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RESUMO

O biopesticida Azamax™ tem sido utilizado como uma alternativa aos inseticidas sintéticos
para o controle de pragas em plantagdes. Além disso, este produto tem obtido destaque por
poder se associar ao uso de predadores naturais no controle bioldgico previsto pelo Manejo
Integrado de Pragas (MIP). Dentre os modelos biologicos, destaca-se a espécie
Ceraeochrysa claveri, sobretudo devido sua caracteristica predadora na fase de larva com
ampla variedade de presas e alto potencial reprodutivo na fase adulta. Embora a azadiractina,
ingrediente ativo do Azamax™, ji tenha sido relacionada com a inducdo de efeitos
citotoxicos em insetos, ainda ndo h& dados na literatura sobre os possiveis efeitos da sua
ingestdo indireta em células germinativas e intestinais de C. claveri. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito tdxico e genotoxico do Azamax™ em células do ovario e do
intestino de fémeas de C. claveri. As larvas foram alimentadas ad libitum, com ovos de
Diatraea saccharalis tratados com duas diferentes concentragdes do Azamax™ (0,3% e
0,5%) durante todo o seu periodo larval (n=150 larvas/grupo). As andalises morfologicas,
ultraestruturais e de genotoxicidade foram realizadas apds os individuos se desenvolverem
até a fase adulta. Os resultados indicaram que a exposi¢cdo a0 Azamax™ somente na fase
larval, induziu sinais de toxicidade em todas as fases do desenvolvimento do inseto, como:
(a) significante taxa de mortalidade a partir do 3° instar larval; (b) prepupa e pupas inviaveis;
(c) alteragOes na duracéo das fases (larva, prepupa e pupa); (d) marcantes malformagdes nos
adultos emergidos; (€) danos priméarios no DNA de células intestinais e células dos ovarios;
(f) alteracbes ultraestruturais significantes nas células ovarianas (desorganizacdo dos
cistos/foliculos ovarianos, dilatacdo do envelope nuclear e do reticulo endoplasmatico das
células ovarianas e grande nimero de células com morfologia sugestiva de morte celular
apoptotica. Nas condicBes experimentais utilizadas, os presentes dados indicam que o
Azamax™ afeta o desenvolvimento e o potencial reprodutivo de Ceraeochrysa claveri, o
que pode afetar a manutencdo da espécie no ecossistema e, consequentemente, a
continuidade do controle biolégico natural exercido por esta espécie predadora de pragas.

Palavras-chave: Pesticida natural; reproducédo; insetos ndo alvo; crisopideo; danos no DNA.
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ABSTRACT

Azamax ™ biopesticide has been used as an alternative to synthetic insecticides for pest
control in several crops. Besides, this product has been highlighted because this association
use with natural predators for biological control in the integrated pest management programs
(IPM). Among the biological models, is commonly use the specie Ceraeochrysa claveri,
above all its predatory characteristic at the larval stage with a wide variety of prey and high
reproductive potential in the adult stage. Azadirachtin, active ingredient of Azamax ™, has
been related to the induction of cytotoxic effects in insects, although it has not been published
in literature about the possible effects of Azamax and its indirect ingestion in germ and
intestinal cells of C. claveri. From this, the aim of this study, is to evaluate the toxic and
genotoxic effect of Azamax ™ in cells of the ovary and intestine of females of C. claveri.
Larvae were fed ad libitum with treated eggs of Diatraea saccharalis at different
concentrations of Azamax ™ (0.3% and 0.5%) during all or their larval period (n = 150
larvae/group). Morphological, ultrastructural and genotoxic analyzes carried out when
individuals reached adult stage. The results indicated that exposure to Azamax ™ only in
the larval phase induced signs of toxicity at all stages of insect development, such as: (a)
significant mortality rate from 3rd instar larval; (b) prepupa and pupae inviable; (c) changes
in the duration of the phases (larva, prepupa and pupa); (d) marked malformations in the
emergent adults; (e) primary damage to the DNA of intestinal cells and ovarian cells; (f)
significant ultrastructural alterations in ovarian cells (disorganization of ovarian
cysts/follicles, dilatation of nuclear envelope and endoplasmic reticulum of ovarian cells,
and large numbers of cells with morphology suggestive of apoptotic cell death. Under
experimental conditions used in this study, Azamax ™ affects development and the
reproductive potential of Ceraeochrysa claveri, and it can affect the maintenance of species
in the ecosystem, and consequently, the natural biological control exercised by this predator
species of pests.

Keywords: Natural pesticide, reproduction, non-target insects, green lacewings, DNA
damage.
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Consideracdes iniciais

A poluicdo ambiental, o aumento do uso de inseticidas sintéticos e 0s seus riscos a
salde humana sdo temas atuais que norteiam a discussdo sobre o desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel (GARZON et al. 2015; SANTOS et al. 2015). A agricultura é hoje
um dos setores mais importantes da economia brasileira. No entanto, a incidéncia de
artrépodes pragas nos sistemas de producdo agricola tem sido o principal desafio para a
manutencdo da produtividade das diferentes culturas (ANSANTE et al., 2015). Neste
sentido, tem sido necessario o controle quimico das pragas por meio de inseticidas sintéticos,
mas 0 aumento da resisténcia a estes compostos convencionais, a persisténcia de residuos
quimicos nos ecossistemas, e a crescente demanda para 0 consumo de alimentos livres de
agrotoxicos tém mobilizado a criagho de novas metodologias que garantam a
sustentabilidade (TIWARI et al., 2011; SANTOS et al., 2015; CARVALHO et al., 2013).
Isto tem motivado a implementacdo de novas e diferentes estratégias para o controle de
insetos-pragas, como o uso do sistema de Manejo Integrado de Pragas (MIP), no qual é
utilizado o controle biolégico por meio de predadores naturais com ou sem associacao ao
controle quimico (ROGERS et al., 2007). No entanto, o MIP recomenda o0 uso de produtos
que preservem, ou a0 menos sejam compativeis com 0s inimigos naturais das pragas,
pertencentes ou inseridos aos agroecossistemas (WIKTELIUS et al., 1999: ROGERS et al.,
2007).

Predadores naturais e Ceraeochrysa claveri

Dentre os diversos grupos de insetos considerados predadores naturais, destaca-se a
familia Chrysopidae (Ordem: Neuroptera), a qual inclui 1.200 espécies de insetos,
comumente conhecidos no Brasil como crisopideos ou bichos-lixeiros, pelo fato de algumas
espécies terem o comportamento de carregar detritos no seu dorso como método de
camuflagem ou barreira fisica de protecdo (FREITAS; PENNY, 2001; ALBUQUERQUE,
2009). Os crisopideos, por serem predadores na fase larval com alta voracidade e ampla
variedade de presas, além da sua plasticidade ecoldgica e alto potencial reprodutivo na fase
adulta, séo atualmente considerados agentes de controle bioldgico por exceléncia (PAPPAS

et al., 2011). Estes insetos, na sua fase de larva, tem preferéncia na predacdo de diversos
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tipos de insetos pragas de varias ordens e familias, como pulgdes, cochonilha, mosca-branca,
cigarrinhas, tripés, psilideos, ovos e larvas de Lepidoptera, Coleoptera e Diptera;
determinando assim, um importante papel no controle biolégico natural dos
agroecossistemas que englobam as diferentes culturas de grande importancia econémica no
Brasil e no mundo (CANARD; PRINCIPI, 1984; FREITAS;PENNY, 2001;
ALBUQUERQUE, 2009; PAPPAS et al., 2011). No Brasil, de acordo com Freitas e Penny
(2001), ocorrem importantes géneros da familia Chrysopidae, com grande potencial para
serem usados nos programas de controle bioldgico de pragas, como sdo 0S géneros
Crysoperla e Ceraeochrysa (ALBUQUERQUE et al., 2001).

O género Ceraeochrysa possui 56 espécies descritas no mundo inteiro, distribuindo-
se no continente americano desde o Canadéa até a Argentina e tem principal ocorréncia nas
regibes neotropicais (FREITAS; PENNY, 2001), sendo 15 espécies identificadas nos
ecossistemas agricolas brasileiros, entre as quais a espécie Ceraeochrysa claveri (Navas,
1911). H& na literatura poucas informacGes sobre C. claveri, embora esta espécie ja esteja
estabelecida como agente de controle bioldgico de vérias pragas agricolas (FREITAS;
PENNY, 2001). C. claveri € um inseto considerado holometabolo por apresentar aparéncia
e habitos alimentares diferentes durante as fases do seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa e
adulto (Fig. 1) (CANARD et al., 1984; FREITAS; PENNY, 2001).

Figura 1. Ciclo de vida de Ceraeochrysa claveri. Fonte: Propria.
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Os ovos tém forma esférica e sdo dispostos na extremidade de um pedicelo fino e
longo, que tem tamanho variando entre 2 mm e 20 mm, e coloracdo amarelada ou verde-
azulada no periodo de oviposicao, embora tendo a escurecer ao se aproximar o momento de
eclosédo da larva (GEPP, 1984; ALBUQUERQUE, 2009). Na fase de larva, o0 inseto passa
por trés instares, nos quais as larvas apresentam atividade predadora, tendo mandibulas
longas e afiadas. Nessa fase, as larvas também podem predar ovos e larvas recém-eclodidas
da mesma espécie, fato que as torna canibais. No entanto, essa caracteristica € comum apenas
quando ha escassez de alimento (FREITAS; PENNY, 2001; ALBUQUERQUE, 2009).

As larvas de C. claveri sdo terrestres campodeiformes (com pernas toracicas longas
e ambulatorias), apresentam corpo oval e um pouco achatado dorso-ventralmente, recoberto
por cerdas longas (ALBUQUERQUE, 2009). Apds completar o desenvolvimento larval, os
individuos do 3° instar confeccionam um casulo esférico que contém numerosas camadas de
fios finos de seda firmemente aderidos em fungédo de proteger no seu interior a fase de pupa
do inseto (GEPP, 1984; CANARD et al., 1984). A pupa é exarada (com apéndices visiveis)
e de cor verde, mas tem anteriormente a etapa de prepupa, a qual compreende o periodo
desde a confeccdo do casulo até a Ultima ecdise larval ocorrida ainda no interior deste, e é
caracterizada pela presenca da exuvia, vista como um enegrecimento em forma de disco em
uma das extremidades do casulo; que evidencian o acimulo de residuos metabdlicos
produzidos durante o desenvolvimento larval-pupal (ALBUQUERQUE, 2009).

Ao completar a fase de pupa, o adulto farato ou pupa mével, emerge do casulo por
meio de uma abertura circular, e passa pela Gltima ecdise ou estagio imaginal, na qual o
adulto atinge sua maturidade, expulsa a extvia larval em forma de mec6onio dentro do casulo
pupal e finalmente, adquire asas expandidas e funcionais (ALBUQUERQUE, 2009). Os
crisopideos adultos, medem de 10 a 15 mm de comprimento, sdo predominantemente verdes,
com dois pares de asas membranosas apresentando nervosidades, antenas finas e longas
comumente maiores que as asas, trés pares de pernas ambulatérias e olhos grandes
iridescentes (ALBUQUERQUE, 2009).

A transicdo dos estagios imaturos até a fase adulta é controlada por dois horménios
morfogenéticos, o hormonio juvenil (HJ) e a 20-hidroxiecdisona (20E), os quais regulam
todos os processos de desenvolvimento pos-embrionario, incluindo ecdises, metamorfose e
transformacdes pupa-adulto. Especificamente, 0 hormonio 20E, do tipo ecdisterdide, induz
a ecdise enquanto o HJ determina o tipo de ecdise (larval-larval ou larval-pupal) (TRUMAN;
RIDDIFORD, 2002; YAMANAKA et al., 2013).
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E importante destacar que o inseto apresenta diferentes habitos alimentares durante
0 seu ciclo de vida. No estdgio adulto, os Crisopideos sdo glicopolinivoros, ou seja,
alimentam-se de polen, néctar e/ou “honeydew” (Uma excre¢do dos membros da subordem
Sternorrhyncha: Hemiptera) (SOUZA et al., 1996; ALBUQUERQUE, 2009). No estagio de
larva, 0 seu habito alimentar é unicamente polifago, tendo que consumir insetos pragas para
completar o desenvolvimento dos seus estagios imaturos, sendo entdo considerados
eficientes predadores (ALBUQUERQUE, 2009).

Pelo fato de C. claveri ser um importante predador de pragas fitofagas pertencentes
aos agroecossistemas neotropicais, esses insetos contribuem para o controle da densidade
populacional dessas pragas no campo e a sua preservacao para manter o equilibrio ecoldgico
se faz muito necesséria (ONO et al., 2017). Assim, ao ser incluido dentro dos programas de
MIP, juntamente com o controle quimico, busca-se o0 uso de produtos mais seguros para o
ambiente e que ndo causem a eliminacdo das espécies predadoras (SCHMUTTERER, 1990;
LIU; CHEN, 2000; ONO et al., 2017). Neste sentido, inseticidas de origem natural, também
chamados de biopesticidas, tém sido muito estudados e tém alcancado boa aceitacdo devido
a contribuicdo para a reducdo da dependéncia aos pesticidas sintéticos convencionais,
sobretudo pela répida degradacéo no ambiente (REGNAULT-ROGER et al., 2012).

Bioinseticidas e azadiractina

Entre os inseticidas de origem vegetal atualmente utilizados na agricultura,
destacam-se aqueles que contém a azadiractina (Fig. 2) como principio ativo, substancia
obtida das folhas e sementes de Azadirachta indica, popularmente conhecida por “Nim”.
Desde a sua descoberta em 1966, a azadiractina tem sido estudada por apresentar elevado
potencial de inseticida e acaricida, com diferentes mecanismos de acdo sobre insetos pragas
(MORGAN; THORTON, 1973; MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000; SIDDIQUI et al.,
2004; MORGAN, 2009). Devido a minima ou nula toxicidade induzida em vertebrados de
modo geral, e baixa persisténcia no ambiente, esta substancia é considerada “eco-saudavel”.
Os principais efeitos inseticidas sdo: atividade anti-alimentar e a acéo direta de regulador do
crescimento (MITCHELL et al, 1997; MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000;
AGGARWAL; BRAR, 2006; MORGAN, 2009).
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Figura 2. Estrutura quimica 2D da Azadiractina. Fonte: PUBCHEM/NCBI.

O inseto que ingere azadiractina ndo morre imediatamente, mas devido ao efeito anti-
alimentar, o inseto cessa sua alimentacdo, o que o leva a morte por inanicio (MORDUE
(LUNTZ et al., 1996). Desta forma, o composto pode causar diversos efeitos sub-letais, tais
quais: atraso no desenvolvimento larval e/ou pupal, ecdise incompleta, presenga de larvas
permanentes, de pupas e adultos malformados, e diferentes efeitos sobre o ciclo reprodutivo
dos insetos (SCHMUTTERER, 1990; NASIRUDDIN; MORDUE (LUNTZ), 1993;
MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000; AGGARWAL,; BRAR, 2006; MORGAN, 2009;
ALMEHMADI, 2011).

De modo geral, a azadiractina pode causar desregulacdo generalizada dos processos
fisiolégicos do inseto (MORGAN, 2009). O efeito patoldgico ocorre principalmente, pela
inducdo de interferéncia no funcionamento normal dos sistemas endocrino e neuroenddcrino
(MEURANT etal., 1994; SAYAH, 2002). Tem sido demonstrado, que 0 mecanismo de acéo
pode ser considerado multifatorial, por envolver varios outros mecanismos subsequentes
(Fig. 3). Um dos efeitos baseia-se no bloqueio da liberacdo de neuropeptidios precursores de
horménios, que tem a fungéo do controle da sintese e liberacdo dos hormdnios por parte das
glandulas endocrinas, especificamente do 20E, que é regulado pelas glandulas pro-toracicas
do inseto. Portanto, a azadiractina, bloqueia paralelamente a sintese e a liberacdo do HJ na
hemolinfa, a qual também é dependente da liberacdo desses neuropeptidios (MORDUE et
al., 2005). A azadiractina também interfere na biosintese de ecdisteroides, pois afeta a

conversao do horménio ecdisonio (20E) em 20-hidroxiecdisona, sua forma mais ativa
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fisiologicamente. Além disso, os diferentes compostos do 6leo de nim, inibem a atividade
da ecdisona 20-monooxigenase, enzima responsavel pela conversao da 20E (MITCHELL et
al., 1997; MORDUE et al., 2005).

A alteracdo no sistema hormonal do inseto tem sido associada & a¢éo da azadiractina,
a qual atua como antagonista do horménio ecdisénio, além de interagir com o receptor
celular da ecdisona. Portanto, essa interacdo produz alteracdo em todos 0s eventos
moleculares subsequentes, os quais ainda ndo foram totalmente esclarecidos (SOIN et al.,
2010; L1 et al., 2004). Desta forma, as alteracbes no sistema endocrino e neuroenddcrino do
inseto leva a muitas alterac@es nos 6rgdos vitais dependentes deste controle hormonal, dentre
eles, os 6rgaos reprodutores (MORGAN, 2009; LAl et al., 2014). Alguns autores classificam
0 conjunto dessas manifestagdes/alteracdes morfoldgicas a sindrome de toxicidade
generalizada, causada pela azadiractina na ecdise do inseto (LAI et al., 2014; BEZZAR-
BENDJAZIA et al., 2016).

Ingestao
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— / = =
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Ldmen y ¢=/ « / / = =
intestinal “ — J 1= fﬂ s/
Epitélio
intestinal
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R Inibicde da divisdo .
Duas vias celular e e \/' proteinas -
stema endécrino
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orgaos sexuais

== Azadiractina
Figura 3. Esquematizacdo do modo de acdo da azadiractina apos ingestdo segundo
Mordue et al. (2005). Fonte: Propria.

Os outros efeitos associados a azadiractina, acontecem em dois tipos de células que
sdo principalmente consideradas as células alvo da molécula. A azadiractina inibe a atividade
celular em regides dos 0rgéos responsaveis pela sintese de enzimas, no caso do intestino atua
inibindo a producdo de enzimas digestivas e de detoxificacdo por parte das células colunares
(MORDUE et al., 2005). Este composto também atua sobre as células com alta taxa de
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divisdo celular como € o caso de células ovarianas, inibindo também a atividade desse tipo
de células (MORDUE et al., 2005).

A toxicidade da azadiractina tem direcionado diversas pesquisas em insetos nao-
alvos como os crisopideos, tendo em vista os diferentes efeitos subletais demonstrados
nessas espécies de insetos (MEDINA et al, 2004; GHAZAWI et al., 2007). Existe a
recomendacéo de que o uso desses compostos naturais seja altamente controlado em culturas
nas quais se utiliza o biopesticida associado ao controle biolégico de pragas no MIP
(SANTOS et al., 2015). Alteracbes morfofisioldgicas em Grgdos reprodutores e no intestino
de varias espécies de insetos tém permitido demonstrar que o efeito generalizado desse
biopesticida pode também se apresentar nos inimigos naturais (MEDINA et al., 2003;
MEDINA etal., 2004; GAZHAWI et al., 2007; SCUDELER; SANTOS, 2013; SCUDELER,;
SANTOS, 2014). O 6leo de nim mostrou-se toxico a espécie Ceraeochrysa claveri em
diferentes abordagens (SCUDELER; SANTOS, 2013; SCUDELER; SANTOS, 2014;
SCUDELER et al., 2014; SCUDELER et al., 2016; GARCIA et al., 2019).

Embora estudos demonstrem a eficacia de biopesticidas com o principio ativo
azadiractina (SCHMUTTERER, 1990; NASIRUDDIN; MORDUE (LUNTZ), 1993;
MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000; AGGARWAL & BRAR, 2006; MORGAN, 2009;
ALMEHMADI, 2011; JASMINE et al., 2012, RIBEIRO et al., 2014; CESPEDES et al.,
2014), poucos sao aqueles voltados para os efeitos deste composto ativo no desenvolvimento
de insetos ndo-alvos. Desta forma, a investigacdo e o conhecimento dos efeitos de
biopesticidas em espécies ndo-alvos sob diferentes condi¢des (laboratoriais, semi-campo e
no campo) séo de grande importancia para o conhecimento do mecanismo de acéo desses
compostos nas culturas e nos agroecossistema em que se faz uso do controle bioldgico de
pragas.

A molécula da azadiractina tem sido estudada também pelo seu potencial genotéxico;
sugerindo danos no DNA e aberra¢Ges cromossdémicas apds exposi¢do a produtos associados
ao neem (AWASTHY et al., 1995; KHAN; AWASTHY, 2003; CHANDRA; KHUDA-
BUKHSH, 2004; PACKIAM et al.,, 2015; DUMAN; ALTUNTAS, 2018). Um dos
mecanismos moleculares de a¢do da azadiractina é a inibi¢do ou alteracdo da transcrigdo ou
traducdo de proteinas expressas em estagios especificos do ciclo celular (MORDUE et al.,
2005). Ao inibir especificamente a transcricdo de proteinas que participam da sintese e
montagem do sistema de microtlbulos celular altera-se consequentemente diferentes

eventos mitéticos (MORDUE et al., 2005). Neste sentido, considera-se que azadiractina
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inibe a proliferacdo celular; pois ao ndo se dar a montagem correta dos microtabulos as
celulas sdo induzidas a apoptose (MORDUE (LUNTZ) et al., 2005). Essas alteracGes no
ciclo celular induzem a quebras na fita cromossémica ou podem também produzir distdrbios
do fuso mitdtico levando consequentemente ao desenvolvimento de efeitos genotoxicos
tardios (AWASTHY et al., 1995).

A maioria dos métodos utilizados para identificar uma resposta celular induzida pela
azadiractina é de avaliacdo toxicoldgica classica utilizando-se biomarcadores histoldgicos,
morfoldgicos e fisiologicos (LAI et al., 2014), Contudo, a técnica de avaliacdo de danos no
DNA (teste do cometa) vem sendo uma opcdo para elucidar o mecanismo de acdo de
compostos ricos em azadiractina, tais como o Azamax™ (JHA, 2008; AUGUSTYNIAK et
al., 2016).

Atualmente, véarias formulacbes comerciais com base na azadiractina estdo
disponiveis para utilizagio na agricultura, entre as quais Azadirex®, Neemix®, Neemix® nos
Estados Unidos e NeemAzal T/S e o0 NeemAzal F disponiveis na Alemanha, Austria, Italia,
Espanha, Holanda e India, onde existem mais de 20 formula¢bes comerciais derivadas do
6leo de nim (MORGAN, 2009). No Brasil, utiliza-se uma formulacdo de concentrado
emulsionavel denominada Azamax™, (UPL e United Phosphorus do Brasil Ltda.,
Indianapdlis, SP, Brasil) que € autorizada para o controle de pragas artropodes em diferentes
culturas e sistemas de producdo (Agrofit, 2016). A formulagdo do Azamax™ tem tido
crescente aceitacdo no mercado pelo fato de reduzir as desvantagens do extrato puro da
azadiractina, como o curto periodo residual e a possivel resisténcia para certas insetos pragas.
O Azamax™ ¢ um concentrado emulsificavel composto por limondides, tendo a azadiractina
como o principal, e o 3-tigloylazadirachtol em menor quantidade (SANTOS et al., 2015).

O direcionamento de novas pesquisas que permitam detalhar as caracteristicas
toxicoldgicas do Azamax™, hoje considerado “moderadamente tXico e com mecanismo de
acao desconhecido” (MAPA, 2018), ¢ fundamental, segundo o Guidelines for Reproductive
Toxicity Risk Assessment da EPA (US Environmental Protection Agency) (1996), para
avaliar o risco toxicoldgico e estabelecer o potencial reprotdéxico do composto quimico,
considerando, quando for possivel, outras manifestagbes de toxicidade como a

genotoxicidade ou mutagénese e outras formas de toxicidade sistémica geral (EPA, 1996).
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5. CONCLUSOES
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- A ingestao indireta do biopesticida Azamax™ durante a fase larval de C. claveri
induz efeitos genotdxicos no ovario e no intestino de fémeas adultas, com lesdes celulares
severas nas células germinativas e somaticas dos ovarios de fémeas de um dia de idade
sobrevivente ao periodo de exposicao;

- A exposicdo de C. claveri ao Azamax™ ocasiona significativos efeitos em sua
biologia e desenvolvimento, impactando negativamente na duracdo das fases do ciclo de
vida do inseto, na construcdo dos casulos, e consequentemente, afetando a sobrevivéncia do

inseto.



