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RESUMO 

 

O mosquito Aedes aegypti é um dos principais vetores de arboviroses, como Dengue, 

Zika e Chikungunya, representando um problema de saúde pública, pois afeta a vida de 

milhares de pessoas todos anos. Por isso, é de suma importância buscar alternativas 

naturais para realizar o controle do vetor. Uma alternativa é o Líquido da Casca da 

Castanha de Caju técnico (LCCt) que possui reconhecida atividade larvicida contra esse 

vetor, mas sua hidrofobicidade limita a aplicação em ambientes aquáticos. Para superar 

essa limitação, foi desenvolvida uma formulação auto-emulsionável do LCCt com Lauril 

Sulfato de Sódio, denominada LCCtL, visando melhorar sua solubilidade e sem 

comprometer a sua eficácia larvicida. O LCCtL apresentou comprovada atividade 

larvicida com uma CL50-24 h de 9,59 mg/L. Assim, o presente trabalho avaliou a 

segurança ambiental do bioativo LCCtL por meio de ensaios ecotoxicológicos e 

genotóxicos com organismos não-alvo de diferentes níveis tróficos. Foram conduzidos 

testes de toxicidade crônica com Raphidocelis subcapitata, toxicidade aguda com 

Daphnia similis, embriotoxicidade com Danio rerio, além de avaliação genotóxica com 

Allium cepa. Os resultados demonstraram que o LCCtL apresentou toxicidade 

classificada como agudo I para R. subcapitata e D. similis, e agudo III para D. rerio, 

indicando maior sensibilidade dos organismos de níveis tróficos inferiores. No teste com 

A. cepa, o LCCtL não induziu efeitos genotóxicos significativos, com ausência de 

alterações cromossômicas e formação de micronúcleos, mesmo em concentrações 

elevadas. Os resultados indicaram que o LCCtL possui potencial para ser utilizado como 

um biolarvicida eficaz e ambientalmente seguro, representando uma alternativa 

sustentável aos inseticidas sintéticos no controle de Ae. aegypti. 

Palavras-chave: Controle de vetores. Ecotoxicologia. Genotoxicidade vegetal. 

Larvicida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

The Aedes aegypti mosquito is one of the main vectors of arboviruses such as Dengue, 

Zika, and Chikungunya, posing a public health concern as it affects the lives of thousands 

of people every year. Therefore, it is extremely important to seek natural alternatives for 

vector control. One such alternative is Technical Cashew Nut Shell Liquid (tCNSL), 

which has recognized larvicidal activity against this vector. However, its hydrophobicity 

limits its application in aquatic environments. To overcome this limitation, a self-

emulsifying formulation of tCNSL with Sodium Lauryl Sulfate was developed, named 

LCCtL, aiming to improve its solubility without compromising its larvicidal 

effectiveness. LCCtL demonstrated confirmed larvicidal activity with a 24 h-LC₅₀ of 9.59 

mg/L. Thus, the present study evaluated the environmental safety of the bioactive LCCtL 

through ecotoxicological and genotoxic assays using non-target organisms from different 

trophic levels. Chronic toxicity tests with Raphidocelis subcapitata, acute toxicity with 

Daphnia similis, embryotoxicity with Danio rerio, and genotoxicity assessment with 

Allium cepa were conducted. The results showed that LCCtL presented toxicity classified 

as acute category I for R. subcapitata and D. similis, and acute category III for D. rerio, 

indicating greater sensitivity in organisms from lower trophic levels. In the A. cepa test, 

LCCtL did not induce significant genotoxic effects, with no chromosomal alterations or 

micronucleus formation observed, even at high concentrations. These findings indicate 

that LCCtL has the potential to be used as an effective and environmentally safe 

biolarvicide, representing a sustainable alternative to synthetic insecticides in the control 

of Ae. aegypti. 

Keywords: Vector control. Ecotoxicology. Plant genotoxicity. Larvicide. 
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1. INTRODUÇÃO/JUSTIFICATIVA 

O Aedes aegypti é o vetor transmissor de arboviroses, como a Dengue, Zika, 

Chikungunya e Febre Amarela. Estas doenças representam uma ameaça significativa à 

saúde pública, afetando milhares de indivíduos anualmente (TERRA et al., 2017). Em 

2024, houve um aumento no número de casos dessas doenças transmitidas pelo mosquito 

no Brasil, ultrapassando cinco milhões de casos notificados (SVS-MS, 2024). Embora 

avanços tenham sido realizados no desenvolvimento da vacina contra a Dengue, a sua 

prevenção e controle dessas arboviroses ainda exigem medidas rigorosas de combate ao 

vetor.  

 O uso de inseticidas/larvicidas químicos permanece como uma das ferramentas 

para conter a propagação dessas doenças (ZARA et al., 2016). Entretanto, além do 

mosquito desenvolver resistência ao uso desses produtos comerciais, há também a 

possibilidade destes compostos químicos afetarem organismos não-alvo. Por isso, é 

essencial buscar alternativas naturais para reduzir os efeitos adversos destes no meio 

ambiente, como o uso de resíduos agroindustriais com propriedades biológicas 

(LAUFENBERG et al., 2003; HARBURGUER et al., 2018; PADMANABAN et al., 

2022). 

 Uma possibilidade promissora é o Líquido da Casca da Castanha de Caju técnico 

(LCCt), resíduo agroindustrial proveniente da tostagem da castanha de caju. Esse 

composto apresenta comprovada atividade larvicida e inseticida contra Ae. aegypti, além 

de seu uso ser de fácil acesso e baixo custo (LOMONACO et al., 2009; DE CARVALHO 

et al., 2019; JORGE et al., 2020). No entanto, o LCCt é um óleo viscoso e apresenta 

hidrofobicidade, o que dificulta sua utilização em ambientes aquáticos, sendo o local de 

desenvolvimento das larvas desse vetor. Assim, modificações químicas em sua estrutura 

são necessárias a fim de aumentar a solubilidade em água e potencializar sua atividade 

larvicida. 

Sendo assim, uma formulação auto-emulsionável foi desenvolvida a partir do 

LCCt com Lauril Sulfato de Sódio, denominado LCCtL, apresentando características 

hidrossolúveis. A partir desse bioativo, foram realizados ensaios e foi verificada uma alta 

atividade larvicida contra o Ae. aegypti, com CL50-24 h de 9,59 mg/L, ou seja, a 

ocorrência de mortalidade de 50% de larvas em 24 h (SCHIBICHEWSKI, 2025). 

 Embora biolarvicidas sejam frequentemente considerados ambientalmente 

seguros, estudos recentes indicam que compostos naturais, especialmente os formulados 
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com surfactantes, também podem apresentar efeitos adversos sobre organismos aquáticos 

em níveis tróficos distintos (SOBRINO-FIGUEROA, 2018). Assim, a avaliação 

ecotoxicológica e genotóxica é crucial para garantir que tais compostos não causem 

desequilíbrios ecológicos quando utilizados em larga escala (SISSINO et al., 2021). 

Dessa forma, considerando que o destino deste bioproduto é o ambiente aquático, torna-

se essencial realizar ensaios ecotoxicológicos com o objetivo de verificar sua toxicidade 

sobre organismos aquáticos não-alvo. 

 Os ensaios ecotoxicológicos baseiam-se na exposição de organismos-teste a 

diferentes concentrações de uma substância ou mistura de substâncias por um período 

determinado (SISSINO et al., 2021). Durante essas análises, são avaliados os efeitos sobre 

funções biológicas fundamentais, como o desenvolvimento embrionário e a mortalidade, 

aspectos que exercem impacto direto sobre o equilíbrio dos ecossistemas (SISINNO et 

al., 2021). 

 Essas avaliações podem ser conduzidas em distintos níveis tróficos da cadeia 

alimentar, incluindo produtores (microalgas unicelulares – Raphidocelis subcapitata), 

consumidores primários (Cladocera – Daphnia similis) e consumidores secundários 

(peixes – Danio rerio) (JORGE et al., 2022). Além disso, é fundamental examinar o 

potencial genotóxico do LCCtL, de modo a assegurar sua segurança para uso ambiental. 

 Nesse contexto, o teste com Allium cepa destaca-se como uma ferramenta 

eficiente, por possibilitar a avaliação de diversos parâmetros, como o índice germinativo 

(fitotoxicidade), o índice mitótico e a análise de aberrações cromossômicas e formação 

de micronúcleos (BARBÉRIO et al., 2011; BONCIU et al., 2018; LEME; MARIN-

MORALES, 2009). Esses parâmetros são amplamente utilizados como indicadores dos 

impactos provocados pelo composto nos organismos expostos. 

 Apesar dos avanços relacionados à formulação do LCCtL e à sua eficácia 

larvicida, ainda são escassos os estudos que avaliem seus possíveis efeitos 

ecotoxicológicos e genotóxicos em organismos aquáticos de diferentes níveis tróficos. 

Considerando o destino ambiental previsto para o produto e a necessidade de validar sua 

segurança antes de seu uso em larga escala, torna-se imprescindível realizar uma 

avaliação integrada de seus efeitos em organismos não-alvo. 

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a segurança ambiental do bioativo 

LCCtL por meio de ensaios de toxicidade e genotoxicidade utilizando diferentes 

organismos-teste. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO FONTE DE COMPOSTOS 

BIOATIVOS PARA CONTROLE DE VETORES  

 O processo de industrialização e da globalização, aliado ao crescimento 

demográfico, tem impulsionado significativamente as atividades agrícolas e industriais 

em escala global. Esse crescimento exponencial tem como consequência a geração anual 

de volumes substanciais de resíduos agroindustriais, tanto em pequenas propriedades 

agrícolas como em grandes complexos comerciais (YAFETTO, 2023). 

 Esses resíduos, provenientes da agricultura, pecuária, aquicultura ou silvicultura, 

são frequentemente descartados de maneira inadequada ou utilizados na alimentação 

animal, práticas que não proporcionam ganhos econômicos significativos para o setor 

industrial e resultam em questões ambientais adversas (NIGAM et al., 2009; KERMANI 

et al., 2015).  Assim sendo, a produção desses resíduos pode aumentar a poluição do solo 

e dos corpos d'água, devido ao seu processo natural de dispersão, o que pode resultar em 

problemas de saúde pública (ROSA et al., 2011; JAYEOLA et al., 2018). 

 Dessa forma, torna-se necessário encontrar alternativas de uso para esses resíduos 

de forma mais adequada. Além disso, é importante considerar que estes são uma 

importante fonte de nutrientes e ricos em biomassa (MADUREIRA, 2020). Destacam-se 

também por possuírem compostos bioativos, como compostos fenólicos e carotenoides 

(SHIRAHIGUE et al., 2020). Além disso, é relevante seu uso como enzimas, óleos 

essenciais, rações para animais e larvicidas naturais (ALEXANDRINO et al., 2007; 

RODRIGUES et al., 2009; LIU et al., 2012; LOMONACO et al., 2017). Outro uso 

relevante seria o potencial larvicida que pode auxiliar no combate a vetores transmissores 

de doenças (CARVALHO et al., 2019; KALA et al., 2019; JORGE et al., 2020). Dentre 

esses resíduos, podemos ressaltar o Líquido da Casca da Castanha de caju técnico (LCCt) 

que pode ser apresentado como Líquido da Casca da Castanha de Caju natural (LCCn) 

ou Líquido da Casca da Castanha de Caju técnico (LCCt) 

 O Líquido da Casca da Castanha de Caju natural (LCCn), encontrado na casca da 

castanha de caju (Anacardium occidentale), é um óleo viscoso de cor marrom-

avermelhado composto em sua maior parte por ácido anacárdico (60-70%), cardanol (10-

20%), cardol (3-10%) e 2-metilcardol (2-5%). Para extração desse óleo são utilizadas 

diversas técnicas, como extração por solvente, extração por pirólise e, mecânicas 

(LOMONACO et al., 2017). O Líquido da Casca da Castanha de Caju técnico (LCCt) é 
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obtido por meio de técnicas de torrefação ou processamento em óleo quente, submetidas 

a altas temperaturas (180-190 °C), geralmente obtidos por indústrias (GEDAM et al., 

1986; LOMONACO et al.,2017). Nesse processo, o ácido anacárdico passa por um 

processo de descarboxilação, e é transformado em cardanol. Dessa forma, esse composto 

é formado por cardanol (60-70%), cardol (10-20%) e 2-metilcardol (2-5%) 

(LOMONACO et al.,2017). 

 

2.2 DESENVOLVIMENTO DE FORMULAÇÕES LARVICIDAS À BASE DE 

LCCT COM APLICAÇÃO AQUÁTICA 

O Líquido da Casca da Castanha de Caju técnico apresenta comprovada atividade 

larvicida contra Aedes aegypti (LOMONACO et al., 2009; CARVALHO et al., 2019). 

Contudo, seu uso como biolarvicida em ambientes aquáticos é limitado devido à sua alta 

viscosidade e natureza hidrofóbica, o que dificulta a dispersão e ação nos criadouros do 

mosquito. 

Nos últimos anos, diferentes abordagens químicas vêm sendo exploradas com o 

objetivo de melhorar a solubilidade em água e potencializar a eficácia larvicida do LCCt. 

Entre essas estratégias, destacam-se o uso de agentes emulsificantes e o desenvolvimento 

de formulações inovadoras que favoreçam a dispersão do composto, tornando sua 

aplicação mais eficiente nos criadouros do mosquito. 

Komalamisra (2005) classifica produtos com CL50 entre 100 e 750 mg/L como 

eficazes, e aqueles com CL50 superiores a 750 mg/L como inativos. Estudos iniciais 

demonstraram que o LCCt apresenta CL50 de 19,76 mg/L (CARVALHO et al., 2019) e 

51,04 mg/L (LOMONACO et al., 2009), evidenciando seu potencial como agente 

larvicida. 

Visando otimizar essas características, o grupo de pesquisa Laboratório de 

Ecotoxicologia e Genotoxicidade (LECOGEN) conduziu diferentes estratégias de 

modificação do LCCt. Jorge et al. (2020) realizaram a sulfonação do LCCt, gerando uma 

mistura com sulfonato de sódio (LCCtSNa), que conferiu propriedades surfactantes. No 

entanto, embora a mistura tenha alcançado boa solubilidade, a atividade larvicida foi 

reduzida (CL50 de 110,6 mg/L), indicando a necessidade de formulações alternativas. 

Subsequentemente, Nascimento et al. (2022) exploraram reações de neutralização 

parcial do LCCt com bases inorgânicas (hidróxido de sódio e potássio) e orgânicas 

(monoetanolamina, dietanolamina e trietanolamina). A neutralização com hidróxido de 

sódio (NaOH) resultou na formulação denominada LCCtNa, que apresentou uma 
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atividade larvicida aprimorada (CL50 de 2,65 mg/L). Contudo, observou-se problemas de 

estabilidade e precipitação em meio aquoso, limitando sua aplicação prática. 

Dando continuidade à otimização da formulação, estudos posteriores buscaram a 

proporção ideal de neutralização (entre 1% e 100%) que equilibrasse eficácia larvicida e 

estabilidade (CRISPIM et al., no prelo). Embora a neutralização parcial a 50% tenha 

mostrado resultados promissores, desafios relacionados à solubilidade persistiram. 

A fim de contornar os problemas de solubilidade, uma nova formulação 

autoemulsionável, denominada LCCtL, foi desenvolvida pela combinação do LCCt com 

Lauril Sulfato de Sódio. Esta formulação proporcionou excelente solubilidade em água e 

manteve alta atividade larvicida, com CL50-24h de 9,59 mg/L contra larvas de Ae. aegypti. 

Considerando que o LCCtL será aplicado em ambientes aquáticos, torna-se 

essencial avaliar sua segurança ambiental por meio de bioensaios que envolvam 

organismos não-alvo de diferentes níveis tróficos. Essa abordagem permite identificar 

potenciais efeitos adversos e garantir que o produto esteja em conformidade com as 

normativas ambientais vigentes. Assim, o presente trabalho contribui com uma etapa 

fundamental para a consolidação do LCCtL como um biolarvicida eficiente, 

ecologicamente sustentável no controle do Aedes aegypti. 

 

2.3 SEGURANÇA AMBIENTAL DO LCCtL: ESTRATÉGIAS DE AVALIAÇÃO 

ECOTOXICOLÓGICA E GENOTOXICOLÓGICA 

 A avaliação da segurança ambiental de substâncias com aplicação potencial em 

ambientes aquáticos exige uma abordagem que contemple diferentes níveis tróficos e 

tipos de efeitos ecotoxicológicos (SISSINO et al., 2021). No presente estudo, foram 

selecionados bioensaios com organismos aquáticos e um modelo vegetal para análise 

genotóxica, permitindo uma visão abrangente dos possíveis impactos do bioativo LCCtL. 

Os ensaios ecotoxicológicos foram conduzidos com organismos representativos 

de diferentes níveis da cadeia trófica aquática — produtores primários (microalgas), 

consumidores primários (microcrustáceos) e consumidores secundários (peixes). 

Complementarmente, um ensaio genotoxico com Allium cepa foi realizado, visando 

avaliar potenciais efeitos clastogênicos e aneugênicos associados à exposição ao bioativo. 

 A ecotoxicologia é a área da toxicologia dedicada ao estudo dos impactos adversos 

causados por substâncias no meio ambiente (SISINNO et al., 2021). Entre os diversos 

tipos de ecossistemas, os aquáticos são amplamente reconhecidos como receptores finais 
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de uma vasta gama e quantidade de contaminantes (KENDALL et al., 2001). Assim, para 

investigar os efeitos dos contaminantes químicos na vida aquática, têm-se empregado 

ensaios de toxicidade utilizando organismos aquáticos em condições controladas de 

laboratório (SISINNO et al., 2021). 

 Os ensaios ecotoxicológicos são conduzidos para avaliar a toxicidade de 

substâncias individuais ou misturas complexas. Uma das principais vantagens desses 

testes é que conseguem capturar os efeitos sinérgicos de diferentes compostos e sua 

disponibilidade no ambiente. Além disso, também consideram os efeitos de metabólitos 

ou produtos resultantes da degradação. Isso é crucial, pois alguns compostos podem se 

tornar prejudiciais após serem metabolizados nos organismos (CLEUVERS, 2003; 

ALBERT, 2023). 

Nesses testes são examinados os impactos sobre funções biológicas essenciais, 

como a mortalidade, mobilidade e crescimento, que têm consequências diretas para a 

biodiversidade (SISINNO et al., 2021). Geralmente, esses ensaios são conduzidos 

avaliando o efeito das substâncias em diferentes níveis tróficos, como produtores, 

consumidores primários e consumidores secundários, visto que na natureza as interações 

são complexas e os efeitos no ecossistema precisam ser avaliados (NASCIMENTO et al., 

2022; JORGE et al., 2022). Conforme a concentração do composto e a duração da 

exposição variam, os ensaios permitem a avaliação de toxicidade aguda ou crônica 

(EXPÓSITO, 2017). 

2.3.1 ENSAIOS COM MICROALGAS 

As microalgas são organismos unicelulares que desempenham um papel 

fundamental nos ecossistemas aquáticos, pois convertem a energia solar em biomassa, 

contribuem significativamente para a produção de oxigênio, e servem como fonte de 

alimento para a maioria dos peixes e invertebrados presentes nesse ambiente 

(SATYAVANI et al., 2012; SISINNO et al., 2021).  

Os efeitos adversos provocados por agentes tóxicos sobre esses organismos 

podem resultar na diminuição dos níveis de oxigênio e na alteração da produção de 

substâncias primárias, impactando diretamente a cadeia alimentar nos ecossistemas 

aquáticos e, consequentemente, o meio ambiente (CETIN et al., 2006). Entre os métodos 

recomendados para a avaliação toxicológica em algas, destacam-se os estudos que 

investigam a inibição do crescimento da biomassa algácea, essenciais para a avaliação de 

risco ambiental (KAHRU et al., 2008; SISINNO et al., 2021). 



7 
 

A resposta ao impacto de um composto tóxico em microalgas varia de acordo com 

a espécie (ROJICKOVÁ-PADRTOVÁ e MARSALEK, 1999). Por essa razão, apenas 

algumas espécies de microalgas de água doce são selecionadas como modelos, como 

Raphidocelis subcapitata e Chlorella vulgaris. Essas espécies atendem a três critérios 

essenciais: são organismos unicelulares que não formam agregados em cultivo e testes, 

são facilmente mantidas em condições de laboratório e demonstram alta sensibilidade a 

contaminantes (EXPÓSITO, 2017). 

No cenário internacional, a execução desse tipo de ensaio segue os protocolos de 

inibição do crescimento de algas definidos pela Organization for Economic Cooperation 

and Development (OECD) 201 (OECD, 2011). Já no Brasil, a Associação Brasileira de 

Normas Técnicas (ABNT) estabelece o método padronizado para ensaios com algas 

(Chlorophyceae) por meio da normativa ABNT NBR 12648 (2023). 

 

2.3.2 ENSAIOS COM MICROCRUSTÁCEOS 

Os microcrustáceos da ordem Cladocera, como o gênero Daphnia, são 

amplamente utilizados em ecotoxicologia devido ao seu ciclo de vida curto, facilidade de 

manutenção. Além disso, a capacidade desses organismos de se reproduzirem 

assexuadamente por partenogênese permite a obtenção de descendentes geneticamente 

iguais, o que garante uma sensibilidade relativamente uniforme entre os organismos 

utilizados nos testes (SISINNO et al., 2021).  

A espécie Daphnia magna é amplamente empregada em estudos internacionais, 

principalmente associada ao protocolo de imobilização aguda descrito na OECD 202 

(2004). Por outro lado, no Brasil, os ensaios de toxicidade geralmente utilizam a espécie 

Daphnia similis (BURATINI et al., 2004), que consta como organismo-teste 

recomendado no procedimento de ensaio com Daphnia spp estabelecido pela norma 

ABNT-NBR 12713 (2022). A mobilidade e mortalidade dos neonatos são endpoints 

sensíveis e diretamente correlacionados ao risco ecológico. 

 

2.3.3 ENSAIOS DE EMBRIOTOXICIDADE COM Danio rerio 

O Danio rerio é um modelo consolidado em estudos toxicológicos devido à sua 

alta homologia genética com vertebrados superiores e suas vantagens práticas, como 

pequeno tamanho, embriões transparentes e desenvolvimento extrauterino rápido 

(FEITSMA e CUPPEN, 2008; SPOSITO, 2018). Esse modelo de toxicidade embrionária 
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do D. rerio é adotada devido à sua alta conservação genética com os humanos. Dessa 

forma, ele tem sido utilizado na triagem dos efeitos tóxicos de compostos bioativos, 

principalmente em seu estágio de embrião (JAYSINGHE e JAYAWARDENA, 2019). 

O estágio embrionário é considerado o mais sensível no ciclo de vida dos peixes, 

sendo os embriões particularmente vulneráveis devido à imaturidade fisiológica e à baixa 

capacidade de desintoxicação (HALLARE et al., 2006). Na figura 1, é possível observar 

os embriões em 24h e 48h, sem alterações. 

 

Figura 1. Embrião de D. rerio em 24h e 48h, respectivamente. 

O Danio rerio tem sido amplamente utilizado como modelo experimental 

vertebrado, por apresentar características biológicas favoráveis e estar alinhado aos 

princípios dos 3Rs (Redução, Substituição e Refinamento) no uso de animais em pesquisa 

(RUSSEL et al., 1992; KIRK et al., 2018). 

Com base nessas vantagens, a OECD publicou, em 2013, o protocolo nº 236, que 

estabelece diretrizes para ensaios de embriotoxicidade com zebrafish, como alternativa 

aos testes de toxicidade aguda em peixes adultos. O método consiste na exposição de 

embriões recém-fertilizados à substância em teste por até 96 horas, com observações 

realizadas a cada 24 horas, visando identificar sinais de toxicidade aguda, como 

coagulação dos ovos, ausência de somitos, não destacamento da cauda do saco vitelino e 

ausência de batimentos cardíacos (OECD, 2013). 

Ao final do ensaio, a concentração letal capaz de causar a morte de 50% da 

população (CL50) é determinada com base nas observações apicais positivas. O protocolo 

também define critérios de validação, incluindo o uso de controles positivos e negativos 

e a viabilidade dos embriões. 

 

2.3.4 AVALIAÇÃO GENOTÓXICA EM  Allium cepa 

A avaliação de genotoxicidade constitui uma etapa fundamental no 

monitoramento de substâncias químicas destinadas ao uso ambiental, especialmente em 

produtos que possam atingir ecossistemas aquáticos ou terrestres. Ensaios com plantas 
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superiores vêm sendo utilizados como modelos genéticos, devido à sua sensibilidade e 

correlação satisfatória com sistemas animais (LEME e MARIN-MORALES, 2009). 

Entre as espécies vegetais mais empregadas em análises citogenéticas, destacam-

se Allium cepa, Vicia faba e Zea mays (BIRUK et al., 2017; BONCIU et al., 2018). Dentre 

essas, A. cepa (cebola comum) é reconhecida como um dos sistemas-teste mais eficazes, 

por apresentar baixo número cromossômico (2n = 16) com cromossomos de tamanho 

adequado à observação microscópica, além de facilidade de cultivo e disponibilidade 

comercial (CHAUHAN et al., 1999). 

O método de teste utilizando A. cepa foi primeiramente proposto por Levan (1938) 

com o objetivo de investigar os mecanismos citológicos responsáveis pela indução da 

duplicação cromossômica através da colchicina, um alcaloide altamente tóxico obtido da 

planta Colchicum autumnale. Inicialmente, as raízes do bulbo de A cepa foram 

germinadas em água pura e posteriormente transferidas para uma solução contendo 

colchicina. Durante o experimento, observaram-se alterações nos fusos mitóticos das 

células na presença dessa substância. 

Fiskesjö (1979) introduziu modificações no ensaio, propondo que as raízes fossem 

expostas às amostras desde o início do crescimento. Este método permitiu a avaliação dos 

efeitos de soluções solúveis, insolúveis e misturas complexas em água, estabelecendo a 

espécie como um bioindicador padrão para análises de qualidade aquática (FISKESJÖ, 

1985). Posteriormente, Rank e Nielsen (1993) aprimoraram a análise das aberrações 

cromossômicas (AC), aumentando a eficiência do sistema na detecção de agentes 

genotóxicos. Ma et al. (1995) expandiu o método ao incluir a avaliação de micronúcleos 

(MN) na descendência (F1), considerando essa medida um indicador eficaz de 

mutagenicidade, uma vez que os MN resultam de erros na divisão celular não corrigidos 

nas células-filhas. 

             Atualmente, o ensaio com A. cepa envolve a exposição controlada de raízes de 

bulbos ou de sementes germinadas às amostras de interesse, juntamente com controles 

positivos e negativos. Os parâmetros avaliados incluem: Índice germinativo; Índice 

mitótico; Frequência de alterações cromossômicas (AC); Frequência de micronúcleos 

(MN); (BARBÉRIO et al., 2011; BONCIU et al., 2018; LEME e MARIN-MORALES, 

2009). 

Esses indicadores permitem detectar efeitos clastogênicos (danos estruturais ao 

DNA) e aneugênicos (alterações no número de cromossomos), fornecendo uma avaliação 

robusta sobre o potencial genotóxico de substâncias. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

 Avaliar a segurança ambiental do bioativo LCCtL por meio de ensaios 

ecotoxicológicos e genotóxicos com organismos não-alvo de diferentes 

níveis tróficos. 

 

3.2 ESPECIFÍCOS 

 Avaliar a toxicidade crônica do bioativo LCCtL em Raphidocelis 

subcapitata, por meio da determinação da concentração de inibição média 

(CI50). 

 Determinar a toxicidade aguda do bioativo LCCtL em Daphnia similis, 

por meio da concentração de efeito médio (CE50). 

 Avaliar a toxicidade aguda e os efeitos embriotóxicos do bioativo LCCtL 

em embriões de Danio rerio, por meio da determinação da concentração 

letal média (CL50). 

 Avaliar a genotoxicidade do bioativo LCCtL utilizando o teste em Allium 

cepa, com análise do índice mitótico, frequência de aberrações 

cromossômicas e formação de micronúcleos. 

 

4. HIPOTÉSES 

 O bioativo LCCtL apresenta segurança ambiental para pelo menos um dos 

organismos não-alvo avaliados. 

 O bioativo LCCtL apresenta diferentes níveis de toxicidade entre os 

organismos avaliados, refletindo sensibilidade específica por nível trófico. 

 O bioativo LCCtL não apresenta efeitos genotóxicos significativos em A. 

cepa, em comparação com o controle negativo. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Síntese do Bioativo 

O bioativo foi sintetizado a partir do Líquido da Casca da Castanha de Caju técnico 

(LCCt), Lauril Sulfato de Sódio (LSS) e dimetilsulfóxido (DMSO), conforme protocolo 

adaptado de Schibicheswki (2025). Posteriormente, preparou-se uma solução concentrada 

de LSS a 130Mm em DMSO a 5% (v/v), utilizada como veículo para solubilização do 

LCCt. 

Em seguida, um recipiente contendo água deionizada foi colocado em um agitador 

mecânico (modelo 715, Fisatom Equipamentos Científicos Ltda), sob agitação constante 

de 500 rpm. A solução concentrada foi então adicionada lentamente, em forma de 

gotejamento contínuo, ao longo de 10 min.  Após a adição, a mistura permaneceu sob 

agitação por mais 20 min, resultando na formação de uma emulsão estável. 

5.2 Ensaios ecotoxicológicos 

5.2.1 Toxicidade crônica em Raphidocelis subcapitata 

A manutenção da cultura algal e os ensaios de toxicidade em R. subcapitata foram 

realizados seguindo as normativas estabelecidas pela ABNT NBR 12648 (2023) e OECD 

201. As microalgas foram cultivadas em Erlenmeyers estéreis contendo 45 mL de meio 

de cultivo L.C. Oligo e a concentração inicial de inóculo algal para cada réplica foi de 

1x105 células/mL.  

A ausência de efeitos tóxicos do controle de veículo foi previamente verificada 

para todos os organismos-teste, com resultados compatíveis com os controles negativos. 

O inóculo algal foi exposto ao bioativo LCCtL em cinco concentrações de 0,2; 0,4; 0,75; 

1,3 e 2,5 mg/L além de controles negativo (CN) (água deionizada) e controle veículo 

(CV) (Lauril Sulfato de Sódio + DMSO + água deionizada). Os ensaios de toxicidade 

foram realizados em três réplicas para cada concentração em dois ensaios independentes. 

Em seguida, os Erlenmeyers ficaram sob condições controladas de luminosidade de 4500 

lux, temperatura a 25±2 °C e agitação a 160 rpm por 72 h em mesa agitadora orbital. O 

número de algas foi contado em Câmara de Neubauer utilizando microscópio invertido 

(Alltion®) com aumento de 250 x. A inibição do crescimento foi usada para determinar 

a CI₅₀-72h com base na curva concentração-resposta, utilizando o software ICp (versão 

2.0) (Norberg-King, 1993). Os ensaios foram considerados válidos quando o crescimento 
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celular no controle negativo foi ao menos 16 vezes superior ao inóculo inicial, conforme 

estabelecido pela ABNT NBR 12648 (2023). 

5.2.2 Toxicidade aguda em Daphnia similis 

A manutenção das culturas e os ensaios de toxicidade em D. similis foram 

realizados de acordo com as normativas estabelecidas pela ABNT NBR 12713 (2022). A 

cultura de microcrustáceos foi mantida em meio de cultivo MS sob condições controladas 

em incubadoras BOD a temperatura de 20±2 °C, fotoperíodo de 16:8 h claro/escuro, 

intensidade luminosa de 700 lux e alimentados três vezes na semana com R. subcapitata. 

Ademais, os parâmetros de qualidade das culturas como condutividade (200±50 μS/cm), 

dureza (44±4 mg/L de CaCO3), oxigênio dissolvido (7±1 mg/L) e pH (7,0-7,6) foram 

mantidos durante todo o experimento conforme padronizado pela ABNT NBR 12713 

(2022). 

Os neonatos com até 24h de idade derivados da mesma cultura foram selecionados 

para a realização dos ensaios. Posteriormente, foram colocados em tubos de ensaio com 

10 mL de solução contendo o bioativo LCCtL em cinco concentrações de 0,1; 0,2; 0,3; 

0,6; 1,0 mg/L além do CN (meio de cultivo MS) e CV (Lauril Sulfato de Sódio + DMSO 

+ meio de cultivo MS). Para o controle veículo (CV), utilizou-se a mesma proporção de 

Lauril Sulfato de Sódio (130 mM em 5% de DMSO) diluída no meio MS, de forma a 

corresponder à concentração presente na maior dose de LCCtL (1,0 mg/L), permitindo 

verificar se a toxicidade observada era atribuída ao bioativo e não aos seus componentes 

isolados.  

 As soluções foram homogeneizadas antes da exposição. Para cada tratamento 

foram utilizadas 4 réplicas contendo 5 neonatos cada, totalizando 20 organismos por 

concentração, escolhidos aleatoriamente. Após isso, os tubos foram incubados sob 

condições controladas de temperatura a 20±2 °C por 48 h. Ao final do experimento, a 

quantidade de organismos mortos/imóveis foi registrada. Foram realizados dois ensaios 

independentes. 

Os testes foram validados considerando que, ao término do ensaio, a 

mortalidade/imobilidade no controle negativo não ultrapassou 10%. A 

mortalidade/imobilidade foi o indicativo de toxicidade utilizado para a determinação da 

concentração de efeito média (CE50-48 h), utilizando o método estatístico Trimmed 

Spearman-Karber (HAMILTON et al. 1977), através do software JSPEAR. 

5.2.3 Embriotoxicidade em Danio rerio 
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Os ensaios de embriotoxicidade em D. rerio foram realizados de acordo com as 

normativas estabelecidas pela OECD 236 (2013). A temperatura da água foi mantida a 

26 ± 1 °C nas câmaras de teste durante o período, condutividade de 6μS/cm e pH de 7,2. 

Os embriões do peixe foram coletados imediatamente após o acasalamento natural, 

enxaguados com água e verificados sob uma lupa. Os ovos não fertilizados e aqueles que 

apresentaram irregularidades ou lesões foram descartados. 

Após o controle do sucesso da fertilização, os ovos foram transferidos 

individualmente para placas de 24 poços contendo 2 ml de solução de exposição por poço, 

sendo que quatro poços com água do meio de cultivo (CN). O CV foi previamente testado, 

havendo ausência de mortalidade. Seguiu-se o ensaio com o bioativo. O teste foi realizado 

utilizando 60 ovos por tratamento, divididos em 3 réplicas, com concentrações de 0,025; 

0,25; 2,5; 5; 12,5 e 25 mg/L. As placas foram mantidas a 26 ± 1 °C sob fotoperíodo de 

10:14 h (claro/escuro). Ao final de 96 h, foram avaliados os endpoints de 

embriotoxicidade (coagulação dos ovos, ausência de batimentos cardíacos). A CL₅₀-96h 

foi calculada utilizando o método Trimmed Spearman-Karber no software JSPEAR 

(HAMILTON et al., 1977).  

5.2.4 Genotoxicidade em Allium cepa 

O ensaio de genotoxicidade com A. cepa foi realizado conforme metodologia 

descrita por Leme & Marin-Morales (2009), utilizando sementes comerciais da variedade 

Baia Periforme (Isla®, Brasil), não tratadas com agroquímicos. As sementes foram 

continuamente expostas por um período de 120h, a concentrações de 10, 25, 50, 100 e 

250 mg/L do LCCtL, além de CN (água deionizada) e CV (LSS + DMSO em proporções 

equivalentes às utilizadas na concentração de 250 mg/L de LCCtL). A germinação foi 

realizada em papel germitest, sob temperatura de 23 ± 2 °C e fotoperíodo de 12:12 h 

claro/escuro. O ensaio foi realizado em triplicata, com 20 sementes por placa.  

Após o período de exposição, as raízes primárias germinadas foram fixadas em 

Solução Carnoy 3:1 (álcool: ácido acético), por 8 h, posteriormente transferidas para novo 

fixador Carnoy e armazenadas a 4 °C até o preparo das lâminas. Após fixação, as raízes 

foram lavadas com água destilada e hidrolisadas em HCl 1N a 60ºC por 10 min. Em 

seguida, foram lavadas com água destilada e coradas com Reativo de Schiff por 2h. Para 

a preparação das lâminas, as raízes foram novamente lavadas com água destilada e as 

regiões meristemáticas seccionadas, colocadas nas lâminas com 1,0 ml de solução de 

carmim acético a 2% para contra coloração, e maceradas (LEME e MARIN-MORALES, 
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2009).  Foram preparadas dez lâminas por tratamento e a análise foi realizada por meio 

de microscópio óptico (aumento de 400x), com registro de imagens. Foram contadas 500 

células por lâmina, totalizando 5.000 células por tratamento, com auxílio do software 

ImageJ. As células foram classificadas como interfásicas, em mitose ou com alterações 

nucleares (Anexo I), permitindo o cálculo de: índice mitótico (IM), índice de alterações 

cromossômicas (IAC) e índice de micronúcleos (IMC).  

    𝐼𝑀 =   
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑚 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑠ã𝑜

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑎𝑠
  𝑋100 

 

    𝐼𝐴𝐶 =   
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑎𝑙𝑡𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑎𝑠
  𝑋100 

𝐼𝑀𝐶 =   
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑚 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑛ú𝑐𝑙𝑒𝑜

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑎𝑠
  𝑋100 

A análise estatística foi conduzida no software R: os dados foram submetidos ao 

teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Variáveis com distribuição normal foram 

analisadas por ANOVA one-way, seguidas de teste de Tukey; para dados não-normais, 

aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, adotando-se p < 0,05 como 

nível de significância.  

5.3 Avaliação ecotoxicológica 

Os valores de CI50 (para Raphidocelis subcapitata), CE50 (para Daphnia similis) 

e CL50 (para Danio rerio) foram convertidos em Unidades Toxicológicas (UT), de acordo 

com o método descrito por Costa et al. (2008), utilizando a seguinte fórmula: 

 

𝑈𝑇 =   
100

CI/CE/CL50 
 

         Essa conversão foi efetuada para possibilitar a comparação dos dados de 

toxicidade entre diferentes organismos não alvo (Costa et al. 2008). Em seguida, a 

classificação toxicológica do bioativo testado foi realizada com base nos valores de 

CI/CE/CL50 obtidos para cada organismo, seguindo o protocolo do sistema de 

classificação integrado para danos ambientais e misturas químicas da OECD 33 (2002). 

Com base nos valores obtidos, o bioativo LCCtL foi classificado quanto à toxicidade 

aguda de acordo com o sistema integrado de classificação da OECD 33 (2002), o qual 
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estabelece as seguintes categorias: Agudo I: CE₅₀ ≤ 1,0 mg/L (alta toxicidade); Agudo 

II: CE ₅₀ > 1,0–10,0 mg/L (toxicidade moderada); e Agudo III: CE ₅₀ > 10,0–100,0 mg/L 

(baixa toxicidade). Dessa forma, a utilização combinada da conversão em UT e da 

classificação OECD 33 possibilita uma avaliação integrada e comparativa da segurança 

ambiental do bioativo LCCtL frente a diferentes organismos aquáticos. 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

       O bioproduto LCCtL apresentou CI50 de 0,63 mg/L para R. subcapitata, CE50 de 

0,36 mg/L para D. similis e CL50 de 10,37 mg/L para D. rerio (Tabela 1). Não foi 

observada mortalidade ou inibição/reprodução nos controles negativos em nenhum dos 

ensaios realizados.  

Tabela 1. Concentração inibitória (CI50), efetiva (CE50) e letal (CL50) em valores de 

50%, com intervalo de confiança de 95%, e classificação toxicológica do bioativo 

LCCtL nos diferentes organismos-teste.   

Organismo-alvo Endpoint LCCtL (mg/L) 

(IC95%) 

Classificação 

Toxicológica 

Unidade 

Toxicológica 

(UT) 

  

R. subcapitata CI50 0,63 (0,46 – 

0,73) 

Agudo I 158,7   

D. similis CE50 0,36 (0,30 – 

0,45) 

Agudo I 277,7   

D. rerio CL50 10,37 (10,06 – 

10,71) 
Agudo III 9,64   

 

        A transformação dos dados em Unidades Toxicológicas (UT) revelou que D. 

rerio foi o organismo menos sensível ao bioativo, enquanto D. similis apresentou maior 

sensibilidade, seguida por R. subcapitata. Os organismos R. subcapitata e D. similis 

foram classificados como de risco Agudo I, enquanto D. rerio foi classificado como 

Agudo III. 

 Estudos anteriores realizados com derivados do LCCt demonstraram toxicidade 

elevada sobre organismos não-alvo. Jorge et al. (2020, 2022) avaliaram o LCCt sulfonato 

de sódio (LCCtSNa + LCCt) e observaram valores de CI₅₀ de 0,15 mg/L e CE₅₀ de 0,30 

mg/L, evidenciando toxicidade superior em relação aos resultados obtidos com o LCCtL 
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no presente trabalho. De maneira semelhante, Nascimento et al. (2022), ao testarem o 

LCCtK, relataram valores próximos aos encontrados neste estudo, com CI₅₀ de 0,73 mg/L 

e CE₅₀ de 0,89 mg/L, ambos classificados como risco Agudo I. 

 No que se refere à comparação com larvicidas sintéticos, o ensaio realizado com 

D. similis (CE₅₀–48 h de 0,36 mg/L) indicou menor toxicidade em comparação a produtos 

recomendados pelo Ministério da Saúde (SVS-MS, 2009). Por exemplo, um estudo 

conduzido por Medeiros et al. (2013) com o larvicida Diflubenzuron em D. magna 

evidenciou toxicidade significativamente mais elevada, com valor de CE₅₀–48 h de 

0,00056 mg/L. Além disso, outro larvicida amplamente recomendado pela Organização 

Mundial da Saúde, o Piriproxifeno, apresentou toxicidade ainda mais alta, com CE₅₀–48 

h de 0,00025 mg/L, conforme demonstrado por Vieira Santos et al. (2017), também 

utilizando D. magna. 

 Em relação à embriotoxicidade, estudos com Piriproxifeno em D. rerio relataram 

CL₅₀ de 3,79 mg/L após 120 horas de exposição (ROBERT et al., 2024), enquanto o 

Diflubenzuron não apresentou letalidade até a concentração de 10 mg/L. Por outro lado, 

o bioativo LCCtL demonstrou uma CL₅₀ superior (10,37 mg/L), indicando menor 

toxicidade para embriões de peixe quando comparado ao Piriproxifeno. 

 Outro aspecto relevante associado ao uso de larvicidas sintéticos refere-se ao 

processo de degradação de substâncias como o Diflubenzuron, que pode resultar na 

formação do metabólito p-cloroanilina, classificado como potencialmente mutagênico e 

cancerígeno para humanos e outros organismos (BENZE et al., 2016). Nesse contexto, o 

bioativo LCCtL, que alia atividade larvicida comprovada e propriedades 

autoemulsionáveis, configura-se como uma alternativa potencialmente mais segura e 

eficaz para o controle do Aedes aegypti. 

        No ensaio com A. cepa, os tratamentos de 25, 50, 100 e 250 mg/L resultaram em 

um aumento significativo do Índice Mitótico (IM) em comparação ao controle negativo 

(p < 0,05), indicando um incremento na atividade mitótica nessas concentrações (Tabela 

2).  

Tabela 2. Média e desvio-padrão do Índice Mitótico (IM), Índice de Alterações 

Cromossômicas (IAC) e Índice de Micronúcleos (IMC) (%), com significância de 95%, 

em sementes de A. cepa expostas ao LCCtL incluindo controles negativo (CN) e veículo 

(CV). 

Concentração IM (%) ± DP IAC (%) ± DP IMN (%) ± DP 
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CN 37,84±0,18b 0,42±0,27a 0,14±0,21a 

CV 46,60±0,12b 0,36±0,32a 0,10±0,14a 

10 mg/L 40,16±0,08b 0,18±0,27a 0,22±0,38a 

25 mg/L 53,34±0,08a 0,16±0,23a 0,10±0,14a 

50 mg/L 66,92±0,11a 0,0±0,0b 0,06±0,19a 

100 mg/L 52,06±0,13a 0,08±0,10a 0,02±0,06a 

250 mg/L 54,40±0,11a 0,14±0,16a 0,18±0,38a 

Médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade 

 

 Um aumento no IM no ensaio de A. cepa pode indicar um estímulo proliferativo 

ou uma resposta compensatória, indicando que a divisão celular foi intensificada em 

decorrência da ação dos compostos avaliados (ÖZKARA et al., 2015). 

        O IAC não apresentou diferenças significativas em relação aos controles em 

nenhuma das concentrações testadas, com valores variando de 0,00% a 0,42%. Quanto 

ao IMC, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 

tratamentos e os controles, demonstrando que o bioativo LCCtL não induziu efeitos 

mutagênicos relevantes. 

         Estes resultados corroboram com de Leite et al. (2015), que também não 

observaram efeitos citotóxicos, genotóxicos ou mutagênicos em raízes de bulbos de A. 

cepa expostas a LCCt até 69,5 mg/L. No presente estudo, mesmo em concentrações 

significativamente superior (até 250 mg/L), o bioativo não induziu alterações 

cromossômicas nem micronúcleos, reforçando o perfil de segurança. Além disso, apesar 

do aumento no IM, não houve genotoxicidade, reforçando o diferencial do LCCtL de 

produtos sintéticos. 

         A avaliação da genotoxicidade é considerada uma etapa crítica na caracterização 

da segurança de substâncias com aplicação em saúde pública (JORGE et al., 2022). Essa 

avaliação é fundamental para compreender os riscos potenciais associados à exposição a 

diferentes substâncias, como produtos químicos, fármacos e aditivos alimentares. Os 

resultados obtidos nos testes de genotoxicidade constituem a base científica que subsidia 

a avaliação de riscos e embasa decisões regulatórias, contribuindo para a proteção da 

saúde humana e a preservação do meio ambiente (PATRA et al., 2019). 

 A ausência de efeitos genotóxicos e mutagênicos nessa análise reforça o potencial 

do LCCtL como um biolarvicida ambientalmente seguro, adequado para aplicação em 
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ambientes aquáticos, com baixo risco para organismos vegetais não-alvo, alinhando-se 

aos princípios de um controle de vetores sustentável e ecologicamente responsável. 
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7. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos demonstram que o bioativo LCCtL apresenta toxicidade 

significativa para microalgas (R. subcapitata) e microcrustáceos (D. similis), com 

classificação Agudo I, enquanto embriões de D. rerio foram menos sensíveis, 

apresentando toxicidade classificada como Agudo III. Esses achados confirmam a 

hipótese de que o LCCtL possui diferentes níveis de toxicidade entre os organismos 

avaliados, refletindo a sensibilidade específica de cada nível trófico. 

 Por outro lado, a ausência de alterações cromossômicas e de formação de 

micronúcleos nas células de Allium cepa evidencia que o bioativo não induziu efeitos 

genotóxicos ou mutagênicos detectáveis, corroborando a hipótese de que o LCCtL não 

apresenta genotoxicidade significativa em comparação com o controle negativo. 

 Além disso, embora tenha sido observada toxicidade para alguns organismos 

aquáticos, os resultados indicam que ao menos um dos organismos não-alvo avaliados 

apresentou menor sensibilidade, apoiando a hipótese de segurança ambiental relativa do 

LCCtL. 

 Quando comparado aos larvicidas sintéticos recomendados pela OMS, o LCCtL 

se destacou por apresentar menor toxicidade, reforçando seu potencial de uso como uma 

alternativa mais segura e sustentável no controle de Ae. aegypti. Dessa forma, o presente 

trabalho contribui com informações relevantes para as etapas de avaliação ambiental 

necessárias ao desenvolvimento de um biolarvicida eficaz e ambientalmente seguro. 

Como etapas futuras, recomenda-se a realização de ensaios de campo e simulações 

ambientais em condições naturais, visando avaliar a eficácia larvicida, a persistência e a 

degradação do LCCtL em diferentes tipos de criadouros e corpos hídricos. 
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ANEXO I – Alterações cromossômicas em Allium cepa 
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