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 “Mas os que esperam no Senhor renovarão as forças, 

subirão com asas como águias; correrão, e não se 

cansarão; caminharão, e não fadigarão. ” 

(Isaías 40:31) 



RESUMO 

O piriproxifeno (PFF) é um larvicida utilizado no combate das larvas de Aedes aegypti. A 

finalidade do estudo foi realizar propostas de identificação do piriproxifeno e piridalil a partir 

de Cromatografia Líquida (CLAE-DAD) e Cromatografia Gasosa (CG-EM), além de avaliar 

efeitos citotóxicos e oxidativos do piriproxifeno. O larvicida comercial foi submetido a 

maceração e extrações metanólicas por um período de três semanas. A metodologia em 

(CLAE-DAD) foi usada no método isocrático, o (CG-EM) com coluna Rtx-5MS, a toxicidade 

de Artemia salina pela concentração letal (CL50), a citogenotoxicidade de Allium cepa pelo 

índice mitótico e alterações cromossômicas e a Saccharomyces cerevisiae através do potencial 

oxidativo. Na CLAE-DAD para o PFF e piridalil (PYL) foram obtidos os comprimentos de 

onda λmáx (271 nm) e (208 nm) do espectro UV, com tempos de retenção (TR) (3,39min) e 

(4,04min), respectivamente. O CG-EM apresentou os fragmentos massa/carga (m/z) (96, 136, 

186 e 226). O potencial toxicológico mostrou-se significativo para as concentrações 1; 10; 

100 e 1000 ppm, com uma CL50 de 48 h (0,5 ppm). O A. cepa, apresentou efeito citotóxico 

para todas as doses (0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 e 1000 ppm), efeito genotóxico 

apenas nas concentrações (0,0001; 0,1; 1; 100 e 1000 ppm), e mutagênicos para as doses (0,1; 

100 e 1000 ppm). Em relação a S. cerevisiae todas as linhagens (SODWT, Sod1, Sod2, 

Sod1Sod2, Cat1 e Sod1Cat1) induziram danos oxidativos nas concentrações 100 e 1000 ppm. 

Portanto, a CLAE-DAD e CG-EM permitiram a identificação do PFF e PYL no larvicida 

comercial, em que estes, produziram efeitos citotóxicos e oxidativos que poderiam causar 

riscos à saúde e ao ecossistema. 

 

Palavras-chave: Piriproxifeno, Cromatografia, Allium cepa, Artemia salina, Saccharomyces 

cerevisiae. 



ABSTRACT 

Pyriproxyfen (PFF) is a larvicide used to combat Aedes aegypti larvae. The purpose of the 

study was to make proposals for the identification of pyriproxyfen and pyridalyl from Liquid 

Chromatography (HPLC-PDA) and Gas Chromatography (GC-MS), as well as to evaluate the 

cytotoxic and oxidative effects of pyriproxyfen. The commercial larvicide was subjected to 

maceration and methanolic extractions for a period of three weeks. The methodology in 

HPLC-PDA was used in the isocratic method, the Rtx-5MS column (GC-MS), the toxicity of 

Artemia salina by lethal concentration (LC50), the cytotoxicity of Allium cepa by mitotic 

index and chromosomal alterations and to Saccharomyces cerevisiae through oxidative 

potential. The wavelengths λmáx (271 nm) and (208 nm) of the UV spectrum were obtained in 

the HPLC-PDA for PFF and piridalil (PYL), with retention times (RT) (3.39min) and 

(4.04min), respectively. GC-MS presented the mass/ charge fragments (m/z) (96, 136, 186 and 

226). The toxicological potential was significant for concentrations 1; 10; 100 and 1000 ppm, 

with a 48 hour LC50 (0.5 ppm). The A. cepa showed a cytotoxic effect at all doses (0.0001, 

0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 100 and 1000 ppm), genotoxic effect at concentrations only (0.0001; 0.1; 

1; 100 and 1000 ppm), and mutagenic for doses (0.1, 100 and 1000 ppm). Regarding S. 

cerevisiae, all strains (SODWT, Sod1, Sod2, Sod1Sod2, Cat1 and Sod1Cat1) induced 

oxidative damages at concentrations of 100 and 1000 ppm. Therefore, HPLC-PDA and GC-

MS allowed the identification of PFF and PYL in the commercial larvicide, in which they 

produced cytotoxic and oxidative effects that could cause health and ecosystem risks. 

 

Keywords: Pyriproxyfen, chromatography, Allium cepa, Artemia salina, Saccharomyces 

cerevisiae. 



LISTA DE FIGURAS 

Figura 01 – Ciclo de vida do Aedes aegypti L.: fase aquática (ovos, larvas, pupas) e fase 

terrestre (adultos). ..................................................................................................................... 19 

Figura 02 – Mecanismo de ação do PFF de como matar inseto no tratamento público de água 

do Brasil .................................................................................................................................... 22 

Figura 03 – Artemia salina L................................................................................................... 29 

Figura 04 – Artemia salina L. – Ciclo de vida ........................................................................ 30 

Figura 05 – Alterações celulares observadas pela análise de células meristemáticas de raízes 

de Allium cepa. A: intérfase normal; B: prófase normal; C: metáfase normal; D: anáfase 

normal; E: telófase normal; F: intérfase com broto nuclear; G: intérfase com micronúcleo; H: 

prófase com broto nuclear (cabeça de seta) e micronúcleo (seta); I: prófase com micronúcleo; 

J: núcleo lobulado; K: célula binucleada; L: anáfase com ponte cromossômica; M: anáfase 

com quebra cromossômica; N: anáfase com quebra cromossômica; O: telófase com ponte e 

diferentes tamanhos de quebras (seta e cabeça de seta); P: telófase com cromossomo 

retardatário; Q: metáfase com aderência cromossômica (viscosidade); R: metáfase poliploide; 

S-T: C-metáfase ........................................................................................................................ 33 

Figura 06 – Mecanismos moleculares em resposta às espécies reativas de oxigênio ............  36 

Figura 07 – Amostras de larvicida comercial utilizadas no estudo ......................................... 39 

Figura 08 – Modelo experimental e posicionamento das linhagens utilizadas no ensaio com S. 

cerevisiae .................................................................................................................................. 44 

Figura 09 – Cromatograma analítico do larvicida comercial em CLAE-DAD, modo isocrático 

ACN:CH3OH 80:20% em 60min, solução de 1 mg. mL-1, fluxo 1 mL. min-1, C18 fase reversa, 

comprimento de onda 272 nm, inserte observado os espectros no UV os comprimentos de 

onda 209 nm e 258 nm do piriproxifeno no tempo de retenção 3,338min, e espectros no UV 

em λ 203 nm e 271 nm no TR 4,036min para o piridalil. ......................................................... 47 

Figura 10 – Cromatograma analítico do larvicida comercial em CLAE-DAD, modo isocrático 

ACN: CH3OH 80:20 % em 60min, solução de 1 mg. mL-1, fluxo 1 mL. min-1, C18 fase reversa, 

comprimento de onda 208 nm, inserte observado os espectros no UV os comprimentos de 

onda 209 nm e 258 nm do piriproxifeno no tempo de retenção 3,338min, e espectros no UV 

em λ 203 nm e 271 nm no TR 4,036min para o piridalil .........................................................  48 

Figura 11 – Estrutura química do piriproxifeno ...................................................................... 49 

Figura 12 – Estrutura química do piridalil .............................................................................. 49 

Figura 13 – Cromatograma da análise do larvicida comercial injetado em CG-EM. ............. 50 



Figura 14 – Espectros de massas do composto Piriproxifeno ................................................. 51 

Figura 15 – Proposta de fragmentações do piriproxifeno ....................................................... 51 

Figura 16 – Percentual mortalidade das larvas de A. salina no tempo de incubação de 24 h e 

48 h expostos as doses do larvicida comercial. Os resultados foram expressos em média ± 

desvio padrão, pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, pós-teste Student-Newman-

Keuls. Valores de significância para ***(P<0,001), **(P<0,01) e *(P<0,05), quando 

comparados ao CN (água destilada)  ........................................................................................ 54 

Figura 17 – Potencial oxidativo das doses do larvicida comercial em linhagens de S. 

cerevisiae. Os gráficos representam os halos de inibição mensurados em mm nas linhagens 

SODWT, Sod1, Sod2, Sod1Sod2, Cat1 e Sod1Cat1. Valores em média ± desvio padrão dos 

halos de inibição (0-40 mm). ANOVA, pós-teste de Bonferroni. Valores de significância para 

***(P<0,001), **(P<0,01) e *(P<0,05), quando comparados ao CN (solução salina)  ......... 61 



LISTA DE TABELAS 

Tabela 01 – Linhagens e genótipos de S. cerevisiae usadas no estudo ................................... 43 

Tabela 02 – Análise cromatográfica em camada delgada do larvicida comercial com 

solventes de diferentes polaridades e diferentes proporções .................................................... 52 

Tabela 03 – Média do índice mitótico e das alterações cromossômicas em células 

meristemáticas de radículas de A. cepa, após a exposição por 24 h em diferentes 

concentrações do larvicida comercial  ...................................................................................... 58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

A. albopictus – Aedes albopictus; 

AC – Alteração Cromossômica; 

AC – Aderência Cromossômica; 

A. cepa – Allium cepa; 

ANOVA – Análise de Variância; 

A. salina – Artemia salina; 

BN – Broto Nuclear; 

CBM – Controlador de sistema; 

CCD – Cromatografia em Camada Delgada; 

CGAR – Cromatografia Gasosa de Alta Resolução; 

CG-EM – Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas; 

CHO-k1 – Proveniente de ovário de hamster chinês; 

CLAE-DAD – Cromatografia Líquida de Alta Eficiência; 

Cm – C-metáfase; 

CN – Controle negativo; 

CP – Cromatografia em Papel; 

CP – Controle positivo; 

Cat1Δ – Enzima Catalase; 

DNA – Ácido desoxirribonucleico; 

DP – Desvio Padrão; 

EROs – Espécies reativas de oxigênio; 

EUA – Estados Unidos da América; 

GERATEC – Núcleo Interinstitucional de Estudo e Geração de Novas Tecnologias; 

IFPI – Instituto Federal do Piauí; 

LABGENE – Laboratório de Genética; 

LAPGENIC – Laboratório de Genética Toxicológica; 

LQMTA – Laboratório de Química dos Materiais & Tecnologias Ambientais; 

MN – Micronúcleos; 

NIST – Instituto nacional de normas e tecnologia; 

OMS – Organização Mundial de Saúde; 

PA – Padrão Analítico; 

PC – Perda Cromossômica; 



PFF – Piriproxifeno; 

PYL – Piridalil; 

PT – Ponte Cromossômica; 

QC – Quebra Cromossômica; 

Rtx-5MS – Coluna sílica fundida; 

S. cerevisiae – Saccharomyces cerevisiae; 

Sod1Δ – Linhagens da enzima Superóxido Dismutase do Citoplasma Mutada; 

Sod2Δ – Linhagens da enzima Superóxido Dismutase da Mitocôndria Mutada; 

Sod1∆ Cat1∆ – Linhagens das enzimas Superóxido Dismutase e Catalase do Citoplasma 

Mutadas; 

Sod1∆ Sod2∆ – Linhagens da enzima Superóxido Dismutase do Citoplasma e Mitocôndrias 

Mutadas; 

SODWT– Linhagem selvagem; 

sf9 – Clone 9 da linhagem de célula Spodoptera frugiperda; 

TLC – Cromatografia em Camada Fina; 

UESPI – Universidade Estadual do Piauí; 

UFC – Universidade Federal do Ceará; 

UFCSPA – Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre; 

UFPI – Universidade Federal do Piauí; 

UV-Vis – Ultravioleta Visível; 

WHO – World Health Organization; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE SÍMBOLOS 

°C – Graus Celcius; 

C18 – Coluna octadecil; 

CaCl2 – Cloreto de Cálcio; 

CH3 – Metil; 

CH3OH – Metanol; 

CL50 – Concentração letal mediana; 

Cm/ s – Centímetros/ segundo; 

dm – Distância percorrida pelo solvente desde a origem; 

ds – Distância percorrida pela mancha desde a origem; 

G – Formulação granular; 

g/kg – gramas/ quilogramas; 

g/L – Grama por litro; 

h – Horas; 

H2O2 – Peróxido de Hidrogênio; 

KCl – Cloreto de Potássio; 

K2Cr2O7 – Dicromato de Potássio; 

kPa – Kilopascal; 

m – Metros; 

mg – Miligrama; 

mg/ mL – Miligramas por litro; 

MgSO4 – Sulfato de Magnésio; 

mL/ min – Mililitros por minutos; 

mm – Milímetro; 

mM – Milimolar; 

MMS – Metanosulfonato de metila; 

m/z – Fragmentação Massa/carga; 

n – Número de transição; 

NaCl – Cloreto de Sódio; 

NaHCO3 – Bicarbonato de Sódio; 

nm – Nanômetros; 

O2 – Oxigênio; 

pH – Potencial Hidrogeniônico; 



PPM – Parte por milhão; 

Rf – Fator de retenção; 

TR – Tempo de Retenção; 

v/v – Volume/ volume; 

W – Watts;  

x – Vez; 

YEL – Meio de cultura líquido; 

π – Ligação Pi; 

σ – Ligação Sigma; 

μg/ kg – Micrograma por kilograma; 

µL – Microlitro; 

µm – Micrômetro; 

 

 

 



SUMÁRIO 

CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO ........................................................................................... 18 

1.1 Aedes aegypti L. ................................................................................................................. 18 

1.2 Breve história do uso de pesticidas..................................................................................... 19 

1.3 Larvicida comercial  ........................................................................................................... 21 

           1.3.1 Piriproxifeno ......................................................................................................... 21 

           1.3.1 Piridalil ................................................................................................................. 23 

1.4 Química: Cromatografia - tipos  ......................................................................................... 24 

           1.4.1 Cromatografia líquida de alta eficiência - CLAE ................................................ 24 

           1.4.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa CG-EM ................. 26 

           1.4.3 Cromatografia em camada delgada - CCD ......................................................... 27 

1.5 Testes biológicos e farmaceuticos  ..................................................................................... 29 

           1.5.1 Artemia salina L. .................................................................................................. 29 

           1.5.2 Allium cepa L. ...................................................................................................... 31 

           1.5.3 Sacchoromyces cerevisiae .................................................................................... 34 

1.6 Objetivos  ............................................................................................................................ 38 

1.6. Gerais....................................................................................................  38   

1.6.2 Específicos............................................................................................ 38 

CAPÍTULO 2 – METODOLOGIA EXPERIMENTAL  .................................................... 39 

2.1 Amostra .............................................................................................................................. 39 

2.2 Preparação das amostras ..................................................................................................... 39 

2.3 Química e Reagentes .......................................................................................................... 40 

2.4 Análise Instrumental ........................................................................................................... 40 

           2.4.1 CLAE-DAD ........................................................................................................... 40 

           2.4.2 CG-EM.................................................................................................................. 41 

           2.4.3 CCD ...................................................................................................................... 41 

2.5 Artemia salina..................................................................................................................... 42 

2.6 Allium cepa ......................................................................................................................... 42 

2.7 Saccharomyces cerevisiae .................................................................................................. 43 

2.8 Análise Estatística .............................................................................................................. 45 

CAPÍTULO 3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................... 46 



3.1 Cromatografia ..................................................................................................................... 46 

           3.1.1 Cromatografia líquida em alta eficiência - CLAE-DAD ...................................... 46 

           3.1.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas - CG-EM ............. 50 

           3.1.3 Cromatografia em camada delgada - CCD ......................................................... 51 

3.2 Artemia salina..................................................................................................................... 53 

3.3 Allium cepa ......................................................................................................................... 56 

3.4 Saccharomyces cerevisiae .................................................................................................. 60 

CAPÍTULO 4 – CONSIDERAÇÕES FINAIS ..................................................................... 63 

CAPÍTULO 5 – REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................... 64 

ANEXO A* .............................................................................................................................. 76 

 

 



18 

 

Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 -  INTRODUÇÃO 
 

Essa pesquisa encontra-se na área de Química Orgânica com ênfase em Bioprospecção 

Fitoquímica, e tem como tema fazer uma análise química, farmacêutica e biológica do larvicida 

comercial (piriproxifeno e piridalil). 

1.1 Aedes aegypti L. 

O controle do A. aegypti L. tem constituído um importante desafio, especialmente nos 

países em desenvolvimento. O Brasil, a partir do século XXI passou por profundas mudanças 

econômicas que propiciaram enorme crescimento populacional. Aspectos relacionados a 

problemas de infraestrutura das cidades, associadas ao processo de industrialização, geraram 

modificações nas condições de saúde da população, aumentando o índice de doenças 

infecciosas e parasitárias, como por exemplo, as doenças transmitidas por insetos vetores [1]. 

Devido essa proliferação de mosquitos, doenças virais como, Dengue, Zika e 

Chikungunya têm se tornado um grande problema na saúde pública, sendo o vetor 

responsável por sua transmissão o Aedes aegypti [2]. Mosquito originário da África, 

descoberto pela primeira vez no Egito e classificado como da família Culicidae [3]. É o 

principal vetor urbano, devido ao seu comportamento sinantrópico, também encontrado 

dentro e ao redor das residências [4].  

Um fator decisivo para a proliferação da espécie é a temperatura ambiente, que tem 

um efeito direto sobre sua taxa vital. Além disso, existem outros fatores climáticos que 

também afetam o seu desenvolvimento, como a umidade e a chuva [5]. O ciclo de vida do 

mosquito A. aegypti L. (Figura 01) é um processo que dura 1,5 semana (períodos de intensa 

luz solar) ou 3 semanas (períodos frios), e compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto. 

Varia com a temperatura, disponibilidade de alimento e quantidade de reprodução de larvas, 

podendo ser dividido em duas fases: fase aquática (ovo, larva e pupa) e fase terrestre (fase 

adulta). Após a eclosão dos ovos em condições ambientais favoráveis, o desenvolvimento de 

mosquitos na forma adulta pode levar até um período de 10 dias [6]. 
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                                             Fonte: Adaptada de (DOS REIS et al., 2018) [6]. 

Figura 01. Ciclo de vida do Aedes aegypti L.: fase aquática (ovos, larvas e pupas) e fase 

terrestre (adultos). 

 

Seus criadouros preferenciais são recipientes artificiais, tanto aqueles abandonados ao 

céu aberto, que servem como reservatório de água de chuva, como os utilizados para 

armazenar agua para uso doméstico. O controle vetorial é feito através da eliminação 

mecânica de criadouros e quando não era possível a eliminação, tratavam-se os mesmos com 

larvicida e ainda aplicavam-se outros tipos de inseticidas [1]. 

Além disso, o controle das doenças transmitidas pelo A. aegypti está relacionada a um 

conjunto de ações ligadas a atenção primária a saúde, vigilância em saúde, educação em saúde 

e participação social [7]. Existem ainda avanços no desenvolvimento de vacinas voltados ao 

combate do A. aegypti L., porém, devido a circulação de seus múltiplos vírus transmitidos 

(DENV1-4, CHIKV, KIKV), não há vacinas para todos os mosquitos [8]. 

O uso de inseticidas químicos tem sido o principal método de controle do A. aegypti 

L., porém o meio ambiente vem sofrendo consequências nocivas com essa utilização 

descontrolada que poderão se manifestar nas próximas décadas [9].  Entretanto, isso não tem 

sido muito bem sucedido devido a recursos humanos, técnicos, operacionais, fatores 

ecológicos e econômicos, uma vez que o uso excessivo de pesticidas sintéticos provoca o 

surgimento de resistência a inseticidas, e é um dos maiores obstáculos no controle de pragas 

de insetos [10]. 

1.2 Breve história do uso de pesticidas  

Os pesticidas são também denominados agrotóxicos, grupo de compostos químicos 

orgânicos que possuem propriedades físico-químicas empregados abundantemente na 
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agricultura para o controle de drogas e prevenção de ervas daninhas [11]. Assim como também 

atuam efetivamente na prevenção de doenças e pragas das culturas [12].  

Segundo a sua classificação, podem ser designados quanto ao seu uso, associado a 

ação tóxica do produto a um ou mais organismos alvo, sendo as classes mais conhecidas 

acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas, raticidas, larvicida, 

moluscicidas e algicidas [13]. Os pesticidas possuem ingrediente ativos que podem ser 

empregados para distintas aplicações, podendo atuar em diferentes alvos biológicos e, 

portanto, enquadrar-se em mais de uma classe. Podem ser formulados como pó seco, 

apresentando geralmente 1 a 10% dos ingredientes ativos, e é aplicado diretamente nas 

culturas; pó molhável, diluído preliminarmente em água dando origem a uma suspensão; pó 

solúvel, é a formulação mais incomum, pois a maioria dos ingredientes ativos não são 

solúveis em água; granulados, utilizada apenas para inseticidas e alguns herbicidas; 

concentrado emulsionável, é a formulação líquida mais antiga, composta pelo ingrediente 

ativo, um solvente e um emulsificante [14]. Quanto a sua origem, têm-se os compostos 

orgânicos (organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretróides) [15]. Como também os 

inorgânicos, tais como (compostos de mercúrio, bário, enxofre e cobre), além de origem 

botânica (piretrinos, antibióticos e fitocidas) [16]. 

As suas aplicações em décadas produziram efeitos negativos para os seres humanos e 

meio ambiente devido a sua persistência e bioacumulação. Com a sintetização desses 

pesticidas, são necessárias análises de toxicidade para uma proteção do meio ambiente e 

saúde humana, em que para analisar as suas propriedades de toxicidade há limitações, pois 

existem uma diversidade de estruturas químicas (toxinas) e sistemas biológicos (alvos). Além 

disso, pouca informação é conhecida sobre os mecanismos de toxicidade dos pesticidas a 

nível celular e molecular. Portanto, é fundamental desenvolver métodos para a investigação 

de sua toxicidade [17]. 

Dentre os pesticidas, destaca-se o piriproxifeno (PFF), que vem sendo utilizado no 

controle do vetor A. aeypti L. através da disseminação em partículas de PPF aderidas ao 

mosquito. Essa abordagem de auto disseminação respalda-se na montagem de uma estação 

disseminadora (ovitrampa) absorvida com o PFF [18]. Na qual a fêmea do mosquito A. aegypti 

L. é estimulada a realizar oviposição nesta ovitrampa, dessa forma, o mosquito há de se 

manter na parede da armadilha durante esse processo e assim impregna-se de partículas de 

PPF. Por realizar diversas oviposições em seu período gonotrópico o vetor permite a 

contaminação de diferentes criadouros quando pousa nestes [19]. O mosquito então executa a 
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contaminação da água com PPF, exercendo sua atividade larvicida quando as larvas atingirem 

ao estágio pupal [20]. 

Do mesmo modo ABAD-FRANCH et al. (2015) [20] e SUMAN et al. (2014) [21] 

realizaram testes com o uso de PFF nos Estados Unidos e Brasil. SUMAN et al. (2014) [21] 

utilizaram sítios diferentes para instalação das estações, porém análogos em características 

socioeconômicas. Houve o uso da técnica UBV (Ultra Baixo Volume) para a sua 

disseminação nas áreas de interesse, que apresentaram resultados positivos quanto a 

disseminação do pesticida e mortalidade de mosquitos. ABAD-FRANCH et al. (2015) [20] 

utilizou o PFF em estações sentinelas (100) espalhadas em Manaus (Amazonas). Em que 

apresentaram níveis de contaminação entre 75,5% e 100% durante 4 meses, com percentual 

de mortalidade de 100% em mais da metade das estações sentinelas. Por consequência, ambos 

os autores [20,21], consideram a técnica de autodisseminação de PPF por mosquitos uma 

estratégia válida e vantajosa no controle do vetor de mosquitos. 

1.3 Larvicida comercial  

1.3.1 Piriproxifeno 

O PFF é um composto de nomenclatura na IUPAC 2- [1- (4-fenoxifenoxi) propan-2-

iloxi]-piridina, possui fómula molecular C20H29NO3, com peso molecular de 321,5 g. mol-1, 

sua solubilidade em água é de 0,367 mg. L-1 em 25 °C e pH 6 [22]. O PPF é um pesticida, 

classificado como larvicida ou inseticida, origem orgânica a base de carbamato, e análogo de 

hormônio juvenil [23]. Além disso, é um composto aromático relativamente estável, com 

intervalo de meia-vida entre 16 e 21 dias [24]. 

A partir de 2014, utilizou-se o larvicida no abastecimento de água no Brasil para 

combater a proliferação de larvas dos mosquitos [25]. Pois segundo a Organização Mundial de 

Saúde (OMS), este atua como um agente inibidor do crescimento de larvas de Aedes aegypti 

L. e A. albopictus L. [26]. 

Foi sintetizado e desenvolvido pela Sumitomo Chemical (Japão) na década de 1990 

[27], é aplicado em casas agrícolas, horticultura e tratamento de água corrente [24]. Na sua 

composição se incluem areia de origem vulcânica (pedra-pomes ou púmice) associada a um 

surfactante [28]. Por outro lado, a dose recomendada pela OMS e o fabricante do PFF 

(SUMITOMO© CHEMICAL, 2012) [29] é de 0,01 ppm, dose considerável por provocar uma 
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inibição de larvas, nesta caracteriza-se por não ser tóxico, não cancerígeno ou genotóxico. Sua 

atividade varia com a espécie do mosquito, e o seu uso é sozinho ou combinado com 

adulticidas químicos [21]. Além disso, uma vantagem do PFF é que requer uma menor 

concentração do que outros larvicidas, como temephos e Bacillus thuringiensis israelenses 

[30]. 

O inseticida possui modo de ação singular que afeta a metamorfose, reprodução e 

embriogênese de insetos, além de inibir o surgimento de pupas adultas. Como consequência, a 

morte geralmente ocorre no estágio pupal (Figura 02). Afetando também as ninfas e 

resultando em sua mortalidade antes da fase adulta. [30].  

Normalmente, quando há um crescimento suficiente de insetos a produção de 

hormônio juvenil cessa e dispara a mudança para o estágio adulto. O PFF imita a ação de 

hormônio juvenil e mantém o inseto em um estado imaturo. Todavia, por ser um potente 

agonista hormonal, o inseticida é classificado como um disruptor endócrino. Um disruptor 

endócrino é definido como uma substância ou mistura exógena que altera a função do sistema 

endócrino e, consequentemente, provoca efeitos adversos para a saúde provocando efeitos 

num organismo intacto ou numa população. O PFF atua assim no sistema endócrino em 

insetos imitando o hormônio juvenil, impedindo assim a muda e subsequentemente inibindo a 

reprodução [31].  

 

 

 

Fonte: Adaptada de (Fundação Oswaldo Cruz - Ministério da Saúde, 2015). 

Figura 02. Mecanismo de ação do PFF de como matar inseto no tratamento público de água 

do Brasil.  
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Destaca-se como um agente promissor em estratégias de manejo integrado em pragas 

com importância na saúde, incluindo Musca domestica, devido a sua baixa toxicidade em 

mamíferos [32]. No entanto, pode causar mortalidade em invertebrados aquáticos e pequenos 

peixes. A sua toxicidade tem sido amplamente estudada em espécies de invertebrados, 

enquanto que no modelo de vertebrados é restrito a poucos estudos. Não havendo relatos de 

sua toxicidade em aspecto fisiológico, bioquímico e genotóxico, particularmente em 

vertebrados aquáticos [24]. Além disso, tem sido utilizado no controle de mosquitos de Aedes 

sp., Culex sp. e Anopheles sp. [33].  

 

1.3.2 Piridalil 

O larvicida comercial também contém o Piridalil (PYL), pertencente a uma recente 

classe química de inseticidas sintéticos [34]. Possui nomenclatura piridalil [2,6-dicloro-4- (3,3-

dicloroaliloxi) fenilo 3- [5- (trifluorometil) -2- piridiloxi] éter propil]. Apresentando os grupos 

dicloropropenil, diclorofenil e piridil na sua estrutura, além de fórmula molecular 

C18H14Cl4F3NO3 
[35]. Foi produzido pelo Laboratório de Pesquisa em Química de Sumitomo 

Chemical, agente causador de cicatrizes ou queimaduras na epiderme, e além disso, inibidor 

de moscas [36]. O inseticida também atua no controle contra pragas lepidópteras e 

thysanopterous em algodão, vegetais e frutas [37]. 

O composto dispões de uma nova estrutura química não associada a quaisquer outros 

inseticidas existentes e mostra alta atividade inseticida contra larvas de lepidópteros. Fazendo-

se útil para o manejo da resistência de inseticidas e para a proteção no uso de cultura de 

pragas. Entretanto, detalhes da ação do seu mecanismo em insetos-alvo não são descritos na 

literatura [38]. 

O PYL possui toxicidade mínima em mamíferos e artrópodes, mostrando atividade 

inseticida contra mosquitos dípteros, como Liriomyza spp [39]. Apresenta citotoxicidade e atua 

na inibição da síntese de proteínas em células de insetos que podem contribuir 

significativamente para sua seletividade. Age através de exposição cutânea e ingestão (contato 

e veneno do estômago), é persistente no solo, sedimentos e água, podendo se acumular ao 

longo do tempo com sua aplicação repetida [40].  

O composto não atua no sistema nervoso como fazem os pesticidas organofosfóricos e 

piretróides sintéticos, como também não inibe o sistema respiratório. Possui efeito tóxico para 

https://www-sciencedirect-com.ez117.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/invertebrate
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células de insetos, inibindo o seu crescimento celular [41]. Estudos de toxicidade do inseticida, 

incluindo oncogenicidade aguda, crônica, mutagenicidade e reprodução foram conduzidos 

anteriormente por possuírem baixa toxicidade aguda, sem oncogenicidade mutagenicidade e 

teratogenicidade observadas [42]. 

 

1.4 Química: Cromatografia – tipos 

1.4.1 Cromatografia líquida de alta eficiência - CLAE 

Cromatografia líquida de alta resolução (CLAE) tem suas raízes por volta do início do 

século 20 [43]. Também conhecida como cromatografia líquida de alta pressão, é utilizada 

principalmente para a separação e quantificação dos componentes de uma mistura, e para 

compostos orgânicos semi-volátil ou não volátil [44]. Método avançado em que o solvente flui 

através da coluna com a ajuda da gravidade, sendo forçado sob altas pressões para que a 

amostra consiga eluir os diferentes constituintes com auxílio da distinção de suas afinidades 

[45].  

No tempo de separação o volume do injetor é capaz de influenciar na eficiência e 

resolução. No entanto, pode ser um problema sério para o cromatógrafo, pois pode gerar um 

alargamento de picos, comprometendo sua separação e quantificação. Ao minimizar os 

volumes indesejados através da diminuição global do tamanho dos sistemas, espera-se uma 

melhor separação global [43]. 

No sistema em CLAE, compreende uma fase estacionária e uma fase móvel. A fase 

estacionária é comumente uma coluna sólida com alguns centímetros de comprimento 

contendo partículas de sílica ligada a uma substância baseada em suas polaridades relativas. 

Enquanto que a fase móvel é composta por dois solventes de diferentes polaridades, com 

modo em gradiente, onde a polaridade global pode ser aumentada ou diminuída conforme o 

desejado. Na fase estacionária, a interação dos compostos em uma mistura é dependente da 

polaridade do solvente, quanto maior for a diferença da polaridade de diferentes compostos, 

maior será o tempo de retenção para removê-los da coluna [46]. 

Na CLAE de fase normal, o analito adsorve mais fortemente a fase estacionária com 

os componentes mais polares, e, portanto, exigem uma fase móvel mais polar para deslocá-los 

e elui-los da coluna. Em fase reversa, o analito absorve mais rapidamente os componentes 

lipofílicos, gerando uma melhor separação quando a polaridade do solvente diminui [46].  
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As fases estacionárias mais utilizadas na CLAE para separação de compostos 

orgânicos são do tipo fase reversa a base de sílica com grupos C18. Nesta etapa, as fases 

móveis aplicadas são misturas de metanol:água (CH3OH:H2O) ou acetonitrila:água 

(ACN:H2O) com ajuste da força cromatográfica e seletividade da fase móvel, até a obtenção 

da resolução em tempo mínimo de análise [47]. 

As bombas são consideradas como o coração do sistema em CLAE, devido à sua 

responsabilidade de gerar não apenas altas pressões exigidas, mas também o gradiente na 

separação da amostra. Em sua maior parte são convencionais ou combinadas com um 

fluxômetro, a fim de se obter uma redução na taxa de fluxo desejada. Pequenas colunas 

utilizam pouca fase móvel e assim geram desperdício mínimo, podem representar desafios na 

geração de um gradiente estável a baixas taxas de fluxo, encontrando detectores adequados e 

bombas aplicáveis [43]. 

Em suas aplicações, elas passam solvente líquido pressurizado, incluindo uma mistura 

de amostras que é permitida para entrar em uma coluna com material adsorvente sólido. A 

interação de cada componente de amostra é variável, e isso causa diferença nas taxas de fluxo 

em cada componente, dando ínicio a separação dos componentes da coluna [45]. 

Os detectotores em CLAE são localizados no final da coluna, distingue os analitos à 

medida que eluem na coluna cromatográfica [45]. Projetados em torno da detecção de uma 

classe específica de compostos, tornam-se apto para suprir as necessidades dos outros. A 

classe mais simples de detectores para miniaturizar e, portanto, integrar no sistema em CLAE 

são os detectores de absorbância, porém há outros, tal como a fluorescência, massa-

espectrométrica e identificadores eletroquímicos. Embora a absorbância possa gerar detalhes 

de informação, o pesquisador é limitado a um subconjunto específico de substâncias baseado 

em comprimento de onda de luz definidos por este [43]. Vale ressaltar que detectores de 

absorção espectrofotométrica na faixa do UV foram a princípio utilizados nos equipamentos 

em CLAE para analisar compostos que absorvem na região do ultravioleta, incluindo os 

surfactantes [47]. 

A CLAE é uma das técnicas analítica que possuem diversos campos de pesquisa [48]. 

Incluindo a indústria farmacêutica, principal técnica analítica, vanguarda da pesquisa de 

medicamentos; Biomedicina, na separação e análise de amostras biológicas para a detecção de 

doenças e infecções; Forense, envolvendo a detecção de drogas ilícitas, metabólitos e 

venenos; Meio Ambiente e Agricultura, na análise de águas residuais das fábricas ou 
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mineração, estudos dos solos depois de uma fonte de contaminação, além do setor agrícola em 

pesquisas referentes a herbicidas e pesticidas [43]. 

1.4.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas - CG-EM 

A cromatografia gasosa (CG) é um método de separação de misturas de gases (ou 

vapor), baseada no movimento dos componentes de uma mistura entre as fases móvel e 

estacionária.  Há dois tipos de fases estacionárias que podem ser usadas em CG: adsorventes 

(cromatografia de adsorção) ou com líquidos viscosos de alta ebulição imobilizados num 

transportador sólido (cromatografia gás-líquido) [49]. 

Uma análise por CG geralmente requer a confirmação dos resultados obtidos, 

especialmente ao examinar amostras complicadas, tais como, ambiental, alimentícia, 

farmacêutica e moléculas incluindo contaminantes agrícolas (pesticidas). Em alguns casos, 

existem a possibilidade de erros qualitativos e quantitativos causados pela co-eluição, 

interferências de matriz e mudança dos tempos de retenção. Muitos métodos diferentes foram 

desenvolvidos para superar esses problemas e confirmar os resultados. Métodos tradicionais 

para a confirmação em CG são baseados em análises adicionais usando uma coluna de fase 

com polaridade diferente [50]. No modo de eluição a amostra analisada é injetada na coluna e, 

em seguida, movida ao longo da cromatografia pelo gás de arraste Neste modo, o 

cromatograma (ou curva de eluição) consiste em um grupo de picos, em que cada pico é 

correspondente a um único componente da amostra. Na pesquisa foi realizado na coluna 

capilar a técnica de injeção sem divisão de fluxo (“splitless”). Essa técnica de injeção 

“splitless” é o método escolhido para a análise de soluções diluídas, com transferência da 

maior parte da amostra vaporizada contida no injetor para o interior da coluna, se difere do 

método de injeção “split” por ser usada para a análise de soluções diluídas, e “split”, soluções 

concentradas [49]. 

Os detectores de CG possuem suas próprias características, sendo específicos para 

parâmetros operacionais, além disso, fornecem informações valiosas sobre os elementos 

presentes nas substâncias analisadas. Ressalta-se ainda que a finalidade dos detectores, é 

identificar os compostos e comparar suas concentrações entre as amostras. Para atingir esse 

objetivo, o processamento de dados devem atender a dois critérios: (I) determinar 

corretamente a massa do espectro dos compostos individuais para identificação e; (II) calcular 

com precisão a abundância de picos cromatográficos correspondentes a esses compostos em 
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cada amostra. Essas duas tarefas são muitas vezes desafiadora e demoradas, em virtude da co 

eluição de picos cromatográficos dentro de um único cromatograma, e do deslocamento no 

tempo de retenção (TR) dos picos em amostras [51]. 

O detector universal de Espectrometria de massa (EM), é uma técnica analítica chave 

que permite a identificação de diferentes substâncias em uma amostra, tendo aplicação em 

análises de pesticidas, possibilita examinar a sua ação devido a sua alta sensibilidade, 

seletividade, e capacidade de verificar muitos pesticidas de várias classes químicas em 

matrizes muito complexas em uma única corrida [52]. 

Independentemente do uso e designação, um espectrômetro de massa mede a 

fragmentação massa/carga (m/z) de moléculas carregadas. Consistindo em três componentes 

básicos: fonte de íons, analisador onde os íons são separados de acordo com sua relação (m/z), 

e um detector nos quais os íons são contados. O (s) analisador (es) e o detector de um EM são 

mantidos em alto vácuo para evitar colisões acidentais [51].  E além disso, a medida precisa do 

(m/z) permite o acesso a uma característica única das moléculas, isto é, seu peso molecular, 

que muitas vezes é combinado com dados gerados pela fragmentação de moléculas 

selecionadas [53].  

A técnica EM permite o uso de pequenas quantidades de amostra (picogramas), assim 

como em baixas concentrações (parte por trilhão). Suas propriedades como método, no 

entanto, são parcialmente reduzidas, pela complexidade, custo do aparelho e ocasionalmente 

quando o analista não compreende suas limitações [54]. A EM desempenha atualmente um 

grande papel na ciência analítica, pois é frequentemente associada a outros detectores em 

sistemas de multi-detecção. Um detector seletivo adicional é regularmente adicionado ao 

sistema CG/ EM para a determinação do tempo exato de eluição do analito progredindo a 

capacidade de identificação [50].  

1.4.3 Cromatografia em camada delgada - CCD 

A cromatografia em camada fina (TLC) ou cromatografia em camada delgada (CCD) 

é uma técnica analítica poderosa devido a sua confiabilidade, simplicidade e 

reprodutibilidade. Além de que é econômica, uma vez que utiliza menores quantidades de 

solventes com limpeza mínima na amostra [55].  Possui algumas vantagens importantes, como 

a redução significativa de custo, tempo de análise e capacidade de lidar simultaneamente com 
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dezenas de amostras [56]. Podendo ser preparadas em diferentes adsorventes (por exemplo, 

sílica, amido, alumina), proporcionando assim uma boa resolução e sensibilidade [57]. 

O método de CCD faz uso de equipamentos acessíveis de laboratório e amplamente 

disponíveis com aprendizado simples. É dependente de placas prontas, executando todas as 

operações manualmente. As amostras são aplicadas em placas de CCD em solvente adequado 

como bandas de tamanho mínimo e com uma distribuição amostral homogênea dentro da zona 

aplicada. Para camadas finas de partículas, tamanhos pequenos de amostra são necessários 

para evitar sobrecarga de massa ou volume da camada. Solventes adequados para aplicação de 

amostra têm baixa viscosidade e são voláteis. Água e outros solventes de alta viscosidade/ 

baixa volatilidade, em geral, não são boas escolhas para aplicação de amostra. Soluções 

aquosas podem ser diluídas com um solvente orgânico miscível e volátil para facilitar sua 

aplicação. Suspensões não podem ser aplicadas de forma reproduzível a camadas, pois podem 

causar o bloqueio de aplicadores da amostra [58]. 

É uma técnica que executa separação de substâncias químicas dissolvidas em virtude 

de sua migração diferencial sobre placas de vidro revestidas com uma camada fina de um 

adsorvente. O método, que se tornou uma ferramenta analítica padrão em laboratórios 

alimentícios e farmacêuticos, é útil para separar os componentes de substâncias que ocorrem 

naturalmente, como aquelas encontradas em tecidos animais e vegetais, incluindo 

componentes voláteis e aromáticos. Os componentes da amostra tornam-se separados uns dos 

outros devido aos seus diferentes graus de fixação ao material de revestimento na placa. O 

solvente é então evaporado, e a localização dos componentes separados é identificada, 

geralmente pela aplicação de reagentes que formam compostos coloridos com as substâncias 

[59].  

As aplicações importantes de CCD incluem determinação de resíduos de pesticidas, 

ensaio de formulações, caracterização de pesticidas sintetizados, separação e caracterização 

de constituintes ativos dos extratos de plantas, fungos e bactérias (biopesticidas), propriedades 

com estudos de pesticidas como metabolismo e degradação, mecanismo de ação, entre outras. 

As vantagens da análise de pesticidas por CCD em comparação com outros métodos incluem 

simplicidade, velocidade, custo relativamente baixo e habilidade de analise múltiplas 

amostras em uma única placa (alto rendimento) usando pequenas quantidades de solventes 

como fase móvel, não sendo limitado a compostos alvo voláteis como para CG [60]. 
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1.5 Testes biológicos e farmaceuticos 

1.5.1 Artemia salina L. 

A Artemia salina L. (camarões de salmoura) é definida como um zooplâncton e 

crustáceo ramificado com forte flexibilidade para ambientes hipersalinos, com capacidade de 

sintetizar pigmentos respiratórios eficientes para lidar com os baixos níveis de O2 em altas 

salinidades, além de apresentar a capacidade para produzir embriões dormentes (cistos) 

dependendo da concentração do sal no meio ambiente. Ressaltam-se que a composição do 

meio aquoso em termos de natureza e concentração de eletrólitos é fundamental para sua 

sobrevivência e reprodução [61,62]. Pertencente à família Artemiidae, é um artrópode aquático 

(Figura 03), com idade de aproximadamente 100 milhões de anos. Espécie endêmica de 

origem mediterrâneo, mas encontrada em todos continentes [63]. 

 

 

                Fonte: (DUMITRASCU, 2011) [63]. 

Figura 03. Artemia salina L. 

 

Utilizados regularmente para avaliar a contaminação de ambientes e analisar a 

toxicidade de substâncias químicas, são conhecidos por sua geração de tempo curta, 

incubação de cistos rápidos e alto grau de sensibilidade com variabilidade reduzida. Seus 

testes também são usados para detectar a toxicidade de moléculas biologicamente ativas [64]. 

Um aumento na produtividade de cistos deste crustáceo, da mesma forma que a sua 

uniformização, está no controle dos fatores ambientais, como concentração de oxigênio na 
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água, flutuação, tipo de comida, bem como salinidade. Seu mecanismo de reprodução, 

envolvem a produção de ovos que flutuam na água e podem desenvolver em nauplios (larvas) 

ou em condições desfavoráveis ambientais (secagem da água) que são transformados em 

cistos. Em condições naturais, este alimenta-se com algas, protozoários e detritos. No seu 

ciclo de vida (Figura 04), o óvulo fertilizado se desenvolve até o estágio da gástrula, em que 

ovos eclodem e nauplios (larvas) terão uma cor esbranquiçada, em seguida, cistos (0,2 - 0,3 

mm) se transformam em nadadores aquáticos de larvas, ou seja, em nauplios (0,45 mm) por 

período de 24 a 36 horas, onde o cisto completo por hidratação é de aproximadamente 1 h, 

contudo, este é dependente da disponibilidade de alimentos em que os nauplios alcançará 

adultos no máximo 12 mm em 3 semanas. Posteriormente, os nauplios se transformam em 

adultos reprodutivos que produzem pré-adultos em rápida sucessão quando as condições são 

favoráveis. A fim de resultar em nódulos de nadadeiras livres de cistos, eles precisam de água 

(hidratação) e oxigênio para iniciar e completar o metabolismo [63]. 

 

 

                                    Fonte: (DUMITRASCU, 2011) [63]. 

Figura 04. Artemia salina L. - Ciclo de vida. 

 

Por serem amplamente utilizados como alimento vivo para peixes e outros crustáceos, 

seus ovos podem ser facilmente encontrados em lojas de aquaristas. Os ovos não eclodidos 

são metabolicamente inativos, e podem ser conservados por longos períodos se mantidos 

desidratados, em vácuo e a baixas temperaturas. Quando úmidos, seus ovos eclodem em cerca 

de 24 horas, em condições ambientais adequadas, chegando à fase adulta com 20 a 30 dias de 
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vida. Esse ciclo de vida relativamente curto favorece seu uso em testes de toxicidade aguda e 

crônica [65]. 

Características fisiológicas, tais como como disponibilidade pronta, vários estágios de 

vida e cultura de laboratório simples, faz da A. salina L. um organismo modelo adequado para 

estudos em toxicologia. Recentemente, um número crescente de estudos usou A. salina L. 

como organismo de modelo adequado para investigar a toxicidade através de experiências 

laboratoriais [66]. 

Esse bioensaio tem suas vantagens de forma geral por ser um método simples, rápido, 

sensível e de baixo custo, em que consiste na estimativa da concentração de uma substância 

através da medida de uma resposta biológica, na qual existe apenas um parâmetro envolvido: 

vida ou morte. O ensaio de letalidade permite assim a avaliação da toxicidade aguda e, 

portanto, é considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com 

potencial atividade biológica, sendo aceito pela comunidade científica [67]. 

1.5.2 Allium cepa L. 

Uma das técnicas mais utilizadas para detecção de genotoxicidade tem sido o A. cepa 

L., espécie constituída por um dos materiais pioneiro no estudo de alterações cromossômicas 

causados pela ação de agentes químicos [68]. O A. cepa L. caracteriza-se por ser uma planta 

pertencente à família Liliaceae, uma das mais importantes culturas hortícolas com produção 

mundial de aproximadamente 55 milhões de toneladas [69].  

O gênero Allium compreende várias espécies de plantas aromáticas, incluindo cebola, 

esta possui potencial antioxidante, fornecendo proteção contra os radicais livres. 

Caracterizada por ser uma planta com longa história de uso medicinal e, adicionalmente, fonte 

de possíveis fitoquímicos promotores da saúde, incluindo compostos organosulfurados, 

frutooligossacarídeos e flavonoides [70].  

De acordo com o estudo de MALAKAHMAD et al. (2018) [71], células vegetais de A. 

cepa L. são testadas por verificarem efeitos tóxicos e genotóxicos sobre o material genético 

podendo ser direcionadas a estudos de análise do câncer, frequentemente ligado a danos no 

DNA.  

Ressalta-se ainda que testes derivados de plantas, são excelentes bioindicadores de 

efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos de ambientes contaminados por substâncias 

tóxicas. No entanto, esse recurso é devido a possibilidade de avaliar parâmetros genéticos que 
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variam de mutação pontual a alterações cromossômicas em células [72]. O teste é de fácil 

execução para avaliar danos cromossômicos e distúrbios no ciclo mitótico porque as células 

de A. cepa L. têm grandes cromossomos em números reduzidos [73].  

  O uso do teste é favorecido por características, tais como rápido crescimento da raiz, 

baixo custo, alta tolerância a distintas condições de cultivo, elevado número de células em 

divisão, notável cinética de proliferação, número reduzido de grandes cromossomos, 

cromossomos em bom estado para estudar danos ou distúrbios na divisão, incluindo a 

avaliação dos riscos aneuplóides, bem como a fácil disponibilidade e gerenciamento [74].  

Além disso, é um bioensaio sensível para avaliar a citogenotoxicidade de amostras 

ambientais, no qual os resultados do teste mostram boas correlações com os sistemas de teste 

de mamíferos [75]. Utilizado para detectar toxicidade de pesticidas, herbicidas e outros 

xenobióticos. É um ensaio simples e confiável usado para todas as alterações cromossômicas 

nas células mitóticas, em que a taxa de crescimento da raiz pode ser correlacionada com o 

índice mitótico [76]. 

Nesse contexto, os pesticidas são organismos importantes para testes genéticos e 

monitoramento ambiental, por serem receptores biológicos. Estudos como o de BIANCHI et 

al., (2015) [77] avaliam a ação genotóxica de pesticidas por testes de alteração cromossômica 

(AC) e micronúcleos (MN). Utilizando-se células meristemáticas de A. cepa, encontraram-se 

resultados positivos com a indução de diferentes tipos de alterações, incluindo os de 

clastogênicos (quebras de cromossomos e pontes) e origem aneugênica (perda 

cromossômica), mostrando que este sistema de teste é um modelo apropriado para essas 

avaliações . 

Os danos genéticos são indicativos da presença de substâncias clastogênicas (indutoras 

de quebras). Pontes anafásico e telofásico são exemplos clássicos desse mecanismo. 

Alterações cromossômicas como atrasos podem indicar problemas no fuso mitótico. A 

interrupção do fuso ou a sua formação incompleta pode promover uma segregação incorreta 

dos cromossomos para as células filhas, gerando anormalidade cromossômica numérica [78].  

Os compostos considerados aneugênicos, ou seja, aqueles que interferem no fuso 

mitótico, não afetam diretamente o DNA, mas podem causar erros durante a segregação 

cromossômica [79]. As substâncias aneugênicas caracterizam-se por associar-se às moléculas 

celulares envolvidos com a segregação das cromátides ou a moléculas que fazem parte das 

estruturas de DNA, como centrômeros e telômeros. Também são aneugênicas as moléculas 
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que se associam às estruturas envolvidas no controle do ciclo celular e as moléculas que 

fazem parte do aparato do fuso mitótico [80].  

 Em relação as alterações cromossômicas (AC), estas são mudanças na estrutura 

cromossômica, resultante de uma pausa ou troca de material cromossômico. O máximo de 

alterações cromossômicas observadas nas células são letal, mas há muitas alterações 

correspondentes que são viáveis e podem causar efeitos somáticos ou hereditários, algumas 

destas AC se encontram na Figura 05 [81]. 

 

 

                                                        Fonte: (ANACLETO et al., 2017) [82]. 

Figura 05. Alterações celulares observadas pela análise de células meristemáticas de raízes de 

Allium cepa. A: intérfase normal; B: prófase normal; C: metáfase normal; D: anáfase normal; 

E: telófase normal; F: intérfase com broto nuclear; G: intérfase com micronúcleo; H: prófase 

com broto nuclear (cabeça de seta) e micronúcleo (seta); I: prófase com micronúcleo; J: 

núcleo lobulado; K: célula binucleada; L: anáfase com ponte cromossômica; M: anáfase com 

quebra cromossômica; N: anáfase com quebra cromossômica; O: telófase com ponte e 

diferentes tamanhos de quebras (seta e cabeça de seta); P: telófase com cromossomo 

retardatário; Q: metáfase com aderência cromossômica (viscosidade); R: metáfase poliploide; 

S-T: C-metáfase. 
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As quebras cromossômicas podem ser decorrentes de pontes anafásico, sendo 

originadas por translocações ou por terminações cromossômicas coesivas. É possível que as 

pontes resultem, também, de aderências cromossômicas, podendo, neste caso, serem múltiplas 

e persistirem até a telófase, entretanto, quando as pontes cromossômicas resultam de 

rearranjos estruturais elas podem ocasionar fragmentações cromossômicas [83]. 

A C-metáfase pode ocorrer devido a produção de números cromossômicos variáveis, 

isto é, a produção de células diploides. Onde, um desvio muito grande em relação ao número 

cromossômico normal induzirá a um desbalanço cromossômico, com perda da viabilidade, 

inativação parcial ou completa do fuso nuclear e aumento da contração cromossômica, esta 

pode ser referida como um mecanismo causador de sérios danos, podendo ser incluída entre 

os parâmetros para um screening dos efeitos genotóxicos e mutagênicos [83]. 

A aderência cromossômica, sua atuação na célula possivelmente impede a migração 

cromossômica para os pólos, devido à sua ação aneugênica. Há então um estacionamento da 

divisão celular em metáfase, o que provoca uma continuidade na condensação dos 

cromossomos, que acaba promovendo uma força de contração do conjunto cromossômico 

total, decorrendo assim em aderências cromossômicas [84]. 

Os micronúcleos podem ser formados pelos atrasos cromossômicos na anáfase e por 

fragmentos acêntricos, além disso, micronúcleos derivados de fragmentos acêntricos devem 

corresponder às regiões terminais dos cromossomos, que foram perdidas durante a quebra 

cromossômica. A presença desses podem ser originados através de um atraso cromossômico 

na anáfase, caracterizado por um mau funcionamento do fuso ou ainda devido à presença de 

fragmentos acêntricos, derivados de uma resposta clastogênica. Assim, agentes químicos 

podem induzir micronúcleos, por meio de distúrbios do fuso ou de quebras cromossômicas 

[85].  

Portanto, os resultados apresentados nesses testes de citotoxicidade e genotoxicidade 

podem ser considerados como um indicativo de que a amostra representa também uma 

ameaça biológica para outros organismos [74]. 

 

1.5.3 Sacchoromyces cerevisiae 

A utilização da levedura S. cerevisiae é um dos melhores sistemas unicelulares 

eucarióticos para estudos de estresse oxidativo [86]. Isso se deve a semelhança da sua 
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maquinaria celular e aos processos metabólicos desempenhados pela levedura, como sua fácil 

manipulação genética [87]. 

As linhagens de S. cerevisiae proficientes ou mutadas em suas defesas antioxidantes 

são comumente utilizadas na avaliação da atividade de compostos, naturais ou sintéticos, 

frente aos mecanismos de defesa antioxidante destes organismos. As linhagens utilizadas no 

estudo, foram a SODWT, Sod1Δ, Sod2Δ, Sod1Sod2, Cat1Δ e Sod1Cat1. 

Em relação as linhagens, a Sod1Δ, caracteriza-se como um homodímero de cobre e 

zinco, presente no citoplasma intracelular; a Sod2Δ, como um tetrâmero que contém 

manganês em seu sítio ativo, existente em mitocôndrias de alguns tecidos de animais e 

leveduras e a Cat1Δ, como um tetrâmero constituído por monômeros que possui grupos 

prostéticos heme no centro catalítico [88]. 

Tendo em vista a existência de enzimas antioxidantes funcionalmente semelhantes à 

de humanos, a extrapolação de resultados comparativos quanto a segurança na liberação do 

uso de fármacos e a consolidação de protocolos terapêuticos torna-se mais eficaz [89]. O seu 

uso é de fácil manuseio, cultivo e rápida multiplicação celular, onde são modelos de pesquisa 

para análise de propriedades tóxicas e/ou oxidantes em compostos, medicamentos, extratos ou 

substâncias isoladas [90]. Esta espécie apresenta crescimento ideal entre 25 ºC e 30 ºC e se 

reproduz assexuadamente por brotamento ou por cissiparidade [91]. 

Várias características tornam a levedura um modelo ideal para realizar estudos 

toxicológicos funcionais, tais como como: falta de patogenicidade; facilidade de manipulação 

genética, juntamente com condições laboratoriais rápidas e de baixo custo; sistema de 

armazenamento; sua robustez e resiliência a uma ampla faixa de pH e força,  condições 

comumente encontradas em amostras ambientais; informação disponível para cada gene;  

possibilidade de reduzir os testes em animais, uma vez que a levedura já foi proposto como 

um bom organismo modelo para avaliar a toxicidade de poluentes ambientais [91].  

Por possuir as mesmas características genéticas que testes empregando animais de 

laboratório, a levedura S. cerevisiae é considerada um dos melhores modelos, podendo ser 

substituídas por testes in vivo, que são de forma geral, de difícil execução e necessitam de um 

número elevado de animais para assegurar resultados estatisticamente significativos [88]. 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são um dos fatores de risco para a 

carcinogênese, podendo, assim, desempenhar um papel de iniciação e progressão tumoral. Os 

radicais livres induzem danos oxidativos diretos e indiretos ao DNA contribuindo para a 

mutagênese, que é essencial para a iniciação do processo tumoral [92,93]. Além de danos no 
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DNA, os radicais livres podem induzir danos em diferentes tipos de biomoléculas, incluindo 

as proteínas, lipídios, carboidratos e aminoácidos [94]. O estresse oxidativo (Figura 06), induz 

a acumulação de radicais livres tais como o oxigênio singleto (1O2), H2O2 e o radical OH• que 

em leveduras ativam fatores transcricionais aumentando a expressão de genes que codificam 

as enzimas antioxidantes tais como a catalase e a glutationa reduzida (GSH). Estes 

mecanismos degradam proteossomas e atuam em caminhos citoprotetivos de autofagias, 

podendo também mediar a morte programada, apoptose e necrose [95]. 

 

 

Fonte: Adaptada de (FARRUGIA e BALSZAN 2012) [95]. 

Figura 06. Mecanismos moleculares em resposta às espécies reativas de oxigênio. 

 

Em condições normais, todos os organismos vivos aeróbicos são inevitavelmente 

expostos a espécies reativas de oxigênio (EROs), incluindo o radical superóxido aniônico  

(O2
• -), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (•OH), todos nos quais 

desempenham papéis significativos na sinalização celular e homeostase. O sistema de 

resposta antioxidante consiste em enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e antioxidantes não enzimáticos, que participam na ação contra a 

EROs [87]. Os radicais livres e as espécies reativas de oxigênio são constantemente geradas 

através de muitos processos biológicos no organismo. A capacidade dos antioxidantes em 

reduzir o risco de certos tipos de câncer está ligada à sua capacidade de eliminar os radicais 

livres, reduzir o estresse oxidativo e diminuir a divisão celular anormal [96]. 
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Algumas espécies de EROs, potencialmente prejudiciais podem surgir como 

subprodutos do metabolismo normal e de acidentes químicos. O superóxido é um produto de 

redução de um elétron de oxigênio molecular que é formado durante a respiração normal nas 

mitocôndrias e por reações de auto-oxidação. Sua função é atuar como um sistema 

coordenado e equilibrado para proteger os tecidos e fluidos corporais dos danos causados por 

EROs, produzidos fisiologicamente ou como resposta à inflamação, infecção e/ ou doença [97]. 

Já os antioxidantes provavelmente regulam a fase de ativação da apoptose induzida 

por oxidantes, estes que induzem a transição da permeabilidade mitocondrial e liberam 

proteínas intermembranas mitocondriais, como o citocromo, o fator indutor de apoptose (AIF) 

e a caspase mitocondrial [97].  

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para avaliação 

de atividade antioxidante têm aumentado consideravelmente nos últimos anos. Embora 

existam ensaios químicos relativamente simples para avaliação da capacidade antioxidante, 

estes não são representativos das condições celulares do homem. E, tendo em vista que 

antioxidantes assumem papel importante na medicina preventiva, é necessário que as 

informações sejam obtidas a partir de sistemas biológicos [98]. 

Portanto, esse trabalho de dissertação de mestrado tem como finalidade fazer uma 

abordagem do comportamento químico do larvicida comercial, em que realizou-se propostas 

de identificação das substâncias piriproxifeno e piridalil a partir de técnicas cromatográficas 

por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-DAD), Cromatografia Gasosa 

Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e Cromatografia em Camada Delgada 

(CCD). Na análise biológica e farmacêutica foram executadas por testes de Artemia salina, 

Allium cepa e Saccharomyces cerevisiae em diferentes concentrações, baseadas na dose 

recomendada pela OMS, pois não há relatos sobre estudos em testes de citogenotoxicidade, 

efeitos oxidativos e ações antioxidantes nesta dose na literatura. Logo, esses testes são 

necessários, uma vez que o uso de larvicida é um dos principais métodos de controle do Aedes 

aegypti L., além do que, não existem vacinas “eficientes” contra o vírus, por outro lado, 

efeitos citogenotóxicos podem gerar consequências prejudiciais para o meio ambiente 

(ecossistema) e saúde.  
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1.6 Objetivos 

1.6.1 Gerais 

Realizar propostas de identificação das substâncias piriproxifeno e piridalil a partir de 

métodos cromatográficos por CLAE-DAD, CG-EM e CCD, além de avaliar efeitos 

citotóxicos e oxidativos do piriproxifeno no controle de Aedes aegypti L 

 

1.6.2 Específicos 

 Realizar testes químicos para possível identificação do piriproxifeno e piridalil no 

larvicida comercial, por meio de técnicas cromatográficas (CLAE-DAD, CG-EM e 

CCD); 

 Verificar os efeitos de toxicidade em diferentes concentrações do inseticida no 

crustáceo Artemia salina; 

 Analisar os danos citogenotóxicos em células meristemáticas de Allium cepa; 

 Avaliar os possíveis efeitos oxidativos/ antioxidantes induzidos pelo larvicida 

comercial em linhagens de Saccharomyces cerevisiae. 
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Capítulo 2 

CAPÍTULO 2 -  METODOLOGIA EXPERIMENTAL  

2.1 Amostra  

Larvicida comercial lote 5A42F4 (Figura 07), possui formulação granular (G), sólido, 

contém 5,1 g. kg-1 de priproxifeno puro, fabricante Sumitomo© chemical, fornecido pela 

Secretaria Municipal de Saúde de Água Branca no período de agosto de 2016 (Anexo 01). 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2018. 

Figura 07. Amostras de larvicida comercial utilizadas no estudo. 

 

2.2 Preparação das amostras 

O larvicida comercial, foi submetido a maceração e extrações sucessivas por partição 

seguidas de roteovaporações por um período de três semanas, com o objetivo de separar o 

PFF dos constituintes arenosos. Essa extração foi feita a partir de 100 g de amostra na qual 

obteve-se uma massa final de 2,44 g, utilizou-se como solvente o metanol (CH3OH). As 
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amostras foram preparadas no Laboratório de Química Orgânica – Produtos Naturais do 

Instituto Federal do Piauí – IFPI. 

O larvicida comercial foi avaliado em formulação comercial, onde as concentrações 

testadas foram baseadas na dose de campo do pesticida, seguidas de diluições em água. Em 

que a concentração de campo do inseticida PFF da OMS é de 0,01 ppm [99]. Assim as 

concentrações propostas para o estudo do pesticida nos testes biológicos A. salina, A. cepa e 

S. cerevisiae foram de (0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 e 1000 ppm).  

 

2.3 Química e Reagentes 

O solvente utilizado no processo de extração foi o metanol pertencente a marca Synth 

e Dinâmica, P.A. Os padrões como CP K2Cr2O7 (Dicromato de Potássio), MMS 

(Metanosulfonato de metila) e H2O2 (Peróxido de Hidrogênio), foram utilizados para os testes 

de A. salina, A. cepa e S. cerevisiae. Os demais, NaCl (Cloreto de Sódio), MgSO4 (Sulfato de 

Magnésio), CaCl2 (Cloreto de Cálcio), KCl (Cloreto de Potássio), NaHCO3 (Bicarbonato de 

Sódio), foram comprados comercialmente de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), o carmim 

acético é da marca Vetec®. Para as análises em CLAE-DAD e CG-EM, utilizou-se metanol e 

acetonitrila de grau espectroscópico das marcas Vetec® e AppliChem Panreac®. A água 

ultrapura empregada foi obtida através do aparelho Elga Purelab Option-Q. 

 

2.4 Análise Instrumental 

2.4.1 CLAE-DAD 

A análise CLAE-DAD foi realizada a temperatura ambiente usando um cromatógrafo 

líquido analítico Shimadzu, modelo LC20A e controlador CBM- 20. Foi injetado 1 mg do 

larvicida comercial, com método isocrático de 30 minutos, o isocrático consistia em uma 

mistura de (80% acetonitrila e 20% metanol), em seguida submetidos ao processo de clean up 

em cartucho Chromabond® C18 (previamente ativado com CH3OH), fase estacionária coluna 

C18 fase reversa (250 x 4,6 mm, tamanho de partícula 5 µm), marca Macherey-Nagel e filtrada 

com membrana 0,45 µm, o forno da coluna foi aquecido a 40 °C e taxa de fluxo de 1,0 mL. 

min-1, utilizando um cromatógrafo de detector UV-vísivel [100]. A análise foi realizada no 

Laboratório de Química Orgânica – Produtos Naturais do Instituto Federal do Piauí – IFPI. 
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2.4.2 CG-EM 

A análise por GC-EM foi realizada num cromatógrafo a gás Shimadzu (modelo 

TQ8030, Shimadzu ®, Kyoto, no Japão) acoplado a um espectrômetro de massa equipado 

com um analisador quadrupolo (modelo CGEM-QP2010, com injetor automático, Tocantins, 

Brasil). A separação cromatográfica foi realizada utilizando uma coluna capilar Rtx-5MS de 

30 m x 0,25 mm x 0,25 μm. A temperatura do injetor foi de 250 ºC, as injeções (10 μL 

larvicida comercial) foram feitas em modo de injeção splitless. O gás de arraste foi hélio 

(99,999%) a um fluxo constante de 1 mL/min, com velocidade linear de 44.5 cm.s-1, e pressão 

inicial de 100 KPa. O programa de temperatura do forno foi de (80 ºC (2min) → (20 ºC/ min) 

→ 180 ºC → (5 ºC/ min) → 280 ºC (3min). Os espectros de massa foram obtidos no modo de 

ionização de elétrons (EI) a 70 elétron-volts (eV) e faixa de massa de 50 a 290 Da, usando o 

software Data analysis. A linha de transferência e as temperaturas da fonte de ionização 

foram 280 ºC e 150 ºC, respectivamente [101]. Os resultados das análises foram expressos em 

abundância relativa. A identificação dos compostos foi realizada comparando os espectros de 

massa obtidos com os espectros da NIST 2.0 Library, 2012 (Instituto Nacional de Padrões e 

Tecnologia, Gaithersburg, Md, EUA). 

 

2.4.3 CCD 

Foi realizada utilizando cromatoplacas de camada fina de sílica gel 60f254 (20 cm x 

20 cm, 0,25 mm de espessura). Os sistemas solventes utilizados para desenvolvimento 

bidimensional foram: clorofórmio/ metanol, 9:1 (v/v); clorofórmio/ metanol, 95:05 (v/v); 

clorofórmio/ metanol, 99:1 (v/v); clorofórmio, 100 (v/v); clorofórmio/ hexano, 8:2 (v/v); 

clorofórmio/ acetato de etila, 8:2 (v/v); clorofórmio/ acetato de etila, 7:3 (v/v). Foram utilizados 

os reveladores Vapores de Iodo e Molibdato Cérico de Amônio. Os resultados foram expressos 

com a intensidade de coloração após revelação das cromatoplacas.  Em que o teste foi 

executado no Laboratório de Química Orgânica – Produtos Naturais do Instituto Federal do 

Piauí – IFPI. 
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2.5 Artemia salina 

Para o experimento foram utilizados ovos de A. salina adquiridos em loja 

especializada em produtos para aquário no município de Teresina, Piauí, Brasil.  

Os ovos de camarão (20 mg) foram incubados em água salgada artificial (15,15 g.L-1 

de NaCl, 1,88 g.L-1 de MgSO4, 0,65 g.L-1 de CaCl2, 0,41 g.L-1 de KCl em 1000 mL de água) a 

25 °C e iluminação 9 W. Bicarbonato de sódio (NaHCO3) foi utilizado como tampão a pH 

10,0 da solução de salmoura. Depois de 48 h de incubação, 10 nauplios vivos (A. salina) 

foram transferidos para cada tubo de ensaio [102]. O volume final de cada amostra foi ajustado 

para 5 mL com solução salina artificial (solução de salmoura) e 1 mL do larvicida comercial 

em cada dose. As amostras foram mantidas sob incubação por 24 h e 48 h. Nauplios vivos 

foram contados para determinar o número de mortes por amostra. Água salina artificial e 

K2Cr2O7 foram utilizados como controles negativo (CN) e controle positivo (CP), 

respectivamente. Cada tratamento foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos 

em porcentagem de mortalidade. Teste feito em Laboratório de Química Orgânica – Produtos 

Naturais do Instituto Federal do Piauí – IFPI. 

2.6 Allium cepa 

Os testes de citogenotoxicidade realizados com o A. cepa foram baseados no protocolo 

estabelecido por LEME e MARIN-MORALES (2009) [103], com pequenas adaptações.  

Utilizaram-se 100 sementes de A. cepa (Vale ouro IPA 11) de um mesmo lote e variedade 

germinaram à temperatura ambiente (25 °C) em placas de Petri contendo água destilada por 

período de quatro dias, até que as radículas atingiram 2 cm de comprimento. Então, estas 

radículas foram expostas a diferentes concentrações do larvicida comercial, onde 

permaneceram um período de 24 h à temperatura ambiente. O CP foi feito com MMS (Sigma-

Aldrich, CAS No. 66-27-3) com concentração 10 ppm e CN com água destilada.  

Depois de um período de exposição, as raízes foram fixados em Carnoy (3 etanol: 1 

ácido acético; v:v) e mantidas sob refrigeração a -20 ºC. Para a preparação das lâminas, as 

radículas foram submetidas à três lavagens de cinco minutos em água destilada. A hidrólise 

das radículas foi realizada em frascos de âmbar imersos com ácido clorídrico HCl (1 M) e 

aquecidos em banho maria, durante um tempo de 10 minutos e temperatura de 60 °C. Após a 

hidrolise, as radículas foram introduzidas por três lavagens com água destilada e transferidas 

para frascos de vidro âmbar. Em seguida, submetidas ao reativo de Schiff, por 2 h no escuro. 
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As radículas foram lavadas novamente e as regiões meristemáticas separadas, cobertas com 

lamínulas e esmagadas cuidadosamente em uma gota de carmim acético 2% (Vetec), para 

análise microscópica subsequente em microscópio de luz (aumento de 400 x).  

A citogenotoxicidade foi avaliada pela contagem, em microscópio de luz (aumento de 

400 x), de 5.000 células meristemáticas (500 células/lâmina; total de 10 lâminas analisadas) 

para cada tratamento e para os controles (negativo e positivo). Foram avaliados: (1) índice 

mitótico (citotoxicidade) e (2) índice de alterações cromossômicas (genotoxicidade). 

Executados no Laboratório de Genética- LABGENE/ UESPI. 

2.7  Saccharomyces cerevisiae                                 

Trata-se de um estudo experimental de caráter analítico descritivo, no qual foram 

utilizadas seis linhagens de leveduras da Saccharomyces cerevisiae proficiente e mutadas em 

suas defesas antioxidantes. As cepas do teste de S. cerevisiae utilizadas neste estudo são 

mostradas na Tabela 01. As linhagens foram gentilmente fornecidas pelo Dr. E. Gralla 

(Universidade da Califórnia, Los Angeles, EUA). 

 

Tabela 01. Linhagens e genótipos de S. cerevisiae usadas no estudo. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2018. 

Descrição Genótipo Deficiência em defesas 

enzimáticas 

Origem 

EG103 

(SODWT) 

MATa leu2-3,112 

trp1-289 ura3-52 

Nenhum Edith Gralla, Los 

Angeles 

EG118 (Sod1∆) Sod1::URA3  todos os 

outros marcadores 

como EG103 

Cu-Zn superóxido dismutase 

(citoplasmático) 

Edith Gralla, Los 

Angeles 

EG110 (Sod2∆) Sod2::TRP1  todos os 

outros marcadores 

como EG103 

Mn superóxido dismutase 

(mitocondrial) 

Edith Gralla, Los 

Angeles 

EG133 

(Sod1∆Sod2∆) 

Sod1::URA3 

Sod2::TRP1  mutante 

duplo todos os outros 

marcadores como 

EG103 

Superóxide dismutase 

citoplasmático e mitocondrial 

Edith Gralla, Los 

Angeles 

EG223 (Cat1∆) EG103, except Cat1:: 

TRP1 

Catalase citoplasmático Edith Gralla, Los 

Angeles 

EG 

(Sod1∆Cat1∆) 

EG103, exceto Sod1:: 

URA3 e Cat1::TRP1 

Cu-Zn superóxido dismutase e 

catalase citoplasmático 

Edith Gralla, Los 

Angeles 



44 

 

 

O crescimento das células foi feito em meio de cultura líquido (YEL) contendo 0,5% 

de fermento extrato de levedura, 2% de bacto-peptona e 2% de glicose a 28 °C em um 

agitador orbital até atingir a fase de crescimento estacionária, de acordo com ROSA et al. 

(2006) [104]. Uma suspensão contendo 1 x 108 células. mL-1 foram agitados durante 3 h a 30 

°C, as células foram então colhidas por centrifugação e lavadas duas vezes com tampão 

fosfato. A densidade celular foi determinada usando uma câmara de contagem de Neubauer e 

as linhagens foram então manchadas em placas de petri contendo os agentes oxidantes.  

Em um ciclo de inoculação das células de suspensão foram adicionados 10 μL de cada 

concentração do larvicida comercial e espalhados do centro para a borda de uma placa de 

Petri em um curso contínuo, para ambos os lados da placa (Figura 08). As placas foram 

incubadas por 2 dias a 30 °C. Para o (CN) foi adicionado 10 μL de solução fisiológica (0,9 %) 

e para o (CP) foi adicionado 10 μL do agente oxidante H2O2 (10 mM) sobre o disco central 

em placas de Petri, com posterior direcionamento à estufa por 48 h. O crescimento foi medido 

em centímetro da inibição do crescimento da borda do filtro-disco ao início do crescimento 

celular. Valores podem variar de 0 cm (crescimento completo para o filtro-disco) para 4 cm 

(ausência de crescimento para a borda do Placa de Petri). Todos os ensaios foram realizados 

em quadruplicada no Laboratório de Genética Toxicológica, LAPGENIC/ UFPI. 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2018. 

Figura 08. Modelo experimental e posicionamento das linhagens utilizadas no ensaio com S. 

cerevisiae. 
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2.8 Análise Estatística 

Em A. salina L. e A. cepa L. os valores foram expressos em médias e desvio padrão 

(DP), e os dados verificados pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste “a 

posteriori” de Student-Newman-Keuls (p < 0,05), do programa GraphPad Prism versão 6.00 

para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, Copyright ©, posteriormente 

realizado a comparação entre as médias dos controles e grupos tratados.  

Para S. cerevisiae, os resultados obedeceram a uma distribuição normal e foram 

analisados pela Análise de Variância (ANOVA), pelo teste Bonferroni através do programa 

GraphPad Prism versão 6.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, 

Copyright ©. 
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Capítulo 3 

CAPÍTULO 3 -  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Cromatografia 

3.1.1 Cromatografia líquida em alta eficiência – CLAE-DAD 

O screening do larvicida comercial por CLAE-DAD foi obtido nos dois comprimentos 

de onda de 272 nm e 208 nm. Pode-se verificar a presença de dois picos intensos com tempo 

de retenção de 3,338min e 4,036min, respectivamente, no qual é possível identificar os 

comprimentos de ondas característicos do piriproxifeno e piridalil, de acordo com as figuras 

09 e 10 [100]. 

As figuras 09 e 10 apresentam cromatograma e os espectros de UV do larvicida 

comercial, modo isocrático com ACN:CH3OH 80:20% em 272 nm, observado o espectro no 

UV para o tempo de retenção do piriproxifeno os seguintes comprimentos de onda 209 e 258 

nm. E para o piridalil comprimento de onda máximo foi de 271 nm, inserte absorvido no 

ultravioleta e observado o espectro no UV para o tempo de retenção do piridalil os 

comprimentos de onda 203 nm e 271 nm. 
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Figura 09. Cromatograma analítico do larvicida comercial em CLAE-DAD, modo isocrático ACN:CH3OH 80:20% em 60min, solução de 1 mg. 

mL-1, fluxo 1 mL. min-1, C18 fase reversa, comprimento de onda 272 nm, inserte observado os espectros no UV os comprimentos de onda 209 nm 

e 258 nm do piriproxifeno no tempo de retenção 3,338min, e espectros no UV em λ 203 nm e 271 nm no TR 4,036min para o piridalil. 
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Figura 10. Cromatograma analítico do larvicida comercial em CLAE-DAD, modo isocrático ACN:CH3OH 80:20% em 60min, solução de 1 mg. 

mL-1, fluxo 1 mL. min-1, C18 fase reversa, comprimento de onda 208 nm, inserte observado os espectros no UV os comprimentos de onda 209 nm 

e 258 nm do piriproxifeno no tempo de retenção 3,338min, e espectros no UV em λ 203 nm e 271 nm no TR 4,036min para o piridalil. 
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O comportamento dos inseticidas piriproxifeno e piridalil expostos à luz UV é 

mostrado pelos espectros. Onde os espectros observados para o piriproxifeno de 209 nm e 203 

piridalil podem indicar em geral uma transição n → σ*, segundo PAVIA et al. (2012) [105], 

uma única banda de intensidade baixa para média em comprimentos de onda menores que 220 

nm nessa transição, indica, em geral, uma possibilidade do grupo funcional éter no composto. 

Para o espectro de absorção máximo do piriproxifeno de 258 nm e 271 nm piridalil, indicam, 

em geral, uma transição n → π*, em que uma única banda de intensidade baixa e média na 

região entre 250 nm e 360 nm, sem nenhuma absorção forte em comprimentos de onda 

menores (de 200 nm a 250 nm), indica um cromóforo simples não conjugado, normalmente 

um que contenha um átomo oxigênio, nitrogênio, enxofre, como também inclui os espectros 

ultravioletas da piridina [105]. 

 

 

 

Figura 11. Estrutura química do piriproxifeno. 

 

Além disso, para radiações de UV-Vis com comprimentos de onda máximo acima de 

200 nm, também são indicativos da presença de sistemas aromáticos [105], o que pode ser 

observado nas estruturas químicas do piriproxifeno e piridalil (Figura 11 e 12). 

 

 

 

Figura 12. Estrutura química do piridalil. 

 

Assim, a CLAE-DAD foi aplicada para propor a possível identificação do 

piriproxifeno no larvicida comercial. FAROUK et al. (2014) [100] determinou o uso destes 
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pesticidas em tomates através de técnicas com análises cromatográficas em CLAE, 

monitorados 272 nm para piriproxifeno e 208 nm piridalil, obteve picos nos tempos de 

retenção de 3,3min e 4,0min para piriproxifeno e piridalil, respectivamente. Além disso, 

também foi relatado pela literatura de (SULLIVAN e GOH, 2008) [31], o espectro no 

ultravioleta do piriproxifeno em comprimento de onda máximo em 270 nm.  

 

3.1.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) 

Na análise do larvicida comercial por GC-EM foi possível propor a identificação do 

piriproxifeno, no qual verificou a presença majoritária do PFF no tempo de retenção (TR) de 

22.137 min, apresentando índice de similaridade de 92, 8% (Figura 13).  

 

 

Figura 13. Cromatograma da análise do larvicida comercial injetado em CG-EM. 

 

A proposta de identificação também foi baseada na análise do padrão de fragmentação 

observado no espectro de massa do Piriproxifeno (Figura 14). Para o composto majoritário 

piriproxifeno os fragmentos de massa característicos são: m/z 96, 136, 186 e 226. Onde o 

fragmento m/z (136) corresponde pico-base (ABDU et al., 2001) [106] (Figura 15). 
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Figura 14. Espectros de massas do composto Piriproxifeno. 

 

 

 

Figura 15. Proposta de fragmentações do piriproxifeno. 

 

3.1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

A CCD é uma técnica simples, rápida, robusta e de baixo custo, utilizada para 

identificação ou separação das substâncias que acontecem devido à diferença de polaridade 

que cada uma apresenta, ou seja, o composto que interage mais com a fase estacionária (sílica 

gel, alumina, celulose), onde este percorre uma distância menor do que o composto que tem 

uma maior interação pela fase móvel ou sistema solvente. Assim, uma boa separação depende 

do sistema solvente escolhido e da polaridade do material, tendo em vista que uma mistura de 

solventes para a fase móvel garante uma melhor separação dos compostos [107, 108]. 

Segundo LINI et al. (2014) [109], essa técnica está fundamentada na separação de 
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substâncias através das suas diferentes velocidades de migração em razão da afinidade 

relativa com solventes, fixando-se na fase sólida. Desse modo, a eficiência da extração 

depende da natureza química do solvente de eluição, onde no referente estudo solventes de 

diferentes polaridades foram verificados (Tabela 02).  

 

Tabela 02. Análise cromatográfica em camada delgada do larvicida comercial com 

solventes de diferentes polaridades e diferentes proporções. 

 

Mistura soluções Proporção Eluição  Fator de Retenção 

(Rf) 

Clorofórmio/ metanol 9: 1 + - 

Clorofórmio/ metanol 95:05 +++ - 

Clorofórmio/ metanol 99: 1  ++++ - 

Clorofórmio 100 - - 

Clorofórmio/ hexano 8: 2 ++++ 2 0,41 

1 0,38 

Clorofórmio/ hexano 7:3 +++++ 2 0,41 

1 0,30 

Clorofórmio/ acetato de etila 8: 2 +++ - 

Clorofórmio / acetato de  

etila 

7: 3 - - 

Fonte: Dados da pesquisa, 2018. 

 

Legenda: (+++++): melhor eluição (separação); (+++) – boa eluição; (++) ruim eluição;  (+) 

regular eluição;  (-) não separou. 

 

A fase móvel utilizada em CCD não deve ser pouco polar, incapaz de remover os 

compostos do ponto de aplicação, e nem muito polar, capaz de arrastar os compostos até o 

topo da placa cromatográfica. Sendo assim, melhores resultados são obtidos com misturas de 

solventes [110]. 

O eluente escolhido para iniciar a eluição foi a mistura de hexano acetato de etila 

(8:2), uma vez que os constituintes menos polares ficaram distribuídos na placa com Rf menor 

que 0,5 (ideal eluição). Entretanto, procedimentos foram usados através de CCD de gel de 

sílica usando como fase móvel: hexano-AcOEt, clorofórmio-AcOE, clorofórmio-CH3OH, 
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clorofórmio e Clorofórmio/Hexano em diferentes proporções. Contudo, foi possível observar 

que a partir da mistura dos solventes utilizados com clorofórmio/hexano foi obtido um maior 

“arraste” do piriproxifeno, tendo como adstringente a sílica gel, e o fator de retenção. Então, 

após a revelação por Molibdato Cérico de Amônio, essa mistura de clorofórmio/hexano houve 

um maior deslocamento da substância. A partir desse “arraste” foi possível calcular o fator de 

retenção para cada placa cromatográfica.  Onde apresentou resultados satisfatórios de Rf 

(mais próximo a 0,50). Sendo assim, a melhor eluição foi a mistura clorofórmio/hexano (7:3) 

(“menos” polar), o que é coerente, pois o piriproxifeno na sua composição há areia de origem 

vulcânica (pedra-pomes ou pumice) associada a um surfactante, apresentando uma ligeira 

solubilidade em água, tendo assim “pouca” afinidade com substancias polares.  

 A posição de cada molécula na mistura pode ser medida pelo cálculo da relação 

entre as distâncias percorridas pela molécula e o solvente. Este valor de medição é chamado 

de mobilidade relativa ou fator de retenção e expresso com um símbolo Rf, este valor é usado 

para a descrição qualitativa das moléculas, pode ser definido como a relação entre as 

distâncias percorridas pelo composto em uma amostra, dividido pelas distâncias percorridas 

pelo solvente. Um Rf sempre estará na faixa de 0 a 1, porém, o valor ideal da posição de um 

soluto é quando este se encontra em 0,50. Assim, outros componentes dessa amostra teriam 

possibilidade de se separar acima ou abaixo do mesmo. Estes valores também seriam mais 

confiáveis já que as duas distâncias seriam medidas com maior precisão [107,111]. 

3.2 Artemia salina 

Segundo EL FELS et al. (2016) [64], conceitua este, como um teste biológico utilizado 

para verificar a toxicidade de várias substâncias químicas. Desse modo, o presente estudo no 

tempo de exposição de 24 h, foi significativo para quase todas as concentrações analisadas, 

exceto, as três maiores doses (10; 100 e 1000 ppm), porém, apesar da significância, não 

apresentaram toxicidade para nenhuma das concentrações nesse período. Já para o tempo de 

incubação de 48 h, pode-se verificar um maior percentual de mortalidade das larvas de A. 

salina em todas as concentrações, contudo, foram significativas apenas para as maiores doses 

(1; 10; 100 e 1000 ppm), quando comparadas ao controle negativo (CN). Ressalta-se ainda 

que para a maior concentração testada (1000 ppm), observa-se morte em mais de 80% das 

larvas em 48 h de exposição (Figura 16). 
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Figura 16. Percentual de mortalidade das larvas de A. salina no tempo de incubação de 24 h e 

48 h expostos as doses do larvicida comercial. Os resultados foram expressos em média ± 

desvio padrão, pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, pós-teste Student-Newman-

Keuls. Valores de significância para ***(P<0,001), **(P<0,01) e *(P<0,05), quando 

comparados ao CN (água destilada). 

 

Em relação as menores concentrações no tempo de 24 h, estas não apresentaram 

mortalidade das larvas, contudo, foram significativas as concentrações (0,0001; 0,001; 0,01; 

0,1 e 1 ppm). Os resultados obtidos revelaram um efeito não tóxico nestas concentrações em 

A. salina L., quando combinado com o larvicida comercial, denotando um efeito protetor 

deste inseticida em 24 h de exposição. De acordo com GAMBARDELLA et al. (2018) [112], os 

inseticidas a base de carbamatos como o piriproxifeno no estudo são eficazes na inibição da 

incubação em A. salina. Além disso, segundo (RAND et al., 1995) [113], a toxicidade depende 

da concentração e das propriedades da substância química à qual o organismo é exposto, 

como também do tempo de exposição. Ensaios de toxicidade revelam o tempo e/ou a 

concentração em que o material em estudo é potencialmente prejudicial, em que para qualquer 

produto o contato com a membrana ou sistema biológico pode não produzir um efeito adverso 

se a concentração do produto for baixa, ou o tempo de contato for insuficiente [114]. 

Por outro lado, os resultados também indicaram que a medida que o tempo de 

exposição aumenta, cresce a taxa de mortalidade dos nauplios em doses elevadas, observando 

um efeito dose-resposta ao tempo de exposição de 48 h. Segundo GAMBARDELLA et al. 
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(2018) [112], a exposição de tempo em concentrações de pesticidas afeta significativamente a 

eclosão e sobrevivência larval, o que causa a morte dos nauplios de A. salina.  Além disso, o 

efeito tóxico dos pesticidas pode ser devido a efeitos sinérgicos que aumentam a taxa de 

mortalidade [115]. 

Segundo SHAH et al. (2016) [116] em um estudo sobre toxicidade larval de 25 

inseticidas sintéticos contra as larvas do quarto instar do mosquito Culex quinquefasciatus 

retratou o piriproxifeno como sendo um dos larvicidas mais tóxicos entre todos os inseticidas 

testados. Além disso, o piriproxifeno também mostrou toxicidade elevada utilizando 

diflubenzuron e metopreno contra A. albopictus [116]. Entretanto, a sua toxicidade não deve 

limitar-se somente aos insetos, apresentando efeitos tóxicos para peixes através de 

concentrações baixas e médias [117]. 

Por outro lado, a CL50 foi obtida a partir da regressão linear entre a porcentagem de 

indivíduos mortos e a concentração dos compostos testados, observou-se que a CL50 de 48 h 

foi de 0,5 ppm, valor este com alto percentual de toxicidade. Conforme a OMS, valores de 

CL50 abaixo de 1000 ppm em A. salina, são consideradas tóxicas [118]. Resultado semelhante 

foi apresentado por VIEIRA SANTOS et al. (2017) [119], ao estudar os efeitos 

ecotoxicológicos do piriproxifeno, obtendo efeito de toxicidade em CL50-48 h (2,5 ppm). 

Porém, foram utilizadas concentrações menores (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63 ppm), contudo, não 

relata a dose recomendada pela OMS. 

Esses efeitos toxicológicos, também podem ser devido a presença do piridalil na 

mistura de larvicida comercial. Em que, segundo SAKAMOTO et al., (2005) [37] relata 

propriedades biológicas do piridalil contra pragas lepidópteras, onde encontraram-se valores 

de CL50 próximos ao nosso estudo (0,5 ppm). Em que na atividade inseticida para Spodoptera 

litura obteve um valor de 0,77 ppm, e para a Plutella xylostella (0.93 ppm), em testes cujos 

métodos pulverizador foliar e imersão foliar, respectivamente [37]. 

Por outro lado, segundo a OMS, o inseticida piriproxifeno não tem ações tóxicas na 

concentração de 0,01 ppm [99]. O que corrobora com o estudo nos tempos de exposição de 24 

h e 48 h, uma vez que, estes não apresentaram efeitos de toxicidade nesta dose recomendada. 

Por outro lado, pode-se observar que o efeito dose-resposta não foi obtido já que não 

houveram alterações nos níveis de mortalidade das artemias mediante o aumento da maioria 

das concentrações durante um período de 24 h.  
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3.3 Allium cepa 

O teste A. cepa avalia o índice mitótico e alterações cromossômicas de uma grande 

variedade de poluentes ambientais como os pesticidas [73]. Assim, o presente estudo avaliou o 

efeito citogenotóxico do larvicida comercial no bioensaio A. cepa. 

No presente estudo, observou-se uma diminuição significativa do índice mitótico (IM) 

para todas as concentrações avaliadas quando comparadas com o CN (Tabela 03). Essa 

diminuição no crescimento das células em comparação do CN para todas as doses pode 

ser atrelada a efeitos adversos causados aos cromossomos, danos ao maquinário de 

replicação, transcrição, síntese proteica ou citocinese [120]. Além disso, essa diminuição 

do IM segundo SUMITHA e THOPPIL (2016) [121] e YUZBASIOGLU et al. (2009) [122], 

pode ser ocorrência do efeito mitodepressivo, neste ocorre uma inibição da síntese do 

DNA, impedindo o início da divisão celular e/ou desacelerando a progressão celular. 

Resultados semelhantes ao presente estudo foram observados em vários herbicidas 

(Isoproturon, Diuron®, Sulcotrione®, Garlon®, Racer®, Sindone B, Trifluralin®, 

Gramoxone®, Quizalofop-P-etilo (QPE), Illoxan® (diclofop-metilo), Arsênico) revisados 

por DE SOUZA et al. (2016) [123], que provocaram, em geral, uma diminuição do IM em A. 

cepa. 

A avaliação dos efeitos citotóxicos do piriproxifeno em A. cepa relatou uma 

diminuição do índice mitótico com soluções de concentrações 0,25; 0,5; 1 e 2 ppm [124]. 

Resultados similares foram obtidos mediante o uso das concentrações (0,0001; 0,001; 0,01; 

0,1 e 1 ppm) onde também foi observado uma diminuição do índice mitótico com o aumento 

das concentrações. Segundo LIMAN et al. (2011) [125], esses efeitos em relação à diminuição 

nas fases mitóticas das soluções de piriproxifeno podem estar ligados à inibição da prófase ou 

detenção nas fases mitóticas em resposta ao estresse mitótico. Por outro lado, devido às 

atividades biológicas dos pesticidas, o uso destes podem causar efeitos indesejáveis para a 

saúde humana como danos no DNA, o que conduz ainda a efeitos adversos como o câncer e 

muitas outras doenças crônicas [126].  

O piridalil também pode ter contribuído para citotoxicidade no estudo, uma vez que 

este apresentou uma alta citotoxicidade em linhagens celulares para Spodoptera frugiperda. O 

inseticida tem causado um aumento no nível de expressão na enzima antioxidante citocromo 

P450, levando à hipótese de que o piridalil, ou até mesmo um metabolito reativo deste gerou 

uma produção de EROs, no qual levou danos às macromoléculas celulares (por exemplo, 
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proteínas), aumentando a atividade de degradação do proteassoma e morte celular necrótica, e 

possívelvemente isto pode ter sido a causa desses efeitos citotoxicos [34]. 

Estudo sugere que a formação de EROs por poluentes ambientais estão além da 

capacidade dos sistemas antioxidantes, contribuindo para a modificação oxidativa do DNA. 

Segundo (BIANCHI et al. 2016) [127] as EROs causam peroxidação lipídica e alterações na 

fluidez da membrana induzindo assim danos no DNA das células, levando a apoptose 

espontânea em células expostas a pesticidas. Vale ressaltar ainda que a peroxidação lipídica é 

um dos principais resultados da lesão mediada pelo radical que danifica diretamente as 

membranas e contribui para danos no DNA [128].  

Em relação à genotoxicidade (média total das alterações cromossômicas), observou-se 

no presente estudo que todas as concentrações induziram efeitos genotóxicos, exceto 0,001; 

0,01 e 10 ppm. A genotoxicidade ocorre devido ao mecanismo de ação de cada inseticida, no 

qual leva à produção de radicais livres (EROs) na célula, que causam ruptura e consequente 

necrose do tecido afetado [129]. Esse estresse oxidativo ocorre quando a taxa na qual as EROs 

geradas por pesticidas excedem a capacidade da célula para removê-los por antioxidantes, 

pois as enzimas antioxidantes são parte de um mecanismo de defesa vital contra o tecido 

induzido por danos provocados por EROs, além disso, muitos pesticidas são capazes de 

induzir estresse oxidativo por modulação de sistemas de metabolização de drogas celulares 

[128]. Resultados semelhantes foram encontrados por KARAISMAILOGLU, (2016) [124], em 

que a exposição ao piriproxifeno apresentou uma ação genotóxica em todas as concentrações 

ao material genético de Allium cepa, com doses (2,5, 0,5, 1 e 2 ppm), concentrações estas 

corroborando com as doses (0,0001, 0,1, 1, 100 e 1000 ppm) utilizadas no estudo.  
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Tabela 03.  Média do índice mitótico e das alterações cromossômicas em células meristemáticas de radículas de A. cepa, após a 

exposição por 24 h em diferentes concentrações do larvicida comercial. 

 

Tratamento Dose (ppm) 

Índice 

Mitótico 

(Média ± 

DP) 

Alterações Cromossômicas 

(Média ± DP) 

Alterações 

Cromossômic

as 

(Média ± DP) 

   AC Cm PC BN MN PT QC Total 

CN H2O 156,44 ± 42,73 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,09 ± 0,28 0,00 ± 0,00 0,09 ± 0,28 0,16 ± 0,35 0,39 ± 0,55 0,73 ± 0,66 

CP 10  75,80 ± 42,91** 4,77 ± 6,25** 1,13 ± 1,18 4,14 ± 3,79** 0,00 ± 0,00 17,53 ± 11,61** 2,82 ± 1,58** 1,15 ± 1,46 33,61 ± 17,71** 

Larvicida 

comercial 

 

0,0001 69,54 ± 33,72** 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,17 ± 0,37 0,00 ± 0,00 1,04 ± 1,50 0,76 ± 0,81 0,88 ± 1,31 5,52 ± 3,71** 

0,001 60,40 ± 14,67** 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,07 ± 0,25 0,00 ± 0,00 0,87 ± 1,56 0,25 ± 0,41 0,74 ± 0,89 2,15 ± 2,14 

0,01 57,17± 18,15** 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,65 ± 0,64 0,38 ± 0,66 0,55 ± 0,86 1,60 ± 1,34 

0,1 56,43± 14,94** 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,49 ± 1,05 0,00 ± 0,00 1,80 ± 1,55* 0,55 ± 0,66 0,94 ± 0,88 3,79 ± 2,78** 

1 50,41± 9,17** 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,63 ± 0,96 0,00 ± 0,00 1,21 ± 1,79 0,43 ± 0,61 1,05 ± 1,18 3,51 ± 2,59* 

10 57,34± 11,53** 0,00 ± 0,00 0,09 ± 0,29 0,19 ± 0,41 0,00 ± 0,00 0,39 ± 0,50 0,53 ± 0,63 0,55 ± 0,66 2,13 ± 1,83 

100 62,30± 12,37** 0,00 ± 0,00 0,07 ± 0,23 0,51 ± 1,06 0,00 ± 0,00 4,26 ± 3,99** 0,45 ± 0,78 1,38 ± 1,18 7,33 ± 4,33** 

1000 54,29± 7,40** 0,00 ± 0,00 0,00± 0,00 0,17 ± 0,56 0,00 ± 0,00 3,4± 3,97** 0,46 ± 0,67 0,97 ± 0,96 6,81 ± 5,66** 

 

CN: Controle Negativo (H2O destilada). CP: Controle Positivo (MMS, metilmetanosulfonato). AC: Aderência Cromossômica. Cm: C-metáfase. 

PC: Perda Cromossômica. BN: Broto Nuclear. MN: Micronúcleo. PT: Ponte Cromossômica. QC: Quebra Cromossômica. DP: Desvio-padrão. 

*Comparado estatisticamente com o controle negativo para avaliar a genotoxicidade. *Significativo no teste de Kruskal-Wallis com teste de 

Student-Newman-Keuls a posteriori (*p < 0,05; **p < 0,01). Os resultados referem-se à análise de 5.000 células por tratamento
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Os efeitos genotóxicos induzidos pelo piriproxifeno resultam de um efeito indireto do 

inseticida no DNA das células, representando um risco para os organismos devido ao seu 

potencial para provocar danos cromossômicos. Segundo MOHAMMED et al. (2015) [76], a 

indução de alterações cromossômicas também pode ser devido à presença de metil (CH3) no 

piriproxifeno gerando radicais livres. Vale ressaltar também que a genotoxicidade dos 

pesticidas é demonstrada em sistemas de plantas em que relatórios mostram que muitos dos 

produtos químicos utilizados no controle de pragas afetam a divisão celular, além de 

induzirem alterações cromossômicas e causarem uma diminuição na divisão celular [126]. 

Os diferentes tipos de alterações cromossômicas (AC) induzidas pelo pesticida no 

presente estudo foram as C-metáfase, perdas cromossômicas, quebras cromossômicas, 

micronúcleos e pontes cromossômicas. Apenas os micronúcleos (MN) foram significativos 

nas concentrações (0,1, 100 e 1000 ppm). O somatório de alterações cromossômicas podem 

ter contribuído para a mutagenicidade observada no estudo. Uma vez que as alterações 

ocorridas na molécula de DNA, quando não reparadas podem levar a mutações. A capacidade 

de reparo do DNA diminui com o passar do tempo e a taxa de mutação de cada divisão celular 

é aumentada com a idade do indivíduo [130]. 

Além disso, de acordo com HAQ et al. (2017) [73], essa indução de AC em células de 

A. cepas podem estar associadas ao efeito cumulativo de vários poluentes, tais como fenóis, 

metais pesados e outros poluentes orgânicos. Por outro lado, segundo CHRYSOULI et al. 

(2018) [131],  o aparecimento de MN é devido ao dano aneugênico (cromossomo inteiro) e/ ou 

clastogênico (ruptura cromossômica). Essa formação de MN também pode estar relacionada a 

alguns fatores, tais como as pontes cromossômicas, em que estas podem originar MN em 

células filhas quando se quebram fragmentos no final da telófase [127]; a formação de 

fragmentos cromossômicos acêntricos, resultantes de quebras isocromatídicas, cromatídicas, 

ou de disfunções do fuso mitótico, podendo, em cada célula, aparecer mais de uma vez [132]. 

As quebras cromossômicas, formando fragmentos acêntricos, ou com sequências de 

cromossomos inteiros que não se prendem ao fuso mitótico e dessa forma, não chegam aos 

polos das células durante a mitose ou a meiose [133], além de perdas de cromossomos inteiros 

[134]. 

Segundo a OMS, o inseticida piriproxifeno não tem ações carcinogênicas e 

genotóxicos na concentração de 0,01 ppm, dose esta recomendada para o tratamento de água 

potável [99]. O que se encontra em conformidade com o presente estudo, uma vez que, este não 

apresentou efeito genotóxico e mutagênico na dose já citada. Vale ressaltar, que no estudo em 
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questão esta dose (0,01 ppm) obteve um efeito citotóxico, porém, não há relatos bibliográficos 

do piriproxifeno que analisam a relação desta dose com esse efeito. Entretanto, esta 

citotoxicidade pode ser originado do piridalil, outro inseticida determinado na mistura, no 

qual possui efeitos de alta citotoxicidade. 

3.4 Saccharomyces cerevisiae 

As inibições de crescimento de S. cerevisiae usados no teste estão apresentados na 

Figura 17. Em todas as linhagens testadas, o larvicida comercial induziu danos oxidativo 

significativos em relação a solução salina (CN). 

No tratamento de SODWT (linhagem selvagem), o piriproxifeno apresentou danos 

oxidativo (p≤0,05) apenas nas duas maiores concentrações (100 e 1000 ppm). Entretanto, no 

gene Sod 1 (linhagem superóxido dismutase citoplasmática), o produto provocou danos 

oxidativos para a maioria das concentrações testadas, exceto na menor concentração (0,0001 

ppm). Em relação a linhagem Sod 2 (linhagem mitocondrial), os produtos em todas as 

concentrações testadas induziram danos oxidativo em relação a solução salina (CN). De forma 

similar, Sod 1 Sod 2 (duplo mutante citoplasmático e mitocondrial), causou danos oxidativo 

para todas as concentrações testadas. Para Cat (enzima catalase), apenas nas duas menores 

concentrações (0,0001 e 0,001 ppm), não foram observados danos oxidativo. Já para a 

linhagem duplo mutante Sod 1 Cat 1, o produto gerou danos oxidativos em todas as 

concentrações testadas. 

No estudo foi observado que o larvicida comercial (piriproxifeno) para a maioria das 

doses analisadas em todas as linhagens apresentaram um potencial efeito oxidativo. O 

resultado pode indicar um efeito tóxico, citotóxico e genotóxico do inseticida frente as células 

da levedura S. cerevisiae, O que seria possivel correlacionar pelo teste de A. salina, no qual o 

inseticida apresentou uma toxicidade expressiva em 48 h. Além disso, o efeito citotóxico e 

genotóxico pode ser justificado pelo teste de A. cepa, em que a mistura de piriproxifeno e 

piridalil produziram uma citogenotoxicidade para a maioria das doses no estudo. 
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Figura 17. Potencial oxidativo das doses do larvicida comercial em linhagens de S. 

cerevisiae. Os gráficos representam os halos de inibição mensurados em mm nas linhagens 

SODWT, Sod1, Sod2, Sod1Sod2, Cat1 e Sod1Cat1. Valores em média ± desvio padrão dos 

halos de inibição (0-40 mm). ANOVA, pós-teste de Bonferroni. Valores de significância para 

***(P<0,001), **(P<0,01) e *(P<0,05), quando comparados ao CN (solução salina) 
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo, tal fato pode ser explicado pela 

levedura S. cerevisiae possuir mecanismos que respondem ao estresse oxidativo, além disso o 

inseticida piriproxifeno apresentou capacidade de causar lesão por estresse oxidativo, devido 

a formação de radicais livres. Segundo BOONSTRA e POST (2004) [135], os pesticidas 

também podem induzir citotoxicidade por meio do aumento da produção de EROS através de 

concentrações mais elevadas dos pesticidas, estando em conformidade com este estudo que 

obteve danos oxidativos em todas as linhagens nas elevadas doses (100 e 1000 ppm). 

Segundo FARRUGIA e BALZAN (2012) [95], as leveduras respondem aos estresses 

oxidativos usando diferentes estratégias, tais como a detoxificação de EROS, autofagia, 

degradação e apoptose. Ressalta-se ainda, que os danos no DNA causados pelos radicais 

livres também desempenham um papel importante nos processos de mutagênese e 

carcinogênese [136]. 

Neste estudo, os inseticidas piriproxifeno e piridalil presentes na mistura do larvicida 

comercial, foram caracterizados pelo seu potencial tóxico, por induzirem estresse oxidativo e 

causarem danos ao DNA, quando analisado in vitro. Resultados semelhantes foram obtidos 

em pesquisa utilizando plantas de ervilha cultivada em solos tratados com piriproxifeno, nas 

doses de (1300, 2600 e 3900 μg. kg-1), o qual apresentou elevada toxicidade para todas as 

concentrações [137]. Já no estudo de BAYOUMI et al. (2003) [138], com linhagens de células 

CHO-K1 em mamíferos in vitro, em diferentes condições de cultura celular após 72 h de 

exposição, apresentou efeitos citotóxicos que aumentam com a exposição no tempo. 

Em relação as enzimas antioxidantes Cat e Sod estas foram proficiente. DOĞU et al. 

(2015) [139] afirmaram haver efeito tóxico, uma vez que o desequilíbrio entre a defesa 

antioxidante e a produção de EROS acarreta em estresse oxidativo, resultando em um efeito 

prejudicial no DNA. Vale ressaltar que essas enzimas, Cat e Sod atuam impedindo o aumento 

de EROS em células normais, induzindo assim a diminuição de estresse oxidativo [81]. 
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CAPÍTULO 4 -  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A relevância desta pesquisa está na possibilidade de contribuir para uma melhor 

compreensão acerca do uso de inseticidas no controle de vetores, para uma proteção do 

ecossistema e saúde humana, visando a necessidade de compreender o comportamento 

químico, biológico e farmacêutico do larvicida comercial.  

No larvicida comercial, através de CLAE-DAD, CG-EM e CCD foi constatado uma 

mistura dos inseticidas piriproxifeno e piridalil, sendo o piriproxifeno produto majoritário da 

mistura.  

Em A. salina, verificou-se uma toxicidade significativa para a maioria das 

concentrações do piriproxifeno, o que pode ser justificado pela presença do piridalil na 

mistura. 

Embora tenha sido obtidos efeitos citotóxicos em todas as concentrações submetidas 

ao A. cepa, efeitos genotóxicos e mutagênicos não foram significativos em todas as doses. A 

citogenotoxicidade encontrada provém de danos produzidos no DNA. 

Em S. cerevisiae mostrou-se capacidade oxidativa em todas as linhagens nas doses 

mais elevadas, tendo em vista a seu efeito citotóxico verificado em A. cepa, bem como a 

produção de espécies reativas de oxigênio relacionada sua a toxicidade. 

Portanto, esses resultados são relevantes para uma monitorização adequada, quanto ao 

uso de inseticidas, em detrimento a seus efeitos relacionados a saúde e ao ecossistema. 
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ANEXO A – Documento de solicitação para Secretária de Saúde Municpal de 

Água Branca – Piauí em prol das amostras de larvicida comercial. 

 

 


