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RESUMO

O piriproxifeno (PFF) é um larvicida utilizado no combate das larvas de Aedes aegypti. A
finalidade do estudo foi realizar propostas de identificacdo do piriproxifeno e piridalil a partir
de Cromatografia Liquida (CLAE-DAD) e Cromatografia Gasosa (CG-EM), além de avaliar
efeitos citotoxicos e oxidativos do piriproxifeno. O larvicida comercial foi submetido a
maceracdo e extragdes metandlicas por um periodo de trés semanas. A metodologia em
(CLAE-DAD) foi usada no método isocratico, o (CG-EM) com coluna Rtx-5MS, a toxicidade
de Artemia salina pela concentracéao letal (CLso), a citogenotoxicidade de Allium cepa pelo
indice mitdtico e alteracdes cromossémicas e a Saccharomyces cerevisiae através do potencial
oxidativo. Na CLAE-DAD para o PFF e piridalil (PYL) foram obtidos os comprimentos de
onda Amax (271 nm) e (208 nm) do espectro UV, com tempos de retencdo (Tr) (3,39min) e
(4,04min), respectivamente. O CG-EM apresentou os fragmentos massa/carga (m/z) (96, 136,
186 e 226). O potencial toxicoldégico mostrou-se significativo para as concentracfes 1; 10;
100 e 1000 ppm, com uma CLsg de 48 h (0,5 ppm). O A. cepa, apresentou efeito citotdxico
para todas as doses (0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 e 1000 ppm), efeito genotdxico
apenas nas concentracdes (0,0001; 0,1; 1; 100 e 1000 ppm), e mutagénicos para as doses (0,1;
100 e 1000 ppm). Em relacdo a S. cerevisiae todas as linhagens (SODWT, Sodl, Sod2,
Sod1Sod2, Catl e Sod1Catl) induziram danos oxidativos nas concentragdes 100 e 1000 ppm.
Portanto, a CLAE-DAD e CG-EM permitiram a identificagdo do PFF e PYL no larvicida
comercial, em que estes, produziram efeitos citotoxicos e oxidativos que poderiam causar

riscos a salide 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 (LCsp), the cytotoxicity of Allium cepa by mitotic
index and chromosomal alterations and to Saccharomyces cerevisiae through oxidative
potential. The wavelengths Amax (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 LCso (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, Sodl, Sod2, SodlSod2, Catl and SodlCatl) 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.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Essa pesquisa encontra-se na area de Quimica Organica com énfase em Bioprospeccao
Fitoguimica, e tem como tema fazer uma analise quimica, farmacéutica e biol6gica do larvicida
comercial (piriproxifeno e piridalil).

1.1 Aedes aegypti L.

O controle do A. aegypti L. tem constituido um importante desafio, especialmente nos
paises em desenvolvimento. O Brasil, a partir do século XXI passou por profundas mudangas
econbmicas que propiciaram enorme crescimento populacional. Aspectos relacionados a
problemas de infraestrutura das cidades, associadas ao processo de industrializacdo, geraram
modificacbes nas condi¢cBes de saude da populacdo, aumentando o indice de doencas
infecciosas e parasitarias, como por exemplo, as doengas transmitidas por insetos vetores 11,

Devido essa proliferacdo de mosquitos, doencas virais como, Dengue, Zika e
Chikungunya tém se tornado um grande problema na saude puablica, sendo o vetor
responsavel por sua transmissdo o Aedes aegypti @. Mosquito originario da Africa,
descoberto pela primeira vez no Egito e classificado como da familia Culicidae Bl E o
principal vetor urbano, devido ao seu comportamento sinantrpico, também encontrado
dentro e ao redor das residéncias [,

Um fator decisivo para a proliferacdo da espécie € a temperatura ambiente, que tem
um efeito direto sobre sua taxa vital. Além disso, existem outros fatores climaticos que
também afetam o seu desenvolvimento, como a umidade e a chuva Bl. O ciclo de vida do
mosquito A. aegypti L. (Figura 01) é um processo que dura 1,5 semana (periodos de intensa
luz solar) ou 3 semanas (periodos frios), e compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto.
Varia com a temperatura, disponibilidade de alimento e quantidade de reproducéo de larvas,
podendo ser dividido em duas fases: fase aquatica (ovo, larva e pupa) e fase terrestre (fase
adulta). Apds a ecloséo dos ovos em condi¢Bes ambientais favoraveis, o desenvolvimento de

mosquitos na forma adulta pode levar até um periodo de 10 dias .
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Fonte: Adaptada de (DOS REIS et al., 2018) [©1,
Figura 01. Ciclo de vida do Aedes aegypti L.: fase aquatica (ovos, larvas e pupas) e fase

terrestre (adultos).

Seus criadouros preferenciais sdo recipientes artificiais, tanto aqueles abandonados ao
céu aberto, que servem como reservatorio de agua de chuva, como os utilizados para
armazenar agua para uso doméstico. O controle vetorial é feito através da eliminagdo
mecanica de criadouros e quando ndo era possivel a eliminacao, tratavam-se 0s mesmos com
larvicida e ainda aplicavam-se outros tipos de inseticidas [,

Além disso, o controle das doencas transmitidas pelo A. aegypti esta relacionada a um
conjunto de acGes ligadas a atencdo primaria a saude, vigilancia em salde, educacdao em salde
e participacdo social ["l. Existem ainda avancos no desenvolvimento de vacinas voltados ao
combate do A. aegypti L., porém, devido a circulacdo de seus multiplos virus transmitidos
(DENV1-4, CHIKV, KIKV), ndo ha vacinas para todos os mosquitos [,

O uso de inseticidas quimicos tem sido o principal método de controle do A. aegypti
L., porém o meio ambiente vem sofrendo consequéncias nocivas com essa utilizacdo
descontrolada que poderdo se manifestar nas proximas décadas . Entretanto, isso ndo tem
sido muito bem sucedido devido a recursos humanos, técnicos, operacionais, fatores
ecologicos e econdmicos, uma vez que 0 uso excessivo de pesticidas sintéticos provoca o
surgimento de resisténcia a inseticidas, e € um dos maiores obstaculos no controle de pragas

de insetos (19,

1.2 Breve historia do uso de pesticidas

Os pesticidas sdo também denominados agrotoxicos, grupo de compostos quimicos

organicos que possuem propriedades fisico-quimicas empregados abundantemente na
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agricultura para o controle de drogas e prevencéo de ervas daninhas 1. Assim como também
atuam efetivamente na prevencéo de doencas e pragas das culturas 2.

Segundo a sua classificacdo, podem ser designados quanto ao seu uso, associado a
acdo toxica do produto a um ou mais organismos alvo, sendo as classes mais conhecidas
acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas, raticidas, larvicida,
moluscicidas e algicidas 3. Os pesticidas possuem ingrediente ativos que podem ser
empregados para distintas aplicacdes, podendo atuar em diferentes alvos bioldgicos e,
portanto, enquadrar-se em mais de uma classe. Podem ser formulados como pé seco,
apresentando geralmente 1 a 10% dos ingredientes ativos, e é aplicado diretamente nas
culturas; pé molhavel, diluido preliminarmente em agua dando origem a uma suspensao; po
solivel, é a formulacdo mais incomum, pois a maioria dos ingredientes ativos ndo sdo
soliveis em A&gua; granulados, utilizada apenas para inseticidas e alguns herbicidas;
concentrado emulsionavel, € a formulagdo liquida mais antiga, composta pelo ingrediente
ativo, um solvente e um emulsificante M. Quanto a sua origem, tém-se 0s compostos
organicos (organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides) %1, Como também os
inorganicos, tais como (compostos de mercuario, bario, enxofre e cobre), além de origem
botanica (piretrinos, antibidticos e fitocidas) ™61,

As suas aplicagBes em décadas produziram efeitos negativos para os seres humanos e
meio ambiente devido a sua persisténcia e bioacumulacdo. Com a sintetizacdo desses
pesticidas, sdo necessarias analises de toxicidade para uma protecdo do meio ambiente e
salde humana, em que para analisar as suas propriedades de toxicidade ha limitagdes, pois
existem uma diversidade de estruturas quimicas (toxinas) e sistemas biolégicos (alvos). Além
disso, pouca informacdo é conhecida sobre os mecanismos de toxicidade dos pesticidas a
nivel celular e molecular. Portanto, é fundamental desenvolver métodos para a investigacédo
de sua toxicidade 7,

Dentre os pesticidas, destaca-se o piriproxifeno (PFF), que vem sendo utilizado no
controle do vetor A. aeypti L. através da disseminagdo em particulas de PPF aderidas ao
mosquito. Essa abordagem de auto disseminacdo respalda-se na montagem de uma estacdo
disseminadora (ovitrampa) absorvida com o PFF [*8l. Na qual a fémea do mosquito A. aegypti
L. é estimulada a realizar oviposicdo nesta ovitrampa, dessa forma, o mosquito ha de se
manter na parede da armadilha durante esse processo e assim impregna-se de particulas de
PPF. Por realizar diversas oviposi¢des em seu periodo gonotropico o vetor permite a

contaminacéo de diferentes criadouros quando pousa nestes [*°), O mosquito entdo executa a
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contaminacdo da &gua com PPF, exercendo sua atividade larvicida quando as larvas atingirem
ao estagio pupal %,

Do mesmo modo ABAD-FRANCH et al. (2015) % ¢ SUMAN et al. (2014) 24
realizaram testes com o uso de PFF nos Estados Unidos e Brasil. SUMAN et al. (2014) 24
utilizaram sitios diferentes para instalacdo das estagdes, porém andlogos em caracteristicas
socioecondmicas. Houve o uso da técnica UBV (Ultra Baixo Volume) para a sua
disseminacdo nas dareas de interesse, que apresentaram resultados positivos quanto a
disseminacdo do pesticida e mortalidade de mosquitos. ABAD-FRANCH et al. (2015) [0
utilizou o PFF em estagdes sentinelas (100) espalhadas em Manaus (Amazonas). Em que
apresentaram niveis de contaminacdo entre 75,5% e 100% durante 4 meses, com percentual
de mortalidade de 100% em mais da metade das estacGes sentinelas. Por consequéncia, ambos
os autores 221 consideram a técnica de autodisseminacio de PPF por mosquitos uma

estratégia valida e vantajosa no controle do vetor de mosquitos.

1.3 Larvicida comercial

1.3.1 Piriproxifeno

O PFF € um composto de nomenclatura na IUPAC 2- [1- (4-fenoxifenoxi) propan-2-
iloxi]-piridina, possui fémula molecular C2H2sNOs, com peso molecular de 321,5 g. mol™,
sua solubilidade em &gua é de 0,367 mg. L™ em 25 °C e pH 6 2. O PPF é um pesticida,
classificado como larvicida ou inseticida, origem organica a base de carbamato, e analogo de
horménio juvenil 2%, Além disso, € um composto aromatico relativamente estavel, com
intervalo de meia-vida entre 16 e 21 dias 241,

A partir de 2014, utilizou-se o larvicida no abastecimento de agua no Brasil para
combater a proliferacio de larvas dos mosquitos ?°l. Pois segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMYS), este atua como um agente inibidor do crescimento de larvas de Aedes aegypti
L. e A. albopictus L. [?],

Foi sintetizado e desenvolvido pela Sumitomo Chemical (Japdo) na década de 1990
271 ¢ aplicado em casas agricolas, horticultura e tratamento de agua corrente 4. Na sua
composicdo se incluem areia de origem vulcanica (pedra-pomes ou pumice) associada a um
surfactante 28, Por outro lado, a dose recomendada pela OMS e o fabricante do PFF
(SUMITOMO® CHEMICAL, 2012) 1 ¢ de 0,01 ppm, dose consideravel por provocar uma
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inibicdo de larvas, nesta caracteriza-se por ndo ser toxico, ndo cancerigeno ou genotoxico. Sua
atividade varia com a espécie do mosquito, e 0 seu uso € sozinho ou combinado com
adulticidas quimicos 1. Além disso, uma vantagem do PFF é que requer uma menor
concentracdo do que outros larvicidas, como temephos e Bacillus thuringiensis israelenses
[30]_

O inseticida possui modo de agdo singular que afeta a metamorfose, reproducdo e
embriogénese de insetos, além de inibir o surgimento de pupas adultas. Como consequéncia, a
morte geralmente ocorre no estadgio pupal (Figura 02). Afetando também as ninfas e
resultando em sua mortalidade antes da fase adulta. .

Normalmente, quando ha um crescimento suficiente de insetos a producdo de
hormdnio juvenil cessa e dispara a mudanca para o estagio adulto. O PFF imita a acdo de
hormdnio juvenil e mantém o inseto em um estado imaturo. Todavia, por ser um potente
agonista hormonal, o inseticida é classificado como um disruptor enddcrino. Um disruptor
enddcrino é definido como uma substancia ou mistura exdgena que altera a funcdo do sistema
enddcrino e, consequentemente, provoca efeitos adversos para a salde provocando efeitos
num organismo intacto ou numa populacdo. O PFF atua assim no sistema enddcrino em
insetos imitando o hormonio juvenil, impedindo assim a muda e subsequentemente inibindo a

reproducao B4,

Mecanismo de acao do piriproxifeno

Fonte: Adaptada de (Fundagdo Oswaldo Cruz - Ministério da Saude, 2015).
Figura 02. Mecanismo de acdo do PFF de como matar inseto no tratamento publico de agua

do Brasil.
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Destaca-se como um agente promissor em estratégias de manejo integrado em pragas
com importancia na saude, incluindo Musca domestica, devido a sua baixa toxicidade em
mamiferos 21, No entanto, pode causar mortalidade em invertebrados aquaticos e pequenos
peixes. A sua toxicidade tem sido amplamente estudada em espécies de invertebrados,
enquanto que no modelo de vertebrados € restrito a poucos estudos. N&do havendo relatos de
sua toxicidade em aspecto fisioldgico, bioquimico e genotdxico, particularmente em
vertebrados aquaticos 4. Além disso, tem sido utilizado no controle de mosquitos de Aedes

sp., Culex sp. e Anopheles sp. B3,

1.3.2 Piridalil

O larvicida comercial também contém o Piridalil (PYL), pertencente a uma recente
classe quimica de inseticidas sintéticos 4. 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 foérmula molecular
C1sH14ClsFsNOs B3l Foi produzido pelo Laboratério de Pesquisa em Quimica de Sumitomo
Chemical, agente causador de cicatrizes ou queimaduras na epiderme, e além disso, inibidor
de moscas [l O inseticida também atua no controle contra pragas lepidopteras e
thysanopterous em algodao, vegetais e frutas 57,

O composto dispdes de uma nova estrutura quimica ndo associada a quaisquer outros
inseticidas existentes e mostra alta atividade inseticida contra larvas de lepidédpteros. Fazendo-
se util para 0 manejo da resisténcia de inseticidas e para a protecdo no uso de cultura de
pragas. Entretanto, detalhes da acdo do seu mecanismo em insetos-alvo ndo sdo descritos na
literatura (81,

O PYL possui toxicidade minima em mamiferos e artropodes, mostrando atividade
inseticida contra mosquitos dipteros, como Liriomyza spp B, Apresenta citotoxicidade e atua
na inibicdo da sintese de proteinas em células de insetos que podem contribuir
significativamente para sua seletividade. Age através de exposicao cutanea e ingestao (contato
e veneno do estbmago), é persistente no solo, sedimentos e agua, podendo se acumular ao
longo do tempo com sua aplicacéo repetida [,

O composto ndo atua no sistema nervoso como fazem os pesticidas organofosféricos e

piretrdides sintéticos, como também nao inibe o sistema respiratorio. Possui efeito toxico 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 Y, Estudos de toxicidade do inseticida,
incluindo oncogenicidade aguda, crénica, mutagenicidade e reproducdo foram conduzidos
anteriormente por possuirem baixa toxicidade aguda, sem oncogenicidade mutagenicidade e

teratogenicidade observadas 42,

1.4 Quimica: Cromatografia — tipos

1.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

Cromatografia liquida de alta resolu¢do (CLAE) tem suas raizes por volta do inicio do
século 20 3. Também conhecida como cromatografia liquida de alta pressdo, é utilizada
principalmente para a separacdo e quantificacdo dos componentes de uma mistura, e para
compostos organicos semi-volatil ou no volatil 4. Método avancado em que o solvente flui
através da coluna com a ajuda da gravidade, sendo forcado sob altas pressbes para que a
amostra consiga eluir os diferentes constituintes com auxilio da distin¢do de suas afinidades
[45]_

No tempo de separagdo o volume do injetor é capaz de influenciar na eficiéncia e
resolugdo. No entanto, pode ser um problema sério para o cromatografo, pois pode gerar um
alargamento de picos, comprometendo sua separacdo e quantificagdo. Ao minimizar os
volumes indesejados através da diminuicdo global do tamanho dos sistemas, espera-se uma
melhor separacéo global 1,

No sistema em CLAE, compreende uma fase estacionaria e uma fase mével. A fase
estaciondria € comumente uma coluna solida com alguns centimetros de comprimento
contendo particulas de silica ligada a uma substancia baseada em suas polaridades relativas.
Enquanto que a fase mdvel é composta por dois solventes de diferentes polaridades, com
modo em gradiente, onde a polaridade global pode ser aumentada ou diminuida conforme o
desejado. Na fase estacionaria, a interacdo dos compostos em uma mistura é dependente da
polaridade do solvente, quanto maior for a diferenca da polaridade de diferentes compostos,
maior sera o tempo de retencfo para remové-los da coluna 61,

Na CLAE de fase normal, o analito adsorve mais fortemente a fase estacionaria com
0S componentes mais polares, e, portanto, exigem uma fase movel mais polar para desloca-los
e elui-los da coluna. Em fase reversa, o analito absorve mais rapidamente os componentes

lipofilicos, gerando uma melhor separagdo quando a polaridade do solvente diminui “°1,
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As fases estacionarias mais utilizadas na CLAE para separacdo de compostos
organicos sdo do tipo fase reversa a base de silica com grupos Cis. Nesta etapa, as fases
moveis aplicadas sdo misturas de metanol:agua (CH3OH:H20) ou acetonitrila:agua
(ACN:H20) com ajuste da forca cromatogréfica e seletividade da fase mével, até a obtencéo
da resolugdo em tempo minimo de analise (71,

As bombas sdo consideradas como o coracdo do sistema em CLAE, devido a sua
responsabilidade de gerar ndo apenas altas pressdes exigidas, mas também o gradiente na
separacdo da amostra. Em sua maior parte sdo convencionais ou combinadas com um
fluxdmetro, a fim de se obter uma reducdo na taxa de fluxo desejada. Pequenas colunas
utilizam pouca fase mével e assim geram desperdicio minimo, podem representar desafios na
geracdo de um gradiente estavel a baixas taxas de fluxo, encontrando detectores adequados e
bombas aplicaveis (3,

Em suas aplica¢des, elas passam solvente liquido pressurizado, incluindo uma mistura
de amostras que é permitida para entrar em uma coluna com material adsorvente sélido. A
interacdo de cada componente de amostra € variavel, e isso causa diferenca nas taxas de fluxo
em cada componente, dando inicio a separacdo dos componentes da coluna (%1,

Os detectotores em CLAE sdo localizados no final da coluna, distingue os analitos a
medida que eluem na coluna cromatogréafica ™°. Projetados em torno da deteccdo de uma
classe especifica 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
sdo os detectores de absorbancia, porém ha outros, tal como a fluorescéncia, massa-
espectrométrica e identificadores eletroquimicos. Embora a absorbancia possa gerar detalhes
de informag&o, o pesquisador é limitado a um subconjunto especifico de substancias baseado
em comprimento de onda de luz definidos por este 3. Vale ressaltar que detectores de
absorcdo espectrofotométrica na faixa do UV foram a principio utilizados nos equipamentos
em CLAE para analisar compostos que absorvem na regido do ultravioleta, incluindo os
surfactantes (471,

A CLAE é uma das técnicas analitica que possuem diversos campos de pesquisa €1,
Incluindo a indastria farmacéutica, principal técnica analitica, vanguarda da pesquisa de
medicamentos; Biomedicina, na separacdo e analise de amostras bioldgicas para a deteccdo de
doencas e infeccdes; Forense, envolvendo a deteccdo de drogas ilicitas, metabolitos e

venenos; Meio Ambiente e Agricultura, na analise de aguas residuais das fabricas ou
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mineragdo, estudos dos solos depois de uma fonte de contaminacéo, além do setor agricola em

pesquisas referentes a herbicidas e pesticidas 1.
1.4.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas - CG-EM

A cromatografia gasosa (CG) € um método de separacdo de misturas de gases (ou
vapor), baseada no movimento dos componentes de uma mistura entre as fases modvel e
estacionaria. Ha dois tipos de fases estacionarias que podem ser usadas em CG: adsorventes
(cromatografia de adsor¢do) ou com liquidos viscosos de alta ebulicdo imobilizados num
transportador sélido (cromatografia gas-liquido) (1.

Uma andlise por CG geralmente requer a confirmacdo dos resultados obtidos,
especialmente ao examinar amostras complicadas, tais como, ambiental, alimenticia,
farmacéutica e moléculas incluindo contaminantes agricolas (pesticidas). Em alguns casos,
existem a possibilidade de erros qualitativos e quantitativos causados pela co-eluicéo,
interferéncias de matriz e mudanga dos tempos de retencdo. Muitos métodos diferentes foram
desenvolvidos para superar esses problemas e confirmar os resultados. Métodos tradicionais
para a confirmagdo em CG sdo baseados em analises adicionais usando uma coluna de fase
com polaridade diferente %, No modo de eluigio a amostra analisada ¢ injetada na coluna e,
em seguida, movida ao longo da cromatografia pelo gas de arraste Neste modo, o
cromatograma (ou curva de eluicdo) consiste em um grupo de picos, em que cada pico €
correspondente a um unico componente da amostra. Na pesquisa foi realizado na coluna
capilar a técnica de injecdo sem divisao de fluxo (“splitless”). Essa técnica de injegdo
“splitless” é o método escolhido para a analise de solugdes diluidas, com transferéncia da
maior parte da amostra vaporizada contida no injetor para o interior da coluna, se difere do
método de injegdo “split” por ser usada para a analise de solugdes diluidas, e “split”, solu¢des
concentradas 19,

Os detectores de CG possuem suas proprias caracteristicas, sendo especificos para
parametros operacionais, além disso, fornecem informacdes valiosas sobre os elementos
presentes nas substancias analisadas. Ressalta-se ainda que a finalidade dos detectores, €
identificar os compostos e comparar suas concentracdes entre as amostras. Para atingir esse
objetivo, o processamento de dados devem atender a dois critérios: (1) determinar
corretamente a massa do espectro dos compostos individuais para identificacdo e; (I1) calcular

com precisdo a abundancia de picos cromatograficos correspondentes a esses compostos em
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cada amostra. Essas duas tarefas sdo muitas vezes desafiadora e demoradas, em virtude da co
eluicdo de picos cromatograficos dentro de um Unico cromatograma, e do deslocamento no
tempo de retengdo (Tr) dos picos em amostras B,

O detector universal de Espectrometria de massa (EM), € uma técnica analitica chave
que permite a identificacdo de diferentes substancias em uma amostra, tendo aplicacdo em
andlises de pesticidas, possibilita examinar a sua acdo devido a sua alta sensibilidade,
seletividade, e capacidade de verificar muitos pesticidas de varias classes quimicas em
matrizes muito complexas em uma Gnica corrida 21,

Independentemente do uso e designagdo, um espectrometro de massa mede a
fragmentacdo massa/carga (m/z) de moléculas carregadas. Consistindo em trés componentes
basicos: fonte de ions, analisador onde os ions sdo separados de acordo com sua relacdo (m/z),
e um detector nos quais 0s ions sdo contados. O (s) analisador (es) e o detector de um EM sdo
mantidos em alto vacuo para evitar colisdes acidentais Y. E além disso, a medida precisa do
(m/z) permite 0 acesso a uma caracteristica Unica das moléculas, isto €, seu peso molecular,
que muitas vezes € combinado com dados gerados pela fragmentacdo de moléculas
selecionadas 3,

A técnica EM permite o uso de pequenas quantidades de amostra (picogramas), assim
como em baixas concentracGes (parte por trilhdo). Suas propriedades como método, no
entanto, sdo parcialmente reduzidas, pela complexidade, custo do aparelho e ocasionalmente
quando o analista ndo compreende suas limitagdes 4. A EM desempenha atualmente um
grande papel na ciéncia analitica, pois é frequentemente associada a outros detectores em
sistemas de multi-deteccdo. Um detector seletivo adicional é regularmente adicionado ao
sistema CG/ EM para a determinagdo do tempo exato de eluigédo do analito progredindo a

capacidade de identificacdo .

1.4.3 Cromatografia em camada delgada - CCD

A cromatografia em camada fina (TLC) ou cromatografia em camada delgada (CCD)
¢ uma técnica analitica poderosa devido a sua confiabilidade, simplicidade e
reprodutibilidade. Além de que é econdmica, uma vez que utiliza menores quantidades de
solventes com limpeza minima na amostra *°l. Possui algumas vantagens importantes, como

a reducdo significativa de custo, tempo de analise e capacidade de lidar simultaneamente com
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dezenas de amostras [°®l. Podendo ser preparadas em diferentes adsorventes (por exemplo,
silica, amido, alumina), proporcionando assim uma boa resolucéo e sensibilidade 7.

O método de CCD faz uso de equipamentos acessiveis de laboratério e amplamente
disponiveis com aprendizado simples. E dependente de placas prontas, executando todas as
operagdes manualmente. As amostras sdo aplicadas em placas de CCD em solvente adequado
como bandas de tamanho minimo e com uma distribuicdo amostral homogénea dentro da zona
aplicada. Para camadas finas de particulas, tamanhos pequenos de amostra sdo necessarios
para evitar sobrecarga de massa ou volume da camada. Solventes adequados para aplicacédo de
amostra tém baixa viscosidade e sdo volateis. Agua e outros solventes de alta viscosidade/
baixa volatilidade, em geral, ndo sdo boas escolhas para aplicacdo de amostra. Solucdes
aquosas podem ser diluidas com um solvente organico miscivel e volatil para facilitar sua
aplicacdo. Suspensdes ndo podem ser aplicadas de forma reproduzivel a camadas, pois podem
causar o bloqueio de aplicadores da amostra 81,

E uma técnica que executa separacdo de substancias quimicas dissolvidas em virtude
de sua migracao diferencial sobre placas de vidro revestidas com uma camada fina de um
adsorvente. O método, que se tornou uma ferramenta analitica padrdo em laboratérios
alimenticios e farmacéuticos, é Util para separar os componentes de substancias que ocorrem
naturalmente, como aquelas encontradas em tecidos animais e vegetais, incluindo
componentes volateis e aromaticos. Os componentes da amostra tornam-se separados uns dos
outros devido aos seus diferentes graus de fixacdo ao material de revestimento na placa. O
solvente é entdo evaporado, e a localizacdo dos componentes separados é identificada,
geralmente pela aplicacdo de reagentes que formam compostos coloridos com as substancias
[59]_

As aplicacBes importantes de CCD incluem determinacdo de residuos de pesticidas,
ensaio de formulacdes, caracterizagdo de pesticidas sintetizados, separacdo e caracterizacdo
de constituintes ativos dos extratos de plantas, fungos e bactérias (biopesticidas), propriedades
com estudos de pesticidas como metabolismo e degradagéo, mecanismo de acdo, entre outras.
As vantagens da andlise de pesticidas por CCD em comparagdo com outros métodos incluem
simplicidade, velocidade, custo relativamente baixo e habilidade de analise mdultiplas
amostras em uma Unica placa (alto rendimento) usando pequenas quantidades de solventes

como fase mével, ndo sendo limitado a compostos alvo volateis como para CG 9,
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1.5 Testes bioldgicos e farmaceuticos

1.5.1 Artemia salina L.

A Artemia salina L. (camardes de salmoura) é definida como um zooplancton e
crustaceo ramificado com forte flexibilidade para ambientes hipersalinos, com capacidade de
sintetizar pigmentos respiratdrios eficientes para lidar com os baixos niveis de O, em altas
salinidades, além de apresentar a capacidade para produzir embrifes dormentes (cistos)
dependendo da concentracdo do sal no meio ambiente. Ressaltam-se que a composi¢do do
meio aquoso em termos de natureza e concentracdo de eletrdlitos é fundamental para sua
sobrevivéncia e reproducdo 162, pertencente a familia Artemiidae, é um artrépode aquatico
(Figura 03), com idade de aproximadamente 100 milhGes de anos. Espécie endémica de

origem mediterraneo, mas encontrada em todos continentes [¢3l,

Fonte: (DUMITRASCU, 2011) [63],

Figura 03. Artemia salina L.

Utilizados regularmente para avaliar a contaminacdo de ambientes e analisar a
toxicidade de substancias quimicas, sdo conhecidos por sua geracdo de tempo curta,
incubacdo de cistos rapidos e alto grau de sensibilidade com variabilidade reduzida. Seus
testes também so usados para detectar a toxicidade de moléculas biologicamente ativas 641,

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

uniformizacéo, esta no controle dos fatores ambientais, como concentragdo de oxigénio na
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'égua, flutuacdo, tipo de comida, bem como salinidade. Seu mecanismo de reprodugéo,'
envolvem a producédo de ovos que flutuam na 4gua e podem desenvolver em nauplios (larvas)
ou em condicbes desfavoraveis ambientais (secagem da agua) que sdo transformados em
cistos. Em condicGes naturais, este alimenta-se com algas, protozoarios e detritos. No seu
ciclo de vida (Figura 04), o évulo fertilizado se desenvolve até o estagio da gastrula, em que
ovos eclodem e nauplios (larvas) terdo uma cor esbranquicada, em seguida, cistos (0,2 - 0,3
mm) se transformam em nadadores aquaticos de larvas, ou seja, em nauplios (0,45 mm) por
periodo de 24 a 36 horas, onde o cisto completo por hidratacdo é de aproximadamente 1 h,
contudo, este é dependente da disponibilidade de alimentos em que os nauplios alcancara
adultos no méximo 12 mm em 3 semanas. Posteriormente, os nauplios se transformam em
adultos reprodutivos que produzem pré-adultos em rapida sucessdo quando as condi¢des sdo
favoraveis. A fim de resultar em nddulos de nadadeiras livres de cistos, eles precisam de agua

(hidratagio) e oxigénio para iniciar e completar o metabolismo €I,

Adulto
masculino

Fonte: (DUMITRASCU, 2011) 631,

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

Por serem amplamente utilizados como alimento vivo para peixes e outros crustaceos,
seus ovos podem ser facilmente encontrados em lojas de aquaristas. Os ovos ndo eclodidos
sdo metabolicamente inativos, e podem ser conservados por longos periodos se mantidos
desidratados, em vacuo e a baixas temperaturas. Quando Umidos, seus ovos eclodem em cerca
de 24 horas, em condi¢fes ambientais adequadas, chegando a 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
cronica [,

Caracteristicas fisioldgicas, tais como como disponibilidade pronta, varios estagios de
vida e cultura de laboratério simples, faz da A. salina L. um organismo modelo adequado para
estudos em toxicologia. Recentemente, um numero crescente de estudos usou A. salina L.
como organismo de modelo adequado para investigar a toxicidade através de experiéncias
laboratoriais (61,

Esse bioensaio tem suas vantagens de forma geral por ser um método simples, rapido,
sensivel e de baixo custo, em que consiste na estimativa da concentracdo de uma substancia
através da medida de uma resposta bioldgica, na qual existe apenas um parametro envolvido:
vida ou morte. O ensaio de letalidade permite assim a avaliagdo da toxicidade aguda e,
portanto, é considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com

potencial atividade bioldgica, sendo aceito pela comunidade cientifica 71,

1.5.2 Allium cepa L.

Uma das técnicas mais utilizadas para detecgdo de genotoxicidade tem sido o A. cepa
L., espécie constituida por um dos materiais pioneiro no estudo de alteracfes cromossémicas
causados pela acdo de agentes quimicos %8, O A. cepa L. caracteriza-se por ser uma planta
pertencente a familia Liliaceae, uma das mais importantes culturas horticolas com producéo
mundial de aproximadamente 55 milhdes de toneladas .

O género Allium compreende varias espécies de plantas aromaticas, incluindo cebola,
esta possui potencial antioxidante, fornecendo protecdo contra os radicais livres.
Caracterizada por ser uma planta com longa historia de uso medicinal e, adicionalmente, fonte
de possiveis fitoquimicos promotores da saude, incluindo compostos organosulfurados,
frutooligossacarideos e flavonoides [,

De acordo com o estudo de MALAKAHMAD et al. (2018) 'Y, células vegetais de A.
cepa L. sdo testadas por verificarem efeitos toxicos e genotoxicos sobre o material genético
podendo ser direcionadas a estudos de analise do cancer, frequentemente ligado a danos no
DNA.

Ressalta-se ainda que testes derivados de plantas, séo excelentes bioindicadores de
efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos de ambientes contaminados por substancias

toxicas. No entanto, esse recurso é devido a possibilidade de avaliar parametros genéticos que
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variam de mutacdo pontual a alteragdes cromossdmicas em células ['?. O teste é de facil
execucdo para avaliar danos cromossdmicos e distdrbios no ciclo mitético porque as células
de A. cepa L. tém grandes cromossomos em numeros reduzidos [31,

O uso do teste é favorecido por caracteristicas, tais como rapido crescimento da raiz,
baixo custo, alta tolerancia a distintas condi¢6es de cultivo, elevado nimero de células em
divisdo, notavel cinética de proliferacdo, nimero reduzido de grandes cromossomos,
cromossomos em bom estado para estudar danos ou distarbios na divisdo, incluindo a
avaliac&o dos riscos aneupldides, bem como a facil disponibilidade e gerenciamento 4],

Além disso, € um bioensaio sensivel para avaliar a citogenotoxicidade de amostras
ambientais, no qual os resultados do teste mostram boas correlagdes com os sistemas de teste
de mamiferos [®1, Utilizado para detectar toxicidade de pesticidas, herbicidas e outros
xenobi6ticos. E um ensaio simples e confiavel usado para todas as alteragdes cromossémicas
nas células mitéticas, em que a taxa de crescimento da raiz pode ser correlacionada com o
indice mitético (78],

Nesse contexto, os pesticidas sdo organismos importantes para testes genéticos e
monitoramento ambiental, por serem receptores biologicos. Estudos como o de BIANCHI et
al., (2015) ' avaliam a acfo genotoxica de pesticidas por testes de alteragio cromossdmica
(AC) e micronucleos (MN). Utilizando-se células meristematicas de A. cepa, encontraram-se
resultados positivos com a inducdo de diferentes tipos de alteragcdes, incluindo os de
clastogénicos (quebras de cromossomos e pontes) e origem aneugénica (perda
cromossémica), mostrando que este sistema de teste € um modelo apropriado para essas
avaliagoes .

Os danos genéticos sdo indicativos da presenca de substancias clastogénicas (indutoras
de quebras). Pontes anafasico e telofasico sdo exemplos classicos desse mecanismo.
AlteracBes cromossémicas como atrasos podem indicar problemas no fuso mitético. A
interrupcdo do fuso ou a sua formacao incompleta pode promover uma segregacao incorreta
dos cromossomos para as células filhas, gerando anormalidade cromossémica numérica [,

Os compostos considerados aneugénicos, ou seja, aqueles que interferem no fuso
mitético, ndo afetam diretamente o DNA, mas podem causar erros durante a segregacdo
cromossdmica [®1. As substancias aneugénicas caracterizam-se por associar-se as moléculas
celulares envolvidos com a segregacdo das cromatides ou a moléculas que fazem parte das

estruturas de DNA, como centrémeros e teldmeros. Também sdo aneugénicas as moléculas
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gue se associam as estruturas envolvidas no controle do ciclo celular e as moléculas que
fazem parte do aparato do fuso mitético [,

Em relacdo as alteracbes cromossdémicas (AC), estas sdo0 mudancgas na estrutura
cromossémica, resultante de uma pausa ou troca de material cromossémico. O maximo de
alteragdes cromossdmicas observadas nas células sdo letal, mas hd muitas alteracdes
correspondentes que sdo viaveis e podem causar efeitos somaticos ou hereditarios, algumas

destas AC se encontram na Figura 05 4,
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Figura 05. AlteracOes celulares observadas pela analise de células meristematicas de raizes de
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Allium cepa. A: intérfase normal; B: préfase normal; C: metéfase normal; D: an&fase normal,
E: tel6fase normal; F: intérfase com broto nuclear; G: intérfase com micronicleo; H: préfase
com broto nuclear (cabeca de seta) e micronucleo (seta); I: profase com micronucleo; J:
nucleo lobulado; K: célula binucleada; L: anafase com ponte cromossémica; M: anafase com
quebra cromossémica; N: andfase com quebra cromossdémica; O: tel6fase com ponte e
diferentes tamanhos de quebras (seta e cabeca de seta); P: tel6fase com cromossomo
retardatario; Q: metafase com aderéncia cromossémica (viscosidade); R: metafase poliploide;
S-T: C-metafase.



34

As quebras cromossdmicas podem ser decorrentes de pontes anafasico, sendo
originadas por translocaces ou por terminacdes cromossémicas coesivas. E possivel que as
pontes resultem, também, de aderéncias cromossomicas, podendo, neste caso, serem multiplas
e persistirem até a tel6fase, entretanto, quando as pontes cromossdémicas resultam de
rearranjos estruturais elas podem ocasionar fragmentacdes cromossémicas [,

A C-metéfase pode ocorrer devido a producdo de nimeros cromossdémicos variaveis,
isto €, a producéo de células diploides. Onde, um desvio muito grande em relacdo ao nimero
cromossémico normal induzird a um desbalan¢o cromossémico, com perda da viabilidade,
inativagdo parcial ou completa do fuso nuclear e aumento da contracdo cromossomica, esta
pode ser referida como um mecanismo causador de sérios danos, podendo ser incluida entre
0s parametros para um screening dos efeitos genotoxicos e mutagénicos [,

A aderéncia cromossémica, sua atuacdo na célula possivelmente impede a migracéo
cromossémica para os polos, devido a sua acdo aneugénica. Ha entdo um estacionamento da
divisdo celular em metafase, 0 que provoca uma continuidade na condensacdo dos
cromossomos, que acaba promovendo uma forca de contracdo do conjunto cromossémico
total, decorrendo assim em aderéncias cromossdmicas 41,

Os microndcleos podem ser formados pelos atrasos cromossdmicos na anafase e por
fragmentos acéntricos, além disso, micronucleos derivados de fragmentos acéntricos devem
corresponder as regides terminais dos cromossomos, que foram perdidas durante a quebra
cromossémica. A presenca desses podem ser originados através de um atraso cromossémico
na anafase, caracterizado por um mau funcionamento do fuso ou ainda devido a presenca de
fragmentos acéntricos, derivados de uma resposta clastogénica. Assim, agentes quimicos
podem induzir micronucleos, por meio de distdrbios do fuso ou de quebras cromossémicas
[85].

Portanto, os resultados apresentados nesses testes de citotoxicidade e genotoxicidade
podem ser considerados como um indicativo de que a amostra representa também uma

ameaca bioldgica para outros organismos 41,

1.5.3 Sacchoromyces cerevisiae

A utilizacdo da levedura S. cerevisiae € um dos melhores sistemas unicelulares

eucarioticos para estudos de estresse oxidativo [, Isso se deve a semelhanca da sua
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maquinaria celular e aos processos metabolicos desempenhados pela levedura, como sua facil
manipulacio genética 71,

As linhagens de S. cerevisiae proficientes ou mutadas em suas defesas antioxidantes
sdo comumente utilizadas na avaliacdo da atividade de compostos, naturais ou sintéticos,
frente aos mecanismos de defesa antioxidante destes organismos. As linhagens utilizadas no
estudo, foram a SODWT, Sodi4, Sod24, Sod1Sod2, CatiA e SodlCatl.

Em relac¢do as linhagens, a SodlA, caracteriza-se como um homodimero de cobre e
zinco, presente no citoplasma intracelular; a Sod2A, como um tetrdmero que contém
manganés em seu sitio ativo, existente em mitocéndrias de alguns tecidos de animais e
leveduras ¢ a CatlA, como um tetrdmero constituido por monémeros que pPossui grupos
prostéticos heme no centro catalitico [,

Tendo em vista a existéncia de enzimas antioxidantes funcionalmente semelhantes a
de humanos, a extrapolacdo de resultados comparativos quanto a seguranga na liberagcdo do
uso de farmacos e a consolidagio de protocolos terapéuticos torna-se mais eficaz . O seu
uso é de facil manuseio, cultivo e rapida multiplicacdo celular, onde sdo modelos de pesquisa
para analise de propriedades toxicas e/ou oxidantes em compostos, medicamentos, extratos ou
substancias isoladas [*°!. Esta espécie apresenta crescimento ideal entre 25 °C e 30 °C e se
reproduz assexuadamente por brotamento ou por cissiparidade ©¥,

Vaérias caracteristicas tornam a levedura um modelo ideal para realizar estudos
toxicoldgicos funcionais, tais como como: falta de patogenicidade; facilidade de manipulacao
genética, juntamente com condicOes laboratoriais rdpidas e de baixo custo; sistema de
armazenamento; sua robustez e resiliéncia a uma ampla faixa de pH e forca, condigcfes
comumente encontradas em amostras ambientais; informagdo disponivel para cada gene;
possibilidade de reduzir os testes em animais, uma vez que a levedura ja foi proposto como
um bom organismo modelo para avaliar a toxicidade de poluentes ambientais [°3,

Por possuir as mesmas caracteristicas genéticas que testes empregando animais de
laboratorio, a levedura S. cerevisiae é considerada um dos melhores modelos, podendo ser
substituidas por testes in vivo, que sdo de forma geral, de dificil execucdo e necessitam de um
numero elevado de animais para assegurar resultados estatisticamente significativos [,

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo um dos fatores de risco para a
carcinogénese, podendo, assim, desempenhar um papel de iniciagéo e progresséo tumoral. Os
radicais livres induzem danos oxidativos diretos e indiretos ao DNA contribuindo para a

mutagénese, que é essencial para a iniciacdo do processo tumoral P2%1 Além de danos no



36

DNA, os radicais livres podem induzir danos em diferentes tipos de biomoléculas, incluindo
as proteinas, lipidios, carboidratos e aminoacidos Y. O estresse oxidativo (Figura 06), induz
a acumulacdo de radicais livres tais como o oxigénio singleto (*Oz), H20: e o radical OH" que
em leveduras ativam fatores transcricionais aumentando a expressdo 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 %1,
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Fonte: Adaptada de (FARRUGIA e BALSZAN 2012) 19,

Figura 06. Mecanismos moleculares em resposta as espécies reativas de oxigénio.

Em condi¢Ges normais, todos 0s organismos vivos aerdbicos sdo inevitavelmente
expostos a espécies reativas de oxigénio (EROs), incluindo o radical superéxido aniénico
(02" 7), peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila ("OH), todos nos quais
desempenham papéis significativos na sinalizacdo celular e homeostase. O sistema de
resposta antioxidante consiste em enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e antioxidantes ndo enzimaticos, que participam na acdo contra a
EROs [#7]. Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio sdo constantemente geradas
através de muitos processos bioldgicos no organismo. A capacidade dos antioxidantes em
reduzir o risco de certos tipos de cancer esta ligada a sua capacidade de eliminar os radicais

livres, reduzir o estresse oxidativo e diminuir a divisdo celular anormal 8],
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Algumas espécies de EROs, potencialmente prejudiciais podem surgir como
subprodutos do metabolismo normal e de acidentes quimicos. O superdxido é um produto de
reducdo de um elétron de oxigénio molecular que é formado durante a respiragdo normal nas
mitocOndrias e por reacGes de auto-oxidacdo.Sua funcdo € atuar como um sistema
coordenado e equilibrado para proteger os tecidos e fluidos corporais dos danos causados por
EROs, produzidos fisiologicamente ou como resposta a inflamac&o, infeccéo e/ ou doenca 7,

Ja os antioxidantes provavelmente regulam a fase de ativacdo da apoptose induzida
por oxidantes, estes que induzem a transicdo da permeabilidade mitocondrial e liberam
proteinas intermembranas mitocondriais, como o citocromo, o fator indutor de apoptose (AlF)
e a caspase mitocondrial 71,

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para avaliacdo
de atividade antioxidante tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos. Embora
existam ensaios quimicos relativamente simples para avaliacdo da capacidade antioxidante,
estes ndo sdo representativos das condigdes celulares do homem. E, tendo em vista que
antioxidantes assumem papel importante na medicina preventiva, € necessario que as
informagcdes sejam obtidas a partir de sistemas bioldgicos [°l,

Portanto, esse trabalho de dissertacdo de mestrado tem como finalidade fazer uma
abordagem do comportamento quimico do larvicida comercial, em que realizou-se propostas
de identificacdo das substancias piriproxifeno e piridalil a partir de técnicas cromatograficas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD), Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e Cromatografia em Camada Delgada
(CCD). Na andlise bioldgica e farmacéutica foram executadas por testes de Artemia salina,
Allium cepa e Saccharomyces cerevisiae em diferentes concentracGes, baseadas na dose
recomendada pela OMS, pois ndo ha relatos sobre estudos em testes de citogenotoxicidade,
efeitos oxidativos e agdes antioxidantes nesta dose na literatura. Logo, esses testes sdo
necessarios, uma vez que o uso de larvicida é um dos principais métodos de controle do Aedes
aegypti L., além do que, ndo existem vacinas “eficientes” contra o Vvirus, por outro lado,
efeitos citogenotdxicos podem gerar consequéncias prejudiciais para 0 meio ambiente

(ecossistema) e saude.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Gerais

Realizar propostas de identificacdo das substancias piriproxifeno e piridalil a partir de
métodos cromatograficos por CLAE-DAD, CG-EM e CCD, além de avaliar efeitos

citotdxicos e oxidativos do piriproxifeno no controle de Aedes aegypti L

1.6.2 Especificos

= Realizar testes quimicos para possivel identificacdo do piriproxifeno e piridalil no
larvicida comercial, por meio de técnicas cromatograficas (CLAE-DAD, CG-EM e
CCD);

= \Verificar os efeitos de toxicidade em diferentes concentracdes do inseticida no
crustaceo Artemia salina;

= Analisar os danos citogenotoxicos em células meristematicas de Allium cepa;

= Avaliar os possiveis efeitos oxidativos/ antioxidantes induzidos pelo larvicida

comercial em linhagens de Saccharomyces cerevisiae.
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Capitulo 2

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Amostra

Larvicida comercial lote 5A42F4 (Figura 07), possui formulacdo granular (G), solido,
contém 5,1 g. kg? de priproxifeno puro, fabricante Sumitomo®© chemical, fornecido pela

Secretaria Municipal de Saude de Agua Branca no periodo de agosto de 2016 (Anexo 01).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Figura 07. Amostras de larvicida comercial utilizadas no estudo.

2.2 Preparacdo das amostras

O larvicida comercial, foi submetido a maceracdo e extragdes sucessivas por particao
seguidas de roteovaporagfes por um periodo de trés semanas, com 0 objetivo de separar o
PFF dos constituintes arenosos. Essa extracdo 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 Laboratério de Quimica Organica — Produtos Naturais do
Instituto Federal do Piaui — IFPI.

O larvicida comercial foi avaliado em formulacdo comercial, onde as concentragdes
testadas foram baseadas na dose de campo do pesticida, seguidas de diluicdes em agua. Em
que a concentracio de campo do inseticida PFF da OMS é de 0,01 ppm 9. Assim as
concentracBes propostas para o estudo do pesticida nos testes bioldgicos 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 Quimica e Reagentes

O solvente utilizado no processo de extragdo foi 0 metanol pertencente a marca Synth
e Dinamica, P.A. Os padres como CP KxCr.O; (Dicromato de Potassio), MMS
(Metanosulfonato de metila) e H2O (Perdxido de Hidrogénio), foram utilizados para os testes
de A. salina, A. cepa e S. cerevisiae. Os demais, NaCl (Cloreto de S6dio), MgSO. (Sulfato de
Magnésio), CaCl, (Cloreto de Calcio), KCI (Cloreto de Potassio), NaHCOs3 (Bicarbonato de
Sodio), foram comprados comercialmente de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), o carmim
acetico é da marca Vetec®. Para as anélises em CLAE-DAD e CG-EM, utilizou-se metanol e
acetonitrila de grau espectroscopico das marcas Vetec® e AppliChem Panreac®. A agua
ultrapura empregada foi obtida através do aparelho Elga Purelab Option-Q.

2.4 Analise Instrumental

2.4.1 CLAE-DAD

A anédlise CLAE-DAD foi realizada a temperatura ambiente usando um cromatografo
liquido analitico Shimadzu, modelo LC20A e controlador CBM- 20. Foi injetado 1 mg do
larvicida comercial, com método isocratico de 30 minutos, o isocratico consistia em uma
mistura de (80% acetonitrila e 20% metanol), em seguida submetidos ao processo de clean up
em cartucho Chromabond® C1g (previamente ativado com CH3sOH), fase estacionéria coluna
Cas fase reversa (250 x 4,6 mm, tamanho de particula 5 um), marca Macherey-Nagel e filtrada
com membrana 0,45 um, o forno da coluna foi aquecido a 40 °C e taxa de fluxo de 1,0 mL.
min, utilizando um cromatografo de detector UV-visivel 1% A analise foi realizada no

Laboratério de Quimica Organica — Produtos Naturais do Instituto Federal do Piaui — IFPI.
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2.4.2 CG-EM

A andlise por GC-EM foi realizada num cromatégrafo a gas Shimadzu (modelo
TQ8030, Shimadzu ®, Kyoto, no Japédo) acoplado a um espectrometro de massa equipado
com um analisador quadrupolo (modelo CGEM-QP2010, com injetor automatico, Tocantins,
Brasil). A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna capilar Rtx-5MS de
30 m x 0,25 mm x 0,25 pum. A temperatura do injetor foi de 250 °C, as injeg¢des (10 uL
larvicida comercial) foram feitas em modo de injecdo splitless. O gas de arraste foi hélio
(99,999%) a um fluxo constante de 1 mL/min, com velocidade linear de 44.5 cm.s™, e pressio
inicial de 100 KPa. O programa de temperatura do forno foi de (80 °C (2min) — (20 °C/ min)
— 180 °C — (5 °C/ min) — 280 °C (3min). Os espectros de massa foram obtidos no modo de
ionizacdo 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 transferéncia e as temperaturas da fonte de ionizacao
foram 280 °C e 150 °C, respectivamente %1, Os resultados das analises foram expressos em
abundancia relativa. A identificacdo dos compostos foi realizada comparando os espectros de
massa obtidos com os espectros da NIST 2.0 Library, 2012 (Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia, Gaithersburg, Md, EUA).

243 CCD

Foi realizada utilizando cromatoplacas de camada fina de silica gel 60f254 (20 cm x
20 cm, 0,25 mm de espessura). Os sistemas solventes utilizados para desenvolvimento
bidimensional foram: cloroférmio/ metanol, 9:1 (v/v); cloroférmio/ metanol, 95:05 (v/v);
cloroférmio/ metanol, 99:1 (v/v); cloroférmio, 100 (v/v); cloroférmio/ hexano, 8:2 (v/v);
cloroférmio/ acetato de etila, 8:2 (v/v); cloroférmio/ acetato de etila, 7:3 (v/v). Foram utilizados
os reveladores Vapores de lodo e Molibdato Cérico de Amdnio. Os resultados foram expressos
com a intensidade de coloragdo apds revelacdo das cromatoplacas. Em que o teste foi
executado no Laboratério de Quimica Organica — Produtos Naturais do Instituto Federal do
Piaui — 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 aquario no municipio de Teresina, Piaui, Brasil.

Os ovos de camardo (20 mg) foram incubados em agua salgada artificial (15,15 g.L*
de NaCl, 1,88 g.L "t de MgSO., 0,65 g.L ! de CaCly, 0,41 g.L! de KCI em 1000 mL de 4gua) a
25 °C e iluminagdo 9 W. Bicarbonato de sodio (NaHCOs3) foi utilizado como tampé&o a pH
10,0 da solucdo de salmoura. Depois de 48 h de incubacdo, 10 nauplios vivos (A. salina)
foram transferidos para cada tubo de ensaio [1%2. O volume final de cada amostra foi ajustado
para 5 mL com solucgéo salina artificial (solucdo de salmoura) e 1 mL do larvicida comercial
em cada dose. As amostras foram mantidas sob incubacéo por 24 h e 48 h. Nauplios vivos
foram contados para determinar o nimero de mortes por amostra. Agua salina artificial e
KoCr,O7; 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 Laboratério de Quimica Orgéanica — Produtos

Naturais do Instituto Federal do Piaui — 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) 1%l com pequenas adaptag@es.
Utilizaram-se 100 sementes de A. cepa (Vale ouro IPA 11) de um mesmo lote e variedade
germinaram a temperatura ambiente (25 °C) em placas de Petri contendo agua destilada por
periodo de quatro dias, até que as radiculas atingiram 2 cm de comprimento. Entdo, estas
radiculas foram expostas a diferentes concentracdes do larvicida comercial, onde
permaneceram um periodo de 24 h a temperatura ambiente. O CP foi feito com MMS (Sigma-
Aldrich, CAS No. 66-27-3) com concentracdo 10 ppm e CN com &gua destilada.

Depois de um periodo de exposicéo, as raizes foram fixados em Carnoy (3 etanol: 1
acido acético; v:v) e mantidas sob refrigeracdo a -20 °C. Para a preparacao das laminas, as
radiculas foram submetidas a trés lavagens de cinco minutos em &gua destilada. A hidrolise
das radiculas foi realizada em frascos de ambar imersos com acido cloridrico HCI (1 M) e
aquecidos em banho maria, durante um tempo de 10 minutos e temperatura de 60 °C. Apds a
hidrolise, as radiculas foram introduzidas por trés lavagens com agua destilada e transferidas

para frascos de vidro ambar. Em seguida, submetidas ao reativo de Schiff, por 2 h no escuro.
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As radiculas foram lavadas novamente e as regifes meristematicas separadas, cobertas com
laminulas e esmagadas cuidadosamente em uma gota de carmim acético 2% (Vetec), para
analise microscépica subsequente em microscopio de luz (aumento de 400 Xx).

A citogenotoxicidade foi avaliada pela contagem, em microscopio de luz (aumento de
400 x), de 5.000 células meristematicas (500 células/lamina; total de 10 laminas analisadas)
para cada tratamento e para 0s controles (negativo e positivo). Foram avaliados: (1) indice
mitético (citotoxicidade) e (2) indice de alteracbes cromossémicas (genotoxicidade).
Executados no Laboratério de Genética- LABGENE/ UESPI.

2.7 Saccharomyces cerevisiae

Trata-se de um estudo experimental de carater analitico 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 sdo
mostradas na Tabela 01. As linhagens foram gentilmente fornecidas pelo Dr. E. Gralla
(Universidade da California, Los Angeles, EUA).

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

Descrigao Gendtipo Deficiéncia em defesas Origem
enzimaticas
EG103 MATa leu2-3,112 Nenhum Edith Gralla, Los
(SODWT) trp1-289 ura3-52 Angeles
EG118 (Sodi/A)  Sodl::URA3 todos 0s Cu-Zn superdxido dismutase Edith Gralla, Los
outros marcadores (citoplasmaético) Angeles

EG110 (Sod2A)

EG133
(Sod1ASod2A)

EG223 (CatIA)

EG
(SodIACatIA)

como EG103

Sod2::TRP1 todos os
outros marcadores
como EG103

Sod1::URA3
So0d2::TRP1 mutante
duplo todos os outros

marcadores como
EG103
EG103, except Catl::
TRP1

EG103, exceto Sod1::
URA3 e Catl::TRP1

Mn superdxido dismutase

(mitocondrial)

Superoxide dismutase

citoplasmatico e mitocondrial

Catalase citoplasmético

Cu-Zn superédxido dismutase e

catalase citoplasmatico

Edith Gralla, Los
Angeles

Edith Gralla, Los
Angeles

Edith Gralla, Los
Angeles

Edith Gralla, Los
Angeles

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.
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O crescimento das células foi feito em meio de cultura liquido (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 estacionaria, de acordo com ROSA et al.
(2006) %41, Uma suspensdo contendo 1 x 108 células. mL™ foram agitados durante 3 h a 30
°C, as celulas foram entdo colhidas por centrifugacdo e lavadas duas vezes com tampé&o
fosfato. A densidade celular foi determinada usando uma camara de contagem de Neubauer e
as linhagens foram entdo manchadas em placas de petri contendo os agentes oxidantes.

Em um ciclo de inoculagao das células de suspensdo foram adicionados 10 uL. de cada
concentracdo do larvicida comercial e espalhados do centro para a borda de uma placa de
Petri em um curso continuo, para ambos os lados da placa (Figura 08). As placas foram
incubadas por 2 dias a 30 °C. Para o (CN) foi adicionado 10 pL de solugdo fisiologica (0,9 %)
e para o (CP) foi adicionado 10 puL do agente oxidante H2O, (10 mM) sobre o disco central
em placas de Petri, com posterior direcionamento a estufa por 48 h. O crescimento foi medido
em centimetro da inibicdo do crescimento da borda do filtro-disco ao inicio do crescimento
celular. Valores podem variar de 0 cm (crescimento completo para o filtro-disco) para 4 cm
(auséncia de crescimento para a borda do Placa de Petri). Todos os ensaios foram realizados

em quadruplicada no Laboratério de Genética Toxicoldgica, LAPGENIC/ UFPI.

SodWT: 1
Sodl: 2
Sod?2: 3

Sodl/Sod2: 4
Catl: 5
Sodl/Catl: 6

Sodl/Catl

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 Analise Estatistica

Em A. salina L. e A. cepa L. os valores foram expressos em médias e desvio padréo
(DP), e os dados verificados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste “a
posteriori” de Student-Newman-Keuls (p < 0,05), do programa GraphPad Prism verséo 6.00
para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, Copyright ©, posteriormente
realizado a comparacdo entre as médias dos controles e grupos tratados.

Para S. cerevisiae, os resultados obedeceram a uma distribuicdo normal e foram
analisados pela Andlise de Variancia (ANOVA), pelo teste Bonferroni através do programa
GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,
Copyright ©.
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Capitulo 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cromatografia

3.1.1 Cromatografia liquida em alta eficiéncia — 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 presenca de dois picos intensos com tempo
de retencdo de 3,338min e 4,036min, respectivamente, no qual é possivel identificar os
comprimentos de ondas caracteristicos do piriproxifeno e piridalil, de acordo com as figuras
09 e 10 091,

As figuras 09 e 10 apresentam cromatograma e 0s espectros de UV do larvicida
comercial, modo isocratico com ACN:CH3OH 80:20% em 272 nm, observado o espectro no
UV para o tempo de retencdo do piriproxifeno os seguintes comprimentos de onda 209 e 258
nm. E para o piridalil comprimento de onda maximo foi de 271 nm, inserte absorvido no
ultravioleta e observado o espectro no UV para o tempo de retencdo do piridalil os

comprimentos de onda 203 nm e 271 nm.
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Figura 09. Cromatograma analitico do larvicida comercial em CLAE-DAD, modo isocratico ACN:CH3zOH 80:20% em 60min, solucdo de 1 mg.

mL?, fluxo 1 mL. min, Cis 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 retencéo 3,338min, e espectros no UV em A 203 nm e 271 nm no Tr 4,036min para o piridalil.
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mL?, fluxo 1 mL. min, Cys 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 retencdo 3,338min, e espectros no UV em A 203 nm e 271 nm no Tr 4,036min para o piridalil.
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O comportamento dos inseticidas piriproxifeno e piridalil expostos a luz UV é
mostrado pelos espectros. Onde os espectros observados para o piriproxifeno de 209 nm e 203
piridalil podem indicar em geral uma transicdo n — o*, segundo PAVIA et al. (2012) 1],
uma Unica banda de intensidade baixa para média em comprimentos de onda menores que 220
nm nessa transi¢do, indica, em geral, uma possibilidade do grupo funcional éter no composto.
Para 0 espectro de absor¢do maximo do piriproxifeno de 258 nm e 271 nm piridalil, indicam,
em geral, uma transi¢do n — n*, em que uma Unica banda de intensidade baixa e média na
regido entre 250 nm e 360 nm, sem nenhuma absorcdo forte em comprimentos de onda
menores (de 200 nm a 250 nm), indica um cromdéforo simples ndo conjugado, normalmente
um que contenha um &tomo oxigénio, nitrogénio, enxofre, como também inclui os espectros

ultravioletas da piridina 1%,
N CHs
= )\/O
N O

Figura 11. Estrutura quimica do piriproxifeno.

Além disso, para radiagGes de UV-Vis com comprimentos de onda maximo acima de
200 nm, também sdo indicativos da presenca de sistemas aromaticos %l o que pode ser

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

Cl

|
N
C|J\Ao Cl Z\CF,

Figura 12. Estrutura quimica do piridalil.

Assim, a CLAE-DAD foi aplicada para propor a possivel identificacdo do
piriproxifeno no larvicida comercial. FAROUK et al. (2014) 1% determinou o uso destes
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pesticidas em tomates através de técnicas com andlises cromatogréficas em CLAE,
monitorados 272 nm para piriproxifeno e 208 nm piridalil, obteve picos nos tempos de
retencdo de 3,3min e 4,0min para piriproxifeno e piridalil, respectivamente. Além disso,
também foi relatado pela literatura de (SULLIVAN e GOH, 2008) B o espectro no

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

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

Na andlise do larvicida comercial por GC-EM foi possivel propor a identificacdo do
piriproxifeno, no qual verificou a presenca majoritaria do PFF no tempo de retencdo (Tr) de

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

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

A proposta de identificacdo também foi baseada na analise do padrao de fragmentacéo
observado no espectro de massa do Piriproxifeno (Figura 14). Para 0 composto majoritario
piriproxifeno os fragmentos de massa caracteristicos sdo: m/z 96, 136, 186 e 226. Onde o
fragmento m/z (136) corresponde pico-base (ABDU et al., 2001) %! (Figura 15).
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Figura 14. Espectros de massas do composto Piriproxifeno.
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Figura 15. Proposta de fragmentagdes do piriproxifeno.

3.1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD ¢ uma técnica simples, rapida, robusta e de baixo custo, utilizada para
identificacdo ou separacdo das substancias que acontecem devido a diferenca de polaridade
gue cada uma apresenta, ou seja, 0 composto que interage mais com a fase estacionaria (silica
gel, alumina, celulose), onde este percorre uma distancia menor do que o composto que tem
uma maior interacdo pela fase movel ou sistema solvente. Assim, uma boa separacdo depende
do sistema solvente escolhido e da polaridade do material, tendo em vista que uma mistura de
solventes para a fase movel garante uma melhor separagéo dos compostos [107: 1081,

Segundo LINI et al. (2014) 1% essa técnica esta fundamentada na separagio de
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substancias através das suas diferentes velocidades de migragdo em razdo da afinidade
relativa com solventes, fixando-se na fase solida. Desse modo, a eficiéncia da extracdo
depende da natureza quimica do solvente de eluicdo, onde no referente estudo solventes de

diferentes polaridades foram verificados (Tabela 02).

Tabela 02. Analise cromatografica em camada delgada do larvicida comercial com

solventes de diferentes polaridades e diferentes proporcdes.

Mistura solucGes Proporc¢ao Eluicdo Fator de Retengdo
(Rf)

Cloroférmio/ metanol 9:1 + -
Cloroformio/ metanol 95:05 +++ -
Cloroférmio/ metanol 99:1 ++++ -
Cloroférmio 100 - -
Cloroférmio/ hexano 8:2 ++++ 20,41

10,38
Cloroférmio/ hexano 7:3 +++++ 20,41

10,30
Cloroformio/ acetato de etila  8: 2 +++ -

Cloroférmio / acetato de 7:3 - -

etila

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Legenda: (+++++): melhor eluicdo (separacdo); (+++) — boa eluicéo; (++) ruim eluicdo; (+)

regular eluicdo; (-) ndo separou.

A fase movel utilizada em CCD ndo deve ser pouco polar, incapaz de remover 0s
compostos do ponto de aplicacdo, e nem muito polar, capaz de arrastar 0s compostos até o
topo da placa cromatografica. Sendo assim, melhores resultados sdo obtidos com misturas de
solventes 1191,

O eluente escolhido para iniciar a eluicdo foi a mistura de hexano acetato de etila
(8:2), uma vez que os constituintes menos polares ficaram distribuidos na placa com Rf menor
que 0,5 (ideal elui¢do). Entretanto, procedimentos foram usados através de CCD de gel de

silica usando como fase movel: hexano-AcOEt, cloroférmio-AcOE, cloroférmio-CH3OH,
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cloroférmio e Cloroférmio/Hexano em diferentes proporgdes. Contudo, foi possivel observar
que a partir da mistura dos solventes utilizados com cloroférmio/hexano foi obtido um maior
“arraste” do piriproxifeno, tendo como adstringente a silica gel, e o fator de reteng¢do. Entéo,
apos a revelacao por Molibdato Cérico de Amonio, essa mistura de cloroférmio/hexano houve
um maior deslocamento da substancia. A partir desse “arraste” foi possivel calcular o fator de
retencdo para cada placa cromatogréfica. Onde apresentou resultados satisfatorios de Rf
(mais proximo a 0,50). Sendo assim, a melhor eluicéo foi a mistura cloroférmio/hexano (7:3)
“menos” polar), o que é coerente, Pois 0 piriproxifeno na sua composicao ha areia de origem
vulcanica (pedra-pomes ou pumice) associada a um surfactante, apresentando uma ligeira
solubilidade em agua, tendo assim “pouca” afinidade com substancias polares.

A posicdo de cada molécula na mistura pode ser medida pelo célculo da relacédo
entre as distancias percorridas pela molécula e o solvente. Este valor de medicdo é chamado
de mobilidade relativa ou fator de retencdo e expresso com um simbolo Rf, este valor € usado
para a descricdo qualitativa das moléculas, pode ser definido como a relacdo entre as
distancias percorridas pelo composto em uma amostra, dividido pelas distancias percorridas
pelo solvente. Um Rf sempre estard na faixa de 0 a 1, porém, o valor ideal da posi¢do de um
soluto € 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

confiaveis ja que as duas distancias seriam medidas com maior precisdo 107111,

3.2 Artemia salina

Segundo EL FELS et al. (2016) 4, conceitua este, como um teste bioldgico utilizado
para verificar a toxicidade de varias substancias quimicas. Desse modo, o presente estudo no
tempo de exposicdo de 24 h, foi significativo para quase todas as concentragfes analisadas,
exceto, as trés maiores doses (10; 100 e 1000 ppm), porém, apesar da significancia, ndo
apresentaram toxicidade para nenhuma das concentracdes nesse periodo. Ja para o tempo de
incubacdo de 48 h, pode-se verificar um maior percentual de mortalidade das larvas de A.
salina em todas as concentracgdes, contudo, foram significativas apenas para as maiores doses
(1; 10; 100 e 1000 ppm), quando comparadas ao controle negativo (CN). Ressalta-se ainda
gue para a maior concentracdo testada (1000 ppm), observa-se morte em mais de 80% das

larvas em 48 h de exposicédo (Figura 16).
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Figura 16. Percentual de mortalidade das larvas de A. salina no tempo de incubacdo de 24 h e
48 h expostos as doses do larvicida comercial. Os resultados foram expressos em média +
desvio padrdo, pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, pos-teste Student-Newman-
Keuls. Valores de significancia para ***(P<0,001), **(P<0,01) e *(P<0,05), quando

comparados ao CN (&gua destilada).

Em relagdo as menores concentragfes no tempo de 24 h, estas ndo apresentaram
mortalidade das larvas, contudo, foram significativas as concentragdes (0,0001; 0,001; 0,01;
0,1 e 1 ppm). Os resultados obtidos revelaram um efeito ndo toxico nestas concentragcdes em
A. salina L., quando combinado com o larvicida comercial, denotando um efeito protetor
deste inseticida em 24 h de exposi¢&o. De acordo com GAMBARDELLA et al. (2018) 21, os
inseticidas a base de carbamatos como o piriproxifeno no estudo sdo eficazes na inibicdo da
incubacio em A. salina. Além disso, segundo (RAND et al., 1995) ('3, a toxicidade depende
da concentracdo e das propriedades da substancia quimica a qual o organismo é exposto,
como também do tempo de exposicdo. Ensaios de toxicidade revelam o tempo e/ou a
concentracdo em que o material em estudo é potencialmente prejudicial, em que para qualquer
produto o contato com a membrana ou sistema biolégico pode ndo produzir um efeito adverso
se a concentracdo do produto for baixa, ou o tempo de contato for insuficiente (4],

Por outro lado, os resultados também indicaram que a medida que o tempo de
exposi¢do aumenta, cresce a taxa de mortalidade dos nauplios em doses elevadas, observando
um efeito dose-resposta ao tempo de exposicdo de 48 h. Segundo GAMBARDELLA et al.
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(2018) 11121 a exposicdo de tempo em concentrages de pesticidas afeta significativamente a
eclosdo e sobrevivéncia larval, o que causa a morte dos nauplios de A. salina. Além disso, o
efeito tdxico dos pesticidas pode ser devido a efeitos sinérgicos que aumentam a taxa de
mortalidade 121,

Segundo SHAH et al. (2016) ] 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 toxicos entre todos os inseticidas
testados. Além disso, o piriproxifeno também mostrou toxicidade elevada utilizando
diflubenzuron e metopreno contra A. albopictus 18, Entretanto, a sua toxicidade ndo deve
limitar-se somente aos insetos, apresentando efeitos toxicos para peixes através de
concentracdes baixas e médias %71,

Por outro lado, a CLso foi obtida a partir da regressdo linear entre a porcentagem de
individuos mortos e a concentracdo dos compostos testados, observou-se que a CLso de 48 h
foi de 0,5 ppm, valor este com alto percentual de toxicidade. Conforme a OMS, valores de
CLso abaixo de 1000 ppm em A. salina, sdo consideradas toxicas 8. Resultado semelhante
foi apresentado por VIEIRA SANTOS et al. (2017) ™ a0 estudar os efeitos
ecotoxicoldgicos do piriproxifeno, obtendo efeito de toxicidade em CLso-48 h (2,5 ppm).
Porém, foram utilizadas concentra¢cdes menores (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63 ppm), contudo, ndo
relata a dose recomendada pela OMS.

Esses efeitos toxicologicos, também podem ser devido a presenca do piridalil na
mistura de larvicida comercial. Em que, segundo SAKAMOTO et al., (2005) B7 relata
propriedades bioldgicas do piridalil contra pragas lepidopteras, onde encontraram-se valores
de CLso proximos 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 imerséo foliar, respectivamente 71,

Por outro lado, segundo a OMS, o inseticida piriproxifeno ndo tem acGes tdxicas na
concentragio de 0,01 ppm . O que corrobora com o estudo nos tempos de exposicio de 24
h e 48 h, uma vez que, estes ndo apresentaram efeitos de toxicidade nesta dose recomendada.
Por outro lado, pode-se observar que o efeito dose-resposta ndo foi obtido ja que nédo
houveram alteragfes nos niveis de mortalidade das artemias mediante 0 aumento da maioria

das concentragcfes durante um periodo de 24 h.
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3.3 Allium cepa

O teste A. cepa avalia o indice mitotico e alteragdes cromossémicas de uma grande
variedade de poluentes ambientais como os pesticidas [3l. Assim, o presente estudo avaliou o
efeito citogenotoxico do larvicida comercial no bioensaio A. cepa.

No presente estudo, observou-se uma diminuicdo significativa do indice mitético (1M)
para todas as concentragdes avaliadas quando comparadas com o CN (Tabela 03). Essa
diminuicdo no crescimento das células em comparacdo do CN para todas as doses pode
ser atrelada a efeitos adversos causados aos cromossomos, danos ao maquinario de
replicacéo, transcricdo, sintese proteica ou citocinese %1, Além disso, essa diminuicdo
do IM segundo SUMITHA e THOPPIL (2016) 2!l ¢ YUZBASIOGLU et al. (2009) 22,
pode ser ocorréncia do efeito mitodepressivo, neste ocorre uma inibicdo da sintese do
DNA, impedindo o inicio da divisdo celular e/ou desacelerando a progressdao celular.
Resultados semelhantes ao presente estudo foram observados em varios herbicidas
(Isoproturon, Diuron®, Sulcotrione®, Garlon®, Racer®, Sindone B, Trifluralin®,
Gramoxone®, Quizalofop-P-etilo (QPE), Illoxan® (diclofop-metilo), Arsénico) revisados
por DE SOUZA et al. (2016) [*?® que provocaram, em geral, uma diminuicdo do IM em A.
cepa.

A avaliacdo dos efeitos citotoxicos do piriproxifeno em A. cepa relatou uma
diminuicdo do indice mitdtico com solugbes de concentragbes 0,25; 0,5; 1 e 2 ppm [124],
Resultados similares foram obtidos mediante o uso das concentragfes (0,0001; 0,001; 0,01;
0,1 e 1 ppm) onde também foi observado uma diminuicdo do indice mitético com o aumento
das concentragdes. Segundo LIMAN et al. (2011) 1?51 esses efeitos em relagdo a diminuicéo
nas fases mitdticas das solugdes de piriproxifeno podem estar ligados a inibi¢do da profase ou
detencdo nas fases mitdticas em resposta ao estresse mitdtico. Por outro lado, devido as
atividades biologicas dos pesticidas, 0 uso destes podem causar efeitos indesejaveis para a
saude humana como danos no DNA, o que conduz ainda a efeitos adversos como o cancer e
muitas outras doencas cronicas 2261,

O piridalil também pode ter contribuido 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 nivel de expressao na enzima antioxidante citocromo
P450, levando a hipétese de que o piridalil, ou até mesmo um metabolito reativo deste gerou

uma producdo de EROs, no qual levou danos as macromoléculas celulares (por exemplo,
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proteinas), aumentando a atividade de degradacdo do proteassoma e morte celular necrética, e
possivelvemente isto pode ter sido a causa desses efeitos citotoxicos 4.

Estudo sugere que a formacdo de EROs por poluentes ambientais estdo além da
capacidade dos sistemas antioxidantes, contribuindo para a modificacdo oxidativa do DNA.
Segundo (BIANCHI et al. 2016) [*2"1 as EROs causam peroxidacéo lipidica e alteragbes na
fluidez da membrana induzindo assim danos no DNA das células, levando a apoptose
espontanea em células expostas a pesticidas. Vale ressaltar ainda que a peroxidacéo lipidica é
um dos principais resultados da lesdo mediada pelo radical que danifica diretamente as
membranas e contribui para danos no DNA 28],

Em relacdo a genotoxicidade (média total das alteragdes cromossdémicas), observou-se
no presente estudo que todas as concentra¢fes induziram efeitos genotdxicos, exceto 0,001;
0,01 e 10 ppm. A genotoxicidade ocorre devido ao mecanismo de acdo de cada inseticida, no
qual leva a producdo de radicais livres (EROs) na célula, que causam ruptura e consequente
necrose do tecido afetado 11?1, Esse estresse oxidativo ocorre quando a taxa na qual as EROs
geradas por pesticidas excedem a capacidade da célula para remové-los por antioxidantes,
pois as enzimas antioxidantes sdo parte de um mecanismo de defesa vital contra o tecido
induzido por danos provocados por EROs, além disso, muitos pesticidas sdo capazes de
induzir estresse oxidativo por modulacédo de sistemas de metabolizacdo de drogas celulares
(28] Resultados semelhantes foram encontrados por KARAISMAILOGLU, (2016) 1?4 em
gue a exposicdo ao piriproxifeno apresentou uma agdo genotoxica em todas as concentracdes
ao material genético de Allium cepa, com doses (2,5, 0,5, 1 e 2 ppm), concentracdes 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 indice mitético e das alteragcBes cromossdmicas em células meristeméticas de radiculas de A. cepa, apos a

exposicao por 24 h em diferentes concentracGes do larvicida comercial.

Indice Alteracdes
Tratamento Dose (ppm) MI'EO'[_ICO AItera@6e§ C_:romoss()mlcas Cromossémic
(Média = (Média + DP) as
DP) (Média £ DP)
AC Cm PC BN MN PT QC Total
CN H,O 156,44 + 42,73 0,00 +0,00 0,00 + 0,00 0,09+0,28 0,00 0,00 0,09+ 0,28 016+035  039+055 0,73+ 0,66
CcP 10 75,80 + 42,91 4,77+6,25" 1,13+1,18 4,14 +379" 000£0,00  17,53+11,61" 2,82+158"  1,15+146 33,61+17,71"
0,0001 69,54 + 33,72 0,00 +0,00 0,00 0,00 0,17 +0,37 0,00 0,00 1,04+ 1,50 076+081  088+131 552+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 + 1,56 025+041  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 + 0,64 038+066  055%0,86 1,60 + 1,34
Larvicida 01 56,43+ 14,94 0,00 +0,00 0,00 0,00 0,49 +1,05 0,00 0,00 1,80+ 1,55" 055+066  094+0,88 3,79+2,78"
eomerct 1 50,41+ 9,17 0,00 +0,00 0,00 0,00 0,63+ 0,96 0,00 + 0,00 1,21+1,79 043+061  105+118 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+ 0,50 053+063  055+0,66 213+1,83
100 62,30+ 12,37 0,00 +0,00 0,07+0,23 0,51+ 1,06 000£000  426+399"  045+078  1,38+1,18 7,33+4,33"
1000 54,20+ 7,40" 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 0,17 +0,56 0,00 + 0,00 3,4£3,97" 046+067  097+096 6,81+ 5,66™

CN: Controle Negativo (H20 destilada). CP: Controle Positivo (MMS, metilmetanosulfonato). AC: Aderéncia Cromossémica. Cm: C-metéfase.
PC: Perda Cromossomica. BN: Broto Nuclear. MN: Micronucleo. PT: Ponte Cromossdmica. QC: Quebra Cromossémica. DP: Desvio-padréo.
*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 a analise de 5.000 células por tratamento
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Os efeitos genotdxicos induzidos pelo piriproxifeno resultam de um efeito indireto do
inseticida no DNA das células, representando um risco para 0s organismos devido ao seu
potencial para provocar danos cromossdmicos. Segundo MOHAMMED et al. (2015) '8l a
inducdo de alteragdes cromossdmicas também pode ser devido a presenca de metil (CHs) no
piriproxifeno gerando radicais livres. Vale ressaltar também que a genotoxicidade dos
pesticidas é demonstrada em sistemas de plantas em que relatérios mostram que muitos dos
produtos quimicos utilizados no controle de pragas afetam a divisdo celular, além de
induzirem alteracBes cromossémicas e causarem uma diminuico na diviso celular 221,

Os diferentes tipos de alteracbes cromossdmicas (AC) induzidas pelo pesticida no
presente estudo foram as C-metéfase, perdas cromossémicas, quebras cromossémicas,
microndcleos e pontes cromossomicas. Apenas 0s micronucleos (MN) foram significativos
nas concentracdes (0,1, 100 e 1000 ppm). O somatorio de alteracbes cromossdmicas podem
ter contribuido para a mutagenicidade observada no estudo. Uma vez que as alteracOes
ocorridas na molécula de DNA, quando nédo reparadas podem levar a mutagdes. A capacidade
de reparo do DNA diminui com o passar do tempo e a taxa de mutacéo de cada diviséo celular
¢ aumentada com a idade do individuo 3%,

Além disso, de acordo com HAQ et al. (2017) [®l, essa indugdo de AC em células de
A. cepas podem estar associadas ao efeito cumulativo de varios poluentes, tais como fendis,
metais pesados e outros poluentes organicos. Por outro lado, segundo CHRYSOULI et al.
(2018) 341 o aparecimento de MN ¢é devido ao dano aneugénico (cromossomo inteiro) e/ ou
clastogénico (ruptura cromossomica). Essa formacdo de MN também pode estar relacionada a
alguns fatores, tais como as pontes cromossdémicas, em que estas podem originar MN em
células filhas quando se quebram fragmentos no final da telofase 27 a formacdo de
fragmentos cromossémicos acéntricos, resultantes de quebras isocromatidicas, cromatidicas,
ou de disfuncdes do fuso mitdtico, podendo, em cada célula, aparecer mais de uma vez 121,
As quebras cromossdmicas, formando fragmentos acéntricos, ou com sequéncias de
cromossomos inteiros que ndo se prendem ao fuso mitotico e dessa forma, ndo chegam aos
polos das células durante a mitose ou a meiose 31 além de perdas de cromossomos inteiros
[134].

Segundo a OMS, o inseticida piriproxifeno ndo tem acbes carcinogénicas e
genotdxicos na concentracdo de 0,01 ppm, dose esta recomendada para o tratamento de agua
potavel [*91. O que se encontra em conformidade com o presente estudo, uma vez que, este ndo

apresentou efeito genotoxico e mutagénico na dose ja citada. Vale ressaltar, que no estudo em
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questdo esta dose (0,01 ppm) obteve um efeito citotoxico, porém, ndo ha relatos bibliograficos
do piriproxifeno que analisam a relagdo 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 inibicOes de crescimento de S. cerevisiae usados no teste estdo apresentados na
Figura 17. Em todas as linhagens testadas, o larvicida comercial induziu danos oxidativo
significativos em relacdo a solucdo salina (CN).

No tratamento de SODWT (linhagem selvagem), o piriproxifeno apresentou danos
oxidativo (p<0,05) apenas nas duas maiores concentra¢des (100 e 1000 ppm). Entretanto, no
gene Sod 1 (linhagem superdéxido dismutase citoplasmatica), o produto provocou danos
oxidativos para a maioria das concentracdes testadas, exceto na menor concentragdo (0,0001
ppm). Em relacdo a linhagem Sod 2 (linhagem mitocondrial), os produtos em todas as
concentragdes testadas induziram danos oxidativo em relagéo a solugdo salina (CN). De forma
similar, Sod 1 Sod 2 (duplo mutante citoplasmético e mitocondrial), causou danos oxidativo
para todas as concentracOes testadas. Para Cat (enzima catalase), apenas nas duas menores
concentracfes (0,0001 e 0,001 ppm), ndo foram observados danos oxidativo. J& para a
linhagem duplo mutante Sod 1 Cat 1, o produto gerou danos oxidativos em todas as
concentragOes 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 toxico, citotoxico e genotoxico 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 citotoxico e
genotoxico 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 graficos representam os halos de inibicdo mensurados em mm nas linhagens
SODWT, Sodl, Sod2, Sod1Sod2, Catl e Sod1Catl. Valores em média + desvio padrdo dos
halos de inibicdo (0-40 mm). ANOVA, pds-teste de Bonferroni. Valores de significancia para
***(P<0,001), **(P<0,01) e *(P<0,05), quando comparados ao CN (solucéo 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 lesdo por estresse oxidativo, devido
a formacdo de radicais livres. Segundo BOONSTRA e POST (2004) 1% os pesticidas
também podem induzir citotoxicidade por meio do aumento da producdo de EROs através de
concentragfes 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) [*1 as leveduras respondem aos estresses
oxidativos usando diferentes estratégias, tais como a detoxificacdo de EROs, autofagia,
degradacdo e apoptose. Ressalta-se ainda, que os danos no DNA causados pelos radicais
livres também desempenham um papel importante nos processos de mutagénese e
carcinogénese 361,

Neste estudo, os inseticidas piriproxifeno e piridalil presentes na mistura do larvicida
comercial, foram caracterizados pelo seu potencial toxico, 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 pg. kg?), o qual apresentou elevada toxicidade para todas as
concentragdes 71, Ja no estudo de BAYOUMI et al. (2003) 138 com linhagens de células
CHO-K1 em mamiferos in vitro, em diferentes condigdes de cultura celular apos 72 h de
exposicao, apresentou efeitos citotoxicos que aumentam com a exposi¢cao no tempo.

Em relagdo as enzimas antioxidantes Cat e Sod estas foram proficiente. DOGU et al.
(2015) 1 afirmaram haver efeito toxico, uma vez que o desequilibrio entre a defesa
antioxidante e a produgéo de EROs acarreta em estresse oxidativo, resultando em um efeito
prejudicial no DNA. Vale ressaltar que essas enzimas, Cat e Sod atuam impedindo 0 aumento

de EROs em células normais, induzindo assim a diminuigéo de estresse oxidativo 1,
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CONSIDERACOES FINAIS

A relevancia desta pesquisa estd na possibilidade de contribuir para uma melhor
compreensdo acerca do uso de inseticidas no controle de vetores, para uma protecdo do
ecossistema e salde humana, visando a necessidade de compreender o comportamento
quimico, bioldgico e farmacéutico 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 majoritéario da
mistura.

Em A. salina, verificou-se uma toxicidade significativa para a maioria das
concentracfes do piriproxifeno, o que pode ser justificado pela presenca do piridalil na
mistura.

Embora tenha sido obtidos efeitos citotoxicos em todas as concentracGes submetidas
ao A. cepa, efeitos genotdxicos e mutagénicos nao 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 citotoxico verificado em A. cepa, bem como a
producdo de espécies reativas de oxigénio relacionada sua a toxicidade.

Portanto, esses resultados sdo relevantes para uma monitorizagdo adequada, quanto ao

uso de inseticidas, em detrimento a seus efeitos relacionados a satde e ao ecossistema.
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Anexo A*

ANEXO A — Documento de solicitagdo para Secretaria de Satude Municpal de

Agua Branca — Piaui em prol das amostras de larvicida comercial.

BUESPILLY S,

Programa de Sos-Graduagio
em Quimica

GOVERNO DO ESTADO DO PIAUI
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PIAUf — UESPI
CENTRO DE CIENCIAS DA NATUREZA — CCN
COORDENACAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA — PPGQ

OFiCIO-PPGQ N° 01/2016
Teresina, 24 de Agosto de 2016.

Do: Coordenador do Mestrado Académico em Quimica

Prof. Dr. Reginaldo da Silva Santos

Para: Secretaria de Saide Municipal de Agua Branca

Sr. (a) Leila Cristiane Viana Vieira

Ao tempo que cumprimento V. Sa., venho por meio deste, solicitar 08 (oito) pacotes de
100g de Sumilarv 0,5 G (Pyriproxifen) com a finalidade de realizar pesquisas académicas
referentes a Dissertacao de Mestrado da discente Patricia e Silva Alves, Mestranda em Quimica,
desse programa de p6s-graduagio. Em anexo, segue um resumo do trabalho de pesquisa realizado
pela referida discente.

Ciente de que, na medida do possivel, essa solicitagao lhes serd favordvel, desde ji
agradecemos a atengdo dispensada ao fato, subscrevemo-nos e coloco-me 4 disposicao para maiores

esclarecimentos.

Atenciosamente,

(_Prof+Dr. Reginaldo)da Silva Santos
—€Eeofdenador-do”PPGQ-UESPI
Matricula: 268401-2

Nicleo de Pos-Graduagdo - Rua Jodo Cabral, 2231 — Bairro Piraja — CEP: 64.002-150 — Teresina — Piaui — Brasil
Telefones (central) : 086 3213-7524/7524 (Ramais: 370 ou 378)
E-mail: ppgq.uespi@gmail.com e www.uespi/quimica/ppgq




