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“É triste pensar que a natureza fala e que o gênero humano não a ouve” 

Victor Hugo 

  



  
 
 

RESUMO 

A crescente utilização de agrotóxicos com o intuito de aumentar a produção agrícola tornou-

se um dos principais problemas em relação ao meio ambiente. O solo é o primeiro 

compartimento a receber estas substâncias e, portanto, os organismos que nele habitam são os 

mais prejudicados pela sua aplicação. Com o intuito de proteger a biodiversidade do planeta, a 

comercialização e utilização de muitos agrotóxicos com reconhecida ação tóxica a organismos 

não-alvos têm sido proibidas por diversos países e organizações internacionais. Para substituí-

los de forma eficaz, novos produtos têm sido desenvolvidos. As substâncias testadas no 

presente estudo, [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) e [Mg(5-metil-phen) 

(hesperitina)(H2O)2](CH3COO), foram desenvolvidas como uma alternativa ao formicida 

sulfluramida, amplamente utilizado no combate às formigas cortadeiras e proibido em muitos 

países. Estas substâncias são complexos metálicos, compostos por um produto natural 

extraído de frutos cítricos, o flavonóide hesperitina, ligado a um metal. Neste sentido, o 

presente trabalho teve como objetivo investigar a toxicidade destas duas formulações de 

metalo-inseticidas para organismos não-alvo. Vegetais superiores, Allium cepa e Tradescantia 

pallida, e invertebrados terrestres, Rhinocricus padberdi, Eisenia fetida, Enchytraeus 

crypticus e Folsomia candida, foram utilizados como organismos bioindicadores na 

realização dos bioensaios. A avaliação da toxicidade foi realizada pela análise de diferentes 

parâmetros, como aberrações cromossômicas e micronúcleo, alterações histológicas e 

histoquímicas, indução de proteínas de estresse HSP70, testes de mortalidade e reprodução. 

Por meio dos testes citogenéticos aplicados em A. cepa e T. pallida, foi possível observar que 

o metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) foi capaz de induzir 

aberrações cromossômicas e formação de micronúcleo, principalmente em A. cepa. A análise 

morfológica realizada no intestino médio do diplópodo R. padbergi não apresentou alterações 

estatisticamente significativas, indicando que os metalo-inseticidas são seguros para a espécie. 

Porém, a análise das proteínas de estresse revelou que os compostos podem induzir a síntese 

de HSP70. O composto [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) não é capaz de 

gerar  mortalidade em minhocas da espécie E. fetida nem interferir na sua reprodução, embora 

interfira na reprodução de enquitréideos da espécie E. cryptus e da espécie de colêmbolos F. 

candida, uma vez que diminuiu a geração de juvenis, principalmente nas maiores 

concentrações. Deste modo, sugere-se que o metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen) 

(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) apresenta maior potencial tóxico quando comparado ao 

metalo-inseticida [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO). 

Palavras-chave: genotoxicidade; histopatologia; proteína de estresse; reprodução 



  
 
 

ABSTRACT  

The great use of pesticides in order to increase agricultural production has become a major 

problem to the environment and has concerned scientists worldwide. These substances reach 

primarily the soil and the organisms that inhabit it are the most affected by its 

implementation. In order to protect the planet's biodiversity, the commercialization and use of 

many pesticides with known toxic effects to non-target organisms have been banned by many 

countries and international organizations. In order to effectively replace them, new products 

have been developed. The substances tested in this study were developed to replace the 

sulfluramide formicide, widely used against leaf cutting ants and banned in many countries. 

These new substances are metal complexes consisting of a natural product, the flavonoid 

hesperetin, linked to an inorganic metal. Among the developed formulations, [Mg(5-Cl-

phen)(hesperetin)(H2O)2](CH3COO) and [Mg(5-methyl-phen)(hesperetin)(H2O)2](CH3COO) 

were the ones which showed better insecticide efficacy. In this sense, the present study aimed 

to investigate the toxicity of these two new formulations of metal-insecticides to non-target 

organisms. Higher plants, Allium cepa and Tradescantia pallida, and terrestrial invertebrates, 

Rhinocricus padberdi, Eisenia fetida, Enchytraeus crypticus and Folsomia candida were 

choosen as bioindicators organisms. The toxicity evaluation was carried out by analyzing 

different parameters, such as chromosomal aberrations and micronucleus induction, 

histological and histochemical alterations, induction of HSP70 stress protein, mortality and 

reproduction. Cytogenetic tests in A. cepa and T. pallida revealed that the complex [Mg(5-

methyl-phen)(hesperetin) (H2O)2](CH3COO) is able to induce chromosomal aberrations and 

induction of micronucleus, particularly in A. cepa. Morphological analysis performed with the 

millipede R. padbergi showed no statistically significant changes, indicating that the 

complexes are safe for the species. However, the analysis of stress proteins revealed that the 

compounds can induce the synthesis of HSP70. The compound [Mg(5-methyl-

phen)(hesperetin)(H2O)2](CH3COO) is not able to cause mortality in E. fetida worms neither 

change its reproduction rates, but interferes in the reproduction of the species E. cryptus and 

F. candida, once a decreased generation of juveniles was observed, especially in the highest 

concentrations. Thus, it can be suggested that [Mg(5-methyl-phen)(hesperitin)(H2O)2] 

(CH3COO) complex shows higher potential toxicity when compared to [Mg(5-Cl-

phen)(hesperitin)(H2O)2](CH3COO). 

Key-words: genotoxicity; histopathology; stress protein; reproduction  
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1. INTRODUÇÃO  

A utilização de inseticidas sintéticos constitui a principal via de erradicação de pragas 

em plantações do mundo todo (OFUYA; OKUKU, 1994). Apesar da sua eficácia na 

agricultura, a constante utilização ao longo dos anos acarreta vários efeitos negativos ao meio 

ambiente (OFUYA; OKUKU, 1994; ZACHARIA, 2011). Além de serem responsáveis pela 

contaminação das águas e do solo, podem causar intoxicação em trabalhadores do campo e 

em consumidores e contribuir para que as pragas se tornem resistentes a eles (ISMAN, 2006).  

No Brasil, o uso de pesticidas alcançou, no ano de 2005, o patamar de produção e 

comercialização de, aproximadamente, 400 mil toneladas (SANTOS et al., 2007). A partir de 

2008, o país tornou-se o maior consumidor mundial de agrotóxicos, movimentando 6,62 

bilhões de dólares, para um consumo de 725,6 mil toneladas de agrotóxicos, ou seja, 3,7 kg de 

agrotóxicos por habitante. De acordo com os Indicadores de Desenvolvimento Sustentável, 

divulgados pelo IBGE (2012), a comercialização de agrotóxicos em 2002 representava 2,7kg 

por hectare. Em 2012, houve um aumento de 155%, atingindo 6,9kg por hectare. 

O fato de o Brasil possuir 10 espécies e 3 subespécies de Atta (saúvas) contribui para a 

classificação do país como um dos maiores consumidores mundiais de pesticidas (SANTOS 

et al., 2007), uma vez que as formigas cortadeiras deste gênero representam uma das 

principais pragas responsáveis por danos econômicos em áreas agrícolas das regiões tropicais 

e subtropicais das Américas por possuírem comportamento de cortar as folhas das plantas 

para utilizá-las como substrato aos fungos dos quais se alimentam (SCHOEREDER et al., 

2012).  

Os processos de combate às formigas cortadeiras têm sido realizados, historicamente, 

por pesticidas sintéticos (SCHOEREDER et al., 2012). Estes métodos possuem baixa 

especificidade, são altamente tóxicos e podem gerar populações de insetos resistentes 

(HEBLING et al., 1996). Desde que o pesticida dodecacloro foi proibido em 1993, a 

sulfluramida tornou-se o princípio ativo mais utilizado contra tais organismos (ZANUNCIO 

et al., 2000; ABRAISCA, 2011). 

Porém, tanto a produção quanto a degradação da sulfluramida envolve sulfonato de 

perfluorooctano (PFOS), substância tóxica para mamíferos (LUEBKER et al., 2005; FAN et 

al., 2005), aves (VERREAULT, 2005; OLIVERO-VERBEL et al., 2006), peixes 

(TANIYASU et al., 2003) e outros insetos (BOTS et al., 2010).  

Devido ao seu risco para humanos e meio ambiente, em 2009, a Convenção de 

Estocolmo decidiu banir a produção de PFOS, embora tenha permitido que os países 
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enviassem propostas para sua liberação quando seu uso fosse justificável. Sendo assim, no 

mesmo ano, o Brasil pleiteou e ganhou o direito de continuar produzindo sulfluramida 

(STOCKHOLM CONVENTION, 2009). Segundo a “United Nations Environment 

Programme” (UNEP), em 2007, a produção anual deste inseticida no Brasil atingiu 30 

toneladas, liberando grande quantidade de PFOS no ambiente. Nos EUA, todos os produtos 

contendo sulfluramida já foram proibidos e os produtos estocados só puderam ser 

comercializados até dezembro de 2012 (USEPA, 2008). 

Conscientes desta problemática, pesquisadores vêm conduzindo estudos a fim de 

desenvolver produtos economicamente viáveis e menos danosos aos ecossistemas no combate 

das formigas cortadeiras (BIAVATTI et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007; BUENO et al., 

2013). Neste sentido, a substância a ser testada neste trabalho, recentemente desenvolvida, 

apresenta-se como uma alternativa eficaz ao uso da sulfluramida.  

Este novo inseticida, desenvolvido pela UFSCar (Universidade Federal de São Carlos) 

em parceria com a UNESP (Universidade Estadual Paulista), é um produto natural, derivado 

do flavonóide hesperitina, ligado a complexos inorgânicos metálicos. A presença, na mesma 

molécula, de um produto natural (L) e de um ligante polipiridínico (L’-L’) com propriedades 

antiacetilcolinesterase, unidos por ligações covalentes a um mesmo íon metálico central (M), 

originou compostos do tipo cis-[M n(L)m(L’-L’) k](PF6)x (OLIVEIRA, 2012). 

Especificamente, trata-se de um complexo de metal inorgânico (M), cis-[M n(L)m(L’-

L’) k](PF6)x, onde M = Ru(II), Mg(II), Cu(II), Fe(II), Zn(II); L = hesperidina (hesp), 

hesperitina (hespt), naringina (ngina) e naringenina (ngnina); L’-L’ = 1,10-fenantrolina 

(phen);  n = 1,2; m = 1,2 k = 1,2; e x = 1,2. Tal formulação é utilizada como um sistema capaz 

de atuar como inseticida para as formigas cortadeiras quando adicionado às iscas e para 

lagartas-dos-cartuchos dos milhos e outros insetos pragas da agricultura em outras 

formulações. De todas as formulações testadas, as mais eficientes foram [Mg(5-Cl-

phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) 

(OLIVEIRA, 2012). 

Os ensaios in vivo com insetos pragas realizados com este sistema metalo-inseticida 

apresentaram tempo de ação retardado, o qual é similar ao tempo de ação do inseticida 

comercial sulfluramida. A complexação com metais tem a função de permitir que o composto 

orgânico ativo atinja o local de ação. Quando adicionado às iscas, o metalo-inseticida é capaz 

de eliminar 85% do formigueiro em quantidades de 0,9 mmol L-1, atuando na colônia sem a 
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necessidade de adicionar outros agentes tóxicos para alcançar a atividade inseticida desejada 

(OLIVEIRA, 2012). 

Apesar de inseticidas produzidos a partir de produtos naturais, como a substância a ser 

estudada neste trabalho, não possuírem propriedades potencialmente tóxicas, a avaliação da 

sua utilização e dos seus possíveis riscos são importantes, uma vez que o fato de serem 

naturais não garante que sejam seguros (TOLBY, 1997 apud OPIYO, 2003). 

Para a avaliação dos riscos ambientais, os estudos ecotoxicológicos são realizados com 

o principal objetivo de fornecer dados que serão utilizados para determinar a necessidade de 

precaução e limitação no uso de determinada substância, minimizando, assim, os efeitos 

adversos em organismos não alvos. Pesquisas recentes realizadas com outros produtos 

naturais utilizados como inseticidas (neem e fruta-do-conde) demonstraram que eles podem 

causar efeitos negativos tanto em humanos quanto em organismos não alvos ou apresentar 

efeitos genotóxicos (KWANKUA, 2010; PARAMJIT et al., 2009). 

O acúmulo de dados sugerindo que a mutagenicidade é um parecer razoável para a 

carcinogenicidade e o rápido crescimento da literatura científica relacionada à genotoxicidade 

e à mutagenicidade, despertaram os governos mundiais sobre o risco dos agentes químicos 

para a população. Desde então, os órgãos de saúde pública e agências ambientais 

acrescentaram a análise de mutagenicidade a ser avaliada em sua bateria de testes antes que 

agentes químicos, aditivos alimentares e medicamentos fossem introduzidos no mercado 

(RIBEIRO et al., 2003). No Brasil, os testes de ecogenotoxicidade têm sido empregados desde 

a década de 80, visando uma melhor avaliação das condições ambientais (BUCKER, 2006). 

As informações sobre a toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade das substâncias 

podem ser fornecidas através de ensaios realizados com plantas (RODRIGUES et al., 1997), 

uma vez que estudos citogenéticos nestes organismos têm a capacidade de descrever possíveis 

alterações em seus cromossomos causadas por substâncias mutagênicas (TEDESCO; 

LAUGHINGHOUSE, 2012).  

Entre as principais espécies utilizadas, encontra-se Allium cepa. A espécie permite a 

avaliação de danos no DNA, tais como aberrações cromossômicas e distúrbios no ciclo 

mitótico (LEME; MARIN-MORALES, 2009). O teste de micronúcleo em célula mãe do grão 

de pólen de Tradescantia (Trad-MCN) é considerado uma valiosa ferramenta por muitos 

pesquisadores devido à simplicidade da metodologia e sensibilidade à exposição aos agentes 

genotóxicos (GUIMARÃES et al., 2000). Trata-se de um teste de mutação em célula 

germinativa extremamente sensível, de exposição curta e avaliação simples, onde as plantas 
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podem ser diretamente expostas ao contaminante, sem que haja diluição ou filtração da 

amostra (STEINKELLNER et al., 1999). Dados obtidos em experimentos com esse vegetal 

indicam resultados similares aos testes com cultura de células de mamíferos e bactérias 

(CARVALHO, 2005). 

Além de vegetais superiores, invertebrados da fauna terrestre também têm sido 

propostos como organismos bioindicadores para a avaliação de substâncias tóxicas presentes 

no solo (FONTANETTI et al., 2011). Eles têm mostrado grande potencial em se tornar um 

alerta precoce em solos contaminados, sendo que organismos da macrofauna são os mais 

adequados para esta finalidade (PAOLETTI et al., 1991). Para Opiyo (2003), informações a 

respeito dos efeitos causados por contaminantes no ambiente devem ser fornecidas levando 

em consideração a toxicidade da substância em invertebrados não alvos. Neste sentido, 

artrópodos e anelídeos têm sido muito utilizados em análises de toxicidade (NATAL-DA-

LUZ et al., 2004; FONTANETTI et al., 2011). 

Diplópodos, por estarem em íntimo contato com o solo e por serem colonizadores de 

suas várias camadas, podem ser muito influenciados pela presença de metais, compostos 

orgânicos e substâncias complexas presentes no ecossistema (FONTANETTI et al., 2011; 

SOUZA et al., 2014). Nestes organismos, as alterações morfológicas são utilizadas como 

biomarcadores na investigação de compostos químicos específicos e no monitoramento de 

efeitos agudos e crônicos. A análise histológica e ultra-estrutural de diferentes órgãos tem se 

tornado uma ferramenta amplamente utilizada em estudos com invertebrados com o objetivo 

de investigar danos causados por substâncias tóxicas (FONTANETTI et al., 2010). À análise 

morfológica, pode-se somar a análise de proteínas de estresse nos tecidos destes animais, 

embora pouco seja conhecido sobre as mesmas em invertebrados de solo, uma vez que a 

aplicação desta técnica nestes animais é recente quando comparada aos estudos com 

organismos aquáticos (KNIGGE et al., 2014; STAEMPFLI et al., 2002). 

Enquitreídeos, pertencentes à Classe Oligoqueta, são anelídeos terrestres 

ecologicamente relevantes e, assim como diplópodos, possuem importante papel na 

decomposição da matéria orgânica e no processo de bioturbação do solo (DIDDEN, 1993). Os 

protocolos para o teste de reprodução com estes animais (ISO 16387, 2004; OECD 220, 

2004), recomendam o uso da espécie Enchytraeus albidus, porém também sugerem o uso de 

espécies alternativas. Entre elas, a espécie Enchytraeus crypticus tem ganhado crescente 

importância devido a suas vantagens práticas (CASTRO-FERREIRA, 2012). Os testes de 

reprodução são importantes para estudos ecotoxicológicos devido a sua influência na 
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dinâmica populacional (DENNEMAN; STRAALEN, 1991). O princípio do teste confere em 

expor os organismos em diferentes concentrações a serem testadas e, após quatro semanas, os 

efeitos na reprodução são avaliados pela contagem do número de descendente no solo (ISO 

16387, 2004). Além do uso de enquitreídeos, testes de reprodução também são realizados com 

espécies de minhocas (Eisenia fetida e E. andrei) e colêmbolos (Folsomia candida). Os testes 

com estas espécies são semelhantes dos testes com enquitreídeos, alterando, principalmente, o 

tempo de exposição (ISO 11267, 1999; 11268-2, 2012). 

Considerando o exposto acima e a necessidade da avaliação ecotoxicológica deste 

sistema metalo-inseticida para que sua aplicação seja ambientalmente segura, o presente 

estudo objetivou analisar o potencial tóxico dos complexos metalo-inseticidas [Mg(5-metil-

phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) e [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) por 

meio de análises citogenéticas em células vegetais (A. cepa e T. pallida), análises 

morfológicas, histoquímicas e imunohistoquímicas no intestino médio de diplópodos 

(Rhinocricus padbergi) e bioensaios de mortalidade e reprodução com minhocas (E. fetida) e 

reprodução com enquitreídeos (E. crypticus) e colêmbolos (F. candida). 
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7. CONCLUSÃO 

 A partir dos resultados apresentados, conclui-se que: 

• A utilização de diferentes organismos testes foi importante para a avaliação do 

potencial tóxico dos metalo-inseticidas testados. 

• Os bioindicadores vegetais, A. cepa e T. pallida, foram eficientes na avaliação do 

potencial tóxico, citotóxico, genotóxico e mutagênico dos metalo-inseticidas testados. 

A espécie A. cepa mostrou-se mais sensível e revelou que [Mg(5-metil-

phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) apresenta maior toxicidade. 

• As análises morfológicas do intestino médio de diplópodos revelaram que os metalo-

inseticidas não são capazes de induzir alterações neste órgão, sugerindo que sua 

aplicação é segura para a espécie. Porém, a análise das proteínas de estresse sugere 

que os metalo-inseticidas podem influenciar na homeostase celular, uma vez que 

induzem maior expressão de HSP70. 

• As minhocas não são afetadas pelo metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperitina) 

(H2O)2](CH3COO), uma vez que os parâmetros analisados, reprodução, mortalidade e 

peso corpóreo, não foram alterados.  

• Os testes de reprodução com enquitreídeos e colêmbolos revelaram que as maiores 

concentrações podem interferir na geração de juvenis destas espécies, principalmente 

para enquitreídeos.  

• De acordo com os testes de reprodução, a espécie mais sensível foi E. crypticus, 

seguida de F. candida e E. fetida. 

• O metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO) apresenta 

maior potencial tóxico quando comparado ao metalo-inseticida [Mg(5-Cl-

phen)(hesperitina)(H2O)2](CH3COO), portanto recomenda-se cautela na sua aplicação. 

Apesar disso, eles podem ser uma alternativa mais segura no combate às formigas 

cortadeiras, principalmente se comparado a outros formicidas reconhecidamente 

tóxicos.  
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