valiosas sobre a qualidade ambiental e a saide do
ecossistema (OLIVEIRA; VALDES, 2019)

Estudos ecotoxicolégicos com tilapias podem envolver a exposicdo a diferentes
concentracdes de poluentes, como metais pesados, pesticidas, produtos quimicos industriais e
produtos farmacéuticos. A resposta do peixe a essas exposi¢cdes pode ser avaliada por meio de
parametros como taxa de sobrevivéncia, crescimento, reproducao, alteracbes comportamentais
e biomarcadores moleculares (TAMANHO, 2022).

2.5 Agrotdxicos no meio ambiente

Anualmente sdo usados no mundo aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de
agrotoxicos. O consumo anual de agrotoxicos no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas
de produtos comerciais (EMBRAPA, 2021).

O aumento consideravel no volume de agrotoxicos aplicados tem trazido uma série de
transtornos e modificacdes para o ambiente, tanto pela contaminacdo, quanto pela sua
acumulacdo nos segmentos bidticos e abidticos do ecossistema. Um dos efeitos indesejaveis
provocado pelos agrotdxicos é a contaminacdo de espécies ndo-alvo, ou seja, espécies que nao
interferem no processo de producdo (BRUM, 2020).

Os recursos hidricos agem como integradores de todos 0s processos biogeoquimicos em
qualquer regido, assim, superficiais ou subterraneos, sdo os principais destinos de agrotoxicos,
principalmente quando aplicados na agricultura (BALSAN et al., 2019).

A preocupacao com a contaminacao de recursos hidricos com agrotdxicos aumentou a
partir do ano de 1979, quando os primeiros tracos de contaminagdo foram detectados nos EUA.
Ribeiro, Lourencetti, Pereira e Marchi, (2007) relataram que, mesmo em concentragdes baixas,

sdo encontrados residuos de agrotdéxicos em amostras de agua subterranea em paises como Gra-
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Bretanha, Alemanha, Estados Unidos, Grécia, Bulgaria, Espanha, Portugal e Brasil. De
maneira, geral a contaminacdo dos ambientes aquéticos no Brasil por residuos de agrotoxicos
pode ser considerada como moderada, salvo excecBes em areas altamente poluidas e €
comparativamente menor que a presente nos paises do hemisfério norte (DA SILVA,
BEHREND, 2022).

No solo, a preocupagdo com a contaminagéo é referente a interferéncia desses principios
ativos em processos bioldgicos responsaveis pela oferta de nutrientes. S&o consideraveis as
alteracbes sofridas na degradacdo da matéria organica, através da inativagdo e morte de
microrganismos e invertebrados que se desenvolvem no solo. A ciclagem de nutrientes pode
ser afetada quando, por exemplo, o principio ativo persistente no solo interfere no
desenvolvimento de bacteérias fixadoras de nitrogénio, responsaveis pela disponibilizacao desse
mineral as plantas (OLIVEIRA; AZEVEDO; CAVALCANTI, 2021). A respiracdo do solo é
um parametro utilizado para se observar a atividade geral dos microrganismos e pode ser
utilizada como ferramenta para verificar a os efeitos dos agrotoxicos sobre diferentes
populacdes de microrganismos (DE CASTRO et al., 2019).

Ja existem programas visando a reducdo no nimero de aplicacdes e no desperdicio do
produto aplicado. Além disso, a fiscalizacdo de todo o ciclo de vida destes produtos, o incentivo
a producdo mais limpa, como a producdo organica, 0 manejo integrado e a utilizacao de agentes
de controle biolégico para a reducéo de danos no campo. Estas medidas aliadas a promocao da

educacdo ambiental, irdo contribuir na diminuicdo do uso dos agrotoxicos.

2.6 Biomarcadores
2.6.1 Vias de absorcao

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2000), os biomarcadores
compreendem toda substancia ou seu produto de biotransformacdo, assim como qualquer
alteracdo bioquimica precoce, cuja determinacdo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado,
avalie a intensidade de exposi¢do e o risco a saude. Estes consistem em uma variedade de
respostas bioldgicas relacionadas a exposicdo a contaminantes e poluentes que podem incluir
uma resposta molecular, celular, fisiolégico ou comportamental (MONTSERRAT et al., 2003).

A concentracdo ou atividade de uma enzima é um dos pardmetros de maior importancia
nos processos de degradacdo enzimatica de polimeros. Entre os biomarcadores mais

empregados incluem a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) e pardmetros relacionados ao
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estresse oxidativo que envolvem a quantificacdo das enzimas antioxidantes no organismo dos
peixes, denominadas de: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationaS-transferase (GST), enquanto que a glutationa reduzida (GSH) €
considerada como o principal antioxidante ndo enzimatico (FARREL et al., 2011).

2.6.2 Superoxido Dismutase (SOD)

Superodxido dismutases (SODs) sdo metaloenzimas ubiquas que constituem uma das
primeiras linhas de defesa contra espécies reativas de oxigénio. (NARAYANI;
YASHODHARA, 2018). Variagdes comuns no seu contexto ou ambientes adversos, como a
auséncia prolongada de luz e oxigénio, podem acelerar significativamente a degradagédo de
produtos. Isso ocorre devido a mudancas degenerativas, como a desestabiliza¢do das atividades
enzimaticas e a desintegracdo das membranas celulares. Esses efeitos adversos séo
predominantemente impulsionados pelo aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs),
que resultam na peroxidacédo dos lipidios (SILVA et al., 2019).

A SOD tem como funcéo bioldgica catalisar a dismutacdo do principal formador de
EROs, o radial superoxido O2", formado nas mitocondrias, convertendo em H>O> que & menos
reativo e pode ser degradado por outras enzimas. McCord e Fridovich (1969) descreve a SOD
como a enzima mais abundante nas células aerobicas, sendo de grande importancia na defesa
do organismo contra EROs. Em geral, existem trés tipos principais de SOD, a CuZnSOD
presente no citoplasma, a MnSOD, localizada nas mitocondrias e a EcCSOD no liquido
extracelular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; FEITEIRO et al., 2020).

2.6.3 Glutationa peroxidase (GPx) e glutaiona S-transferase (GST)

Ainda no sistema enzimatico, a enzima glutationa peroxidase (GSH-PXx), a principio, foi
descoberta em mamiferos. Halliwell e Gutteridge (1989) descreveram dois tipos de GPx, sendo
uma delas selénio dependente. Esta glutationa atua no citosol e na matriz mitocondrial, tendo a
funcdo de catalisar a reducdo de H>O> e peroxidos de organicos. (OLIVEIRA E SCHOFFEN,
2010). A GPx tem alta atividade no figado, moderada atividade no cora¢édo, pulméao e cérebro,
e baixa atividade nos musculos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Os efeitos do selénio
na GPx no sistema antioxidante em peixes tém sido demonstrados no Piaractus mesopotamicus
(BILLER-TAKAHASHI et al., 2015), Ictalurus punctatus (GATLIN E WILSON, 1984),
Rachycentron canadum (L1U et al., 2010), Clarias gariepinus (TAWWAB et al., 2007). A GPx,
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juntamente com a CAT e a SOD, séo as principais defesas antioxidantes que atuam nos
organismos superiores (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

A GST, ou glutationa S-transferase, € uma enzima presente em muitos organismos,
incluindo seres humanos, animais, plantas e microrganismos. Sua funcdo principal esta
associada a protecdo celular contra os efeitos negativos de compostos quimicos reativos e
poluentes. A atividade da GST esté envolvida na conjugacao dessas substancias quimicas com
emissdo de glutationa, um tripeptideo antioxidante presente nas células. A GST é parte
fundamental do sistema de defesa antioxidante das células. Ela ajuda a neutralizar os radicais
livres e outras espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo produtos naturais do metabolismo
celular e podem causar danos as estruturas celulares, incluindo o DNA (LIMA; MACEDO,
2021).

2.7 Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolinesterase (AChE) € a enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas. Nestas sinapses a ACh atua transmitindo a
mensagem de um neurdnio a outro. As sinapses colinérgicas estdo amplamente distribuidas no
sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), sendo importante para a manutencdo de
inimeras funcBes fisiologicas humanas (WESTFALL, 2006) e a AChE é frequentemente
utilizada como um biomarcador em estudos ecotoxicologicos em peixes. Certas substancias,
como pesticidas organofosforados e carbamatos, inibem a AChE, levando a fuga de acetilcolina
nas sinapses e causando paralisia e, potencialmente, a morte do peixe (AMERICO-PINHEIRO;
MERCADO, 2021).

A atividade da AChE pode ser utilizada como um indicador da saude dos peixes e da
qualidade da agua. Se a atividade da AChE estiver alterada, isso pode indicar contaminacgédo da
agua por substancias téxicas ou poluentes. Mudangas na atividade da AChE podem ocorrer em
resposta ao estresse ambiental, como variagdes de temperatura, influenciadas e outros fatores,
podendo servir como um sinal de que o ambiente esta afetando a satde dos peixes (FERRI et
al., 2020).
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2.8 Formulagdo microencapsulada do extrato etandlico de Annona muricata L. no controle
de pragas

Dentre as diversas variedades de plantas com grande potencial econdmico, a familia
Annonaceae, que possui cerca 130 géneros e 2300 espécies (MISHRA et al., 2013), destaca-se,
pelo alto valor comercial na forma de fruta in natura e processada (DE FREITAS, 2013),
importancia na medicina popular e como agente farmacolégico (MENEZES et al., 2014), como
também, apresenta um grande potencial bioativo, com resultados promissores na area de
inseticidas (CELESTINO et al., 2016) e acaricidas (MACIEL et al., 2014), por apresentar
grupos fitoquimicos bioativos especificos, como as acetogeninas. Essas sdo caracterizadas por
um anel y-lactona, por suas cadeias carbonila, acetila e hidroxila (LIAW et al., 2005;
CARBALLO, 2012), e serem exclusivas nas espécies do género Annona (CORTES et al.,
2014).

Os estudos sobre a fitoquimica e atividade biologica de espécies dessa familia, estdo
sendo intensificados (COUVREUR et. al, 2019), diante da importancia que as mesmas
apresentam como grande potencial para o desenvolvimento de produtos com agéo inseticida
(ISMAN; SEFRIN, 2014) e como antioxidante na area de cancer (RODUAN et al., 2017).

A graviola, Annona muricata L., € uma fruta tropical importante, de grande destaque
nos mercados fruticolas da América do Sul, América Central e Caribe. A Venezuela, maior
produtor desta fruta na América do Sul, possui hoje uma area plantada com gravioleiras superior
a mil hectares. Embora no Brasil a gravioleira venha sendo citada pela literatura desde o inicio
do século, sua importancia comercial em termos de mercado interno e de exportacdo ainda é
muito pequena, o interesse em explorar essa fruta é uma tendéncia recente (PINTO; DA SILVA,
1995).

Os estudos com espécies de anonaceas, com acao inseticida e acaricida, ja vem sendo
estudada hd muitos anos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de entomologia: controle
alternativo de pragas (LECAP), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), mostrando
resultados promissores com a graviola, Annona muricata L. (TRINDADE et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2014; LIMA et al., 2014; MACIEL et al., 2015; GOMES et al., 2016;
SANTOS et al., 2016; MACIEL et al., 2017; MICHELETTI et al., 2017; SANTOS et al., 2018;
TRINDADE et al., 2018; PAZ et al., 2018; MORAIS et al., 2023); pinha, Annona squamosa L.
(MACIEL et al., 2020; ZARATE, 2018; LEITE, 2018; MACIEL et al., 2019); e também com
Annona mucosa (Jacg.) Baill (LEITE, 2018).



31

O estudo é considerado promissor, pois na inddstria alimenticia utiliza-se apenas a polpa
e ocorre o descarte das sementes de graviola. Diante disso, a semente de A. muricata se torna
uma matéria prima de facil acesso, grande quantidade e sem custo de aquisicdo. Uma vez
comprovada sua eficiéncia no controle de pragas, surge uma alternativa adequado ao controle
de P. xylostella e a preservacdo do meio ambiente.

Os inseticidas botanicos apresentam uma alta suscetibilidade a fatores ambientais, e a
busca por técnicas que protejam esses principios ativos vem sendo proposta (DE MELO et al.,
2021).

Produtos naturais tém mostrado valor na protecéo de plantas, seja como inseticida, seja
como base estrutural para a sintese de novas moléculas inseticidas (DE OLIVEIRA, 2021). Os
inseticidas botanicos desempenham um importante papel nos programas de manejo integrado
de pragas (MIP), porque possuem atividade residual curta, permitindo que os trabalhadores
agricolas reentrem rapidamente nos campos tratados, pois apresentam baixa toxicidade humana
e ambiental e efeitos ndo direcionados minimos (CHANDLER et al., 2008; SPORLEDER,;
LACEY, 2013).

Contudo, os agroquimicos sdo frequentemente mais baratos (BALE et al., 2008;
THAKORE, 2006), mais faceis de aplicar (PREININGER et al., 2018), armazenados por mais
tempo (DUNHAM, 2015), com acdo mais rapida (PREININGER et al., 2018) e geralmente
considerados mais eficazes, quando comparados com os bioinseticidas (ARTHURS; DARA,
2019). Dessa forma, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de novas formulacdes e
tecnologias de aplicacdo de bioinseticidas, com o intuito de contornar problemas, diminuir os
custos de producéo desses produtos e torna-los mais competitivos no mercado.

Dessa forma, devido a crescente demanda global por alimentos e a urgéncia em
desenvolver estratégias sustentaveis para o controle de pragas, uma das solugdes alternativas é
0 uso de bioinseticidas microencapsulados (FERNANDEZ-PEREZ et al., 2014).

A microencapsulacdo é uma técnica conhecida ha muitas décadas, no entanto vem
ganhando espaco em aplicacfes nas mais diversas areas, tais como farmacéutica, alimenticia e
cosmética. Seu conceito tem como base a idealizacdo do modelo celular, no qual o nucleo é
envolvido por uma membrana semipermeavel que o protege do meio externo e, a0 mesmo
tempo, controla a entrada e saida de substancias na célula (RE, 2006; SUAVE et al., 2006).
Assim, a microencapsulacdo compreende um processo em que ocorre a incorporacdo de
substancias de interesse (ntcleo ou material ativo) em um sistema de revestimento (material de

parede, carreador ou agente encapsulante), obtendo-se microcapsulas com um diametro que
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varia entre 1 e 1000 um (MADENE et al., 2006; TIWARI, et al., 2010). As substéancias a serem
encapsuladas, podem apresentar-se no estado liquido ou sélido, podendo também ser um gas
(TRINDADE et al., 2008).

Para a realizacdo deste processo, diferentes agentes encapsulantes tém sido utilizados,
sozinhos ou em conjunto, para microencapsular, tais como: goma ardbica goma gelana,
quitosana, maltodextrina, amido, derivados do leite como proteinas (caseinas e proteinas do
soro), leite em po6 desnatado e soro de leite, prebidticos (inulina, oligofrutose, polidextrose),
entre outros alginato (KIM et al., 2008; GBASSI et al., 2009).

Essa técnica apresenta-se eficiente para conservacdo, durabilidade de prateleira e
protecéo a fatores ambientais (DE MELO et al., 2021).

Os microencapsulados podem ser produzidos a partir de materiais biodegradaveis e
liberar lentamente as moléculas funcionais que eles contém, o que reduz as aplicacdes
frequentes. Além disso, sdo em tamanhos pequenos com grande capacidade de carga e area de
superficie, e maior estabilidade e solubilidade quando comparados com seus equivalentes
volumosos (ALARCON-ALARCON et al., 2018; ANNUNZIATA et al., 2020; ZAITOON et
al., 2021).

Devido ao interesse da industria de alimentos na microencapsulacdo de
ativos, alguns protocolos de microencapsulacdo foram desenvolvidos, estes séo divididos
em trés categorias que incluem processo fisico, quimico e mecanico (LENGYEL et al., 2019).
A escolha de um material de parede apropriado para o processo de microencapsulacao por spray
dryer, método de secagem amplamente utilizado para encapsular substancias liquidas em
particulas secas. Esse processo é aplicado em diversas industrias, como alimenticia,
farmacéutica e de produtos quimicos, para proteger ingredientes sensiveis, melhorar a
solubilidade, prolongar a vida til e controlar a liberacdo de substancias ativas. Este processo
depende do uso final do produto e tem um efeito essencial na obtencdo de pos
microencapsulados estaveis (DE OLIVEIRA; MAIA, 2023).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local da pesquisa

O estudo foi conduzido no Laboratério de Entomologia: controle alternativo de pragas
(LECAP) e no Laboratorio de Aquicultura (LAQUA), localizados no Campus de Engenharias
e Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de Alagoas (CECA-UFAL), Rio Largo, Alagoas.
O desenvolvimento da pesquisa também contou com a colaboracdo do Laboratério de
Tecnologia de Controle de Medicamentos (LABTCOM), e do Laboratério de Morfofisiologia
Animal Aplicada (LMAA) da Universidade Federal de Alagoas (Ac. Simdes), Maceid,
Alagoas.

3.2 Obtencao das sementes de Annona muricata L.

As sementes de graviola foram obtidas no municipio de Anadia — AL, em fabrica de
processamento de frutas Multifrutas (Razdo social: AGRICOM_Agro Induastria e Comércio
Anadiense LTDA) para confeccéo de polpa de frutas. Antes da extracdo, as sementes passaram
por um processo de limpeza através da imersdo em agua contendo 10% de hipoclorito de sddio,
para em seguida, serem submetidas a secagem em estufa a 50°C por um periodo de 7 dias.

As sementes passaram por uma segunda secagem, desta vez foram acondicionadas em
sacos de papel Kraft e secas em estufa com circulagdo de ar a uma temperatura de 60°C por 72
horas. Apds a secagem as sementes foram passadas em moinho tipo Wiley e o p6 obtido foi

acondicionado em recipiente hermeticamente fechado até o preparo do extrato.

3.3 Preparo do extrato das sementes de Annona muricata L.

Os extratos brutos foram preparados no LECAP, cujo p6 das sementes, inicialmente, foi
submetido a extracdo a frio com etanol (CH3CH20H), sob temperatura ambiente (25 - 27°C),
em percolador de aco inoxidavel por um periodo de 48 horas, passando por trés lavagens
seguidas para a extracdo total. Apos a filtracdo, o solvente foi removido por destilacdo sob
pressdo reduzida em evaporador rotativo a 50°C. Ao fim deste processo, o0 extrato etandlico
descansou em recipientes de vidro, por 48 horas, devidamente etiquetados e pesados, aberto na
parte superior para a evaporacdo maxima de solvente restante e envolto por papel aluminio,
para que ndo houvesse contaminacdo e ndo fosse afetado pela luz solar. Finalmente, foi

acondicionado em recipiente hermeticamente fechado e armazenado em freezer.
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3.4 Preparo da formulagédo microencapsulada de Annona muricata L.

A formulagdo microencapsulada do extrato etandlico da semente de A. muricata foi
preparada no Laboratério de Tecnologia de Controle de Medicamentos (LABTCOM), da
ENSEFAR/UFAL. E o volume utilizado nas formulagdes foi obtido por meio do célculo
percentual, tendo como base o contetido de matéria seca do extrato.

As microcépsulas foram obtidas por secagem utilizando o aparelho modelo BUCHI
Mini Spray Dryer B-290, a uma temperatura de entrada de 180°C, rotacdo 33 e velocidade de
alimentacdo 5. A partir de 15 mL de extrato organico, foram acrescentados 50 mL de &lcool
etilico P.A e 50 mL de agua milli-gq, misturado e depois acrescentado a mistura goma arabica a
20%, amido a 15%, maltodextrina a 40% e aerosil a 10% calculado a partir do peso de sélido
contido em 1 mL do extrato. O peso de solido no extrato foi realizado colocando 1 mL do
extrato em estufa em Forno Mufla, a 550 ° C (SILVA, 2018).

3.5 Criacgéo de Tilapia, Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758

Os exemplares de Tilapia do Nilo, O. niloticus, foram coletados em tanque da Estacao
de Piscicultura do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Alagoas — CECA/UFAL (Figura 1A), em fase de alevinos com 30 dias de vida (Figura 1B).

Apos a coleta (Figura 1C), os exemplares foram aclimatados por um periodo de 10 dias,
mantidos e monitorados em um tangue circular pré-moldado de lona de PVC (Figura 1D), com
capacidade de 2,4 m3, em sistema de recirculacdo com aerador de 1 Hp, constando de filtros de
cartucho com 20 micras, filtro bioldégico contendo ostras, bioballs, porcelana, telas de pvc e
bactérias colocadas de forma exdgena e filtro Jebo, sendo alimentados com racdo comercial
extrusada (3 mm), com frequéncia alimentar de 3 vezes ao dia, contendo: 45% (minimo) de
proteina bruta, de acordo com especificacdo do fabricante (Figura 1E).

Durante esse periodo, os parametros de qualidade de agua (oxigénio dissolvido,
temperatura e pH) foram monitorados por sonda multiparamétrica (HANNA Instruments,
modelo 9828, Woonsocket, USA). As variaveis como pH, temperatura (°C) e oxigénio
dissolvido (mg/L) foram medidos e registrados a cada 24 horas (ABNT, 1993). O projeto foi

realizado de acordo com a Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA.

Figura 1: Processo de criagdo: (A) acude disponivel para a psicultura do CECA,; (B) captura
dos alevinos de tilapia; (C) transporte ao laboratorio; (D) aclimatacao e (E) engorda dos animais

até o peso ideal para os testes.
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Fonte: Autor, 2023.

3.6 Ecotoxicidade do extrato etandlico microencapsulado de Annona muricata, em peixes

Apds o periodo de aclimatagdo, os animais foram submetidos aos ensaios de toxicidade,
de dois experimentos independentes, sendo um de toxicidade aguda e outro de cronica.

As concentracOes testadas da formulagdo microencapsulada do extrato etandlico sobre
0s peixes, foram baseadas no estudo realizado por Figueiroa (2021), que testou a toxicidade
desse extrato na praga chave da familia de plantas Brassicaceae, a especie Plutella xylostela L.
(Lepidoptera: Plutellidae), e nas abelhas, A. mellifera, correspondendo a 0,125; 0,250; 0,500;
1,00 e 2,00 g/L.

O pd6 de cada concentragéo foi solubilizado na dgua do proprio aquério, fazendo uma
correlacdo da concentragdo com o volume de agua. Além dos tratamentos com a formulacéo,
realizado também um teste com a formulacdo contendo apenas os polimeros, ou seja, sem a
presenca do extrato de A. muricata, para comprovar de que a acdo bioldgica pudesse estar
relacionada aos componentes da formulacdo, e mais a testemunha, que foi apenas o aquério
com agua.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Graphpad Prism (verséo
10.0, Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, EUA), cujos dados foram expressos como
média * erro padrdo da média (EPM) e estatisticamente avaliados pela analise de variancia
unidirecional (ANOVA). As diferencas entre médias dos grupos foram comparadas pelo teste
de comparacdes multiplas de Bonferroni e as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas em P< 0,05. A analise de correlagcdo de Pearson foi utilizada para examinar
possiveis associacdes entre a enzima superoxido dismutase e a formulacdo microencapsulada.
Foi adotado como critério de avaliacdo da mortalidade a falta de movimentos e nenhuma reagéo

a estimulos tateis.

3.6.1 Toxicidade Aguda e Determinagdo da CLso
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Antes da implementacéo do teste de toxicidade aguda (24h), a alimentacdo dos animais
foi suspensa por 24h antes do adicionamento dos tratamentos na agua seguindo as normas da
associacao brasileira de normas técnicas-ABNT 2016 para trabalhos de pesquisas de toxicidade
que utilizam peixes como organismos teste.

Foram utilizados alevinos de tilapia medindo entre 1,5 e 3 cm, com aproximadamente
30 dias de idade, como organismos teste. Foram utilizados 18 tanques retangulares com
capacidade de 10 L, cada tanque recebeu cinco individuos, totalizando 90 individuos, sendo um
em cada cinco tanques ndo recebeu nenhum tipo de tratamento.

Os p6s das diferentes concentracdes foram diluidos na agua através da mistura da
solucdo com a agua do aquario, em cinco concentragdes (0,125; 0,250; 0,500; 1,0; 2,0), mais
0s tratamentos com 0s agentes encapsulantes e a testemunha. E com base na mortalidade diéria,
foi calculada a CLso, utilizando a analise de Probit, pelo programa estatistico SAS.

Para determinar o Percentual de mortalidade, CLso, em O. niloticus utilizou-se a

formula;

n
%m=-%x100
nT
Onde: %m = percentual de mortalidade; ny = nimero de organismos mortos e nr =

numero total de organismos.
3.6.2 Toxicidade Cronica

Posteriormente, foi realizado o segundo ensaio com iguais concentrac@es, contendo trés
repeticdes por concentracdo, que avaliou a toxicidade cronica, utilizando cinco animas em cada
aquario, totalizando 90 animais, utilizando a CLs estabelecida através do primeiro teste. No
segundo ensaio, também foi utilizado seis tratamentos com base no valor da CLso ja
determinada através do primeiro ensaio de toxicidade aguda.

A analise da mortalidade dos peixes foi durante um periodo de 96 horas com
quantificacdo de mortalidade a cada 24 horas.

Como parametro sobre os niveis de toxicidade do extrato sobre os peixes utilizou-se o
calculo da concentracdo estimada (CAE) sustentado no trabalho descrito por Manrigue et. al
(2013). O calculo ocorre sobre a razdo entre 100% da dose do produto sobre o volume total do
tanque. A classificacdo dos riscos foi baseada nos indices da Proposed (1996), seguindo 0s

conceitos basicos da estatistica para todas as analises foi adotado o nivel de significancia (P) de



37

5%. A alimentacdo dos animais continuou suspensa por 24h antes do adicionamento dos
tratamentos na agua seguindo as normas da associacdo brasileira de normas técnicas-ABNT
para trabalhos de pesquisas de toxicidade que utilizam peixes como organismos teste.

Os parametros de qualidade da &gua como pH, temperatura e niveis de oxigénio foram
verificados diariamente em todos 0s aquarios, atraves da utilizacdo de termémetros e medidores
digitais. A finalidade dos testes foi determinar a concentracéo de uma substancia teste (produtos
quimicos ou efluentes) que produz efeitos deletérios em um grupo de organismos teste sob
condigdes controladas (RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008). Os efeitos observados
vao desde a letalidade até qualquer outra manifestacdo do organismo que a anteceda. E para o
teste ser aceitavel, a sobrevivéncia no controle deve ser de 90%, no minimo (JARDIM, 2004;
MASSARO, 2006; RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008).

Apos constatar mortalidade, os peixes eram imediatamente coletados dos tanques
tratados e as amostras de musculo, figado, branquias e cérebro foram retiradas com auxilio de
material cirurgico. Peixes que resistiram ao fim do experimento foram sacrificados por
resfriamento ou seccdo medular, e também coletados os tecidos. As amostras dos filés foram

embaladas em papel aluminio e congeladas a -20 °C por trés meses.

3.7 Preparo do homogenato

Os tecidos dos peixes, figado e brénquias, foram homogeneizados (Figura 2B) em
tampao fosfato de potéassio (pH 7.4) 0.2 M (Figura 2A) e a suspenséo centrifugada (12000 rpm
por 10 minutos a 4°C) (Figura 2C). O sobrenadante resultante foi utilizado para as analises da
atividade das enzimas superdxido sismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) (Figura
2D). As andlises foram feitas em espectrofotometro (UV-Mini 1240, Shimadzu) ou leitor de
microplacas (Multiskan GO User Manual, Thermo Scientific, Ratastie 2 e Finlandia) (Figura
3).

Figura 2: Elaboracdo do homogenato: (A) preparo do tampéo fosfato 7,0; (B) trituracdo de
amostras com homogeneizador elétrico; (C) separacdo das fazes por centrifugacédo e (D) coleta

do sobrenadante.
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Fonte: Autor, 2023.

3.8 Determinacéo da atividade das enzimas antioxidantes

Para realizar o0 ensaio de atividade enzimatica, foram utilizadas placas de 96 pocos
(placa de Elisa) Figura 3A), a uma densidade de 2 x 104 /pogo que foram tratadas com diferentes
concentracdes dos materiais teste em duplicata e triplicata (Figura 3B). A atividade da SOD foi
quantificada usando um leitor de microplacas por meio do programa SoftMax, com uma
duracéo de 60 segundos por placa. As placas de ELISA foram preparadas com uma mistura de
reagentes e amostra (figado ou branquias), seguindo as etapas a seguir:

Primeiramente, um mapa foi organizado para a placa. Dois pocos foram alocados para
0 controle em branco, contendo 45 pL de tampdo em cada um, e dois pocos para o controle
padrdo, com 30 pL de tampdo em cada um. Posteriormente, 0s demais pocos da placa foram
preenchidos com 30 pL de amostras, 100 pL de tampéo em todos os pogos, 6 pL. de MTT e 15
ML de pirogalol em todos os pogos, exceto no controle em branco.

Apos a adicdo desses reagentes, a placa foi incubada em uma estufa a 40°C por 5
minutos. Apds esse periodo, todos 0s pocos da placa, incluindo os de controle em branco e
padrdo, receberam 150 puL de DMSO para interromper a reacdo. Finalmente, as placas foram
verificadas a leitura por um leitor de microplacas a um comprimento de onda de 580 nm (Figura
30).

A atividade das GSTs foi avaliada mediante a adicdo dos reagentes em um volume total
de 1 mL. A solucdo consistiu em 970 pL de iniciador tampdo fosfato Pi 0,1M (pH 7,0), seguida
pela adicdo de 10 pL de amostra do homogenato (figado ou branquias)(Figura 4A).
Posteriormente, 10 puL de dinitrobenzeno (CDNB 0,1M) e 10 pL de GSH 100 mM foram
incorporados, totalizando o volume final.

A cubeta contendo essa mistura reacional (Figura 4B) foi entdo inserida no
espectrofotbmetro (A= 340 nm), em que as leituras foram realizadas. A reacédo foi iniciada no
momento da leitura, e durante um periodo de 1 minuto e 30 segundos, leituras
espectrofotométricas foram registradas em duplicata a cada intervalo de 30 segundos (Figura
4C).
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Figura 3: Mensuragdo da SOD: (A) placa de Elisa; (B) aplicagdo de amostras de branquias e
figado e reagentes com multicanal e (C) leitura realizada em leitor de microplacas (A= 580 nm).

Fonte: Autor, 2023.

Figura 4: Mensuracdo da GST: (A) sobrenadantes de tecidos de branquias e figado; (B) cubeta
utilizada na leitura de esctrofotometria e (C) leitura realizada em uma corrida de 1min e 30s em

espectrofotometro (A= 340 nm).

Fonte: Autor, 2023.

3.9 Atividade Acetilcolinesterase

O encéfalo de O. niloticus, foi mensurado pelo método de Ellman (1951), baseado na
taxa de hidrdlise da acetiltiocolina (ACh) pela AChE dando origem a tiocolina, que reage com
0 anion carboxilato do acido 5,5’- ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), formando o 2-
nitrobenzoato 5-mercaptotiocolina e um anion de coloracdo amarela, o 5-tio-2- nitrobenzoato,
que é quantificado espectrofotometricamente em comprimento de onda de 412 nm por 5
minutos e registrado leituras a cada 1 minuto (Figura 5A, 5B e 5C).

Diferente das demais rea¢6es, 0s homogenatos para a analise de Acetil foram preparados
utilizando um tampao fosfato com pH 7,4. Apés a adicdo deste piloto aos tecidos do encéfalo,
0s mesmos foram homogeneizados por 30 segundos cada amostra com o auxilio de um agitador
elétrico. A solucdo resultante passou por um processo de centrifugacdo de 20 minutos a 10.000
rcf e 4°C. Ao final deste procedimento, o sobrenadante foi cuidadosamente coletado para ser

utilizado nas reacdes, enquanto os pellets foram descartados.
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Figura 5: Mensuracdo da Acetil: (A) sobrenadante de tecidos de cérebro; (B) cubeta utilizada
na leitura de esctrofotometria e (C) leitura numa corrida de 5min em espectrofotémetro (A= 412

nm).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Concentracdo letal (CLso)

As estimativas de Probit da CLso da formulacdo microencapsulada de A. muricata sobre
0s peixes no periodo de exposicao de 24h foi de 0,229g/Le de 0,249g/L no periodo de exposicéo
de 96h (Tabela 4).

No que se refere as variaveis indicadoras da qualidade da dgua, como o oxigénio obtido,
temperatura e o pH, elas foram monitoradas e coletadas em cada uma das sete concentragdes.
Em seguida, foi realizada uma média geral dos parametros fisico-quimicos nos testes agudos e
crénicos, gerados em valores de 6,57 + 0,28 para 0 oxigénio dissolvido, 24,37 + 0,5 para a

temperatura e 7,09 + 0,24 para o pH.

Tabela 4: Parametros fisico-quimicos da agua em diferentes concentra¢des da formulacao

microencapsulada de A. muricata.

Concentragdes (g/L) Oxigénio dissolvido (mg/L) Temperatura °C pH
Controle 6,83+0,14 24,22 +0,57 6,70+ 0,14
Polimeros 6,60+ 0,31 24,38 £0,55 7,33+0,23

0,125 6,53+0,27 24,31 +0,49 7,27 £0,31
0,25 6,58 + 0,25 24,70 £ 0,45 7,30+0,25
0,5 6,60+ 0,38 24,48 +0,81 7,14+0,24

1 6,58 £ 0,29 24,25 +0,30 7,15+0,18

2 6,25+ 0,35 24,25+ 0,35 6,75+ 0,35
TOTAL 6,57+ 0,28 24,37 £ 0,50 7,09 +0,24

Fonte: Autor, 2023.

Tabela 5: Estimativas das concentragdes letais, CLso € CLgg, na toxicidade aguda e cronica da

formulacdo microencapsulada do extrato etandlico de Annona muricata

Produto N Inclinagdo+(EP)  CLs0(95% IC)  CLgo(95% IC) X?
Toxicidade aguda 75 6,0913 + 1,4372 0,229 0,553 0,28
(0,181 +0,282) (0,406 + 1,179)
Toxicidade 0,249 0,600
cronica 75 6,098+ 1,458 (0,198 +0,307) (0,438 +1,319) 0,650

N = Numero de insetos, EP = erro padrao da média, IC = intervalo de confianga, CL = Concentragao Letal, y 2 =
Qui-quadrado (significativo ao nivel de 5% de probabilidade).
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Fonte: Autor, 2023.
No teste agudo, com avaliacbes ap0s 24h do tratamento com a formulacdo

microencapsulada, foram observadas mortalidades a partir da concentracdo de 0,250g/L, com
apenas 6,66%, enquanto na concentracdo de 0,5g/L, 73,30% dos peixes vieram a ébito. Ja o
tratamento em que os animais foram submetidos as duas maiores concentragdes, 1,0 e 2,0g/L
foram mais letais, pois causaram uma mortalidade de 93,33 e 100,00%, respectivamente
(Tabela 5).

Tabela 6. A média de mortalidade de Oreochromis niloticus em concentragdes crescentes no
teste de toxicidade aguda e cronica aos periodos de exposicéo de 24 e 96h.

Concentrago Média de porcentagem de O.niloticus (n=90)

(g/L) 24h exposicao 96h exposicado
TEST. 0,00 0,00

Polimeros 0,00 0,00
0,125 0,00 0,00
0,250 6,66 60,00
0,500 73,33 93,33
1,000 93,33 100,00
2,000 100,00 100,00

Meios de ensaio de toxicidade realizados em triplicata de acordo com a ABNT, 2016.
Fonte: Autor, 2023.

A exposicdo do agente ativo constituido pelos polimeros, que foram utilizados no
preparo da formulacdo microencapsulada, ndo ocasionaram mortalidade da mesma forma que
a testemunha e a concentracdo mais baixa testada a 0,125¢/L (Tabela 5).

No teste cronico, a concentracdo de 0,250g/L, que s6 causou 6,66% na analise aguda,
com 96h aumentou a sua toxicidade, causando uma mortalidade de 60,00% dos peixes no
aquario. Em todas as concentracdes testadas, apenas a 0,125¢/L ndo causou mortalidade dos
peixes, e nas concentragdes de 1,0 e 2,0g/L, todos os peixes morreram (Tabela 5).

Os peixes, de modo geral, sdo animais utilizados experimentalmente como
bioindicadores de qualidade ambiental, e sdo muito utilizados em testes de novos produtos
agrondmicos, principalmente dos efeitos adversos da toxicidade de defensivos agricolas. Séo
animais muito sensiveis as mudancas nas caracteristicas quimicas da agua, e muitas vezes
podem ser afetados pelas consequéncias do uso de compostos organicos e inorganicos utilizados
na agricultura, que podem ser lixiviados ao ambiente aquatico natural. Essa sensibilidade inclui

0s agrotoxicos de modo geral, que causam diversos danos a esses animais, efeito subletal,
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incluindo a morte, efeito letal (MONTANHA; PIMPAO, 2012; KNAPIK; RAMSDORF,
2020), dependendo da dose a qual foram expostos, envolvendo também a avaliacdo de um
produto natural (AKPA et al., 2010; SYNGAI; BHARALI, 2016; MUSTAPHA et al., 2020;
CASTRO et al., 2022), que pode ter a finalidade como inseticida, que no presente estudo é o
extrato etanolico de A. muricata.

No entanto, por se tratar do estudo de um novo produto, ndo ha resultados comparativos
do modo de acdo, toxicidade, taxa de mortalidade e impactos fisiolégicos do extrato etandlico
de A. muricata em peixes, sendo considerada inédita a avaliacdo da toxicidade na tilapia do
Nilo, que é a espécie de peixes mais produzida e amplamente difundida no Brasil.

Segundo Coria-Téllez et al. (2018), vale destacar que estudos etnobotanicos indicam
que A. muricata tem sido usado como inseticida, entretanto, a toxicidade relatada para os
extratos é variavel dependendo da parte da planta que é utilizada e o solvente que é empregado.
Salienta-se ainda que ndo ha concentracdo de campo recomendada para o produto testado que
é o0 microencapsulado do extrato etandlico de A. muricata.

Observou-se ainda, que esses animais apresentaram sinais perceptiveis de estresse
comportamental como escurecimento das escamas (Figura 6), nado erratico, aumento dos
movimentos operculares, além de ida frequente a superficie com o intuito de respirar, mudancas
comportamentais muito comuns em estudos ecotoxicoldgicos (SILVA et al., 2020; BHARTI e
RASOOL, 2021).

Pelo que foi descrito acima, esses sinais perceptiveis de estresse comportamental
observados nos animais sao sintomas tipicos de respostas de estresse em peixes. Essas respostas
podem ser atribuidas a varias causas, incluindo condi¢cdes adversas no ambiente aquatico em
gue os peixes estdo vivendo, tais como a qualidade da &gua, visto também por Flores-Lopes
(2006), em revisdo dos aspectos da taxocenose de peixes mais utilizados como indicadores

biologicos da qualidade da agua.

Figura 6: Alteracdo visual do exterior dos peixes experimentais: (A) tilapia com coloracédo
normal submetida ao tratamento testemunha e (B) peixe submetido a exposicdo da formulacao

microencapsulada de A. muricata apresentando escurecimento da pele.
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Fonte: Autor, 2023.

Segundo Scott e Sloman (2004), a exposicdo as substancias toxicas pode causar
anabolismo proteico em peixe, uma vez que 0S animais, ao buscarem aliviar os efeitos do
estresse decorrente da exposicao a agentes estressores, mobilizam suas reservas nutricionais na
busca pela homeostase, resultando na reducdo do desempenho ou até mesmo a morte dos
animais, dependendo do nivel do estresse aos quais 0s animais sd8o expostos, este episodio
também foi visto em Silva e colaboradores (2017). Com a adi¢do do pd do produto formulado,
principalmente nas maiores concentracdes, a agua dos aquarios ficou imediatamente turva e
com coloracdo amarelada, alterando visivelmente a qualidade da agua e um ambiente ja
adaptado e favoravel aos animais, 0 que transfere um ambiente de estresse comportamental,
com reacdes de tentativas de pular para fora da agua e movimentos repetitivos de natacdo
erratica

Efeitos similares também foram verificados em outra espécie de peixes bastante
estudada em ecotoxicologia, com o peixe zebra, Danio rerio (Hamilton 1822), em contato com
inseticidas quimicos, tornando-os mais magros, com movimentos de se contorcer, com
movimentacdo aumentada das guelras, causando perda de equilibrio (KUMAR; ANSARI,
1983; MELO, 2018).

Corroborando esses resultados Fischer e colaboradores (2021), trabalhando com o
pesticida malation, que é um inseticida organofosforado de amplo espectro utilizado no controle
de pragas tanto na area rural quanto em areas urbanas, relataram que a exposicdo a esse
inseticida pode causar alteracbes no comportamento dos animais tanto nos estagios larvais
quanto adulto, perturbacdo no desenvolvimento dos 6rgdos e também escurecimento da pele. O
que também foi observado no presente estudo nos animais submetidos a exposicdo ao produto

teste nas maiores concentragoes.



45

4.2 Enzimas antioxidantes (SOD e GST)

4.2.1 Anélise SOD

Para verificar os efeitos adversos a mortalidade, foram realizadas analises de SOD e
GST de figado e branquias. A diferenca na atividade da SOD no figado foi encontrada na
concentracdo 0,500g/L em relacdo a testemunha, os demais tratamentos de 0,125; 0,250; 1,0 e
agentes encapsulantes ndo expressaram diferencas significativas ente as médias (P < 0,05)
(Figura 7). Estes resultados demonstram que a formulagdo microencapsulada do extrato das
sementes de graviola podem ter causado estresse oxidativo aos peixes, quando comparado com
a testemunha, tendo-se observado nos resultados das analises de figado dos animais submetidos

as diferentes concentracGes do produto.

Figura 7: Atividade da SOD no figado, com diferenca significativa entre as médias do

tratamento 0,500g/L em relacéo a testemunha.
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Fonte: Autor, 2023.

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a producdo de radicais
livres e a capacidade antioxidante do organismo para neutraliza-los. Altos niveis de SOD podem
ser observados em resposta ao estresse oxidativo, indicando uma tentativa do organismo de
combater os danos causados pelos radicais livres (BARBOSA et al., 2010).

O aumento da atividade da enzima superédxido dismutase (SOD) nos tecidos dos peixes
sugere a ocorréncia de estresse oxidativo como resultado do contato com a 4gua, sendo a SOD
uma das enzimas antioxidantes que desempenham um papel nesse processo (MORI et al.,
2019).
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Nwani e colaboradores (2013) reportaram que a enzima SOD é um indicador da
capacidade dos tecidos em lidar com o estresse oxidativo. Nossos achados revelaram um
aumento na atividade da SOD no figado apds uma exposicdo de 24 e 96 horas ao
microencapsulado de A. muricata. No entanto, analises comparativas ndo podem ser realizadas,
uma vez que ndo existem registros disponiveis para inseticidas botanicos e formulacGes

microencapsuladas até o momento.

4.2.2 Andlise GST

Foi observado um aumento na atividade da glutationa S-transferase (GST) no figado
entre as médias dos grupos 0,125 g/L, 0,250 g/L e 0,500 g/L, em compara¢do com o grupo de
controle. Da mesma forma, ao comparar o grupo 0,500 g/L com o grupo 1,00 g/L e com 0s
polimeros, também foram identificadas diferencas significativas (Figura 8).

Ao contrario do efeito observado no figado, a exposic¢do da formulacdo nas branquias
ndo revelou interferéncias, conforme indicado pela anélise estatistica (Figura 9).

A GST é conhecida por seu papel fundamental no metabolismo de Xxenobidticos
(substancias estranhas ao organismo), atuando na conjugacdo de varias substancias quimicas
com glutationa, tornando-as mais solUveis em agua e, portanto, mais facilmente excretadas pelo
organismo. Essa acdo de desintoxicacéo é particularmente relevante para o figado, ja que este
orgao é o principal responsavel pela metabolizacdo de muitas substancias, incluindo toxicos e
produtos quimicos (FLESCH, et al., 2012).

De acordo com Winkaler (2008), estudando pacus, Piaractus mesopotamicus, expostos
ao diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron (TFB), a explicacdo mais provavel para a reducdo da
GST no figado pode ser devido a alta capacidade que as enzimas tém de se ligarem fortemente
aos xenobioticos. As reducdes da GST indicam um possivel comprometimento da atividade de
metabolizacdo desses compostos quimicos no figado dos animais (BAINY et al., 1996).
Figura 8: Atividade da GST no figado, apresentando diferencas significativas tanto em relacéo

ao controle, guanto aos tratamentos.
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Fonte: Autor, 2023.

Figura 9: Atividade da GST nas branquias, sem interferéncia a exposicéo do produto formulado

de A. murucata.
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Na literatura ndo foram encontrados trabalhos relacionando a atividade da GST com a

exposi¢éo ao TFB, mas de acordo com os resultados deste trabalho, a exposicdo ao TFB parece
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interferir na atividade hepatica da GST de forma semelhante ao DFB. O mesmo acontece para
inseticidas botanicos (SANCHE, 2014).

4.3 Inibicdo da Acetilcolinesterase (AChE)

Pela anélise da ANOVA, ndo houve diferenca estatistica entre as médias comparadas
(Figura 10), mostrando, com isso, que a formulacdo microencapsulada de graviola, ndo causou
inibicdo dos tecidos do encéfalo de O. niloticus, analisados por AChE.

A AChE (acetilcolinesterase) € uma enzima crucial no sistema nervoso que desempenha
um papel fundamental na transmisséo de sinais entre as células nervosas. Ela é responsavel por
hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina nas sinapses nervosas, permitindo a terminacéo
rapida do sinal nervoso e proporcionando uma comunicacdo eficiente entre 0s neurdnios
(PORTO et al., 2021).

Figura 10: Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) no cérebro, sem diferencas significativas,

estatisticamente.
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Fonte: Autor, 2023.

Quanto a biologia redox, a AChE nao esta diretamente relacionada a esse processo. A
biologia redox envolve reacGes de transmissao-reducdo, onde ocorre o download de elétrons
entre emissdo. O estresse oxidativo e as enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase
(SOD) e a glutationa S-transferase (GST), estdo mais relacionados a biologia redox
(OGUNSUY! et al., 2022).
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Portanto, a AChE e a biologia redox ndo tém uma relagdo direta. A AChE esta mais
associada a funcdo neuromuscular e a transmissé&o de sinais nervosos, enquanto a biologia redox
trata das reacOes de transmissdo e reducdo que ocorrem no corpo, incluindo o equilibrio entre
espécies reativas de oxigénio e antioxidantes.

Para melhor compreensédo de danos oxidativos na participacdo da toxicidade, foi
realizado o teste da inibig&o acetilcolinesterase.

As toxicidades de carater agudo por determinadas classes de agrotdxicos sdo impostas,
sobretudo, a capacidade das substancias em inibir a atividade da AChE, acometendo o Sistema
Nervoso Central (SNC), além da geracdo de radicais livres (RL) e estresse oxidativo (LIMA,
2017).

Para Nerilo et al. (2014), os agrotoxicos das classes de organofosforados e carbamatos
séo inibidores primarios da acetilcolinesterase e desencadeiam uma série de respostas com
processos sintomatologicos agudos. A persisténcia na utilizacdo quimica gera sinais crénicos,
podendo evoluir para 6bito por intoxicacdo exdgena.

Jonsson, et al. (2007), estudaram metodologias de analise da atividade de duas enzimas
com potencial uso em biossensores. Observando a atividade especifica de AChE cerebral no
homogenato de cérebro de O. niloticus expostos a distintas concentraces de formulacéo
comercial. Apos analise em ANOVA, foi observado que ocorreu diferenca significativa
(p<0,05) nos valores de atividade especifica de AChE na concentracdo de 0,875 mg/L de
formulacdes comerciais do inseticida PPF (Piriproxifeno) com 23% de reducéo da atividade, e
um aumento da mesma em 18% na exposicéo a concentracdo de 1,75mg/L quando comprado a
atividade do controle. Apos 96h de exposicdo a 3,5mg/L do PPF, apresentou variacdo
significativa na atividade especifica de AChE cerebral em torno de 16% de reducéo da atividade
especifica. Ao contrario do estudo atual, que ndo observaram diferencas estatisticamente
significativas em relacdo a exposicdo ao produto, os resultados obtidos foram positivos.

E fato que, a literatura carece de estudos toxicoldgicos abordando inseticidas botanicos.
No entanto, existem registros que apontam para os constituintes de Oleos provenientes da
familia Lamiaceae, que tém sido empregados no tratamento da doenca de Alzheimer, e que
foram identificados como inibidores da acetilcolinesterase (AChE). Isso inclui monoterpenos
como o neral, geranial e linalol (DOHI et al., 2009; PICOLLO et al., 2008; PERRY et al., 2000),
0s quais tém impacto positivo na fungdo colinérgica e cognitiva.

Além disso, 0 extrato das partes aéreas de outro membro da familia Lamiaceae, o

Teucrium polium L., exibe propriedades anti-amnésicas in vivo e inibe a AChE in vitro, embora



50

0S compostos responsaveis por essa atividade ainda séo indefinidos (ORHAN e ASLAN, 2009).
Compostos como o limoneno e o alcool perilico, presentes nos 6Oleos essenciais de Citrus
(Rutaceae), melhoraram o comprometimento da memoria induzida pela escopolamina. Tal
melhora possivelmente ocorre devido a continuacdo da AChE (observada in vitro) (SOUZA et
al., 2012).

Nesse contexto, esses estudos indicam que alterativas ao uso de inseticidas s&o uma
realidade, e devem ser mais exploradas em prol da conservacdo ambiental e da satde dos seres

humanos.
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5 CONCLUSOES

Os resultados demonstram que:
- N&o hé alteragdo enzimatica nos tecidos das branquias de O. niloticus, analisados por GST;
- A formulagdo microencapsulada de A. muricata induz perturbagfes nas enzimas de O.
niloticus, como evidenciado pela anélise das atividades de SOD e GST nos tecidos do figado e
das branquias. Esse efeito resulta em estresse oxidativo e efeitos zootécnicos associados;
- Néo h4 inibicéo dos tecidos do encéfalo de O. niloticus, analisados por AChE;
- O aumento da dose e do tempo de exposicdo potencializa as alteracBes enzimaticas de O.

niloticus.
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