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Não te ordenei que sejas forte e 

corajoso? Não tenhas medo, não te 

acovardes, pois o Senhor, teu Deus, 

estará contiguo por onde quer que vás  

(Josué 1:9) 
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RESUMO 
 

Os agrotóxicos são usados no Brasil como a principal estratégia para combater 

e/ou prevenir pragas agrícolas. O crescente uso desses químicos tornou o país um dos 

líderes mundiais no consumo dessa substância. O uso contínuo e irregular dos 

agrotóxicos pode gerar efeitos adversos tanto aos ecossistemas como uma ameaça 

à saúde pública. Dentre os agrotóxicos disponíveis para utilização, se destacam os 

pertencentes a classe dos organofosforados, considerados um dos principais 

responsáveis por intoxicações e óbitos por agrotóxicos registrados no Brasil. O 

organofosforado clorpirifós, que é muito utilizado no Brasil, exerce sua ação tóxica 

pela inibição da enzima acetilcolinesterase, o que resulta em excesso de acetilcolina 

nas sinapses colinérgicas, promovendo sinais e efeitos diversos. Tendo em vista o 

potencial que esse químico tem em causar alterações citogenotóxicas e mutagênicas, 

esse trabalho objetivou avaliar diferentes concentrações de clorpirifós, para investigar 

o seu potencial citogenotóxico e mutagênico, por testes com bioindicadores vegetais 

e com células de hepatoma humano (C3A). Os bioindicadores vegetais utilizados 

neste estudo foram Lactuca sativa, para avaliação do potencial fitotóxico (ensaios de 

germinação e de inibição do crescimento de radícula e hipocótilo), Allium cepa, para 

as avaliação dos potenciais tóxico e cito genotóxico (ensaios de germinação, de índice 

mitótico e de aberrações cromossômicas - AC) e investigação do potencial mutagênico 

(ensaio do micronúcleo – MN, em células F1). Para os ensaios com organismos 

vegetais, foram testadas seis concentrações do inseticida Clorpirifós: C1: 10 mg mL-

1 (concentração de uso na agricultura), C2: concentração de 5 mg mL-1; C3: 

concentração de 2,5 mg mL-1; C4: concentração de 1, 25 mg mL-1 ; C5: concentração 

de 0,625 mg mL-1; C6: concentração de 0,3125 mg mL-1. Os resultados com Allium 

cepa mostraram potencial fitotóxico para C1, C2 e C3. Já os ensaios de avaliação dos 

potenciais genotóxico e mutagênico, que foram avaliado apenas com C3, C4, C5 e 

C6, mostraram resultados estatisticamente diferentes do controle negativo para C3, 

C4, C5. Os ensaios com células HepG2 foram primeiramente realizados com as 

concentrações acima citadas (C1 a C6), mas, como todas as concentrações foram 

citotóxicas, pelo ensaio do MTT, houve a necessidade de diminuir as concentrações 

(C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 mg mL-1; C9: 
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0,039 mg mL-1 e C10: 0,019 mg mL-1). Essas concentrações foram então utilizadas 

tanto no teste de citotoxicidade do MTT como nos demais ensaios colorimétricos (do 

Azul de Tripan e Resazurina). O teste do MTT mostrou que, somente C9 e C10 não 

foram citotóxicas. Quanto aos ensaios de resazurina, todas as concentrações foram 

citotóxicas. Pelo ensaio do azul de tripan, somente a concentração C7 foi tóxica. 

Adicionalmente aos ensaios realizados com os bioindicadores, foi feita uma ampla 

revisão bibliográfica em bases de dados científicas disponíveis, sobre o potencial 

poluidor dos organofosforados, o uso do inseticida clorpirifós na agricultura brasileira 

e os bioensaios mais utilizados e indicados para a avaliação da toxicidade desse 

grupo. Os dados desta pesquisa realizada na literatura científica foram compilados em 

um artigo de revisão, que também faz parte do conteúdo dessa dissertação. 

 
Palavras chave: Toxicidade, Inseticida, Allium cepa, Lactuca sativa, Citotoxicidade, 

C3A. 
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ABSTRACT 
 

Pesticides are used in Brazil as the main strategy to combat and/or prevent 

agricultural pests. The growing chemical mineral use has made the country one of the 

global leaders in the consumption of this substance. The continuous and irregular use 

of pesticides can generate adverse effects on ecosystems as well as a threat to public 

health. Among the pesticides available for use, those belonging to the class of 

organophosphates stand out, considered one of the main causes of poisoning and 

deaths caused by pesticides registered in Brazil. The organophosphate chlorpyrifos, 

which is widely used in Brazil, exerts its toxic action by inhibiting the enzyme 

acetylcholinesterase, which results in excess acetylcholine in cholinergic synapses, 

promoting different signs and effects. Considering the potential that this chemical has 

to cause cytogenotoxic and mutagenic changes, this work aimed to evaluate different 

options of chlorpyrifos, to investigate its cytogenotoxic and mutagenic potential, by 

testicles with plant bioindicators and with human hepatoma cells (C3A). The plant 

bioindicators used in this study were Lactuca sativa, for evaluation of phytotoxic 

potential (germination tests and inhibition of radicle and hypocotyl growth), Allium cepa, 

for the needs of toxic and cytogenotoxic potentials (germination tests, mitotic index and 

of chromosomal aberrations - AC) and investigation of the mutagenic potential 

(micronucleus assay - MN, in F1 cells). For tests with plant organisms, six requirements 

of the insecticide Chlorpyrifos were tested: C1: 1 mg mL-1  (concentration of use in 

agriculture), C2: concentration of 5 mg mL-1; C3: 2,5 mg mL-1  concentration; C4: 1,25 

mg mL-1 concentration; C5: 0,625 mg mL-1, concentration C6: concentration of 0,3125 

mg mL-1. The results with Allium cepa excellent phytotoxic potential for C1, C2 and C3. 

As for the assays for evaluating genotoxic and mutagenic potentials, which were 

evaluated only with C3, C4, C5 and C6, results were statistically different from the 

negative control for C3, C4, C5. Assays with HepG2 cells were first performed with the 

concentrations mentioned above (C1 to C6), but, as all concentrations were cytotoxic, 

by the MTT assay, it was necessary to decrease the concentrations (C7: 0.15625 mg 

mL-1; C8: 0.078 mg mL-1; C9: 0.039 mg mL-1 and C10: 0.019 mg mL-1). These 

concentrations were then used both in the MTT cytotoxicity test and in the other 

colorimetric assays (Trypan Blue and Resazurin). The MTT test showed that only C9 

and C10 were not cytotoxic. As for  for the resazurin assays, all concentrations were 
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for the resazurin assays, all concentrations were cytotoxic and according to the 

trypan blue assay, only the C7 concentration was toxic. In addition to the tests 

carried out with the bioindicators, an extensive literature review was carried out in 

available scientific databases, on the polluting potential of organophosphates, the 

use of the insecticide chlorpyrifos in Brazilian agriculture and the most used and 

indicated bioassays for the assessment of the toxicity of this group de The data from 

this research carried out in the scientific literature were compiled in a review article, 

which is also part of the content of this dissertation. 
 
Keywords: Toxicity, Inseticide, Allium cepa, Lactuca sativa, Cytotoxicity, C3A. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O uso de agrotóxicos na agricultura foi, inicialmente, relacionado à busca de 

soluções que atendessem as necessidades crescentes de alimentos da população. 

Assim, os agrotóxicos foram introduzidos na agricultura com a finalidade de combater 

pragas e, consequentemente, aumentar a produção agrícola (GOMES, 2014). Porém, 

o uso exagerado e indiscriminado desses químicos os tornaram uma das principais 

fontes de poluição ambiental, principalmente dos solos e dos corpos de água 

superficiais. Esses compostos são ainda responsáveis por intoxicações, não só dos 

trabalhadores rurais, que se expõem diretamente a eles, mas também da população 

em geral, que se expõe de maneira indireta, pela ingestão de resíduos contidos nos 

alimentos e por contaminação ambiental ou acidental (SILVA et al., 2006). 

Adicionalmente aos problemas ambientais causados pelo próprio uso de 

agrotóxico, há também uma preocupação quanto à poluição gerada pelas indústrias 

de agrotóxicos, cujos efluentes contém compostos tóxicos que podem persistir no 

ambiente, mesmo após passarem por processos de tratamento. Ainda deve-se 

considerar nesse contexto os perigos relacionados à forma com esses produtos são 

descartadas no ambiente (LEÃO et al., 2018). 

Os agrotóxicos possuem uma ampla variação de classificação toxicológica: 1. 

as que classificam um agente quanto a sua potencialidade tóxica (improváveis de 

causar dano agudo, pouco tóxico, moderadamente, altamente e extremamente tóxico) 

(ANVISA, 2019); 2. de acordo com o organismo alvo de sua ação (inseticida, herbicida, 

fungicida, dentre outros); 3. pelo grupo químico que estão inseridos (organoclorados, 

organofosforados, carbonatos, neonicotinóides, dentre outros (Organização Pan-

Americana da Saúde - OPAS). 

De acordo com Vasconcelo (2018), o Brasil apresenta um consumo médio de 

cerca de 540 mil toneladas de agrotóxicos em suas culturas. Esse valor vem 

aumentando sistematicamente nos últimos anos, o que coloca o país como um dos 

principais consumidores de agrotóxicos do mundo e que mais registra novos 

agrotóxicos. O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento afirma que, em 

2021 (dados compilados até o mês de julho/21), foram registrados 126 novos 
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agrotóxicos, o que é preocupante, quando somados aos 226 novos químicos 

registrados no ano de 2020. 

Uma das classes de agrotóxicos mais utilizadas na agricultura é a dos 

organofosforados. Esses compostos começaram a ser amplamente usados em 

substituição aos agrotóxicos organoclorados, que foram proibidos/banidos devido à 

sua persistência extensa no ambiente (LIU et al., 2001). Os orgnofosforados são 

ésteres e tio ésteres de ácido fosfórico e tiofosfórico, de característica lipofílica e muito 

volátil, que apresentam ação neurotóxica, (ANWAR et al., 2009). Dentro dessa classe, 

destaca-se o inseticida clorpirifós, que é amplamente usado para o controle de pragas 

de culturas economicamente importantes, como a soja (MORI, 2006). 

A espécie Lactuca sativa é considerada um ótimo organismo modelo para 

avaliação de riscos de contaminação ambiental. Essa espécie é muito utilizada em 

testes macrocópicos, como os de germinação de sementes e elongamento da raíz e 

hipocótilo. Os ensaios de elongamento de raiz, realizados com esse bioindicador, 

são eficientes para avaliar a fitotoxicidade de um composto ou de amostras 

ambientais. Além da alta sensibilidade da espécie para avaliar ecotoxicidade, os testes 

com L. sativa apresentam ainda outras vantagens de aplicação, como rapidez na 

obtenção das respostas, facilidade de execução e baixo custo (SOBRERO; RONCO, 

2004) . 

A espécie A. cepa é um bioindicador muito utilizado para avaliar danos celulares 

e genéticos promovidos por agentes tóxicos, como substâncias orgânicas e 

inorgânicas e amostras ambientais. Esse sistema teste é muito eficiente e, portanto 

muito utilizado para avaliar alterações no ciclo celular e danos cromossômicos, por 

possuírem cromossomos grandes e de tamanho reduzido, parâmetros esses muito 

importantes para a certificação de efeitos citogenotóxicos e mutagênicos. (LONGHIN, 

2008; FISKESJO, 1985; SILVA et al., 2003). A avaliação do potencial genotóxico com 

A. cepa é feita pelos ensaios de aberrações cromossômicas e do micronúcleo (MN) 

em células de meristemas radiculares. Já o ensaio do MN com células F1, é 

considerado um excelente indicador de mutagenicidade (ÇAVAŞ; ERGENE-

GÖZÜKARA, 2005) 
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Ensaios in vitro, realizados com linhagens celulares mantidas em cultura, 

constituem uma importante ferramenta de investigação básica aplicada à toxicologia 

(LEWINSKA et al., 2007). Assim, os ensaios colorimétricos realizados com linhagens 

celulares são muito aplicados em avaliações do potencial citotóxico de substâncias 

químicas e de amostras ambientais (NEPOMUCENO et al., 2020). Existe uma 

variedade de técnicas descritas na literatura que utilizam linhagens celulares para 

avaliar efeitos citotóxicos de diferentes agentes químicos, se destacando nessas 

análises os ensaios do Azul de tripan, do MTT, e do ensaio de Resazurina (KROLL ET 

AL., 2009). 

O teste do MTT se baseia na conversão de um corante amarelo, solúvel em 

água (Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio), em um sal roxo 

insolúvel em água, chamado formazan. Esse teste é usado para a avaliação de 

alteração da atividade mitocondrial (PENG et al., 2005). 

A reação no ensaio de resazurina se baseia na redução de resazurina em 

resofurina. Nessa conversão, há uma alteração da cor azul da resazurina para rosa 

(resofurina), que acontece pela ação de enzimas mitocondriais e citoplasmáticas. 

Assim, com esse teste é possível avaliar a atividade da mitocôndria e de enzimas 

citoplasmáticas da classe das redutase ou diaforase (MENDES et al., 2019). 

No ensaio do azul de tripan, é possível avaliar se um determinado agente tóxico 

causou danos às membranas celulares. Neste ensaio, as células mortas apresentam-

se de cor azul (cor do corante), o que indica a perda da ação seletiva da membrana, 

enquanto que as células vivas permanecem incolores. Neste teste, o número de 

células vivas indica a porcentagem de células viáveis, do total de células contadas 

(KIM et al., 2011). 

Considerando a necessidade constante de se avaliar o potencial 

ecotoxicológico e o comprometimento que os agrotóxicos disponíveis para uso 

agrícola possam causar à saúde humana, foi realizada uma ampla revisão dos dados 

descrito na literatura científica sobre o organofosforado clorpirifós. Essa busca de 

informações sobre o agrotóxico deu suporte a elaboração de um artigo de revisão 

sobre o assunto e a melhor fundamentação teórica para a discussão dos resultados 

obtidos nos ensaios de toxicidade, fitotoxicidade, citogenotoxicidade e 
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mutagenicidade, realizados com os bioindicadores L. sativa e A. cepa e com a 

linhagem celular HepG2/C3A (derivada de hepatocarcinoma humano). 
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2. OBJETIVOS 

O presente estudo teve como objetivo investigar o potencial fitotóxico, 

citogenotóxico e mutagênico do inseticida clorpirifós. Os ensaios foram desenvolvidos 

com diferentes sistemas testes, in vitro e in vivo, e realizados com diferentes 

concentrações do agrotóxico. 

 
2.1. Objetivos específicos 

 

• Avaliar o potencial fitotóxico do inseticida clorpirifós, por meio de teste de 

germinação e de inibição do desenvolvimento do hipocótilo e da radícula de 

plântulas de Lactuca sativa; 

• Avaliar o potencial citotóxico do inseticida clorpirifós, por meio do teste de índice 

mitótico de células meristemáticas de A. cepa; 

• Avaliar o potencial genotóxico do inseticida clorpirifós, por meio do teste de 

aberrações cromossômicas realizados com células meristemáticas de A. cepa; 

• Avaliar o potencial mutagênico do inseticida clorpirifós, por meio do teste do 

micronúcleo realizados com células meristemáticas de A. cepa; 

• Avaliar o potencial citotóxico do inseticida clorpirifós, por meio dos testes do 

MTT, Resazurina e Azul de Tripan, realizados com linhagem de hepatoma 

humano (células HepG2/C3A). 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

O ramo da ciência que estuda a composição química e os efeitos das 

substâncias sobre os organismos vivos, bem como o diagnóstico e o tratamento das 

intoxicações e envenenamentos, é denominado de toxicologia (National Institute of 

Environmental Health Science – NIH, 2018). Quando esse estudo é aplicado para 

identificar e monitorar os impactos de agentes químicos sobre o ambiente, é então 

chamado de ecotoxicologia, termo sugerido pelo toxicologista René Truhaut 

(TRUHAUT, 1977). 

A ecotoxicologia é a área da toxicologia que estuda os efeitos de substância 

naturais ou sintéticas sobre diversos níveis de organização biológica (celular, 

individual populacional, da comunidade e ecossistema). Nos estudos ecotoxicológicos 

se incluem as avaliações de sensibilidade dos diferentes organismos vivos 

(CHAPMAN, 2002) e os possíveis impactos de agentes tóxicos sobre a saúde e ao 

bem-estar humano (YU, 2005; ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006; MAGALHÃES & 

FERRÃO FILHO, 2008). 

Ao longo dos anos, pôde-se observar que o contato do homem com substâncias 

químicas pode gerar efeitos adversos á sua saúde, que vão desde reações alérgicas 

até envenenamentos e morte. Entre as muitas substâncias tóxicas que atingem o 

ambiente e consequentemente o meio biológico, destacam-se os compostos usados 

na agricultura para eliminar ou impedir a ação de patógenos, que possam diminuir a 

produção agrícola. Esses compostos, recebem diferentes denominações, entre elas 

agrotóxicos, defensivos agrícolas, praguicidas, remédios ou venenos para planta. 

(FUNDACENTRO, 1998). 

A legislação brasileira tratava, até 1989, esse grupo de produtos químicos como 

defensivos agrícolas, termo este atribuído pela conotação de uma ação protetiva às 

culturas e, consequentemente, à produção agrícola, conferida por esses compostos. 

A partir da promulgação da Lei Federal no 7.802, de 11 de julho de1989 (atualmente 

regulamentada pelo Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002), esses compostos 

químicos passaram a ser nominados de agrotóxicos. Essa substituição do termo foi 

fundamentada na própria descrição conceitual do termo, que já evidenciava que esses 

compostos tinham ação tóxica sobre plantas e animais, não 
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sendo então conveniente o uso do termo ―defensivos agrícolas‖, pois este mascarava 

essa ação tóxica ampla do produto (Informativo CRQ III, 1997). 

Os agrotóxicos tiveram seu uso implementado por novas políticas agrícolas, que 

foram adotadas a partir da década de 70. O uso intensivo desses químicos impulsionou 

a sua produção e utilização crescentes, sempre justificada na necessidade do aumento 

da produção agrícola. Contudo, esse uso abusivo também levou a sérios danos à 

saúde humana e ao meio ambiente (PELAEZ ET AL., 2010). 

A exposição humana a agrotóxicos está associada a grandes riscos de 

intoxicação, pelo fato desses compostos serem potencialmente tóxicos. Esses 

químicos podem ainda desencadear efeitos adversos ao sistema nervoso central e 

periférico, além de terem ação imunodepressora ou serem cancerígenos. A 

contaminação humana é ainda maior no caso dos trabalhadores agrícolas, devido ao 

contato intenso e contínuo a esses químicos (RAMOS et al., 2020). 

Agrotóxicos são substâncias químicas, ou mistura de substâncias, usadas para 

prevenir ou controlar danos em plantas ou animais causados por espécies pragas, 

tanto da agricultura como da pecuária (FAO, 2003). A Organização Pan- Americana 

da Saúde (OPAS) classifica esses químicos de acordo com o organismo alvo de sua 

ação (inseticida, herbicida, fungicida, dentre outros), do grupo químico que estão 

inseridos (organoclorados, organofosforados, carbonatos, neonicotinóides, etc.) e do 

seu poder tóxicos (altamente, muito, medianamente ou pouco tóxicos). Pela 

característica tóxica que esses compostos apresentam, eles podem causar sérios 

danos ao ambiente onde são depositados e, consequentemente, à saúde do 

trabalhador. Contudo, para Perez e Moreira (2007), os efeitos adversos registrados 

para os agrotóxicos estão mais relacionados ao seu uso indiscriminado do que 

propriamente à sua classe química, bem como ao uso inadequado dessas 

substâncias, a falta de utilização de equipamentos de proteção e a precariedade dos 

mecanismos de vigilância. 

A Associação Brasileira de Saúde Coletiva (ABRASCO) cita que o Brasil é o 

maior consumidor mundial de agrotóxicos, com um consumo anual de 

aproximadamente 850 milhões de litros de agrotóxicos. Porém, de acordo com Eerd 

et al (2013), apenas uma fração dessas substâncias alcança, efetivamente, a 
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espécie-alvo. Esse alto consumo está diretamente relacionado à vocação agrícola 

brasileira, cuja economia está fortemente atrelada ao agronegócio. É importante ainda 

considerar que há um crescente desenvolvimento de tecnologias voltadas para o 

aumento da produção agropecuária, cujos produtos desenvolvidos nessa prática 

normalmente são novos agrotóxicos (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012), que podem gerar 

ainda mais impacto ambiental e também maior comprometimento á saúde humana 

(SOARES e PORTO, 2007). 

De acordo com dados do Ministério da Saúde (2018), no Brasil são notificados 

aproximadamente 7 a 9 mil casos de intoxicações anuais por agrotóxicos. Dados de 

2015 (Sistema de Informações de Agravos de Notificações -Sinan) demonstram que 

28% dos mais de 10 mil casos de contaminação por agrotóxico estão relacionados às 

contaminações ocupacionais. Porém, de acordo com o Ministério da Saúde (2018), 

esse valor pode ser ainda maior, devido à subnotificações dos casos de intoxicações 

induzidas por agrotóxicos, uma vez que à assistência médica da zona rural é, no geral, 

precária e muitos dos sintomas de intoxicação por agrotóxicos se confundem com 

sintomas de outras enfermidades. 

Somado ao fato dos agrotóxicos causarem danos à saúde humana, o uso 

inadequado dessas substâncias podem se caracterizar também como um fator de 

risco para a fauna e flora, e causar impactos adversos ao ar, solo e recursos hídricos. 

O destino deles químicos no ambiente depende do seu potencial de persistência; da 

sua capacidade de lixiviação, sorção/dessorção, volatilização, dispersão atmosférica, 

absorção pelas plantas e escoamento superficial (DE SOUZA et al., 2021). Estudos 

realizados por Oliveira et al. (2018), comprovam que a contaminação de solos 

agrícolas está fortemente relacionada à infiltração de agrotóxicos nesses solos. Desta 

forma, os agrotóxicos podem interferir na qualidade do solo e, consequentemente, 

alterar a sua estrutura, podendo, muitas vezes, acarretar em eliminação da microbiota, 

que leva a um sério comprometimento do desenvolvimento da cultura (EMBRAPA, 

2013). As variações na característica do solo, influenciam também o destino do 

químico no ambiente, podendo carrear esses contaminantes para a outras matrizes 

ambientais, como as águas superficiais e subterrâneas, além de contaminar também 

a biota local (CLASEN et al., 2017). 
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Os ambientes aquáticos, por serem o destino final de todos os poluentes, são 

os que mais recebem substâncias tóxicas, como os agrotóxicos. Esses compostos 

chegam até os recursos hídricos por diferentes vias: carreamento pelas águas da 

chuva, escoamento de água da irrigação; percolação no solo, durante a aplicação dos 

químicos; e pela poeira oriunda dos oriunda dos solos contaminados, onde estão 

adsorvidos. Sua presença de agrotóxicos nas águas superficiais aumenta as 

possibilidades desses compostos impactarem a biosfera endêmica da região e, 

consequentemente, interferirem na biodiversidade local. Os agrotóxicos também 

podem atingir os lençóis freáticos, principalmente por percolação no solo 

(VASCONCELOS, 2014). Rúbio e Gonçalves (2018) avaliaram a presença de 

agrotóxicos em amostras de água e de sedimentos coletados no rio Pirapó (Paraná), 

antes e depois à aplicação de inseticida nas culturas locais. Os autores identificaram 

nas amostras a alta presença de 6 agrotóxicos usados na região. Por esses 

resultados, eles alertaram para a necessidade de realização de monitoramento 

constante da qualidade de água dos mananciais usados para captação de água para 

abastecimento público. 

A propagação dos agrotóxicos para a atmosfera, que acontece principalmente 

pelo potencial de volatilização dos compostos presentes no solo e na água, aumenta 

as possibilidades desses agentes em comprometer o ambiente e a saúde humana 

(MAHMOOD et al., 2014). Woffod et al. (2014) monitoraram o ar da cidade de 

Parlier (California), para avaliar a possível exposição da população aos agrotóxicos 

aplicados na região. O estudo mostrou que a população estava exposta a 19 diferentes 

agrotóxicos, por mais de 1 ano, sendo que alguns deles apresentavam concentrações 

superiores às determinadas pelo Cancer Potency Value. 

Os agrotóxicos mais utilizados e que, consequentemente, causam mais 

intoxicações ocupacionais são os das classes dos organofosforados e carbamatos. Os 

organofosforados, que são substâncias passíveis de serem absorvidas pelas vias 

dérmica, inalatória e oral (ONYEISI et., al. 2017), são utilizados mundialmente na 

agricultura (EDWARDS E TCHOUNWOU, 2008). 

Historicamente, os organofosforados são os inseticidas mais utilizados na 

agricultura, representando mais de 55% da comercialização desta classe de 
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agrotóxico (RIBEIRO & PEREIRA, 2016) O modo de ação tóxica dos compostos 

organofosforados é dado pela da inibição da enzima acetilcolinesterase, o que resulta 

em acúmulo de acetilcolina. A acetilcolina é um neurotransmissor responsável pela 

transmissão de impulsos nervosos e seu acúmulo causa a interrupção dos mesmos 

(DOW AGROSCIENCE, 2002; RIBEIRO & PEREIRA, 2016). Essa substância pode 

ser encontrada nos gânglios do sistema nervoso simpático e parassimpático, nas 

junções neuromusculares esqueléticas, nas terminações pós ganglionares dos nervos 

parassimpáticos e em terminações colinérgicas do sistema nervoso central. Assim, a 

ação anticolinesterásica provoca excesso de ativação dos receptores, o que ocasiona 

os efeitos no sistema nervoso central e efeitos periféricos muscarínicos e nicotínicos 

(CLARK, 2006). Essa ação pode provocar toxicidade aguda, quando a exposição é 

única e os efeitos são imediatos, ou crônica, como por exemplo a conferida por 

exposição ocupacional e/ou ambiental, cujos efeitos podem se manifestar a longo 

prazo, desencadeando problemas sérios à saúde humana, como os relacionados à 

disturbios da fertilidade, teratogenicidade, indução de doenças degenerativas e câncer 

(ALAVANJA et al. 2004). 

Na França e nos Estados Unidos, as substâncias químicas pertencentes ao 

grupo dos organofosforados têm sido associadas a casos de aplasia medular, porém 

essa relação ainda é controversa. Um estudo caso realizado no Paraná   mostrou uma 

relação direta entre o uso de organofosforados e anemia aplástica adquirida 

(POMEROY-BLACK et al., 2007). Estudos realizados por Bastos et al. (2020) 

apontaram associação entre os organofosforados e casos de cânceres de tireóide, de 

mama e de ovário em mulheres na menopausa. 

O Clorpirifós (figura 1), é um inseticidas/acaricidas pertencente ao grupo 

químico dos organofosforados mais comercializados no mundo (HERNANDEZ RUIS 

et al., 2009). É um inseticida considerado extremamente tóxico (classificação 

toxicológica I), muito usado contra insetos pragas (mosquitos, baratas, larvas, 

besouros-saltadores e formigas de fogo e outros) de várias culturas agrícolas 

(algodão, batata. café, citros, feijão, milho, pastagem, soja, trigo, dentre outras) 

(ANVISA). 
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Figura 1. Fórmula estrutural do agrotóxico Clorpirifos (C9H11Cl3NO3PS). (Fonte: ANVISA. 
Acesso em novembro de 2018). 

 

Devido aos efeitos adversos promovidos pelo Clorpirifós, há uma necessidade 

de se avaliar melhor este composto, tanto quando a sua presença no ambiente, como 

para os seus efeitos sobre a saúde humana (CARVALHO, 2003). 

Muitos bioensaios realizados com agrotóxicos têm sido desenvolvidos para 

avaliar o potencial de indução de danos desses compostos sobre o material genético 

de diferentes espécies. Alguns vegetais, como a espécie Lactuca sativa (alface) e 

Allium cepa (cebola), são considerados excelentes bioindicadores de contaminação 

ambiental (GRANT, 1994; MA,1995; GRANT, 1999), caracterizando-se como 

excelentes biomarcadores utilizados em testes in vitro, para este fim. 

A espécie L. sativa é uma planta modelo para estudos de fitotoxicidade, sendo 

recomendada, por várias organizações internacionais, para avaliações 

ecotoxicológicas (ISO, 1995; USEPA, 1996; ARAGÃO et al., 2015). São realizados 

com esses bioindicadores testes que avaliam alterações nas   taxas de germinação de 

sementes e a potencialidade de inibição de desenvolvimento radicular e do hipocótilo, 

testes estes considerados simples, de rápida realização e de baixo custo (PARK et al., 

2016). 

O sistema teste A. cepa é um excelente bioindicador para avaliação de efeitos 

citogenotóxicos de agentes químicos, como, por exemplo, dos agrotóxicos 

(FERNANDES et. al., 2007, 2008; BIANCHI et al., 2015). Essa sua excelência é 

dada pela sua alta cinética de proliferação, pelo rápido crescimento de suas raízes, 

grande número de células em divisão, alta tolerância a diferentes condições de 
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cultivo, disponibilidade de uso durante o ano todo, facilidade no manuseio e por 

possuir cromossomos em número reduzido (2n = 16) e de grande tamanho 

(QUINZANI-JORDÃO, 1978; RANK; NIELSEN, 1997; FISKESJO, 1985; FERNANDES 

et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Além disso, este 

sistema também possui baixo custo e confiabilidade/equivalência com outros 

importantes testes de citogenotoxicidade, o que o caracteriza como como instrumento 

de extrema eficiência para o monitoramento in situ da genotoxicidade de substâncias 

químicas (FACHINETTO et al, 2007). Sendo assim, a espécie A. cepa se tornou a 

mais indicada como material-teste padrão pela Royal Swedish Academy of Science 

(FISKESJÖ, 1985) e pelo Gene-Tox Program (GRANT, 1982). 

Os ensaios de índice mitótico (razão entre as células em divisão celular/número 

total de células observadas), de índices de aberrações cromossômicas em células 

meristemáticas e de presença de micronúcleos em células meristemáticas e F1, de 

realizados com A. cepa, são muito utilizados para avaliar o potencial citogenotóxico e 

mutagênico de substâncias químicas (FERNANDES et al., 2007). 

Os ensaios in vitro, realizados com cultura de celulares, constituem uma 

importante ferramenta de investigação aplicada à toxicologia (LEWINSKA et al., 2007). 

As vantagens de se utilizar essa técnica estão relacionadas com a praticidade do 

delineamento experimental, no qual é possível limitar o número de variáveis, 

padronizar, manipular e controlar facilmente as condições do teste; obter resultados 

significativos em curto período de tempo, utilizando pequenas quantidades de células 

(CARVALHO, 1996; ROGERO et al., 2003); e, consequentemente, reduzir a 

quantidade de animais experimentais e os custos operacionais de infraestrutura de 

bioensaios (CARVALHO, 1996; ZUCCO et al, 2004; LEWINSKA et al., 2007). Além 

disso, os ensaios in vitro permitem também avaliar o mecanismo de ação de 

contaminantes ambientais, possibilitando estimar a sua ação direta ou indireta sobre 

a célula avaliada (MANZANO, 2010). 

Dentre as culturas celulares, destacam-se as células de hepatoma humano 

(HepG2/C3A), muito utilizadas em pesquisas ecotoxicológicas, por serem 

consideradas excelentes ferramentas de avaliação de diversas classes de 
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contaminantes ambientais, que podem atuar de forma direta e/ou indireta sobre os 

organismos (KNASMULLER et. al., 1998). 

A linhagem celular C3A é um clone da HepG2 e, por ter uma expectativa de 

vida estendida, apresenta vantagens sobre às células HepG2 (GASKELL, SHARMA, 

COLLEY, et al., 2016). Esse tipo celular tem sido amplamente usado em pesquisas 

que avaliam a toxicidade humana, de diferentes substâncias, já que preservam a 

maioria das características morfológicas do fígado humano, os sistemas enzimáticos 

da metabolização celular e as enzimas que participam da ativação e detoxificação 

de compostos. Essas características dessa linhagem celular permitem avaliar, com 

mais fidedignidade, os efeitos que uma substância pode causar aos seres humanos 

(VALENTIN-SEVERIN et al., 2003). 

Diversos testes são utilizados para a avaliação de efeitos tóxicos de 

substâncias químicas. Dentre os ensaios usados para avaliar citotoxicidade de 

compostos, destacam os colorimétricos do MTT, da Resazurina e do Azul de Tripan. 

Esses ensaios consistem em expor, direta ou indiretamente, uma cultura celular ao 

agente alvo do estudo, para avaliar as potencialidades desse agente induzir alterações 

na viabilidade celular. Esta análise é feita com o auxílio dos corantes descritos acima, 

que permitem identificar alterações celulares por diferentes mecanismos de ação 

(ROGERO ET AL., 2003). 

O ensaio de MTT (3- (4,5- di metil tiazol -2-il) -2,5-di fenil brometo de tetrazólio) 

baseia-se na avaliação da citotoxicidade induzida por um composto ou toxina no 

metabolismo celular de glicídeos, através da avaliação da atividade de enzimas 

desidrogenases mitocondriais (enzima mitocondrial redutase). A viabilidade é 

quantificada pela redução do MTT (um sal solúvel em água de composto de coloração 

amarelada), pela atividade metabólica celular ligada ao NADH e NADHP, a formazan, 

um sal de coloração roxa e insolúvel em água (DENIZOT & LANG, 1986). 

O ensaio de resazurina (7- hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-ium-3-ona) é 

semelhante ao do MTT, e avalia as mesmas enzimas. Nesse ensaio, quando a 

resazurina é reduzido a resorufina, fica de cor rosa. A resazurina atua como um 

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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aceptor de elétrons, podendo ser reduzido por NADPH+ ou NADH+, agindo como 

indicador da vitalidade de organismos (MORAES & BONATTO, 2018) . 

O teste do azul de tripan avalia a viabilidade celular pela integridade da 

membrana citoplasmática. As células mortas, quando em contato com o composto 

testado, absorvem o corante azul de tripan para seu citoplasma, por perda de 

seletividade da membrana. Assim, a avaliação da viabilidade celular é feita pelo 

número de células que estão coradas (mortas) e as incolores (vivas) (AVELAR- 

FREITAS et al., 2014). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Químico testado 

O produto avaliado neste estudo foi o inseticida clorpirifós, comercializado sob 

o nome de Klorpan 480 EC (480 g do ingrediente ativo/L), pertencente ao grupo 

químico dos organofosforados e de classificação toxicológica I (extremamente tóxico). 

Seu ingrediente ativo é o clorpirifós, que tem como composição química O,O-dietil O-

3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato (C9H11Cl3NO3PS). 

Para essa avaliação, foram preparadas seis soluções aquosas do inseticida 

clorpirifós: 10 mg mL-1 (concentração recomendada para uso pelo fabricante); 5; 2,5; 

1,25; 0,625 e 0,3125 mg mL-1 
4.2 Sistemas-testes e tratamentos 

4.2.1 Bioensaios com bioindicadores vegetal 

4.2.2 Teste de germinação com Lactuca sativa e com Allium cepa 

Os testes de germinação com os bioindicadores Lactuca sativa (variedade 

crespa) e Allium cepa (variedade Baia Periforme) foram realizados com 20 e 100 

sementes, respectivamente. Nos ensaios, as sementes foram dispostas em placa de 

Petri, previamente forradas com papel filtro, onde foi adicionado 5 mL das diferentes 

concentrações do inseticida e das substâncias dos testes controles. O tratamento 

controle negativo (CN) foi realizado em água de osmose reversa e os controles 

positivos (CP), para A. cepa: metill metansulfonato (MMS), concentração de 10 mg/L 

(para efeito clastonênico) e herbicida comercial trifluralina, na concentração de 0.84 

g/L (para efeito aneugênico) (ANACLETO et al., 2017); para L. sativa: sulfato de zinco 

heptahidratado (0,005M- ZnSO47H2O), conforme descrito por Lopes (2014). Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata. 

Após a germinação, foram contabilizadas as sementes germinadas, para a 

obtenção da porcentagem de germinação. Os resultados de inibição do 

desenvolvimento da radícula e do hipocótilo de L. sativa foram obtidos pela 

mensuração dos comprimentos dessas estruturas, que foram realizadas com o auxílio 

de um paquímetro. 
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A análise estatística dos dados com distribuição normal, para os ensaios de 

germinação com L. sativa e A. cepa, foi realizada pelo teste ANOVA com post-hoc em 

Dunnet, e para os dados de distribuição não normal, o teste de Kruskal Wallis, com 

post-hoc em Dunn, de acordo com Marôco (2014). Os dados foram analisados usando 

o software RStudio®. 

 
4.2.3 Ensaio de citogenotoxicidade e mutagenicidade com células 

meristemáticas de Allium cepa 

Após germinação das sementes de A. cepa, foram coletadas radículas com 

cerca de 1,5 cm de comprimento, que foram fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de 

etanol:1 de ácido acético, v:v) por 6 a 12 horas em temperatura ambiente. Decorrido 

este tempo, foi realizada a troca do fixador por um recém-preparado, para posterior 

armazenamento das raízes a 4 °C, até a sua utilização na confecção das lâminas. 

As análises citológicas com células meristemáticas de A. cepa, foram 

desenvolvidas de acordo com o protocolo descrito por Grant (1982), com algumas 

modificações. As raízes foram submetidas a uma hidrólise ácida em HCl 1N a 60 ºC, 

por 10 minutos. Em seguida, foram lavadas com água destilada e transferidas para 

vidro âmbar contendo reativo de Schiff, onde ficaram protegidas da luz, por um período 

de 2 horas. Após esse período, foi feita uma série de lavagens em água de osmose 

reversa, até a total retirada do excesso do corante. 

Para o preparo das lâminas, os meristemas foram dispostos em lâminas 

contendo uma gota de carmim acético (2%), recobertos com lamínulas e suavemente 

esmagados. As lamínulas foram retiradas em nitrogênio líquido e as lâminas montadas 

com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas em microscopia de Luz. 

Foram confeccionadas quatro lâminas por tratamento/triplicata e examinadas 

500 células/lâmina, totalizando 12 lâminas e 6.000 células contadas/tratamento. A 

citotoxicidade foi avaliada pelo cálculo do índice mitótico (IM), obtido a partir da relação 

entre o número de células em divisão/número total de células observadas. 
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Para a avaliação da genotoxicidade foram considerados os diferentes tipos de 

aberrações cromossômicas (perdas, aderências, pontes e atrasos cromossômicos e 

brotos nucleares), nas diferentes fases do ciclo celular (intérfase, prófase, metáfase, 

anáfase e telófase). 

 
4.2.4 Ensaio do Micronúcleo com células F1 de Allium cepa 

 

O procedimento para confecção das lâminas foi o mesmo descrito acima, porém 

o material utilizado foi a região F1, localizada a 1 milímetro acima da região 

meristemática. 

Para a análise estatística dos resultados dos testes realizados com A. cepa, 

foram comparados os valores obtidos no grupo do CN com os demais tratamentos 

realizados. As análises estatísticas, para os dados normais, foram realizadas pelo 

teste ANOVA com post hoc em Dunnett, e para dados de distribuição não normal, 

pelo teste de Kruskall-Wallis, com post hoc em Dunn. 

 
4.2.5 Bioensaios com Cultura de Células (linhagem HepG2/C3A) 

 

As células de hepatoma humano – HepG2/C3A foram adquiridas no Banco de 

Células do Rio de Janeiro – RJ, Brasil. As células foram cultivadas em monocamada, 

em meio MEM (Meio Mínimo Essencial Eagle), com solução antibiótica/antimitótica, 

suplementado com 10% de soro bovino fetal. As células foram mantidas em frascos 

de cultura descartáveis de 25 cm3, em estufa com temperatura controlada (37 ºC), 

CO2 (5%) e umidade de 60%. 

 
4.2.6 Teste do MTT 

 

O teste de viabilidade celular do MTT foi realizado em placas de ELISA de 96 

poços. Foram semeadas 2,34 x 104 células por poço, em um volume total de 100 μL 

de meio com soro, exceto nos poços referentes ao branco, onde foi colocado apenas 

o meio de cultura. A placa foi incubada por um período de 24 horas. Após esse período, 

o meio foi retirado e adicionados os tratamentos, previamente preparados com meio 

de cultura sem soro, totalizando um volume final de 200 µL por poço. Para o controle 

positivo, foi utilizado Triton X-100, diluído em meio de cultura sem soro  e
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para o controle negativo, meio de cultura sem soro. Nos demais poços, foram 

testadas inicialmente cinco diferentes concentrações de clorpirifós (10; 5; 2,5; 1,25; 

0,625 e 0,3125 mg mL-1), porém os resultados mostraram que nenhuma das 

concentrações testadas mostrou viabilidade de, pelo menos, 80%. Por esta razão, as 

amostras foram diluídas em quatro concentrações menores, obtidas a partir da 

concentração de 0,625 mg mL-1 (0,15625; 0,078; 0,039; e 0,019 mg mL-1). Os 

tratamentos permaneceram nos poços por um período de 24 horas_e, posteriormente, 

retirados e substituídos por 150 μL de MTT, diluído em PBS, na concentração de 1 x 

10-6 mg/mL. Após a adição do MTT, a placa foi incubada por 4 horas, em estufa a 37° 

C. Em seguida, a solução de MTT foi descartada e adicionado, em cada poço, 100 μL 

de dimetilsulfóxido (DMSO). As placas foram lidas em espectrofotômetro de 

fluorescência (Infinite M2000 Pro™ Plate Reader -TECAN), utilizando o comprimento 

de onda de excitação de 560 nm e de emissão 590 nm. 

 
 

4.2.7 Teste da Resazurina 
 

O ensaio foi realizado em placas de Elisa de 96 poços. As placas foram 

preparadas com 2,34 x 10-6 células por placa, em um volume total de 100 µL de 

meio da cultura correspondente de cada suspensão celular, suplementado com soro 

e incubadas por um período de 24 horas, tempo necessário para ocorrer a adesão das 

células na superfície dos poços. Após a incubação, o meio foi substituído pelos 

tratamentos, previamente preparados com meio de cultura sem soro, totalizando um 

volume final de 200 µL por poço. Nos poços destinados ao CN, foi adicionado meio de 

cultura sem soro. Os destinados ao CP receberam a adição de uma solução de Triton 

X-100 (1%), preparada com meio de cultura sem soro. Nos demais poços foram 

adicionadas as diferentes concentrações do inseticida clorpirifos (0,15625; 0,078; 

0,039; e 0,019 mg mL-1), preparadas com meio de cultura sem soro. Os tratamentos 

ficaram nos poços por um período de 24 horas. Em seguida, o meio foi retirado e 

substituído por 200 µL de solução de resazurina (44 µM), diluída em meio de cultura 

sem soro, permanecendo incubadas por mais 4 horas, à 37 °C. A leitura foi feita em 

fluorímetro _(Infinite® 2000 Pro™ Plate Reader - 
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TECAN, Mannedorf, Suíça), configurado com λ=560 nm de excitação e λ=590 nm de 

missão. A viabilidade foi avaliada com base na comparação das células tratadas 

com as células não tratadas (CN), onde as concentrações abaixo de 80% de 

viabilidade foram consideradas citotóxicas. 

 

4.2.8 Ensaio do Azul de Tripan 

O teste de viabilidade com o corante Azul de Tripan (0,4%, GIBCO, Cat. Nº 

15250-061) foi realizado em placas de ELISA de 6 poços. Foram semeadas, 

aproximadamente, 5x10-5 células por poço, em um volume total de 2 mL de meio 

com soro. As placas foram incubadas por 24 horas, para estabilização. Passado 

esse tempo, o meio foi retirado e um novo meio de cultura (sem soro) foi adicionado, 

juntamente com os tratamentos. Para o controle positivo, foi utilizado Triton X-100, 

diluído em meio de cultura sem soro (solução a 1%) e para o controle negativo meio 

de cultura sem soro. Nos demais poços, foram adicionadas as diferentes 

concentrações do inseticida clorpirifós (0,15625; 0,078; 0,039; e 0,019 mg mL-1). Os 

tratamentos permaneceram nos poços por 24 horas. Decorrido este tempo, os 

poços foram lavados duas vezes com 2 mL de PBS, para a retirada do excesso de 

corante e, posteriormente, as células foram removidas da parede dos poços pela 

incubação com 200 μL de tripsina 0,5%, por 5 minutos, a 37 ºC (em estufa de CO2). 

Em seguida, a reação foi inativada com 600 μL de meio com soro. As soluções com 

células foram transferidas para eppendorfs devidamente identificados. Para a 

confecção das lâminas, foi gotejada sobre elas uma gota de mistura de 20 μL de 

azul de tripan e 20 μL da solução celular homogeneizada. A contagem celular foi 

realizada em microscopia de luz (aumento de 400x). Os dados obtidos foram 

posteriormente transformados em porcentagem e usados na avaliação da 

viabilidade das concentrações testadas, considerando não citotóxicas as 

concentrações que apresentaram uma viabilidade celular maior ou igual a 80%. 

Este ensaio foi realizado em triplicata. 
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5. RESULTADOS 

 
Os resultados dessa dissertação estão apresentados em forma de artigo. 

Três artigos compõem o trabalho, e podem ser visualizados a seguir. 
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ARTIGO 1 

Agrotóxicos organofosforados, com destaque ao Clorpirifós : Caracterização e 

avaliação ecotoxicológicas pelo bioindicador Allium cepa 

Mariana Santos Costa, Jaqueline Bianchi, Maria Aparecida Marin-Morales 

 
RESUMO 
 
Os agrotóxicos são substâncias químicas utilizadas no mundo todo para controle de 

pragas. No Brasil, sua utilização crescente decorre da economia do país, que tem base 

essencialmente agrícola. Embora o uso de agrotóxico leve a um aumento da produção 

agrícola, os seus resíduos causam efeitos indesejáveis ao meio ambiente e a saúde 

dos organismos expostos, dentre eles os seres humanos. Como a maioria dos 

agrotóxicos tem como destino final o meio ambiente, esses químicos são considerados 

potenciais contaminantes de todos os compartimentos ambientais. Os seres humanos 

podem se expor aos agrotóxicos por diferentes vias (oral, inalatória e dérmica) e de 

forma direta (contaminação ocupacional) e indireta (pela ingestão de água 

contaminada e por via trófica). Os organofosforados (OF) representam uma das 

classes de agrotóxicos mais utilizada no Brasil. Seu uso foi impulsionado pela 

proibição dos agrotóxicos organoclorados (OC), devido a persistência dos mesmos, 

tornando então os OF os grandes substituídos dos OC. Dentre os efeitos tóxicos dos 

OF, destacam-se os, distúrbios neurológicos, más formações congênitas, infertilidade 

e doenças genéticas incluindo o câncer. O inseticida Clorpirifós é um dos OF 

considerados de alta toxicidade para os seres vivos, que se destaca como um dos 

inseticidas mais utilizados no Brasil para controle de pragas. Este artigo de revisão 

teve como proposta reunir importantes informações sobre a citogenotoxicidade de 

agrotóxico, destacando neste enfoque os OF e, mais especificamente, o inseticida 

Clorpirifós. Para a elaboração dessa revisão, foram realizadas buscas na literatura 

científica, utilizando as bases de dados Portal CAPES, como PubMed, Scielo, Science 

Direct, Web of Science, Taylo & Francis Online; Medline, além de sites de agências 

ambientais de saúde internacionais, como OECD Online e USEPA. Foram também 

discutidos neste artigo de revisão artigos científicos que utilizaram o bioindicador 

Allium cepa, como modelo para avaliar a citogenotoxicidade de agrotóxicos, por ser 

este organismo teste indicado para este fim pelo IPCS, WHO, USEPA e UNEP . Nesta 

revisão foram apresentados dados de uso de agrotóxico no Brasil; contaminação 

ambiental e 
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efeitos sobre a saúde humana promovidos por OF, citogenotoxicidade de OF, 

bioindicadores e métodos mais utilizados nas avaliações tóxicas desses agentes. 

Palavras-chave: Ecotoxicologia, Fitotoxicidade, Aberrações Cromossômicas, 

Micronúcleo, Inseticidas. 

 

ABSTRACT 

Pesticides are substances used around the world to control pests. In Brazil, its growing 

use stems from the country's economy, which is essentially agricultural. Although the 

use of pesticides leads to an increase in agricultural production, their residues cause 

undesirable effects on the environment and the health of exposed organisms, including 

humans. As most pesticides have the environment as their final destination, these 

chemicals are considered potential contaminants of all environmental compartments. 

Human beings can be exposed to pesticides through different routes (oral, inhalation 

and dermal) and directly (occupational contamination) and indirectly (through the 

ingestion of contaminated water and through the trophic route). Organophosphates 

(OF) represent one of the most explored classes of pesticides in Brazil. Its use was 

driven by the ban on organochlorine (OC) agrochemicals, due to their persistence, 

making them the major substitutes for OC. Among the toxic effects of OP, neurological 

disorders, congenital malformations, infertility and genetic diseases including cancer 

stand out. The insecticide Chlorpyrifós is one of those considered highly toxic to living 

beings, which stands out as one of the most used insecticides in Brazil for pest control. 

This review article aimed to gather important information about a pesticide's 

cytogenotoxicity, highlighting in this focus the OP and, more specifically, the insecticide 

Chlorpyrifos. To review this review, a search was carried out in the scientific literature, 

using Portal CAPES, PubMed, Scielo, Science Direct, Web of Science, Taylo & Francis 

Online; Medline, and websites of international environmental health agencies, such as 

OECD Online e USEPA . Scientific articles that used the Allium cepa bioindicator as a 

model to assess pesticide cytogenotoxicity were also discussed in this review article, 

as this test organism is indicated for this purpose by the IPCS, WHO, USEPA and 

UNEP. This review included data on pesticide use in Brazil; environmental 

contamination and effects on human health promoted by OP, cytogenotoxicity of FO, 

bioindicators and methods most used in toxic evaluations of these agents. 
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1. Introdução 

Nas últimas décadas o consumo de agrotóxicos cresceu significativamente, 

transformando o Brasil em um dos líderes mundiais desse mercado (RIGOTTO et 

al., 2014). De acordo com os dados da Comissão de Direitos Humanos e Minorias 

da Câmara dos Deputados (2019), em 2017, o país foi considerado o maior 

consumidor de agrotóxicos em volume de produto do planeta, com cerca de 550 mil 

toneladas de ingredientes ativos aplicados em nossas culturas. Esse alto consumo 

está relacionado à importância econômica do agronegócio no Brasil. 

A ANVISA (2003) cita que a exposição de pessoas a agrotóxicos pode se dar 

de forma indireta, pelo consumo de alimentos contaminados com esses produtos, ou 

por contato direto, como é o caso dos trabalhadores agrícolas e seus familiares que 

residem próximo às áreas de cultivo. Além dos registros de contaminação humana por 

agrotóxicos, também deve ser considerada a alta contaminação que esses agentes 

promovem no ambiente, cujos resíduos são encontrados na água, no solo e no ar 

(PENA E SPERLING, 2003. De acordo com Siqueira (2008), a contaminação por 

agrotóxicos que altera a qualidade ambiental e a saúde da população exposta está 

relacionada, principalmente, ao uso inadequado desses produtos. 

Os agrotóxicos mais utilizados no país pertencem às classes dos 

organoclorados e organofosforados (JAGA E DHARMANI, 2003). Dentre os 

organofosforados mais utilizados, destaca-se o inseticida Clorpirifós (O,O-dietil-O- 

3,5,6-tricloropiridin-2-piridinilfosforotioato), por ser muito utilizado em culturas de 

grande importância econômica do Brasil, como as de algodão, milho, trigo e soja 

(BARNHOORN et al., 2005; ANVISA, 2020),. 

A avaliação dos possíveis efeitos adversos dos agrotóxicos aos organismos e 

aos ecossistemas é geralmente feita por meio de testes realizados com algumas 

espécies vegetais ou animais sensíveis a diferentes agentes químicos, denominadas 

de bioindicadores de toxicidade. Por esses testes serem capazes de estimar os 

perigos e riscos biológicos de substâncias químicas, eles também servem de alerta 

Keywords: Ecotoxicology, Phytotoxicity, Chromosomal Aberrations, Micronucleus, 

Insecticides. 
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sobre os efeitos danosos de uma infinidade de contaminantes ambientais (ARIAS et 

al., 2007). Dentre os diversos indicadores usados para avaliação de toxicidade 

ambiental, destacam-se os bioindicadores vegetais Allium cepa (cebola) e Lactuca 

sativa (alface), por estes apresentarem características interessantes como facilidade 

de manuseio para os bioensaios e a obtenção de resultados rápidos (SOBRERO E 

RONCO, 2004; LEME E MARIN-MORALES, 2009). 

Ensaios realizados com linhagens celulares mantidas em cultura também são 

considerados eficientes para avaliar a ação de diversos agentes presentes no 

ambiente (LEWINSKA et al., 2007). Ensaios com culturas celulares permitem controlar 

as condições físicas, químicas e fisiológicas dos experimentos, tornando possível 

avaliar o metabolismo celular frente a diferentes condições ambientais e diferentes 

contaminantes (Freshney, 2015). 

O presente estudo teve por objetivo compilar informações científicas sobre os 

possíveis comprometimentos promovidos à saúde e ao ambiente pelo dos 

orgafosforado Clorpirifós, inseticida este que se destaca como o mais usados na 

agricultura brasileira. A busca das informações foram feitas em bases de dados do 

Portal CAPES, como PubMed, Scielo, Science Direct, Web of Science, Taylo & Francis 

Online; Medline, bem como em sites de agências ambientais de saúde internacionais, 

como OECD Online e USEPA. 

 
2. Uso de agrotóxicos no Brasil 

A agricultura teve, ao longo da história, um papel muito importante para o 

desenvolvimento da sociedade humana. Isso porque, as culturas sempre estiveram 

atreladas ao fornecimento de alimentos para a população, se ajustando à demanda 

imposta pelo crescimento populacional. Esse suprimento adequado de alimento fez 

com que o homem buscasse, constantemente, técnicas e substância que pudesse 

melhorar a produção agrícola, como, por exemplo,fertilizantes e os agrotóxicos 

(SADOWSKI E BAER-NAWROCKA, 2018). 

Os agrotóxicos se tornaram mais populares durante a segunda guerra mundial, 

com a descoberta de que o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) era eficiente para 

combater insetos e auxiliar na erradicação de doenças transmitidas por eles, como a 

malária e a febre amarela. O uso desses compostos acabou sendo 
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incorporado pelos agricultores, para controlar pragas agrícolas e, consequentemente, 

diminuir as perdas na agricultura (D’MATO et al., 2002). O aumento da produção 

agrícola, associado ao uso dessas substâncias, fez com que fossem produzidos mais 

compostos organossintéticos e aumentasse o expecto de ação dos agrotóxicos 

(inseticidas, herbicidas...). Também foram implementadas mudanças das técnicas de 

produção agropecuária, como a utilização de diferentes fertilizantes químicos. Toda 

essa mudanças na agricultura caracterizou a chamada de Revolução Verde 

(ALBERGONI E PELAEZ, 2007). 

No Brasil, o uso de agrotóxicos começou na década de 40, sendo ainda mais 

acelerado na década de 60, quando foi promulgada a isenção de impostos como de 

circulação de mercadoria (ICM), de produtos industrializados (IPI e das taxas de 

importação de produtos estrangeiros, bem como foi permitido o uso de pulverizações 

agrícolas (MOREIRA, 2000). O Brasil é considerado como um dos países que mais 

consomem e comercializam agrotóxicos no mundo. O setor agropecuário é um dos 

mais lucrativos do país, com movimento na economia da ordem de U$ 10 bilhões/ano. 

Também está incluído nesse setor o desenvolvimento de novos agrotóxicos voltados 

para o aumento do potencial agrícola (RIGOTTO et al., 2014). 

De acordo com Vasconcelo (2018), o país apresenta um consumo médio de 

agrotóxico da ordem de 540 mil toneladas/ano. Em 2013 foram vendidos 495,7 mil 

toneladas desses químicos, amento em 2016 para 541,8 mil toneladas vendidas, valor 

esse que ainda aumentou em 2017. A figura 1 traz informações sobre o consumo de 

agrotóxicos e substâncias afins, entre os anos de 2000 a 2017. O Ministério da 

agricultura publicou, em 2020, que, até o inicio daquele ano, já tinham sido registrados, 

pelo menos, 150 novos agrotóxicos para uso no Brasil, onde 118 seriam destinados a 

agricultura. A figura 2 mostra o registro anual de agrotóxicos no Brasi,l entre 2000 e 

2020, (dados do Ministério da agricultura, Pecuária e Abastecimento), e divulga os 

resultados obtidos até outubro de 2020, data esta em que o país já havia registrado 

315 novos agrotóxicos. 
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Fig. 1. Consumo de agrotóxico e substâncias afins registrados entre os anos 2000- 
2017. Fonte: IBAMA. (art. 41 do Decreto 4.074/2002). Dado atualizados: 25/06/2018 

 
 

 

Fig. 2. Histórico de registro anual de agrotóxicos no Brasil entre os anos 2000- 2020. Fonte: Ministério 
da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Dados atualizados em 13/07/2021 as 18h22. 

 

 

Os agrotóxicos são substâncias ou misturas de substâncias usadas na 

agricultura com o objetivo de proteger a produtividade e a qualidade do produto final 
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(REYNOSO et al., 2019). Eles geralmente são aplicados diretamente nas culturas, por 

meio de aviões, implementos agrícolas terrestres automatizados ou por equipamentos 

manuais (SANCHEZ-BAYO, 2011). São classificados de acordo com a toxicidade 

(figura 3), grupo químico e, principalmente pelo organismo alvo, por exemplo, 

herbicidas, inseticidas e fungicidas. A figura 3 mostra a classificação dos agrotóxicos, 

de acordo com a ANVISA, baseada no grau de toxicidade das substâncias. 

 
 
 

 
Apesar do uso dessas substâncias auxiliarem os setores econômico e agrícola 

do país, são inúmeros os estudos que as associam a efeitos adversos à saúde humana 

(BRONDANI et al., 2018). Esses efeitos podem ser tanto agudos, quando os sintomas 

aparecem durante a exposição ou logo após o contato do individuo com a substância, 

quanto crônicos, quando os sintomas aparecem em longo prazo, desenvolvendo 

efeitos como infertilidade e câncer (GONONI et at., 2019). A contaminação por 

agrotóxicos acontece de forma oral, dérmica ou inalação, e acomete, principalmente, 

os profissionais que estão em contato direto 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 3. Classificação dos agrotóxicos de acordo com a Anvisa, utilizada para fins de registro 
e reavaliação, baseada no grau de toxicidade destas substâncias. Fonte: Instituto Nacional 
de Câncer José Alencar Gomes da Silva, 2019 
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com eles (QUEIROZ, 2019). O relatório da Organização das Nações Unidas – ONU 

(2017) publicou que o uso crescente e indevido de agrotóxicos é responsável pela 

morte por intoxicação de, aproximadamente, 200 mil pessoas, e, de acordo com a 

Organização Mundial da Saúde –OMS (2019), são registradas no Brasil, 

aproximadamente, 20 mil mortes por ano associadas ao consumo de agrotóxicos. 

 

Sarwar (2015) afirma que, sem o uso de agrotóxicos, haveria uma redução de 

cerca de 35 a 40% da produção agrícola, o que poderia comprometer a disponibilidade 

de alimento para a população. O autor ainda destaca que a aplicação de forma correta 

como a utilização de doses adequadas, método correto de aplicação e utilização de 

EPI’s, reduziria, significativamente, a exposição humana à essas substâncias e, 

consequentemente, os impactos que esses químicos causam á saúde humana. 

 
3. Agrotóxicos como contaminantes ambientais 

Historicamente, o uso de agrotóxicos já trouxe benefícios mundiais à saúde 

humana, principalmente nas décadas de 50 e 60, pelos auxílios prestados ao combate 

de doenças causadas por vetores biológicos. Porém, o desenvolvimento de novos 

químicos, somado ao uso indiscriminado e em larga escala e o reconhecimento de 

efeitos nocivos causados por esses produtos gerou, e ainda gera, muita preocupação, 

quanto aos impactos que eles podem causar tanto aos organismos como ao ambiente 

(AVALOS, 2009). Os impactos associados aos agrotóxicos estão relacionados aos 

seus potenciais de bioacumulação, persistência, perigos no transporte, toxicidade do 

produto para diversos organismos e mutagenicidade, teratogenicidade e 

carcinogenicidade para humanos (GOMES et al., 2002). Algumas classes de 

agrotóxicos apresentam maior capacidade de bioacumulação e persistência 

ambiental, devido a estabilidade estrutural de suas moléculas e degradação lenta do 

composto (GOMES et al., 2002). Muitos agrotóxicos foram substituídos e ou banidos 

como agentes controladores de pragas, devido aos seus potenciais de 

bioacumulativos e de persistência. Um exemplo conhecido é a proibição de uso dos 

agrotóxicos organoclarados com a substituição deles pelos organofosforados, 

(SANTOS et al., 2007). 
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A contaminação ambiental provocada por essas substâncias pode prejudicar 

diferentes compartimentos e matrizes ambientais, como o solo, a água, o ar e os 

organismos vivos (SPADOTTO E GOMES, 2006). A contaminação do solo por 

agrotóxico pode se dar pela aplicação direta do produto na superfície do solo, mas 

também por resíduos de pulverizações aplicadas nas partes aéreas dos vegetais, bem 

como pela queda de folhas, flores, frutos e galhos dos vegetais onde o produto foi 

aplicado (PRIMAVESI, 2002). Os agrotóxicos podem ser transportados para o solo 

por águas de chuva, igualmente ao que acontece nas contaminações das águas 

superficiais e subterrâneas (GOMES E BARIZON, 2014). 

Melo de Castro et al. (2020) avaliaram a vulnerabilidade de solo de área agrícola 

à contaminação de agrotóxicos, por meio dos parâmetros de textura, matéria 

orgânica, pH e concentração de metais pesados. Os resultados da avaliação indicaram 

que as porcentagens de metais encontrados no solo indicavam as possíveis áreas de 

contaminação. Pedlowski et al. (2020) avaliaram os efeitos do uso de agrotóxicos 

em um assentamento de reforma agrária do norte região norte fluminense. Os 

resultados do estudo mostraram uma predominância de substâncias moderadamente 

tóxicas para a saúde humana e altamente perigosas no ambiente, no local, o que levou 

os autores a concluírem que havia uma necessidade de se implementar uma ação 

sócio ambiental educativa junto aos produtores, para instruí- los e esclarecê-los sobre 

o uso responsável de agrotóxicos, bem como alertá-los sobre os riscos do uso 

incorreto dessas substancias, tanto para a saúde como para o meio ambiente 

O consumo de água de mananciais contaminados por agrotóxicos pode levar, 

em longo prazo, ao acúmulo dessas substâncias nos organismos, e 

consequentemente, induzir eventos como o câncer, distúrbios nervosos, entre outros. 

Quando os agrotóxicos são lixiviados/percolados no solo, eles podem chegar até as 

águas superficiais. Se esse manancial for usado na captação de água para 

abastecimento púbico, torna-se necessária uma rigorosa análise e tratamento desta 

água , antes que ela seja distribuída para a população (DELLAMATRICE E 

MONTEIRO, 2014). Esses químicos podem ainda se acumular nos tecidos de 
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peixes, gerando intoxicação via cadeia alimentar (BATISTA E CESTARYZYCHAR, 

2019). 

No estudo desenvolvido por Gilson et al. (2020), os autores fizeram um 

panorama teórico da contaminação por agrotóxico nos recursos hídricos do município 

de Realeza (Estado do Paraná). Foram levantados 27 agrotóxicos aplicados nas 

culturas de soja, milho, trigo e feijão da região, dos quais 13 deles foram classificados 

como contaminantes em potencial da água subterrânea; 10 com alto potencial de 

ser transporte pela água e 3 deles apresentaram um alto potencial de transporte 

associado ao sedimento. Alguns agrotóxicos demonstram ter alta mobilidade e alta 

persistência tanto no solo como na água. 

Menezes et al. (2021) estudaram a relação entre o uso indiscriminado dos 

agrotóxicos da região de Campos de Goytacazes (RJ), com o aumento da 

contaminação da água e dos comprometimentos à saúde humana. Os resultados 

mostraram que o aumento da contaminação da água de abastecimento estava 

relacionado ao uso indiscriminado de agrotóxicos. 

Quanto a contaminação do ar, Belo et al. (2012) citam que os agrotóxicos 

atingem a atmosfera, especialmente, pela volatilização. Os autores atentam para a 

capacidade desses compostos se acumularem em formações plúmbeas, podendo 

ser carreados pelo vento e precipitarem longe do local de sua aplicação. Assim, o 

vento e as chuvas são importantes fatores de transporte de agrotóxicos no meio 

atmosférico e, consequentemente responsáveis por problemas de contaminação de 

áreas urbanas e áreas não agricultáveis. Mendonça (2021) coloca ainda a 

preocupação com às aplicações de agrotóxicos realizadas por pulverizações, pois 

estas podem acarretar em sérios danos ao ambiente e aos organismos eventualmente 

expostos. Um exemplo de contaminação pelo ar, que chamou atenção e abriu 

discussões sobre a pulverização aérea de agrotóxicos, aconteceu no interior do 

Maranhão, em 2021, quando um avião aplicou agrotóxico em uma cultura, mas essa 

aplicação atingiu também uma comunidade rural, provocando sérios eventos de 

intoxicação (BRASIL DE FATO, 2021). 
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4. Inseticidas organofosforados 

Os inseticidas organofosforados (OP) pertencem a uma classe de agrotóxicos 

amplamente utilizada na agricultura brasileira (AQUINO, 2011). Os agrotóxicos 

organofosforados são ésteres, amidas ou derivados tiol dos ácidos de fósforo, 

contendo várias combinações de carbono, hidrogênio, oxigênio, fósforo, enxofre e 

nitrogênio. São compostos orgânicos altamente lipossolúveis e biodegradáveis. Esses 

agrotóxicos são rapidamente hidrolisados, tanto nos meios biológicos quanto no 

ambiente, se distribuindo de forma rápida pelos tecidos orgânicos, inclusive 

ultrapassando as barreiras placentárias e hematoencefálicas (Santos et al., 2007). 

Devido a sua alta maior lipofilicidade, eles podem interagir com a membrana celular 

e se acumular nos tecidos (CIRCUNVIS, 2010). 

Esses compostos começaram a ser mais utilizados, quando os organoclorados 

foram proibidos, devido a sua alta persisitencia ambiental (BORSOI et al., 2014). O 

desenvolvimento dos organofosforados (OP) teve início do ano de 1940, quando o 

químico alemão Gerhard Schrader descobriu a estrutura química geral destes 

compostos e sintetizou o primeiro inseticida desta classe, que continha tetraetil 

pirofosfato como ingrediente ativo (TERRY, 2012). 

Como pode ser vista na figura 4, a estrutura química geral dos organofosforados 

apresenta os radicais R1 e R2, normalmente do grupo alquil ou aril, que podem 

estar ligados diretamente ao fósforo, sendo chamados de fosfinatos, ou ligados ao 

fósforo via O- ou S-, recebendo então a denominação de fosfatos. Caso um radical 

se ligue diretamente ao fósforo, e o outro ao O- ou S-, são chamados de fosfonatos. 

Já nos OP fosforoamidatos, o carbono é ligado ao fósforo, ao invés de um grupamento 

amino (VALE, 1998). Em relação a ligação com o fósforo, os organofosforafos são 

divididos em grupo fosfato, cuja ligação do fósforo é com o oxigênio, e os 

fosfototioatos, onde a ligação é dada entre o fósforo e o enxofre (LOTTI E 

JOHNSON, 1980). Os fosfatos são os mais tóxicos, devido a eletronegatividade do 

oxigênio ser maior, em relação ao enxofre, durante a atuação no organismo alvo. O 

outro grupo tem compostos menos reativos, porém apresentam maior tempo de 

permanência no ambiente, provocando maior poder residual ao composto 

(WHO,1986). 
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Fig. 4. Estrutura fundamentalde inseticidas organofosforados. X= O, S e Se; R1, R2 = alquil, 
SR ´, OR ´ou NHR; ´L = halogênios; alquil, aril ou heterocíclicos (SANTOS et al., 2007). 

 

 

Para que os OP se tornem toxicologicamente ativos, é necessário que haja uma 

bioativação metabólica, que acontece por dessulfuração, dada principalmente por 

enzimas do complexo citocromo p450, além de outros fatores físicos como luz, pH e 

temperatura. Essa ativação ocorre não apenas no fígado, mas também em outros 

órgãos como o cérebro, rins e pulmões. Contudo, os compostos resultantes dessa 

ativação podem ser hidrolisados nos tecidos dos mamíferos (PAUL et al., 2018). Os 

insetos são mais sensíveis a estes compostos, por geralmente não possuírem esse 

sistema enzimático de metabolozação (PAUL et al., 2018). 

A absorção dos compostos organofosforados de dá por via oral, respiratória e 

cutânea, sendo essa última a causa mais frequente das intoxicações ocupacionais 

(RIBEIRO E MELLA, 2007). Dentre os sintomas desencadeados pelos OP, estão 

distúrbios do sono, agitação, depressão respiratória e morte (SANTOS et al., 2015). 

Seu uso também já foi relacionado a casos de malformações congênitas, infertilidade 

e produção de efeitos genéticos e câncer (PERIPOLLI e RODRIGUES, 2002; 

VERGARA, 2015; LINHARES, 2013 ). 

Estudos realizado por Perry et al., (2020) comprovaram que exposições 

crônicas aos OP podem induzir déficits neurocomportamentais, aumentando da 

incidência de doenças neurodegenerativa, efeitos nos nervos periféricos e 

comprometimento no neurodesenvolvimento. Hu et al., (2018) avaliaram os efeitos da 

exposição pré-concepção a agrotóxicos no tempo de gravidez e na infertilidade de 

casais chineses. Os resultados desse estudo mostraram que as exposições pré- 

concepção a OP e a piretróides estão associadas com diminuição da fertilidade 

feminina. Estudos realizados por Yang et al., (2020) avaliaram os efeitos da 
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exposição a inseticidas organofosforados e o risco de desenvolvimento de câncer de 

mama. Os resultados do estudo indicaram que esses OP aumentam a probabilidade 

de desenvolver essa patologia. 

O International Programme on Chemical Safety – World Health Organization 

(IPCS-WHO) classifica os inseticidas organofosforados como químicos inibidores de 

enzimas colinesterases. Por essa ação do composto, esses agrotóxicos apresentam 

baixa toxicidade para o ambiente, mas alta toxicidade para os organismos. No Brasil, 

a Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA (2012) classifica os compostos 

de acordo com o seu parâmetro de DL50 (Doge letal para 50% dos organismos 

expostos), em Classe I (Extremamente Tóxicos – Faixa vermelha), Classe II 

(Altamente tóxicos – Faixa Amarela), Classe III (Medianamente Tóxicos – Faixa 

Azul) e Classe IV (Pouco Tóxicos – Faixa Verde). 

 
5. Inseticida Clorpirifós 

 

O Clorpirifós, cuja estrutura química pode ser observada na figura 5, é 

nominado, pela IUPAC, de 0,0-dietil-0-(3,5,6-tricloro-piridil)-fósforo-tionato. Esse 

inseticida pertencente ao grupo dos organofosforados e apresenta uma formulação 

líquida e emulsionável (ANVISA, 2021). O Clorpirifós é o ingrediente ativo de muitas 

formulações de agrotóxicos comerciais (inclusive o Klorpan®). Ele foi inicialmente 

fabricado e comercializado pela empresa Dow Chemical Company em 1965, nos 

Estados Unidos (SOLOMON et al, 2014). 

 
 

Fig. 5. Fórmula estrutural do agrotóxico Clorpirifos (C9H11Cl3NO3PS). (Fonte: ANVISA. Acesso 

em novembro de 2018). 
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Esse inseticida, que é considerado pela ANVISA (2021) como extremamente 

tóxico (Classe II), é registrado para controle de diversas pragas (moscas, lagartas, 

ácaros, pulgões e outros), que atacam culturas, como por exemplo, de milho, soja, 

feijão, café, algodão, citros, maçã, banana, batata, cenoura, repolho, tomate, couve 

e fumo. São agrotóxicos amplamente utilizado no país, sendo o quinto inseticida 

mais vendido no Brasil (VINHA et al., 2013). 

Sua ação tóxica ocorre pela inibição da enzima colinesterase, causando 

síndrome colinérgica, portanto de ação neurotóxica (ES, 1999). Ele age sobre os 

insetos e ácaros por contato e ingestão, ocasionando a morte desse artrópodos. A 

colinesterase está relacionada ao bom funcionamento da memória e aprendizagem, 

e sua principal função é a modulação de impulsos nervosos responsáveis pela 

comunicação entre os neurônios, através da hidrólise do neurotransmissor acetilcolina 

(ASSIS E CARVALHO, 2011). A interferência na fenda sináptica ocasionada por esses 

compostos está diretamente relacionada ao seu risco para a saúde humana, uma vez 

que essas substâncias podem ser absorvias pelo homem pela pele, trato 

gastrointestinal, via respiratória e membranas das células de mucosas. Desta forma, 

existe grande preocupação com relação à contaminação de corpos hídricos por essas 

substâncias (PENA E SPERLING, 2003). 

Os processos de biodegradação do clorpirifós podem se dar por bioativação, 

onde são gerados metabólitos tóxico, como o tclorpirifós oxon, mas pode ser também 

por detoxificação, formando metabólitos não tóxicos, como o 3,5,6-tricloro- 2-piridinol 

(SANTANA E CAVALVANTE, 2016). Pela ação da citocromo p450, o clorpirifós gera 

um intermediário instável, que hidrolisa os compostos não tóxicos, os quais podem ser 

eliminados pela urina (WESSELING et al., 2006). 

Em solos, a meia vida do clorpirifós é em torno de 60 a 120 dias, dependendo 

de fatores como pH e teor de carbono orgânico do solo, temperatura, clima, umidade 

e a flora presente. Entretanto, no ambiente, o composto pode sofrer modificações 

em sua estrutura, por mecanismo de hidrólise, fotólise e volatilização (ALEXANDRE, 

2015). 
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6. Mutagênese ambiental 

 
Muitos dos compostos químicos utilizados pelos seres humanos, como os 

agrotóxicos, fármacos, cosméticos, corantes, dentre outros, acabam tendo o meio 

ambiente como seu destino final. Assim, esses compostos podem impactar diferentes 

compartimentos ambientais, como a água, o ar, o solo e também os alimentos. Os 

resíduos de substâncias tóxicas presentes em ambientes contaminados podem atingir 

a biota local e causar sérios danos tanto aos organismos expostos como também aos 

seus descendentes. Os ensaios de mutagênese ambiental são projetados para 

detectar e avaliar efeitos genotóxicos e mutagênicos induzidos por contaminantes 

ambientais, Estas avaliações podem ser realizadas por diferentes sistemas testes, 

tanto por sistemas testes vegetais como por sistemas testes animais e por diferentes 

biomarcadores por meio de e endpoints genéticos. 

Dentre os vegetais comumente utilizados para avaliação da gentoxicidade dos 

compostos químicos, podemos destacar o sistema teste de Allium cepa. Estudos 

realizados desde 1938 já descreviam a sensibilidade deste vegetal para avaliar 

distúrbios no fuso mitótico e de aberrações cromossômicas (AC) nas células 

meristemáticas de suas raízes, após exposição a químicos como a colchicina e 

diferentes soluções de sais orgânicos (LEVAN, 1938, 1945). As vantagens de seu uso 

estão associadas à sua estrutura citogenética, cromossomos grandes e em pequeno 

número (2n = 16), a sua dinâmica de proliferarão, sua fácil visualização em 

microscopia de luz, seu baixo custo experimental; sua facilidade de aplicação, além 

de produzem excelentes resultados comparáveis com os sistemas testes animais 

Por essas características, a espécie é bastante indicada para avaliação de danos 

genéticos e de distúrbios no ciclo mitótico, induzidos por diversas classes de 

contaminantes ambientais, produzindo (FISKESJO, 1985; RANK e NIELSEN, 1994, 

CHAUHAN et al., 1999; FERNANDES et al., 2007, 2009; LEME e MARIN MORALES, 

2009; TEDESCO e LAUGHINGHOUSE, 2012). 

Os ensaios com A. cepa são considerados eficientes e altamente preditivos 

para avaliar o potencial de indução de danos cromossômicos em organismos 
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expostos a compostos tóxicos. Assim, os resultados obidos com esse sistema teste 

podem ser estendidos para outros seres vivos, como por exemplo os mamíferos, já 

que o alvo das lesões é o DNA, molécula esta comum a o todos os seres vivos. 

Diferentes endpoints podem ser avaliados por meio dos ensaios com A. cepa, como, 

por exemplo, os de: toxicidade, realizados pela análise do índice de germinação de 

sementes e do comprimento da raiz e hipocótilo; citotoxicidade, por meio da análise 

do índice mitótico; genotoxicidade, como os de aberrações cromossômicas (AC) a e 

normalidades nucleares (NA); e ainda os de mutagenicidade, pelo teste do 

micronúcleos (MN). Assim, pela grande eficiência da espécie detectar danos 

promovidos por diferentes compostos tóxicos, ela também é indicada para avaliar 

diferentes classes de contaminantes ambientais, ela vem sendo muito usada em 

estudos de biomonitoramento ambiental (LEME e MARIN-MORALES, 2009, LEME 

et al, 2008; BIANCHI et al., 2011; MAZZEO e MARIN-MORALES, 2015; 

GONÇALVES et al., 2020; Pamplona-et al. , 2020) 

Na literatura, podem ser encontrados diversos trabalhos que utilizaram do teste 

de A. cepa para avaliar uma infinidade de compostos químicos, isolados ou em 

misturas complexas. Alguns exemplos incluem efluentes domésticos e industriais, 

efluentes agrícolas, agrotóxicos, corantes têxteis, corantes alimentícios, efluentes 

tratados, metais, nanopartículas, hidrocarbonetos aromáticos e químicos de maneira 

geral (incluindo nestes os voláteis e fotodegradáveis). (BIANCHI et al., 2011; 

DEBNATH et al., 2020; WIJEYARATNE e WICKRAMASINGHE, 2020; 

JAYAWARDENA et al., 2021) 

A elevada e crescente utilização de agrotóxicos no mundo todo também tem 

gerado uma grande preocupação quanto ao destino de seus resíduos e os seus efeitos 

genotóxicos e mutagênicos para os seres vivos. O sistema teste de A. cepa tem sido 

utilizado com frequência em diferentes estudos que buscam avaliar os danos 

genéticos induzidos por diferentes agrotóxicos, em suas mais variadas classes 

químicas, incluindo nesses os organoclorados, organofosforados, carbamatos, 

piretrina/piretróides, dentre outros. 

Fatma et al. (2018) avaliaram, por meio do sistema teste A. cepa, os efeitos 

morfotóxicos, citotóxicos e genotóxicos de diferentes concentrações (10, 30, 50, 70, 
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90, 110, 130 e 150 ppm) e tempos de exposição (24 2 48h) do fungicida Mancozeb 

(ditiocarbamato). Os autores verificaram inibição no número e tamanho das raízes, 

bem como do índice mitótico, além de elevadas frequências de AC, para todas as 

concentrações testadas. Os tipos de AC mais encontradas foram aderências, 

fragmentação, desorientação dos cromossomos, c-metáfases, pontes, perdas e 

movimentação precoce dos cromossomos. 

Uma outra forma de avaliar os efeitos de agrotóxicos pelo sistema teste A. cepa 

é por meio de simulação de aplicação do pesticida diretamente no solo. Esses 

experimentos são realizados em potes apropriados, para que o crescimento dos 

bulbos da planta não seja comprometido. Esta metodologia foi utilizada por Verma e 

Srivastava (2018), para avaliar os efeitos de diferentes concentrações (2.5, 5, 7.5, e 

10 mg/kg de solo) e tempos de tratamento (1, 7, 15, 30 e 45 dias) do fungicida 

carbendazim (benzimidazol). Os autores verificaram que houve uma diminuição do 

índice mitótico dose e tempo dependente e indução significativa de AC (pontes, 

aderências, perdas e movimentação precoce dos cromossomos, bem como C- 

metáfases, multipolaridades, desorientação, distúrbios no fuso e células binucleadas) 

para todas as concentrações e tempos testados. Porém, foi verificado um aumento 

das lesões dependente da concentração até o dia 7. A partir deste tempo, as lesões 

não mais apresentaram correlação com as concentrações testadas. O sistema teste 

de A. cepa também foi utilizado por Macar (2020) para avaliar a citogenotoxicidade do 

fungicida Tetraconazol (triazol) em diferentes concentrações (1.00 mg/L, 5.00 mg/L e 

10.00 mg/L). O autor verificou diminuição do índice mitótico e indução dose-

dependente de AC (fragmentos, aderências, perdas e pontes cromossômicas, 

distribuição desigual da cromatina, vacuolização nuclear, polarização reversa e MN). 

Tütüncü et al. (2019) avaliaram os efeitos citogenotóxicos de diferentes 

concentrações (2.5, 5.0, e 7.5 mg/ L) do inseticida metiocarbe (carbamato), por meio 

do sistema de A. cepa. Foi verificado um decréscimo dos parâmetros fito e citotóxicos 

de porcentagem de raiz, comprimento da raiz, ganho de peso e índice mitótico. Os 

autores também observaram efeitos genotóxicos para o inseticida, 
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comprovado pelo alto índice de AC do tipo fragmentos, aderências, pontes e perdas 

cromossômicas, bem como distribuição desigual da cromatina e MN encontradas. 

Diferentes concentrações do inseticida imidaclopride (3,6, 0,36 e 0,036 g/L) e 

do herbicida sulfentrazona (1,2, 0,6 e 0,06 g/L) foram avaliados por Bianchi et al. 

(2016), em diferentes tempos de tratamento (24 h exposição e 48 e 72 h de 

recuperação). O inseticida Imidaclopride induziu AC, principalmente dos tipos pontes 

e aderências cromossômicas no tratamento contínuo de 24h. Porém, após os períodos 

de recuperação com água de 48 e 72h, houve decréscimos nas porcentagens das AC. 

O tratamento com o herbicida sulfentrazona induziu diferentes tipos de AC como 

quebras, perdas e pontes cromossômicas e MN. Os autores também analisaram os 

efeitos conjunto da mistura destes agrotóxicos, cujos resultados mostraram efeitos 

genotóxicos significativos para a mistura, sendo estes diminuídos, após os 

tratamentos de recuperação com água, resultados esses semelhantes aos 

observados para o inseticida testado. Pelos resultados, os autores sugeriram que 

houve um efeito antagônico atuante na mistura, pela minimização dos efeitos do 

herbicida, conferidos pelo inseticida. 

Sheikh et al. (2020) utilizaram o sistema de A. cepa para avaliar os efeitos 

citogenotóxicos da cipermetrina (cypermethrin) e do malathion (organofosforado), em 

diferentes concentrações (0,01%; 0,05%; 0,1%; 0,5%; 1%; 1,5% e 2%) por 12 e 24 

horas. Os autores verificaram uma diminuição do crescimento da raiz e do índice 

mitótico com o aumento das concentrações dos agrotóxicos e do tempo de exposição. 

Diferentes tipos de AC também foram induzidas pelos dois agrotóxicos, como 

aderências, pontes e perdas cromossômicas, c-metáfases e células binucleadas, 

indicando genotoxicidade associada ao uso dos mesmos. 

Os organofosforados representam, como já citado, uma das classes de 

inseticidas mais utilizadas no Brasil (WHO, 2016). Assim, muitos são os trabalhos que 

buscam avaliar os efeitos destes compostos sobre a saúde humana e, para isso, 

muitos tem utilizado o sistema teste de A. cepa como modelo experimental. O 

potencial genotóxico de diferentes tempos de exposição (24h de tratamento e 48h 

de recuperação em água) e concentrações de inseticida Malathion (1,5, 0,75, 0,37, e 

0,18 mg/mL) foram avaliado por Bianchi et al. (2015). Os autores verificaram 
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induções significativas de AC e MN para algumas das concentrações e tempos 

testados. Foi observado que as maiores concentrações apresentaram um efeito 

acumulativo sobre as células, visto que seus efeitos continuaram 48 h após o fim da 

exposição. Mercado e Caleño (2019) avaliaram a toxicidade e a citogenotoxicidade do 

herbicida glifosato (organofosforado) em diferentes concentrações (5, 10, 15, 25 e 30 

mg/L), por 72 horas. Os autores verificaram uma diminuição nos comprimentos das 

raízes, bem como do índice mitótico, com o aumento das concentrações. O teste de 

genotoxicidade indicou indução de diferentes tipos de AC (MN, pontes, aderências e 

quebras cromossômicas, ausência de núcleo, núcleos alongados e anáfases 

irregulares. Pandir (2018) avaliou os efeitos do diazinon (organofosforado) (10, 40, 80 

e 160 ppm) em células meristemáticas de A. cepa, por 24, 48 e 72 horas de exposição. 

Foi verificado inibição do crescimento da raiz e do índice mitótico e aumento de AC do 

tipo hipercromasia, segregação tardia, MN, c-mitoses, perdas e aderências 

cromossômicas, cromatina em glóbulos e núcleos pulverizados, com o aumento das 

concentrações testadas. 

Os efeitos citogenotóxicos dos organofosforados Clorpirifós e Monocrotofós 

foram avaliados, para diferentes concentrações (0,12, 0,25, 0,50, 0,75 e 1%), de um 

período de exposição de 4 h, por Sinha e Kumar (2014). Os autores verificaram 

diferentes tipos de AC, como perdas, aderências, pontes e fragmentos 

cromossômicos, células binucleadas e MN, que aumentaram, proporcionalmente, com 

o aumento das concentrações, para os dois agortóxicos. Já o IM diminuiu com o 

aumento das concentrações. 

Asita e Makhalemele (2008) avaliaram os efeitos citogenotóxicos de diferentes 

concentrações de quatro agrotóxicos de diferentes classes químicas [Clorpirifós 

(organofosforado), Alpha-thrin (piretróide), Efekto virikop (oxicloreto de cobre) e 

Springbok (glifosato)], por meio do ensaio com A. cepa, por 20 h. Clorpirifós, Alpha-

thrin e Springbok foram citotóxicos, enquanto o Efekto virikop não. O ensaio de 

genotoxicidade apresentou resultados significativos par o Clorpirifós, Springbok e 

Efekto virikop, sendo que o clorpirifós induziu AC como aderências, atrasos, 

fragmentos e pontes cromossômicas, cromossomos descondensados, anáfases e 

telófases multipolares e cromossomos pulverizados, enquanto que o 
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Springbok e Efekto virikop induziram apenas perdas cromossômicas. O Alpha-thrin 

não apresentou genotoxicidade. 

Com o controle cada vez mais rigoroso do uso de animais de laboratório em 

experimentos biológicos, tornou-se necessário o desenvolvimento e padronização de 

testes in vitro, para detecção os efeitos danosos de diversas substâncias químicas à 

saúde dos seres vivos. De acordo com Lewinska et al. (2007), ensaios com cultura 

de células constituem uma importante ferramenta de investigação básica, usada em 

diferentes áreas do conhecimento, como a imunologia, a virologia, a genética e a 

toxicologia ambiental. Para Carvalho (1996), uma das principais aplicações da cultura 

celular é a investigação da ação tóxica de vários compostos, como drogas, 

detergentes, cosméticos e agrotóxicos. 

Estudos realizados por Chandrakar et al. (2020), avaliaram o potencial 

genotóxico do Malathion (organofosforado) e do Carbofuran (carbamato) em 

fibroblastos de gatos cultivadas in vitro, por meio dos ensaios de AC, MN e do cometa. 

Os autores expuseram as células à crescentes concentrações do malathion (5mM a 

45mM) e do carbofuran (0,045mM a 1,08mM), por 24 e 48 horas. A avaliação das AC 

e MN, induzidos pelos agrotóxicos, foi feita por meio de ensaios realizados com 

bloqueadores metafásicos e para o ensaio do cometa foi considerado o parâmetro 

comprimento da cauda (tail lenght), classificando-os em diferentes classes, de acordo 

com o grau do dano observado. O teste de AC indicou uma indução de aberrações 

cromossômicas dependente da dose, com indução de quebras cromatídicas, 

fragmentos, deleções, gaps, associação de satélites, formação de fragmentos e Mn. 

O ensaio do cometa indicou genotoxicidade para as maiores concentrações testadas 

dos dois agrotóxicos, comprovada pela visualização das caudas formadas por quebras 

na dupla fita de DNA. Com estes resultados, os autores puderam demonstrar a 

eficiência dos testes de AC, MN e do cometa realizados em cultura de células de 

mamífero na avaliação da genotoxicidade do Carbofuran e Malathion. 

Esse artigo de revisão de baseou em publicações disponíveis nas mais 

importantes e reconhecidas bases de dados científicos internacionalmente, 

como:PubMed, Scielo, Science Direct, Web of  Science, Taylo  & Francis Online; 
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Medline, bem como em sites de agências ambientais de saúde internacionais, como 

OECD Online e USEPA. Nesta revisão foram abordados temas como uso de 

agrotóxico nas culturas brasileira; contaminação ambiental e efeitos sobre a saúde 

humana promovidos por orgafosforados, incluindo nesses o inseticida clorfirifós; 

citogenotoxicidade e mutagenicidade desses compostos, bioindicadores e métodos 

mais utilizados nas avaliações tóxicas desses agentes. 
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ARTIGO 2 
 

Investigação de efeitos fitotóxicos, citogenotóxicos e mutagênicos de 

diferentes concentrações do inseticida Clorpirifós sobre bioindicadores 

vegetais. 

Mariana Santos Costa, Maria Aparecida Marin-Morales 

 
 
 

RESUMO 

O aumento da produção agrícola leva também ao aumento do uso de 

agrotóxicos, que acaba causando sérios impactos ambientais e prejuízos à saúde 

humana. Os agrotóxicos são substâncias químicas que podem persistir por longos 

períodos no ambiente, o que acaba agravando ainda mais essa situação. A economia 

brasileira tem uma forte dependência da agricultura e, por isso, o agronegócio faz com 

que o Brasil seja um dos maiores consumidores mundiais dessa substancia. Os 

inseticidas são os agrotóxicos mais utilizados na agricultura e, dentro dessa classe, o 

clorpirifós é um dos químicos mais usados em áreas agrícolas brasileira. Esse 

inseticida do grupo dos orgafosforados tem sido relacionado a infertilidade, disfunções 

motoras e neurológicas e também com indução de câncer, fatos esses que levam a 

uma grande preocupação, quanto ao seu potencial poluidor. Este estudo avaliou o 

potencial fitotóxico, de seis concentrações (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 mg mL-1), 

e os efeitos cigenotóxico e mutagênico de quatro concentrações (2,5; 1,25; 0,625 e 

0,3125 mg mL-1 )do produto comercial Klorpan (Clorpirifós), por meio de ensaios com 

os bioindicadores Lactuca sativa e Allium cepa. Pelos resultados obtidos no estudo, 

todas as concentrações testadas do inseticida não alteraram os resultados de índice 

mitótico, quando comparados com os resultados do controle negativo, mas induziram 

um aumento significativo de brotos em células meristemáticas, alterações indicativas 

de genotóxicidade da substância. A presença de micronúcleo em células F1 de Allium 

cepa, para três concentrações testadas do inseticida (2,5; 1,25; 0,625 mg mL-1), 

indicaram que o efeito genotóxico, observado em células meristemáticas de Allium 

cepa, foi fixado nas células F1, indicando que a genotoxicidade do inseticida derivou 

em um efeito mutagênico para o bioindicador utilizado no ensaio. 
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Palavras chave: Toxicidade, Organofosforado, Micronúcleo, Fitotoxicidade, Allium 

cepa, Lactuca sativa 

 
ABSTRACT 

The increase in agricultural production also leads to an increase in the use of pesticides 

which ends up causing serious environmental impacts and damage to human health. 

Pesticides are chemical substances that can persist for long periods in the environment, 

which ends up aggravating this situation even further. The Brazilian economy is heavily 

dependent on agriculture and, therefore, agricultural business makes Brazil one of the 

world's largest consumers of this substance. Insecticides are the most used pesticides 

in agriculture and, within this class, chlorpyrifos is one of the most used chemicals in 

agricultural areas in Brazil. This insecticide from the group of organophosphates has 

been related to infertility, motor and neurological disorders and also to cancer 

induction, facts that lead to great concern regarding its polluting potential. This study 

evaluated the phytotoxic potential of six concentrations (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 

0,3125 mg mL-1 ) and the cigenotoxic and mutagenic effects of four concentrations 

(2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 mg mL-1) of the commercial product Klorpan (Chlorpirifós), 

through tests with the bioindicators Lactuca sativa and Allium cepa. According to the 

results obtained in the study, all tested concentrations of the insecticide did not alter 

the mitotic index results, when compared to the negative control results, but induced a 

significant increase in sprouts in meristematic cells, alterations indicative of the 

substance's genotoxicity. The presence of micronucleus in Allium cepa F1 cells, for 

three tested concentrations of the insecticide (2,5; 1,25; 0,625 mg mL-1), indicated that 

the genotoxic effect, observed in Allium cepa meristematic cells, was fixed in the cells 

F1, indicating that the insecticide's genotoxicity resulted in a mutagenic effect for the 

bioindicator used in the assay. 

Keywords: Toxicity, Organophosphate, Micronucleus, Phytotoxicity, Allium cepa, 

Lactuca sativa 



66 
 

 
 

 

1. Introdução 
 

O Brasil possui extensas área agricultáveis, sendo então considerado um dos 

maiores produtores agropecuários do mundo. Contudo, embora o agronegócio seja, 

há muito tempo, um dos principais setores da economia brasileira, ele também coloca 

o Brasil como um dos maiores consumidores de agrotóxicos do mundo (SUCEN, 

1994). Levando em consideração os cultivos mais predominantes do país, como o 

milho (21%), a soja (42%) e cana-de-açúcar (13%), foi estimado que, só em 2015, o 

houve uma aplicação estimada de 899 milhões de litros de agrotóxicos nessas culturas 

(PIGNATI et al., 2017). 

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (2021), 

desde 2017 o Brasil bate recorde no registro e liberação de novos agrotóxicos, 

passando de 404 para 493 novos químicos em 2020. Consequentemente houve 

aumento nos casos de intoxicação por agrotóxicos no Brasil. O Ministério da Saúde 

(2020) estima aproximadamente 14.664 casos de intoxicação em 2019, porém ainda 

citam que esse valor pode ser 50 vezes maior, uma vez que existe uma precariedade 

em relação as notificações de casos de intoxicação por agrotóxicos principalmente 

devido a maioria dos casos acontecer na zona rural. 

Os agrotóxicos são compostos químicos que têm como função controlar, repelir 

ou prevenir pragas como insetos, roedores ou plantas invasoras de cultura (AMADEU 

CERQUEIRA DE MIRANDA; FERNANDES MELO; EDUARDO DE 

ARAUJO, 2018). Dessa forma, entende-se que, como essas substâncias apresentam 

toxicidade para espécies vegetais e animais, consequentemente, elas também têm 

efeitos sobre os organismos presentes no meio ambiente, (BRAGANÇA et al., 2018). 

Quando esses produtos são aplicados nas lavouras, eles não só afetam os 

organismos alvo de interesse, mas, como contaminam os mais variados 

compartimentos ambientais (solo, água, ar) e os alimentos, eles também oferecem 

sérios riscos aos trabalhadores agrícolas, aos consumidores de alimentos 

contaminados e à população do entorno das culturas, caracterizando assim um 

problema de saúde pública (PIGNATI; MACHADO, 2011) . 
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O Clorpirifós é um inseticida da classe dos organofosforados, amplamente usado 

em cultivos de soja, feijão, batata e milho (MAPA, 2018). De acordo com o IBAMA 

(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis, 2018), o 

uso desse inseticida no Brasil aumentou, nos últimos anos, em cerca de 50%. Esse 

agrotóxico atua por bloqueio da enzima colinesterase, impedindo a ação da 

acetilcolina nas sinapses nervosas, provocando paralisia muscular do inseto. Ele pode 

atingir a água e ser fonte de contaminação para peixes e invertebrados aquáticos, e 

ainda se acumular nos tecidos desses animais (GVOZDENAC; INDJIC; VUKOVIC, 

2013). 

Sua toxicidade foi relacionada a distúrbios neurológicos, endócrinos, 

hematológicos e reprodutivos em animais e humanos (PERTALI et al., 2021). Anjum 

e Malik (2013) apontam que os organofosforados podem apresentar ainda 

propriedades como mutagenicidade e genotoxidade, mesmo em concentrações mais 

baixas que as consideradas seguras, em relação a inibição de acetilcolinesterase. 

Nesse estudo, os autores avaliaram a mutagenicidade de águas residuais de indústria 

de inseticidas e concluíram que o efeito mutagênico desse composto pode representar 

um risco de indução de neoplasias para seres humanos. 

A presença dessas substâncias no ambiente pode, pela sua capacidade de 

interação com o DNA, promover alterações cromossômicas numéricas e estruturais, 

como foi observado nos estudos realizados por Bianchi et al. (2012). Os autores 

encontraram efeitos genotóxicos e mutagênicos para baixas concentrações de um 

outro inseticida organofosforado (Malathion), tanto para células do bioindicador Allium 

cepa como para células da linhagem HTC (derivadas de hepatoma de Rattus 

norvegicus). 

A realização de ensaios com bioindicadores vegetais apresenta algumas 

vantagens, como a facilidade de aplicação e a rapidez na obtenção de resultados, 

quando comparados com os ensaios realizados com animais (GRANT, 1994). Esses 

organismos, por serem muito sensíveis a ação de agentes químicos, são 

caracterizados como excelentes modelos genéticos para estudos de efeitos 

citogenéticos e mutagênicos (GRANT, 1994; CABUGA JR. et al., 2017). Os ensaios 
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realizados com a espécie Allium cepa (cebola) têm se mostrado eficientes para 

avaliação de citotoxicidade e genotóxicidade de poluentes ambientais (LEME; MARIN-

MORALES, 2009), pois permitem analisar distúrbios no ciclo mitótico e avaliar 

diferentes endpoints genéticos que provocam danos ao DNA (NEFIC et al., 2013). De 

acordo com Fiskejo (1985), os resultados obtidos pelos ensaios de A. cepa podem 

também indicar se a substância testada tem algum potencial para causar danos em 

outros organismos. 

A região meristemática de A. cepa é utilizada em avaliações de endpoints de 

genotoxicidade (aberrações cromossômicas), como, por exemplo, anáfases 

multipolares, poliploidia e C-metáfases, que são indicativas de alterações no ciclo 

celular, decorrentes de problemas no fuso mitótico (ALBAS et al., 2014) ou pontes e 

quebras cromossômicas, indicativas de ação do agente sobre o material genético 

(FERNANDES et al., 2009). Já o ensaio com células F1, detecta a presença de 

micronúcleos, sendo considerado um excelente indicador de mutagenicidade 

(ÇAVAŞ; ERGENE-GÖZÜKARA, 2005). Além do modelo A. cepa, outras plantas 

também têm sido utilizadas como modelos para investigação de efeitos fitotóxicos de 

contaminantes ambientais, como, por exemplo, a espécie Lactuca sativa (alface). O 

uso desse vegetal permite investigar se o agente interfere tanto na germinação das 

sementes como no desenvolvimento da planta. É um bioensaio simples, de baixo 

custo e de rápida execução (PRIAC; BADOT; CRINI, 2017) . 

No presente trabalho, foi avaliado o potencial que diferentes concentrações do 

pesticida clorpirifós tem de induzir aberrações cromossômicas, micronúcleos e 

alterações no ciclo mitótico de células meristemáticas e F1 de Allium cepa. A 

fitotóxidade desse químico também foi avaliada pelos testes de germinação e de 

desenvolvimento da raiz e do hipocótilo, realizados com o modelo Lactuca sativa. 

 

 
2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Substancia testada 
 

O agrotóxico avaliado neste estudo foi o inseticida clorpirifós, que tem como nome 

molecular O, O- dietil- O-(3,5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato, fórmula 
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química C9H11Cl3NO3PS (WATTS, 2012) e está disponível para comercialização sob 

o nome Klorpan 480 EC (concentrado emulsionável). 

O valor de 480 indica que o Klorpan apresenta 480g de clorpirifós em sua 

composição. 

 
 

2.2. Preparo das soluções 
 

Foram preparadas com o inseticida Clorpirifós seis diferentes concentrações, 

que foram utilizadas nos ensaios de fitotoxicidade, citogenotoxicidade e 

mutagenicidade. A maior concentração foi preparada a partir da diluição do produto 

comercial (Klorpan 480 EC) em água de osmose, conforme recomendação do 

fabricante, para uso agrícola (proporção 1:100 - v:v). As cinco demais concentrações 

foram processadas por diluições de  5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 mg mL-1 da primeira 

concentração, em água de osmose reversa. 

 

 
2.3. Ensaios de citogenotoxicidade com Allium cepa 

 

Os bioensaios com A. cepa foram realizados de acordo com a metodologia 

proposta por Grant (1928), com modificações. Foram usadas sementes de variedade 

baia periforme, as quais foram dispostas em placas de Petri. O experimento foi 

realizado em placas de Petri forradas com papel filtro. Foram acondicionadas 100 

sementes/ placas e adicionado 5 mL dos tratamentos em cada placa. O controle 

negativo (CN) foi realizado com água de osmose reversa e os controles positivos (CP) 

com o herbicida Trifluralina (2,6-dinitro-N, N-dipropyl-4-trifluoro-methylaniline) a 0,84 

mg/mL e com Metil metafulfonato (MMS), na concentração de 4 X 10-4 M. Todos 

os experimentos foram realizados em triplicata. 

As placas de Petri foram dispostas e mantidas em BOD por 5 dias a 22 °C, com 

fotoperíodo de 12 horas. Após esse período, foram contabilizadas as sementes 

germinadas/placa e fixadas as raízes em solução de Carnoy (3:1, de etanol absoluto: 

ácido acético glacial - v:v). Para a confecção das lâminas, as raízes foram hidrolisadas 

em HCL 1N a 60°, por 8 minutos, e depois submetidas ao reativo de Schiff (reação de 

Feulgen), para coloração dos meristemas radiculares. As raízes 
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foram seccionadas para a separação da região meristema e da região F1, a serem 

utilizadas na confecção das lâminas. 

 

 
2.3.1. Teste de aberrações cromossômicas em células meristemáticas de Allium 

cepa 

Para os ensaios do Índice Mitótico (IM) e de Aberrações Cromossômicas (AC), 

foram confeccionas lâminas com meristemas radiculares de A. cepa, submetidos aos 

diversos tratamentos descritos anteriormente. As regiões meristemáticas das 

radículas previamente submetidas à reação de Feulgen foram dispostas em lâminas, 

para receberem uma gota de carmim acético (1%), usado como contra-corante, para 

facilitar a análise microscópica do material. Foram confeccionadas 4 lâminas de cada 

réplica, totalizando 12 lâminas/tratamento e analisadas 500 células por lâmina, 

totalizando 6.000 células/tratamento. A análise foi feita em microscopia de luz, em 

aumento de 1000 vezes. 

A avaliação dos efeitos citotóxicos foi realizada pelos dados do IM, obtidos pelo 

número total de células em divisão/número total de células contadas, para cada lâmina 

analisada. Para a análise dos efeitos genotóxicos, foram considerados todos os tipos 

de ACs (brotos nucleares, C-metáfases, pontes, perdas e quebras cromossômicas, 

células micronucleadas, dentre outras), presentes em todas as fases do ciclo celular 

(Intérfase, pófase, metáfase, anáfase e telófase). 

A análise estatística dos ensaios descritos foi feita pelo o software RStudio®. Para 

os dados que não apresentaram distribuição normal, foi usado o teste de Kruskal-

Wallis com post-hoc em Duun, e para dados com distribuição normal, o teste ANOVA. 

Todos os resultados dos tratamentos realizados foram comparados com os dados do 

CN. 

2.3.2. Teste do Micronúcleo em células F1 de Allium cepa 
 

Os ensaios com células da região F1 de A. cepa foram realizados de acordo 

com a metodologia proposta por Ma et al. (1995). Esses ensaios foram utilizados para 

quantificar os efeitos mutagênicos do inseticida clorpirifós. 
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A região F1 das radículas fica localizada cerca de 1mm acima da região 

meristemática. Para o ensaio do MN com células F1, foram confeccionadas lâminas 

com as mesmas etapas descritas para a região meristemática. Foram confeccionadas 

4 lâminas/réplica, totalizando 12 lâminas/tratamento e analisadas 500 células/lâmina, 

totalizando 6.000 células/tratamento. A análise da lâmina foi feita em microscopia de 

luz, em aumento de 400 vezes, as análises estatísticas foram feitas com o software 

RStudio®. 

2.4. Ensaio de fitotoxicidade com Lactuca sativa 
 

O ensaio de fitotoxicidade com Lactuca sativa foi realizado de acordo com a 

metodologia proposta por Sobrero e Ronco (2004). Vinte sementes de L. sativa 

(variedade crespa - Grand Rapids) foram dispostas em placas de Petri recobertas com 

papel filtro umedecido com 5 mL de cada tratamento descrito anteriormente (6 

concentrações). O CN foi realizado com água de osmose reversa e o CP com sulfato 

de zinco heptahidratado (0,05 M) (LOPES, 2014). Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

As placas de Petri foram mantidas em BOD, no escuro, por 5 dias a 22 °C. Após 

esse período, foram contabilizadas as sementes germinadas por placa e foram 

realizadas as mensurações das radículas e dos hipocótilos, utilizando um paquímetro 

digital. 

A análise estatística foi feita com o software RStudio®. Para dados de distribuição 

normal, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc em Dunn, e para dados 

com distribuição normal, o teste ANOVA com post-hoc em Dunnet. Todos os 

resultados dos tratamentos realizados foram comparados com os dados do CN. 

 

 
3. Resultados 

3.1 Bioensaio com Allium cepa 

Pelo ensaio de germinação com A. cepa, foi possível observar que houve redução 

significativa na germinação das sementes expostas às três maiores concentrações 

testadas do inseticida clorpirifós (10; 5 e 2,5 mg mL-1), conforme pode 
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* 
* 

 
 

 
ser visto na Figura 1. Pelo baixo índice de geminação registrado para as 

concentrações de 10 e 5 mg mL-1, não foi possível coletar material suficiente para dar 

seguimento aos testes com essas amostras. Desta forma, os resultados apresentados 

para índice mitótico, aberrações cromossômicas e frequência de micronúcleos 

referem-se apenas às demais concentrações testadas (2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 mg 

mL-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Resultado do ensaio de germinação em Allium cepa. As barras de erro representam o 
desvio padrão (DP), CN: controle negativo, TRIF: Controle positivo trifluralina, MMS: Controle 
positivo metil metanosulfonato, C1 a C6: concentrações do produto comercial. * Diferença 
estatística em relação ao CN (ANOVA, p< 0,05; post-hoc em Dunnet. 

 

Quanto ao índice mitótico, nenhuma das concentrações avaliadas mostrou 

diferença estatística significativa em relação ao controle negativo, e nenhum outro 

efeito citotóxico foi observado (Tabela 1, Figura 2). Pelas análises realizadas com as 

regiões meristemática do bioindicador, foi observada a presença de células portadoras 

de MN e brotos nucleares, estatisticamente diferentes do CN, para as concentrações 

de 2,5; 1,25 e 0,625 mg mL-1 (Tabela 2, Figura 3). Esses resultados indicam potencial 

genotóxico para o inseticida clorpirifós. 
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Tabela 1. Índice mitótico de células meristemáticas de Allium cepa 
submetidas a diferentes concentrações do inseticida Clorpirifós. 

Concentrações IM (M±DP) 

CN 31.452±5.78 

C3 27.811±4.18 

C4 26.90279±4.59 

C5 25.082±5.26 

C6 26.722±4.39 

MMS 28.433±3.65 

TRIF 26.474±4.17 

 
IM: Índice Mitótico; M: média; DP: desvio padrão, CN: controle negativo; MMS: metil 
metasulfonato (controle positivo); TRIF: trifluralina (controle positivo); C3: concentração de 2,5 

mg mL-1; C4: concentração de 1,25 mg mL-1; C5: concentração de 0,625 mg mL-1; C6: 

concentração de 0,3125 mg mL-1; * Diferença estatística em relação ao CN (ANOVA, p≤ 0,05; 
post-hoc em Dunnet). 

 
 

Tabela 2: Frequência de aberrações cromossômicas obtidas em células de meristema radiculares de 
Allium cepa, expostas a diferentes concentrações do inseticida clorpirifós. 

 

Tratamento Micronúcleo 
Brotos 

nucleares 

Anáfases 

Multipolar 

Células 

Binucleada 

Pontes 

Cromossômicas 

Núcleos 

Lobulados 

C- 

metáfase 

CN 0.5±0.52 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

TRIF 5.1±3.40* 4.1±2.19* 0.2±0.40 0.2±0.60 0.8±0.78* 1.3±1.32* 0.1±0.30 

MMS 8.1±2,18* 1.6±0.84 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

C3 4.3±1.33* 6.3±1.15* 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

C4 2.5±1.35* 6.2±1.61* 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

C5 3.8±1.47* 4.8±1.39* 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

C6 1.8±0.42 3.0±1.33 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

CN: controle negativo; TRIF: trifluralina (controle positivo); MMS: metil metanosulfonato (controle positivo); C3: 

concentração de 2,5 mg mL-1; C4: concentração de 1,25 mg mL-1; C5: concentração de 0,625 mg mL-1; C6: 

concentração de 0,3125 mg mL-1 * Diferença estatística em relação ao CN (Kruskal Wallis, p< 0,05; post-hoc em 
Dunn). 
. 

 

Nas análises realizadas com células meristemáticas de A. cepa, foram 

encontradas células com micronúcleos em diferentes estágios do ciclo celular, porém 

com predominância nas fases de interfase e prófase (Figura 2A). Algumas células 

apresentaram mais de um MN e MNs de tamanhos variados, mostrando conteúdos 

diferentes de material genético, o que se pode inferir mecanismos de ação diferente 

para o inseticida estudado (Figura 2B), como por exemplo indução de 
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quebras ou de perdas cromossômicas. Também foram observadas células portadoras 

de mais de uma alteração, como MNs e brotos (Figura 2C). Neste estudo foram 

encontrados outras ACs, porém não foram significativas em relação ao CN (Tabela 2). 

 

Figura 2. A: Células meristemáticas de Allium cepa em interfase (seta) e prófase (cabeça de seta), 
com presença de micronúcleos, após germinação em diferentes concentrações de clorpirifós. B: 
Célula meristemática de A. cepa com a presença de dois micronúcleos de tamanhos diferentes 
(setas). C: Célula apresentando um micronúcleo (seta) e um broto (cabeça de seta). Aumento: 
1000X 

 
 

3.2. Teste do micronúcleo em células F1 de Allium cepa 

A presença de micronúcleo em células F1 exposta às concentrações C3, C4 e 

C5 (2,5; 1,25 e 0,625 mg mL-1respectivamente) do inseticida clorpirifós indica que esse 

agrotóxico apresenta potencial mutagênicos para essas concentrações. Já a C6, 

por ser uma concentração mais diluída que as demais citadas, não se mostrou 

potencialmente mutagênica, pois, nesta concentração o agrotóxico não induziu 

alterações que levassem a formação de MNs (Tabela 3, Figura 3). 

B C 
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Tabela 3: Frequência de micronúcleos em células da região F1 de de 
raízes de Allium cepa, expostas em diferentes concentrações do 
inseticida e clorpirifós. 

 

Tratamento Frequência de MNs (%) 

CN 0.19±0.21 

MMS 0.32±0.19* 

TRIF 0.74±0.32* 

C3 0.59±0.18* 

C4 0.49±0.25* 

C5 0.55±0.24* 

C6 0.49±0.29 

CN: controle negativo; TRIF: trifluralina (controle positivo); MMS: metil 

metanosulfonato (controle positivo); C3: concentração de 2,5 mg mL-1; 

C4: concentração de 1,25 mg mL-1; C5: concentração de 0,625 mg mL-1; 

C6: concentração de 0,3125 mg mL-1 * Diferença estatística em relação 

ao CN (Kruskal Wallis, p< 0,05; post-hoc em Dunn). 
 
 
 

 

Figura 3. A- D: Células F1 de Allium cepa apresentando micronúcleos induzidos pelo efeito 
mutagênico de diferentes concentrações de clorpirifós. Aumento: 400X 

 
 
 
 

 

Pela avaliação comparativa dos resultados obtidos nos ensaios realizados com 

células da região meristemáticas e células da região F1 do bioindicador A. cepa, 

expostas a diferentes concentrações de clorpirifós, foi possível observar que ambos 

os tipos celulares apresentaram MNs, em níveis significativamente diferentes aos do 

CN. Esses resultados comprovam o potencial mutagênico das concentrações C3, C4 

B 

A 

D C 
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e C5, uma vez que houve transferências de danos genéticos das células 

meristemática para as células descendentes (F1). 

 

Tabela 4: Frequência de micronúcleos nas regiões meristemáticas e F1 de células após 
exposição às concentrações de clorpirifós. 

 

Tratamento Região Meristemática Região F1 

CN 0.5±0.52 0.19±0.21 

TRIF 5.1±3.40* 0,74±0.28* 

MMS 8.1±2.18* 0.32±0.19* 

C3 4.3±1.33* 0.59±0.18* 

C4 2.5±1.35* 0.49±0.25* 

C5 3.8±1.47* 0.55±0.24* 

C6 1.8±0.42 0.39±0.29 

CN: controle negativo; TRIF: trifluralina (controle positivo); MMS: metil metanosulfonato 

(controle positivo);  C3: concentração de 2,5 mg mL-1; C4: concentração de 1,25 mg mL-1; C5: 

concentração de 0,625 mg mL-1; C6: concentração de 0,3125 mg mL-1* Diferença estatística 
em relação ao CN (Kruskal Wallis, p< 0,05; post-hoc em Dunn). 

 

 

3.3. Ensaio com Lactuca sativa 

Os resultados de índice de germinação de L. sativa não mostraram efeito 

fitotóxico para todas as concentrações testadas do inseticida clorpirifós, quando 

comparados com os dados do CN (Figura 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 4. Resultado do ensaio de germinação em Lactuca sativa. As barras de erro representam o 
desvio padrão (DP); CN: controle negativo; CP: Controle positivo com Sulfato de zinco heptahidratado; 

C1: concentração de 1 mg mL-1; C2: concentração de 5 mg mL-1; C3: concentração de 2,5 mg mL-

1; C4: concentração de 1,25 mg mL-1; C5: concentração de 0,625 mg mL-1; C6: concentração de 

0,3125 mg mL-1; * Diferença estatística em relação ao CN (ANOVA, p< 0,05; post-hoc em Dunnet). 
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Crescimento do hipocótilo e radícula 

**** **** 
****

 
****** 

Figura 5. Resultados dos testes de elongamento radícular e do hipocótilo, realizados com o 
bioindicador Lactuca sativa, para avaliar a fitotoxicidade do inseticida Clorpirifós, CN: controle 
negativo; TRIF: trifluralina (controle positivo); Sulfato de zinco heptahidratado (controle positivo); ; C1: 

concentração de 1 mg mL-1; C2: concentração de 5 mg mL-1; C3: concentração de 2,5 mg mL-1; C4: 

concentração de 1,25 mg mL-1; C5: concentração de 0,625 mg mL-1; C6: concentração de 0,3125 

mg mL-1* Diferença estatística em relação ao CN (Kruskal Wallis, p< 0,05; post-hoc em Dunn) 

 
 

 
Na figura 5 estão apresentados os resultados dos ensaios de fitotoxicidade 

(elongamento da radícula e do hipocótilo) realizados com o bioindicador L. sativa. 

Foi observado que as sementes expostas às três maiores concentradas do inseticida 

Clorpirifós (10; 2,5 e 1,25 mg mL-1) apresentaram diferenças estatísticas 

significativas, em relação ao controle negativo, tanto para o comprimento da radícula 

como do hipocótilo, resultados esses que comprovam a fitotoxicidade observada no 

teste de germinação realizada com o bioindicador A. cepa. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. Discussão 

 
Os testes de germinação realizado com A. cepa se mostraram indicados para avaliar 

a fitotoxicidade do insenticida clorpirifós. Nesta análise foi possível inferir que o 

inseticida apresenta potencial fitotóxico para esse bioindicador, efeitos esses 

observados para as maiores concentrações testadas do inseticida. Estudo realizados 

com o herbicida glifosato, por KÜLTIĞIN et al (2011), também mostrou que o herbicida 

alterou os índices de germinação de sementes de A. cepa, dados esses que 

corroboram a eficiência do teste de germinação com esse bioindicador, para avaliar 

toxicidade de agrotóxicos. 
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Estudos citogenéticos realizados com o bioindicador A. cepa, como os ensaios de 

ACs, em células meristemáticas, e os ensaios do MN, utilizando a região F1, são 

amplamente utilizados para identificar químicos com potencial genotóxico e 

mutagênico (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007) e para avaliação da 

toxicidade de poluentes ambientais (ATEEQ et al., 2002). 

A análise do ciclo celular pode ser uma interessante e importante ferramenta para 

avaliar a atividade citogenotóxica de compostos químicos e alterações na frequência 

de divisões celulares podem indicar se um determinado agente apresenta potencial 

para induzir tumorização ou se este agente pode alterar as taxas de crescimento de 

um organismo (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009). Os ensaios de ACs, MN e de 

IM, realizados com espécies vegetais, como A. cepa, são eficientes marcadores de 

genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade, respectivamente. Os testes com 

esse bioindicador são amplamente utilizados, por serem altamente responsivos, 

apresentarem alta sensibilidade a ação de compostos químicos com potencialidade 

tóxica, por serem eficientes para diagnóstico de toxicidade de xenobiontes e de 

contaminantes ambientais, de fácil realização e de baixo custo. Também são 

considerados um bom modelo para avaliação do modo de ação de um compostos, 

quanto a indução de efeitos clastogênicos e/ou aneugênicos (BAGATINI; FERREIRA 

DA SILVA; TEDESCO, 2007, FERNANDES, Et al., 2007;2009). 

Estudos que avaliaram os efeitos genotóxicos e mutagênicos de agrotóxicos, 

dentre eles os da classe dos organofosforados, têm indicado potencial tóxico para 

esses compostos, tanto para plantas como para animais (Fernandes et al., 2007, 2009; 

Ventura et al., 2008; BIANCHI et al., 2012).   Moore et al., (2010) e Bianchi et al. (2012) 

investigaram os danos causados ao DNA de linhagens celulares humanas pelo 

organofosforado malathion. Os resultados obidos por Moore et al., (2010) em linhagem 

de hepatocarcinoma humano (células HepG2) mostraram que, quanto mais alto o 

nível de exposição ao químico, maior a percentagem média de danos ao DNA, 

resultados esses que confirmaram o potencial genotóxico deste inseticida para essa 

linhagem celular humana. Complementarmente, pelos resultados de Bianchi et al 

(2012), obtidos com linhagem de células de hepatoma de rato (células HTC), os 

autores concluíram que o malathion, em baixas concentrações, apresenta potencial 
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genotóxico para mamífero (HTC), decorrente de ação indireta do produto sobre as 

células. Esses autores ainda destacaram a importância de se realizar estudos com 

baixas concentrações de agrotóxicos, pois, com esse tipo de avaliação, é possível 

estimar os efeitos de concentrações residuais sobre os organismos eventualmente 

expostos a esses produtos. Ma et al., (1989) realizaram estudos com esse mesmo 

agrotóxico em plantas Tradescantia. Os autores testaram dois tipos de apresentação 

do produto (forma líquida e forma gasosa), encontrando resultados diferentes, quanto 

a genotoxicidade do inseticida. A forma liquida não demonstrou efeito genotóxico, 

porém os vapores do inseticida malathion promoveram alta frequência de 

micronúcleos. 

Lactuca sativa (alface) é uma planta da família Asteraceae considerada ótimo 

modelo para a avaliação de riscos de contaminação ambiental, devido a sua alta 

sensibilidade, além de permitir testes macrocópicos, principalmente na avaliação do 

potencial fitotóxico. Os ensaios de elongamento de raiz são considerados muito 

eficiente para avaliar a fitotoxicidade de um composto ou uma amostra, além de 

apresentarem vantagem como rapidez na obtenção das respostas, facilidade de 

execução, alta sensibilidade e por serem de baixo custo. A germinação é considerada 

uma etapa de alta sensibilidade aos efeitos adversos de xenobiontes, pois, neste 

período, ocorrem vários processos fisiológicos, que podem sofrer interferência de 

compostos tóxicos (SOBRERO; RONCO, 2004) . 

Os estudos de fitotoxicidade de inseticidas organofosforafos, utilizando o 

bioindicador L. sativa, ainda são escassos, embora esse organismo seja altamente 

adequado para esse tipo de avaliação. Penckowski et al. (2004) investigou os efeitos 

de interações de seis agrotóxicos, inclusive o clorpirifós, sobre cultura de milho. O 

inseticida clorpirifós foi avaliado na concentração usada em campo de 1.125 mL ha-1. 

Os resultados deste estudo não indicaram potencial fitotóxico para essa cultura, porém 

foram observados sintomas visuais de intoxicação, gerados por alguns dos inseticidas 

testado, dentre eles o clorpirifós, que provocou maior intoxicação. A mistura de 

glifosato e clorpirifós apresentou grau 2 de incompatibilidade física. 

Petter et al. (2007) avaliaram em cultura de soja, a toxicidade da interação de 10 

inseticidas de diferentes grupos químicos com o herbicida glifosato. Os resultados 
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mostraram que a associação entre o glifosato com o clorpirifós provocou efeito 

fitotóxico significativamente maior do que os outros inseticidas. Um outro estudo 

realizado por Silva et al., (2005) mostrou que a fitotoxicidade de alguns herbicidas está 

relacionada à sua interação com inseticida, principalmente os dos grupos dos 

organofosforafos e metilcarbamatos. 

 
4.1 Ensaios utilizando o bioindicador Allium cepa 

Nos ensaios realizados com o modelo A. cepa, foi observada a presença 

significativa de brotos e MNs em células meristemáticas expostas às concentrações 

de 2,5; 1,25 e 0,625 mg mL-1do inseticida clorpirifós (comercializado sob o nome de 

Klorpan 480 EC), o que comprova o potencial genotóxico deste inseticida. Também 

foram observadas respostas semelhantes, para presença de MN, em células da região 

F1 das raízes de A. cepa, expostas às mesmas concentrações do inseticida. Pelos 

resultados coincidentes, observados para os dois tecidos da planta, é possível concluir 

um potencial mutagênico para o agrotóxico testado. Essa interpretação pode ser 

explicada pelo fato de que as células da região F1 são originadas, por divisão celular 

mitótica, das células meristemáticas. Assim, os MNs presentes nas células F1 são 

estruturas derivadas de danos no DNA que ocorreram nas células meristemáticas, e 

repassadas às células descendentes, o que configura um clássico evento mutagênico 

(MA et al., 1995). Os micronúcleos são pequenos núcleos formados de fragmentos 

cromossômicos ou de cromossomos inteiros, que foram perdidos durante a o processo 

de divisão celular, e não incorporados em nenhum núcleo das células filhas, mas que 

permanecem no citoplasma de uma delas (NETO et al., 2005). 

No estudo realizado por Bianchi et al. (2008), foi investigado o potencial citotóxico, 

genotóxico e mutagênico do organofosforado malathion, por meio de ensaios com o 

bioindicador Allium cepa. Os autores encontraram efeitos semelhantes aos do 

presente estudo, quanto aos efeitos citotóxicos, pois nenhuma concentração testada 

alterou, significativamente, os valores deste endpoint, em relação ao controle. Esses 

resultados sugerem que os inseticidas organofosforados podem não apresentar 

efeitos citotóxicos para A. cepa, indicando que esse 
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organismo teste não se caracteriza como bom modelo para ser usado em avaliação 

de toxicidade desse grupo de compostos. Contudo, os resultados do estudo citado 

mostrou efeito genotóxico para o organofosforado, devido a presença de aberrações 

como broto nucleares e pontes cromossômicas, em três das quatro concentrações 

avaliadas. Bianchi et al. (2012) também realizaram testes de recuperação com A. 

cepa, que mostraram que, mesmo após o retorno das condições ideias de germinação 

(tranferência das sementes para água ultra pura), o malathion continuou exibindo 

potencial genotóxico e mutagênico, que os autores sugeriram ser devido a um 

potencial efeito acumulativo do agrotóxico. O estudo também realizou ensaio com 

células F1, comprovando um potencial mutagênico dos organofosforados. 

Brotos nucleares são alterações que podem ser resultantes da eliminação de 

material genético excedente, que foram originados por processos de amplificação 

causados por agentes tóxicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009). A presença de 

brotos e MNs podem indicar que a substância testada apresenta efeito genotóxico 

do tipo aneugênico. 

O inseticida clorpirifós foi avaliado, quanto a seu potencial mutagênico, pelo teste 

de ames (Salmonella/ microssome), linhagens TA97a, TA98, TA100, TA102 e TA104 

e por mutantes de E. coli, linhagem K-12, para avaliar defeitos no reparo do DNA. O 

estudo comprovou o efeito mutagênico do inseticida e alertou para o risco de indução 

de transformações neoplásicas em humanos (ANJUM; MALIK, 2013). Essas respostas 

obtidas nos testes realizados com microrganismos mostram-se bem semelhantes aos 

resultados de Allium cepa do presente estudo, quanto aos efeitos genotóxicos e 

mutagênicos do inseticida clorpirifós alvo. 

 
4.2 Ensaios utilizando o organismo Lactuca sativa 

Os testes de germinação, realizados com o bioindicador L. sativa, não indicaram 

fitotoxicidade para o inseticida clorpirifós, para nenhuma das concentrações testadas, 

o que permite inferir que essa espécie não parece ser um bom modelo para ser 

usado em avaliação de fitotoxicidade do referido inseticida. Resultados semelhantes 

aos observados no presente estudo foram também reportados por 
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Salamandane (2015), para o inseticida organofosforado dimetoato e o fungicida 

mancozeb. 

Vários inseticidas e fungicidas também foram testados, quanto a fitotoxidade por 

Vieira et al. (2001). Os autores testaram as concentrações de campo dos químicos 

isolados e em associação, sobre o bioindicador Carica papaya L. (mamoeiro). Um dos 

químicos testados foi o organofosforados Hostathion 400 BR. Os resultados 

mostraram que essa substância causou injúrias nas folhas da planta e, quando 

associado a outros agrotóxicos, prejudicou o crescimento dos mamoeiros, dados 

esses que reforçam o potencial fitotóxico dos organofosforados. 

Os resultados dos testes de elongamento da raíz e do hipocótico do presente 

estudo mostraram que as amostras mais concentradas de clorpirifós (1; 5 e 2,5 mg 

mL-1) induziram diminuição significativa no comprimento das duas estruturas 

avaliadas (raiz e hipocótilo), quando comparados com o CN. A figura 5 traz os dados 

referentes ao comprimento da raiz e do hipocótilo. Foi observado que o aumento do 

comprimento das estruturas se deu em uma relação direta com a diminuição da 

concentração do agrotóxico, sendo a solução 0,3125 mg mL-1 a que mais se 

assemelhou aos resultados do CN. Já as três soluções mais concentradas foram as 

que apresentaram maiores efeito fitotóxico para L. sativa. Petter et al. (2007) estudou 

o efeito fitotóxico do inseticida clorpirfós, associado ao herbicida glifosado, em culturas 

de soja. Os autores relataram que o clorpirifós pode causar intoxicação às plantas, 

principalmente em situações de alta temperatura ou déficit hídrico. Utzig (2016) 

também avaliou a fitotoxicidade do clorpirifós pelo mesmo bioindicador. Os resultados 

dos ensaios não indicaram fitotoxicidade para essas concentrações, provavelmente 

por representarem baixas concentrações do composto analisado. Foram realizados 

estudos de fitotoxicidade do clorpirifós com Zea mays L. (milho) e Sinapia alba L. 

(mostarda branca). Os resultados desses ensaios mostraram que, em baixas 

concentrações, o inseticida não induziu diminuição na germinação do milho, porém 

afetou a germinação da mostarda branca (GVOZDENAC; INDJIC; VUKOVIC, 2013). 
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5. Conclusões 

 
De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, as maiores 

concentrações testadas do inseticida clorpirifós inibiram a germinação de sementes 

de A. cepa, mas não inibiram a germinação das sementes de L sativa. Esses dados 

indicam que, para o parâmetro germinação de sementes, o bioindicador A. cepa foi 

mais sensível, portanto, mais indicado para ser usado como endpoint de fitotoxicidade 

do clorpirifós. 

No estudo realizado com o inseticida, não foi observado, pelo teste do de IM, efeito 

citotóxico para o organismo Allium cepa. Já os ensaios de ACs em células 

meristemáticas mostraram potencial genotóxico para o inseticida, devido a 

significativa presença de brotos nucleares, alterações essas que também 

comprovaram um efeito aneugênico para o agrotóxico. Outras aberrações genotóxicas 

muito encontradas nas células meristemáticas foram os MNs. Pelos testes do MN, 

realizados em células F1, foi possível inferir que o efeito genotóxico observado nas 

células meristemáticas foi fixado nas células F1. Desta forma, se os MNs da região 

meristemática persistiram nas células da primeira geração (F1), é um indicativo de que 

o organofosforado clorpirifós apresenta também um comprovado potencial 

mutagênico. 

O teste de elongamento radicular em alface induziu um baixo desenvolvimento 

das suas estruturas radiculares, nas concentrações mais altas (C1, C2 e C3), 

comprovando o potencial fitotóxico observado pelo teste de germinação com A. cepa. 

A concentração indicada para uso do produto foi a que mais afetou o desenvolvimento 

da planta. Os resultados de elongamento radicular foram aumentando com a 

diminuição da concentração do produto. 

O estudo também demonstrou que as ACs e os efeitos tóxicos observados para 

o clorpirifós foram diminuindo com a diminuição das concentrações do agrotóxicos. A 

menor concentração de clorpirifós (0,3125 mg mL-1) não foi fitotóxica, citogenotóxica 

e mutagênica para o organismo teste A. cepa e tampouco fitotóxica para L. sativa, 

mostrando que essa concentração pode ser considerada não preocupante em 

eventuais contaminações ambientais. 
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Frente aos resultados obtidos neste estudo sobre a fitotoxicidade, 

citogenotocidade e mutagenicidade do inseticida clorpirifós, exceto para a menor 

concentração testada, reforça-se a necessidade de realização de estudos mais 

abrangentes e com uma maior diversidade de organismos, para que se possa estimar 

os seus reais perigos, tanto para o meio ambiente como para a saúde humana. 
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Avaliação da citotoxicidade do inseticida Clorpirifós, por meio de ensaios 
colorimétricos realizados com cultura de células humanas 
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Resumo: 

 
A produção e o uso de agrotóxicos têm aumentado ao longo dos anos e, com isso, os 

sérios impactos que esses químicos promovem no ambiente e na saúde pública. O 

Clorpirifós é um dos inseticidas organofosforados que tem um amplo uso na agricultura 

brasileira. Esse inseticida, considerado extremamente tóxico (classe toxicológica 1), 

tem sido relacionado a problemas de saúde humana, como infertilidade, disfunções 

motoras, neurológicas e também ao câncer, patologias essas que aumentam a 

preocupação, quanto a seu uso exacerbado e ao seus potencial de contaminação 

ambiental. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial citotóxico de diferentes 

concentrações do inseticida Clorpirifós, divididas em duas etapas experimentais: 10; 

5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 mg mL-1 (1ª etapa experimental) e C7: 0,15625 mg mL-1; 

C8: 0,078 mg mL-1; C9: 0,039 mg mL-1  e C10: 0,019 mg mL-1  (2ª experimental), por 

meio de ensaios com a linhagem celular HepG2/C3A. Foram realizados três diferentes 

ensaios de citotoxicidade (MTT, Resazurina e Azul de tripan). Os resultados do ensaio 

do MTT mostraram potencial citotóxico para todas as concentrações da primeira etapa 

experimental (C1 a C6) e para as concentrações C7 e C8 da 2ª, etapa. Portanto, 

somente as concentração mais baixas testadas (C9 e C10) apresentaram viabilidade 

celular superior a 80%. As concentrações C7, C8, C9 e C10 também foram aplicadas 

aos teste da resazurina e do azul de tripan. Todas as concentrações usadas no teste 

da resazurina mostraram-se citotóxicas para as células HepG2/C3A, enquanto que 

para o ensaio do azul de tripan, somente a C7 causou citotoxicidade para essas 

células. Pelos resultados dos três ensaios, é possível inferir que o inseticida clorpirifós 

apresenta alta toxicidade, pois somente a partir da C8 os seus efeitos mostraram 

diminuição do potencial tóxico. Porém, mesmo as mais baixas concentrações ainda 

foram capazes de causar danos às células estudadas. 

 
            Palaras-chave: Azul de tripan; HepG2/C3A; Fígado; MTT; Resazurina; Agrotóxico 
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The production and use of pesticides has increased over the years and, with it, the 

serious impacts that these chemicals have on the environment and public health. 

Chlorpyrifós is one of the organophosphate insecticides that  has a wide use in 

Brazilian agriculture. This insecticide, considered extremely toxic (toxicological class 

1), has been related to human health problems, such as infertility, motor and 

neurological disorders and also cancer, pathologies that increase the concern about 

its exacerbated use and its potential for environmental contamination. This study 

aimed to evaluate the cytotoxic potential of different concentrations of the insecticide 

Chlorpyrifos, divided into two experimental steps: 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 

mg mL-1 (1st experimental stage) and C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 mg mL-1; C9: 

0,039 mg mL-1 e C10: 0,019 mg mL-1 (2nd experimental), through tests with the cell 

line HepG2/C3A. Three different cytotoxicity assays (MTT, Resazurin and Trypan 

blue) were performed. The results of the MTT assay showed cytotoxic potential for all 

concentrations of the first experimental stage (C1 to C6) and for the C7 and C8 

concentrations of the 2nd step. Therefore, only the lowest concentrations tested (C9 

and C10) had cell viability greater than 80%. The concentrations C7, C8, C9 and C10 

were also applied to the resazurin and blue trypan. All concentrations used in the 

resazurin test proved to be cytotoxic for HepG2/C3A cells, while for the d assay trypan 

blue, only C7 caused cytotoxicity to these cells. From the results of the three tests, it 

is possible to infer that the insecticide chlorpyrifos has high toxicity, as only from C8 

its effects showed a reduction in the toxic potential. However, even the lowest 

concentrations were still able to cause damage to the studied cells. 

 

 

Introdução: 
 

O consumo de agrotóxicos no Brasil tem aumentado ao longo dos anos devido 

à sua característica essencialmente agrícola, fato este que tem colocado o país como 

um dos líderes mundiais no uso dessas substâncias (ALF et al., 2020). Esses produtos, 

usados para combater ou prevenir as culturas das pragas, tem como finalidade a 

obtenção de uma maior produtividade agrícola. 

 

 

 

 

 Contudo, embora esse objetivo primário seja na maioria das vezes alcançado, 

essas substâncias trazem efeitos adversos, com sérias consequências negativas para 

Keywords: Trypan blue; HepG2/C3A; Liver; MTT; Resazurin; Pesticides 
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o meio ambiente e para a saúde humana (NOGUEIRA et al., 2020). 

O Sistema Nacional de Informação Tóxico-Farmacológicas-SINITOX (2019) 

estima que o consumo brasileiro de agrotóxico tenha superado 300 mil toneladas/ano. 

Outro índice que vem também aumentando no país é o registro de casos de 

intoxicação por esses químicos. De acordo com a DATASUS, 2020, só em 

2017, foram registrados 179 mil novos casos de intoxicação por agrotóxico no Brasil 

(DATASUS, 2020). Contudo, o Ministério da Saúde alerta que esse número pode ser 

ainda muito maior, uma vez que existe muita dificuldade de se notificar essas 

intoxicações, devido aos sintomas serem muito semelhantes aos de outras doenças. 

Neto e Dimenstein (2017) acrescentam que essa notificação pode também estar 

subestimada, pelo fato de que a maioria dos casos ocorre na zona rural, onde há 

carência em assistência médica e portanto subnotificação dos casos. 

Dentre os agrotóxicos mais usados no Brasil, destacam-se os da classe dos 

organofosforados (OF), químicos estes que chamam a atenção pela sua toxicidade e 

pelo seu potencial de contaminação ambiental e de danos à saúde da população 

(FENIK, TANKIEWICZ & BIZIUK 2011). Os OF foram introduzidos na agricultura em 

substituição aos organoclorados, agrotóxicos esses que deixaram de ser usados, 

devido à sua alta persistência ambiental (BAIRD; CANN, 2011). Os OF são ésteres, 

amidas ou derivados tióis dos ácidos fosfóricos, fosfônicos, fosforotiótico, que 

apresentam menor persistência no ambiente, quando comparados aos 

organoclorados (BOWLS, 2003). 

Embora os OF apresentem baixa persistência no ambiente, seu uso também 

é preocupante, pois esses agrotóxicos podem se mobilizar no ambiente e contaminar 

áreas distantes do local de sua aplicação. Esses compostos podem atingir os recursos 

hídricos, e causar sérios problemas à biota aquática, como alterações morfológicas, 

comportamentais, oxidativas, bioquímicas, hematológicas, reprodutoras, de 

desenvolvimento, e até efeitos deletérios em todo o ecossistema (SUNANDA et al., 

2016). 

Os OF também são mundialmente muito utilizados (SANTOS et al., 2007), 

porém, devido aos efeitos adversos provocados por essa substância, principalmente 

os genotóxicos e neurológicos, a União Européia proibiu o seu uso e comércio em  

 

 

 

 

 

janeiro de 2020 (EFSA, 2019) e a Agencia de Proteção Ambiental dos Estados Unidos 
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(EPA, 2020) proibiu o uso de clorpirifós em lavouras. 

O Clorpirifós é um dos inseticidas OF mais comercializado no Brasil. Seu 

consumo ocupa, de acordo com o Ministério da Saúde (2018), o sexto lugar no ranking 

dos mais consumidos no país, sendo muito usado em plantações de café, batata, 

feijão, milho, soja e trigo (AGROLINK,2020). Sua ação nos insetos se dá por bloqueio 

da enzima colinesterase. Esse agrotóxico tem caráter lipofílico, que favorece a sua 

entrada através das membranas celulares. Contudo ele também causa perturbações 

nessas estruturas, levando ao funcionamento não correto das mesmas (ADRESI, 

2003). 

Pesquisas voltadas ao estudo de clorpirifós têm mostrado efeitos tóxicos 

desses químicos para abelhas (DORNELES, 2015), vegetais (FOONG et al.,  2020), 

células de neurônios hipocampais de camundongos e em seres humanos (NAIME, 

2017). O inseticida pode ser absorvidos em humanos por via oral, respiratória e cutânea, 

sendo esta última a causa mais comum de intoxicações ocupacionais. O uso dessas 

substâncias também foi associado a casos de efeitos deletérios sobre o sistema 

nervoso, respiratório, cardiovascular, genito-urinário, pele, olhos, reações alérgicas, 

casos de infertilidade masculina e abortos espontâneos em mulheres, além de 

diminuição de QI e casos de autismo em crianças (HERTZ-PICCIOTTO et al., 2018). 

Os OF sofrem biotransformações por enzimas hepáticas oxidases, hidrolases 

e transferases e podem produzir metabólitos ainda mais tóxicos do que o produto de 

origem(JOKANOVI, 2001). 

Ensaios com culturas de células de mamíferos têm sido amplamente aplicados 

em avaliações dos potenciais citotóxico, genotóxico e mutagênico de poluentes 

ambientais (MAZZEO et al., 2010). As linhagens celulares de hepatócitos são 

frequentemente utilizadas na avaliação da toxicidade de produtos químicos, por 

estarem envolvidas, principalmente, com a metabolização de xenobiontes (GOMEZ- 

LECHON et al., 2005). 

Os ensaios colorimétricos realizados com culturas de células são comumente 

usados em avaliações do potencial citotóxico, por possibilitarem avaliar diferentes 

aspectos de citotoxicidade, como os decorrentes de alterações da atividade 

mitocondrial e/ou mensuração a partir da integridade da membrana celular (ROGERO 

et al., 2003). 

 

 

 

 

Este estudo teve como objetivo avaliar a citotoxicidadede de diferentes 

concentrações do inseticida clorpifirós em células de hepatoma humano (linhagem 
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HepG2/C3A) mantidas em cultura. 

Materiais e Métodos 

Condições da cultura de linhagem celular HepG2/C3A 

As células de hepatoma humano (linhagem celular HepG2/C3A) utilizadas 

nesse estudo, foram obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro – RJ, Brasil. As 

células foram cultivadas em frascos de cultura descartáveis de 25 cm², em meio MEM 

(Meio Mínimo Essencial Eagle), com solução a 0,1% de antibiótica/antimitótica (10,000 

U.I./mL penicillina and 10 mg/mL streptomicina - Cutilab), suplementado com 10% 

de soro bovino fetal e mantidas em incubadora de CO₂ (5%) a 37º C. 

 
Substância testada 

Foi avaliado neste estudo o inseticida Clorpirifós (comercializado sob o nome 

de Klorpan 480 EC - 480 g/L de clorpirifós), pertencente ao grupo químico dos 

organofosforados (OP) e de classificação toxicológica I (extremamente tóxico). Seu 

ingrediente ativo clorpirifós, tem como composição química O,O-dietil O-3,5,6- tricloro-

2-piridil fosforotioato (C9H11Cl3NO3PS). 

Para o teste do MTT foram preparadas seis concentração (soluções aquosas) do 

inseticida Clorpirifós (C1: 10 ; C2: 5; C3: 2,5; C4:1,25; C5: 0,625 e C6: 0,3125 mg mL-

1), onde a solução C1 correspondeu a solução indicada para uso em campo e as 

demais concentrações foram diluições preparadas a partir da C1, de maneira gradual. 

Devido à alta toxicidade observadas para as concentrações C1 a C5, a C6, que 

apresentou menor citotoxicidade, foi usada como base para uma nova série de 

diluição (C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 mg mL-1; C9: 0,039 mg mL-1  e C10: 0,019 

mg mL-1 ) que foi usadas novamente no ensaio do MTT. Pelos resultados obtidos neste 

teste, essas diluições também foram aplicadas nos ensaios de Resazurina e Azul de 

Trypan. 

 
Teste do MTT 

O teste de MTT (Brometo de azul de tiazoliltetrazólio - CAS 298-93-1, Sigma) foi 

realizado para determinar, para a linhagem celular HepG2/C3A, quais das 

concentrações testadas do inseticida Clorpirifós não apresentavam citotoxicidade 
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(primeiros ensaios com as concentrações C1 a C6 e segundo ensaios as 

concentrações C7 a C10). O ensaio foi desenvolvido de acordo com o protocolo de 

Mosmann (1983), com algumas modificações. Foram semeadas 2,34 x 104 células por 

poço de uma placa de microtitulação e incubada, por um período de estabilização de 

24 horas, em incubadora de CO₂ (5%) a 37 ° C. As células foram expostas às 

diferentes concentrações do inseticida Clorpirifós, por 24 horas. O controle negativo 

(CN) foi realizado com meio de cultura e o controle positivo (CP) com Triton X-100 a 

1%. Na sequência, o meio contendo as diferentes concentrações do inseticidafoi 

retirado dos poços. Para ser adicionado 150 μL de MTT (5 mg / mL). A placa foi 

incubada por 4 horas em incubadora de CO₂(5%) a 37 ° C e, em seguida, descartada 

a solução de MTT. Após esse procedimento, foi adicionado em cada poço 100 μL 

de dimetilsulfóxido (DMSO). As placas foram lidas em espectrofotômetro modelo 

Infinite M2000 Pro™ (TECAN), com fluorímetro leitor de placa, a 540 nm. O ensaio foi 

realizado em duplicata e em experimentos independentes. 

 

Teste de Resazurina 

Para o teste de resazurina, realizado células HepG2/C3A, foram testadas 

diferentes concentrações do inseticida Clorpirifós (C6 a C7), previamente definidas 

pelo ensaio do MTT. Foram semeadas 2,34 x 106 células por poço em placa de 

microtitulação, de acordo com o protocolo descrito por RISS et al. (2016), com algumas 

modificações. As células foram incubadas por um período de 24 horas em incubadora 

de CO₂(5%) a 37 ° C. Em seguida, as células foram expostas às diferentes 

concentrações do inseticida Clorpirifós, por mais 24 horas. O teste CN foi realizado 

com meio de cultura sem soro, e o CP com solução de Triton X-100 (1%). Após esse 

período, foi retirado o meio de todos os poços para ser adicionado 200 µL de solução 

de resazurina (44 µM), por 4 horas. Em seguida, as placas foram lidas no leitor de 

microplaca modelo Infinite M2000 Pro™ (TECAN), em comprimento de onda de 

excitação de 560 nm e de emissão de 590 nm. O ensaio foi realizado em duplicata. 
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Teste do Azul de tripan 

O teste do Azul de Tripan (0,4%, GIBCO, Cat. Nº 15250-061) foi realizado de 

acordo com Strober (2001). Foram semeadas 5 x 105 células por poço de uma placa 

de microtitulação. As células foram incubadas, por 24 horas em incubadora de 

CO₂(5%) a 37 ° C. Em seguida, as células foram expostas às diferentes concentrações 

do inseticida Clorpirifós, por 24 horas, nas mesmas condições anteriores. Para o CN, 

foi utilizado apenas meio de cultura e para o CP Triton X-100 (1%). Após essa etapa, 

as células foram lavadas duas vezes com PBS e separadas do frasco com tripsina 

(0,5%). Foram misturados em lâmina 20 μL de azul de tripan com 20 μL da solução 

celular. Na sequência, foram analisadas, em microscópio de luz ,100 células, para 

quantificar o percentual de células viáveis (brancas) e não viáveis (azuis). O ensaio foi 

realizado em triplicata. 

 
Resultados 

Ensaio do MTT 

Os resultados do teste do MTT, realizado com células HepG2/C3A, estão 

apresentados na figura 1. 

 
 
 
 

 

CN1: 1% 

C1: 1% 

C2: 0,50%A 
C3: 0,025% 

C4: 0,125% 

C5: 0,0625% 

C6:0,3125% 

CP 

 

 

 

Figura 1. Resultado do teste de MTT. CN: controle negativo, CP: Controle 
positivo Triton X-100. C1: 10 ; C2: 5; C3: 2,5; C4:1,25; C5: 0,625 e C6: 0,3125 mg 

mL-1)  do produto comercial. 
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Os resultados dos ensaios do MTT, realizados com as concentrações C1 (10 

mg mL-1 ),  C2  (5 mg mL-1), C3 (2,5 mg mL-1), C4 (1,25 mg mL-1), C5 (0,625 mg mL-1) 

e C6 (0,3125 mg mL-1) do inseticida clorpirifós, mostraram que, além do controle 

positivo (CP), as concentrações C1, C2, C3, C4 e C5 foram citotóxicas para as células 

HepG2/C3A, induzindo uma viabilidade celular menor que 20%. A C6 foi a 

concentração menos citotóxica, com viabilidade celular maior que 60%. Devido a alta 

citotoxicidade das maiores concentrações (C1 a C5), a C6 foi usada como base para 

uma série de diluições, que resultaram em quatro outras concentrações (C7: 0,15625 

mg mL-1; C8: 0,078 mg mL-1; C9: 0,039 mg mL-1  e C10: 0,019 mg mL-1), que foram 

novamente testadas pelo ensaio do MTT. 

O teste do MTT realizado com as C7 a C10 estão apresentados na figura 2. 

. 
 
 
 
 
 
 

 
CN 

C7: 0,015625% 

C8: 0,0078% 

C9: 0,0039% 

C10: 0,0019% 

CP 

 

 

 

 

Figura 2. Resultado do ensaio de MTT. CN: controle negativo, CP: controle 
positivo Triton X-100. Concentrações C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 mg mL-1; 

C9: 0,039 mg mL-1  e C10: 0,019 mg mL-1 do inseticida comercial. 
 

 

Os resultados desse segundo ensaio, realizado com as concentrações C7 a 

C10, mostraram que as C7 e C8 foram mais citotóxicas que as C9 e C10. 

A partir desses últimos resultados do MTT, foi possível estabelecer as 

concentrações a serem usadas nos ensaios de citotoxicidade da Resazurina e do Azul 

de Tripan, sendo elas as C7, C8, C9 e C10. 
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Teste de Resazurina 

Os ensaios da Resazurina, realizados com as concentrações C7 a C10, estão 

apresentados na figura 3. 

 
 
 
 
 
 

 

CN 

C7: 
C8: 0,0078% 

C9: 0,0039% 

C10: 0,0019% 
CP 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Resultado do ensaio de Resazurina. CN: controle negativo, 
CP: Controle positivo Triton X-100. Concentrações C7:0,015625%, 

C8:0,0078%, C9: 0,0039% e C10: 0,0019% do inseticida comercial. 
 
 

Os resultados dos ensaios realizados com Resazurina mostraram que todas 

as concentrações testadas do inseticida clorpirifós apresentaram efeito citotóxico, com 

valores de viabilidade celular inferiores a 40%. 

 
Teste do Azul de Tripan 

Os resultados dos ensaios do Azul de Tripan, realizados com as concentrações 

C7 a C10, estão apresentados na figura 4. 
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Figura 4. Resultado do ensaio do Azul de Tripan. CN: controle negativo, CP: 
Controle positivo Triton X-100. Concentrações C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 

mg mL-1; C9: 0,039 mg mL-1  e C10: 0,019 mg mL-1 do inseticida comercial. As 
barras de erro representam o desvio padrão (DP). 

 

Os resultados observados no ensaio do azul de tripan mostraram que a 

concentração C7 apresentou potencial citotóxico para as células HepG2/ C3A, 

induzindo uma viabilidade celular menor que 60%. O efeito citotóxico não foi 

observado para as demais concentrações (C8, C9 e C10). 

Pela análise comparativa dos resultados obtidos nos três ensaios colorimétricos 

de toxicidade (MTT, ensaio de Resazurina e Azul Tripan), pode-se inferir que o 

inseticida clorpirifós é tóxico para as células humanas. Nesse estudo também foi 

possível observar, pelos ensaios do MTT e do Azul de Tripan, que o inseticida 

clorpirifós apresenta uma toxicidade dose dependente, pois quanto maior foi a dose 

testado, maior foi o efeito citotóxico observado. Dentre os ensaios realizados, o de 

Resazurina se mostrou o mais sensível, uma vez que todas as concentrações 

avaliadas por esse teste exibiram efeito citotóxico (viabilidade celular inferior a 40%). 

 
Discussão 

O uso crescente do inseticida clorpirifós tem aumentado o potencial de 

exposição acidental ou ocupacional ao produto, o que vem desencadeando 
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consequentes casos de intoxicações, tanto de efeito agudo como crônico. Este quadro 

tem evidenciado a necessidade de estudos que avaliem mais detalhadamente o 

potencial tóxico do inseticida (DIAS et al., 2018). Diante deste contexto, o presente 

estudo avaliou a citotoxicidade de baixas concentrações do inseticida clorpirifós para 

células da linhagem de fígado humano HepG2/C3A. 

A avaliação do potencial hepatotóxico de um produtos químicos constitui uma 

estratégia interessante para a certificação do seu uso seguro (ANTOINE et al. (2009). 

Os ensaios in vitro, realizados com linhagens celulares humanas, têm mostrado 

resultados interessantes sobre a toxicidade de diferentes compostos, se tornando, 

assim, uma opção ética e viável para reduzir o uso de animais em experimentação 

(HORII & YAMADA, 2008). Dentre os ensaios in vitro, destacam os realizados com a 

linhagem de hepatocarcinoma humano HepG2/C3A. Essas células vem sendo muito 

utilizadas em estudos toxicológicos, por apresentarem características biológicas 

semelhantes as células de fígado adulto, portanto com atividade metabólica 

preservada, inclusive as de biotransformação e desintoxicação de substancias tóxicas 

(PROT et al., 2011; KELLY, 1994). 

Os efeitos neurotóxicos do inseticida clorpirifós já são bem conhecidos, 

principalmente porque sua forma de ação é dada pela inibição da enzima 

colinesterase (MARQUES, 2020). Seus efeitos tóxicos e potenciais genotóxico e 

mutagênico também já foram comprovados em estudos realizados com diversos 

organismos, como, por exemplo, vegetais (CONRADI, 2020), insetos (MENDONÇA, 

2021), peixes (MARQUES & AMÉRICO-PINHEIRO, 2020) e humanos (NOVAIS et 

al., 2021). Porém, os mecanismos de toxicidade hepática provocados por esse 

químico ainda são pouco explorada, principalmente aqueles relacionados aos efeitos 

de baixas doses de organofosforados. 

No presente estudo, foi observado pelo teste do MTT, que as contrações C1 a 

C5 (, respectivamente) foram altamente citotóxicas para as células HepG2/C3A, cuja 

viabilidade das mesmas se mostrou abaixo de 20%, valor este semelhante ao exibido 

pelo teste CP. Como a C6 (0,3125 mg mL-1) induziu uma menor citotoxicidade, em 

comparação com as anteriores (viabilidade celular de 60%), ela foi usada no preparo 

de outras quatro diluições, 
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para a obtenção de novas concentrações (C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 mg mL-1; 

C9: 0,039 mg mL-1  e C10: 0,019 mg mL-1), a serem novamente testadas no ensaio do 

MTT e também nos outros dois ensaios colorimétricos (ensaio de resazurina e do azul 

de tripan). Com as novas diluições testadas foi possível verificar que as concentrações 

mais baixas (C9 e C10) não foram citotóxicas para as células HepG2/ C3A, quando 

submetidas ao teste do MTT. Já no ensaio de resazurina, foi observado que todas 

as concentrações testadas (C7 a C10) apresentaram potencial citotóxico para as 

células, enquanto que, pelo ensaio do azul de tripan, foi observado atividade citotóxica 

somente para a concentração C7. Neste ensaio, as demais concentrações testadas 

(C8, C9 e C10) apresentaram viabilidade celular superior a 80%, portanto não 

citotóxicas. 

O teste do MTT é baseado na conversão de um corante amarelo hidrosolúvel 

(Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio) em um sal roxo insolúvel 

em água, chamado formazan. Essa conversão acontece por ação da redutase 

mitocondrial (KUMAR et al., 2018). Os sais usados nesse ensaio medem a atividade 

mitocondrial, e a quantidade de formazan produzida na redução do MTT está 

diretamente relacionada ao número de células viáveis, que pode ser medido em 

espectofotometria (PENG et al., 2005). 

Como todas as células são dependentes de ATP para a realização de suas 

atividades metabólicas/fisiológicas, danos mitocôndriais podem causar sérios 

comprometimentos funcionais às células ou até mesmo a sua morte (HUANG, 2020). 

O ensaio realizado com o MTT é amplamente aplicado para avaliar efeitos citotóxicos, 

usando como parâmetro de avaliação a viabilidade celular, uma vez que, somente as 

células vivas, apresentam atividade mitocondrial e membranas intactas e podem 

catalisar a reação do sal (SHOEMAKER et al., 2004). Esse ensaio também apresenta 

vantagens por ser de baixo custo e de fácil execução (COSTA, 2013). Pelo ensaio do 

MTT, foi possível confirmar que as concentrações C1, C2, C3, C4, C5 e C6 do 

inseticida clorpirifós apresentam um alto potencial citotóxico para as células de 

hepatoma humano. Essa reposta observada é indicativa de que o agrotóxico interferiu 

drasticamente na viabilidade dessas células, provavelmente por indução de danos nas 

mitocôndrias e /ou por peroxidação lipídica. 
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Diferentes linhagens celulares foram aplicadas em estudos de citotoxicidade de 

agrotóxicos da classe dos organofosforados. NA et al., (2016), avaliaram a toxicidade 

de concentrações usadas em campo dos compostos fosfato de trifenil (TPP), 

tributilfosfato (TBP), tris (2-butoxietil) fosfato (TBEP) e tris (2-cloroisopropil) fosfato 

(TCPP), em células de hepatoma humano (HepG2), de câncer de pulmão (A549) e de 

câncer de cólon (Caco-2). O ensaio de viabilidade celular (MTT), aplicado em células 

CCK-8 (CellCounting Kit – 8), mostrou que todos os compostos interferiram na 

viabilidade das células. Os autores ainda citaram a capacidade desses compostos 

induzirem lesões no DNA nuclear. Boussabbehet et al., (2015) estudaram os efeitos 

citotóxicos do agrotóxico Diazinon, (de mesma classe química do clorpirifós) sobre 

células HTC116 (câncer de cólon humano), por meio de ensaio do MTT. O inseticida 

foi testado na sua concentração de uso em campo. Os resultados do estudo 

mostraram que o composto é citotóxico para o tipo celular testado, e que pode causar 

danos oxidativos e peroxidação lipídica às células, decorrentes de produção de 

radicais livres, e fragmentação de DNA. 

Hernández-Toledano et al., (2020), avaliaram os efeitos tóxicos do inseticida 

Malation, agrotóxico da classe dos orgafosforados, em linhagens de células hepáticas 

humanas HepG2 e WRL-68, bem como em células mononucleares do sangue 

periférico. O teste do MTT indicou citotoxicidade para os dois tipos celulares, indicando 

que houve redução da atividade mitocondrial induzida pelas concentrações testadas 

(0,1; 1; 10; 25; 50; 100μM). 

Os resultados dos trabalhos citados acima são semelhantes aos encontrados 

na presente pesquisa, em relação a inibição de atividade mitocondrial por 

concentrações de agrotóxicos menor ou igual as indicadas para uso em campo. 

A Resazurina é um corante muito utilizado para a avaliação de contaminação 

bacteriana ou fúngica, em ensaios de qualidade seminal e em ensaios de 

monitoramento de proliferação celular e/ou citotoxicidade (ZHANG et al., 2004). Para 

este último, tem sido empregado diferentes tipos celulares, como por exemplos 

linfócitos (MOCELIN et al., 2021), células de cérebro de rato (DERRY et al., 2021) e 

células hepáticas (SRISET et al., 2021). 
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A reação da resazurina se baseia na redução de resazurina em resofurina, que 

promove a mudana da cor azul (resazurina) para a cor rosa (resofurina), por ação 

das enzimas mitocondriais e também citoplasmáticas. Desta forma, se avalia com 

esse teste, tanto as atividades mitocondriais como as de enzimas citoplasmáticas, 

do tipo redutase ou diaforase (O’BRIEN et al., 2000). Os resultados do ensaio de 

rezasurina do presente estudo, realizados com baixas concentrações (C7, C8, C9 e 

C10) do inseticida clorpofóris, mostraram que todas as concentrações interferiram na 

viabilidade celular (valores inferiores a 40%), comprovando assim a ação citotóxica do 

inseticida para a linhagem celular testada. 

Scotta et al., (2017) avaliaram a citotoxicidade de duas concentrações do 

inseticida clorpirifós (8,75 µg/mL e 35 µg/mL) em células de baço de rato. Os 

resultados do ensaio de rezasurina indicaram potencial citotóxico para as duas 

concentrações. No estudo desenvolvido por Fai e Grant (2007), os autores avaliaram 

a citotoxicidade de oito fungicidas pertencentes a diferentes grupos químicos, dentre 

eles, os organofosforados. Os resultados dos ensaios de resazurina, usando os 

valores de IC50 e IC90 desses químicos, indicaram efeito citotóxico para os compostos 

da classe dos organofosforados. 

Existe uma escassez muito grande de informações sobre o potencial citotóxico 

de concentrações mais baixas que as indicadas para uso em campo, relacionados aos 

compostos da classe dos organofosforados. Considerando que o inseticida clorpirifós 

é o sexto inseticida mais utilizado no Brasil e que os resultados do presente estudo 

mostraram que mesmo as doses residuais deste agrotóxico (C7, C8, C9 e C10) 

desencadearam efeitos citotóxicos em células hepáticas humanas, fica um alerta de 

que o uso dessa substância deve ser reavaliado, tanto pelo fato de serem 

extremamente usadas nas lavouras brasileiras, como por serem de alta toxicidade 

para humanos. O estudo também ressalta a necessidade de se realizar mais estudos 

sobre a temática da toxicidade de baixas concentrações de agrotóxicos, para se 

ampliar os conhecimentos a respeito dos possíveis efeitos desses compostos sobre 

organismos não alvos e, assim, definir estratégias que possam assegurar a qualidade 

ambiental. Os resultados dos ensaios de resazurina, além de corroborar os dados 

registrados pelo ensaio do MTT, sobre a ação do 
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inseticida sobre a s mitocôndrias, mostram que o clorpirifós interfere também nas 

atividades de enzimas citoplasmáticas, mesmo quando em baixas concentrações (C9 

e C10). Com isso podemos inferir que o ensaio de resazurina foi mais sensível para a 

avaliação do potencial citotóxico do clorpirifós que o teste do MTT. 

O ensaio realizado com o corante azul de tripan é muito usado para avaliar a 

citotoxicidade de compostos químicos (ZANATTA et al., 2012). A metodologia desse 

teste se baseia na absorção do azul de tripan por células mortas, devido à perda de 

seletividade da membrana, enquanto que as células vivas permanecem sem 

coloração (KIM et al., 2011). O ensaio do azul de tripan é um dos primeiro ensaios 

descritos na literatura para avaliar a viabilidade celular, sendo considerado o método 

padrão para esse tipo de avaliação (CHAN et al., 2015). 

Pelos resultados do ensaio do azul de tripan, realizados para avaliar a 

citotoxicidade das baixas concentrações de clorpirifós, pode-se observar que apenas 

a C7 não interferiu na viabilidade das células HepG2/C3A (registro de valor acima de 

80% de viabilidade). Foi observado que houve diminuição da toxicidade, proporcional 

à diminuição da concentração de clorpirifós. 

De et al., (2015) avaliaram a toxicidade de um agrotóxico organofosforado pelo 

ensaio do azul de tripan. Os resultados do estudo também mostraram que houve 

aumento de células viáveis com a diminuição da concentração do produto. Estudos de 

Ahmadian et al., (2018) investigaram o potencial citotóxico de concentrações       de       

clorpirifós       em       células       de       hepatócitos primários de ratos machos Sprague 

Dawley (200–250g). Os resultados também mostraram redução da toxicidade com a 

diminuição da concentração. Além disso, o teste de azul de tripan foi utilizado para 

determinar concentrações que seriam utilizadas nos demais testes, como o MTT e a 

medição do vazamento de LDH, que é usado para a determinação da integridade da 

membrana (HAÏDARA et al., 1999). O teste do LDH mostrou potencial perda de 

integridade da membrana, induzida por clorpirifós. 

A toxicidade de clorpirifós foi também investigada por Li et al., (2015) pelo 

ensaio do azul de tripan, realizado com células de carcinoma cervical humano (HeLa) 

e células de rim de embrião humano (HEK293). Os resultados mostraram 
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que o clorpirifós causou uma redução de viabilidade das células HeLa, HEK293 e de 

Drosophila (S2), dependente do aumento da concentração. Esse trabalho avaliou 

concentrações mais altas que a indicada para uso em campo. 

Slotkinet al., (2017) estudaram a neurotoxicidade de três compostos 

organofosforados, os quais apresentaram viabilidade celular maior de 80% nas 

concentrações mais baixas avaliadas. O ensaio de azul de tripan foi realizado para 

estudo de viabilidade celular. Resultados semelhantes foram encontrados nessa 

pesquisa, onde as menores concentrações não apresentaram potencial citotóxico. 

 
Conclusão 

No presente estudo, foi possível avaliar o potencial citotóxico de diferentes 

concentrações do inseticida clorpirifós, por meio de três diferentes ensaios de 

viabilidade celular (MTT, Resazurina e Azul de Tripan). Inicialmente foram avaliadas 

seis concentrações do inseticida pelo ensaio do MTT, sendo que a maior concentração 

testada foi a de uso na agricultura (1 mg mL-1). Todas as concentrações testadas 

apresentaram potencial citotóxico para as células HepG2/C3A. Foram preparadas 

concentrações mais baixas do inseticida (consideradas residuais), que foram 

novamente aplicadas no testes do MTT e também nos testes de resazurina e azul de 

tripan. 

Em relação a avaliação da atividade mitocondrial pelo ensaio do MTT, as 

concentrações iniciais (C1 a C6) apresentaram potencial citotóxico para as células 

HepG2/C3A. Dentre as concentrações residuais avaliadas, somente C7 e C8 

apresentaram potencial citotóxico, indicando que o composto, mesmo em 

concentrações baixas, promove alteração na atividade mitocondrial das células. 

O teste de resazurina foi mais sensível, visto que todas as concentrações 

estudadas apresentaram potencial citotóxico, uma vez que a viabilidade celular 

observada foi inferior a 40%. Esse ensaio permitiu a confirmação da citotoxicidade 

do inseticida clorpirifós, por alterações na atividade das enzimas mitocondriais e das 

enzimas citoplasmáticas. 

Os resultados do ensaio do azul de tripan indicaram que somente a C7 

apresentou potencial citotóxico para as células avaliadas. Desta forma, foi 
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observado que nas demais concentrações, o composto conseguiu entrar na célula, 

porém sem perturbar a homeostase da membrana. 

Foi observado nos três ensaios de citotoxicidade realizados que houve 

diminuição do potencial tóxico, a medida que a concentração de clorpirifós foi 

diminuindo. Porém, mesmo as mais baixas concentrações ainda foram capazes de 

causar danos severos às células, levando-as a morte, possivelmente devido às 

alterações nas atividades das enzimas citoplasmáticas, como também observado no 

ensaio de resazurina. 

Os resultados do presente estudo mostram que este inseticida é altamente 

tóxico para células humana, o que pode representar sérios riscos à saúde da 

população expostas a esses químicos. O estudo ainda alerta para a necessidade de 

se realizar mais avaliações sobre a toxicidade de baixas concentrações de agrotóxicos 

e os impactos que o clorpirifós pode causar em organismos não alvos. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os dados obtidos no presente estudo forneceram importantes resultados 

quanto aos efeitos fitotóxicos, citogenotóxicos e mutagênicos de diferentes 

concentrações estudadas do inseticida clorpirifós, pertencente à a classe dos 

organofosforados. Desse modo, podemos concluir que: 

• A espécie A. cepa mostrou ser indicada mais indicada para ser usada como 

bioindicador de fitotoxicidade do clorpirifós do que a espécie L. sativa, visto que as 

concentrações mais altas desse inseticida inibiram a germinação de A. cepa e não de 

L. sativa; 

• A fitotoxicidade do composto estudado foi comprovada pelo ensaio de 

enlogamento de radícula e hipocótilo de L. sativa. Nestes testes foi observado que 

quanto maior a concentração do herbicida, maior foi o efeito tóxico para o bioindicador; 

• Os potenciais citogenotóxico e mutagênico do inseticida Clorpirifós foram 

avaliados pelo índice de germinação (IG), índice mitótico, índice de frequência de 

aberrações cromossômicas (AC) e frequência de micronúcleos MN) em célula 

meristemática e F1; 

• Foi observada uma redução significativa de IG para as concentrações C1, C2 

e C3, indicando que essas concentrações foram fitotoxicidade para o bioindicadores 

testados. Pelos baixos IG de C1 e C2, não foi possível, se quer, obter material 

suficiente para prosseguir os testes com essas concentrações; 

• As concentrações C4, C5 e C6 não apresentaram potencial fitotóxico, nem para 

A. cepa e nem para L. sativa; 

• As análises de índice mitótico mostraram que as concentrações de C4 a C6 não 

apresentavam potencial mutagênico para o bioindicador A. cepa; 

• O ensaio de AC, realizados com células meristemáticas de A. cepa, indicaram 

potencial genotóxico do clorpirifós para as concentrações C3, C4 e C5, comprovado 

pela presença significativa de brotos nucleares e MN. A presença de brotos está 

associada ao potencial aneugênico do agrotóxico; 
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• O potencial mutagênico observado nos ensaios do MN de células F1 mostrou 

que danos que foram induzidos nas células meristemáticas persistiram nas F1; 

• Os estudos realizados com sementes de A. cepa e L. sativa expostas a 

diferentes concentrações do clorpirifós indicaram que a menor concentração testada 

(C6) não foi fitotóxica, citogenotóxica e nem mutagênica, para nenhum dos 

bioindicadores; 

• Os resultados das concentrações inicialmente analisadas pelo ensaio do MTT 

(C1 a C6), mostraram que todas as concentrações foram citotóxicas para as células 

HepG2/C3A. Foi então preparadas 4 novas diluições (C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 

mg mL-1; C9: 0,039 mg mL-1  e C10: 0,019 mg mL-1), usando a C6 como base de 

preparo. Essas concentrações foram novamente testadas pelo ensaio do MTT e 

também pelos outros ensaios colorimétricos de citotoxicidade (resazurina e azul de 

tripan); 

• O ensaio do MTT, realizado com as concentrações mais baixas do inseticida 

(C7 a C10) indicou que somente as C9 e C10 não foram citotóxicas para as células 

HepG2/C3A. Os testes com as demais concentrações levaram a uma viabilidade 

celular inferior a 80%, indicando que a substância promove alterações nas enzimas 

mitocondriais; 

• O teste de resazurina indicou potencial citotóxico para todas as concentrações 

do inseticida estudado, indicando que as concentrações residuais podem provocar 

alterações nas enzimas citoplasmáticas das células expostas, como pode ser visto 

para a C10, que foi a concentração mais baixa testada neste estudo. Esses resultados 

também confirmam alterações causadas nas enzimas mitocondriais pela C7 e C8; 

• O ensaio do azul de tripan, que avalia a integridade da membrana 

citoplasmática, confirmou o potencial citotóxico somente para C8, pois as demais 

concentrações não apresentaram potencial citotóxico. Isso indica que o composto, nas 

concentrações mais baixas, consegue entrar na célula sem causar danos às suas 

membranas; 

• A busca de literatura científica, realizada para a elaboração de um artigo de 

revisão sobre os possíveis impactos dos agrotóxicos da classe dos OF, com ênfase 

não inseticida clorpirifós, mostrou que já existem pesquisas toxicológicas associadas 
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ao seu uso, principalmente às relacionadas com efeitos neurotóxicos. Porém, são 

escassos os estudos que abordam a toxicidade de concentrações residuais desses 

químicos. Desta forma, é muito importante a avaliação de efeitos biológicos de 

diferentes concentrações, especialmente as mais baixas, visto que os OF podem 

percorrer longas distâncias e atingir áreas onde eles nunca foram aplicados. A sua 

presença nesses novos ambientes pode incorrer a risco severos à biota exposta e 

danos consideráveis à saúde humana. 
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