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Resumo 
 

 

A dengue é, hoje, uma das principais doenças reemergentes e um dos mais 

importantes problemas de saúde pública no mundo. Com a ausência de uma vacina eficaz e 

dificuldades no tratamento, a única alternativa disponível na prevenção da dengue é o 

combate ao vetor, e, atualmente, a utilização de inseticidas tem sido a principal estratégia 

de controle das larvas e mosquito adulto do Aedes aegypti. Dentre os compostos utilizados 

para o combate as larvas de Aedes aegypti está o diflubenzuron (DFB), um inseticida e 

acaricida regulador do crescimento de insetos (IRC), da classe das benzoiluréias. Devido à 

escassez de estudos toxicológicos a respeito deste composto, o presente estudo objetivou 

avaliar os efeitos toxicológicos após exposição subaguda ao inseticida DFB, em ratos 

machos adultos e a genotoxicidade in vivo. Para tanto a primeira etapa consistiu em avaliar 

a toxicidade subaguda e ratos machos adultos (90 dias de idade) receberam, durante 28 

dias consecutivos por gavage, 0; 2; 4 ou 8 mg/kg/dia de DFB (grau técnico; 98% de 

pureza). Após o tratamento, foram analisados os seguintes parâmetros: aspectos 

bioquímicos e hematológicos, histopatologia do fígado, rim, testículo e epidídimo, 

contagem e morfologia espermática. Para o estudo de genotoxicidade camundongos 

machos Swiss foram divididos em cinco grupos experimentais (n=10 animais/grupo). Um 

grupo foi tratado com ciclofosfamida por via intraperitoneal (50mg/kg) e o grupo controle 

recebeu o veículo (1,0 mL/kg de óleo de milho). Os outros três grupos foram tratados com 

as doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg de peso corpóreo de DFB por via oral. O tratamento foi 

realizado uma única vez e o composto químico foi dissolvido em óleo de milho antes da 

administração. O ensaio cometa foi realizado coletando sangue da cauda de cada animal 

24h após administração do DFB e o teste do micronúcleo após 24, 48 e 72 h do tratamento 

com o composto. No experimento de toxicidade subaguda nenhum sinal clínico de 

toxicidade foi observado nos animais dos grupos experimentais durante o tratamento com o 

DFB. No entanto, observou-se aumento nos níveis séricos de alanina aminotransferase 

(ALT) no grupo que recebeu 8 mg/kg/DFB/dia e de uréia nas doses de 4 e 8 

mg/kg/DFB/dia. Por outro lado, não houve alterações significativas nos níveis de aspartato 

aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (δ-GT), creatinina e nos parâmetros 

hematológicos avaliados. A exposição subaguda a menor dose (2mg/kg) do DFB provocou 

diminuição significativa no peso do testículo, na produção espermática diária e no número 

de espermatozoides no epidídimo em relação ao grupo controle. Entretanto, não foram 
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observadas alterações na histologia do testículo, epidídimo, fígado e rim e na morfologia 

espermática. No ensaio de genotoxicidade em todas as doses testadas houve aumento 

significativo de micronúcleos e cometas quando comparado com o grupo controle 

negativo. A dose de 3mg/kg/DFB foi a que apresentou uma incidência maior de 

micronúcleos e cometas. Conclui-se que o DFB foi tóxico para o sistema reprodutor 

masculino de ratos após exposição subaguda e potencialmente genotóxico nestas condições 

experimentais. Outros estudos devem ser conduzidos a fim de identificar seus possíveis 

mecanismos tóxicos. 

 

Palavras chaves: Diflubenzuron, toxicidade subaguda, sistema reprodutor, 

genotoxicidade. 
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Abstract 

 

Dengue is currently one of the main reemerging diseases and one of the most 

important public health problems in the world. Without an effective vaccine and 

difficulties in the treatment, the only available alternative in the prevention of Dengue is to 

combat the vector and recently the use of insecticides has been the principal strategy in the 

control of Aedes aegypti larvae and adult mosquitoes. Among the compounds used to 

combat Aedes aegypti larvae is diflubenzuron (DFB), an insecticide and acaricide insect 

growth regulator (IRC), in the benzoylureas class. Due to the lack of toxicological studies 

about this compound, the present study aimed to evaluate the toxicological effects after 

subacute exposure to the insecticide DFB, in adult male rats and genotoxicity in vivo. For 

this purpose, the first step was to evaluate the subacute toxicity and adult male rats (90 

days old) received for 28 consecutive days by gavage, 0, 2, 4 or 8 mg/kg/day of DFB 

(technical grade, 98% purity). After the treatment, the following parameters were analyzed: 

biochemical and hematological aspects, histopathology of liver, kidney, testis and 

epididymis, sperm morphology and count. For the study of genotoxicity Swiss male mice 

were divided into five experimental groups (n = 10 animals/group). One group was treated 

with cyclophosphamide intraperitoneally (50mg/kg) and the control group received the 

vehicle (1.0 mL/kg of corn oil). The other three groups were treated with the doses of 0.3, 

1 and 3 mg/kg of body weight of DFB orally. The treatment was performed only once and 

the chemical compound was dissolved in corn oil before the administration. The comet 

assay was performed by collecting blood from the tail of each animal 24 hours after 

administration of the DFB and the micronucleus test after 24, 48 and 72 h of the treatment 

with the compound. In subacute toxicity experiment no clinical signs of toxicity were 

observed in the animals of the experimental groups during treatment with the DFB. 

However, there was an increase in serum levels of alanine aminotransferase (ALT) in the 

group treated 8 mg/kg/DFB/day and of urea at doses of 4 and 8 mg/kg/DFB/day. On the 

other hand, no significant changes were observed in the levels of aspartate 

aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GT-δ), creatinine and 

hematological parameters evaluated. The subacute exposure to the low-dose (2mg/kg) of 

DFB caused significant decrease in testis weight, daily sperm production and the number 

of spermatozoa in the epididymis in the control group. However, no changes were 

observed in histology of the testis, epididymis, liver and kidney and sperm morphology. In 
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genotoxicity assay, at all doses tested, there was significant increase of micronucleus and 

comets when compared with the negative control group. The dose of 3mg/kg/DFB had the 

higher incidence of micronucleus and comets. It was concluded that the DFB was toxic to 

the male reproductive system of mice after subacute exposure and potentially genotoxic in 

these experimental conditions. Further studies should be conducted to identify their 

possible toxic mechanisms. 

 

Key Words: Diflubenzuron, subacute toxicity, reproductive system, genotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO  

 
 

Diversas substâncias utilizadas na agricultura são agentes teratogênicos, 

mutagênicos e cancerígenos (Feber & Cabral, 1991; IARC, 1991). A exposição a essas 

substâncias, em especial aos praguicidas, ocorre não somente por trabalhadores rurais e 

agricultores que manipulam diretamente estes compostos (exposição ocupacional), mas 

também, pela população em geral, por meio da ingestão de água e alimentos contaminados 

(exposição acidental) (Morrison et al., 1992; Weisenburger, 1993). 

Nos últimos anos, tem crescido o uso de agrotóxicos nos países subdesenvolvidos e 

em desenvolvimento, e o Brasil assumiu, na ultima década, o posto de maior mercado 

mundial de agrotóxicos (ANVISA & UFPR, 2012). A grande preocupação está na falta de 

um controle na comercialização e utilização destes compostos, ausência de utilização de 

equipamentos de proteção individual (EPI), falhas na fiscalização da exposição dos 

trabalhadores aos agrotóxicos no ambiente de trabalho, e ainda, problemas relacionados a 

contaminação, onde o diagnóstico e o tratamento não são eficazes (Delgado & 

Paumgartten, 2004; Londres, 2011). Estudos têm verificado que estes compostos podem 

ser tóxicos ao homem, podendo causar efeitos nocivos aos Sistemas Nervoso Central 

(SNC), Periférico (SNP) e Autônomo (SNA), apresentando também atividade 

imunodepressora, cancerígena, mutagênica, e podem alterar o sistema endócrino e genital 

(Ecobichon, 1993). 

Além dos efeitos toxicológicos sistêmicos provocados pela exposição a químicos 

ambientais, têm sido observado que o sistema genital também é frequentemente afetado 

por estes compostos (Xiao et al., 2006). Neste contexto, em paralelo com o aumento do uso 

dessas substâncias, importantes alterações reprodutivas, entre elas, aumento na incidência 

de câncer testicular, criptorquidia, hipospadia e um declínio na quantidade e na qualidade 

espermática têm sido documentadas (Paumgartten, 2003). Vários autores já relataram 

inúmeras desordens reprodutivas (diminuição da produção espermática, alterações 

histopatológicas de órgãos reprodutores, redução do potencial de fertilidade) ocasionadas 

pela exposição a químicos ambientais no homem e em diversos animais (Tan et al., 2002; 

Fernandes et al., 2007; Arena et al., 2008; Fernandes et al., 2012). 

A determinação do potencial genotóxico de poluentes ambientais objetiva 

determinar os riscos genéticos, não somente dos seres humanos expostos, mas também da 
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biota nativa de determinado local (Peirce et al., 1998). O “Guidelines for Carcinogen Risk 

Assessment”, publicada pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos, aponta 

as alterações na expressão gênica, reparo do DNA, controle do ciclo celular, instabilidade 

genômica e danos cromossômicos como as principais consequências da exposição aos 

agentes ambientais e eventos críticos envolvidos no processo de carcinogênese (Preston, 

2007).  

 A dengue é hoje, uma das principais doenças reemergentes e um dos maiores 

problemas de saúde pública no mundo (Teixeira et al., 2005). Com a ausência de uma 

vacina eficaz e dificuldades no tratamento, a única alternativa disponível na prevenção da 

dengue é o combate ao vetor, e atualmente, a utilização de inseticidas tem sido a principal 

estratégia de controle das larvas e mosquito adulto do Aedes aegypti (Schaefer et al., 1978; 

Mekuria et al., 1991; Failloux et al., 1994; Macoris et al., 1995; Guzmán & Kourí, 2002). 

O diflubenzuron (DFB), 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) urea, é um 

inseticida e acaricida regulador do crescimento de insetos (IRC) que pertence a classe das 

benzoiluréias. Apresenta DL50 (Dose letal) > 4640 mg/kg para ratos e camundongos por 

via oral (EHC 184, 1996) e classificação toxicológica de classe IV (pouco tóxico) 

(ANVISA, 1985) e é utilizado na agricultura, contra insetos predadores, no controle de 

ectoparasitas de peixes e em programas de saúde pública, no controle de insetos e vetores 

(Martins, 2004). As benzoiluréias, principais representantes dos IRC, atuam interferindo 

especificamente na deposição de quitina, um dos compostos da cutícula de insetos 

(Reynolds, 1987). O mecanismo de ação tóxica destes compostos é sobre formas imaturas 

(larvas), particularmente durante a ecdise, impedindo o inseto de liberar-se da exocutícula, 

por não conseguirem secretar endocutícula nova (Silva et al., 2003). Com a elevada 

utilização de agentes químicos no combate de vetores, vários organismos não-alvo podem 

ser expostos a estes compostos por meio de contato direto ou através do meio ambiente 

(Fountaine & Wade-Martins, 2007). 

Devido à carência de estudos a respeito dos efeitos toxicológicos do DFB, é de 

extrema importância analisar sua possível toxicidade. Os resultados obtidos no presente 

estudo podem fornecer informações importantes para a implementação de políticas 

governamentais de saúde pública que regularizem sua utilização em níveis seguros para 

exposição humana. Assim, objetivou-se, no presente estudo, avaliar os efeitos 

toxicológicos da exposição subaguda ao inseticida DFB em ratos machos adultos e 

genotoxicidade in vivo.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 AGROTÓXICOS 
 
 

Durante muito tempo, o controle de pragas da agricultura era feito a partir do uso de 

agentes químicos, sendo que os primeiros baseavam-se em formulações envolvendo os 

elementos cobre e arsênio (Veiga et al., 2006). Os agrotóxicos consistem em uma 

substância ou mistura de substâncias utilizadas com o objetivo de repelir, inibir, prevenir 

ou destruir qualquer tipo de peste, sendo classificados de acordo com seu mecanismo de 

ação em: acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, moluscidas, 

nematicidas e rodenticidas. Estes produtos podem ser utilizados em casas, jardins e na 

saúde pública para controlar vetores e doenças transmissíveis (Matolcsy, 1988; Manahan, 

1993; Baird, 1999).  

O emprego dos agrotóxicos na agricultura iniciou-se na década de 20, mas a 

utilização em larga escala começou a partir da Segunda Guerra Mundial, nos quais eram 

utilizados como armas químicas (Souza et al., 1988). O Prêmio Nobel foi concedido a Paul 

Miller em 1940, pela descoberta de propriedades inseticidas do dicloro-difenil-

tricloroetano (DDT). A partir deste momento houve um crescimento da manufatura e da 

utilização de compostos sintéticos para controlar pragas na agricultura (Turk, 1989).  

No Brasil, a utilização em larga escala destes compostos iniciou-se a partir da 

década de 70, especialmente na região Sul, nas monoculturas de soja, trigo e arroz. 

Atualmente, estes pesticidas são empregados amplamente no controle de pragas e doenças 

em agriculturas convencionais. Com o passar do tempo, a agricultura mundial cresceu em 

produtividade e área cultivada, levando a um aumento do uso de agrotóxicos. Estes 

sofreram modificações em suas moléculas, com o intuito de melhorar as características 

físico-químicas, provocando também alterações nos perfis toxicológicos e 

ecotoxicológicos (Armas et al., 2005).  

Em 2008, o Brasil assumiu o posto de maior mercado mundial de agrotóxicos, e em 

2011, teve uma movimentação de US$ 8,5 bilhões no mercado nacional. Os herbicidas 

representaram 45% do total de agrotóxicos comercializados, já os fungicidas e inseticidas 

responderam por 14% e 12% do mercado nacional, respectivamente, e as demais categorias 

de agrotóxicos representaram 29% da comercialização (ANVISA & UFPR, 2012). O 

estado do Mato Grosso é o maior consumidor de agrotóxicos, representando 18,9%, 
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seguido de São Paulo (14,5%), Paraná (14,3%), Rio Grande do Sul (10,8%), Minas Gerais 

(9,0%), Goiás (8,8%), Bahia (6,5%), Mato Grosso do Sul (4,7%) e Santa Catarina (2,1%). 

Os demais estados consumiram 10,4% do total de agrotóxicos do Brasil (IBGE, 2006; 

SINDAG, 2011; Theisen, 2012). 

O uso indiscriminado de agrotóxicos provoca uma série de danos ambientais. A 

saúde humana pode ser afetada por estes compostos diretamente (exposição ocupacional) 

ou indiretamente (ingestão de água e alimentos contaminados). A contaminação de áreas 

próximas a plantações agrícolas pode causar o desequilíbrio dos ecossistemas locais, 

trazendo uma série de problemas aos habitantes dessas regiões (Peres & Moreira, 2005). 

Os pesticidas podem apresentar persistência no meio ambiente e seus resíduos podem ser 

encontrados em águas pluviais, rios, lagos, mares, sedimentos, solos e alimentos, trazendo 

desta forma, sérios problemas a população e ao meio ambiente (Okumura, 2009). 

Existem muitos agrotóxicos que são tóxicos a várias espécies animais, incluindo 

insetos, moluscos, peixes, aves, mamíferos e até ao homem. Nas últimas décadas, as 

intoxicações causadas pelos praguicidas tem sido uma preocupação para os países em 

desenvolvimento. Estima-se que 25 milhões de trabalhadores agrícolas são envenenados a 

cada ano (Wesseling et al., 2005). Por apresentarem um efeito acumulativo, a exposição 

direta ou indireta a estes praguicidas pode causar não só intoxicações, mas efeitos 

teratogênicos, carcinogênicos, genotoxicidade, alterações na fertilidade e distúrbios 

hormonais (Paige et al., 1999; Aiub et al., 2002; Dahlgren et al., 2004, Pelaez et al., 2004; 

Menegaux et al., 2006). 

Muitos estudos realizados para avaliar os efeitos nocivos dos agrotóxicos têm 

detectado a presença destes compostos em amostras de sangue humano, leite materno e 

resíduos em alimentos (Peres et al., 2005). Além do governo brasileiro não dar atenção 

suficiente para este problema, ainda existe um incentivo para o aumento da produção 

agrícola, já que a exportação de produtos agropecuários é responsável por 37,86% da 

balança comercial brasileira (MAPA, 2012). Por este incentivo e pela falta de fiscalização, 

a exposição a estes compostos pode acarretar sérios problemas ao meio ambiente e a 

população. 

 

2.2 TOXICOLOGIA  

 
 
2.2.1. Toxicologia Ambiental 
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 A toxicologia ambiental é uma área da toxicologia que estuda os efeitos adversos 

de substâncias químicas presentes no ambiente sobre os organismos vivos (Azevedo & 

Chasin, 2003). Segundo Truhaut (1977), a toxicologia ambiental avalia os efeitos nocivos 

causados pela interação de contaminantes químicos presentes no ambiente com organismos 

humanos e o termo ecotoxicologia, proposto primeiramente por René Truhaut, em 1969, é 

utilizado quando se relaciona os efeitos tóxicos causados por agentes químicos ou físicos 

sobre os organismos vivos.   

Uma das principais formas de contaminação ambiental por agrotóxicos ocorre 

através do processo de lixiviação - processo pelo qual os contaminantes são transferidos a 

partir de uma matriz para o meio líquido estabilizado, tal como a água ou outras soluções 

(Zheng et al., 2012) - destes compostos nos solos, podendo causar contaminação dos 

lençóis freáticos. Algumas práticas agrícolas, como o uso excessivo e inadequado de 

agrotóxicos, a destruição da cobertura vegetal dos solos para plantio, a não preservação das 

matas ciliares e das vegetações protetoras nascentes, dentre outros fatores, são 

responsáveis por grande parte dos problemas com os recursos hídricos (Zambrone, 2002). 

Os resíduos de agrotóxicos, quando presentes na água, dependendo de suas 

características físico-químicas, podem se ligar ao material particulado em suspensão, 

depositar-se no sedimento do fundo ou serem absorvidos por organismos, podendo desta 

maneira, ser detoxificados ou acumulados. O transporte destes resíduos ocorre através do 

sistema aquático, por difusão nas correntes de água ou nos corpos dos organismos 

aquáticos. Alguns praguicidas ou seus metabólitos podem também retornar a atmosfera por 

volatilização, tornando o ar à via de contaminação. A interação contínua dos agrotóxicos 

entre sedimento e água é influenciada pelo movimento da água, turbulência e temperatura 

(White & Rasmussen, 1998).  

A contaminação de ambientes aquáticos por agrotóxicos ocorre através do 

escoamento superficial de áreas onde ocorreram aplicações intencionais (Zambrone, 2002). 

Quando presentes na água, os agrotóxicos podem penetrar nos organismos aquáticos de 

várias maneiras. O grau de acumulação depende da cadeia alimentar, disponibilidade e 

persistência do contaminante na água e ainda, de suas características físico-químicas. O 

acúmulo destes agentes em peixes e invertebrados pode ser maior que as concentrações 

encontradas nas águas em que vivem. Isto ocorre em devido da capacidade que 



6 
 

determinados compostos tem em se ligar ao material particulado em suspensão e pela 

ingestão destes compostos pelos organismos aquáticos (White & Rasmussen, 1998). 

Para cada agrotóxico existe uma Ingestão Diária Aceitável (IDA), ou seja, 

quantidade de uma substância química que pode ser ingerida diariamente pelo homem 

durante toda vida, sem causar dano algum a sua saúde. Este parâmetro, expresso em mg/kg 

de massa corpórea, é estabelecido após uma longa avaliação toxicológica em animais 

experimentais (EHC 70, 1987). 

A Comissão Codex Alimentarius (CODEX) estabelece os Limites Máximos de 

Resíduos (LMRs) de agrotóxicos e realiza padronização internacional aplicada aos 

alimentos negociados no mercado mundial. A presença de grande quantidade de resíduos, 

de acordo com o CODEX, indica dois aspectos: primeiramente, que houve aplicação 

inadequada de agrotóxicos na produção e processamento ou armazenagem incorreta do 

produto, e em segundo lugar, presença de um risco em potencial a saúde do consumidor. 

Parâmetros como IDA e os cálculos do LMR dos agrotóxicos são estabelecidos por órgãos 

subordinados às nações Unidas, como: Food and Agricultural Organization (FAO), World 

Health Organization (WHO) e o CODEX Alimentarius Mundial, através do seu Comitê de 

Resíduos de Pesticidas em Alimentos (CCPR) (Vetorazzi & Radaeli-Benvenuti, 1982). 

 
 

2.2.2. Toxicidade dos Agrotóxicos 

 
 
A fim de avaliar o potencial toxicológico de substâncias, dentre elas os 

praguicidas, algumas organizações como Organisation for Economic Co-operation and 

Development (OECD) e Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) estabelecem 

diretrizes para estudos toxicológicos. Estes guias são divididos de acordo com o tempo de 

exposição em: toxicidade aguda, subaguda e crônica (OECD, 1998; 2008; ANVISA, 

2010). O estudo de toxicidade aguda tem por finalidade identificar efeitos gerados a partir 

de uma única exposição, como é o caso das intoxicações acidentais, e os testes subagudos e 

crônicos objetivam detectar efeitos qualitativos ou quantitativos produzidos em 

decorrência de uma exposição prolongada a uma substância e, também, medir a latência 

para instalação dos efeitos tóxicos e o acúmulo da substância no organismo (ANVISA, 

2010). 

A toxicidade dos agrotóxicos nos seres vivos esta diretamente relacionada à sua 
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estrutura química e concentração utilizada. No meio ambiente, estes compostos podem 

provocar várias alterações através da interação com organismos vivos, podendo causar 

desequilíbrios ecológicos, dependendo do grau de contaminação e do tempo de exposição. 

Os impactos provocados pelos praguicidas são geralmente avaliados utilizando 

biomarcadores, que são divididos em duas abordagens: aquelas associadas aos níveis 

superiores de organização, como populações, comunidades e ecossistemas ou 

individualmente; e a que trata de alterações comportamentais, malformações, mudanças 

nas taxas de crescimento, reprodução, alimentação, alterações bioquímica e fisiológica, que 

inclui alterações na integridade da membrana celular, no transporte de íons, no 

metabolismo celular e em atividades enzimáticas (Younes, 2000). 

Nos últimos anos, tem crescido o uso de agrotóxicos nos países subdesenvolvidos e 

em desenvolvimento. A grande preocupação esta na falta de um controle na 

comercialização e utilização destes compostos, ausência de utilização de equipamentos de 

proteção individual (EPI), falhas na fiscalização da exposição dos trabalhadores aos 

agrotóxicos no ambiente de trabalho e ainda, problemas relacionados a contaminação, onde 

o diagnóstico e o tratamento não é eficaz (Delgado & Paumgartten, 2004; Londres, 2011). 

Estudos relatam que estes compostos são tóxicos ao homem, podendo causar efeitos 

nocivos aos Sistemas Nervoso Central (SNC), Periférico (SNP), Autônomo (SNA) e 

Endócrino, e podem apresentar atividade imunodepressora, cancerígena, mutagênica, 

dentre outros efeitos (Ecobichon, 1993). 

Os casos de intoxicações, na maioria das vezes, são de agentes de saúde que 

trabalham no controle de vetores causadores de endemias. Normalmente, estas pessoas não 

recebem treinamento adequado para manuseio destes compostos, e por falta de informação, 

acabam trabalhando sem EPI, ficando ainda mais expostos a estes compostos e 

aumentando os riscos de intoxicação (Cavaliere et al., 1996; Caldas, 2000). 

Vários estudos tem avaliado a toxicidade de agrotóxicos em mamíferos. Diuron, 

um herbicida amplamente utilizado para o controle de plantas daninhas no cultivo de soja, 

algodão, cana-de-açúcar, frutas cítricas, trigo e café, demonstrou ser cancerígeno em 

roedores expostos a 2.500 ppm, por via oral, durante tratamento prolongado. Em ratos 

Wistar, este composto induziu o desenvolvimento de papiloma urotelial e carcinomas, e 

fêmeas desenvolveram adenocarcinomas em glândulas mamárias (Iyer, 2002). Cağlar e 

Kolankaya (2008) avaliaram a toxicidade hepática do herbicida Roundup® (Glifosato, 

organofosforado), em ratos, nas doses de 56 e 560 mg/kg/dia, durante 5 e 13 semanas, e 
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observaram infiltração de células mononucleares, apoptose, necrose e edema de alguns 

hepatócitos indicando toxicidade hepática induzida por este praguicida.  

O inseticida fipronil, um praguicida da classe fenilpirazol, amplamente utilizado em 

diversos cultivos, dentre eles, de cana-de-açúcar, induziu câncer de tireóide em ratos, 

conforme relatado por Hurley (1998). Em outro estudo, ratos expostos a 10 mg/kg de 

fipronil durante 28 dias apresentaram efeitos comportamentais relacionados a alterações de 

neurotransmissores e também hepatotoxicidade e tumefação celular dos hepatócitos (Silva, 

2008). Além desses efeitos adversos, verificou-se também que, em doses elevadas (50 

mg/kg), este composto pode ser genotóxico (De Oliveira et al. 2008). Esses estudos 

reforçam cada vez mais a necessidade de avaliação toxicológica dos praguicidas pelos 

quais os seres vivos estão expostos. 

 
 
2.2.3 Toxicidade Reprodutiva 

 
 

A compreensão de como o meio pode interferir de forma positiva ou deletéria na 

fertilidade torna-se essencial para a manutenção da capacidade reprodutiva. Assim, estudos 

de toxicidade reprodutiva, tanto em machos quanto em fêmeas, devem ser considerados 

como parte do processo de avaliação da segurança de compostos químicos, os quais 

complementam os estudos toxicológicos sistêmicos (Dalsenter et al., 2004).  

Os dados resultantes de avaliações toxicológicas de agentes químicos são utilizados 

com a finalidade de classificá-los e também fornecer informações de seu uso seguro 

(Neubert & Chahoud, 1995). Como alguns fatores (tempo, espaço, custo e éticos) limitam 

estudos toxicológicos reprodutivos em humanos, os modelos animais são os mais 

utilizados para avaliar os efeitos tóxicos de substâncias sobre o sistema genital (Hayes, 

1994).  

A fertilidade masculina é suscetível à ação de substâncias capazes de reduzir o 

número de espermatozoides e a qualidade espermática. O homem produz um número 

limite de espermatozoides necessário para assegurar sua fertilidade (Zenick et al., 1994). 

De acordo com a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (U.S.EPA, 1996), é 

considerada infertilidade masculina quando a concentração de espermatozoides estiver 

abaixo de 20 x 106 por mL de ejaculado. 
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Vários agentes químicos já demonstraram possuir toxicidade reprodutiva. Dentre 

estes, podemos citar: Bisfenol A (Yang et al., 2010), Fenvalerato (Arena et al., 2008; Nassr 

et al., 2010), Metomil (Shalaby et al., 2010), Diclovors (Diricana & Kalender, 2011), 

Dimetoato (Verma & Mohanty, 2009), Metilmercurio (Silva et al., 2011), Propetamfós 

(Ismail & AL-Taher, 2011), Glifosato (Romano et al., 2012), dentre outros.  

O sistema reprodutor pode sofrer influência de substâncias exógenas, capazes de 

mimetizar a ação de um hormônio, as quais são denominadas de desreguladores endócrinos 

(DEs) (Kavlock et al., 1996; Cravedi et al., 2007). Em geral, estas substâncias podem atuar 

através da ligação a receptores hormonais, interação com enzimas que sintetizam ou 

metabolizam hormônios, interferir na liberação hipotalâmica-hipofisária de hormônios e/ou 

alterar a transdução de sinais. Como estes compostos estão presentes tanto na natureza 

quanto nos alimentos, a exposição humana a esses DEs pode ser por via oral, inalatória ou 

cutânea (Kavlock et al., 1996). 

Diversos trabalhos relatam os efeitos relacionados à exposição aos DEs. Fernandez 

et al. (2002) observaram o desenvolvimento de caracteres sexuais masculinos em fêmeas 

de moluscos, após exposição a compostos orgânicos contendo estanho, tributilestanho 

(TBT) e trife-nilestanho (TPT) no litoral do Brasil (Rio de Janeiro e Fortaleza). Koifman et 

al. (2002) realizaram um estudo epidemiológico relacionando a exposição a pesticidas 

(durante a década de 80) com distúrbios reprodutivos (câncer de mama, ovário e próstata e 

diminuição do número de espermatozoides no ejaculado) em alguns estados brasileiros. Os 

resultados destes estudos sugerem que a exposição da população aos pesticidas na década 

de 80 pode ter sido associada a distúrbios reprodutivos observados uma década depois. 

 
 
2.2.4 Genotoxicidade e Mutagênese 
 
 

Alterações no material genético causadas por erros durante a duplicação do DNA 

são denominadas de mutações (Ribeiro & Marques, 2003). Várias substâncias tem a 

capacidade de causar esse tipo de alteração. Os agentes mutagênicos podem ser 

classificados como: agentes de atuação direta, aqueles que possuem atuação diretamente 

sobre a molécula de DNA; agentes de ação indireta, pois necessitam ser metabolizados 

para que causem danos; agentes produtores de espécies reativas de oxigênio e agentes 

inibidores no reparo e na síntese de DNA (Lee & Steinert, 2003). Quando agentes 

interagem com o DNA ou com seus componentes celulares (fibras do fuso) e enzimas 
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(topoisomerases), estes compostos são denominados de genotóxicos. Assim, a 

genotoxicidade refere-se a capacidade destas substâncias causarem lesões genômicas que 

são passíveis de correções por vias de reparo do DNA nas células. Diferente da 

mutagenicidade que causa alterações permanentes no conteúdo ou na estrutura do material 

genético de um organismo (Dearfield et al., 2002). 

Os organismos vivos estão em constante interação com o meio ambiente. Desta 

forma, seu genoma fica exposto às interferências ambientais. Os compostos utilizados na 

agricultura para o controle de pragas podem possuir, em sua estrutura, moléculas com 

poder oxidante. Estas moléculas podem induzir a formação de radicais livres nos sistemas 

biológicos (Younes, 2000). Os radicais livres são moléculas instáveis que apresentam a 

capacidade de reagir com estruturas celulares, modificando a estrutura de lipídios e 

proteínas de membrana, alterando desta maneira, a permeabilidade celular (Andrade Jr., 

2005). Quando estas alterações alcançam o núcleo celular e atinge a dupla fita de ácido 

desoxirribonucléico, pode ocorrer danos no DNA, os quais podem desencadear doenças 

graves e até o desenvolvimento de câncer (Ferreira, 1997). 

A avaliação genotóxica de poluentes ambientais é de grande importância na 

determinação dos riscos genéticos, não somente dos seres humanos expostos, mas também 

da biota nativa de determinado local. O estudo das propriedades destes agentes permite 

avaliar possíveis efeitos hereditários deletérios e até mesmo letais para os organismos 

(Peirce et al., 1998). O grau de exposição, quantidade, propriedades químicas, possíveis 

combinações entre os pesticidas e condições ambientais estão diretamente relacionados 

com o dano citogenético. Desta forma, um nível elevado de exposição associa-se a 

resultados negativos em relação aos danos citogenéticos e níveis baixos de exposição das 

populações relacionam-se a resultados positivos. É importante ressaltar que a exposição 

por um período prolongado, em baixas doses, é cumulativa e também pode induzir tais 

danos (Bolognesi, 2003).  

Atualmente, para determinar o potencial genotóxico de uma substância, são 

utilizadas metodologias bem definidas e internacionalmente reconhecidas pelas agências 

regulatórias, como parte de uma bateria de testes recomendada para o registro de novos 

produtos que entram no mercado mundial. O “Guidelines for Carcinogen Risk 

Assessment”, publicada pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA), 

aponta as alterações na expressão gênica, reparo do DNA, controle do ciclo celular, 

instabilidade genômica e danos cromossômicos, como as principais consequências da 
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exposição aos agentes ambientais e eventos críticos envolvidos no processo de 

carcinogênese (Preston, 2007). Para tais análises utiliza-se algumas metodologias, entre as 

quais destacam-se, o ensaio cometa in vivo e o teste do micronúcleo. 

O ensaio cometa, conhecido também como eletroforese de célula única (“Single 

cell electrophoresis test”), foi descrito primeiramente por Ostling e Johanson, em 1984, a 

fim de avaliar danos no DNA em condições neutras. Posteriormente, Singh et al. (1988) 

introduziram uma versão alcalina do teste. Este ensaio ainda sofreu várias modificações e, 

atualmente, o procedimento mais utilizado é o proposto por Tice et al. (2000). O método 

em pH neutro detecta apenas quebras de cadeia dupla no DNA, desta forma, o ensaio 

limita-se somente a estudos que envolvem radiação e compostos químicos radiomiméticos. 

Assim, o ensaio em pH alcalino oferece maior sensibilidade, pois consegue detectar 

quebras de fitas simples de DNA em decorrência da abertura das fitas duplas neste pH 

(Tice, 1995). 

Esta técnica é amplamente utilizada em genética toxicológica para detectar danos 

no DNA em células individuais. O princípio do teste baseia-se na avaliação da migração do 

DNA em um gel de agarose em condições de eletroforese que, quando observado em 

microscópio de fluorescência, a célula tem a aparência de um cometa, com a cabeça 

(região nuclear) e a cauda contendo as fitas ou fragmentos de DNA (Witte et al., 2007). 

Estas células em cometa podem ser coradas com qualquer corante DNA-específico, sendo 

os fluorescentes mais utilizados (Hartmann et al., 2001). 

O teste do micronúcleo em células da medula óssea e sangue periférico de 

camundongos têm sido amplamente utilizado e aceito pelas agências reguladoras e 

comunidade científica para avaliar a mutagenicidade dos compostos in vivo (Stopper & 

Muller, 1997; Mateuca et al., 2006). De acordo com Fenech (2000), a técnica do 

micronúcleo é uma das metodologias citogenéticas bem estabelecidas na área de genética 

toxicológica. A partir de ambas as técnicas, é possível detectar alterações no DNA e/ou 

danos no fuso mitótico. 

O micronúcleo (MN) é uma pequena massa de cromatina que se encontra separada 

do núcleo principal, formado durante a telófase da mitose ou meiose, resultante da perda de 

fragmento (s) de cromossomos acêntricos, que podem ser originados de quebras 

cromáticas, ou de cromossomos inteiros que não foram incluídos no núcleo principal 

(Heddle et al., 1983; Fenech et al., 1999). Os micronúcleos podem ser originados 

espontaneamente, entretanto, existem dois mecanismos predominantes responsáveis pela 
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sua formação em uma célula mitótica: o primeiro é através de quebras cromossômicas e o 

segundo, decorrente de disfunção do aparelho mitótico resultante de exposição a agentes 

mutagênicos (Ford et al., 1988). 

Em virtude do que foi exposto, estudos não clínicos de segurança devem ser 

conduzidos para avaliar a toxicidade dos compostos pelo qual o homem e outros animais 

possam estar expostos. Os estudos não clínicos de segurança propostos pela ANVISA e os 

estudos de doses repetidas têm como objetivo, caracterizar o perfil toxicológico da 

substância pela administração repetida. A partir deles é possível a obtenção de informações 

sobre os efeitos tóxicos, identificação de órgãos alvos, efeitos nas funções fisiológicas, 

hematológicas, bioquímicas, anatomo e histopatológicas, além de informações sobre a 

indicação de NOEL (Nível de efeito não observado) e NOAEL (Nível de efeito adverso 

não observado) (ANVISA, 2010). Desta forma, torna-se de extrema importância realizar 

testes toxicológicos de substâncias utilizadas no controle de pragas e vetores.  

 
 
2.3 AGENTES QUÍMICOS UTILIZADOS NO CONTROLE DE Aedes aegypti 
 
 
 A dengue é hoje uma das principais doenças reemergentes e um dos maiores 

problemas de saúde pública no mundo (Teixeira et al., 2005). Com a ausência de uma 

vacina eficaz e dificuldades no tratamento, a única alternativa disponível na prevenção da 

dengue é o combate ao vetor, e, atualmente, a utilização de inseticidas tem sido a principal 

estratégia de controle das larvas e mosquito adulto do Aedes aegypti (Schaefer et al., 1978; 

Mekuria et al., 1991; Failloux et al., 1994; Macoris et al., 1995; Guzmán & Kourí, 2002). 

No Brasil, desde a década de 80, o controle das larvas de A. aegypti é realizado 

utilizando-se o inseticida organofosforado temefós (Abate®). Em 1986, em decorrência das 

epidemias, a utilização deste composto foi intensificada, e em pouco tempo, surgiram 

casos de resistência das larvas ao temefós em diversas regiões do Brasil. Estes casos de 

resistência levaram a implantação de programas de monitoramento da suscetibilidade do 

mosquito aos inseticidas químicos (Andrade & Modolo, 1991; Campos & Andrade, 2001; 

Polanczyk et al., 2003; Braga et al., 2004; Carvalho et al., 2004; Luna et al., 2004). Nos 

casos em que é verificado resistência de larvas, este produto é substituído por produtos à 

base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) ou Reguladores de Crescimento de Insetos 

(IGRs), como metopreno e diflubenzuron (Chavasse & Yap, 1997; Campos & Andrade, 

2001).  
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As formas adultas do mosquito são combatidas através da aplicação perifocal e 

espacial (nebulização), em Ultra Baixo Volume (UBV), de inseticidas organofosforados 

(malation, fenitrotion) e piretróides (cipermetrina e deltametrina). Esta medida passou a ser 

empregada apenas nos períodos epidêmicos ou na iminência dos mesmos, com o objetivo 

de reduzir a transmissão viral, como recomendado pela OMS (2003). Entretanto, a redução 

da população de mosquitos através da utilização de adulticidas é insatisfatória em termos 

de controle (Chadee, 1990). O uso continuado destes praguicidas pode acelerar o 

aparecimento da resistência (Montella et al., 2007). 

A resistência de alguns vetores a produtos químicos pode ser ocasionada por fatores 

genéticos e operacionais. Esta resistência genética é inserida em uma população em 

decorrência do uso elevado de agentes químicos, sendo que quanto mais estes compostos 

forem utilizados, mais rápido e maior será a seleção de insetos resistentes na população. 

Fatores operacionais desempenham também um importante papel na inserção da 

resistência, pois tais procedimentos estão relacionados ao uso de inseticidas (classe, 

formulação e concentração, método de aplicação, frequência de tratamentos etc.) e como 

os indivíduos responsáveis pelo manuseio destes produtos não recebem treinamento 

adequado, seu uso ocorre normalmente de forma indiscriminada (Andrade & Modolo, 

1991; Marcoris et al., 1999; Carvalho et al., 2004). 

 
 
2.3.1 Diflubenzuron (DFB) 

 
 
 Os reguladores de crescimento de insetos são um grupo de inseticidas de nova 

geração que atuam modificando a morfologia e fisiologia do inseto durante seu 

desenvolvimento. Esse grupo é mais conhecido pela sigla IGR (Insect Growth Regulator) 

(Kunz et al., 1977; Mulla et al., 1989; Graf, 1993; Fournet et al., 1997). Os compostos 

pertencentes a este grupo (IRC) surgiram na década de 70, uma nova geração de inseticidas 

com ação mais específica e com menor toxicidade aos mamíferos por atuarem 

seletivamente, impedindo o desenvolvimento e o crescimento do inseto ao invés de 

intoxicação direta (Silva & Mendes, 2002). 

O DFB 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) urea (Figura 1) é um inseticida 

e acaricida regulador do crescimento de insetos (IRC), que pertence a classe das 

benzoiluréias, com classificação toxicológica IV (pouco tóxico) (ANVISA, 1985). As 
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benzoiluréias, principais representantes dos IRC, atuam interferindo especificamente na 

deposição de quitina, um dos compostos da cutícula de insetos (Reynolds, 1987). O 

mecanismo de ação tóxica destes compostos é sobre formas imaturas (larvas), 

particularmente durante a ecdise, impedindo o inseto de liberar-se da exocutícula, por não 

conseguir secretar endocutícula nova (Silva et al., 2003).  

Análise ultraestrutural revelou deposição anormal de procutículas em insetos após 

exposição ao DFB (Gijwijt et al., 1979; Grosscurt, 1978; Lim & Lee, 1982; Mulder & 

Gijswijk, 1973; Verloop & Ferrell, 1977). Além disso, esse composto também evita a 

formação da matriz peritrófica (PM), a qual protege o epitélio do intestino médio de vários 

danos (Becker, 1978; Clarke et al., 1977; Soltani, 1984). O mecanismo de ação pelo qual o 

DFB exerce sua atividade inseticida tem sido alvo de várias investigações. Uma sugestão 

inicial foi que o DFB inibe a síntese de quitina, pela incorporação de precursores 

radioativos na cadeia de quitina em crescimento (Clarke & Jewess, 1990; Hajjar & Casida, 

1978; Mayer et al., 1980; Post & Vincent, 1973). A quitina é um polímero de β(1,4) N-

acetilglucosamina, que é sintetizado a partir de precursores de UDP-N-acetilglucosamina 

pela quitina sintase (CHS), uma proteína integral de membrana pertencente à família das β-

glicosil-transferases (Merzendorfer, 2006). Como o domínio catalítico da CHS está 

localizado na face citoplasmática, a cadeia nascente de quitina tem que ser translocada 

através da membrana plasmática antes que ela possa ser depositada dentro da cutícula ou 

PM. O DFB inibe a síntese de quitina apenas em sistemas celulares e teciduais intactos, 

mas não em frações de membranas solubilizadas (Cohen & Casida, 1980; Kitahara et al., 

1983; Mayer et al., 1981; Zimoch et al., 2005). Ele também não bloqueia nenhuma das 

reações metabólicas que são necessárias para a produção de UDP-N-acetilglucosamina, 

nem afeta a síntese de quitina em fungos (Cohen, 1987; Verloop & Ferrell, 1977). Baseado 

nesses e em outros achados, foi sugerido que o DFB não atua diretamente no passo 

catalítico da síntese de quitina (Cohen, 2001). 

 Com o tempo, várias hipóteses para o modo de ação do DFB tem sido sugeridas, 

incluindo os efeitos direto ou indireto na atividade das quitinases, fenoloxidases, enzimas 

glicolíticas, e oxidases microssomais, tão bem como nos processos controlados pelos 

hormônios da muda (DeLoach et al., 1981; Ishaaya & Ascher, 1977; Ishaaya & Cohen, 

1974; Mitlin et al., 1977; Soltani et al., 1984). O DFB é estruturalmente similar as 

sulfoniluréias (SUs), que são usadas no tratamento do diabetes do tipo II em humanos. SUs 

são conhecidos por se ligarem a receptores de membrana sulfoniluréia (SURs), que atuam 
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como subunidades reguladoras de um tipo de canal de potássio voltagem-dependente (Kir 

canal) (Ashcroft, 1988). Estudo mais recente sugeriu que o SUR pode ser alvo para o DFB 

em insetos (Abo-Elghar et al., 2004). Esta conclusão foi deduzida a partir de ensaios de 

ligação competitivos com glibenclamida radiomarcado, um composto SU e análogo 

estrutural do DFB, que foi deslocado do seu local de ligação pela adição de DFB não 

marcado. Como no caso dos vertebrados, a SUR de insetos pode agir como uma 

subunidade reguladora de canais de K+ sensíveis ao ATP (Akasaka et al., 2006). A 

modulação da atividade de SUR/Kir pode afetar o potencial de membrana de um modo que 

a atividade de canais de Ca2+ voltagem-dependentes é afetada, alterando a homeostase de 

Ca2+. Como resultado, a fusão de vesículas dependente de Ca2+, que é necessária para a 

secreção de proteínas envolvidas na formação de cutícula e PM, pode estar bloqueada. 

Corroborando com esta hipótese, experimentos de captação de Ca2+ realizados com 

vesículas preparadas a partir de tegumento de Blattella germanica demonstrou que a 

captação de Ca2+  pelas vesículas cuticulares isoladas é inibida na presença de 

glibenclamida ou DFB (Abo-Elghar et al., 2004). Entretanto, o significado deste achado 

ainda não está claro. 

O DFB é utilizado na agricultura (nome comercial Dimilim®), contra insetos 

predadores, no controle de ectoparasitas de peixes e em programas de saúde pública, no 

controle de insetos e vetores (Martins, 2004). Na agricultura, o DFB pode ser utilizado a 

partir da aplicação foliar nas culturas de algodão, arroz, citros, fumo, milho, soja, tomate e 

trigo (ANVISA, 1985). 

 

 

Figura 1 – Fórmula estrutural do DFB (ANVISA, 1985).  

  

Segundo a ANVISA (1985), a Ingestão Diária Aceitável (IDA) deste produto é de 

0,02 mg/kg/peso corpóreo, a NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) é de 2 mg/kg 
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de peso corpóreo e a DL50 é > 4640 mg/kg para ratos e camundongos por via oral. Com 

forma de cristais brancos inodoros, apresenta um ponto de fusão de 230-232 °C, massa 

molecular de 310,7, possui baixa solubilidade em água (0,2 mg/litro a 20 °C) e é 

praticamente não-volátil. É relativamente estável em meio ácido e neutro, mas em 

condições alcalinas, este composto sofre hidrólise. Sua adsorção no solo é rápida (EHC 

184, 1996). Em ecossistemas aquáticos tropicais, a persistência do DFB ainda não é bem 

conhecida, sabe-se apenas que sua adsorção está relacionada com a quantidade de matéria 

orgânica, pH e temperatura (Fisher & Hall, 1992). Em animais experimentais, o DFB foi 

absorvido pelo trato digestivo e, em menor escala através da pele, e observou-se uma 

ampla distribuição nos tecidos, mas sem acumulação nos mesmos. Uma grande proporção 

do DFB administrado por via oral foi encontrado nas fezes, principal via de eliminação 

(eliminação acima de 70%, dependendo da dose e tempo de tratamento) (EHC 184, 1996).  

A principal via de metabolização do DFB em mamíferos é através da hidroxilação, 

que pode ocorrer em qualquer uma das três ligações de carbono-nitrogênio. Os principais 

metabólitos formados em ovinos, suínos e aves são o 2,6-difluorobenzóico e 4-cloro- 

fenilureia. Em ratos e gados, 80% dos metabólitos são 6-difluoro-3-hydroxydiflubenzuron, 

4-cloro-2-hidroxi-diflubenzuron e 4-cloro-3-hydroxydiflubenzuron. Outro metabólito do 

DFB é a 4-cloroanilina, entretanto, estudos indicam que pouco ou nenhum deste metabólito 

é formado em ratos e gados (EHC 184, 1996).  

Os limites máximos de resíduos (LMR) do DFB em carnes, recomendados pelo 

Codex Alimentarius, são: 0,1 mg/kg para vísceras comestíveis e carnes de mamíferos e 

0,05 mg/kg para carne de aves domésticas. Para derivados de pescado não há 

recomendação. Considerando os valores de LMR para o DFB, a quantidade de resíduos 

detectados nos filés de pacus submetidos aos tratamentos com o inseticida apresentou 

acima do limite máximo determinado pelo Codex (Winkaler, 2008). 

Fisher & Hall (1992), observaram que o DFB apresenta uma baixa toxicidade em 

peixes. No entanto, outro estudo verificou uma redução no número de eritrócitos e no 

conteúdo de hemoglobina, diminuição da dor muscular (indicando que o DFB é um 

inibidor da Acetilcolinesterase - AchE), e alterações hepáticas em peixes (Maduenho & 

Martinez, 2008). Um dos metabólitos do DFB, 4-cloroanilina, apresenta uma maior 

toxicidade para peixes do que o produto original (Fisher & Hall, 1992) e foi classificado 

pelo EPA (Environmental Protecion Agency) como um provável carcinogéno humano 

(U.S.EPA, 1997). 
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Em estudo realizado por Berczy et al. (1975), ratos foram expostos, diariamente, 

por 1 hora, ao pó do DFB técnico, nas concentrações de 0, 0,5, 5,0 e 50 mg/litro de ar. As 

exposições foram repetidas durante um período de 3 semanas por 5 dias/semana. Os níveis 

de metahemoglobina em ratos, nas duas concentrações mais baixas, 

foram significativamente superiores aos dos animais controles,  mostrando que o DFB 

pode interferir na fisiologia de animais sadios. 

Considerando que a dengue é um dos principais problemas de saúde pública, e pelo 

controle ser através da utilização de praguicidas muitas pessoas estão expostas a este 

composto de forma direta ou indireta. Como nos últimos anos tem sido verificado casos de 

resistência de larvas do Aedes aegypiti ao temefós, o uso de outros inseticidas, como o 

DFB, tem se tornado alternativa de primeira escolha para o combate da dengue. Assim, em 

virtude da carência de estudos recentes a respeito dos efeitos toxicológicos do DFB, é de 

extrema importância analisar a toxicidade sistêmica, reprodutiva e genotóxica deste 

composto, em ratos machos adultos.  
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3 OBJETIVOS 

 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

Avaliar os efeitos toxicológicos da exposição aguda e subaguda ao inseticida DFB 

em roedores. 

 
 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 
� Avaliar a toxicidade sistêmica provocada pela exposição subaguda ao DFB, através da 

análise de sinais clínicos de toxicidade; parâmetros bioquímicos e hematológicos; 

histopatológico do fígado e rim; 

� Avaliar a toxicidade reprodutiva do DFB em ratos machos adultos, através da análise de 

pesos de órgãos reprodutores, contagem espermática, morfologia espermática e análise 

histopatológica do testículo e epidídimo; 

� Avaliar a genotoxicidade “in vivo” do DFB em camundongos através do ensaio cometa e 

teste do micronúcleo. 
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ANEXOS A 
 
 
Artigo 1 Este trabalho deu origem ao artigo “Toxicidade do inseticida diflubenzuron 

após exposição subaguda em ratos machos adultos” que, após versado para o inglês, 

será submetido para o periódico “Journal of Toxicology and Environmental Health, Part 

A”.  
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RESUMO  

 

No Brasil, o controle das larvas de Aedes aegypti é realizado utilizando-se alguns 

pesticidas, entre eles, o diflubenzuron (DFB), um inseticida e acaricida regulador do 

crescimento de insetos (IRC), da classe das benzoiluréias. Devido à carência de avaliações 

toxicológicas desse composto, objetivou-se, no presente estudo, avaliar os efeitos 

toxicológicos (sistêmicos e reprodutivos) da exposição subaguda ao inseticida DFB, em 

ratos machos adultos. Ratos machos adultos foram expostos, por via oral (gavage), a 0; 2; 4 

ou 8 mg/kg de DFB, durante 28 dias. Nenhum sinal clínico de toxicidade foi observado nos 

animais dos grupos experimentais durante o tratamento com o DFB. No entanto, observou-

se aumento nos níveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) no grupo que recebeu 8 

mg/kg/DFB/dia e de uréia nas doses de 4 e 8 mg/kg/DFB/dia. Por outro lado, não houve 

alterações significativas nos níveis de aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamil 

transferase (δ-GT), creatinina e nos parâmetros hematológicos avaliados. A exposição 

subaguda a menor dose (2mg/kg) do DFB provocou diminuição significativa no peso do 

testículo, na produção espermática diária e no número de espermatozoides no epidídimo 

em relação ao grupo controle. Entretanto, não foram observadas alterações na histologia do 

testículo, epidídimo, fígado e rim e na morfologia espermática. Conclui-se que o DFB 

apresenta toxicidade reprodutiva em ratos, após exposição subaguda. Outros estudos 

devem ser conduzidos a fim de identificar seus possíveis mecanismos tóxicos. 

 

Palavras-chaves: Diflubenzuron, Toxicidade subaguda, Sistema genital masculino, Ratos 
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ABSTRACT 

 

In Brazil, the control of Aedes aegypti larvae is performed using some pesticides, 

among them, the diflubenzuron (DFB), an insecticide and acaricide insect growth regulator 

(IRC), from the class of benzoylureas. Due to lack of toxicological assessments of this 

compound, the objective of the present study was to evaluate the toxicological effects 

(systemic and reproductive) of subacute exposure to the insecticide DFB, in adult male 

rats. Adult male rats were exposed, by oral route (gavage) at 0, 2, 4 or 8 mg/kg of DFB for 

28 days. No clinical signs of toxicity were observed in the animals of the experimental 

groups during the treatment with DFB. However, there was an increase in serum levels of 

alanine aminotransferase (ALT) in the group that received 8 mg/kg/DFB/day and urea at 

doses of 4 and 8 mg/kg/DFB/day. On the other hand no significant changes in the levels of 

aspartate aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GT-δ), creatinine and 

hematological parameters evaluated. The subacute exposure to the lowest dose (2mg/kg) of 

DFB caused significant decrease in testis weight, daily sperm production and the number 

of spermatozoa in the epididymis in the control group. However, no alterations were 

observed in the testicular, epididymis, liver and kidney histology and spermatic 

morphology. In conclusion, the DFB presented reproductive toxicity in rats after the 

subacute exposure. Further studies should be conducted to identify its possible toxic 

mechanisms. 

 

Keywords: Diflubenzuron, Sub acute toxicity, Male genital system, Rats 
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INTRODUÇÃO  

 

Nas ultimas décadas, as intoxicações causadas por praguicidas tem sido uma 

preocupação para os países em desenvolvimento. Estima-se que 25 milhões de 

trabalhadores agrícolas são envenenados a cada ano (Wesseling et al. 2005). A exposição 

direta ou indireta a essas substâncias pode causar não só intoxicações, mas efeitos 

teratogênicos e/ou carcinogênicos, genotóxicos, alterações na fertilidade e distúrbios 

hormonais (Paige et al. 1999; Aiub et al. 2002; Dahlgren et al. 2004; Pelaez et al. 2004; 

Menegaux et al. 2006). 

Atualmente o uso de praguicidas não se restringe ao meio rural, mas também são 

utilizados nos centros urbanos para o controle de vetores, como o da dengue. A dengue é 

hoje uma das principais doenças reemergentes e um dos maiores problemas de saúde 

pública no mundo (Teixeira et al. 2005). Com a ausência de uma vacina eficaz e 

dificuldades no tratamento, a única alternativa disponível na prevenção da dengue é o 

combate ao vetor, e, atualmente, a utilização de inseticidas tem sido a principal estratégia 

de controle de larvas e mosquitos adultos do Aedes aegypti (Schaefer et al. 1978; Mekuria 

et al. 1991; Failloux et al. 1994; Macoris et al. 1995; Tauil 2002; Guzmán and Kourí 

2002). 

No Brasil, o controle das larvas de Aedes aegypti é realizado utilizando-se alguns 

pesticidas, entre eles, o Diflubenzuron (DFB), 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) 

urea, um inseticida e acaricida regulador do crescimento de insetos (IRC), da classe das 

benzoiluréias, que atua interferindo na deposição de quitina, um dos compostos da cutícula 

de insetos (Reynolds 1987). O mecanismo de ação tóxica deste composto é sobre formas 

imaturas (larvas), particularmente durante a ecdise, impedindo o inseto de liberar-se da 

exocutícula, por não conseguir secretar endocutícula nova (Silva et al. 2003). Este 
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composto é utilizado na agricultura, contra insetos predadores, no controle de ectoparasitas 

de peixes e em programas de saúde pública, no controle de insetos e vetores (EHC 184 

1996; Martins 2004).  

Em contraste com sua ampla utilização, um dos metabólitos do DFB, a 4-

chloroaniline foi classificada pela United States Environmental Protection Agency 

(USEPA, 1997) como um provável carcinógeno humano, o que aponta para a necessidade 

de estudos toxicológicos. Estudos com diversas espécies de peixes indicam que o DFB 

apresenta baixa toxicidade (Fisher & Hall 1992), enquanto outros mostram efeitos adversos 

após exposição a esse pesticida (Maduenho & Martinez 2008). No entanto, poucos estudos 

toxicológicos foram realizados utilizando roedores como modelo experimental, e os que 

são encontrados são muito antigos. Em um dos estudos conduzidos, ratos expostos, por 3 

semanas (1 hora/dia; 5 dias/semana) ao DFB técnico, nas concentrações de 0, 0,5, 5,0 ou 

50 mg/litro/ar, apresentaram níveis de metahemoglobina, nas duas concentrações 

menores, significativamente superiores aos dos animais controles (Berczy et al. 1975). 

Esses resultados indicam que o DFB pode interferir com a homeostase dos organismos 

expostos, o que reforça a necessidade de mais avaliações toxicológicas desse composto. 

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos toxicológicos da exposição 

subaguda ao inseticida DFB em ratos machos adultos.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

1. Animais 

 

Ratos machos adultos Wistar (n=32; 90 dias de idade, pesando aproximadamente 

300 - 350g), provenientes do biotério da Universidade Federal da Grande Dourados 
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(UFGD), foram mantidos em gaiolas coletivas (4 animais/gaiola), sob condições 

controladas de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (23°C), 

recebendo água e ração comercial à vontade. Os animais utilizados neste estudo foram 

mantidos de acordo com os Princípios Éticos em Pesquisa Animal adotados pelo Colégio 

Brasileiro em Experimentação Animal e aprovado pela Comiê de Ética no Uso de Animais 

da Universidade Federal da Grande Dourados (Protocolo n. 001/2012, de 26/01/2012). 

 

2. Delineamento experimental 

 

Os estudos de toxicidade foram conduzidos de acordo com a Organization for 

Economic Cooperation and Development (OECD) - Protocolo 407 e o guia da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (OECD 2008; ANVISA 2010).  

Os animais foram distribuídos em quatro grupos experimentais (n=8 

animais/grupo). Três grupos foram tratados com Diflubenzuron 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-

difluorobenzoyl)urea (Champion Farmoquímica Ltda, grau de pureza de 98%), nas doses 

de 2, 4 ou 8 mg/kg de peso corpóreo. O quarto grupo recebeu apenas o veículo (1,0 mL/kg 

de óleo de milho) e serviu como Controle. As doses selecionadas foram determinadas a 

partir da NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) do composto que é 2mg/kg de peso 

corpóreo por dia (EHC 184 1996). A partir desta dose, utilizou-se mais 2 doses, 4 mg/kg 

(NOAEL X 2) e 8 mg/Kg (NOAEL X 4).  Os tratamentos foram realizados diariamente, 

por gavage, durante 28 dias consecutivos. O composto químico foi dissolvido em óleo de 

milho antes da administração. Diariamente, durante todo o experimento, foram avaliados 

os possíveis sinais clínicos de toxicidade, através da avaliação do peso corporal, consumo 

de água e ração e presença de outras alterações como diarréia, piloereção, sangramentos e 

irritabilidade.  
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3. Análises bioquímicas e hematológicas  

 

Após o tratamento, os animais dos grupos experimentais foram pesados e 

anestesiados (quetamina e xilasina, 25 e 10 mg/kg, respectivamente). Para a análise 

bioquímica, o sangue foi coletado da veia cava inferior em tubos sem anticoagulante e o 

soro foi obtido após centrifugação a 1200 rpm por 20 minutos. O soro obtido foi utilizado 

para dosagem de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), 

gama-glutamil transferase (δ-GT), uréia e creatinina. Os parâmetros bioquímicos avaliados 

foram determinados através do equipamento semi-automático Bioplus Bio200, utilizando 

kits Gold Analise. 

Para a análise hematológica, amostras de sangue foram coletadas em tubo com 

anticoagulante (Heparina sódica 5.000 UI/mL, Heparin® - Cristália) e os seguintes 

parâmetros hematológicos foram avaliados: número de eritrócitos, leucócitos e plaquetas 

(método manual), concentração de hemoglobina (método colorimétrico), hematócrito 

(método microhematócrito), cálculo dos índices eritrocitométricos (volume corpuscular 

médio - VCM, hemoglobina corpuscular média - HCM, concentração de hemoglobina 

corpuscular média - CHCM) e contagem diferencial de leucócitos (extensão sanguínea 

corada com May-Grünwald/Giemsa) (Paina et al. 2008). 

 

4. Análises histológicas 

 

Os animais foram submetidos à eutanásia e os órgãos reprodutores (testículo, 

epidídimo, ducto deferente direito, próstata e vesícula seminal) e vitais (fígado e rim 

direito) foram removidos e pesados (peso absoluto e relativo ao peso corporal). Amostras 
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desses órgãos foram fixadas em solução de formol a 10% tamponado (tampão fosfato 10 

mM, pH 7,4) e processadas para estudo histopatológico em microscopia de luz. As peças 

foram incluídas em blocos de parafina, seccionadas à 5µm, coradas com hematoxilina e 

eosina (H&E) e observadas em microscópio de luz para avaliação histopatológica geral. 

 

5. Produção espermática diária, número espermático e tempo de trânsito no 

epidídimo 

 

Espermátides resistentes a homogeneização (estágio 19 da espermiogênese) e 

espermatozoides na cabeça/corpo e cauda do epidídimo foram contados, conforme descrito 

previamente por Robb et al. (1978), com adaptações adotadas por Fernandes et al. (2007). 

Resumidamente, cada testículo esquerdo, descapsulado e pesado logo após a coleta, foi 

homogenizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo Triton X-100 0,5%. Após diluição de 10 

vezes a amostra foi transferida para câmaras de Neubauer (4 campos por animal), 

precedendo a contagem de espermátides maduras. Para o cálculo da produção diária de 

espermatozoides (PDE) o número de espermátides no estágio 19 foi dividido por 6,1, que é 

o número de dias do ciclo seminífero em que estas espermátides estão presentes no epitélio 

seminífero.  

Da mesma forma, porções da cabeça/corpo e cauda epididimária foram cortadas 

em pequenos fragmentos com tesoura e homogenizadas, e procedeu-se a contagem de 

espermatozoides como descrito para o testículo. O tempo de trânsito de espermatozoides 

através do epidídimo foi determinado pela divisão do número de espermatozoides em cada 

porção pela PDE.  

 

6.  Morfologia espermática 
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 O ducto deferente direito dos animais foi seccionado nas extremidades anterior e 

posterior, e lavado com o auxílio de uma agulha e seringa, com 1 mL de formol salina. 

Foram realizados esfregaços em lâminas histológicas, e 200 espermatozoides por animal 

foram avaliados em microscopia de luz (aumento 400 X). As anormalidades morfológicas 

encontradas nos espermatozoides foram classificadas em anormalidades de cabeça e 

anormalidades de cauda (Filler 1993). 

 

7.  Análise estatística 

 

Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Para a 

comparação dos resultados entre os grupos experimentais foram utilizados os testes 

estatísticos de análise de variância – ANOVA seguidos do teste de Tukey-Kramer para 

avaliar possíveis diferenças entre os grupos. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p < 0,05. 

 

RESULTADOS  

 

Nenhuma mudança no consumo de água, ração ou comportamental (diarréia, 

piloereção, sangramento, tremores, convulsões, lacrimação) foi observada nos animais 

durante os 28 dias de tratamento com DFB (dados não mostrados). Da mesma forma, não 

houve diferença estatisticamente significante no peso corporal ou peso absoluto e relativo 

de órgãos reprodutores e vitais dos animais tratados com DFB em nenhuma dose testada 

em relação ao grupo controle. No entanto, os animais tratados com 2 mg/kg/DFB/dia 

apresentaram diminuição significativa no peso absoluto e relativo do testículo (Tabela 1).  
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O tratamento dos animais com DFB levou a um aumento nos níveis de ALT apenas 

no grupo que recebeu 8 mg/kg de DFB, enquanto os níveis de uréia apresentaram-se 

elevados nos animais tratados com  4 e 8  mg/kg do praguicida. Os demais parâmetros 

avaliados (AST, creatinina e δ-GT) não diferiram entre os grupos (Tabela 2). 

Adicionalmente, o perfil hematológico (glóbulos vermelhos (RBC), contagem total e 

diferencial de leucócitos, volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular 

média (HCM), hematócrito, concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e 

plaquetas dos animais tratados com DFB mostraram-se similares ao grupo controle (Tabela 

3).  

Em relação aos parâmetros espermáticos, houve uma diminuição significativa na 

PDE e na Produção Diária Espermática Relativa (PDEr) nos animais que receberam a 

menor dose (2 mg/kg) de DFB (Tabela 4). Observou-se também, neste grupo, uma 

diminuição significativa no número relativo de espermátides no testículo e de 

espermatozóides na cauda do epidídimo (Tabela 4). Por outro lado, não observou-se 

diferenças significativas nos demais parâmetros avaliados entre os grupos experimentais.  

A análise morfológica dos espermatozóides extraídos do ducto deferente mostrou 

que as porcentagens de formas normais (Controle = 89,5%; 2mg/kg = 86,5%; 4mg/kg = 

85,5%; 8mg/kg = 82,5%, n=8) e anormais foram similares entre os grupos. Da mesma 

forma, as análises histopatológicas do testículo, epidídimo,  fígado e rim não revelaram 

alterações morfológicas relacionadas ao tratamento (dados não mostrados). 

 

DISCUSSÃO 

 

Tendo em vista que a dengue hoje é um dos principais problemas de saúde pública 

(Teixeira et al. 2005), e pela principal forma de controle ser através da utilização de 
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inseticidas (dentre eles, o DFB), muitas pessoas estão expostas a esses compostos, de 

forma direta ou indireta (Peres & Moreira 2003). Este estudo demonstra pela primeira vez 

que o pesticida DFB pode ser tóxico ao sistema reprodutor masculino após exposição 

subaguda.  

A mortalidade é um sinal claro de toxicidade induzida por uma substância, mas 

além deste parâmetro, outras variáveis como, perda de massa corporal e a presença de 

sinais clínicos de toxicidade (diarréia, piloereção, variações no comportamento, 

sangramento) durante o tratamento podem ser observadas (OECD 1996). O tratamento 

subagudo indicou que o DFB, nas doses de 2, 4 e 8 mg/kg/dia, não acarretou morte de 

nenhum dos animais testados ou sinais clínicos de toxicidade. Da mesma forma, após o 

tratamento, não houve alteração no peso corporal ou peso de órgãos vitais dos animais 

tratados.  

O fígado é o principal órgão responsável pelo metabolismo de compostos 

endógenos e exógenos, e, portanto, é também um dos primeiros órgãos-alvo de ação  

tóxica de xenobióticos ou de seus metabólitos reativos (Szachowicz-Petelska et al. 2012). 

Níveis séricos de AST, ALT, δ-GT, são alguns dos biomarcadores mais sensíveis para 

dano hepático, pois são liberados na circulação após dano intracelular (Ozer et al. 2008). 

Elevados níveis de AST e ALT tem sido relacionados a necrose hepática, hepatite e 

toxicidade hepática (Aguwa et al. 2004; Utoh-Nedosa et al. 2009). No presente estudo, a 

exposição subaguda ao DFB levou a um aumento significativo de ALT no grupo que 

recebeu a maior dose, sem afetar os níveis de  AST e δ-GT. Entretanto, este aumento não 

apresenta significado clínico. De acordo com  Giknis & Cliford (2006), o valor encontrado 

no presente trabalho está dentro da normalidade para ratos sadios com esta idade (os 

valores de ALT variam de 27.00 a 46.00 U/L). Além disso, a histologia do fígado não foi 
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afetada pelo tratamento e não houve alterações nos níveis de AST e δ-GT, sugerindo que o 

tratamento subagudo não provocou hepatoxicidade.  

Outro órgão sensível a ação de diversas substâncias é o rim. Sua função pode ser 

avaliada mediante a análise de uréia plasmática e níveis de creatinina (Stark 1980). 

Alterações na concentração de creatinina no soro refletem mudanças na taxa de filtração 

glomerular em relação a alterações na concentração de uréia (Griffin et al. 2008). 

Observou-se que os animais tratados com 4 e 8mg/kg de DFB apresentaram aumento 

significante nos níveis de uréia, sem alterações nos níveis de creatinina. Entretanto como a 

histologia do rim não foi afetada, outros parâmetros (como dosagem de eletrólitos no soro - 

sódio, potássio e cloreto) devem ser analisados para melhor avaliar a toxicidade renal do 

DFB. 

O sistema hematopoiético é um dos alvos mais sensíveis para substâncias tóxicas 

e a avaliação e seus parâmetros são de grande importância para determinar o “status” 

fisiológico e patológico em homens e animais (Li  et al. 2010). Após as análises 

hematológicas, observou-se que os valores de hematócrito, concentração de hemoglobina, 

contagem de plaquetas, eritrócitos, contagem total e diferencial de leucócitos nos animais 

tratados foram similares ao grupo controle, indicando que o DFB não proporcionou efeitos 

negativos nas células sanguíneas circulantes ou na sua produção. 

Vários estudos têm sido realizados a fim de se avaliar a toxicidade reprodutiva de 

agrotóxicos em mamíferos. Dentre os praguicidas que induzem toxicidade reprodutiva 

estão: Dimetoato (Verma and Mohanty 2009), Fenvalerato (Arena et al. 2008; Nassr et al. 

2010), Diclovors (Diricana and Kalender 2011), Propetamfós (Ismail and AL-Taher 2011), 

Glifosato (Romano et al. 2012), dentre outros. Estudos de toxicidade reprodutiva devem 

ser conduzidos como parte do processo de avaliação da toxicidade de qualquer composto, o 

que complementa os testes de toxicidade sistêmica (Dalsenter et al. 2004). Um dos 
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protocolos da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) 

recomenda avaliações de toxicidade reprodutiva associada com a administração de doses 

repetidas (OECD 1996). Dessa forma, avaliaram-se neste estudo, alguns parâmetros bem 

validados em toxicologia reprodutiva.   

Alterações no peso úmido de órgãos da reprodução (andrógeno-dependentes), tais 

como testículo, epidídimo, vesícula seminal e próstata são usadas como parâmetros para 

indicar mudanças nos níveis de hormônios sexuais (Zenick et al. 1994). Em machos 

adultos normais, o peso absoluto do testículo é preferencialmente escolhido, pois o peso 

deste órgão e o peso corporal são variáveis independentes. No presente estudo, verificou-se 

que animais expostos a menor dose de DFB apresentaram diminuição significativa no peso 

absoluto e relativo do testículo em relação ao grupo controle. Estes efeitos podem estar 

relacionados com a menor produção espermática do testículo discutida abaixo. 

Neste estudo, apenas a menor dose de DFB provocou diminuição na produção 

espermática e no número de espermátides no testículo e de espermatozóides no epidídimo, 

importantes indicadores de fertilidade masculina (Ashby et al. 2003). Essa alteração foi 

consistente com a redução no peso do testículo observada neste grupo, indicando uma 

toxicidade testicular deste composto. No entanto, a morfologia espermática e a histologia 

do testículo e epidídimo não foram afetadas pelo tratamento. 

É interessante notar que todas as alterações reprodutivas foram observadas nos 

animais que receberam a menor dose de DFB. Uma possível explicação para isto pode ser 

devido ao fato de que substâncias químicas denominadas de desreguladores endócrinos 

(DEs) podem ter efeitos em baixas doses, os quais não são preditos em doses altas. Isto 

pode ocorrer porque os efeitos de hormônios e DEs são dependentes da dose, e baixas 

doses (fisiológicas) podem ser mais efetivas em alterar alguns parâmetros comparado com 

altas doses (tóxicas) (Vandenberg et al. 2012). O efeito de baixas doses pode ser definido 
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como qualquer alteração biológica que ocorre em doses mais baixas do que aquelas 

normalmente utilizadas em protocolos de ensaios padronizados, isto é, inferiores às doses 

testadas em toxicologia tradicional.  

Uma das explicações para que os hormônios endógenos apresentem seus efeitos em 

baixas doses pode estar na concentração hormonal que influencia na ocupação do receptor. 

As concentrações acima da constante de dissociação para o receptor-ligante e cinética de 

ligação, provoca primeiramente uma saturação da resposta e depois em concentrações mais 

elevadas, a saturação dos receptores é observado (Vandenberg et al. 2012). Neste sentido, 

já foram relatados que muitos compostos, tais como fenobarbital, bisfenol A e 

dietilestilbestrol podem induzir uma curva em U de dose-resposta (Calabrese & Baldwin 

2003; Kinoshita et al. 2003). Dessa forma, com os dados do presente estudo, podemos 

sugerir que o DFB poderia induzir a curva U de dose-resposta, já que este inseticida 

apresentou efeitos tóxicos reprodutivos apenas na menor dose testada. 

Pode-se concluir, que o DFB apresenta toxicidade reprodutiva subaguda, já que 

importantes parâmetros  reprodutivos foram afetados. Entretanto, outros estudos devem ser 

conduzidos a fim de confirmar essa hipótese e poder identificar os possíveis mecanismos 

tóxicos desse composto. Os resultados desse estudo servem de incentivo para que 

pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novos compostos de combate ao vetor 

sejam realizadas com a finalidade de buscar substâncias que possuam uma menor 

toxicidade e maior seletividade para o organismo alvo.  
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ANEXOS  

 

Tabela 1 . Peso corporal final e pesos absoluto e relativo de órgãos vitais e da reprodução 
de ratos machos adultos dos grupos controle e expostos a 2, 4 e 8 mg/kg de DFB durante 
28 dias. 
 

Parâmetros Grupos Experimentais 

 
Controle 

 (n=8) 
2mg/kg  
(n=8) 

4mg/kg  
(n=8) 

8mg/kg 
(n=8) 

Peso Corporal (g)  333.88 ± 9.92 313 ± 10.75 309.75 ± 7.51 304.13 ± 8.60 

Testículo (g) 1.48 ± 0.05 1.30 ± 0.03 * 1.43 ± 0.03 1.38 ± 0.03 

Testículo (g/100g)  0.44 ± 0.01 0.39 ± 0.01* 0.43 ± 0.01 0.41 ± 0.01 

Epidídimo (mg) 523.75 ± 14.38 547.5 ± 16.66 551.88 ± 15.63 539.88 ± 7.74 

Epidídimo (mg/100g) 157.77 ± 5.96  164.79 ± 6.26 166 ± 6.37 163.38 ± 3.22 

Ducto Deferente (mg) 102.50 ± 5.59 95.00 ± 7.31 92.50 ± 7.25 93.75 ± 5.32 
Ducto Deferente 
(mg/100g) 32.16 ± 1.89 28.40 ± 2.48 31.34 ± 4.11 28.24 ± 1.84 

Vesícula Seminal (g) 1.17 ± 0.10  1.23 ± 0.11 1.35 ± 0.08  1.02 ± 0.08 
Vesícula Seminal 
(g/100g) 0.35 ± 0.03 0.36 ± 0.03 0.40 ± 0.03 0.34 ± 0.02  

Próstata (mg) 367.17 ± 18.27 345.92 ± 19.57 359.50 ± 10.06 380.60 ± 22.41 

Próstata (mg/100g) 110.91 ± 5.43 104.18 ± 5.30 104.65 ± 3.14 113.59 ± 10.13 

Fígado (g)  9.91 ± 0.53 9.59 ± 0.39 10.68 ± 0.35 11.24 ± 0.34 

Fígado (g/100g) 2.91 ± 0.10 2.98 ± 0.13 3.04 ± 0.07 3.20 ± 0.06 

Rim (g)  1.04 ± 0.06 1.00 ± 0.02   1.15 ± 0.04 1.17 ± 0.02 

Rim (g/100g) 0.30 ± 0.01 0.31 ± 0.004 0.33 ± 0.01 0.33 ± 0.008 
Valores expressos como média±erro padrão da média. *p<0,05 indicam que os grupos 
diferem estatisticamente em relação ao grupo controle. 
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Tabela 2. Parâmetros bioquímicos avaliados após exposição subaguda ao DFB. 
 

Parâmetros Grupos Experimentais 

 Controle 2mg/kg 4mg/kg 8mg/kg 

AST    68.33 ± 2.33 68.33 ± 1.58 68.66 ± 4.55 69.16 ± 4.39 

ALT 22.83 ± 0.98 23.50 ± 0.95 27.00 ± 0.44 28.66 ± 1.80* 

δ-GT 1.00 ± 0.00 0.16 ± 0.16 0.50 ± 0.22 0.33 ± 0.21 

Uréia  21.83 ± 2.35 27.00 ± 3.55 35.83 ± 1.30* 32.83 ± 1.40* 

Creatinina 0.48 ± 0.03 0.43 ± 0.04 0.58 ± 0.03 0.55 ± 0.02 
Valores expressos como média±erro padrão da média, com n=6 animais em cada grupo. 
*p<0,05 indicam que os grupos diferem estatisticamente em relação ao grupo controle. 
 
 
 
 
 
Tabela 3. Parâmetros hematológicos avaliados após exposição subaguda ao DFB. 
 

Parâmetros Grupos Experimentais 

 Controle 2mg/kg 4mg/kg 8mg/kg 

Hm (x106)mm3 5.08 ± 0.08 5.13 ± 0.07 4.98 ± 0.10 5.10 ± 0.13 

Hb (g/dL) 15.26 ± 0.26 15.16 ± 0.47 14.66 ± 0.40 14.49 ± 0.49 

Ht (%) 45.83 ± 0.83 45.50 ± 1.43 44.00 ± 1.21 43.50 ± 1.47 

VCM 90.15 ± 0.15 87.87 ± 2.46 88.30 ± 1.59 85.34 ± 2.06 

HCM 30.03 ± 0.03 29.42 ± 0.68 29.39 ± 0.55 28.38 ± 0.69 

CHCM 33.28 ± 0.01 33.30 ± 0.00 33.25 ± 0.03 33.21 ± 0.03 

Plaquetas (×103/µL) 140.00 ± 14.37 150.00 ± 14.83 161.67 ± 17.20 174.00 ± 21.11 

Leucócitos totais 6.18 ± 0.44 5.78 ± 0.50 7.17 ± 1.17 5.93 ± 0.58 

Linfócitos (%) 70.83 ± 1.07 76.50 ± 2.50 75.66 ± 2.59 68.50 ± 1.89 

Eosinófilo (%) 0 ± 00,00 0 ± 00,00 0 ± 00,00 0 ± 00,00 

Basófilo (%) 0 ± 00,00 0 ± 00,00 0 ± 00,00 0 ± 00,00 

Monócito (%) 5.50 ± 0.22 3.66 ± 0.61 1.66 ± 0.66 1.80 ± 0.58 

Neutrófilos (%) 23.83 ± 1.04 22.33 ± 1.35 24.83 ± 1.99 29.66 ± 1.78 

Valores expressos como média±erro padrão da média, com n=6 animais em cada grupo.  
*p<0,05 indicam que os grupos diferem estatisticamente em relação ao grupo controle. 
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Tabela 4. Parâmetros espermáticos avaliados em animais adultos dos grupos controle e 
expostos a 2, 4 e 8 mg/kg de DFB durane 28 dias. 
 

Parâmetros Grupos Experimentais 

 
Controle 

  
2mg/kg  

 
4mg/kg  

 
8mg/kg 

 
Produção 
espermática diária (x 
106/testículo/dia) 

31.71 ± 1.28 22.98 ± 1.14***  27.20 ± 0.73 
 

27.57 ± 1.62 

Produção 
espermática diária (x 
106/g/testículo/dia) 

24.39 ± 1.21 19.49 ± 1.00 ** 
 

21.57 ± 0.69 24.16 ± 0.71 

Número relativo de 
espermátides no 
testículo 
(x 106) 

146.73 ± 7.22 119.84 ± 6.39* 
 

131.44 ± 4.25 142.94 ± 4.29 

Número absoluto de 
espermatozoides na 
cabeça/corpo do 
epidídimo (x 106) 

75.26 ± 4.56 67.62 ± 4.42 62.00 ± 3.49 62.34 ± 4.63 

Número relativo de 
espermatozoides na 
cabeça/corpo do 
epidídimo (x 106) 

292.14 ± 11.25 246.45 ± 12.84 258.09 ± 8.63 247.50 ± 17.21 

Tempo de trânsito na 
cabeça/corpo do 
epidídimo (dias) 

2.62 ± 0.32 3.00 ± 0.28 2.29 ± 0.12 2.37 ± 0.23 

Número absoluto de 
espermatozoides na 
cauda do epidídimo 
(x 106) 

136.42 ± 8.38 111.22 ± 6.52 124.84 ± 13.10 133.70 ± 4.20 

Número relativo de 
espermatozoides na 
cauda do epidídimo 
(x 106) 

715.00 ± 27.46 565.78 ± 18.19* 600.97 ± 57.58 666.07 ± 27.62 

Tempo de trânsito na 
cauda do epidídimo 
(dias) 

     4.40 ± 0.26 4.94 ± 0.44 4.69 ± 0.59 5.01 ± 0.30 

Valores expressos como média±erro padrão da média, com n=7 ou 8 animais em cada 
grupo. * p<0,05, **p<0,01 e *** p<0,001 indicam que os grupos diferem estatisticamente 
em relação ao grupo controle. 
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ANEXOS B 

 

Artigo 2 Este trabalho deu origem ao artigo “Efeitos genotóxicos e mutagênicos do 

inseticida Diflubenzuron em camundongos” que após versado para o inglês, será 

submetido para o periódico Experimental and Toxicologic Pathology na forma short 

communications”. 
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RESUMO  

 

O diflubenzuron (DFB), inseticida e acaricida regulador do crescimento de insetos 

(IRC), é utilizado na agricultura, contra insetos predadores, no controle de ectoparasitas de 

peixes e em programas de saúde pública, no controle de insetos e vetores. Apesar de sua 

ampla utilização, pouco se sabe a respeito de seus aspectos toxicológicos. Dessa forma, 

objetivou-se, no presente estudo, avaliar os efeitos genotóxicos e mutagênicos do inseticida 

DFB, em camundongos. Camundongos foram divididos em 5 grupos: Grupo 1: 0,3 mg/kg 

de DFB; Grupo 2: 1,0 mg/kg de DFB; Grupo 3: 3,0 mg/kg de DFB; Grupo 4: controle 

positivo (Ciclofosfamida) e Grupo 5: controle negativo (óleo de milho). O sangue 

periférico dos animais foi coletado para o ensaio cometa e para o teste de micronúcleo. O 

DFB aumentou a incidência de cometas em todas as doses testadas, indicando ação 

genotóxica. Após 24, 48 e 72 h do tratamento com DFB foi verificado aumento na 

incidência de micronúcleos no sangue periférico de camundongos em todas as doses 

testadas, sendo que a maior dose apresentou incidência de micronúcleos superior ao grupo 

controle positivo. Estes dados demonstram que o DFB apresenta efeitos genotóxicos e 

mutagênicos de uma maneira dose-dependente.  

 

Palavras-chaves: Diflubenzuron; Ensaio cometa; Teste do micronúcleo; Camundongo 
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ABSTRACT 

 

Diflubenzuron (DFB), an insecticide and acaricide insect growth regulator (IRC), é 

utilizado na agricultura, against insect predators in controlling ectoparasites of fish and in 

public health programs, in controlling insects and vectors. Despite its widespread use, little 

is known about its toxicological aspects. This study was aimed to evaluate the genotoxic 

and mutagenic effects of DFB in mice. Mice were divided into 5 groups: Group 1: 0.3 

mg/kg of DFB; Group 2: 1.0 mg/kg of DFB; Group 3: 3.0 mg/kg de DFB; Group 4: 

positive control (Cyclophosphamide) and Group 5: negative control (corn oil). Peripheral 

blood of animals was collected for the comet assay and the micronucleus test. DFB 

increased incidence of comets at all doses tested, indicating genotoxic action. 24, 48 e 72 h 

after exposure was observed increase in the incidence of micronuclei in the peripheral 

blood of mice at all doses tested, with the largest dose reported incidence of micronuclei 

than the positive control group. These data demonstrate that the DFB has genotoxic and 

mutagenic effects of a dose-dependent manner. 

 

Keywords: Diflubenzuron; Comet assay; Micronucleus test; Mice 
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INTRODUÇÃO  

 

A exposição direta ou indireta a praguicidas pode causar não só intoxicações, mas 

efeitos teratogênicos, carcinogênicos, genotóxicos e alterações reprodutivas (Dahlgren et 

al., 2004, Pelaez et al., 2004; Menegaux et al., 2006). Diflubenzuron (DFB), 1-(4-

chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) urea, inseticida e acaricida regulador do 

crescimento de insetos (IRC), pertencente a classe das benzoiluréias, pode ser utilizado na 

agricultura, contra insetos predadores, no controle de ectoparasitas de peixes e em 

programas de saúde pública, no controle de insetos e vetores, principalmente de larvas do 

Aedes aegypti (EHC 194, 1996; ANVISA, 1985). Esta classe de inseticidas atua 

interferindo na deposição de quitina, um dos compostos da cutícula de insetos (Reynolds, 

1987). O mecanismo de ação tóxica destes compostos é sobre formas imaturas (larvas), 

particularmente durante a ecdise, impedindo o inseto de liberar-se da exocutícula (Silva et 

al., 2003).  

A determinação do potencial genotóxico de poluentes ambientais objetiva 

determinar os riscos genéticos, não somente dos seres humanos expostos, mas também da 

biota nativa de determinado local (Pierce et al., 1998). O “Guidelines for Carcinogen Risk 

Assessment”, publicada pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos, aponta 

as alterações na expressão gênica, reparo do DNA, controle do ciclo celular, instabilidade 

genômica e danos cromossômicos como as principais conseqüências da exposição aos 

agentes ambientais e eventos críticos envolvidos no processo de carcinogênese (Preston, 

2007).  

Embora o DFB seja amplamente utilizado para o controle de pragas, poucas 

informações toxicológicas recentes estão disponíveis na literatura. Assim, o presente 
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estudo avaliou os possíveis efeitos genotóxicos e mutagênicos do inseticida DFB em 

camundongos, através do ensaio cometa e do teste de micronúcleo.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

1 Animais e tratamento 

 

Foram utilizados camundongos machos Swiss adultos (n= 50; pesando 30-40g e 

com aproximadamente 60 dias de idade), provenientes do biotério da Universidade Federal 

da Grande Dourados (UFGD). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas sob 

condições controladas de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura 

(23°C), recebendo água e ração comercial à vontade. Todos os procedimentos foram 

realizados de acordo com os Princípios Éticos em Pesquisa Animal adotados pelo Colégio 

Brasileiro em Experimentação Animal e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da UNESP (SP – Brasil) (protocolo n. 380/2012). 

Os animais foram distribuídos em cinco grupos experimentais (n=10 

animais/grupo). Três grupos receberam diflubenzuron 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-

difluorobenzoyl)urea (Champion Farmoquímica Ltda, grau de pureza de 98%), nas doses 

de 0,3, 1,0 ou 3,0 mg/kg de peso corpóreo, por via oral. Um grupo foi tratado com 

ciclofosfamida, na dose de 50 mg/kg, via intraperitoneal (controle positivo) (De Oliveira et 

al., 2010) e o outro grupo recebeu o veículo (1,0 mL/kg de óleo de milho por via oral) 

(controle negativo). O tratamento foi realizado uma única vez, sendo o DFB dissolvido em 

óleo de milho e a ciclofosfamida em solução salina antes da administração. 

 

2 Ensaio Cometa 
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Após 24 h do tratamento com DFB, 40 µL de sangue foram coletados da cauda de 

cada animal. O sangue foi homogeneizado com 120 µL de agarose LMP (1,5%) a 37ºC, e 

colocado em lâmina previamente preparada com agarose comum (5%). Em seguida, uma 

lamínula foi adicionada sobre a lâmina, onde ficaram sob refrigeração (20 min a 4ºC). As 

lamínulas foram removidas e as lâminas imersas em solução de lise (89 mL de solução de 

lise estoque - 2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, pH 10 foi ajustado com NaOH + 

89mL de água destilada + 1% de lauril sacocinato de sódio + 1mL de Triton X - 100 + 10 

mL de DMSO), durante 1 h a 4ºC. Posteriormente, a camara de eletroforese foi preenchida 

com tampão pH> 13 (300mM NaOH e 1mM EDTA, preparadas utilizando uma solução 

estoque de NaOH 10N e 200mM e EDTA, pH 10) e as lâminas foram colocadas 

cuidadosamente na camara de eletroforese onde permaneceram por 20 min a 4ºC para 

desnatauração do DNA. A eletroforese ocorreu a 25V e 300mA (1.25V/cm) e em seguida, 

as lâminas foram neutralizadas com tampão de pH 7,5 (0,4 M Tris-HCl), secas ao ar e 

fixadas por 10 min em etanol a 100%.  

 Para realização das análises, as lâminas foram coradas com 100  µL de brometo de 

etídio (0,002 mg/mL). O material foi analisado em um microscópio de fluorescencia, 

aumento de 40x, em filtro de excitação 515-560 mm. A avaliação foi realizada em 100 

cometas, classificando-os de 0 - 3, conforme o comprimento e intensidade da cauda: classe 

0 – nenhum dano; classe 1 - cauda com até o diâmetro da cabeça do cometa; classe 2 - 

cauda de tratamento médio, com 2 vezes o diâmetro da cabeça; classe 3 - cauda longa, com 

comprimento superior a 2 vezes o diâmetro da cabeça. As células apoptóticas, ou seja, 

aquelas com fragmentação total do nucleóide não foram contabilizadas. Após a leitura, 

realizou-se score de cada tratamento, multiplicando-se o número de núcleos observados em 

cada classe pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3). Desta forma foi obtido o score total de cada 
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tratamento. 

 

3 Teste do micronúcleo de sangue periférico 

  

O teste do micronúcleo de sangue periférico foi conduzido conforme Hayashi et al. 

(1990). Para tanto, sangue da cauda de cada animal foi coletado em três tempos diferentes 

(24, 48 e 72 h após o tratamento). Em lâminas previamente preparadas com 20 µL de 

laranja de acridina (1 mg/mL), foi adicionado 20 µL de sangue. Posteriomente, estas 

lâminas foram armazenadas em congelador a -20ºC. Para avaliação das lâminas, utilizou-se 

microscópio de fluorescencia sob luz azul (488 nm) em um aumento de 100X. Realizou-se 

a contagem de duas mil células por animal e os micronúcleos foram analisados. 

Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média e para a 

comparação dos resultados entre os grupos experimentais foram utilizados os testes 

estatísticos de análise de variância – ANOVA seguidos do teste de Tukey-Kramer para 

avaliar possíveis diferenças entre os grupos. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0,05. 

 

RESULTADOS  

  

Após a realização do ensaio cometa, o grupo controle negativo apresentou uma 

frequência média de 24,20 ± 2,88 de células lesionadas, sendo a maior parte classificada 

como células sem danos (classe 0). No grupo controle positivo (ciclofosfamida), a média 

de células com danos foi maior do que no grupo controle negativo (88,40 ± 1,71), sendo 

classificados principalmente em classes 1 e 2  (Tabela 1). 
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No grupo 1 (0,3 mg/Kg de DFB) a frequência média de células com danos foi de 

89,40 ± 1,01, com incidência maior de danos nas classes 1 e 2.  Da mesma forma, os 

grupos 2 e 3 (1,0 e 3,0 mg/Kg de DFB, respectivamente) apresentaram média de células 

lesionadas superior ao grupo controle positivo, com um escore de 141,10 ± 2,02 para o 

grupo 2 e 152,20 ± 2,17 para o grupo 3. Os danos foram classificados principalmente nas 

classes 1 e 2 em ambos os grupos (Tabela 1). 

 Em relação ao teste do micronúcleo, após 24 h do tratamento com DFB, foi 

observada uma frequência média de células micronucleadas no grupo controle negativo e 

positivo de 1,50 ± 0,65 e 21,50 ± 1,94, respectivamente. Nos grupos tratados com DFB 

(0,3, 1 e 3 mg/kg) houve um aumento na frequência de micronúcleos com o aumento da 

dose (Tabela 2). Após 48 h do tratamento, observou-se que os grupos 1, 2 e 3 diferiram em 

relação ao grupo controle negativo. O grupo controle positivo apresentou frequência média 

de micronúcleos de 15,00 ± 1,19 e os grupos 1 e  2 não apresentaram diferenças quando 

comparados ao grupo controle positivo. O grupo 3 foi o que apresentou maior frequência 

de micronúcleos (27,90 ± 1,62), superior ao grupo controle positivo (Tabela 2). 72 h após o 

tratamento, também verificou-se um aumento na frequência de micronúcleos em todas as 

doses testadas. A frequência de micronúcleos foi maior com o aumento da dose. O grupo 1 

e 2 apresentou resultados semelhantes ao grupo controle positivo, com uma frequência de 

células com micronúcleos de 9,80 ± 0,79 para o grupo 1 e 12,40 ± 0,96 para o grupo 2. O 

grupo 3 apresentou maior incidência de micronúcleo (Tabela 2). 

 

DISCUSSÃO 

 

Estudos têm demonstrado que praguicidas podem ter efeitos genotóxicos após 

exposição direta ou indireta em organismos não-alvo (incluindo humanos) (Nehez et al., 
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1988), o que reforça a necessidade de avaliações genotóxicas destes compostos. Este 

estudo demonstra pela primeira vez que o pesticida DFB pode induzir danos ao DNA em 

camundongos, nas doses testadas.  

Vários pesticidas amplamente utilizados apresentaram resultados positivos para 

genotoxicidade.  No presente estudo, os efeitos genotóxicos do DFB foram avaliados 

usando o ensaio cometa. Este é um ensaio amplamente utilizado em genética toxicológica e 

tem sido usado para detectar danos no DNA causados por agentes químicos e físicos 

(Gontijo & Tice, 2003). Através desta técnica, vários praguicidas já foram revelados 

genotóxicos. De Oliveira et al. (2010) e Moore et al. (2011), avaliaram o potencial 

genotóxico e mutagênico dos inseticidas fipronil e malation, respectivamente, e 

constataram que estes compostos foram capazes de induzir danos ao DNA na maior dose 

testada (50 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente).  

No presente estudo, o DFB aumentou a incidência de cometas em todas as doses 

testadas, apresentando maior número de células lesionadas nas doses de 1 e 3 mg/kg de 

DFB, demonstrando um potencial genotóxico dose-dependente. Nota-se que a incidência 

de células lesionadas encontradas nos grupos tratados com DFB foi superior aquelas 

encontradas no grupo controle positivo, o qual recebeu ciclofosfamida. No presente estudo, 

a ciclofosfamida foi usada para induzir danos ao DNA, já que possui comprovada atividade 

genotóxica em células da medula óssea e no sangue periférico in vivo e in vitro (Snustad & 

Simmons, 2001). 

 Os efeitos mutagênicos do DFB foram examinados através do teste de micronúcleo 

do sangue periférico. A partir desta técnica, é possível detectar alterações no DNA e/ou 

danos no fuso mitótico (Fenech, 2000). Após 24, 48 e 72 h do tratamento com DFB foi 

verificado um aumento na incidência de micronúcleos no sangue periférico de 

camundongos em todas as doses testadas, sendo que a maior dose (3 mg/kg) apresentou 
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incidência de  micronúcleos estatisticamente superior ao grupo controle positivo 

(ciclofosfamida). Estes dados demonstram que o DFB apresenta efeitos mutagênicos de 

uma maneira dose-dependente. Observa-se que a frequência de micronúcleos diminuem 

cronologicamente após o tratamento. Esta diminuição pode ser devido ao fato da 

metabolização do DFB reduzir sua capacidade de induzir danos ao DNA. 

Corroborando com os achados do presente trabalho, um dos metabólitos do DFB, a 

4-cloroanilina, foi classificada pelo EPA (Environmental Protecion Agency) como um 

provável carcinogéno humano (USEPA, 1997), demonstrando a necessidade de mais 

estudos toxicológicos deste inseticida. Estes dados demonstram que o DFB apresenta 

efeitos genotóxicos e mutagênicos de uma maneira dose-dependente.  
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ANEXOS 

 

 

 
 

 

 
 
 
 



Tabela 1 - Valores médios ± erro padrão da média da frequência relativa de células lesionadas, distribuição entre as classes de 
danos e escore referentes ao ensaio cometa. 

Grupos 
Experimentais 

Células 
Lesionadas 

Classes de dano Escore 

0 1 2 3 

Controle Negativo 24,20±2,88a 75,80±2,88 20,80±2,52 3,20±0,55 0,20±1,33 27,80±3,34a 

Controle Positivo 88,40±1,71b 11,30±1,80 61,10±2,81 21,50±2,19 5,80±0,78 121,50±4,34b 

DFB 0,3mg/kg 89,40±1,01b 10,60±1,01 66,20±2,27 20,00±1,99 3,20±0,70 115,80±2,67b 

DFB 1,0 mg/kg 91,50±0,52b 8,40±0,50 49,30±1,22 34,80±1,64 7,40±0,54 141,10±2,02c 

DFB 3,0 mg/kg 93,50±0,65b 6,50±0,65 43,20±1,21 41,90±1,16 8,40±0,83 152,20±2,17c 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas. ANOVA/Tukey (p<0,05) 
 
 
Tabela 2 -Valores médios ± EPM, referentes ao ensaio de micronúcleo.  
 

Grupos Média ± EPM 

Experimentais 24h 48h 72h 

Controle Negativo 1,50±0,65a 1,00±0,37a 0,90±0,31a 
Controle Positivo 21,50±1,94b 15,00±1,19b 9,70±0,40b 
DFB 0,3mg/kg 16,80±1,58b 11,40±1,16b 9,80±0,79b 
DFB 1,0 mg/kg 17,60±1,66b 16,30±1,42b 12,40±0,96b 
DFB 3,0 mg/kg 34,10±2,16c 27,90±1,62c 18,90±1,33c 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas. ANOVA/Tukey (p<0,05) 
 


