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Genotoxicidade do composto Azadiractina avaliado atraves do Ensaio Cometa
utilizando Danio rerio (Hamilton 1822) como organismo teste

Alana Nunes Rael*
Alexandre Rieger?

RESUMO

A azadiractina consiste no 6leo obtido a partir de sementes secas de Azadirachta indica A.
Juss. (Familia: Meliaceae). E comercializado como um biopesticida para controle de pragas
na agricultura organica por ser um agente "eco-amigavel”. Sua acdo ocorre impedindo o
desenvolvimento das larvas sendo aplicado por pulverizagdo sobre as folhas (1,2g/100 L).
Residuos dos pesticidas, incluindo os biopesticidas, podem causar efeitos deletérios a
organismos que ndo sdo o seu alvo. Assim, o presente trabalho avaliou o efeito genotoxico
resultante da exposicdo da azadiractina por sete dias em peixes Danio rerio - Hamilton 1822,
utilizando o Ensaio Cometa (EC) e a mortalidade pela analise de sobrevivéncia. Foram
expostos trés grupos testes (1,2; 0,3 e 0,15 pug/mL), um controle negativo (CN) e um controle
positivo (CP) (CuSO4 0,1 mg/L). Os resultados do EC sugerem efeito de genotoxicidade nas
trés concentracdes, pois tanto a Frequéncia de Dano (FD) como o indice de Dano (ID)
utilizando os eritrécitos do D. rerio estavam significativamente aumentados em relagdo ao
CN. A mortalidade foi de 100% em até 13 dias apds a exposicdo a azadiractina sugerindo
uma elevada toxicidade. Portanto, a utilizagdo do biopesticida azadiractina deve ser realizada
com precaucao para ndo aumentar a contaminacdo ambiental, especialmente nos ecossistemas
aquaticos.

Palavras-chave: Danio rerio. Azadirachta indica. Azadiractina. Genotoxicidade. Neem.
Ensaio Cometa.

ABSTRACT

Azadirachtin consists of the oil obtained from dried seeds of Azadirachta indica A. Juss.
(Family: Meliaceae). It is marketed as a biopesticide for pest control in organic farming as it
is an "eco-friendly" agent. Its action occurs preventing the development of the larvae being
applied by spraying on the leaves (1.2¢9/100 L). Residues of pesticides, including
biopesticides, can cause deleterious effects to organisms that are not their target. Thus, the
present work evaluated the genotoxic effect resulting from the exposure of azadirachtin for 7
days in Danio rerio - Hamilton 1822 fish, using Comet Assay (CA) and mortality by survival
analysis. Three test groups (1.2, 0.3 and 0.15 pg/mL), one negative control (NC) and one
positive control (PC) (0.1 mg/L CuSO4) were exposed. The CA results suggest a genotoxicity
effect at the 3 concentrations since both the Damage Frequency (DF) and the Damage Index
(DI) using the D. rerio erythrocytes were significantly increased in relation to the CN.
Mortality was 100% within 13 days after exposure to azadirachtin suggesting high toxicity.
Therefore, the use of azadirachtin biopesticide should be carried out with caution so as not to
increase environmental contamination, especially in aquatic ecosystems.

Keywords: Danio rerio. Azadirachta indica. Azadirachtin. Genotoxicity. Neem. Comet
Assay.
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1 INTRODUCAO

A sociedade atual tem uma demanda crescente em consumir produtos agricolas
denominados organicos, por serem livres de agrotdxicos. Para 0 manejo destes produtos €
permitida somente a utilizacdo de substancias quimicas de origem natural, conhecidas como
biopesticidas, destacando-se, entre elas, alguns produtos derivados do 6leo de Neem ou Nim,
cujo principio ativo € a azadiractina. No Brasil, hd formulacdes comercias que estdo
aprovadas para uso, contudo existem também formulacdes caseiras produzidas e empregadas
livremente entre diversos produtores organicos baseados na informagdo de que como se trata
de produto de origem natural ndo apresenta riscos a saude.

Os produtos que contém em sua formulacdo a azadiractina séo classificados como
medianamente tOxicos e pouco perigosos ao meio ambiente. A sua principal utilizacdo é no
controle do crescimento e desenvolvimento de larvas relacionadas a pragas de insetos na
agricultura. O surgimento deste biopesticida como uma alternativa aos pesticidas quimicos
convencionais fez com que muitas pesquisas apontando a sua eficiéncia fossem
desenvolvidas.

Assim, uma série de pesquisas estdo sendo realizadas visando elucidar o mecanismo
de acdo da azadiractina para entender os seus efeitos sobre os sistemas bioldgicos, tanto em
nivel ecoldgico, como no organismo e nas suas células. A consequéncia desse maior
conhecimento implicou em aumentar a sensibilidade dos testes que caracterizam a sua agéo
toxicoldgica em diferentes grupos de organismos e meios, uma vez este efeito pode persistir
no meio diretamente ou através de seus catabdlitos. Desta forma, ensaios ecotoxicoldgicos
com novos organismos testes tém sido realizados, bem como ensaios de cito e
genotoxicidade. Os resultados destes ensaios podem tanto servir para auxiliar a elucidar o
mecanismo de acdo da azadiractina, como também para investigar o seu potencial de
contaminar o ambiente e afetar outros niveis de troficos.

Assim, no presente trabalho foi avaliado o efeito genotdxico da azadiractina no meio

aquoso frente a exemplares do peixe conhecido como Paulistinha ou Zebra-fish.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae), conhecida como Neem é uma planta

originaria da India. As sementes de Neem s&o preparadas por prensagem mecanica para a
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obtencdo do Oleo que contém cerca de 100 componentes fitoquimicos que podem ser
explorados para uso na saide humana e no controle de pestes (Figura 1). Entre estes
compostos destacam-se 0s triterpendides, sendo que o0 mais abundante e importante deles é a
azadiractina que possui atividade biopesticida (CAMPOS et al., 2016).

Figura 1. Estruturas da &rvore de Neem

a: Arvore de Neem b: Folha, fruto/semente e floracdo da &rvore de Neem c: Estrutura molecular da azadiractina.
Fonte: Adaptado de VEITCH; BOYER; LEY, 2008.

A azadiractina tem sido usada para controle de uma serie de pragas de insetos em
diferentes culturas de plantas (MORDUE(LUNTZ); NISBET, 2000). Por exemplo, ela atua de
modo eficiente como biopesticida no controle de hemipteras na cultura do morangueiro bem
como em videiras (BOTTON et al., 2013). Também € utilizada no controle de lepiddpteras
(REDDY; ANTWI, 2016) e dipteros como moscas (PAVLOVA et al., 2017) e mosquitos,
especialmente para combater o Aedes aegypti (BENELLI et al., 2017; CHANDRAMOHAN
etal., 2016).

A acdo de biocida da azadiractina tem sido demonstrada em diversas fases do
desenvolvimento de insetos caracterizando o seu potencial de uso como ovicida, larvicida,
pupicida e até mesmo como um agente que diminui a chance de ovoposicdo sobre um
substrato vegetal. Dessa forma, devido aos seus multiplos efeitos é improvavel a aquisicao de
resisténcia pelos insetos a sua utilizagdo (BENELLI et al., 2017).

E reconhecido que a azadiractina tem influéncia sobre os insetos de diferentes formas,
tais como interferir na regulacdo dos sistemas de crescimento, alimentar e reprodutor. A
eficacia primordial do uso dos inseticidas a base de azadiractina est4 nos seus efeitos toxicos
fisiologicos (MORDUE e NISBET, 2000). Esses efeitos se ddo por acdes disruptoras em
relacdo ao desenvolvimento, bem como agdes inibidoras sobre a alimentacdo (VEITCH,;
BOYER; LEY, 2008).

Segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2016), a azadiractina

estd enquadrada na classe toxicologica Il (altamente toxica) devendo ser empregada como
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uma aplicacdo foliar em diversos tipos de culturas relacionadas a jardinagem amadora.
Contudo, quanto ao potencial de periculosidade ambiental é enquadrada na classe IV (produto
pouco perigoso ao ambiente).

Em relacdo a contaminacdo ambiental pela azadiractina existem estudos controversos.
Alguns autores sugerem alto risco de contamina¢do ambiental enquanto outros sugerem que
efeitos sobre organismos invertebrados ndo alvos, incluindo insetos benéficos, € de baixo
risco (HOLMES; MACQUARRIE, 2016). Entretanto, em um estudo com doses controladas
de azadiractina em laboratorio, os autores encontram uma mortalidade elevada dos
parasitoides utilizados no controle bioldgico de lepidopteros, além da persisténcia da
azadiractina no meio, sugerindo que ela deva ser usada s6 de forma complementar quando
necessaria (FIRAKE; THUBRU; BEHERE, 2017).

Efeitos de intoxicacdo aguda e subaguda do 6leo de Neem em aves e mamiferos
incluindo humanos foram recentemente alvo de revisdo (RAJ, 2014). O autor descreve efeitos
importantes de intoxicacdo em diferentes 6rgéos, especialmente figado e rim, de animais que
consumiram o 6leo de Neem através da agua contaminada, bem como por contato direto e
termina concluindo que embora o seu uso seja promissor devido as propriedades quimicas e
até farmacoldgicas, ele deva ser realizado com cautela.

Os efeitos da azadiractina em ambientes aquaticos também tem sido alvo de diferentes
estudos. A reducdo na populacdo adulta de copépodes em amostras de gua natural tratadas
com azadiractina sugere a possibilidade de uma alteracdo ecologica significativa na
comunidade do zooplancton alterando assim o equilibrio do sistema podendo gerar efeitos em
diferentes niveis tréficos do ambiente aquatico (KREUTZWEISER et al., 2004).

Também ja foi relatado que alevinos e juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
quando expostos a azadiractina de forma aguda apresentaram alteragdo comportamental
significativa e 100% de mortalidade (CRUZ; MACHADO-NETO; MENEZES, 2004). Em
outros experimentos de exposi¢do aguda a azadiractina envolvendo peixes, no caso, carpas
(Cyprinus carpio) também foram relatados efeitos da toxicidade do composto. No primeiro,
foram descritas perda na mobilidade e alteragbes motoras, junto com alteracdes
hematoldgicas, tais como diminuicdo no hematocrito e em outros indices hematimétricos
(MURUSSI et al., 2016b). Ja, no segundo trabalho, a andlise histoldgica das branquias de
carpas apresentou alteragdes do tipo hipertrofia, hiperplasia e aumento na produgdo de muco
com 0 aumento a exposicdo a azadiractina sugerindo que os exemplares expostos estavam

respondendo com mecanismos de defesa a exposicao do composto (MURUSSI et al., 2016a).
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Alguns poucos estudos de genotoxicidade com azadiractina ja foram realizados. Em
um trabalho que foi testado a exposi¢do de azadiractina e cloreto de cAdmio separadamente e
conjuntamente em peixes da espécie Oreochromis mossambicus os autores relatam aumento
das alteracbes cromossdmicas em diferentes tipos celulares para ambos os fatores
(CHANDRA; KHUDA-BUKHSH, 2004). Entretanto, na analise conjunta dos fatores, 0s
autores sugerem que possa existir uma acdo antagonista da azadiractina, antagonizando
agentes mutagénicos como o cloreto de caddmio. Porém, alertam que tentar usar a azadiractina
como agente antimutagénico é limitado devendo ser restrito a aguas confinadas e fortemente
poluidas. Além disso, sugerem o0 uso com cautela da azadiractina devido ao seu potencial
genotdxico em organismos ndo alvos no meio aquatico (CHANDRA; KHUDA-BUKHSH,
2004).

Foi demonstrado efeito de citotoxidade e genotoxidade da azadiractina em relacéo a
exposicao de células de raiz de cebola (Allium cepa) medidos como indice mitdtico e indice
de aberragbes mitdticas. Entretanto, quando os testes de exposi¢do foram feitos com a
azadiractina sofrendo acdo da exposicdo da luz solar, os autores observaram uma reducgéo
significativa nos indices medidos. Assim sugeriram que a exposi¢do a luz solar pode
promover a fotodegradacdo da azadiractina reduzindo os seus efeitos. Por isso, também
sugeriram que o seu efeito no ambiente ndo seria persistente (KWANKUA et al., 2010).

Os pesticidas, independentemente de sua origem ser natural ou sintética, podem
persistir ou deixar residuos nas aguas, podendo entrar em contato com diversos sistemas
hidricos, afetando a vida aquatica, especialmente os peixes. Além disso, peixes (assim como
outros seres de vida aquética) servem de alimento para populagdes humanas, podendo servir
de via indireta a tais contaminantes (COPATTI; GARCIA; BALDISSEROTTO, 2009).

Assim, para este trabalho pretendemos avaliar o efeito genotoxico da azadiractina em
concentracgdes inferiores a que ¢é atualmente utilizada na agricultura organica sobre o ambiente
aquatico utilizando como organismo teste peixes da espécie D. rerio. Uma vantagem da
utilizacdo de D. rerio como organismo teste estd no seu tamanho, relativamente pequeno
quando comparado a de outras espécies, de modo que eles podem ser facilmente controlados
em grande numero no laboratério (KISHI et al., 2003). Além disso, os estudos toxicoldgicos e
clinicos podem ser realizados num formato miniaturizado, 0 que minimiza as quantidades de
produtos quimicos para implantar e reduz os volumes de residuos potencialmente perigosos
(HILL et al., 2005; SPITSBERGEN; KENT, 2003).

Revista Jovens Pesquisadores, Santa Cruz do Sul, v.7, n. 2, p. 46-62, jul./dez. 2017.



51

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Delineamento experimental

O experimento consistiu em um teste de exposi¢cdo com 0 organismo teste D. rerio ao
azadiractina em trés concentracOes diferentes inferiores a concentracdo recomendada de uso
deste biopesticida que é de 1,29/100 L, equivalente 12 pg/mL de principio ativo (ANVISA,
2016). Assim, foram expostos trés grupos testes (1,2; 0,3 e 0,15 pg/mL), um controle negativo
(CN) e um controle positivo (CP) CuSO4 (0,1 mg/L). O presente trabalho faz parte do projeto
“Genotoxicidade Ambiental do Vale do Rio Pardo, RS” aprovado no comité de ética em
pesquisa de animais da UNISC sob o n° 016/14. Os resultados referentes a exposicdo a
azadiractina foram avaliados quanto ao efeito da genotoxicidade através do EC em um
periodo de até sete dias. Apos sete dias, os exemplares vivos de cada grupo e que nao foram
utilizados no EC, os grupos foram transferidos para novos aquarios livres de contaminacao

pelo biopesticida para avaliar o tempo de sobrevivéncia em até duas semanas (Figura 2).

Figura 2. Delineamento experimental

Aquisicdo dos peixes

!

Aclimatacéo

)

Teste semiestatico
(ABNT-NBR 15088)
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1,2 pug/mL 24h ok 48h hroM 168h OF 33gn Pes Andlisede
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EC
0,15 pg/mL

3.2 Amostras
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Foram adquiridos comercialmente cerca de 150 exemplares de D. rerio tendo todos da
mesma linhagem e idade. Os exemplares foram aclimatados em um aquéario com 75 litros de
agua (2 peixes/L) por trés semanas nas seguintes condi¢fes: agua reconstituida (pH 7,4;
condutividade 180 «S/cm™ e dureza 46 mg CaCO3 L™), sob aeracdo constante, ciclo claro-
escuro de 12 horas luz, alimentacdo duas vezes ao dia com racdo comercial especifica (ad
libitum) e renovacdo de 1/3 da agua total do aquério a cada 48 horas. Todos os pardmetros
(oxigénio dissolvido, turbidez, condutividade elétrica, pH e temperatura), foram monitorados
diariamente e mantidos nas condicGes determinadas pela norma 15088 da Associacédo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR 15088) que foi utilizada como base para o teste
(ABNT, 2004).

3.3 Teste de exposicdo a Azadiractina

Foi utilizado como modelo o teste semiestatico NBR 15088, o qual ja é consolidado na
ecotoxicologia aquatica (ABNT, 2004). Este teste consiste em realizar a renovagdo de 1/3 da
solucdo de tratamento de cada aquério a cada 48 horas de exposi¢do dos individuos durante o
periodo do teste.

Os exemplares aclimatados foram separados em cinco grupos de 20 individuos cada.
O experimento teve um grupo controle negativo (CN) com agua reconstituida (pH 7,4;
condutividade 180 ocS/cm™ e dureza 46 mg CaCO3 L™), um grupo de controle positivo (CP)
com agua reconstituida mais CuSO4 (0,1 mg/L) e trés grupos testes com agua reconstituida
acrescida de azadiractina, nas seguintes concentracfes: 1,2ug/mL; 0,3pg/mL e 0,15ug/mL.
Para cada grupo foram utilizados dois aquéarios de 5 L (2 peixes/L). A adicdo da amostra de
azadiractina foi através de pipetagem na &gua reconstituida. Em seguida, ela foi submetida a
aeracdo e agitagdo continua durante duas horas antes de ser utilizada. Imediatamente apds,

ocorreu a transferéncia dos exemplares de D. rerio dando inicio ao teste de exposicao.

3.4 Ensaio cometa

A coleta de sangue dos peixes foi realizada em corte Unico separando a cabeca do
restante do corpo, apds a dessensibilizacdo do animal em banho de gelo 4°C. A amostra de
sangue foi obtida com o auxilio de micropipeta e transferida diretamente para um microtubo

contendo 1mL de meio de cultura desenvolvido pelo Roswell Park Memorial Institute (RPMI-
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1640) na proporgédo de 1:100. O protocolo de EC foi realizado como descrito a seguir com
ligeiras modificagdes (SINGH, 2016). De cada amostra preparada, 50ulL foram misturados em
50 uL de agarose de baixo ponto de fusdo e entdo espalhadas sobre uma lamina de
microscopia pre-cobertas com agarose normal (1,5%). Sobre a amostra espalhada na lamina
foi colocada laminula. O conjunto foi armazenado a 4°C por 10 minutos para solidificagdo da
agarose. Em seguida, as laminulas foram removidas e as laminas acondicionadas em cubeta
de vidro contendo solucédo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM, Na,EDTA, 10 mM TRIS, pH 10,
1% Triton X-100, 10% DMSO) por 1 hora. Apos, as laminas foram submersas em tampéo
alcalino (15 min) para o desenovelamento do DNA, seguido de eletroforese (20 min, 300mA,
25v). Ao término da eletroforese as laminas foram neutralizadas (0,4 M TRIS, pH 7,5),
fixadas e posteriormente coradas com Nitrato de Prata. Todo o procedimento, desde a
preparacdo da amostra ocorreu sem exposicéo de luz UV de modo a evitar danos ao DNA por
essa radiagéo. Foi utilizada para iluminagdo somente luz indireta de LED e com filtro para o
comprimento de onda do espectro amarelo. Para cada eletroforese, também se utilizou um
controle positivo em que a amostra a ser colocada na lamina era exposta ao peroxido de
hidrogénio. E sabido que o peroxido de hidrogénio provoca danos no DNA que podem ser
visualizados no EC. Este controle teve por objetivo garantir que o procedimento de
eletroforese estava confidvel quanto a detecgdo de danos no DNA. Os resultados esperados
devem ser semelhantes ao do grupo CP de exposigéo e significativamente menores que os do
CN. A anélise dos nucleoides baseou-se na contagem de células em microscopia dptica (400x)
classificadas quanto a magnitude da lesdo no nucleoide em cinco classes variando de zero
(sem dano) a quatro (dano maximo). Foram analisados 100 nucleoides por lamina em
quintuplicata para obtencdo dos pardmetros Frequéncia de Dano (FD) e indice de Dano (ID).
A FD foi calculada como percentual de nucleoides com dano em relacéo ao total, enquanto o
ID é calculado pela formula ID = [(n° de nucleoides de classe 1) x 1] + [(n° de nucleoides de
classe 2) x 2] + [(n° de nucleoides de classe 3) x 3] + [(n° de nucleoides de classe 4) x 4],
sendo expresso em unidades arbitrarias variando de 0 a 400 (COLLINS et al., 2008).

3.5 Analise de sobrevivéncia

Dos 20 exemplares de cada grupo do experimento, 15 foram utilizados para o0 EC em
até sete dias. Os exemplares sobreviventes foram entdo transferidos para novos aquarios que

continham agua livre de contaminantes, igual a utilizada para o grupo CN. Estes exemplares
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foram entdo mantidos conforme as recomendacdes da ABNT NBR 15088 e acompanhados
guanto a mortalidade por mais um periodo de sete dias. Os resultados foram usados para se

calcular a analise de sobrevivéncia.

3.6 Analise estatistica

Os resultados de FD e ID dos grupos testes foram ajustados em relacdo ao CN
dividindo-se o resultado de cada amostra pela média do CN. Desta forma, pode-se comparar o
grupo teste tanto em relacdo ao CN a cada momento de exposi¢do, como também a variacdo
da genotoxicidade ao longo do tempo de exposicdo em cada grupo. Para avaliar a
genotoxicidade em cada momento (24, 48 e 168 h) utilizou-se o teste U de Mann-Whitney
comparando-se cada grupo teste contra 0 CN dagquele momento. Para a analise da variacao da
genotoxicidade de cada grupo teste ao longo do tempo utilizou-se a Analise de Variancia
(ANOVA) de Duas Vias seguida do teste pds-teste de Tukey para multiplas comparages.
Todas as analises foram realizadas com o programa estatistico GraphPadPrism6.01

considerando-se o nivel de significancia de a=0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Genotoxicidade

A avaliacdo da genotoxicidade foi realizada através do EC. Testes de exposi¢do foram
realizados com uma concentragdo de azadiractina de 1,2 pg/mL, 0,3 pg/mL 0,15 pg/mL.
Essas concentracOes representam valores muito inferiores ao permitido pela legislagdo que é
de 1,2¢/100 L (12 pg/mL) para a azadiractina para exercer sua funcdo de biopesticida
(ANVISA, 2016). Dessa forma, a ideia foi mimetizar o possivel efeito da azadiractina quando
em contato com 0s meios aquaticos onde sofrera diluicdo. Os resultados obtidos do EC
sugerem que a azadiractina tem como efeito um aumento significativo da genotoxidade
avaliada em eritrécitos de D. rerio. Esse efeito pode ser observado em todas as concentragdes
testadas no que diz respeito aos parametros FD e ID. Essa genotoxicidade significativamente
aumentada em relacdo ao CN foi observada tanto em 24h, como em 48h como ao final do

ensaio em todas as concentracOes testadas de azadiractina (Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia e Indice de Dano em eritrdcitos de D. rerio expostos a azadiractina
segundo as hormas do teste semiestatico ABNT NBR 15088

FD ID
Grupos Média (DP) Mediana (min-méax) Meédia (DP) Mediana (min-max)
24h CN 1 0,05 0,97 (0,94-1,08) 1 0,14 0091 (0,88-1,24)

12 (ug/mL) 159 004  159%* (1,52-1,64) 1,9 01 1,87  (1,79-2,02)
03 (ug/mL) 165 003  166%* (160-169) 231 01  227%%  (2,23-2,27)
0,15 (ug/mL) 171 001  171% (1,71-1,72) 27 006  2,69**  (2,60-2,77)

48h CN 1 005 0,97 (0,94-1,08) 1 014 0091 (0,88-1,24)
12 (ug/mL) 13 007 133 (1,19-1,34) 1,39 012  1,39%  (1,22-153)
03 (ug/mL) 148 003  147* (1,44-152) 171 01 168  (1,64-186)
0,15 (ug/mL) 1,58 003  158** (1,54-162) 212 0,02  212%*  (2,09-2,15)

168h CN 1 008 0,98 (0,90-1,11) 1 011 098 (0,89-1,16)
12 (ug/mL) 112 003 112  (1,10-1,16) 1,17 006  1,19%  (1,08-1,22)
03 (ug/mL) 134 005  135%% (129-142) 162 019  149%*  (1,48-191)
0,15 (ug/mL) 1,32 004  131* (1,29-139) 163 0,13 161*  (152-185)

FD: Frequéncia de Dano; ID: Indice de Dano; CN: Controle Negativo; DP: Desvio Padrdo; Teste de Mann-
Whitney grupos teste comparados contra 0 CN; *p<0,05; **p<0,01

A utilizacéo dos resultados de FD e ID ajustados em relacdo a média do CN permitiu a
possibilidade de comparar-se os efeitos genotdxicos ao longo do tempo através de uma
ANOVA de duas vias. Os resultados sugerem que a genotoxicidade avaliada pela FD e ID do
EC apresentaram uma queda significativa no periodo de 24h em relacdo ao de 48h nos 3
grupos testes (p<0,001). Essa diminuicdo significativa da genotoxicidade continua sendo
observada em todas as concentragdes, com excecdo do grupo de concentracdo de 0,3 pg/mL,
quando comparamos FD e ID entre de 48h até 168h (Figura 3). E interessante observar que
embora a genotoxicidade de 24 para 48h apresente uma reducdo maior do que reducdo entre
48 e 168h, todos os grupos testes sempre apresentaram a FD e ID significativamente

aumentada em relacdo ao grupo CN em todos os momentos do teste (Tabela 1).
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Figura 3. Frequéncia de Dano (FD) e Indice de Dano (ID) ao longo do tempo.
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4.2 Analise de Sobrevivéncia

Os exemplares ndo utilizados ao longo do EC foram transferidos para aquérios com
agua reconstituida como a do CN. Eles foram acompanhados até a ocorréncia de sua morte, 0

que aconteceu para todos os individuos, independente da concentracdo de azadiractina, até o
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13° dia. Este resultado de 100% de mortalidade em 13 dias ap0s o inicio do teste somente para
0S grupos expostos a azadiractina evidencia a significativa toxicidade do composto em relagéo
ao CN. Cabe salientar que os exemplares do grupo exposto como CP para o0 EC com agua
contendo CuSO4 (0,1 mg/L) também foram acompanhados no mesmo periodo e ndo
apresentaram mortalidade (dados ndo mostrados). Contudo, quando comparamos as curvas de
sobrevivéncia ndo encontramos diferenca significativas relacionadas a dose da azadiractina,
sugerindo que mesmo a concentracdo mais baixa de azadiractina apresentou um efeito
significativo de toxicidade, embora no grupo de maior concentragdo um individuo ja tenha
morrido nas primeiras 12 horas de exposicao (Figura 4).

Figura 4. Analise de sobrevivéncia dos exemplares de D. rerio em um periodo de 13 dias
apos a exposicdo a azadiractina.
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5 DISCUSSAO

A grande maioria dos estudos envolvendo a azadiractina estéo relacionados aos efeitos
da sua toxicidade como potencial de biopesticida (BENELLI et al., 2017), porém existem
autores que revisaram e alertaram sobre o efeito tdxico deste composto (RAJ, 2014),
entretanto os estudos com ferramentas que avaliam a genotoxicidade sdo muito mais raros.

Apesar da azadiractina ser um biopesticida referido como eco-amigavel devido a sua
origem natural, 0 seu uso deve ser visto com cautela, pois muitos dos seus efeitos ainda néo
sdo compreendidos (CHANDRA; KHUDA-BUKHSH, 2004). Em nosso trabalho, o aumento
da FD e ID nos eritrocitos de D. rerio, ja em 24 horas, aliado a manutencéo desse efeito de

genotoxicidade, até o final do experimento, sugerem que o composto ativo, azadiractina,
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persista na dgua tendo efeitos genotdxicos diretos ou através de seus catabdlitos nos sistemas
bioldgicos do peixe modelo do experimento.

Mesmo que a azadiractina possa ser degradada a partir da exposicdo solar
(KWANKUA et al., 2010), os seus efeitos genotdxicos sdo persistentes quando absorvida
pelo organismo. Em ambientes aquaticos naturais ou artificiais a radiacdo solar pode ser
filtrada no espelho da &gua diminuindo a capacidade de fotodegradacdo sobre varios
compostos organicos, tais como azadiractina e assim promovendo a sua persisténcia no
ambiente.

A persisténcia na agua ja foi sugerida por outros autores (HOLMES; MACQUARRIE,
2016; KREUTZWEISER et al., 2004) que alertaram que esse efeito pode se propagar em
diferentes niveis troficos e por isso deve-se ter cuidado com o uso da azadiractina, bem como
de outros compostos pesticidas naturais ou sintéticos.

Estudos de genotoxicidade sugerem que a azadiractina possa ter um efeito direto sobre
a divisdo celular afetando a fase mitética (CHANDRA; KHUDA-BUKHSH, 2004;
KWANKUA et al., 2010), embora em um estudo com células de hamster ndo tenham sido
constatados efeitos de genotoxicidade, mas sim antiproliferativos (MOSESSO et al., 2012).
Diferentemente destes trabalhos, a nossa avaliagdo utiliza outra ferramenta, o EC, que avalia
danos no DNA em estado inicial baseados em quebras simples e duplas, mas que podem ser
reparados. Quando este reparo ndo ocorre é que o dano pode ser permanente (COLLINS et al.,
2008). Assim a utilizacdo do EC com eritrdcitos de peixes pode ser uma alternativa para
avaliar alteracbes em nivel de DNA e que ndo ocasionam a perda de viabilidade e/ou
vitalidade do organismo teste.

A utilizacdo de compostos que tem azadiractina em sua formulacdo, tais como 0s
biopesticida a base de 6leo de Neem deve ser cautelosa e criteriosa devido aos seus efeitos
genotoxicos (CHANDRA; KHUDA-BUKHSH, 2004) e citotoxicos (KWANKUA et al.,
2010; MOSESSO et al., 2012).

Esses efeitos podem persistir nos ecossistemas aquaticos (HOLMES;
MACQUARRIE, 2016; KREUTZWEISER et al., 2004) e causarem efeitos inclusive sobre a
mortalidade. Em um trabalho envolvendo a exposicdo de alevinos e juvenis de Pacu,
Piaractus mesopotamicus, a azadiractina ocorreu 100% de mortalidade ja nas primeiras 24
horas (CRUZ; MACHADO-NETO; MENEZES, 2004). No presente trabalho obteve-se 100%
de mortalidade dos exemplares de D. rerio em até 13 dias apds a exposicdo a azadiractina.

Como a letalidade ndo foi imediata e sim em poucos, sugere-se que o efeito genotoxico
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acompanhado até uma semana nos exemplares de D. rerio provavelmente desencadeou
alteracOes na capacidade de manter a homeostase destes organismos levando-os a morte. Essa
alta taxa de letalidade decorrente da exposi¢cdo a azadiractina evidencia o seu potencial de

toxicidade em peixes.

6 CONCLUSAO

A azadiractina apresenta potencial de genotoxicidade no ambiente aquéatico para D.
rerio, mesmo quando usada em concentracOes inferiores a preconizada pela legislacdo. Além
disso, pode-se sugerir que o efeito de genotoxicidade acabe sendo o responsavel pelo efeito de
letalidade dos organismos testados no presente trabalho. Desta forma, a utilizagcdo de
biopesticidas, mesmo aqueles classificados para utilizacdo na agricultura orgénica, como é o
caso dos que possuem a azadiractina como principio ativo, requerem mais pesquisas para que
as autoridades de salde possam atestar a sua seguranca, de modo a proteger e informar
possiveis riscos, tanto para 0s Usuarios quanto como para os consumidores, além de prevenir

efeitos deletérios sobre 0s ecossistemas.
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