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RESUMO 
 

O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar no mundo. Dentre os Estados 
brasileiros, São Paulo representa 60% de todo o açúcar produzido e 70% das exportações. 
Pela alta produção de cana-de-açúcar no Estado de São Paulo e o consequente consumo 
elevado de agrotóxicos, este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos citotóxicos, 
genotóxicos e mutagênicos de baixas concentrações de dois agrotóxicos utilizados nesta 
cultura, o herbicida sulfentrazona e o inseticida imidaclopride, tanto em testes individuais 
quanto associados entre si. As avaliações foram feitas pelos testes de aberrações 
cromossômicas (AC) e de micronúcleos (MN) em Allium cepa; teste do MN e ensaio do 
cometa em células HepG2; e teste de Ames com Salmonella typhimurium. Para melhor avaliar 
o modo de ação dos agrotóxicos,  a técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH) com 
sonda pan-centromérica foi associada ao teste do MN realizado com células HepG2. Os testes 
com A. cepa indicaram genotoxicidade para todas as concentrações de imidaclopride, após um 
período de recuperação de 48 horas. A maior indução de pontes e aderências cromossômicas 
sugeriu uma ação clastogênica para o inseticida. Esta hipótese foi confirmada nos testes com 
HepG2, pela técnica de FISH, uma vez que a maioria dos MN (76,6%) não apresentou sinal 
fluorescente, indicando presença de fragmentos cromossômicos. Para o herbicida 
sulfentrazona, foram observadas AC para todas as concentrações, considerando os diferentes 
tempos de tratamento. A indução de MN foi observada para a menor concentração, para todos 
os tempos de tratamento, sugerindo que os danos induzidos por essa concentração persistem 
ao longo do ciclo celular. A maior concentração testada do herbicida causou uma diminuição 
no índice mitótico das células, após recuperação de 72 horas. Este efeito pode estar associado 
à alta indução de aderências cromossômicas observadas. A mistura dos agrotóxicos induziu 
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em A. cepa, mas os efeitos genotóxicos e 
mutagênicos foram minimizados após 72 horas de recuperação. As frequências de danos 
induzidos pela mistura de agrotóxicos, embora significativas, foram menores do que as 
induzidas pelos agrotóxicos testados isoladamente. Pelos ensaios realizados com as células 
HepG2 in vitro, o inseticida apresentou atividade genotóxica e mutagênica, enquanto que o 
herbicida mostrou atividade mutagênica, mas não genotóxica. A não correspondência entre o 
teste do MN e do cometa pode ter sido decorrente de três possíveis fatores: indução de perdas 
cromossômicas; elevado tempo de exposição das células ao herbicida; indução de crosslinks. 
A mistura dos agrotóxicos levou somente à indução de efeitos genotóxicos, mas sem detecção 
de indução preferencial de danos (quebras ou perdas cromossômicas). Pelo teste de Ames, não 
foi observado nenhum resultado significativo de mutagenicidade para o imidaclopride, para o 
sulfentrazona e para a mistura destes dois agrotóxicos. 
 
Palavras-chave: imidaclopride, sulfentrazona, micronúcleo, cometa, aberrações 
cromossômicas, Allium cepa, HepG2.  
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ABSTRACT 
 

Brazil is the largest producer of sugarcane in the world. Among the Brazilian states, 
São Paulo represents 60% of all sugar produced and 70% of exports. Due to the high 
production of sugarcane in São Paulo state and the great pesticide consumption, this work 
investigated the cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects of low concentrations of two 
pesticides utilized in sugarcane culture: the herbicide sulfentrazone and the insecticide 
imidacloprid, both individually and combined.  The evaluations were made by chromosome 
aberrations (CA) and micronucleus (MN) tests in Allium cepa, MN and comet assay in 
HepG2 cells and Ames test with Salmonella typhimurium. Associated to the MN test in 
HepG2 cells, the fluorescent in situ hybridization (FISH) technique with pan-centromeric 
probe was applied in order to better evaluate the mode of action of the agrochemicals. The 
tests with A. cepa indicated genotoxicity for all concentrations of imidacloprid, after a 
recovery period of 48 hours. The higher induction of bridges and chromosome stickiness 
suggests a clastogenic action for the insecticide. This hypothesis was confirmed in the tests 
with HepG2, by FISH, since most of the MN (76.6%) did not present fluorescent signal, 
indicating presence of chromosomal fragments. For the herbicide sulfentrazone, CA were 
observed in all concentrations, in the different treatment times. The induction of MN was 
observed for the lowest concentration for all the treatment times, suggesting that the damages 
induced by this concentration persist throughout the cell cycles. The highest concentration 
tested of the herbicide caused a decrease in the mitotic index of the cells after 72 hours 
recovery period. This effect may be associated with the high amount of induced chromosome 
stickiness. The mixture of pesticides induced cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity in 
A. cepa, but the genotoxic and mutagenic effects were minimized after recovery of 72 hours. 
Although significative, the frequencies of damages induced by the mixture were lower than of 
the induced by each pesticide singly. By the assays performed with the HepG2 cells in vitro, 
the insecticide presented mutagenic, but not genotoxic activity. The mismatch between the 
MN test and comet assay may have been due to three possible factors: induction of 
chromosome loss; elevated exposure time of the cells to the herbicide; induction of crosslinks. 
The mixture of pesticides just led to the induction of genotoxic effects. Yet, the mixture did 
not show induction of a predominant type of damage (chromosomal break or loss). By the 
Ames test no significative result of mutagenicity was observed, indicating that, although the 
other tests have disclosed mutagenic potential for imidacroprid and sulfentrazone, the Ames 
test does not constitute a sensitive test for the detection of this effect for these pesticides. 

 
Key-words: imidacloprid, sulfentrazone, micronucleus, comet, chromosome aberrations, 
Allium cepa, HepG2.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

As substâncias químicas, em suas diferentes classes, contribuem, de modo geral, para 

o sucesso da espécie humana. É por meio delas que muitas doenças são curadas, que 

plantações são protegidas, que os alimentos são conservados, etc. No entanto, o mau uso 

destes diversos compostos pode também ser responsável pela contaminação do meio ambiente 

e pelo surgimento de doenças muitas vezes não perceptíveis em curto prazo. 

De modo geral, as substâncias químicas geram resíduos que frequentemente são 

encontrados no meio ambiente. O descarte inadequado de efluentes (domésticos, industriais, 

hospitalares) ou mesmo o excesso de agrotóxicos aplicados em uma plantação, ao alcançarem 

o ambiente, podem causar sérios danos à biota associada. Estes resíduos podem ser 

encontrados no ar, na água e no solo. Quando as substâncias apresentam propriedades 

acumulativas nos organismos, seu efeito danoso pode se estender por toda a cadeia trófica e 

afetar a estrutura de uma comunidade. 

Dentre as diversas substâncias passíveis de serem encontradas no meio ambiente, os 

agrotóxicos se destacam pelo seu grande uso. Os agrotóxicos são utilizados para controlar o 

aparecimento de espécies animais e vegetais indesejadas. Porém, esses agentes químicos não 

tem ação exclusiva sobre os organismos alvos, mas também sobre outros organismos 

eventualmente expostos a eles. Assim sendo, a preocupação quanto ao mau uso ou uso 

indiscriminado de agrotóxicos faz com que muitos estudos venham sendo realizados, para se 

estimar os reais efeitos que estes agroquímicos podem causar aos organismos e, assim, poder 

orientar a população em geral, sobre o perigo ao qual estão expostos.  

Além da via direta de contaminação, pela própria exposição dos organismos aos 

agrotóxicos, temos ainda as vias indiretas, onde os organismos se expõem aos agrotóxicos por 

meio de ingestão de água e de alimentos contaminados. A água das chuvas também contribui, 

substancialmente, para o aporte destas substâncias para as águas subterrâneas e superficiais. 

Somado à contaminação ambiental, dada pelas aplicações de agrotóxicos feitas por meios de 

implementos agrícolas convencionais, temos ainda a aplicação por via aérea, que vem 

causando grandes preocupações à humanidade, por contaminarem, além dos solos, as 

partículas do ar, que podem ser transportadas por grandes distâncias e, assim, se caracterizar 

em um problema não só de ordem local, mas também regional. Um exemplo ecológico 

bastante relevante e atual, quanto aos problemas da aplicação aérea, é o caso de morte de 

abelhas que vem acontecendo em diferentes regiões do Brasil, em decorrência da aplicação de 

agrotóxicos em culturas onde elas são polinizadoras. Dentre os agotóxicos mais relacionados 

com este problema, estão os que têm os princípios ativos imidacloprido, fipronil, tiametoxam 



2 
 

e clotianidina (LESSA, 2012). As abelhas são agentes polinizadores naturais de espécies 

vegetais e, portanto, intimamente ligadas com o sucesso reprodutivo e com a dispersão de 

espécies vegetais. 

Além das espécies alvos e daquelas expostas ocasionalmente, a espécie humana 

também é afetada diretamente pelos efeitos nocivos dos agrotóxicos, principalmente os 

trabalhadores rurais envolvidos com a produção e aplicação destes produtos, que não fazem 

uso de equipamentos de proteção adequados. Alguns dos efeitos prejudiciais causados pela 

exposição aos agrotóxicos, muitas vezes não são percebidos de imediato, mas somente em 

longo prazo. Estes efeitos estão relacionados às características genotóxicas, mutagênicas e/ou 

carcinogênicas que alguns agrotóxicos possuem. 

Quando os agrotóxicos ultrapassam a barreira celular e atingem o material genético 

dos organismos, eles podem levar ao aparecimento de lesões irreparáveis no DNA, como os 

eventos de mutação e câncer. Desta forma, o estudo e o conhecimento das lesões induzidas 

pelos agrotóxicos no DNA dos organismos, são peças fundamentais para que doenças 

genéticas resultantes da exposição aos agrotóxicos sejam tratadas e evitadas. Além das células 

somáticas, algumas classes de agrotóxicos podem também afetar as células germinativas e 

causar lesões que são transmitidas ao longo das gerações. 
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2. OBJETIVOS GERAIS 

Frente ao exposto acima, este estudo teve o objetivo de avaliar o potencial citotóxico, 

genotóxico e mutagênico de concentrações abaixo das recomendadas para uso em campo de 

dois agrotóxicos utilizados em cultura de cana de açúcar no estado de São Paulo-Brasil 

(herbicida Boral® e inseticida Evidence®), por meio de bioensaios com A. cepa, HepG2 e 

Salmonella. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 - avaliar o efeito da associação dos dois agrotóxicos citados, quando aplicados 

concomitantemente, por meio de testes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, 

em células de A. cepa, HepG2 e Salmonella typhimurium; 

 - identificar, por meio de testes com células meristemáticas de A. cepa, os tipos de AC 

possivelmente induzidas pelos agrotóxicos e avaliar a indução da formação de MN em regiões 

meristemáticas e em regiões F1 de pontas de raízes deste organismo teste; 

 - avaliar a persistência dos danos causados pelos agrotóxicos estudados nas células de 

A. cepa, 48 e 72 horas após a exposição, por meio do teste de recuperação em água; 

 - verificar o potencial genotóxico e mutagênico dos agrotóxicos estudados em células 

de hepatoma humano (HepG2), por meio do ensaio do cometa e do teste do MN; 

 - caracterizar o modo de ação (clastogênica ou aneugênica) dos agrotóxicos testados, 

por meio de técnica específica de hibridização in situ (FISH), com sondas centroméricas, para 

verificação da presença ou ausência de centrômeros nos MN encontrados nas células HepG2; 

 - verificar o tipo de mutação possivelmente induzida pelos agrotóxicos estudados, por 

meio do teste de mutação reversa com Salmonella typhimurium (mutação por substituição de 

pares de bases do DNA ou por modificação no quadro de leitura);  

 - comparar a eficácia dos três sistemas-teste na detecção de danos genéticos induzidos 

por baixas concentrações de agrotóxicos; 

 - comparar a ação tóxica dos agentes testados em organismos diferentes (animal, 

vegetal e procarioto). 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 O uso de agrotóxicos no Brasil e no cultivo da cana-de-açúcar 

Apesar do crescimento da produtividade agrícola, proporcionado pela aplicação de 

defensivos agrícolas no campo (PERES; ROZEMBERG; LUCCA, 2005), o uso 

indiscriminado de agrotóxicos ao longo dos anos tem provocado o acúmulo de resíduos destes 

compostos na água, no solo e no ar. Dentre as 15.000 formulações existentes para 400 

agrotóxicos diferentes, cerca de 8.000 delas estão licenciadas para uso no Brasil. Em 2008, o 

país tornou-se o maior consumidor mundial de agrotóxicos, ultrapassando os Estados Unidos 

que, até então, liderava o ranking mundial (PIMENTEL, 2012). A comercialização de 

agrotóxicos no Brasil tem aumentado anualmente, sendo registrado um acréscimo de 190% no 

consumo de agrotóxico para 2010, em relação a 2009. Na safra de 2010-2011, mais de um 

bilhão de litros de agrotóxicos foram usados na agricultura brasileira (GONÇALVES, 2012). 

Segundo dados do Sistema de Informações para o Gerenciamento de Recursos 

Hídricos do Estado de São Paulo (SIGRH), o Estado ocupa a primeira colocação no ranking 

tanto de consumo nacional de agrotóxicos quanto de fabricação destes químicos (80% dos 

agrotóxicos produzidos no país). As culturas de soja, milho, citros e cana-de-açúcar 

consomem 66% do total de defensivos vendidos no Brasil (SIGRH, 2005). Como 

consequência desse grande consumo, cerca de 150.000 toneladas de agrotóxicos são lançados, 

anualmente, no território brasileiro (CRESTANA, 2000). 

Os agrotóxicos podem contaminar os solos agrícolas por meio de três principais vias 

(volatização, lixiviação e escoamento superficial), e quando são aplicados em uma cultura, 

cerca de 50 % da dose utilizada pode ficar adsorvida no solo. A contaminação do solo por 

meio da lixiviação tem sido apontada como a principal forma de impacto das águas 

subterrâneas. Um único evento de chuva pode gerar perdas de até 2% da dose de agrotóxicos 

aplicada (SIGRH, 2005). Esses resíduos alcançam o meio ambiente e podem ser responsáveis 

por inúmeros efeitos nocivos para o homem como, por exemplo, alterações no DNA 

(EVANS, 1985). Os agrotóxicos, de maneira geral, são considerados químicos potencialmente 

mutagênicos pela capacidade que possuem de induzirem mutação no material genético. 

Apesar de terem ação tóxica e seletiva contra certos organismos, uma seletividade absoluta é 

difícil de ser alcançada e, assim, a maioria dos agrotóxicos acaba também atingindo 

organismos não alvos (BOLOGNESI; MORASSO, 2000). 

 Estima-se que dois terços da população do Brasil estão expostos, em diferentes níveis, 

aos efeitos nocivos destes agentes químicos. Tal exposição pode ocorrer por meio ocupacional 

(PERES; ROZEMBERG; LUCCA, 2005), pela ingestão de água e comida contaminados 
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(FENSKE, 1997), bem como pelo ar e poeira que alcançam suas residências (HOPPIN et al., 

2006). 

Dentre as culturas de maior consumo de agrotóxicos no país, a de cana-de-açúcar se 

destaca pela sua ampla distribuição espacial (SPADOTTO; GOMES; RODRIGUES, 1998). 

Em 2002, esta cultura foi responsável por 11,5% das vendas de agrotóxicos no Brasil, atrás 

somente da soja (SINDAG appud ARMAS et al., 2005). Segundo dados da União da 

Agroindústria Canavieira de São Paulo, o Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do 

mundo, seguido pela Índia, Tailândia e Austrália. Em média, 55% da biomassa dos canaviais 

brasileiros são destinados à produção de álcool e 45% à produção de açúcar. O Estado de São 

Paulo é responsável por 60% de todo o açúcar produzido no país e por 70% das exportações 

nacionais. Das 307 centrais energéticas existentes no Brasil, 128 estão localizadas neste 

estado (UNICA, 2007, 2008). A atividade canavieira no país é responsável por cerca de um 

milhão de empregos diretos, sendo 400 mil desses só no Estado de São Paulo. Os empregos 

indiretos agregam uma quantidade de trabalhadores que excede a 1,2 milhão, apenas neste 

estado. A cana-de-açúcar, que reúne 6% dos empregos agroindustriais brasileiros, é 

responsável por 35% do PIB e de emprego rural do Estado de São Paulo (UNICA, 2007). 

Pelo grande número de trabalhadores envolvidos na produção da cana-de-açúcar no 

Brasil, particularmente no estado de São Paulo, e pelo grande uso de agrotóxicos no setor, 

estima-se que grande parte destas pessoas se expõe aos efeitos nocivos de agroquímicos de 

maneira direta ou indireta.  

Dentre os agrotóxicos utilizados na cultura de cana-de-açúcar, os herbicidas 

representam a classe de maior uso (ARMAS et al., 2005). No Brasil, o herbicida sulfentrazona 

é amplamente utilizado nesta cultura, para controle de plantas invasoras mono e 

dicotiledôneas (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998).  

Com relação ao controle de insetos pragas, como os cupins e cigarrinhas, que 

comumente atacam a cana-de-açúcar, os inseticidas de ação sistêmica têm tido maior sucesso 

(PEREIRA; FERNANDES; VELOSO, 2010).  

 

3.1.1 Herbicida Sulfentrazona 

O herbicida sulfentrazona (N-[2,4-dicloro-5[4-difluorometil)-4,5-dihidro-3metil-5-

oxo-1H-1,2,4-triazol-1-il]fenil]metanosulfonamida – Figura 1) é usado em pré-emergência e 

tem ação sistêmica. Este herbicida pertence ao grupo das triazolinonas, é classificado como de 

nível toxicológico IV (pouco tóxico) e ambiental III (perigoso). Ele é altamente móvel e 
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persistente no ambiente e apresenta um alto potencial de lixiviação, tanto vertical quanto 

horizontalmente (EPA, 1997, MARTINEZ et al., 2008). 

O sulfentrazona é substancialmente lixiviado para as águas subterrâneas, cujos 

resíduos são altamente persistentes nesses ambientes, por terem uma dissipação muito lenta 

(EPA, 1997). Assim, além da exposição pelo ar e pelos alimentos, a população também pode 

se expor a este herbicida pela água potável.  

Sua ação tóxica para as plantas ocorre pela inibição da enzima protoporfirinogênio 

oxidase (PROTOX) na via de biosíntese da clorofila, acarretando em um acúmulo de 

compostos intermediários (WITKOWSKI; HALLING, 1989), que provoca uma rápida 

dessecação foliar das plântulas (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998). 

  
Figura 1 - Estrutura química do herbicida sulfentrazona 

 

A PROTOX atua na oxidação da protoporfirinogênio, produzindo protoporfirinas IX, 

substâncias precursoras da clorofila nas plantas e do heme da hemoglobina de mamíferos. A 

clorofila e o heme possuem uma estrutura tetrapirrólica cíclica em comum, chamada porfirina. 

O último passo na biosíntese da porfirina é a oxidação da protoporfirinogênio em 

protoporfirina IX, que é realizada pela PROTOX. A protoporfirina IX é convertida em heme 

pela quelação do Fe2+ e convertida em clorofila pela quelação do Mg2+ (BEALE; 

WEINSTEIN, 1990; MATRINGE; MORNET; SCALLA, 1992). Em mamíferos, a PROTOX 

está localizada na mitocôndria (SMITH; MARSH; ELDER, 1993) e, nas plantas, esta enzima 

está localizada nos cloroplastos (MATRINGE; MORNET; SCALLA, 1992). A inibição da 

PROTOX acarreta em um acúmulo de protoporfirinogênio no cloroplasto e na mitocôndria 

das células, fazendo com que haja uma difusão desta substância para o citoplasma. No 

citoplasma, a protoporfirinogênio sofre oxidação por meio de uma reação não-enzimática, 

produzindo uma protoporfirina IX, que é diferente daquela produzida pela via normal 

(OLIVEIRA Jr., 2001).  
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A protoporfirina IX produzida no citoplasma não pode ser consumida na via de 

biosíntese de porfirina, porque a Fe e a Mg quelatase, proteínas que usam a protoporfirina IX 

como substrato, somente estão presentes na mitocôndria e no cloroplasto (ALSCHER; 

DONAHUE; CRAMER ,1997). Na presença de luz e oxigênio, a protoporfirina IX produz a 

forma reativa do oxigênio (oxigênio singlete), que é responsável pela peroxidação de 

proteínas e lipídeos das membranas celulares. Este ataque das espécies reativas de oxigênio 

sobre as células resulta em um rompimento das membranas celulares, fazendo com que as 

plantas adquiram aspecto clorótico, além de causar necrose e morte dos tecidos sensíveis 

(OLIVEIRA Jr., 2001). 

Os metabólitos resultantes da metabolização do herbicida sulfentrazona (Figura 2) são 

similares em plantas e animais. O principal metabólito deste herbicida nas plantas é o 

hidroximetil sulfentrazona (EPA, 2003). Uma das vias de metabolização acontece por 

oxidação gradual do grupo metil no anel triazolinone. Primeiramente, o sulfentrazona é 

oxidado, formando o metabólito 3-hidroximetil sulfentrazona, que por nova oxidação deriva 

no metabólito 3-ácido carboxílico sulfentrazona (figura 2 A, B, C). Outras vias acontecem por 

desmetilação do anel triazolinone, formando o metabólito 3-desmetilsulfentrazona (figura 2D) 

e por aminação do grupo metila (DAYAN; WEETE; HANCOCK, 1996, DAYAN; 

ARMSTRONG; WEETE, 1998) do metanosulfonamida, formando um grupo 

diaminasulfúrico, característico do metabólito 5’-aminosulfentrazona (figura 2E). O 3-

hidroximetil sulfentrazona e o 3-desmetilsulfentrazona são compostos menos tóxicos do que o 

produto original (DAYAN; ARMSTRONG; WEETE, 1998), sendo que o 3-hidroximetil é um 

metabólito intermediário, que é rapidamente oxidado em derivados do ácido carboxílico. O 

ácido carboxílico é um composto inativo ou que rapidamente se conjuga com formas inativas 

(DAYAN et al., 1997). De acordo com Theodoridis et al. (1992), o grupo metil na posição 3 

do anel triazolinone é um radical essencial para a máxima atividade biológica do herbicida 

sulfentrazona. Foi verificado que a sua substituição por outros grupos químicos causa um 

decréscimo de cerca de 3 a 6 vezes na sua atividade biológica.  
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 Figura 2 - Rota metabólica do herbicida sulfentrazona (DAYAN et al., 1996, 1998). 

  

A toxicidade deste herbicida para mamíferos ainda é pouco descrita na literatura 

(KEGLEY; HILL; ORME, 2007). Ainda, segundo a EPA (2006), alguns estudos têm 

apontado um possível potencial mutagênico para este herbicida, porém, tais resultados foram 

considerados inconclusivos. Apesar de alguns estudos terem relatado a inexistência da 

indução de efeitos genotóxicos e carcinogênicos em ratos expostos ao sulfentrazona (EPA, 

2006; CASTRO et al., 2007), têm sido observados efeitos teratogênicos (EPA, 2006). 

O herbicida estudado no presente trabalho foi o sulfentrazona que, no Brasil, é 

comercializado com o nome de Boral®. Segundo a FMC Square (2006), o Boral®é indicado 

para o combate de tiriricas no cultivo de cana-de-açúcar. O herbicida foi introduzido no 

mercado em 1997 e, por esta razão, ainda pouco estudado, quanto à sua avaliação genotóxica 

e mutagênica. Uma vez que o sulfentrazona é considerado persistente no ambiente, somado ao 

seu alto potencial de lixiviação, existe uma grande necessidade de desenvolvimento de 

estudos que avaliem esta sua potencialidade genotóxica e mutagênica em organismos não-

alvos. 
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3.1.2 Inseticida Imidaclopride 

O inseticida imidaclopride (1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-

ylideneamine – C9H10ClN5O2, Figura 3) constitui outro agrotóxico comumente utilizado em 

culturas de cana-de-açúcar no Estado de São Paulo.  Este inseticida, pertencente ao grupo 

químico dos neonicotinóides, tem ação sistêmica e é indicado para eliminar cigarrinhas da 

parte aérea da cana-de-açúcar como também cupins da soca desta planta. Sua classificação 

toxicológica é de nível IV (pouco tóxico) e ambiental de nível III (perigoso). Tem alta 

mobilidade no solo, podendo atingir, principalmente, as águas subterrâneas (BAYER 

CROPSCIENCE Ltda, 2007).  

Sua ampla utilização está relacionada à sua baixa toxicidade e por possuir ingrediente 

ativo (imidaclopride) pertencente a um novo grupo químico que apresenta um mecanismo de 

ação que vem ao encontro da necessidade de alternância de uso de produtos químicos 

(CORREIO AGRÍCOLA BAYER CROPSCIENCE Ltda, 2006). 

 

 
Figura 3- Estrutura química do inseticida imidaclopride 

 

O imidaclopride age no sistema nervoso central do inseto, como um agonista do 

receptor acetilcolina nicotínico, presente tanto nos insetos quanto nos mamíferos (CHAO; 

CASIDA, 1997).  Inicialmente, o imidaclopride causa uma estimulação nos neurônios, 

seguida por uma fadiga dos mesmos e uma interferência na transmissão dos impulsos 

nervosos (SCHULZ-JANDER; CASIDA, 2002; ZHANG et al., 2000; MATSUDA et al., 

2000). Sua seletiva toxicidade para insetos e fraca toxicidade para mamíferos e outros 

vertebrados se dá por meio da alta especificidade para os diversos subtipos de receptores 

nicotínicos encontrados nos insetos e por sua pobre penetração na barreira hemato-encefálica 

dos mamíferos (SHEETS, 2001 a, b). No entanto, segundo Costa et al. (2009), o 

imidaclopride de formulação comercial possui substâncias como dimetilsulfóxido, 

metilpirrolidona, carbonato de propileno e óleo mineral, que podem alterar a sua 

biodisponibilidade e sua toxicidade para seres humanos expostos de forma ocupacional. Tais 

aditivos podem aumentar a toxicidade do inseticida, por aumentar sua absorção pelas 

membranas celulares.  
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Nos organismos, o imidaclopride pode seguir diferentes vias de metabolização 

biológica. A primeira consiste na hidroxilação do anel imidazolidine na posição 4 ou 5, 

formando o 4- e 5-hidroxi imidaclopride. A dessaturação do anel imidazolidine forma um 

metabólito insaturado, denominado olefin. A outra via consiste na redução e clivagem do 

nitroimina da nitroguanidina para formar nitroisoimine, guanidina e uréia (SCHULZ-

JANDER; CASIDA, 2002) (Figura 4).  

 

 
 

Figura 4 - Vias de metabolização do imidaclopride, proposta por Schulz-Jander; Casida 

(2002). 

 

Segundo Klein (1987) e Sheets (2010), o imidaclopride pode apresentar outras rotas 

metabólicas, além daquela descrita por Schulz-Jander; Casida (2002), como a formação do 

ácido 6-cloronicotínico, pela clivagem oxidativa do imidaclopride. Nesta via, a imidazoilidine 

é excretada pela urina e a porção nicotínica é posteriormente degradada, por meio da 

conjugação pela glutationa, originando um derivado do ácido mercapturico e então um ácido 

metil mercaptonicotinico. Este último é conjugado com a glicina para formar um ácido 

hipurico conjugado que será excretado ou ainda ser reduzido em guanidina (Figura 5). 
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Figura 5 - Vias de metabolização do imidaclopride, proposta por Klein (1987). 

  

As enzimas do citocromo P450 (CYP450), atuantes na fase I da metabolização das 

drogas, são responsáveis por parte do metabolismo do imidaclopride. Essas enzimas 

metabolizam o imidaclopride por meio da hidroxilação e desaturação da imidazolidina, 

formando 5-hidroxi (principalmente) e derivados da oleofina (menor quantidade). Também 

reduzem e clivam o substituinte nitroimina a metabólitos como o nitrosoimina, a guanidina e 

a uréia (SCHULZ-JANDER; LEIMKUEHLER; CASIDA, 2002, SCHULZ-JANDER; 

CASIDA, 2002). De acordo com Guengerich (1987); Ortiz de Montellano (1995); Parkinson 

(2001), Schulz-Jander; Casida (2002); Schulz-Jander, Leimkuehler e Casida (2002) e Dick, 

Kanne e Casida (2005), as reações iniciadas pela hidroxilação do carbono são catalisadas, 
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provavelmente, pelo citocromo P450 (CYP450), enquanto que as reações envolvendo a 

nitroredução ou a oxidação secundária da amina, podem ser catalisadas tanto pelo CYP450, 

como pela flavina monooxigenase (FMO) ou pelas aldeído oxidases citosólicas (AOX). 

Dada a possibilidade de interação do inseticida imidaclopride com organismos não-

alvos, como os mamíferos e outros vertebrados, existe a necessidade da realização de estudos 

que visam avaliar os efeitos nocivos deste produto sobre o material genético destes 

organismos. O imidaclopride estudado no presente trabalho foi o inseticida Evidence® (Bayer 

CropScience, 480 SC). Este inseticida foi introduzido recentemente no mercado brasileiro, 

uma vez que o seu desenvolvimento, pela Bayer CropScience, começou no início dos anos 

2000 (CORREIO AGRÍCOLA BAYER CROPSCIENCE LTDA, 2006). 

Especula-se que o inseticida imidaclopride leve à indução de efeitos no DNA das 

células, por atuar como um agente alquilante. A característica alquilante de um composto está 

relacionada, segundo Jansen et al. (1994) e  Benigni, Palombo e Dogliotte (1992), à sua 

eletronegatividade, que faz com que ele se torne altamente reativo com os sítios do DNA ricos 

em elétrons. Os neonicotinóides, como o imidaclopride, possuem um farmacóforo 

eletronegativo (eletrofílico), chamado N-nitroimine substituinte (=NNO2), localizado na sua 

porção nitroguanidina (TOMIZAWA; LEE; CASIDA, 2000, TOMIZAWA et al., 2003). De 

acordo com Schwartz (1989) e Sanderson; Shield (1996), os agentes alquilantes bi e 

trifuncionais podem induzir danos de origem clastogênica nas células. Em um trabalho 

realizado por Karabay; Oguz (2005) com eritrócitos de ratos expostos ao imidaclopride, os 

autores associaram a indução de micronúcleos (MN) e de aberrações cromossômicas (AC) 

como perdas, quebras e aderências cromossômicas, ao potencial clastogênico deste inseticida.  

 

3.2 Exposições à mistura de agrotóxicos  

Os seres vivos estão expostos a pequenas quantidades de uma grande variedade de 

compostos químicos que são encontrados simultaneamente no meio ambiente. Dentre esses 

compostos, muitos estão incluídos na classe dos agrotóxicos e, segundo Olgun et al. (2004), a 

exposição de seres humanos aos diferentes tipos desses químicos, ocorre, mais comumente, 

pelas baixas concentrações. Apesar da grande preocupação existente acerca da exposição dos 

seres humanos aos agrotóxicos, existem poucos estudos que avaliam o modo pelo qual as 

misturas de agrotóxicos afetam o homem (DAS; SHAIK; JAMIL, 2007). 

A exposição a misturas de agrotóxicos pode ocorrer de modo ocupacional ou acidental 

(DEMSIA et al., 2007). De acordo com Bolognesi (2003), a exposição ocupacional aos 
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agrotóxicos envolve uma exposição a misturas complexas de diferentes tipos de químicos, 

ingredientes ativos e outros produtos da sua formulação, como impurezas e solventes. Assim 

como a exposição ocupacional, a exposição ambiental dos organismos não-alvos aos 

agrotóxicos ocorre, na maioria das vezes, não pelo contato com compostos isolados, mas pelo 

contato com uma mistura de agrotóxicos que apresentam quantidades significantes de 

compostos genotóxicos. Assim, segundo Das, Shaik e Jamil (2007), é importante analisar os 

efeitos citotóxicos e genotóxicos dos agrotóxicos mais comumente usados nas área agrícolas, 

para uma avaliação apropriada do risco a que os organismos estão expostos. 

Certos agrotóxicos são capazes de interagir quimicamente quando combinados em 

misturas, sendo que, muitas vezes, o metabolismo de um acaba interferindo no metabolismo 

do outro (BELDEN; LYDY, 2000). Tais interações entre estes compostos químicos podem 

levar à diferentes efeitos nos organismos vivos. De acordo com Hodgson (1999), a interação 

entre os agrotóxicos pode levar a efeitos de ação aditiva, sinergística ou antagonista. Estas 

interações podem ocorrer durante a absorção, a distribuição, o metabolismo, ou em sítio de 

ação tóxica e excreção do composto.  

Ainda segundo Hodgson (1999), o efeito aditivo requer mecanismos de ação 

independente ou que não haja interferência da ação de um dos tóxicos sobre o outro, o que 

pode mascarar a ação de outro tóxico da mistura. O efeito sinergístico requer que as diferentes 

substâncias interajam no mesmo ponto de uma mesma molécula, de uma enzima ou de um 

receptor. Segundo Nash (1967), Marking (1985), Berenbaum (1981) e Calabrese (1999), o 

efeito aditivo ocorre quando a toxicidade total, resultante da combinação de dois ou mais 

agrotóxicos, é igual à soma dos efeitos de toxicidade induzida por cada produto isoladamente 

(a resposta é exatamente igual ao esperado). O efeito sinergístico ocorre quando a toxicidade 

total, resultante da combinação de dois ou mais agrotóxicos, é maior do que a soma dos 

efeitos de toxicidade induzida por cada produto isoladamente (a resposta é maior que o efeito 

aditivo) e o efeito antagonístico ocorre quando a toxicidade total é menor do que a toxicidade 

induzida por cada produto isoladamente (a resposta é menor que o efeito aditivo). De acordo 

com McCarty; Borgert (2006), existem vários modelos para se determinar a interação entre os 

compostos tóxicos. No entanto, o modelo mais simples, que consiste nas relações “menor que 

aditivo (antagonismo), aditivo, e maior que aditivo (sinergismo)” é, atualmente, considerado o 

melhor, uma vez que modelos mais sofisticados exigem o conhecimento dos mecanismos dos 

efeitos tóxicos e interações tóxicas que normalmente não se encontram disponíveis facilmente 

na literatura.  
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Pela frequente exposição dos seres humanos a misturas complexas de agrotóxicos, 

torna-se difícil atribuir um dano genotóxico a um composto em particular (GARAJ-

VRHOVAC; ZELJEZIC, 2002, BOLOGNESI, 2003). Por isso, estudos realizados in vitro, 

com diferentes organismos e tipos celulares, têm sido incentivados para se avaliar o efeito 

genotóxico de diferentes classes de agrotóxicos isoladamente e também quando em 

associações, permitindo inferir ações específicas para cada composto estudado e predizer sua 

ação nos seres humanos.  

Vários estudos in vitro têm sido realizados com o objetivo de avaliar os efeitos 

causados pela mistura de diferentes agrotóxicos (BIANCHI-SANTAMARIA et al., 1997; 

SABALIUNAS et al., 1998). Dolara et al. (1992) verificaram, em linfócitos humanos, uma 

indução significativa de trocas entre cromátides irmãs, quando as células foram expostas a 

uma mistura de quatro diferentes agrotóxicos. No entanto, os autores não encontraram 

nenhum resultado relevante quando os agrotóxicos foram analisados isoladamente. Já em 

estudos realizados por Olgun et al. (2004), os autores constataram que os efeitos citotóxicos 

(indução de necrose e apoptose) induzidos pela mistura dos inseticidas lindane 

(organoclorado), malation (organofosforado) e permethrin (piretróide sintético) em timócitos 

de roedores, foram significativamente maiores do que os efeitos induzidos por cada um dos 

inseticidas testados isoladamente. Segundo os autores, a indução de enzimas oxidases de 

função mista, desencadeada pelo lindane, pode ter sido responsável, em parte, pela ativação 

metabólica do segundo inseticida, levando a um aumento da toxicidade total e confirmando 

que certos químicos podem interferir no metabolismo de outros. Das, Shaik e Jamil (2007) 

avaliaram, por meio dos ensaios do cometa e de AC, a genotoxicidade do carbofuran 

(carbamato), do monocrotophos (organofosforado) e do endosulfan (organoclorado). Os 

autores verificaram que concentrações muito baixas da mistura destes três agrotóxicos podem 

levar a uma maior indução de AC e de danos no DNA, do que concentrações mais altas dos 

agrotóxicos testados individualmente. 

Key et al. (2007) avaliaram os efeitos tóxicos do inseticida fipronil (phenyl pyrazole), 

do herbicida atrazina (triazine) e do imidaclopride (chloronicotinyl nitroguanidine) em larvas 

de camarão (Palaemonetes pugio) e verificaram que, isoladamente, o fipronil e o 

imidaclopride possuem efeito tóxico sobre as larvas, ao contrário do verificado para a 

atrazina. Combinações binárias destes três agrotóxicos não demonstraram efeitos tóxicos 

aditivos, mas quando a atrazina foi adicionada à mistura fipronil/imidaclopride, houve 

indução de uma toxicidade aditiva muito superior.  
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A análise da genotoxicidade do inseticida imidaclopride (chloronicotinyl 

nitroguanidine) e do fungicida metalaxyl (benzenoid), em cultura de linfócitos humanos e em 

medula óssea de ratos, em testes in vivo, não demonstrou um efeito genotóxico claro. Porém, 

quando estes agrotóxicos foram misturados, foi observada uma diferença significativa na 

indução de trocas de cromátides irmãs nos linfócitos humanos e de MN nas células da medula 

óssea dos ratos e nos linfócitos humanos, indicando um possível efeito sinergístico desses 

dois compostos (DEMSIA et al., 2007).  

Algumas misturas de agrotóxicos podem não apresentar comportamento sinergístico 

ou aditivo. Bianchi-Santamaria et al. (1997) testaram a genotoxicidade de um carbamato 

(benomyl) e de quatro organofosforados (azinphos-methyl, diazinon, dimethoate, pirimiphos-

methyl) isoladamente e em mistura. Os autores verificaram um fraco efeito genotóxico para o 

carbamato e para três dos organofosforados testados (exceto pirimiphos-methyl). Após a 

mistura de dois, três e cinco agrotóxicos, os efeitos observados foram os mesmos, indicando 

ausência de interação para as combinações destes químicos.  

 

3.3 Organismos testes e ensaios utilizados para detecção de efeitos genotóxicos e 

mutagênicos de químicos ambientais. 

Diferentes organismos testes podem ser utilizados para avaliar o potencial de indução 

de danos genéticos por diferentes substâncias químicas lançadas no ambiente. Os organismos 

testes utilizados são bastante variáveis e incluem desde espécies vegetais e representantes 

procariotos, como as bactérias, até representantes da classe dos mamíferos, como amostras de 

células humanas. O uso de cada organismo teste em específico varia de acordo com o objetivo 

de cada trabalho. 

 

3.3.1 Salmonella typhimurium 

O uso de bactérias em testes de mutagenicidade constitui um método eficiente para 

detectar, de maneira rápida, mutações genéticas associadas a alterações no crescimento desses 

microrganismos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Como representante do grupo que inclui 

as bactérias, a espécie Salmonella typhimurium é uma das mais conhecidas e utilizadas para 

identificação de compostos químicos com potencial mutagênico.  

O teste de mutagenicidade, que utiliza a S. typhimurium é conhecido como teste de 

Ames ou Salmonella typhimurium/microsome assay. Este teste utiliza diferentes linhagens de 

Salmonella derivadas da parental LT2, com mutações preexistentes que as tornam incapazes 

de sintetizar histina e, portanto de crescer em meio de cultura com ausência deste aminoácido, 
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que é essencial para o seu crescimento e formação de colônias. Novas mutações nos genes do 

operon da histidina, induzidas pelo mutágeno, fazem com que o gene da bactéria recupere sua 

função de sintetizar histidina e, consequentemente, de crescer e formar colônias. As linhagens 

de Salmonella utilizadas no teste de Ames possuem diferentes mutações em vários genes do 

operon da histidina que respondem à mutágenos que agem por diferentes mecanismos 

(ZEIGER, 1999, MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Ainda, as linhagens apresentam 

características genéticas adicionais (mutação rfa, deleção uvrB, plasmidio pKM101, 

plasmidio pAQ1, plasmidio pYG233) que as tornam mais sensíveis na detecção de agentes 

mutagênicos (MARON; AMES, 1983, HAGIWARA et al., 1993, UMBUZEIRO; VARGAS, 

2003).  

Os tipos de mutações detectadas pelo teste de Ames incluem deslocamento do quadro 

de leitura (linhagens TA97a, TA98, TA1537, TA1538) e substituição de pares de base no 

DNA (linhagens TA100,TA102, TA104, TA1535). Segundo Umbuzeiro; Vargas (2003), as 

linhagens comumente utilizadas para estudos de triagem de agentes mutagênicos são a TA98 

e a TA100. No entanto, a bateria mínima de linhagens para análise de compostos para fins 

regulatórios incluem as linhagens TA98, TA100, TA97a ou TA1537 e, usualmente, TA1535 

ou TA102 (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Séries adicionais de linhagens foram 

desenvolvidas para fins específicos como a TA98NR e a TA100NR (deficientes em 

nitroredutase clássica), a TA98 1,8DNP6 e TA100/1,8DNP6 (deficientes em O-

acetiltransferase), a YG1021 e YG1026 (com alta produção de nitroredutase clássica) e a 

YG1024 e YG1029 (com alta produção de O-acetiltransferase). As linhagens YG apresentam 

maior sensibilidade para nitrocompostos como os nitroarenos e as aminas aromáticas 

(UMBUZEIRO; VARGAS, 2003). 

As bactérias, ao contrário dos mamíferos e outros vertebrados, são incapazes de 

metabolizar compostos químicos via citocromo P450. Desta forma, para que o teste de Ames 

seja eficiente para detecção de mutagenicidade de diferentes compostos que necessitam de 

ativação metabólica para exercer efeito mutagênico, o teste é realizado na presença de um 

sistema metabólico exógeno derivado de mamíferos (MALLING, 1971; AMES et al., 1973), 

constituído de um homogenato de células do fígado de rato Sprague-Dawley, pré tratado com 

a mistura bifenil policlorinada (Araclor 1254) (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).  

O teste de Ames é utilizado mundialmente como uma ferramenta inicial para se 

determinar o potencial mutagênico de novos químicos, devido ao seu alto valor preditivo para 

carcinogenicidade em roedores, quando uma resposta mutagênica é obtida (MORTELMANS; 

ZEIGER, 2000).  Com todos estes avanços e bons resultados obtidos com o teste de Ames, ele 
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foi incluído como parte da bateria de ensaios internacionalmente propostos para registro de 

medicamentos, outras drogas e formulações químicas, incluindo substâncias ou misturas com 

ampla utilização na agricultura (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003). Além disso, esse teste 

também pode ser utilizado para detecção de mutagenicidade de químicos e misturas 

ambientais, alimentos, agentes físicos (CLAXTON; UMBUZEIRO; DE MARINI, 2010), 

produtos químicos naturais, sintéticos, fitoterápicos (SBMCTA, 2004), bem como para avaliar 

a qualidade do ar, do esgoto, de sedimentos, efluentes do processo industrial, água para 

consumo humano, tecidos animais e solos (JARVIS et al., 1996). 

  

3.3.2 Allium cepa  

O uso de vegetais como organismo teste para detecção de 

genotoxicidade/mutagenicidade tem sido validado por várias agências ambientais, como o 

Programa Ambiental das Nações Unidas (UNEP), a Organização Mundial da Saúde (WHO) e 

Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) (SRIVASTAVA; MISHRA, 

2009, YÜZBASIOGLU; ÜNAL; SANCAK, 2009, LIMAN et al., 2010, LAUGHINGHOUSE 

et al., 2012). O Programa Internacional de Segurança Química (IPCS) validou os ensaios 

realizados com plantas para monitoramento ambiental e para testes em laboratório para 

detecção de genotoxicidade de poluentes ambientais, incluindo os testes de aberração 

cromossômica e micronúcleo em Allium e Vicia, e o teste do micronúcleo e do pelo estaminal 

em Tradescantia (GOPALAN, 1999). 

As plantas constituem membros essenciais do ecossistema e apresentam maior 

sensibilidade ao estresse ambiental, quando comparadas com outros sistemas testes 

disponíveis (MA; GRANT; DE SERRES, 1997; MA, 1994; GRANT, 1994). Desta forma, os 

ensaios com plantas podem servir como o primeiro alerta para a presença de contaminantes 

ambientais presentes na água, no ar e no solo (GOPALAN, 1999). 

Quando comparados com outros sistemas testes, como os animais e os 

microrganismos, os testes genéticos com vegetais superiores destacam-se pela sua alta 

sensibilidade (apresentam poucos falsos negativos), baixo custo e facilidade de execução 

(GRANT, 1994). Além disso, os cromossomos das plantas apresentam uma similaridade 

morfológica com os cromossomos dos animais, bem como uma similaridade nas respostas aos 

mutágenos (RADIĆ et al., 2010). Tais características fazem destes organismos, excelentes 

modelos genéticos para detectar agentes de ação mutagênica em diferentes ambientes (LEME; 

MARIN-MORALES, 2009). De acordo com Grant (1994), a alta sensibilidade das plantas aos 

mutágenos as tornam capazes de avaliar vários endpoints genéticos que vão desde mutações 
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pontuais até aberrações cromossômicas, tanto em células individuais como em estruturas 

como folhas, pólen e endosperma. 

Segundo Turkoglu (2012), algumas espécies de plantas utilizadas em ensaios de 

monitoramento ambiental, apresentam respostas mais eficazes do que outras. O gênero 

Allium, especialmente a espécie Allium cepa, tem mostrado grande eficiência nestes estudos, 

principalmente quando usada para detecção de aberrações e testes genéticos (LIMAN et al., 

2010; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; YILDIZ; ARIKAN, 2009; 

SAXENA; GUPTA; MURTHY, 2010). 

Dentre as plantas utilizadas para avaliar a contaminação ambiental, destacam-se as 

espécies A. cepa, Vicia faba, Zea mays e Nicotiana tabacum (GRANT, 1994). Quando 

comparada com a N. tabacum, a espécie A. cepa apresentou maior sensibilidade na detecção 

dos efeitos de mutágenos de ação direta e indireta. Segundo os autores do trabalho, a maior 

sensibilidade de A. cepa, principalmente aos efeitos induzidos pelo etilmetano sulfonato 

(EMS), está relacionada à organização de seu genoma, mais especificamente ao nível de 

condensação da cromatina, que reflete a proporção heterocromatina/eucromatina, podendo 

influenciar as respostas aos mutágenos (BANDYOPADHYAY; MUKHERJEE, 2011). 

A espécie A. cepa tem sido considerada bastante favorável para avaliar os danos 

cromossômicos e os distúrbios no ciclo mitótico induzidos por agentes tóxicos. Este vegetal 

apresenta certas vantagens citogenéticas como cromossomos grandes e em número reduzido 

(2n=16) (LEVAN, 1938), germinação rápida e fácil disponibilidade. Além disso, este sistema 

requer condições laboratoriais simples para o desenvolvimento de testes citogenéticos 

(BANDYOPADHYAY; MUKHERJEE, 2011). Devido às suas características cromossômicas 

favoráveis, as células de raiz de cebola são frequentemente utilizadas para avaliar uma grande 

variedade de parâmetros morfológicos e citogenéticos, indicadores de toxicidade, bem como a 

indução de aberrações cromossômicas e micronúcleos (RANK; NIELSEN, 1994, LEME; 

MARIN-MORALES, 2009). 

O ensaio de aberrações cromossômicas em raízes de A. cepa constitui um dos testes 

vegetais validado pelo Programa Internacional em Segurança Química (IPCS, WHO) e pelo 

Programa Ambiental das Nações Unidas (UNEP), devido à sua eficiência e boa padronização 

em testes de triagem química e monitoramento in situ, para detecção de genotoxicidade de 

substâncias encontradas no meio ambiente (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999).  

Estudos realizados por diferentes autores indicaram que os ensaios com A. cepa 

também se destacam pela boa correlação que apresentam com os resultados obtidos por outros 

sistemas testes (mamíferos e não mamíferos) (GRANT 1982; CONSTANTIN; OWEN, 1982; 
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CHAUHAN; SAXENA, GUPTA, 1999; NILÜFER et al. 2008). Em testes de citotoxicidade, 

utilizando A. cepa (in vivo) e modelos animais in vitro, também foram observadas, por 

diferentes pesquisadores, respostas celulares semelhantes (VICENTINI et al., 2001; 

TEIXEIRA et al., 2003; LUBINI et al., 2008).  

De acordo com Tedesco; Laughinghouse (2012), A. cepa é considerado um excelente 

modelo in vivo para detectar ação de agentes genotóxicos e mutagênicos, e por possibilitar 

que os danos induzidos no DNA dos eucariotos possam ser preditos e extrapolados para 

outros animais e plantas. Além disso, para El-Shahaby et al. (2003), a espécie A. cepa também 

é utilizada como um importante indicador para a saúde humana. 

Os resultados do teste com A. cepa podem indicar a presença de substâncias 

citotóxicas, genotóxicas e/ou mutagênicas no ambiente, que representam riscos diretos ou 

indiretos a todos os organismos vivos (EL-SHAHABY et al., 2003). Dentre a grande 

variedade de poluentes ambientais, detectados pelos testes com A. cepa, destacam-se os 

metais pesados, os agrotóxicos, os hidrocarbonetos aromáticos e as misturas complexas de 

poluentes (GRANT, 1982, MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004, FERNANDES; 

MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007, VENTURA; DE ANGELIS; MARIN-MORALES, 

2007, LEME; MARIN-MORALES, 2008, LEME; MARIN-MORALES, 2009). Segundo 

estudos realizados por Kumari, Mukherjee e Chandrasekaran (2009), a espécie A. cepa 

constitui também um bom indicador de citotoxicidade e genotoxicidade de nanopartículas de 

prata e, por esta característica, deveria ser incluída em testes que avaliam o destino, transporte 

e exposição de nanopartículas encontradas no meio ambiente. 

O sistema teste de A. cepa, além de indicar os efeitos genotóxicos e mutagênicos de 

substâncias que agem diretamente no DNA, também pode ser utilizado, com eficiência, para 

avaliar os efeitos de substâncias que agem indiretamente sobre os organismos, como, por 

exemplo, o benzo[a]pireno e outros hidrocarbonetos policíclicos que necessitam ser 

metabolizados por um conjunto de enzimas para exercerem seus efeitos genotóxicos sobre as 

células (FISKESJÖ, 1981a).  

Segundo Vig (1978) e Plewa (1978), as plantas possuem capacidade de ativar 

promutágenos, podendo metabolizar muitos compostos tóxicos por oxidação, transformação e 

conjugação e compartimentalizar estes produtos nos seus tecidos (LAMOUREX; RUSNESS, 

1986). Os principais sistemas enzimáticos que atuam na ativação de promutágenos em plantas 

parecem estar envolvidos, segundo Stiborova; Anzenbacher (1991), com a monooxigenação, 

peroxidação e conjugação. Similarmente aos animais, as plantas possuem múltiplas enzimas 

do citocromo P450, que catalisam uma grande variedade de reações oxidativas 
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(DONALDSON; LUSTER, 1991). No entanto, o citocromo P450 das plantas exibe uma 

variedade altamente restrita de especificidade a substratos (PLEWA; WAGNER, 1993).  

 

3.3.3 Cultura de células HepG2  

Culturas de células de mamíferos também são utilizadas, com sucesso, nos estudos de 

avaliação da mutagenicidade de diversas substâncias. Estes testes apresentam vantagens pela 

facilidade na padronização das condições do ensaio e pela organização do material genético 

assemelhar-se às células in vivo (RABELO-GAY; RODRIGUEZ; MONTELEONE-NETO, 

1991). As culturas de células de mamíferos também têm sido utilizadas em testes ambientais 

para avaliação de risco, tanto para investigar a ação de substâncias carcinogênicas como em 

testes de monitoramento ambiental (RUSSELL et al., 1984; PURCHASE et al., 1978). Os 

sistemas utilizados incluem células isoladas em suspensão, cultura de células primárias, 

linhagens celulares e co-culturas (NAJI-ALI et al., 1994). 

Segundo Kirkland et al. (2007), resultados de testes in vitro utilizando células de 

mamíferos geralmente apresentam alta frequência de falsos positivos, quando comparados 

com os resultados de carcinogenicidade realizados com roedores in vivo. Vários 

pesquisadores têm relacionado tais resultados com a deficiência nos processos de 

metabolização apresentados pelas células in vitro, uma vez que variações nas expressões de 

enzimas que atuam na metabolização de xenobióticos podem interferir nos resultados obtidos 

in vitro (WESTERINK; STEVENSON; SCHOONEN, 2008, UNO et al., 2009).  

Como muitos compostos necessitam de ativação metabólica para exercerem sua 

atividade sobre as células, a capacidade de metabolização da célula utilizada em testes de 

genotoxicidade tem importância fundamental para uma interpretação correta dos resultados 

(AUDEBERT et al., 2010). Desta forma, muitos pesquisadores têm utilizado células 

derivadas do fígado para realização de testes de genotoxicidade. As células em suspensão e as 

culturas primárias de hepatócitos foram, por muito tempo, os principais modelos utilizados, já 

que essas células mantém grande parte de sua capacidade metabólica por vários dias, quando 

cultivadas in vitro (BLAABOER et al., 1985). No entanto, além das dificuldades no preparo e 

manutenção de culturas primárias de hepatócitos, as alterações fenotípicas e o baixo índice de 

divisão destas células, in vitro, acabaram limitando seu uso em grande escala.  

Como uma alternativa ao uso de hepatócitos normais, as células HepG2 

(hepatocarcinoma derivado do fígado humano) têm sido apontadas por diferentes autores 

como sendo adequadas para utilização em testes de genotoxicidade in vitro (KASSIE; 

KNASMÜLLER, 2000, KNASMÜLLER et al., 1998, SALVADORI; RIBEIRO; 
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NATARAJAN, 1993). As células HepG2 possuem enzimas de fase I e fase II do processo de 

metabolização de xenobióticos (WESTERINK; SCHOONEN, 2007a, WESTERINK; 

SCHOONEN, 2007b, JIN et al., 2009); se mantém altamente diferenciadas em cultura; retém 

a maioria das funções normais dos hepatócitos humanos (NAJI-ALI et al., 1994); possuem o 

gene supressor de tumor p53 (VOLLMER et al., 1999); além de características morfológicas e 

formato celular compatíveis com as células parenquimais do fígado (KNOWLES; HOWE; 

ADEN, 1980). De acordo com Song et al. (2012), as HepG2 são utilizadas com sucesso para 

predizer o metabolismo, a citotoxicidade e a genotoxicidade de substâncias químicas. 

Naji-Ali et al. (1994) indicam o uso de células HepG2 em ensaios para detecção de 

citotoxicidade e genotoxicidade de compostos conhecidos e de misturas complexas de 

poluentes e ainda sugerem que este sistema teste seja utilizado como uma ferramenta sensível 

para triagem de poluentes ambientais.  

A utilização de células humanas na genética toxicológica permite também que os 

resultados sejam extrapolados para os seres humanos de uma forma mais precisa do que com 

o uso de outros organismos. Além disso, possibilita avaliações mais realistas dos efeitos de 

mutágenos e pró-mutágenos de diferentes agentes sobre a saúde humana (NAJI-ALI et 

al.,1994; KNASMÜLLER et al., 2004). Os testes comumente aplicados à cultura de células, 

para análise de efeitos genotóxicos e mutagênicos, incluem o ensaio do cometa e o teste do 

micronúcleo. Segundo Westerink et al. (2010), alguns estudos tem mostrado que as células 

HepG2 são adequadas e aplicáveis em ensaios de genotoxicidade que utilizam estes dois 

testes.  

Para que os efeitos citotóxicos, possivelmente induzidos pelas substâncias testes, não 

mascarem seus efeitos genotóxicos e mutagênicos, é recomendado que se faça, também, o 

teste do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Este teste de 

citotoxicidade é baseado na redução do sal tetrazolato pela enzima hidrogenase succínica, 

presente na mitocôndria das células. A redução do MTT, que só pode ser realizada por células 

viáveis, produz cristais de formazan. Estes cristais apresentam uma coloração violácea, cuja 

absorção pelas células é medida por espectrofotometria (MOSMANN, 1983). Assim, os 

resultados deste teste nos indicam as concentrações citotóxicas que não devem ser utilizadas 

nos ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade. 

 

3.3.3.1 Ensaio do cometa 

O ensaio do cometa é uma técnica que permite detectar lesões transitórias no DNA 

(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003) que podem ser reparadas ou resultarem em 



22 
 

mutação gênica (PFUHLER et al., 2011). Ao microscópio, a imagem resultante deste teste 

lembra a figura de um cometa, com uma cabeça distinta e uma cauda proeminente, sendo que 

a cabeça é composta por DNA intacto e, a cauda, por fragmentos de DNA (KASUBA et al., 

2012). Tice; Andrews; Singh (1990), Olive; Wlodeck; Babáth (1991) e Matsumoto et al. 

(2006), têm mostrado que a sensibilidade do ensaio do cometa em detectar danos no DNA é 

compatível com outros métodos de avaliação para vários agentes.  

A primeira versão do ensaio do cometa foi realizada em pH neutro por Ostling e 

Johanson em 1984. Neste pH, somente quebras de fita dupla podiam ser detectadas. Em 1988, 

Singh et al. introduziram a versão alcalina do cometa (pH > 13), permitindo a detecção de 

quebras de fita simples, sítios álcali-lábeis e crosslinks DNA-DNA e DNA-proteínas, em 

células individuais. Como a maioria das lesões induzidas pelos agentes genotóxicos são 

quebras de fita simples e/ou sítios álcali-lábeis, a versão alcalina do ensaio do cometa oferece 

uma maior sensibilidade na identificação de agentes genotóxicos (TICE et al., 2000).  Esta 

nova versão do ensaio tornou-se uma ferramenta muito utilizada na área da genética 

toxicológica (FAUST et al., 2004), possibilitando a avaliação de danos genéticos in vivo e in 

vitro em uma grande variedade de células (ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999, TICE et al., 

2000, KASSIE; PARZEFALL; KNASMÜLLER, 2000, PANDEY et al., 2009).  

O ensaio do cometa não detecta mutações e sim danos no DNA que podem ou não 

resultar em mutações, após serem processadas pelas enzimas de reparo (GONTIJO; TICE, 

2003). 

Basicamente, a técnica do cometa consiste em embeber uma suspensão celular em gel 

de agarose sobre uma lâmina, lisar as células por meio de detergentes e soluções salinas em 

altas concentrações, e tratá-las com soluções alcalinas para permitir o desenovelamento do 

DNA e a liberação dos fragmentos existentes que migrarão para o pólo positivo, durante a 

eletroforese. Após a eletroforese, as lâminas são mergulhadas em solução de neutralização e 

em seguida, coradas com corantes fluorescentes que se ligam ao DNA, como o brometo de 

etidio (FAUST et al., 2004).   

Na lise celular, as membranas (citoplasmática e nuclear), o citoplasma e o 

nucleoplasma são removidos, os nucleossomos são desfeitos e quase todas as histonas são 

solubilizadas. O que resta das células é chamado de nucleóide e consiste de uma matriz 

nuclear composta de DNA, RNA e proteínas (COLLINS, 2004). Durante a eletroforese (em 

pH alcalino), os fragmentos de DNA diretamente induzidos pelos agentes genotóxicos ou 

formados por sítios de reparo transitórios (MOLLER, 2006), migram para o pólo positivo da 

cuba, devido a sua carga negativa. Quando submetido à eletroforese, a aparência do nucleóide 
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assemelha-se a de um cometa, apresentando uma cabeça (onde encontra-se o DNA não 

lesado) e uma cauda (formada pelos fragmentos de DNA arrastados para o ânodo durante a 

eletroforese) (TICE, 1995).  

A análise das lâminas do cometa pode ser feita visualmente ou por meio de softwares 

de análise de imagem. A análise visual pode ser feita de quatro maneiras distintas: a. 

contabilização de nucleóides com e sem cauda; b. classificação dos nucleóides em classes de 

migração (de 0 a 4 ou de 1 a 5, sendo que o “0” ou o “1” representam ausência de danos e o 

“4” ou “5” representam a quantidade máxima de danos induzidos) e obtenção de escore 

(multiplicação do número da classificação do cometa pela quantidade de cometa em cada 

classe); c. comprimento do cometa ou da cauda (com auxílio de uma régua ocular acoplada ao 

microscópio ou de fotografias para análise); d. razão do comprimento do cometa pelo 

diâmetro perpendicular da cabeça do cometa. Por meio de analisadores de imagem, os 

cometas podem ser analisados também de quatro maneiras distintas: a. comprimento do 

cometa ou da cauda; b. porcentagem de DNA na cauda; c.tail moment (ou momento da 

cauda), que é uma relação entre o comprimento da cauda e a quantidade (%) de DNA que 

migrou; d. área do cometa (GONTIJO; TICE, 2003). 

Quanto maior os danos induzidos no DNA analisado, maior é a cauda do cometa. 

Assim, células apresentando nenhum ou pouco dano apresentam similaridade com os 

nucleóides, ou seja, ausência de cauda (TICE, 1995). Quando a migração do DNA é reduzida, 

ocorrendo em níveis menores do que o observado para o controle negativo, pode-se deduzir 

que houve indução de crosslinks (lesões relacionadas a eventos de mutagênese). Quando a 

migração do DNA é elevada, pode-se deduzir que houve indução de quebras na fita do DNA 

ou de sítios álcali-lábeis. Ainda, eventos de reparo do DNA por excisão de bases também 

podem resultar em elevada migração do DNA (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). 

Células mortas ou em processo de morte apresentam uma imagem típica no ensaio do 

cometa. Estas células resultam em cometas com uma cabeça pequena ou inexistente e uma 

cauda grande e difusa, contendo quase todo o DNA do nucleóide (BRENDLER-SCHWAAB 

et al., 2005). 

O ensaio do cometa é uma técnica rápida e sensível para detecção de danos primários 

no DNA. Comparado com outros testes de genotoxicidade, o teste do cometa apresenta 

vantagens pelo curto período de tempo necessário para concluir o experimento, pela 

necessidade de um pequeno número de células por amostra e pela sensibilidade na detecção 

de baixos níveis de danos no DNA (TICE et al., 2000). Ainda, a análise dos danos no DNA é 
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menos subjetiva do que as de outros ensaios de genotoxicidade, tem alto poder estatístico e 

pode ser automatizada (LEE; KWON; CHUNG, 2003). 

Apesar destas vantagens, este teste não detecta danos como aneuploidia, rearranjos 

cromossômicos, mau-reparo do DNA ou adutos de DNA (LEE; KWON; CHUNG, 2003). Os 

danos primários detectados podem, também, ser corretamente reparados e não resultarem em 

alterações genéticas permanentes (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). Contudo, as lesões 

detectadas pelo ensaio do cometa, por serem lesões iniciais induzidas por agentes 

genotóxicos, fazem com que este ensaio seja cada vez mais utilizado como um biomarcador 

de exposição (LEE; KWON; CHUNG, 2003). 

Algumas aplicações do ensaio do cometa incluem o monitoramento ecológico (por 

meio da utilização de organismos biosensores como, por exemplo, os mexilhões, as minhocas 

e pequenos roedores), testes de triagem química e estudos em humanos (biomonitoramento, 

estudos nutricionais e diagnóstico de doenças genéticas) (COLLINS, 2004). Segundo 

Hartmann et al. (2003), o ensaio do cometa é considerado um teste padrão dentre a bateria de 

testes utilizados para avaliar a segurança de novos medicamentos ou outros químicos. 

Ainda, segundo Moller (2006), o ensaio do cometa tem sido aplicado no estudo da 

genética toxicológica, da ecotoxicologia, do reparo do DNA e da apoptose. De acordo com 

este mesmo autor, novas aplicações do ensaio do cometa incluem a detecção de crosslinks 

DNA-DNA e de danos em genes específicos, por meio da técnica de hibridização in situ 

fluorescente (cometa-FISH). Além disso, uma modificação no ensaio do cometa pode ser 

realizada para medir a atividade de reparo em células portadoras de lesões oxidativas no 

DNA. 

A introdução de enzimas que reconhecem um tipo particular de dano, torna o ensaio 

do cometa uma técnica mais específica e sensível. Enzimas como a endonuclease III, a 

formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG), a T4 endonuclease V e a Alk A são exemplos 

de proteínas que atuam em locais específicos do DNA, causando quebras adicionais e 

aumentando a intensidade da cauda do cometa. Particularmente, a endonuclease III e a FPG 

são enzimas utilizadas com frequência para detecção de danos oxidativos no DNA 

(COLLINS, 2004). A atuação enzimática ocorre logo após a lise celular. A enzima é colocada 

sobre a lâmina contendo os nucleóides embebidos em agarose e incubada na temperatura 

ótima da enzima (GONTIJO; TICE, 2003). 

Uma vez que as quebras detectadas pelo ensaio do cometa normalmente são reparadas 

em um curto período de tempo antes de se fixarem como uma mutação, recomenda-se que 



25 
 

outros testes bem estabelecidos sejam realizados juntamente com este ensaio, para a 

determinação dos efeitos genotóxicos de um determinado composto (FAUST et al., 2004). 

 

3.3.3.2 Teste do MN in vitro 

O teste do micronúcleo possibilita uma detecção rápida dos danos causados no 

material genético de organismos expostos a químicos ambientais (VALENTIN-SEVERIN et 

al., 2003). Este teste apresenta vantagens pela simplicidade de análise dos resultados e pela 

possibilidade de aplicação em qualquer população celular em proliferação (HAYASHI et al., 

1998). 

Segundo Salvadori; Ribeiro; Fenech (2003), até bem recentemente, a avaliação de 

danos cromossômicos induzidos por agentes genotóxicos era comumente realizada por testes 

de AC em células metafásicas. No entanto, este ensaio requeria pessoal altamente treinado e 

consumia muito tempo para a análise das metáfases. O desenvolvimento do teste do MN in 

vitro veio, então, como uma alternativa ao teste de AC. 

Os MN se originam de fragmentos cromossômicos ou cromatídicos acêntricos ou de 

cromossomos inteiros que não foram incluídos no núcleo da célula, ao final da telófase, 

devido a sua incorreta ligação com as fibras do fuso mitótico durante a segregação na anáfase 

(MATEUCA et al., 2006; FENECH, 2007; FENECH, 2010). Os cromossomos perdidos ou os 

fragmentos cromossômicos são eventualmente envolvidos por uma membrana nuclear, 

formando estruturas morfológica (FENECH et al., 2011) e ultraestruturalmente semelhantes 

(SCHIFFMANN; DEBONI (1991) ao núcleo principal da célula, porém de menor tamanho 

(FENECH et al., 2011). 

Para que um MN seja classificado como tal, ele deve possuir um diâmetro entre 1/16 e 

1/3 do diâmetro do núcleo principal; não ser refringente; não estar conectado e nem 

sobreposto ao núcleo principal; e apresentar a mesma intensidade de coloração que o núcleo 

principal da célula (FENECH, 2000). 

Os fragmentos cromossômicos acêntricos que originam os MN podem ser resultantes 

de quebras diretas na dupla fita de DNA que não foram reparadas (HARTLERODE; 

SCULLY, 2009, O’DONOVAN; LIVINGSTON, 2010); ou de eventos simultâneos de reparo 

por excisão de bases danificadas ou incorporadas erroneamente no DNA, causando quebras na 

dupla fita (DIANOV et al., 1991, FENECH; CROTT, 2002, BULL; FENECH, 2008 ); ou de 

fragmentos cromossômicos resultantes de quebras de pontes nucleoplasmáticas 

(HOFFELDER et al., 2004). Estudos realizados in vitro, em tempo real, por Hoffelder et al., 

2004, SHIMIZU et al., 2005), têm mostrado que as pontes anafásicas podem quebrar-se em 
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mais de uma região durante a anáfase e dar origem à fragmentos cromossômicos acêntricos 

que eventualmente podem se transformar em MN. 

As perdas cromossômicas podem ser originadas: 1) pela hipometilação da citosina em 

sequências repetidas na região centromérica e pericentromérica do cromossomo. A montagem 

das proteínas do cinetócoro nos centrômeros geralmente é afetada pelo estado da metilação da 

citosina e pela metilação das histonas. No caso das histonas, a integridade da heterocromatina 

pode interferir tanto na ligação microtúbulos-cromossomo como na percepção da correta 

tensão entre as conexões microtúbulo-cinetocoro (PIRONON; PUECHBERTY; ROIZES, 

2010, SCHUELER; SULLIVAN, 2006, XU et al., 1999, GIENI; CHAN; HENDZEL, 2008, 

SUZUKI; FUJII; AYUSAWA, 2002, GUTTENBACH; SCHMID, 1994, HEIT et al., 2009); 

2) por defeitos na maquinaria do fuso mitótico; 3) defeitos nos pontos de checagem da mitose; 

4) pela amplificação anormal dos centrossomos (GISSELSSON, 2008, ZYSS; GERGELY, 

2009). 

Distúrbios na maquinaria mitótica podem ser decorrentes de ligações covalentes ou 

não-covalentes de certos compostos com as tubulinas do fuso, podendo levar à uma formação 

defeituosa destas proteínas e, consequentemente, a um mau-funcionamento do aparato 

mitótico (EPE et al., 1990). Além das tubulinas, os agentes que causam perdas 

cromossômicas também podem alterar as proteínas do cinetócoro, tornando-os não funcionais 

e levando a defeitos na segregação cromossômica (KIRCHNER et al., 1993, HANDO; 

NATH; TUCKER, 1994, ECKERT; STOPPER, 1996). Segundo vários autores 

(PEDEUTOUR et al., 1994, PHILIPPE et al., 1993, SAWYER et al., 1995), a instabilidade 

genética também pode causar o aparecimento de MN por perdas cromossômicas. Células com 

cariótipos instáveis tendem a desenvolver um cariótipo mais estável, pelo menos em parte, 

pela eliminação de cromossomos através da formação de MN (STOPPER; MÜLLER, 1997; 

FERNANDES et al., 2009). 

O modo de ação de um composto, em alguns casos, pode ser indicado pela observação 

do tamanho dos MN. No caso da presença de fragmentos cromossômicos dentro dos MN, o 

agente é denominado clastogênico e os MN induzidos são relativamente pequenos. Se o MN 

for constituído por cromossomos inteiros, então o agente é denominado aneugênico e esses 

MN apresentam tamanhos relativamente grandes. No entanto, a determinação da ação de um 

composto, em clastogênico ou aneugênico, pela análise do tamanho do MN não é muito 

confiável e nem decisivo na maioria dos casos (YAMAMOTO; KIKUCHI, 1980). Segundo 

Fenech (2011), o uso do tamanho do MN para discriminar a ação aneugênica ou clastogênica 

de um composto não é recomendado em células humanas ou outros tipos celulares que 
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apresentam heterogeneidade quanto ao tamanho de seus cromossomos, pois um MN de 

tamanho pequeno pode conter tanto um fragmento de um cromossomo grande quanto um 

cromossomo pequeno inteiro.  

Estudos sobre o conteúdo cromossômico nos trazem informações importantes sobre o 

destino dos MN após a sua formação. Segundo estudos realizados por Leach; Jackson-Cook 

(2004), os cromossomos presentes no MN podem funcionar como uma entidade extra-nuclear 

independente, com capacidade de replicação e, possivelmente, com capacidade de 

desempenhar outras funções celulares. Geralmente, quando o MN é formado por um conteúdo 

cromossômico não funcional ou que não pode se replicar devido a ausência de componentes 

nucleares necessários, eles são expulsos da célula. De acordo com Gustavino et al. (1994), se 

o MN contém um cromossomo inteiro e a síntese de DNA dentro do MN é sincrônico com a 

síntese de DNA no núcleo principal, então é possível que o cromossomo contido dentro do 

MN se reintegre ao genoma nuclear, no próximo evento de divisão celular. Quando esta 

reintegração ocorre com sucesso, o resultado é uma célula normal, não danificada 

(STOPPER; MÜLLER, 1997). 

Outra informação interessante obtida pelo teste do MN é que, por meio da análise do 

tempo transcorrido entre a exposição das células a um agente genotóxico e o aparecimento do 

MN, pode-se relacionar a sensibilidade de determinada fase do ciclo celular ao tipo de dano 

induzido pelo agente (STOPPER et al., 1994). Distúrbios na formação do fuso mitótico, por 

exemplo, leva a um rápido aparecimento do MN, enquanto que danos na fase G1 do ciclo 

celular levam a um aparecimento tardio de MN nas células (FENECH; NEVILE, 1992). 

Stopper e Müller (1997) observaram o aparecimento de MN em um período de 5 horas após a 

exposição das células ao agente aneugênico vimblastina, enquanto que o aparecimento do 

MN, frente à exposição ao agente clastogênico EMS, apareceu somente após um período de 

20 horas. 

O teste do MN tem sido um dos métodos mais utilizados na avaliação de danos 

cromossômicos, devido à possível detecção de quebras e de perdas cromossômicas 

(FENECH, 2006; FENECH et al., 2003). A perda de cromossomos e a não disjunção 

cromossômica são eventos chave no desenvolvimento do câncer e do envelhecimento 

(FENECH, 2000). Desta forma, o ensaio do MN realizado com células humanas tem se 

tornado um dos testes citogenéticos padrão nos estudos de toxicologia. Além disso, esse 

ensaio tem sido aplicado em diversas áreas biológicas e da saúde e na identificação do 

potencial genotóxico de novos produtos farmacêuticos, agrotóxicos e agentes físicos em geral 

(KIRSCH-VOLDERS, 1997). 
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Uma vez que os MN são expressos em células que completaram um ciclo de divisão 

celular, as células que não se proliferam ou que possuem uma cinética de divisão mal 

estabelecida ou mal controlada, não são indicadas para a realização do teste do MN. Além 

disso, os índices de divisão celular, tanto in vivo, quanto in vitro, diferem entre as células de 

acordo com variações fisiológicas, genéticas e de micronutrientes (FENECH, 2000). Para 

assegurar que as células analisadas no teste do MN já tenham passado por um ciclo de divisão 

celular, o teste é comumente realizado com a adição de citocalasina B, uma enzima 

bloqueadora da divisão citoplasmática, mas não da divisão nuclear.  

O teste do MN com bloqueio da citocinese (MNBC), pela citocalasina B, em células 

de mamíferos, constitui, atualmente, uma técnica citogenética bastante conhecida para 

quantificar os danos induzidos no DNA das células por compostos químicos e misturas 

complexas (FENECH, 2000). O uso da citocalasina B foi proposto por Fenech; Morley 

(1985), no teste do MN in vitro, para bloquear a divisão citoplasmática, mas não a divisão 

nuclear da célula, resultando em células binucleadas. Assim, é observado um acúmulo de 

células binucleadas, independente do grau de sincronia e da proporção de células em divisão 

(SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003). A citocalasina B inibe a polimerização da 

actina, que é requerida para a formação do anel contráctil que induz a contração do citoplasma 

e a subsequente clivagem da célula em duas células filhas (CARTER, 1967).  

Uma vez que no teste do MNBC a contagem dos MN é restrita às células binucleadas 

que já se dividiram e, que, portanto, podem expressar os MN, ele é o método preferido para 

avaliar a presença de MN em células humanas ou de outros mamíferos (FENECH, 2000). 

Quando a contagem dos MN é restrita às células binucleadas, os efeitos causados por uma 

cinética de divisão celular alterada são contornados. Problemas na cinética da divisão celular 

constitui uma das maiores variáveis no protocolo de testes que não diferenciam as células que 

não se dividem e, portanto, não podem expressar MN, daquelas que se dividem e podem 

expressá-los (FENECH, 1997, FENECH, 2000). 

O MNBC tem sido utilizado com sucesso na detecção de disfunções celulares e 

nucleares, in vitro ou in vivo, decorrentes dos efeitos do envelhecimento, da deficiência ou 

excesso de micronutrientes, da exposição a compostos genotóxicos e de problemas na 

manutenção do genoma. Estudos recentes apontam também a utilização deste teste em áreas 

emergentes da nutrigenômica e toxicogenômica, uma vez que o estado nutricional também 

está relacionado com a sensibilidade aos compostos genotóxicos exógenos (BEETSTRA, et 

al., 2005). 
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Apesar do teste do MN indicar a ocorrência de danos no DNA, ele não fornece 

informação específica a respeito do tipo de dano sofrido pelas células. Desta forma, têm sido 

utilizadas, em associação com o teste do micronúcleo, técnicas de detecção de regiões 

específicas do DNA, como a técnica de hibridação in situ, que evidencia os centrômeros dos 

cromossomos e possibilita o conhecimento da origem da formação do micronúcleo. Com essa 

ferramenta, pode-se classificar as substâncias químicas, quanto ao tipo de ação que exercem 

sobre o material genético dos organismos, em aneugênicas ou clastogênicas. 

 

3.3.3.3 Hibridização In Situ Fluorescente (FISH) 

Sumariamente, a técnica de hibridização in situ tem por finalidade localizar uma 

determinada sequência de nucleotídeos dentro de uma célula interfásica ou metafásica e 

também identificar alterações cromossômicas estruturais e numéricas (HOVHANNISYAN, 

2010), de maneira rápida em diferentes tipos celulares (EASTMOND; SCHULER; RUPA, 

1995). Esta técnica complementa a citogenética convencional, criando uma ponte entre a 

citogenética e a genética molecular (KWASNY et al., 2012).  

O princípio da técnica consiste em desnaturar a dupla fita de DNA, geralmente por 

meio de temperaturas próximas de 70-80 ºC e, posteriormente, renaturá-la a uma temperatura 

de 37º C. Se, durante a renaturação do DNA cromossômico, houver várias cópias da sonda 

específica disponível no meio, estas cópias das sondas complementares competirão com as 

fitas de DNA e poderão ser hibridizadas in situ (GUERRA, 2004). Basicamente, o ensaio 

compreende o pré-tratamento das lâminas com RNAse, desidratação por etanol, lavagens em 

solução tampão, desnaturação térmica da sonda e dos cromossomos alvo presentes na lâmina 

(para que ocorra a hibridização das sequências complementares) e lavagens pós-hibridização 

(para remoção das sondas não pareadas ou pareadas inespecificamente). Os sinais de 

hibridização são analisados em microscopia e, assim, as sequências alvo, associadas à sonda, 

podem ser identificadas (KWASNY et al., 2012). Quando a técnica de hibridização in situ é 

feita utilizando-se fluorocromos para marcar a sonda, ela é denominada de FISH (Fluorescent 

In situ Hybridization) (GUERRA, 2004). 

Na técnica de FISH, os tipos de sondas mais conhecidas são as de sequências 

repetitivas organizadas em tandem, como as sondas de DNA satélite, DNA ribossômico 5S e 

45S, DNA telomérico e DNA centromérico. Além destas, há também sondas repetitivas 

dispersas ao longo dos cromossomos, geralmente relacionadas aos elementos transponíveis. 

Sondas de sequências únicas ou de poucas cópias também podem ser utilizadas para localizar 

sequências específicas no DNA.  Outro tipo de sonda também bastante utilizada é a de ácido 
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nucleico peptídico (PNA). Elas são sondas sintéticas análogas ao DNA, no qual as bases são 

ligadas por meio de pontes de carbonil metileno às unidades repetitivas de N-(2-

aminoetil)glicina (PELLESTOR et al., 2004). Devido à ausência de grupos fosfatos 

eletricamente carregados, os duplex PNA-DNA, quando usada na técnica de FISH, possuem 

uma estabilidade aumentada (SHAPOSHNIKOV; FRENGEN; COLLINS, 2009). 

A maioria das sondas já se encontra comercialmente disponível. Sondas que não estão 

disponíveis comercialmente podem ser preparadas por meio de técnicas padrões de biologia 

molecular (SHAPOSHNIKOV; FRENGEN; COLLINS, 2009). 

Para que a região do DNA-alvo seja detectada pela FISH, a sonda pode ser marcada 

diretamente com fluorocromos (corantes fluorescentes), ou indiretamente com uma molécula 

marcadora (como a biotina e a digoxigenina), acoplada a um dos nucleotídeos da sonda, que, 

posteriormente, é reconhecida por anticorpos ligados a uma enzima ou a um fluorocromo 

(GUERRA, 2004). 

 As sequências altamente repetitivas das regiões centroméricas e pericentroméricas, 

podem ser específicas o suficiente para permitir o desenvolvimento de sondas capazes de 

reconhecer individualmente quase todos os cromossomos humanos. Essas sondas de DNA 

satélite (�-satélite ou alfóide) estão disponíveis comercialmente e são marcadas diretamente 

com fluorocromos (TYLER-SMITH; WILLARD, 1993). O reconhecimento de regiões 

centroméricas, por meio de sondas específicas, trouxe a possibilidade de se utilizar núcleos 

interfásicos para a identificação de cromossomos, a partir do número de centrômeros, 

permitindo também, uma avaliação rápida e eficiente da presença de alterações numéricas 

(VIANNA-MORGANTE, 2004). 

 Segundo Zeljezic; Mladinic (2011), um estudo realizado por Bolognesi et al. (2004) 

foi um dos primeiros a utilizar a técnica de FISH, com sonda pan-centromérica para todos os 

cromossomos humanos, para avaliar a origem dos MN induzidos por misturas de agrotóxicos 

(organofosfatos, organoclorados, carbamatos, benzimidazoles, tioftalimides, piretroides e 

bupirimato) em floriculturistas. Os autores encontraram que a maioria dos MN observados na 

análise era composta por cromossomos inteiros. Segundo Parry et al. (1996) e Harkönen 

(2005), uma quantidade significante de agrotóxicos interage com os componentes do ciclo de 

divisão celular dos organismos alvo, podendo levar a aneuploidias. 

A técnica de FISH tem sido muito utilizada na genética toxicológica, em combinação 

com o ensaio do cometa e o teste do MN. Por meio destas combinações de técnicas, a 

identificação de certos tipos de aberrações cromossômicas é feita com maior eficiência, 

proporcionando uma avaliação mais sensível e adequada dos efeitos induzidos pelos agentes 
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mutagênicos, levando a um melhor entendimento das estruturas biológicas envolvidas 

(HOVHANNISYAN, 2010). De acordo com Albertini et al. (2000), o ensaio do cometa, o 

teste do MN e a técnica de FISH foram apresentados no Programa Internacional em 

Segurança Química (IPCS) como as técnicas mais utilizadas na genética toxicológica para o 

monitoramento dos efeitos genotóxicos de carcinógenos em humanos. 

Com o teste do MN, a FISH possibilita visualizar o conteúdo do MN e caracterizar o 

agente indutor do dano em aneugênico (indutor de perdas cromossômicas) ou clastogênico 

(indutor de quebras cromossômicas), dependendo se dentro do MN existe um ou mais 

cromossomos inteiros ou apenas fragmentos cromossômicos acêntricos (KIRSCH-VOLDERS 

et al., 2002). Além disso, com a FISH, pode-se determinar o envolvimento de cromossomos e 

de fragmentos específicos na formação do MN. A detecção do efeito aneugênico ou 

clastogênico de um composto é mais precisa quando é feita com a utilização de sondas 

centroméricas ao invés da utilização de anticorpos anti-cinetocóricos (SCHULER; RUPA; 

EASTMOND, 1997), pois os MN podem ser formados por cromossomos inteiros, mas que 

não apresentam cinetócoro íntegro e, consequentemente, não apresentam sinal ao microscópio 

de fluorescência (HANDO; NATH; TUCKER, 1994, HANDO et al., 1997, NATH, 

TUCKER, HANDO, 1995). A identificação do centrômero tem sido usada com sucesso em 

vários estudos in vivo e in vitro para examinar o conteúdo do MN, sendo que a FISH tem sido 

aplicada na maioria deles (NORPPA; FALCK, 2003). 

As sondas utilizadas no teste do MN incluem aquelas que fazem o reconhecimento de 

centrômeros, de outras regiões específicas dos cromossomos e de cromossomos inteiros 

(HOVHANNISYAN, 2010). A sensibilidade de diferentes cromossomos a diferentes agentes 

genotóxicos pode ser avaliada pela utilização de sondas centroméricas específicas para cada 

cromossomo. Além disso, a utilização de sondas cromossomo-específicas também permite 

detectar eventos de não-disjunção cromossômica, onde uma célula filha torna-se trissômica e 

a outra, monossômica (PARRY et al., 2002).  

Alguns autores demonstraram que podem ocorrer dois ou mais sinais centroméricos 

dentro de um MN (CATALAN et al., 1995, 1998; HANDE; BOEI; NATARAJAN, 1996; 

BAKOU et al., 2002; ANDRIANOPOULOS; STEFANOU; DEMOPOULOS, 2006). 

Segundo Eastmond; Schuler e Ruppa (1995), os MN contendo dois sinais centroméricos 

indicam que seu conteúdo pode ser formado tanto pelas duas cromátides de um cromossomo 

duplicado, como por dois cromossomos distintos. Neste último caso, a FISH com sonda de 

DNA pan-centromérica não distingue um cromossomo duplicado de duas cromátides não-

homólogas (IARMARCOVAI; BOTTA; ORSIÈRE, 2006). 
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A análise do conteúdo cromossômico de MN induzidos espontaneamente em linfócitos 

de mulheres normais indicou que a maioria dos MN é formada por um único cromossomo 

resultante de atraso durante a divisão celular (LEACH; JACKSON-COOK, 2001). Ainda, este 

estudo mostrou que todos os 23 cromossomos podem estar presentes no MN, embora o 

cromossomo X apareça mais frequentemente. 

De acordo com a OECD (2007), diversas linhagens celulares são indicadas para a 

realização do teste do MN in vitro. Dentre elas, as células de hamster chinês, como as CHL, 

CHO e V79 são as mais indicadas em testes de genética toxicológica para fins industriais. 

Mas para determinar a aneugenicidade de um composto com o auxílio da técnica de FISH, as 

linhagens celulares humanas são as mais indicadas, devido à grande disponibilidade de sondas 

de DNA humano. As linhagens celulares de hamster chinês são inapropriadas para detecção 

de aneugenicidade, devido à indisponibilidade de sondas específicas (HASHIMOTO et al., 

2010). 

A identificação dos efeitos aneugênicos ou clastogênicos nos diz quais compostos 

interagem diretamente com o DNA e quais causam instabilidade genômica por danificar 

estruturas proteicas, resultando em má-segregação cromossômica com consequente perda e 

aneuploidia (ZELJEZIC; MLADINIC, 2011). 

No ensaio do cometa, a FISH possibilita avaliar a extensão dos danos no DNA em 

células individuais e localizar quais regiões estão sendo danificadas pelo agente genotóxico, 

por meio da visualização de sinais fluorescentes na cauda do cometa ou pela observação da 

fragmentação dos sinais (SHAPOSHNIKOV; FRENJEN; COLLINS, 2009). Diferente do 

cometa padrão, no cometa-FISH o processo de desnaturação da sonda e do DNA ocorre por 

meios químicos, em soluções alcalinas, uma vez que é impossível realizar uma desnaturação 

por altas temperaturas em cometas fixados em agarose com baixo ponto de fusão (SANTOS; 

SINGH, NATARAJAN, 1997).  

O ensaio do cometa padrão reflete os danos ocorridos no DNA total de células 

individuais. Quando a FISH é acoplada a este ensaio, ela permite, também, a análise de danos 

e reparo em diferentes genes, cromossomos e regiões cromossômicas específicas, que podem 

ser relevantes para a indução de várias doenças, além da visualização de loci genômicos, da 

elucidação de mecanismos de formação dos cometas e do entendimento da organização do 

DNA dentro dos cometas (SANTOS; SINGH, NATARAJAN, 1997).  

A posição das marcações fluorescentes no cometa indica se a sequência de interesse 

encontra-se localizada na porção não danificada do DNA (cabeça) ou na região onde estão os 

fragmentos de DNA (cauda). O reposicionamento da cauda para a cabeça do cometa, de sinais 
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gene-específicos durante o período de incubação, sugere atividade de reparo das lesões, 

dentro e no entorno do lócus de interesse (SHAPOSHNIKOV; FRENGEN; COLLINS, 2009). 

Com a identificação de sequências específicas na cauda do cometa, é possível reconhecer 

também os sítios de ação de agentes genotóxicos presentes no ambiente (HOVHANNISYAN, 

2010). Segundo Rapp et al. (2000), a sensibilidade e a reprodutibilidade da FISH, aplicada 

conjuntamente à técnica do cometa, produz resultados comparáveis àqueles obtidos em 

células metafásicas, preparadas com técnicas de citogenética molecular. 

No cometa-FISH, o nível de danos e reparos no DNA, em domínios específicos, pode 

ser expresso como a porcentagem de sinais de fluorescência presentes na cabeça e na cauda 

do cometa (SPIVAK; COX; HANAWALT, 2009). No entanto, a análise dos cometas, neste 

tipo de ensaio, não é facilmente automatizada, como normalmente ocorre no ensaio do cometa 

padrão. De acordo com Shaposhnikov, Frengen e Collins (2009), os sinais dentro do cometa 

são complexos e variam de célula para célula. Além disso, a posição e orientação dos sinais 

dentro do cometa, e mesmo entre os sinais, são observações importantes, sujeitas às diferentes 

interpretações humana. A dificuldade na análise do cometa-FISH está associada à distribuição 

espacial das preparações. Enquanto que na FISH padrão as células estão fixadas ou adsorvidas 

em lâminas de microscopia, possibilitando uma visualização bidimensional das estruturas, na 

FISH associada à técnica do cometa, os cometas exibem um padrão tridimensional. Embora a 

organização 3-D do DNA nos cometas reflita a organização real da cromatina nas células 

vivas, ela dificulta o processo de visualização e contagem dos sinais (SHAPOSHNIKOV; 

FRENGEN; COLLINS, 2009). 

Um exemplo prático da aplicabilidade do cometa-FISH, em ensaios ecotoxicológicos, 

pode ser encontrado no trabalho de Mladinic et al. (2012), onde os autores verificaram que as 

regiões do DNA contendo os genes reguladores do ciclo mitótico c-Myc (gene supressor de 

tumor) e TP53 (proto-oncogene) foram danificados (ou seja, migraram para a cauda do 

cometa), quando linfócitos humanos foram expostos, in vitro, a baixas concentrações dos 

agrotóxicos terbuthylazine e carbofuran.  

Além da sua aplicação em ensaios toxicológicos, para avaliação da fragilidade de 

sequências específicas de DNA aos agentes genotóxicos, o cometa-FISH também é utilizado 

na elucidação de muitos aspectos a respeito da formação do cometa. Sobre a migração das 

fitas complementares de DNA para a cauda do cometa, McKenna et al.(2003) concluíram que 

ambas as fitas migram para a cauda, mas de maneira independente, mesmo nos casos em que 

uma das fitas é quebrada e a fita complementar se mantém intacta. Já a questão sobre a 

migração de sequências específicas para a cauda do cometa foi elucidada por Shaposhnikov, 
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Frengen e Collins (2009), Bock et al. (1999) e por McGlynn et al. (1999). Em diferentes 

ensaios, os autores verificaram que, além da presença de quebras, a natureza do dano e a 

organização da cromatina também determinam a migração de sequências particulares de DNA 

para a cauda do cometa. O material genético localizado próximo e associado à matriz nuclear, 

como as regiões de replicação do DNA, por exemplo, não migram para a cauda em ensaios 

alcalinos. Além disso, os fragmentos cromossômicos pobres em genes são mais 

frequentemente encontrados na cauda dos cometas, em comparação às regiões ricas em genes. 

Esta observação sugere que os cromossomos com alta densidade gênica são mais resistentes 

aos agentes genotóxicos. 

No presente estudo, o inseticida imidaclopride e o herbicida sulfentrazona foram 

avaliados, isoladamente e em mistura, para avaliar a possível interação destes dois 

agrotóxicos em diferentes sistemas teste e verificar a indução de efeitos citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos nos organismos expostos. Uma vez que o inseticida estudado pode 

ser aplicado tanto na cana planta (para o combate de cigarrinhas), quanto sobre os toletes de 

cana (sementes/colmo) no sulco de plantio antes de sua cobertura com o solo (para o combate 

de cupins) e o herbicida é aplicado na planta pré-emergente, a interação destes dois 

agrotóxicos pode ocorrer na planta pela aplicação em um mesmo momento (na cana ainda em 

soca) ou em momentos distintos, podendo, neste caso, interagir no ambiente pela mobilidade 

e persistência que os dois agrotóxicos apresentam. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Materiais 

4.1.1 Agrotóxicos  

Neste trabalho, foram testados o herbicida Boral® (50% pureza, adquirido da FMC 

Agricultural Products) e o inseticida Evidence® (48% pureza, adquirido da Bayer S/A). Para 

os dois agrotóxicos, foram preparadas três diferentes concentrações para os ensaios com A. 

cepa e HepG2 e cinco diferentes concentrações para o teste de Ames. A maior concentração, 

para ambos os agrotóxicos, foi baseada na concentração de campo sugerida para uso em 

cultura de cana-de-açúcar e, a partir delas, foram realizadas diluições subsequentes em água. 

A concentração do inseticida imidaclopride usada em campo é de 7,5 mL/L e a do herbicida 

sulfentrazona é de 12 mL/L. 

 Inicialmente, as concentrações propostas para o estudo do herbicida seriam 12 mL/L, 

1,2 mL/L e 0,12 mL/L. Nos ensaios com A. cepa, a concentração de campo do herbicida 

induziu a morte das células e, assim, novos testes foram realizados com concentrações 

menores, a fim de encontrar a maior concentração não citotóxica para estas células. As 

concentrações testadas foram: 6 mL/L, 5 mL/L, 4 mL/L, 3 mL/L e 2 mL/L. Os resultados 

(dados não apresentados), mostraram que as concentrações abaixo de 3mL/L seriam indicadas 

para os testes de mutagenicidade e genotoxicidade, por não induzirem taxas significativas de 

morte celular e nem diminuição dos índices mitóticos. Desta forma, foi escolhida a 

concentração de 2,4 mL/L, por esta estar entre a concentração de 3 mL/L e 2 mL/L e ser 

correspondente ao dobro de 1,2mL/L, que seria a próxima concentração a ser testada dentre as 

concentrações inicialmente propostas neste estudo. 

 Para os ensaios realizados com as células HepG2, as concentrações escolhidas do 

inseticida e do herbicida foram aquelas que apresentaram resultados negativos de 

citotoxicidade no ensaio do MTT. 

Para o teste de Ames, as cinco concentrações testadas (quantidade necessária para 

validar o teste) não se apresentaram citotóxicas para as linhagens testadas. 

Assim, as concentrações de cada agrotóxico, de acordo com os diferentes testes 

realizados, estão apresentadas na tabela abaixo: 
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Tabela 1 - Concentrações testadas dos agrotóxicos (mL/L), nos diferentes testes realizados. 
 

 Herbicida 
(sulfentrazona) 
 

Inseticida 
(imidaclopride) 

Mistura  
(herbicida + inseticida) 

 

 

Ensaios com A. cepa 
 
 
 
 
Ensaios com HepG2 

           12       
           2,4 
           1,2       
         0,12 

 
         0,12 

                  - 
                7,5 

    0,75 
  0,075 

 
            0,075 

                   - 
             2,4 + 7,5 
             1,2 + 0,75 
           0,12 + 0,075 
 
           0,12 + 0,075          

   - 
(M1) 
(M2) 
(M3) 
 
(M1) 

            0,012           0,0075          0,012 + 0,0075         (M2) 
          0,0012         0,00075        0,0012 + 0,00075 (M3) 
     
Teste de Ames                2,4                 7,5             2,4 + 7,5                (M1) 
                1,2               0,75 1,2 + 0,75              (M2) 
              0,12             0,075 0,12 + 0,075          (M3) 
            0,012           0,0075 0,012 + 0,0075      (M4) 
          0,0012         0,00075 0,0012 + 0,00075  (M5) 

 

4.1.2 Controles positivos 

Para os diferentes testes, foram utilizados controles positivos específicos: 

- Metilmetano sulfonato (MMS) (Sigma-Aldrich, CAS No 66-27-3), na concentração de 10 

mg/L, nos testes realizados com Allium cepa, e na concentração de 4x10-2M, nos testes do 

MN e ensaio do cometa realizados com as células HepG2;  

- Triton X-100 (Merck, CAS No 9036-19-5), 1%, para o teste do MTT, utilizando as células 

HepG2; 

- Óxido de 4-nitroquinolina (4NQO) (Sigma, CAS No. 56-57-5), na concentração de 0,05 

�g/�L, para os testes realizados com S. typhimurium na ausência de ativação metabólica;  

- 2-aminoantraceno (2AA) (Sigma, CAS No. 613-13-8), na concentração de 0,25 �g/�L, para 

os testes realizados com S. typhimurium na presença de ativação metabólica.  

O MMS foi diluído em água de osmose reversa nos testes utilizando células de A. cepa 

e em tampão fosfato salino (PBS) nos testes utilizando células HepG2. O Triton X-100 foi 

diluído em meio MEM e o 4NQO e o 2AA foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO). 

Para o desenvolvimento dos testes de Ames, com ativação metabólica, foi utilizado um 

sistema de metabolização exógeno (sistema microssomal S9, Moltox), constituído de um 

homogenato de células do fígado de rato Sprague-Dawley, pré tratado com a mistura bifenil 

policlorinada (Araclor 1254).   
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4.1.3 Organismos testes 

 Neste trabalho foram utilizados diferentes organismos testes para análise da ação 

citotóxica, genotóxica e mutagênica dos agrotóxicos Boral® e Evidence®.  

- Sementes da espécie Allium cepa (2n =16), variedade Baia Periforme, da linha Top Seed; 

- Células de hepatoma humano, linhagem HepG2 (2n = 46), gentilmente cedidas pela profa. 

Dra. Danielle Palma de Oliveira (Laboratório de Toxicologia Ambiental da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto); 

- Linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium, cedidas pela profa. Dra. Danielle 

Palma de Oliveira (Laboratório de Toxicologia Ambiental da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto). 

 

4.2 Métodos 

4.2.1 Ensaio de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade com células meristemáticas 

e F1 de Allium cepa  

Este ensaio foi realizado segundo o protocolo descrito por GRANT (1982), com 

modificações. Sementes de A. cepa foram colocadas para germinar em placas de Petri 

forradas com papel de filtro umedecido com água de osmose reversa, até as raízes atingirem 

cerca de 1 cm de comprimento. Em seguida, as radículas foram transferidas para placas 

contendo o herbicida e o inseticida nas concentrações descritas acima, por um período de 24 

horas. Decorrido este tempo de exposição, parte das radículas foi coletada e fixada e parte foi 

transferida, por 48 e 72 horas, para placas contendo água de osmose reversa, para tratamento 

de recuperação. Em seguida, as raízes foram coletadas e fixadas. A fixação foi feita em 

Carnoy (3 partes de etanol absoluto: 1 parte de ácido acético glacial – v:v) por 6 horas em 

temperatura ambiente. Após este tempo, o fixador foi substituído por um novo fixador, recém-

preparado e as radículas fixadas foram mantidas em geladeira, até o momento da confecção 

das lâminas. O controle negativo (CN) foi feito com água purificada por meio de osmose 

reversa. As radículas, previamente fixadas, foram submetidas à coloração com o reativo de 

Schiff, segundo metodologia descrita por Feulgen; Rossenbeck (1924) appud Mello; Vidal, 

(1978). Para o preparo das lâminas, as regiões meristemáticas (M) e F1 das radículas (Figura 

6) foram cobertas com lamínulas e esmagadas suavemente em uma gota de carmim acético 

2%. Em seguida, as lamínulas foram removidas em nitrogênio liquido e as lâminas foram 

montadas em resina sintética. Foram confeccionadas 20 lâminas, das quais foram analisadas 

500 células de cada uma, totalizando uma contagem de 10.000 células por tratamento para a 

avaliação de AC (teste de genotoxicidade), MN (teste de mutagenicidade), morte celular e 
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índice mitótico (testes de citotoxicidade). Para a análise de morte celular foi considerada a 

presença de células com citoplasmas vacuolizados e de volume aumentado e células com 

núcleos heteropicnóticos, condensados e/ou fragmentados (MAJNO; JORIS, 1995).  

Todos os testes com A. cepa foram feitos em duplicata. As análises das duas regiões 

das raízes foram feitas em microscopia de luz, com aumento de 400 vezes. Os dados obtidos 

foram submetidos ao teste estatístico não paramétrico de Mann-Whitney, considerando-se 

significativos os valores de p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 6 – Região meristemática (M) e região F1 de uma radícula de A.cepa  

 

 

4.2.2 Ensaios in vitro com HepG2 

As células HepG2 foram estocadas em nitrogênio líquido e cultivadas em minimal 

essential medium (MEM, Cultilab), preparado com 100 mM de piruvato de sódio (Gibco) e 

solução antibiótica/antimicótica (penicilina 10.000 U.I./mL/estreptomicina 10 mg/mL, 

Cultilab) e suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco). O cultivo celular foi feito 

câmara úmida a uma temperatura de 37 ºC e 5 % de CO2, em frascos de cultura de 25 cm2. 

Tanto para o teste do MN, como para o ensaio do cometa e da atividade da glutationa-

s-transferase, as células cultivadas foram lavadas duas vezes com PBS e tripsinizadas, por 5 

minutos, com Tripsina-EDTA 0,5 %. Em seguida, a tripsina foi inativada com meio de cultura 

completo e as células foram desassociadas por meio da sua passagem por seringa de insulina 

estéril de 1 mL. Foram separados 40 �L da suspensão celular para contagem em câmara de 

Neubauer. Após obtenção do número adequado de células para a realização de cada teste 

(5x106 células por frasco para os testes do MN e cometa e 1x106 células para o ensaio da 

glutationa-s-transferase), o material foi centrifugado, por 10 minutos, a 1.500 rpm. O 

sobrenadante foi descartado e o material foi ressuspendido com 10 mL de meio completo. 

Estas células foram mantidas em câmara úmida a 37 ºC com 5 % de CO2, por 24 horas, para 

estabilização da cultura. 
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4.2.2.1 Teste de citotoxicidade com 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide - MTT  

As células HepG2, cultivadas em frascos de cultura, foram tripsinizadas com 0,5 mL 

de tripsina 0,5 %, centrifugadas por 10 minutos a 1.500 rpm e ressuspendidas em meio MEM  

completo (com soro). Antes da centrifugação, 40 �L da suspensão celular foi aliquotada para 

a realização da contagem do número de células em câmara de neubauer. Para este ensaio são 

necessárias 1,84x106 células para uma microplaca de 96 poços.  Após a centrifugação, 100 �L 

de suspensão celular foram plaqueados em 80 poços das microplacas (cerca de 2,5x104 

células por poço). Os 16 poços restantes, correspondentes ao “branco”, não receberam células, 

apenas meio MEM completo. As microplacas foram mantidas por 24 horas em câmara úmida 

a 37 ºC com 5 % de CO2 para estabilização. Decorrido este tempo, o meio de cultura das 

placas foi descartado e foram adicionados, em cada poço, 200 �L de cada tratamento 

(herbicida, inseticida e triton - CP), diluídos em meio de cultura incompleto (sem soro). Nos 

poços referentes ao “branco” e ao CN, apenas foram adicionados 200 �L de meio incompleto. 

As placas foram incubadas por mais 24 horas. Em seguida, o meio foi descartado e as placas 

foram incubadas por 4 horas com 150 �L de MTT (Sigma, CAS No. 298-93-1) (1 mg/mL) 

por poço, diluído em meio de cultura. Após as 4 horas, o MTT foi descartado e foram 

adicionados 100 mL de DMSO estéril por poço. Imediatamente após a adição do DMSO, as 

microplacas foram submetidas ao leitor para medição espectofotômetra em filtro de 540 nm. 

Os testes foram realizados em duplicata. 

A análise dos resultados foi feita por meio da comparação estatística (Mann-Whitney 

com p<0,05) entre as absorbâncias do CN e dos tratamentos. Quanto maior o número de 

células vivas, maior o valor de absorbância, pois somente as células vivas conseguem reduzir 

o MTT (coloração amarela) nos cristais de formazan (coloração arroxeada). 

 

4.2.2.2 Teste do Micronúcleo em células binucleadas 

Este teste foi realizado segundo o protocolo descrito por Natarajan; Darroudi (1991). 

Após a estabilização das células por 24 horas em câmara úmida a 37 ºC, com 5 % de CO2, 

foram adicionados os seguintes tratamentos, por 24 horas: a) MMS (CP); b) PBS (CN), c) 

inseticida imidaclopride; d) herbicida sulfentrazona; e) mistura do inseticida imidaclopride 

com o herbicida sulfentrazona. Após os tratamentos, seguiu-se a lavagem das células por duas 

vezes com PBS e a adição de 5 mL de meio de cultura completo contendo 3 �g/mL de 

citocalasina B (Sigma), onde as células permaneceram por 28 horas (CHEQUER et al., 2009).  
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Para a colheita das células, o meio dos frascos de cultivo foi transferido para tubos de 

centrífuga e, em seguida, as células foram lavadas, duas vezes, com 5 mL de PBS e 

tripsinizadas com 500 �L de Tripsina-EDTA (0,5%), por 5 minutos. A neutralização da 

tripsina foi feita com o meio de cultura reservado. Em seguida a suspensão celular foi passada 

por uma seringa de insulina para obtenção de células isoladas e, posteriormente, centrifugada 

por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado, reservando-se apenas 0,5 mL ao 

qual foi adicionado 5 mL de citrato de sódio (0,01 %) e duas gotas de formaldeído 40 %. 

Após a homogeneização, o material foi novamente centrifugado sob as mesmas condições 

anteriormente descritas. O sobrenadante foi descartado, mantendo-se 0,5 mL, e foram 

adicionados 5 mL de metanol-ácido acético (3:1) para fixação das células. O pellet foi 

novamente ressuspendido, centrifugado e o sobrenadante descartado. O novo pellet foi 

ressuspendido com algumas gotas de fixador para a confecção das lâminas.  

Antes da confecção das lâminas para análise, estas foram lavadas e mantidas em água 

destilada a 4 °C. Em seguida, a suspensão celular foi gotejada sobre lâminas contendo um 

filme de água e, após serem secas em temperatura ambiente, estas foram coradas com Giemsa 

5%, em tampão fosfato, por 10 minutos. Foram feitas 3 réplicas por tratamento e a análise dos 

MN foi feita por meio da contagem de 2000 células binucleadas com membrana nuclear e 

citoplasmática íntegras, núcleos de tamanhos similares não sobrepostos e com o mesmo 

padrão e intensidade de coloração, totalizando 6000 células por tratamento.  

A análise de significância dos resultados foi feita pelo teste estatístico não paramétrico 

de Mann-Whitney (p<0,05). 

 

4.2.2.3 Ensaio do cometa  

Este ensaio foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Uhl; Helma; 

Knasmüller (1999, 2000), com algumas modificações. Após a estabilização das células por 24 

horas em câmara úmida a 37 ºC, com 5 % de CO2, as células foram tratadas, por 24 horas, 

com as mesmas substâncias utilizadas para o teste do MN, como descritas anteriormente. 

Após o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas com 

500 �L de Tripsina-EDTA 0,5 %  por 5 minutos. Decorrido este tempo, o processo de 

desprendimento celular com a tripsina foi interrompido pela adição de 5 mL de meio de 

cultura completo. As células foram então coletadas após centrifugação a 1500 rpm, por 5 

minutos. O sobrenadante foi descartado, reservando-se apenas 0,5 mL da solução, onde o 

pellet foi ressuspendido. 



41 
 

A viabilidade celular foi avaliada pelo método da coloração exclusiva com Azul de 

Trypan. Para isso, 20 �L de suspensão celular de cada tratamento foram misturados com 20 

�L de Azul de Trypan 0,4 % (GIBCO) e transferidos para câmara de Neubauer. Foram 

contabilizadas as quantidades de células viáveis (brancas) e inviáveis (coradas em azul devido 

à perda da integridade da membrana plasmática), presentes nos quatro quadrantes da câmara. 

Os índices de viabilidade celular foram obtidos considerando-se as porcentagens de células 

viáveis do total de células analisadas, aceitando-se o limite mínimo de 80 % de células 

viáveis, para o prosseguimento do experimento.  

Após o teste viabilidade, a solução celular foi passada por uma seringa de insulina 

estéril de 1 mL para obtenção de células isoladas. Em seguida, uma alíquota de 20 �L de 

suspensão celular foi misturada com 120 �L de agarose de baixo ponto de fusão (37 °C), em 

uma concentração de 0,5% e, rapidamente, gotejada sobre lâminas secas previamente cobertas 

com agarose de ponto de fusão normal (60 °C), 1,5 %. As lâminas (2 por réplica) foram 

cobertas com lamínula e levadas à geladeira (4 °C), por 20 minutos. Após remoção cuidadosa 

das lamínulas, as lâminas foram imersas em solução de lise gelada, recém preparada, 

contendo 89 mL de solução de lise estoque (2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de 

Tris com pH ajustado para 10 com auxílio de 8 g de NaOH, 890 mL de água destilada e 1 % 

de lauril sarcosinato de sódio), mais 1 mL de triton X-100 e 10 mL de DMSO, onde 

permaneceram por 1 hora, em geladeira, a 4 °C. 

As lâminas foram posteriormente transferidas para uma cuba de eletroforese e cobertas 

com solução tampão (pH > 13) recém preparada (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, 

preparado de uma solução estoque contendo NaOH 10 N e 200 mM de EDTA, pH 10), onde 

permaneceram por 20 minutos antes da eletroforese, para desnaturação do DNA. A corrida de 

eletroforese foi realizada a 4 °C, por 20 minutos, a uma corrente de 39 V e 300 mA (1 V/cm). 

Seguindo-se a corrida, as lâminas foram submersas em solução de neutralização (0,4 M de 

tris-HCl, pH 7,5) em três séries de 5 minutos cada, secas a temperatura ambiente e fixadas 

com etanol por 10 minutos. 

Após a fixação e secagem, as lâminas foram coradas com 50 �L de solução de 

brometo de etídio 0,002 mg/mL e cobertas com lamínula. O material foi imediatamente 

analisado em microscópio de fluorescência, com filtro de excitação de 515-560 nm e filtro de 

barreira de 590 nm, em um aumento de 400X.  

Os danos induzidos foram avaliados visualmente pela análise de cerca de 100 

nucleóides por lâmina, não sobrepostos e escolhidos aleatoriamente, totalizando 
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aproximadamente 600 nucleóides por tratamento. De acordo com o tamanho das caudas, os 

nucleóides foram classificados em quatro classes, segundo a classificação de Kobayashi et al. 

(1995), em: classe 0 - ausência de danos visíveis no DNA; classe 1 – dano pequeno; classe 2 – 

dano médio; classe 3 – dano grande. 

O escore foi obtido pela multiplicação do número de nucleóides pertencentes a cada 

classe, pelo número da classe correspondente, segundo a fórmula: 

 

 

 

onde ni é o número de nucleóides de classe i e i é classe do dano (0, 1, 2, 3). Os resultados 

obtidos para todos os tratamentos foram analisados, estatisticamente, pelo teste não 

paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05). 

 

4.2.2.4 Técnica de Hibridização In Situ Fluorescente (FISH)  

Lâminas contendo células binucleadas, previamente expostas ao herbicida, ao 

inseticida e a mistura dos dois agrotóxicos, foram fixadas em Carnoy (3 partes de etanol: 1 

parte de ácido acético) por 15 minutos, desidratadas em série alcoólica (70, 85 e 100 %) por 5 

minutos cada e secas em estufa a 37 ºC. Posteriormente, as lâminas foram tratadas com 

RNAse 100 �g/mL em 2xSSC (37 ºC, por 1 hora), com pepsina 10 �g/mL em 0,2N HCl (37 

ºC, por 20 minutos), com formaldeído 3,7 % em 1xPBD, seguida de desidratações em série 

alcoólica (70, 85 e 100 % - 5 minutos em cada concentração) e secagem em estufa a 37 ºC. 

A sonda (All Human Centromere probe, Poseidon - Kreatech Diagnostics), já marcada 

com rodamina, foi desnaturada a 90 ºC por 10 minutos, imediatamente colocada em 

temperatura de 4 ºC, por cerca de 5 minutos, e aplicada sobre as lâminas. Após serem cobertas 

por lamínulas 24x40 mm, as lâminas foram desnaturadas em placa aquecida (75 ºC), por 8 

minutos. Para que ocorresse a hibridização, as lâminas foram mantidas overnight, em câmara 

úmida, a 37 ºC. Após a hibridização, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram 

submetidas a uma solução de 0,4 x SSC/0,3 % Igepal, por 2 minutos, a 72 ºC e, em seguida, 

em 2 x SSC/0,1 % Igepal, por 1 minuto a temperatura ambiente. A contracoloração das 

lâminas foi feita pela aplicação de 10 �L de uma solução de DAPI/Vectashield. A análise foi 

feita em microscópio de fluorescência com filtros para DAPI e rodamina, em aumento de 

1.000 vezes, sendo contabilizadas as porcentagens de micronúcleos com sinal de centrômero 

(MN C+) e micronúcleos sem sinal de centrômero (MN C-). 
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4.2.2.5 Teste para detecção da atividade da Glutationa-S-Transferase  

Este teste foi realizado segundo o manual Glutathione S-Transferase Assay Kit - 

Cayman Chemical Company (2011), com adaptações descritas em Lamy et al. (2008). 

 Após a estabilização das células por 24 horas em estufa a 37 ºC, com 5 % de CO2, 

foram adicionadas, aos frascos de cultura, as diferentes concentrações do herbicida, do 

inseticida e da mistura dos dois agrotóxicos (experimento realizado em triplicata). As células 

permaneceram nestes tratamentos, em estufa a 37º C com 5 % de CO2, por 24 horas. 

Decorrido este tempo, as células foram lavadas duas vezes com PBS estéril para a retirada dos 

agrotóxicos. Em seguida, foi adicionado 1 mL de PBS novo e, com o auxílio de um raspador 

de borracha, as células foram destacadas dos frascos de cultivo para posterior centrifugação 

(10 minutos a 2.000 g, 4 ºC). Após centrifugação e descarte do sobrenadante, as células foram 

sonicadas com cerca de 500 �L de PBS gelado, em sonicador de ponta com potência de 17 %, 

por 1 segundo. Em seguida, as células foram novamente centrifugadas (16.000 g, 4 ºC por 20 

minutos) e o sobrenadante foi recolhido e estocado a -80 ºC, para posterior leitura da 

atividade enzimática. Para a leitura, 20 �L do sobrenadante de cada amostra foram misturados 

com 20 �L de glutationa reduzida, 150 �L de assay buffer e 10 �L de 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno (CDNB). Para o controle negativo e para o controle enzimático, foram 

adicionados 170 �L de assay buffer. Como controle positivo, foi utilizado GST de eqüino. A 

absorbância foi medida em leitor de microplacas, a 340 nm, 25 ºC, em intervalos de 1 minuto, 

por dez minutos. A determinação da taxa de reação da enzima (�A340/min) foi calculada pela 

obtenção da inclinação linear da reta obtida pela plotagem dos valores de absorbância, em 

função do tempo e a atividade da GST foi calculada por meio da aplicação da fórmula abaixo: 

 

Atividade da GST (nmol/min/mL) =  �A340/min      x    0,2 mL   x   diluição da amostra 
                                                0,00503 �M-1       0,02 mL 
 

 

4.2.3 Teste de Ames (Protocolo de Pré-Incubação) 

Este teste foi baseado nos protocolos descritos por Maron; Ames (1983) e 

Mortelmans; Zeiger (2000). Linhagens TA98 e TA100 de S. typhimurium foram colocadas 

para crescer em incubadora shaker a uma temperatura de 37 ºC, overnight, em caldo nutriente. 

Em seguida, 100 �L de cada linhagem (109 células/mL) foram adicionados em tubos de 

cultura contendo 500 �L de tampão fosfato e 100 �L da substância a ser testada (ou 10 �L de 

controle positivo). Nos ensaios com presença de ativação metabólica S9, o tampão fosfato foi 
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substituído por 500 �L de mistura S9 (água destilada estéril, tampão fosfato 0,2 M, NADP 0,1 

M, glicose-6-fosfato 1,0 M, solução de sais (KCl 1,65 M e MgCl2 0,4 M) e fração S9). Para o 

CN, 100 �L de cada linhagem de bactéria foram adicionados a tubos de cultura contendo 500 

�L de tampão fosfato ou de mistura S9 e 100 �L do solvente utilizado para diluir a substância 

teste. Os tubos contendo as misturas foram pré-incubados em estufa bacteriológica a 37 ºC 

por 30 minutos. Em seguida, o seu conteúdo, acrescido de 2 mL de ágar de superfície, foi 

vertido em placas de Petri estéreis contendo ágar mínino solidificado. As placas foram 

incubadas invertidas em estufa bacteriológica a 37 ºC por 66 horas.  

Cada teste foi realizado em triplicata. Os CP foram realizados em duplicata e o CN, 

em quintuplicata. 

Para a análise de mutagenicidade, as colônias de bactérias revertentes foram contadas 

manualmente. Os dados foram avaliados pelo teste ANOVA (software Salanal) e 

considerados positivos quando os resultados do teste estatístico e de dose resposta foram 

significativos, segundo o modelo de Bernstein (BERNESTEIN et al., 1982). Os resultados 

foram expressos pelo número de revertentes por miligrama do agrotóxico testado. 
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5. RESULTADOS  

 
ARTIGO 1: “Efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos do inseticida imidaclopride, do 

herbicida sulfentrazona e da mistura destes dois agrotóxicos para células de Allium cepa” 

 

Jaqueline Bianchi Ambrósio, Thais Cristina C. Fernandes, Maria Aparecida Marin-Morales. 

 

 

Resumo 

 A introdução de novos compostos químicos no meio ambiente, principalmente de 

resíduos de agrotóxicos, tem contribuído, de maneira substancial, para o aumento nas taxas de 

genotoxicidade e mutagenicidade em organismos não-alvos. Para avaliar os efeitos 

citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos destes compostos em organismos eventualmente 

expostos, sementes da espécie Allium cepa foram submetidas a diferentes concentrações do 

inseticida imidaclopride, do herbicida sulfentrazona e da mistura destes dois agrotóxicos, por 

um período de 24 horas de exposição, seguidos de períodos de recuperação de 48 e 72 horas. 

As análises isoladas de cada agrotóxico indicaram que o inseticida possui uma ação 

clastogênica indireta sobre as células de A. cepa e que apenas a maior concentração testada 

(7,5 mL/L, correspondente à concentração de campo), apresentou efeitos persistentes nas 

células, com indução de aberrações cromossômicas (AC), mesmo após 72 horas de 

interrupção do tratamento. O herbicida sulfentrazona induziu vários tipos de AC nas células 

em diferentes tempos de tratamento, enquanto que a indução de micronúcleos (MN) foi 

observada somente para a menor concentração testada (0,12 mL/L), em todos os tempos de 

tratamento. A análise da citotoxicidade deste herbicida indicou uma diminuição nos índices 

mitóticos (IM) das células analisadas, provavelmente pela grande indução de AC do tipo 

aderência cromossômica. Ainda, a concentração de 12 mL/L (correspondente à concentração 

de campo) causou a morte das células por apoptose. As análises da mistura do inseticida 

imidaclopride com o herbicida sulfentrazona indicaram, além de efeitos genotóxicos e 

mutagênicos, uma redução no IM das células analisadas, especialmente das expostas à mistura 

das maiores concentrações de herbicida e inseticida. Comparativamente aos resultados 

apresentados por cada agrotóxico isoladamente, a análise dos efeitos da mistura apontou para 

uma diferença no mecanismo de ação dos agrotóxicos, quando aplicados conjuntamente. 

Pelos tipos de danos induzidos, observamos que os agrotóxicos apresentaram, 

independentemente, uma ação clastogênica predominante. Já as respostas celulares frente à 
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exposição à mistura mostraram que houve uma manutenção do efeito aneugênico, mas uma 

diminuição dos efeitos clastogênicos. Ainda, a mistura dos agrotóxicos induziu um efeito 

antagonista quanto à indução de AC, MN e IM nas células de A. cepa, induzindo uma 

quantidade menor de danos cromossômicos, quando comparado com a indução de tais danos 

para cada agrotóxico testado isoladamente.  

 

Palavras-chave: genotoxicidade, mutagenicidade, aberração cromossômica, micronúcleo, 

apoptose 

 

1. Introdução 

A aplicação de agrotóxicos ainda constitui o modo mais efetivo e aceito para proteger 

as plantas de pragas agrícolas e tem contribuído significativamente para aumentar a 

produtividade das culturas (BOLOGNESI, 2003). No entanto, o uso massivo e a atividade 

biocida dos agrotóxicos aumentam a probabilidade de impactos negativos em organismo não-

alvos, como os da biota aquática, as plantas, os mamíferos e os microrganismos do solo (EC, 

1996). A exposição aos agrotóxicos ocorre, inevitavelmente, por meio da contaminação 

ambiental, pelo uso ocupacional ou pela alimentação. Esta contaminação, de modo geral, está 

associada aos resíduos dos agrotóxicos (incluindo seus produtos de degradação física ou 

biológica) presentes no ar, na água e nos alimentos (BOLOGNESI, 2003). De modo geral, os 

agrotóxicos não são encontrados isolados no meio ambiente (DEMSIA et al., 2007) e, desta 

forma, há uma necessidade de se avaliar os efeitos causados por combinações de agrotóxicos 

que são comumente utilizados nas culturas, para que seja feita uma avaliação real dos efeitos 

prejudiciais que eles possam promover nos organismos (DAS; SHAIK; JAMIL, 2007).  

No Brasil, devido ao grande uso de agrotóxicos na agricultura, estima-se que dois 

terços da população estão expostos, em diferentes níveis, aos efeitos nocivos destes químicos 

tanto pela exposição ocupacional (PERES; ROZEMBERG; LUCCA, 2005), como pela 

contaminação ambiental (FENSKE, 1997, HOPPIN et al., 2006). Em conseqüência desse 

elevado consumo, cerca de 150.000 toneladas de agrotóxicos são lançados, anualmente, no 

território brasileiro (CRESTANA, 2000).  

Dentre as culturas que mais utilizam agrotóxicos no Brasil, a de cana-de-açúcar se 

destaca pela sua ampla distribuição espacial (SPADOTTO; GOMES; RODRIGUES, 1998). 

Nesta cultura, dois agrotóxicos são bastante utilizados: o herbicida Boral® e o inseticida 

Evidence®.  O herbicida, que tem como ingrediente ativo o sulfentrazona, pertence ao grupo 

químico das triazolinonas, é classificado como altamente móvel e persistente, e tem um alto 
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potencial de lixiviação, tanto vertical quanto horizontalmente (AGROFIT, 2004, EPA, 2004). 

Além disso, ele é substancialmente lixiviado para as águas subterrâneas em áreas com solo 

arenoso e seus resíduos são altamente persistentes e dissipados lentamente (EPA, 1997). Seu 

mecanismo de ação se dá por meio da inibição da enzima protoporfirinogênio oxidase 

(PROTOX), localizada nos cloroplastos das plantas. Esta enzima atua na oxidação da 

protoporfirinogênio, produzindo protoporfirina IX, que é convertida em clorofila pela 

quelação do Mg2+ (BEALE; WEINSTEIN, 1990, MATRINGE; MORNET; SCALLA, 1992). 

A inibição da PROTOX acarreta em um acúmulo de protoporfirinogênio no cloroplasto 

fazendo com que haja uma difusão desta substância para o citoplasma, onde ela sofre 

oxidação por meio de uma reação não-enzimática, produzindo uma protoporfirina IX, que é 

diferente daquela produzida pela via normal (OLIVEIRA Jr., 2001) e, portanto, não pode ser 

consumida na via de biosíntese de porfirina (ALSCHER; DONAHUE; CRAMER, 1997). Na 

presença de luz e oxigênio, a protoporfirina IX produz a forma reativa do oxigênio (oxigênio 

singlete), que é responsável pela peroxidação de proteínas e lipídeos das membranas 

celulares, causando ruptura das membranas e fazendo com que as plantas adquiram aspecto 

clorótico, além de causar necrose e morte dos tecidos sensíveis (OLIVEIRA Jr., 2001). 

O inseticida, que tem como ingrediente ativo o imidaclopride, pertence ao grupo 

químico dos neonicotinóides, tem alto potencial de deslocamento no solo e pode atingir, 

principalmente, as águas subterrâneas (BAYER CROPSCIENCE Ltda, 2007). O 

imidaclopride age no sistema nervoso central dos insetos como um agonista do receptor 

acetilcolina nicotínico (CHAO; CASIDA, 1997).  Inicialmente, ele causa uma estimulação 

nos neurônios, seguida por uma fadiga dos mesmos e uma interferência na transmissão dos 

impulsos nervosos (SCHULZ-JANDER; CASIDA, 2002, ZHANG et al., 2000, MATSUDA 

et al., 2000). Sua seletiva toxicidade para insetos e fraca toxicidade para mamíferos e outros 

vertebrados se dá por meio da alta especificidade para os diversos subtipos de receptores 

nicotínicos encontrados nos insetos e por sua pobre penetração na barreira hemato-encefálica 

de mamíferos (SHEETS, 2001a,b). 

Em vista da problemática da contaminação ambiental pelos agrotóxicos e de seus 

possíveis efeitos nos organismos expostos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ação do 

herbicida sulfentrazona, do inseticida imidaclopride e da mistura destes dois, sobre o material 

genético de células meristemáticas e F1 de Allium cepa, por meio de testes de aberrações 

cromossômicas e do micronúcleo. 
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2. Materiais e Métodos 

2.1 Materiais 

 Os agrotóxicos utilizados foram o herbicida sulfentrazona (Boral®) (50% pureza, FMC 

Agricultural Products) e o inseticida imidaclopride (Evidence®) (48% pureza, Bayer S/A). 

As concentrações testadas foram baseadas nas concentrações de campo indicadas para 

cada agrotóxico e, a partir delas, realizadas as diluições em água. A concentração usualmente 

usada em campo para o inseticida imidaclopride é de 7,5 mL/L e para o herbicida 

sulfentrazona é de 12 mL/L. Inicialmente, as concentrações propostas para o estudo do 

herbicida seriam 12 mL/L, 1,2 mL/L e 0,12 mL/L. Em ensaios preliminares, a concentração 

de campo do herbicida (12 mL/L) induziu a morte das células e, assim, novos testes foram 

realizados com concentrações menores, a fim de encontrar a maior concentração não 

citotóxica para as células de A. cepa. As concentrações testadas foram: 6 mL/L, 5 mL/L, 4 

mL/L, 3 mL/L e 2 mL/L. Os resultados (dados não apresentados), mostraram que 

concentrações abaixo de 3mL/L seriam indicadas para os testes de mutagenicidade e 

genotoxicidade, por não induzirem taxas significativas de morte celular e nem de diminuição 

dos índices mitóticos. Desta forma, a concentração de 2,4 mL/L foi escolhida, por ser o dobro 

da concentração seguinte a ser testada no teste inicial (1,2 mL/L). As concentrações testadas 

de cada agrotóxico estão indicadas na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Concentrações testadas dos agrotóxicos 

Herbicida Inseticida Mistura (herbicida + inseticida) 

12 mL/L - - 
2,4 mL/L 7,5 mL/L 2,4 + 7,5       (M1) 
1,2 mL/L 0,75 mL/L 1,2 + 0,75     (M2) 

0,12 mL/L 0,075 mL/L 0,12 + 0,075 (M3) 
 

2.2 Métodos 

Os testes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade com Allium cepa foram 

realizados de acordo com o protocolo estabelecido por Grant (1982), com pequenas 

adaptações. Sementes da espécie A. cepa (2n = 16), variedade baia periforme, foram 

colocadas para germinar em placas de Petri forradas com papel de filtro umedecidos com 

água de osmose reversa, até as radículas atingirem cerca de 1 cm de comprimento. Em 

seguida, estas radículas foram expostas a diferentes concentrações do inseticida imidaclopride 
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(Evidence®), do herbicida sulfentrazona (Boral®) e da mistura das três concentrações 

testadas destes dois agrotóxicos, por um período de 24 horas.  

Decorrido este tempo, parte das radículas foi coletada e fixada em Carnoy (3 partes de 

etanol: 1 parte de ácido acético) por 6 horas em temperatura ambiente, e parte foi transferida 

para placas contendo água de osmose reversa, para tratamentos de recuperação por 48 e 72 

horas. Após estes períodos, as radículas foram coletadas, fixadas em Carnoy e mantidas sob 

refrigeração até o momento da confecção das lâminas. O controle positivo (CP) foi feito com 

metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS No 66-27-3), na concentração de 10 

mg/L e o controle negativo (CN), com água purificada por meio de osmose reversa. O preparo 

das concentrações dos agrotóxicos testados e do MMS foi feito em água de osmose reversa. 

Para confecção das lâminas, as radículas foram submetidas ao reativo de Schiff, 

segundo metodologia descrita por Feulgen; Rossenbeck (1924) appud Mello; Vidal, (1978), 

por 2 horas. As regiões meristemáticas e F1 das radículas foram cobertas com lamínula e 

cuidadosamente esmagadas em uma gota de carmim acético 2%. Após remoção das lamínulas 

em nitrogênio líquido, as lâminas foram montadas em resina sintética para posterior análise 

microscópica. Foram confeccionadas 20 lâminas para a avaliação de aberrações 

cromossômicas (AC), micronúcleos (MN), morte celular (presença de células com 

citoplasmas vacuolizados e com volume aumentado e células com núcleos heteropicnóticos, 

condensados e/ou fragmentados, segundo descrição de Majno; Joris, 1995) e índice mitótico 

para cada tratamento, levando-se em conta a porcentagem de ocorrência de cada uma delas. 

Em cada lâmina foram analisadas 500 células, totalizando 10.000 células por tratamento. Os 

dados obtidos foram submetidos ao teste estatístico não paramétrico de Mann-Whitney, 

considerando-se significativos os valores de p<0,05. 

 

3. Resultados 

A tabela 2 traz os resultados das análises de AC, MN e IM, obtidos em células de A. 

cepa, após exposição por 24 horas ao inseticida imidaclopride, ao herbicida sulfentrazona e à 

mistura destes dois agrotóxicos. Podemos observar que, após a exposição das células ao 

inseticida imidaclopride, a indução de AC e MN, embora ligeiramente superiores às 

observadas para as células do CN, não foi significativa, com exceção da indução de MN nas 

células meristemáticas submetidas à concentração de 0,075 mL/L (p = 0,02).  

Além disso, a análise dos índices mitóticos indicou que este inseticida não possui 

efeitos citotóxicos significativos sobre as células estudadas. Já para o herbicida sulfentrazona, 

foi verificado que a concentração de 12 ml/L causou total inibição da divisão celular, 
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impossibilitando as análises de genotoxicidade e mutagenicidade. Como pode ser observado 

na figura 1, todas as células expostas por 24 horas à concentração de 12 mL/L apresentaram 

indícios de morte celular por apoptose (fragmentação do material genético). As demais 

concentrações testadas do herbicida permitiram a progressão do ciclo celular e, portanto, o 

desenvolvimento dos testes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade. A 

concentração de 2,4 mL/L induziu índices significativos de AC nas células expostas (p = 

0,0398), enquanto que a menor concentração (0,12 mL/L) induziu índices significativos de 

MN nas células da região meristemática das raízes de A. cepa (p <0,0001).  

A análise dos índices mitóticos, com exceção da concentração de 12 mL/L, nos 

indicou que as três demais concentrações testadas deste herbicida não possuem efeitos 

citotóxicos significativos sobre as células de A. cepa. Após exposição das células por 24 horas 

à mistura das três diferentes concentrações do inseticida com o herbicida, verificou-se que a 

mistura M3 induziu resultados significativos de MN na região meristemática (p = 0,0027), 

enquanto que a mistura M1 causou uma diminuição significativa no IM (p = 0,0021). 

 
Tabela 2 – Frequências (Freq), médias (M) e desvio padrão (dp) das aberrações cromossômicas (AC), 

micronúcleos (MN) e índice mitótico (IM) observados em células de Allium cepa, após 24 horas de 

exposição ao inseticida imidaclopride, ao herbicida sulfentrazona e à mistura destes agrotóxicos. 

- Freq: frequência dos parâmetros analisados: número de AC ou de MN-M ou de MN-F1 ou de células em 
divisão/número total de células analisadas*100. 

- MN-M: micronúcleos observados na região meristemática; MN-F1: micronúcleos observados na região F1. 
- M3: mistura do herbicida sulfentrazona (0,12 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,075 mL/L); M2: 

mistura do herbicida sulfentrazona (1,2 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,75 mL/L); M1: mistura do 
herbicida sulfentrazona (2,4 mL/L) com o inseticida imidaclopride (7,5 mL/L).  

- *p < 0,05 / ** p < 0,0001. 
 

Agrotóxico Concentrações            AC         MN-M          MN-F1             IM 
Freq      M±dp Freq      M±dp Freq      M±dp Freq         M±dp 

Imidaclopride CN  0,12 1,65 ± 0,74 0,06 0,30 ± 0,57 0,07 0,40 ± 0,82 27,70 145,2 ± 61,19 
 0,075 mL/L 0,22 1,20 ± 1,28 0,23 1,25 ± 1,55* 0,15 0,80 ± 1,00 29,53 160,3 ± 61,49 
 0,75 mL/L 0,17 0,90 ± 0,91 0,13 0,70 ± 0,86 0,24 1,25± 1,44 21,04 110,1 ± 34,19 
 7,5 mL/L 0,26 1,40 ± 1,35 0,14 0,75 ± 1,20 0,16 0,85 ± 1,22 22,27 120,2 ± 43,37 
 CP – MMS 0,61 3,15 ± 2,32* 2,66 13,7 ± 7,43** 0,24 1,25 ± 1,37* 42,75 221,1 ± 114,55* 
          
Sulfentrazona CN  0,09 0,50 ± 0,69 0,07  0,35 ± 0,49 0,21  1,10 ± 1,07  37,26  195,70 ± 49,85 
 0,12 mL/L  0,21 1,10 ± 1,45 1,18  6,10 ± 5,67** 0,27  1,40 ± 2,09 37,33  192,10 ± 43,51 
 1,2 mL/L  0,09 0,45 ± 0,99 0,10  0,50 ± 0,88  0,10  0,50 ± 0,61 32,64  168,45 ± 62,62 
 2,4 mL/L  0,26 1,35 ± 1,31* 0,18  0,95 ± 1,14 0,33  1,70 ± 1,87  33,70  173,55 ± 60,07 
 12 mL/L - - - - - - 0 0 
 CP – MMS  0,58 2,95 ± 2,06** 4,84  24,7 ± 17,06** 0,31  1,60 ± 1,76 47,92  244,50 ± 51,72* 
          
Mistura CN 0,09 0,45 ± 0,69 0,09   0,50 ± 0,69 0,09 0,45 ± 0,76 39,40 204,15 ± 54,29 
 M3 0,15 0,80 ± 1,06 0,61   3,15 ± 4,04* 0,20 1,05 ± 1,05 34,40 178,20 ± 73,57 
 M2 0,19 1,00 ± 1,30 0,21   1,15 ± 1,42 0,06 0,30 ± 0,57 33,94 180,75 ± 60,96 
 M1 0,20 1,05 ± 1,60 0,11   0,60 ± 0,88 0,20 1,05 ± 1,14 27,53  142,60 ± 64,35* 
 CP - MMS 0,34 1,75 ± 1,71* 4,66  24,25 ± 21,26** 0,62 3,25 ± 4,05** 52,06 270,85 ± 55,08* 
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Após o período de recuperação de 48 horas, foram verificadas induções significativas 

de AC em células de A. cepa para todas as concentrações testadas do inseticida imidaclopride 

(7,5 mL/L: p = 0,0016; 0,75: mL/L p = 0,0021 e 0,075 mL/L: p = 0,0453), mas nenhum 

resultado significativo foi verificado para indução de MN ou alterações nos índices mitóticos. 

Após o período de recuperação de 72 horas, as células expostas à concentração de 7,5 mL/L 

do inseticida apresentaram índices significativos de AC (p = 0,0326). Para o herbicida, 

verificou-se, após o período de recuperação de 48 horas, que a concentração de 1,2 mL/L 

induziu índices significativos de AC (p = 0,0029), enquanto que a concentração de 0,12 mL/L 

induziu índices significativos de MN nas células da região meristemática (p <0,0001) e nas 

células da região F1 das raízes de A. cepa (p <0,0001). Essa concentração também induziu um 

aumento do IM (p = 0,0275), quando comparadas com os resultado obtidos no CN. Após o 

período de recuperação de 72 horas, a concentração de 0,12 mL/L induziu índices 

significativos de AC (p =0,0499) e de MN na região meristemática (p = 0,0003) e  F1 (p 

<0,0001) das raízes de A. cepa. Com relação ao IM, foi observada uma redução significativa, 

em relação ao CN, para as células expostas a concentração de 2,4 mL/L. A mistura do 

inseticida imidaclopride com o herbicida sulfentrazona indicou, após o tratamento de 

recuperação de 48 horas, uma indução significativa de AC para as três combinações da 

mistura do herbicida com o inseticida (M1: p = 0,0411; M2: p = 0,0094  e M3: p = 0,0398). A 

mistura M2 também induziu índices significativos de MN nas células da região meristemática 

das raízes de A. cepa (p = 0,0385). Para o período de recuperação de 72 horas, nenhum efeito 

genotóxico ou mutagênico foi observado nas células de A. cepa analisadas. No entanto, as 

misturas M1 e M2 induziram efeitos citotóxicos significativos nas células analisadas, 

verificados pela redução do IM destas células, quando comparadas com o CN (M1: p = 

0,0003; M2: p = 0,0453) (Tabela 3). Foram observadas algumas células em processo de morte 

celular para a mistura M1, após o período de recuperação de 48 horas, e para a mistura M3, 

após o período de recuperação de 72 horas. Porém, estes resultados não foram significativos 

em relação ao CN (Tabela 4).  

Tanto para o inseticida, quanto para o herbicida (com exceção da concentração de 12 

mL/L), não foram observadas células em processo de morte celular para as concentrações 

testadas.  

O MMS, utilizado como CP nos diferentes testes com A. cepa, apresentou resultados 

significativos para a indução de AC, MN (regiões meristemática e F1) e aumento do IM para 

os ensaios realizados com os dois agrotóxicos testados e com a mistura deles, validando os 

ensaios com este organismo teste.  
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Figura 1 - Células meristemáticas de Allium cepa em processo de morte celular por 
apoptose (fragmentação do material genético nuclear), após exposição por 24 horas à 
concentração de 12 mL/L de sulfentrazona. Setas: células apresentando condensação da 
cromatina. Aumento: 400 vezes. 
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Tabela 4 – Frequências (Freq), médias (M) e desvio padrão (dp) de morte celular (MC) 

observados em células de A.cepa expostas à mistura do inseticida imidaclopride com o 

herbicida sulfentrazona, após períodos de recuperação de 48 e 72 horas. 

- Freq: frequência dos parâmetros analisados: número de AC ou de MN-M ou de MN-F1 ou de células 
em divisão/número total de células analisadas*100. 

- M3: mistura do herbicida sulfentrazona (0,12 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,075 mL/L); 
M2: mistura do herbicida sulfentrazona (1,2 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,75 mL/L); M1: 
mistura do herbicida sulfentrazona (2,4 mL/L) com o inseticida imidaclopride (7,5 mL/L). 
 

 Os tipos e as quantidades de AC encontradas após os diferentes tempos de exposição 

ao inseticida e ao herbicida estão indicados, respectivamente, na figura 2 e na tabela 5. De um 

total de 303 células portadoras de AC induzidas pelo inseticida, 42,57 % corresponderam a 

AC do tipo clastogênica (pontes e quebras cromossômicas), enquanto que 19,80 % 

corresponderam a AC do tipo aneugênica (perdas cromossômicas, anáfases multipolares, C-

metáfases e células poliplóides). O restante (37,63 %) das AC observadas (aderências 

cromossômicas, brotos nucleares e células binucleadas) pode ter diferentes origens e, 

portanto, não pode ser atribuído a um mecanismo específico de formação. Para o herbicida, de 

um total de 216 células portadoras de AC, 36,57 % corresponderam a AC do tipo clastogênica 

(pontes e quebras cromossômicas), enquanto que 21,29 % corresponderam a AC do tipo 

aneugênica (perdas cromossômicas, anáfases multipolares, C-metáfases e células poliplóides). 

O restante (42,14 %) das AC observadas (aderências cromossômicas, brotos nucleares, células 

binucleadas e núcleo lobulado) não pode ser atribuído a um mecanismo específico de 

formação. 

 

 

 

Períodos de  
recuperação 

Substância teste                  MC 

  Freq M±dp 
48 horas CN 0 0 
 M3 0 0 
 M2 0 0 
 M1 0,06 0,3 ± 1,34 
 CP -MMS 0 0 
    
72 horas CN 0 0 
 M3 0,05 0,25 ± 1,12 
 M2 0 0 
 M1 0 0 
 CP -MMS 0 0 
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Figura 2 - Aberrações cromossômicas encontradas em células meristemáticas de Allium cepa 
após exposições ao inseticida imidaclopride e ao herbicida sulfentrazona. A) broto nuclear 
(seta); B) prófase poliplóide (seta); C) célula binucleada; D) C-metáfase; E) metáfase com 
quebra cromossômica; F-G) aderências cromossômicas; H) metáfase com perda 
cromossômica (seta); I) metáfase poliplóide; J) anáfase com ponte cromossômica (seta); K) 
anáfase multipolar, L) anáfase com perda cromossômica (seta); M) anáfase com quebra 
cromossômica (seta); N) telófase com ponte; O) telófase com perda cromossômica (seta); P) 
núcleo lobulado. Aumento: 400 vezes.  



56
 

 
Ta

be
la

 5
 - 

A
C

 e
m

 c
él

ul
as

 d
e 

A
. c

ep
a 

ex
po

st
as

, p
or

 2
4 

ho
ra

s a
o 

im
id

ac
lo

pr
id

e 
e 

ao
 su

lfe
nt

ra
zo

na
, e

 a
pó

s r
ec

up
er

aç
ão

 4
8 

e 
72

 h
or

as
. 

Su
bs

tâ
nc

ia
s 

te
st

es
  

T
em

po
s d

e 
ex

po
si

çã
o 

C
on

ce
nt

ra
çõ

es
 

(m
L/

L)
 

A
C

 

 
 

 
Po

nt
e 

A
de

rê
nc

ia
  

Q
ue

br
a 

Pe
rd

a 
A

ná
fa

se
 

m
ul

tip
ol

ar
 

C
-

m
et

áf
as

e 
B

ro
to

 
nu

cl
ea

r 
C

él
ul

a 
bi

nu
cl

ea
da

 
C

él
ul

a 
po

lip
ló

id
e 

N
úc

le
o 

lo
bu

la
do

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Im
id

ac
lo

pr
id

e 
24

 h
or

as
 

C
N

 
6 

5 
- 

2 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
 

 
0,

07
5 

14
 

1 
4 

1 
- 

1 
3 

- 
- 

- 
 

 
0,

75
 

10
 

2 
1 

2 
- 

1 
1 

- 
1 

- 
 

 
7,

5 
8 

16
 

- 
 

1 
3 

- 
- 

- 
- 

- 
 

 
C

P 
 

15
 

2 
31

 
11

 
- 

- 
4 

- 
- 

- 

 
48

 h
or

as
 

C
N

 
8 

2 
1 

- 
- 

1 
1 

- 
- 

- 
 

(r
ec

up
er

aç
ão

) 
0,

07
5 

14
 

12
 

- 
2 

- 
- 

- 
1 

4 
- 

 
 

0,
75

 
27

 
10

 
- 

5 
1 

- 
1 

- 
- 

- 
 

 
7,

5 
5 

20
 

- 
1 

- 
1 

2 
3 

3 
- 

 
 

C
P 

 
13

 
1 

6 
2 

1 
3 

2 
- 

- 
- 

 
72

 h
or

as
 

C
N

 
7 

7 
- 

2 
1 

- 
- 

- 
10

 
- 

 
(r

ec
up

er
aç

ão
) 

0,
07

5 
15

 
8 

- 
5 

2 
1 

- 
- 

5 
- 

 
 

0,
75

 
13

 
12

 
- 

2 
- 

1 
1 

- 
6 

- 
 

 
7,

5 
18

 
13

 
- 

1 
2 

- 
8 

- 
8 

- 
 

 
C

P 
 

9 
2 

3 
3 

- 
- 

- 
1 

5 
- 

Su
lfe

nt
ra

zo
na

 
24

 h
or

as
 

C
N

 
5 

1 
- 

2 
- 

- 
- 

- 
2 

- 
 

 
0,

12
 

7 
2 

4 
3 

- 
1 

4 
- 

1 
- 

 
 

1,
2 

2 
- 

- 
3 

- 
1 

3 
- 

- 
- 

 
 

2,
4 

3 
4 

1 
2 

- 
2 

13
 

1 
- 

1 
 

 
C

P 
 

15
 

1 
28

 
7 

- 
2 

5 
- 

1 
- 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

48
 h

or
as

 
C

N
 

1 
- 

- 
2 

1 
1 

5 
- 

- 
- 

 
(r

ec
up

er
aç

ão
) 

0,
12

 
8 

1 
4 

- 
- 

- 
2 

2 
2 

- 
 

 
1,

2 
8 

12
 

- 
2 

1 
- 

4 
5 

4 
- 

 
 

2,
4 

5 
4 

1 
7 

1 
- 

4 
1 

1 
- 

 
 

C
P 

 
10

 
- 

4 
10

 
1 

4 
7 

1 
1 

1 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
72

 h
or

as
 

C
N

 
3 

4 
2 

3 
1 

1 
- 

1 
- 

- 
 

(r
ec

up
er

aç
ão

) 
0,

12
 

13
 

3 
4 

4 
- 

3 
2 

- 
- 

- 
 

 
1,

2 
11

 
8 

1 
4 

1 
1 

1 
1 

- 
- 

 
 

2,
4 

6 
12

 
1 

2 
- 

- 
- 

1 
- 

- 
 

 
C

P 
 

12
 

3 
1 

5 
1 

1 
4 

- 
1 

- 



57 
 

 As quantidades e os tipos de AC encontradas nos tratamentos de 24 horas e de 48 e 72 

horas de recuperação, para a mistura do imidaclopride com o sulfentrazona, estão indicados 

na tabela 6 e representados na figura 3. 

 As tabelas 7 e 8 reúnem os dados das quantidades de AC e MN induzidos pelas três 

concentrações testadas do inseticida e do herbicida, isoladamente, e pelas misturas resultantes 

da associação dos dois agrotóxicos, para o período de 24 horas de exposição e de 48 e 72 

horas de recuperação, possibilitando uma análise geral dos efeitos destes agrotóxicos. 
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FIGURA 3 - AC observadas em células meristemáticas de A. cepa expostas à mistura do 
inseticida imidaclopride com o herbicida sulfentrazona. A) prófase poliplóide (seta); B) C-
metáfase; C) metáfase com aderência cromossômica; D) metáfase com perda cromossômica; 
E) metáfase com quebra cromossômica (seta); F) metáfase poliplóide (seta); G) anáfase com 
aderência cromossômica; H) anáfase com perda cromossômica (seta); I) anáfase multipolar; J) 
anáfase poliplóide; K) anáfase com ponte cromossômica (seta); L) anáfase com quebra 
cromossômica (seta); M) telófase com ponte cromossômica (seta); N) telófase com atraso 
cromossômico (seta); O) telófase com perda cromossômica (seta); P) broto nuclear (seta); Q) 
célula binucleada (seta), R e S) células micronucleadas; T) célula em processo de morte 
celular. 
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4. Discussão e Conclusão 

O Brasil, um país de base econômica predominantemente agrícola, é o maior produtor 

de cana-de-açúcar do mundo, seguido pela Índia, Tailândia e Austrália (UNICA, 2008). 

Apesar da contribuição significativa para a economia brasileira, a cultura de cana-de-açúcar 

encontra-se entre as que mais consomem agrotóxicos no país (SPADOTTO; GOMES; 

RODRIGUES, 1998). Dentre os agrotóxicos mais utilizados nesta cultura no Brasil, estão o 

herbicida Boral®, que tem como princípio ativo o sulfentrazona, e o inseticida Evidence®, 

que tem como princípio ativo o imidaclopride. Ambos os agrotóxicos podem ser aplicados 

isoladamente na cultura ou em combinação, para o combate de plantas e insetos invasores.  

Alguns estudos têm investigado os efeitos genotóxicos e mutagênicos do 

imidaclopride em organismos não-alvos como linfócitos humanos (FENG et al., 2005, 

DEMSIA et al., 2007), células de medula óssea de ratos (KARABAY; OGUZ, 2005, 

DEMSIA et al., 2007), anfíbios (FENG et al., 2004), organismos aquáticos (JEMEC et al., 

2007) e microrganismos (KARABAY e OGUZ, 2005; KREUTZWEISER et al., 2007), em 

várias concentrações, obtendo alguns resultados positivos e outros, como mostra a revisão de 

Solecki (2001), resultados negativos (microrganismos, células de ovário de hamster chinês, 

hepatócitos de rato, medula óssea de hamster e células germinativas de camundongos). Já a 

toxicidade do sulfentrazona ainda tem sido pouco descrita na literatura e, quando descrita, 

apresenta dados inconsistentes (KEGLEY; HILL; ORME, 2007). Estudos realizados por 

alguns autores com ratos expostos ao sulfentrazona não registraram resultados positivos para 

genotoxicidade/carcinogenicidade (EPA, 2006; CASTRO et al., 2007), mas sim para 

teratogenicidade (EPA, 2006).  

Testes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade realizados com plantas 

caracterizam-se em testes simples, rápidos e que trazem bons resultados quando comparados 

com resultados obtidos em sistemas testes animais (GRANT, 1982, CHAUHAN; SAXENA, 

GUPTA, 1999). Por serem receptores biológicos diretos dos agrotóxicos, diferentes espécies 

vegetais como Allium cepa, Arabidopsis thaliana, Hordeum vulgare, Tradescantia sp e Vicia 

faba, têm sido utilizadas com freqüência para avaliação de efeitos destes compostos no meio 

ambiente (MA et al., 1995). A ampla utilização de plantas em análises de genotoxicidade e 

mutagenicidade engloba também os testes realizados com herbicidas. Embora estes químicos 

sejam destinados ao controle de espécies vegetais, diversos trabalhos (ATEEQ et al., 2002, 

VENTURA, 2004, BOLLE et al., 2004, FATIMA; AHMAD, 2006, FERNANDES; 

MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007, SRIVASTAVA; MISHRA, 2009) têm mostrado que 

a utilização de plantas consiste em um material eficiente para avaliar os efeitos genotóxicos e 
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mutagênicos decorrentes da ação dos herbicidas, principalmente aqueles induzidos por baixas 

concentrações. 

 Os resultados encontrados neste trabalho para o inseticida imidaclopride mostraram 

que, após 24 horas de exposição das células de A. cepa às três concentrações testadas, não 

houve indução de efeitos citotóxicos ou genotóxicos significativos, mas foi observado um 

efeito mutagênico nas células expostas à concentração de 0,075 mL/L. Esse resultado pode 

estar relacionado à proliferação celular ligeiramente maior observada para esta concentração, 

em relação às demais concentrações. Quanto maior o índice de divisão celular, maiores as 

chances de ocorrência de erros que podem levar a quebras ou perda de cromossomos, ou 

ainda falhas durante a atividade de reparo realizado pelas células. Nos ensaios de recuperação 

por 48 horas, as induções significativas de AC verificadas para todas as concentrações 

testadas do inseticida, indicam que o inseticida possa atuar como um agente clastogênico de 

ação indireta no DNA, corroborando os achados de Galloway (1994), Li, Aubrecht e Fornace 

(2007) e Bignold (2009). Segundo o primeiro autor, algumas AC podem aparecer pela 

primeira vez nas células, somente na metáfase do segundo ciclo celular, após a exposição a 

um agente clastogênico. Li, Aubrecht e Fornace (2007), sugerem que as quebras que se 

manifestam como diferentes tipos de AC são produzidas, indiretamente, durante a síntese ou o 

reparo do DNA. Os autores afirmam que apenas uma pequena parte das quebras são induzidas 

por efeito direto do clastógeno sobre o DNA, e que este efeito pode persistir durante a 

metáfase. De acordo com Bignold (2009), o DNA lesado de forma não letal persiste durante a 

primeira divisão celular, por meio de um processo denominado de síntese translesão do DNA 

(processo de replicação do DNA, realizado por um conjunto de DNAs polimerases 

especializadas, as polimerases da família Y, que replicam a fita de DNA sem reparar os erros 

dos locais onde estão as lesões), só acionando sistemas de reparo na fase G1 ou S do próximo 

evento de divisão, gerando, consequentemente, células alteradas, portadoras de AC.  

 A análise das AC encontradas no presente estudo traz fortes evidências das 

propriedades clastogênicas do inseticida imidaclopride sobre as células estudadas. A soma das 

AC resultantes de ação clastogênica foi superior (42,57 %) àquelas originadas por uma ação 

aneugênica (19,80%), para todas as concentrações e tempos de tratamento testados. O 

presente trabalho corrobora os trabalhos realizados por Karabay; Oguz (2005), onde os 

autores encontraram evidências clastogênicas para o imidaclopride. Os autores verificaram 

que a indução de AC, como perdas, quebras e aderências cromossômicas, bem como de MN, 

em eritrócitos de ratos expostos ao imidaclopride, estão associados ao potencial clastogênico 

deste composto. 
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 No presente trabalho, percebemos que, após dois ciclos de divisão celular (período de 

recuperação de 72 horas), houve uma diminuição das AC induzidas pelas duas menores 

concentrações testadas do inseticida (0,75 e 0,075 mL/L), enquanto que a maior concentração 

(7,5 mL/L) continuou induzindo índices significativos de AC, quando comparado com o CN.  

Esta continuidade de indução de AC nas células meristemáticas de A. cepa pode nos indicar 

que o inseticida, nesta concentração (concentração de campo), induz uma ação genotóxica 

persistente nas células expostas, por pelo menos 72 horas após a interrupção da exposição ao 

inseticida. 

Ainda, pudemos concluir, por meio da comparação entre os índices de MN observados 

nas células da região meristemática e da região F1 (constituída por células filhas resultantes da 

divisão mitótica de células da região meristemática) das radículas de A. cepa, que as 

concentrações testadas de imidaclopride não possuem caráter mutagênico. Os índices de MN 

encontrados, em ambas as regiões analisadas das radículas, para todos os tempos de 

tratamento, foram, de modo geral, muito próximos entre si e não significativos, em relação ao 

CN. A ausência significativa de MN na região F1 das radículas expostas ao tratamento de 

recuperação de 48 horas e em ambas as regiões das radículas expostas ao período de 

recuperação de 72 horas, nos indicam que as AC induzidas nas células, após o período de 

recuperação de 48 horas, não se mantiveram na geração seguinte das células, indicando a 

capacidade da célula de retornar à normalidade celular, portanto não se caracterizando em um 

evento de mutação. 

 Os resultados dos testes com o herbicida sulfentrazona indicaram citotoxicidade para a 

concentração de 12 mL/L. Sabe-se que a ação do herbicida sulfentrazona, sobre as plantas 

daninhas, se dá pela inibição da enzima protoporfirinogênio oxidase (PROTOX). Como 

resultado desta inibição, ocorre produção de oxigênio singlet, com conseqüente peroxidação 

de proteínas e lipídeos das membranas celulares, levando ao rompimento destas membranas e 

fazendo com que ocorram necrose e morte dos tecidos sensíveis da planta (Oliveira Jr., 2001). 

 Embora seja descrito que as plantas submetidas ao tratamento com o sulfentrazona, ou 

a outros herbicidas conhecidos como inibidores da PROTOX, apresentem necrose dos 

tecidos, em nossas análises, os testes realizados com a concentração de 12 mL/L do herbicida 

sulfentrazona em A. cepa, mostraram indícios de morte celular por apoptose. Uma célula, 

animal como vegetal, pode entrar em processo de morte por meio de três caminhos distintos: 

apoptose, necrose ou autofagia. Apoptose e autofagia são descritos como processos de morte 

celular programada, onde a morte das células é induzida por processos organizados e 

controlados, enquanto que a necrose está relacionada a um processo caótico e descontrolado 
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de morte celular (REAPE; MOLONY; McCABE, 2008), que é morfologicamente 

caracterizada por uma turgescência no citoplasma da célula, decorrente da perda de sua 

capacidade de osmorregulação (LENNON; MARTIN; COTTER, 1991). 

 A apoptose, nos animais, caracteriza-se morfologicamente pela retração celular, 

condensação e fragmentação do núcleo e pela formação de corpos apoptóticos constituídos de 

fragmentos celulares que podem ser englobados pelos fagócitos (ADRAIN; MARTIN, 2001). 

Em plantas, embora haja relatos de formação de corpos apoptóticos, esta característica não é 

comumente encontrada (McCABE; PENNEL, 1996). Por outro lado, a fragmentação do DNA 

atua como um importante marcador de morte celular por apoptose em plantas. A clivagem do 

DNA, realizada pelas nucleases, ocorre nos sítios de ligação entre os nucleossomos, 

originando fragmentos de cerca de 180 pb (MITTLER; LAM, 1997). Esta fragmentação do 

DNA ocorre cerca de 3 a 5 horas após um estresse. Este tempo decorrido entre o estresse 

sofrido pela planta e a ocorrência de clivagem do DNA, provavelmente, corresponde ao 

tempo necessário para a ativação das nucleases. Já na necrose, a degradação do DNA é 

imediata (McCABE et al., 1997). 

 Vários pesquisadores têm demonstrado que agentes que causam apoptose também 

podem causar necrose, dependendo do grau da injúria que eles possam causar às células 

(McCABE et al., 1997; O’BRIEN et al., 1998; MAMMONE et al., 2000). Quando células de 

tabaco foram submetidas a uma situação de estresse pela elevação moderada de temperatura 

(55 ºC), Burbridge et al. (2007) observaram que as células morriam por apoptose, ao passo 

que, quando submetidas a uma temperatura mais elevada (acima de 55 ºC), elas morriam por 

necrose. Segundo Reape, Molony e McCabe (2008), o nível de estresse a que a planta é 

submetida determina o destino de suas células. Quando populações de células são expostas a 

baixos níveis de estresse, a maioria das células sobrevive, enquanto que, quando sujeitas a um 

estresse moderado a maioria morre por apoptose. Quando as células são sujeitas a níveis 

elevados de estresse, elas morrem por necrose. Estudos com plantas de tabaco, realizados por 

Burbridge et al. (2007), indicaram que as espécies reativas de oxigênio estão relacionadas 

com o processo de sinalização e desencadeamento da morte celular programada. De acordo 

com Jabs (1999), as espécies reativas de oxigênio, provavelmente, atuam como sinalizadores 

que levam à abertura dos poros de permeabilidade transitória nas mitocôndrias, com 

conseqüente liberação de citocromo c e geração de mais espécies reativas de oxigênio, 

causando um mecanismo de feedback e amplificando o sinal de estresse original, que levou a 

célula à apoptose. 
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 A transição dos eventos de apoptose para necrose em células vegetais é possivelmente 

regulada pela membrana interna da mitocôndria (REAPE; MOLONY; McCABE, 2008). Em 

animais, a liberação de proteínas apoptóticas da mitocôndria (como o citocromo c e as 

caspases) pode ocorrer por meio da abertura de poros na membrana (regulada por proteínas 

específicas Bax/Bcl-2) (SHIMIZU; NARITA; TSUJINOTO, 1999) ou por meio da abertura 

de poros com permeabilidade transitória (GREEN; REED, 1998). Em uma revisão realizada 

por Reape, Molony e McCabe (2008), os autores descreveram que, embora não haja 

evidências da existência de proteínas específicas como as Bax/Bcl-2 em plantas, vários 

trabalhos indicam fortes indícios da existência de poros com permeabilidade transitória, 

criados por uma perda do potencial transmembrana da mitocôndria, por onde seriam liberados 

os citocromos c. Ainda, a ativação de tais poros na membrana das mitocôndrias poderia 

explicar a transição de células apoptóticas para necróticas. Segundo Lemasters et al. (1998), a 

apoptose ocorreria quando uma grande quantidade de mitocôndrias, frente a um nível 

moderado de estresse, apresentasse permeabilidade, em decorrência de uma grande liberação 

de fatores apoptogênicos como o citocromo c. Uma vez que todas as mitocôndrias se 

encontrem permeabilizadas, culminando em depleção de ATP, as mortes celulares por 

apoptose dariam lugar às mortes por necrose. 

  Uma vez que células apoptóticas possam se tornar necróticas e que a geração de 

espécies reativas de oxigênio está relacionada ao processo de morte celular por apoptose, uma 

nova característica pode ser adicionada aos efeitos induzidos pelo herbicida estudado neste 

trabalho. Além da indução da morte das células por necrose, a inibição da PROTOX, com 

conseqüente alteração nas membranas celulares, pode levar as células à morte também por 

apoptose, dependendo, provavelmente, da quantidade de espécies reativas de oxigênio geradas 

por este estresse. 

As análises dos efeitos induzidos pelas demais concentrações do herbicida 

sulfentrazona estudadas no presente trabalho (2,4; 1,2; e 0,12 mL/L) indicaram que todas as 

concentrações testadas induziram AC em, pelo menos, um dos tempos de tratamento (24 

horas ou recuperação), indicando que este herbicida possui propriedades genotóxicas em 

concentrações que se encontram abaixo daquela indicada para uso em campo. Apesar do 

potencial genotóxico, o herbicida testado mostrou efeitos mutagênicos apenas quando as 

células foram expostas à menor concentração testada (0,12 mL/L). A frequência significativa 

de MN, observada após as primeiras 24 horas de exposição, pode ser atribuída à grande 

quantidade de AC do tipo ponte, perda e quebras cromossômicas induzidas nas células por 

essa concentração. Embora a frequência total de AC induzidas não tenha sido estatisticamente 



66 
 

significativa para este tratamento (0,12 mL/L – 24 horas), a quantidade observada dos três 

tipos de AC, precursoras dos MN, foi o dobro da observada nas células do CN. Estes três 

tipos de AC continuaram aparecendo em quantidades elevadas nos ciclos celulares 

subseqüentes. Durante os períodos de recuperação de 48 e 72 horas, a quantidade dessas 

alterações foi quatro e três vezes maiores, respectivamente, à observada nas células do CN. A 

presença de MN também nas células da região F1 de A. cepa indica que os danos induzidos 

por esta concentração possuem caráter persistente. A concentração de 0,12 mL/L do herbicida 

induziu, ainda, um aumento significativo no IM das células expostas ao tratamento de 

recuperação por 48 horas. Este aumento pode ter contribuído para a formação dos MN 

observados, uma vez que as freqüências de MN (regiões meristemática e F1) também foram 

maiores para este tempo de tratamento do que as freqüências de MN induzidas nos outros 

tempos (24 horas e 72 horas de recuperação), para esta mesma concentração.  

Além da concentração de 0,12 mL/L, a concentração de 2,4 mL/L do herbicida 

estudado também levou à uma diminuição do IM das células de A. cepa, quando estas foram 

expostas ao tratamento de recuperação de 72 horas. Embora a redução no IM possa estar 

relacionada a eventos de morte celular, ela é mais freqüentemente associada a atrasos no ciclo 

mitótico (KURODA; YAMAGUCHI; ENDO, 1992). Segundo Kihlman (1966), a inibição da 

síntese de DNA está associada à produção de AC. Uma vez que a diminuição do IM das 

células de A. cepa pela concentração de 2,4 mL/L ocorreu somente após o período de 

recuperação de 72 horas, podemos atribuir essa citotoxicidade à indução de um tipo específico 

de AC que tenha ocorrido com maior freqüência neste período de tratamento. As aderências 

cromossômicas foram as AC encontradas em maior quantidade nas células submetidas ao 

tratamento de recuperação de 72 horas, quando comparadas aos outros tempos de tratamento. 

De acordo com Fiskesjo; Levan (1993), as aderências cromossômicas são alterações celulares 

irreversíveis, que podem levar as células à morte. Elas podem ser resultantes do 

empacotamento incorreto das fibras cromossômicas dentro das cromátides ou cromossomos, 

originando inter associações de cromoproteinas que tornam os cromossomos conectados por 

meio de pontes subcromatídicas (KLÁSTERSKÁ; NATARAJAN; RAMEL, 1976, McGILL; 

PATHAK; HSU; 1974, BADR; GHAREEB; EL DIN, 1992). Ainda, segundo Gaulden 

(1987), esse tipo de alteração cromossômica pode ser resultante de alterações nas proteínas 

não histônicas associadas aos cromossomos, causando problemas na separação e segregação 

das cromátides. 

As concentrações de 1,2 e 0,12 mL/L de sulfentrazona induziram índices significativos 

de AC somente nas células que permaneceram, respectivamente, por 48 e 72 horas nos 
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tratamentos de recuperação. Como em nossas análises não foram observados atrasos mitóticos 

para essas duas concentrações do herbicida, podemos considerar que as AC observadas nas 

células expostas devem-se, provavelmente, a formação de lesões no DNA que ocorreram no 

primeiro ciclo de divisão e que não foram corretamente reparadas, tornando-se AC visíveis 

nos ciclos celulares seguintes. No entanto, ao contrário do observado para a concentração de 

0,12 mL/L, as alterações induzidas pela concentração de 1,2 mL/L não foram persistentes, 

visto que não foram observados índices significativos de células micronucleadas nos períodos 

de recuperação. 

Quando o inseticida imidaclopride foi misturado com o herbicida sulfentrazona, foi 

verificado uma indução significativa de efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos. A 

combinação M1 dos agrotóxicos estudados causou uma redução significativa no IM das 

células analisadas para o tratamento de 24 horas e de recuperação de 72 horas. A combinação 

M2 reduziu o IM das células do período de recuperação de 72 horas. Nenhum efeito 

citotóxico significativo foi verificado para as células expostas à mistura M3, indicando que a 

citotoxicidade observada pode estar relacionada ao efeito conferido pela mistura das 

concentrações mais altas do inseticida e do herbicida. Pelos resultados obtidos, a diminuição 

do IM observado para a mistura M1 parece não estar relacionada a um determinado tipo de 

AC, conforme sugerido por Kihlman (1966). As quantidades de cada tipo de AC induzidas 

pela mistura M1 não foram muito diferentes das induzidas pelas outras misturas (M2 e M3). 

Assim, podemos atribuir a maior citotoxicidade da mistura M1 à possível formação de 

quantidades elevadas de compostos citotóxicos como, por exemplo, as espécies reativas de 

oxigênio, que, segundo Boonstra; Post (2004), podem interferir na progressão do ciclo celular. 

De acordo com os autores citados, a exposição celular às espécies reativas de oxigênio pode 

resultar em atrasos na fase G1 do ciclo celular. Nos casos em que a produção destas espécies é 

muito elevada, a proliferação celular poderá ser interrompida em todas as fases do ciclo 

celular e, em casos mais severos, as células poderão entrar em apoptose ou em necrose. 

Compostos citotóxicos podem interferir na progressão da mitose, por impedirem que as 

células entrem em prófase, bloqueando o ciclo mitótico na intérfase (RIJSTENBIL; 

POORTVLIET, 1992); ou por induzirem um aumento na duração das fases S e G2 (DUAN; 

WANG, 1995, BORBOA; DE LA TORRE, 1996); ou ainda, por atuarem sobre a síntese do 

DNA ou sobre a síntese protéica (CHAUHAN; SAXENA, GUPTA, 1999). 

Segundo Feng et al. (2010), as respostas celulares frente aos danos induzidos no DNA 

incluem um atraso no ciclo mitótico, principalmente nas fases G1 e G2. Este atraso permite 

que as células reparem o dano antes de entrarem nas fases S (replicação) e M (mitose). Esta 
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afirmação corrobora os resultados encontrados neste estudo: foram verificadas freqüências 

elevadas de AC em células de A. cepa expostas à mistura M1, em 24 horas de exposição e 

também após período de recuperação de 48 horas. No ciclo celular seguinte (72 horas de 

recuperação), verificou-se uma diminuição das AC induzidas, sugerindo que houve algum 

tipo de reparo aos danos no DNA, justificando também o baixo índice mitótico apresentado 

pelas células expostas a esta mistura M1. 

A análise dos efeitos genotóxicos induzidos pelas combinações do inseticida 

imidaclopride com o herbicida sulfentrazona indicou uma indução significativa de AC nas 

células meristemáticas de A. cepa para as três misturas testadas, após o período de 

recuperação de 48 horas. Ainda, as misturas M2 e M3 causaram uma indução significativa de 

MN nas células de A. cepa, em diferentes tempos de tratamento. Tanto os efeitos genotóxicos 

quanto os efeitos mutagênicos, induzidos pelas misturas dos agrotóxicos, foram minimizados 

após um período de recuperação de 72 horas. 

Uma vez que o inseticida pode ser aplicado tanto na cana planta, quanto na soqueira da 

cana e o herbicida é aplicado na planta pré-emergente, a interação destes dois agrotóxicos 

pode ocorrer durante a aplicação num mesmo momento ou em momentos distintos, podendo, 

neste caso, interagir no ambiente pela mobilidade e persistência que apresentam. 

De acordo com Hodgson (1999), a interação entre agrotóxicos pode levar a efeitos de 

ação aditiva, sinergística ou antagonista. Para Nash (1967), Marking (1985), Berenbaum 

(1981) e Calabrese (1999), o efeito aditivo ocorre quando a toxicidade resultante da 

combinação de dois ou mais agrotóxicos, é igual à soma dos efeitos de toxicidade induzida 

por cada um isoladamente. O efeito sinergístico ocorre quando a resposta é maior que o efeito 

aditivo e o efeito antagonístico ocorre quando a toxicidade total é menor que o efeito aditivo.   

 Conforme pode ser observado pelos resultados apresentados no presente trabalho, de 

modo geral, a mistura do inseticida imidaclopride com o herbicida sulfentrazona induziu um 

efeito antagonista sobre as células de A. cepa, uma vez que as freqüências de AC, MN e IM, 

induzidos pela mistura, foram diferentes e menores do que o efeito aditivo esperado, 

conforme definição de Berenbaum (1981).  

 De acordo com Theodoridis et al. (1992), o grupo metil na posição 3 do anel 

triazolinone está relacionado com a ocorrência de máxima atividade biológica do herbicida 

sulfentrazona. Os autores verificaram que a substituição do grupo metil por outros grupos 

químicos causa um decréscimo de 3 a 6 vezes na atividade biológica deste herbicida. Desta 

forma, uma hipótese para explicar o efeito antagonista observado, pode estar relacionada com 

um possível decréscimo na atividade do herbicida sulfentrazona, pela alteração do seu grupo 
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metil decorrente da reação com o inseticida imidaclopride. Segundo Olgun et al. (2004), um 

composto químico pode sofrer alteração no seu metabolismo por outro composto, quando em 

associação.  

Os nossos resultados apontam para uma diferença no mecanismo de ação dos 

agrotóxicos, quando aplicados isoladamente ou em mistura. Pelos tipos de danos induzidos, 

observamos que os dois agrotóxicos apresentaram, independentemente, ação tanto 

clastogênica como aneugênica, sendo a clastogênica a mais predominante. As respostas 

celulares, quando por exposição à mistura, mostraram que houve uma manutenção do efeito 

aneugênico (IMI = 19,8 %; SUL = 21,29 %; M = 17,80 %), mas uma diminuição dos efeitos 

clastogênicos (IMI = 42,57 %; SUL = 36,57 %; M = 17,80 %), embora o índice de 

genotoxicidade da mistura tenha permanecido significativo, em relação ao CN. Por estes 

dados, podemos inferir que a associação dos agrotóxicos diminui a ação dos químicos na 

molécula de DNA, porém, mantém a sua ação nas estruturas citoplasmáticas.  

Podemos concluir que a mistura do inseticida imidaclopride com o herbicida 

sulfentrazona, embora não apresente um efeito sinergístico ou potencializador dos efeitos 

induzidos pelos compostos isoladamente, representa um risco para os organismos, pela 

potencialidade de indução de danos cromossômicos bem como pelo retardo na progressão do 

ciclo celular. No entanto, os danos cromossômicos induzidos não são persistentes por muito 

tempo, podendo ser minimizados, como observado neste trabalho, após 72 horas de 

interrupção da exposição.  
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ARTIGO 2: “Ação genotóxica e mutagênica de concentrações ambientais do inseticida 

imidaclopride, do herbicida sulfentrazona e da combinação destes dois agrotóxicos em 

células humanas in vitro e em Salmonella typhimurium”. 
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Mantovani, Maria Aparecida Marin Morales 

 

Resumo 

 O inseticida imidaclopride e o herbicida sulfentrazona são duas classes de agrotóxicos 

bastante utilizados no Brasil para o controle de pragas de cultura de cana-de-açúcar. No 

presente trabalho, estes dois agrotóxicos foram avaliados quanto ao seu potencial de indução 

de efeitos genotóxicos e mutagênicos quando aplicados, isoladamente ou em mistura, em 

baixas concentrações. Para estas avaliações foram realizados o ensaio do cometa e o teste do 

MN em células HepG2 cultivadas in vitro, a técnica de hibridização in situ fluorescente 

(FISH), com sonda pan-centromérica humana em associação à técnica do MN e o ensaio 

Salmonella/microssoma com as linhagens TA98 e TA100, na ausência e na presença de 

sistema de metabolização exógeno (S9). Pelos resultados obtidos, verificou-se que o inseticida 

imidaclopride induziu índices significativos de MN e de danos primários no DNA das células 

HepG2, enquanto que, para o herbicida sulfentrazona, foi verificado indução de MN, mas não 

de efeitos primários no DNA (ensaio do cometa). Quando esses dois agrotóxicos foram 

associados, não foi verificada indução de MN nas células analisadas, porém, o ensaio do 

cometa revelou uma indução de genotoxicidade significativa. Os danos induzidos no DNA 

das células HepG2, pelo imidaclopride, foram resultantes da ação clastogênica deste 

composto, conforme indicado pelos resultados obtidos pela FISH (76,6 % dos MN analisados 

não apresentaram marcação centromérica: MNC-). Os resultados da FISH, para o herbicida e 

para a mistura dos agrotóxicos, demonstraram uma frequência semelhante de indução de 

perdas e quebras cromossômicas (herbicida: 52,45 % MNC-, 47,54 % MNC+; mistura: 48,71 

% MNC-, 51,42 % MNC+). A não predominância de um tipo de alteração induzida pelo 

herbicida (quebra ou perda cromossômica) pode explicar, pelo menos em parte, a não 

correlação dos resultados obtidos no teste do MN e no ensaio do cometa para este composto: a 

maioria dos MN induzidos pelo herbicida pode ter tido uma origem aneugênica, o que 

explicaria a não detecção dos danos pelo ensaio do cometa, mas sim pelo teste do MN. Os 

resultados do teste do MN e do cometa, para a mistura dos agrotóxicos revelou que os danos 

induzidos podem ser reparados e não se fixarem nas células. Diante dos resultados deste 
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estudo, conclui-se que os dois agrotóxicos estudados interagem com o DNA das células 

HepG2, causando alterações irreparáveis nas mesmas. No entanto, quando estes compostos 

são misturados, os danos induzidos parecem ser mais brandos e passíveis de reparo. Os 

resultados do teste de Ames não apontaram resultados significativos, indicando ausência de 

efeitos mutagênicos para as linhagens estudadas de S. typhimurium. 

Palavras-chave: agrotóxicos, micronúcleo, cometa, FISH, células HepG2, teste de Ames.  

 

1. Introdução 

A introdução de novos químicos no meio ambiente pode ser responsável pela indução 

de efeitos genotóxicos e mutagênicos nos organismos expostos, podendo levar a sérios 

problemas de saúde e afetar também futuras gerações, uma vez que os danos genéticos 

induzidos podem apresentar caráter herdável (RIBEIRO, 2003). Dentre as diversas 

substâncias lançadas no meio ambiente, encontram-se os agrotóxicos. De modo geral, tais 

substâncias são consideradas químicos potencialmente mutagênicos pela capacidade que 

possuem de induzirem mutação no material genético. Apesar dos agrotóxicos terem ação 

tóxica e seletiva contra certos organismos, uma seletividade absoluta é difícil de ser alcançada 

e, assim, a maioria acaba também atingindo organismos não-alvos (BOLOGNESI; 

MORASSO, 2000). 

Devido a grande preocupação existente quanto aos efeitos prejudiciais dos agrotóxicos 

sobre o material genético de organismos não-alvos, foram avaliadas, neste trabalho, duas 

classes diferentes de agrotóxicos. O inseticida Evidence®, que pertence ao grupo químico dos 

neonicotinóides e tem o imidaclopride como ingrediente ativo, e o herbicida Boral®, que 

pertence ao grupo químico das triazolinonas e tem o sulfentrazona como ingrediente ativo. 

Ambos os agrotóxicos são utilizados com freqüência em cultura de cana-de-açúcar no Brasil e 

podem ser aplicados isolados ou mesmo em associações. 

 O inseticida imidaclopride age no sistema nervoso central dos insetos como um 

agonista do receptor acetilcolina nicotínico (CHAO; CASIDA, 1997) e é amplamente 

utilizado pela sua seletiva toxicidade para insetos e fraca toxicidade para mamíferos, devido à 

pobre penetração na barreira hemato-encefálica destes animais (SHEETS, 2001a,b). O 

herbicida sulfentrazona age por meio da inibição da enzima protoporfirinogênio oxidase 

(PROTOX), localizada nos cloroplastos das plantas. Esta enzima atua na oxidação da 

protoporfirinogênio, produzindo protoporfirina IX, que é convertida em clorofila pela 

quelação do Mg2+ (BEALE; WEINSTEIN, 1990, MATRINGE; MORNET; SCALLA, 1992). 

A inibição da PROTOX acarreta em um acúmulo de protoporfirinogênio no cloroplasto, 
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fazendo com que haja uma difusão desta substância para o citoplasma, onde ela sofre 

oxidação por meio de uma reação não-enzimática, produzindo uma protoporfirina IX, que é 

diferente daquela produzida pela via normal (OLIVEIRA Jr., 2001) e, portanto, não pode ser 

consumida na via de biosíntese de porfirina (ALSCHER; DONAHUE; CRAMER, 1997). Na 

presença de luz e oxigênio, a protoporfirina IX produz a forma reativa do oxigênio (oxigênio 

singlete), que é responsável pela peroxidação de proteínas e lipídeos das membranas 

celulares, causando ruptura das membranas, necrose e morte dos tecidos sensíveis 

(OLIVEIRA Jr., 2001). 

Diante da potencialidade de contaminação ambiental pelos resíduos de agrotóxicos, 

fica evidente a necessidade de avaliações ecotoxicológicas envolvendo diferentes testes e 

bioindicadores, para estimar os possíveis efeitos prejudiciais que a contaminação pode causar 

aos organismos expostos. No campo da genética toxicológica e de monitoramento ambiental, 

os testes mais utilizados são o do micronúcleo (MN), do cometa (ALI et al., 2009) e o de 

Ames (CLAXTON; UMBUZEIRO; DE MARINI, 2010). Estes três testes detectam diferentes 

tipos de danos no DNA. O ensaio do cometa detecta, em pH alcalino, lesões primárias como 

quebras de fita simples, quebras de fita dupla, sítios álcali-lábeis e excisões indiretas causadas 

pelas enzimas de reparo, que podem ser reparadas ou resultarem em mutação (VAMVAKAS; 

VOCK, 1997, ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999, RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 

2003). O teste do MN detecta lesões irreparáveis que foram originadas de fragmentação 

cromossômica ou de perdas de cromossomos inteiros que não foram incorporados ao núcleo 

principal da célula, durante a divisão celular (FENECH, 2000). O teste de Ames detecta 

mutações causadas por adição ou deleção de um ou poucos pares de bases de DNA 

(frameshift) e por substituição de pares de bases (AMES; McCANN; YAMASAKI, 1975, 

GATEHOUSE et al., 1994, MORTELMANS; ZEIGER, 2000). O objetivo deste trabalho foi 

avaliar o potencial genotóxico e mutagênico dos agrotóxicos acima descritos, em células de 

hepatoma humano (HepG2) mantidas em cultura e em diferentes linhagens da bactéria 

Salmonella typhimurium, após sua exposição aos agrotóxicos isolados e em combinação. 

Também foi avaliado o mecanismo de ação destes agrotóxicos por meio da técnica de 

hibridação in situ fluorescente em células HepG2. 

 

2 Materiais e Métodos 

2.1 Materiais 

2.1.1 Químicos testados e Organismos testes 
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Os agrotóxicos estudados, tanto em ensaios com as células HepG2 como com S. 

typhimurium, foram o herbicida sulfentrazona (Boral®) (50 % pureza, FMC Agricultural 

Products) e o inseticida imidaclopride (Evidence®) (48 % pureza, Bayer S/A).  

Para os dois agrotóxicos foram preparadas três diferentes concentrações para os 

ensaios com as células HepG2 e cinco diferentes concentrações para o teste de Ames. A 

primeira concentração, para ambos os agrotóxicos, foi baseada na menor concentração 

indicada para uso em campo e, a partir delas, foram realizadas diluições em água. A 

concentração de campo do inseticida imidaclopride é 7,5 mL/L e a do herbicida sulfentrazona 

é 12 mL/L. As concentrações finais estudadas no presente trabalho estão apresentadas na 

tabela 1.  

Em testes preliminares com o herbicida, a concentração de campo impediu o 

crescimento das células HepG2. Desta forma, para o ensaio com estas células, foram testadas 

concentrações menores, para encontrar a maior concentração não citotóxica a ser utilizada nos 

ensaios. As concentrações finais foram determinadas pelos resultados dos ensaios de 

citotoxicidade (teste do MTT), apresentados mais adiante neste trabalho. Para o teste de 

Ames, foram testadas cinco concentrações (número necessário para validar o teste). A 

concentração inicial do herbicida a ser testada neste teste foi de 2,4 mL/L, uma vez que a 

concentração de campo (12 mL/L) foi tóxica para as linhagens testadas de Salmonella. A 

concentração de 2,4 mL/L foi escolhida com base em ensaios já realizados com outro 

organismo teste  (células de A. cepa), onde esta concentração foi a maior concentração não 

citotóxica para elas. A utilização das mesmas concentrações nestes dois ensaios possibilitaria 

comparações futuras entre a ação deste herbicida em organismos diferentes.  

 

Tabela 1 - Concentrações (mL/L) estudadas dos agrotóxicos, nos testes de mutagenicidade e 
genotoxicidade com HepG2 e no Teste de Ames. 

 Herbicida 
(sulfentrazona) 
 

Inseticida 
(imidaclopride) 

 

Mistura  
(herbicida + inseticida) 

 

 

Ensaios com HepG2              0,12             0,075            0,12 + 0,075         (M1) 
            0,012           0,0075          0,012 + 0,0075       (M2) 
          0,0012         0,00075        0,0012 + 0,00075    (M3) 
     
Teste de Ames                2,4                 7,5            2,4 + 7,5               (M1) 
                1,2               0,75 1,2 + 0,75             (M2) 
              0,12             0,075 0,12 + 0,075          (M3) 
            0,012           0,0075 0,012 + 0,0075      (M4) 
          0,0012         0,00075 0,0012 + 0,00075  (M5) 

Como controles positivos, foram utilizados: 
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- Metilmetano sulfonato (MMS) (Sigma-Aldrich, CAS No 66-27-3), na concentração 4x10-

2M, para os testes do MN e cometa com HepG2; 

- Triton X-100 (Merck, CAS No 9036-19-5), 1 %, para o teste do MTT, utilizando as células 

HepG2; 

- Óxido de 4-nitroquinolina (4NQO) (Sigma, CAS No. 56-57-5), na concentração de 0,05 

�g/�L, para os testes realizados com S. typhimurium na ausência de ativação metabólica;  

- 2-aminoantraceno (2AA) (Sigma, CAS No. 613-13-8), na concentração de 0,25 �g/�L, para 

os testes realizados com S. typhimurium na presença de ativação metabólica.  

O MMS foi diluído em PBS, o Triton X-100 em meio MEM e o 4NQO e o 2AA foram 

diluídos em DMSO. 

 Para o desenvolvimento dos testes de Ames com ativação metabólica foi utilizado um 

sistema de metabolização exógeno (sistema microssomal S9, Moltox), constituído de um 

homogenato de células do fígado de rato Sprague-Dawley, pré tratado com a mistura bifenil 

policlorinada (Araclor 1254).   

 Para os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade com os 

agrotóxicos estudados, foram utilizadas células de hepatoma humanos (linhagem HepG2) 

cultivadas in vitro e as linhagens TA98 e TA100 da bactéria S. typhimurium. 

 

2.2 Métodos 

2.2.1 Manutenção das células HepG2  para o teste do MN, ensaio do cometa, teste de 

hibridização in situ e quantificação da GST 

As células HepG2, gentilmente cedidas pela profa. Dra. Danielle Palma de Oliveira 

(Laboratório de Toxicologia Ambiental da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto), foram estocadas em nitrogênio líquido e cultivadas em minimal essential medium 

(MEM), preparado com 100 mM de piruvato de sódio, e solução antibiótica/antimicótica 

(penicilina 10.000 U.I./mL/estreptomicina 10 mg/mL) e suplementado com 10 % de soro 

bovino fetal - SBF. O cultivo celular foi feito em câmara úmida a uma temperatura de 37 ºC e 

5 % de CO2, em frascos de cultura de 25 cm2. 

 

2.2.2 Determinação das concentrações testadas: teste de citotoxicidade com 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide – MTT 

Este teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Mosmann (1983), com 

algumas modificações. Basicamente, cerca de 2,5x104 células HepG2 foram plaqueadas em 

poços de uma microplaca e mantidas por 24 horas em câmara úmida a 37 ºC com 5 % de CO2,  
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para estabilização. Decorrido este tempo, as células foram tratadas, por 24 horas, com seis 

diferentes concentrações dos agrotóxicos testados e depois incubadas, por 4 horas, com MTT 

(Sigma, CAS No. 298-93-1, 1 mg/mL). Em seguida, o MTT foi descartado e foram 

adicionados 100 mL de DMSO estéril por poço. Imediatamente após a adição do DMSO, as 

microplacas foram submetidas ao leitor para medição espectofotômetra em filtro de 540 nm. 

Os testes foram realizados em duplicata e a análise dos resultados foi feita por meio da 

comparação estatística (Mann-Whitney com p<0,05) entre as absorbâncias do CN e dos 

tratamentos. Três concentrações não citotóxicas obtidas neste ensaio foram utilizadas para a 

realização dos testes de genotoxicidade e mutagenicidade com as células HepG2. 

 

2.2.3 Teste do Micronúcleo em células binucleadas 

Este teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Natarajan; Durroudi 

(1991), com pequenas modificações. Cerca de 5x106 células HepG2 foram semeadas em meio 

MEM suplementado com 10 % de SBF (meio de cultura completo), em frascos de 25 cm2, e 

mantidas em câmara úmida a uma temperatura de 37 ºC e 5 % de CO2, por 24 horas, para 

estabilização. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes concentrações do 

inseticida imidaclopride (0,075; 0,0075 e 0,00075 mL/L), do herbicida sulfentrazona (0,12; 

0,012 e 0,0012 mL/L) e com a mistura destes dois agrotóxicos, por 24 horas. Após este 

período, seguiu-se a lavagem das células com PBS e a adição de 5 mL de meio de cultura 

completo contendo 3 �g/mL de citocalasina B (Sigma), onde as células permaneceram por 28 

horas (TSUBOY et al., 2007; CHEQUER et al., 2009). Para a colheita das células, estas 

foram tripsinizadas com 500 �L de Tripsina-EDTA (0,5%), por 5 minutos e centrifugadas por 

5 minutos a 1500 rpm. Ao pellet, foram adicionados 5 mL de solução hipotônica de citrato de 

sódio gelada (0,01%) e duas gotas formaldeído 40 %. Após nova centrifugação (5 minutos a 

1500 rpm), as células foram fixadas com metanol/ácido acético (3/1) e mantidas sob 

refrigeração, até a confecção das lâminas. Para a detecção dos MN, as células foram coradas 

com Giemsa 5 %, em tampão fosfato, por 10 minutos. Foram feitas três réplicas por 

tratamento e a análise dos MN foi feita por meio da contagem de 2000 células binucleadas 

com membrana nuclear e citoplasmática íntegras, núcleos de tamanhos similares não 

sobrepostos e com o mesmo padrão e intensidade de coloração, totalizando 6000 células por 

tratamento. A análise de significância dos resultados foi feita pelo teste estatístico não 

paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05). 
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2.2.4 Técnica de Hibridização In Situ Fluorescente (FISH)  

 Lâminas contendo células binucleadas, previamente expostas ao herbicida, ao 

inseticida e a mistura dos dois agrotóxicos, foram fixadas em Carnoy (3 partes de etanol: 1 

parte de ácido acético) por 15 minutos, desidratadas em série alcoólica (70, 85 e 100 %) por 5 

minutos cada e secas em estufa a 37 ºC. Posteriormente, as lâminas foram tratadas com 

RNAse 100 �g/mL em 2xSSC (37 ºC, por 1 hora), com pepsina 10 �g/mL em 0,2 N HCl 

(37ºC, por 20 minutos), com formaldeído 3,7 % em 1xPBD, seguida de desidratações em 

série alcoólica (70, 85 e 100 %, por 5 minutos em cada concentração) e secagem em estufa a 

37 ºC. 

A sonda (All Human Centromere probe, Poseidon - Kreatech Diagnostics), já marcada 

com rodamina, foi desnaturada a 90 ºC por 10 minutos, imediatamente colocada em 

temperatura de -20 ºC, por cerca de 5 minutos, e aplicada sobre as lâminas. Após serem 

cobertas por lamínulas 24x40 mm, as lâminas foram desnaturadas em placa aquecida (75 ºC), 

por 8 minutos. Para que ocorresse a hibridização, as lâminas foram mantidas overnight, em 

câmara úmida, a 37 ºC. Após a hibridização, as lamínulas foram removidas e as lâminas 

foram submetidas a uma solução de 0,4 x SSC/0,3 % Igepal, por 2 minutos, a 72 ºC e, em 

seguida, em 2 x SSC/0,1% Igepal, por 1 minuto a temperatura ambiente. A contracoloração 

das lâminas foi feita pela aplicação de 10 �L de uma solução de DAPI/Vectashield. A análise 

foi feita em microscópio de fluorescência com filtros para DAPI e rodamina, em aumento de 

1.000 vezes, sendo contabilizadas as porcentagens de micronúcleos com sinal de centrômero 

(MN C+) e micronúcleos sem sinal de centrômero (MN C-). 

 

2.2.5 Ensaio do cometa  

 Este ensaio foi realizado segundo protocolo descrito por Uhl, Helma e Knasmüller 

(1999, 2000), com algumas modificações. Resumidamente, cerca de 5x106 células HepG2 

foram semeadas em meio MEM suplementado com 10 % de SBF (meio de cultura completo), 

em frascos de 25 cm2, e mantidas em câmara úmida a uma temperatura de 37 ºC e 5 % de 

CO2, por 24 horas, para estabilização. Após este período, as células foram tratadas, por 24 

horas, com as mesmas substâncias utilizadas para o teste do MN, como descritas 

anteriormente. Após os tratamentos, as células foram tripsinizadas (500 �L de Tripsina-

EDTA 0,5 %), centrifugadas (1500 rpm, 5 minutos) e o pellet, ressuspendido em 500 �l de 

meio de cultura. Em seguida, 20 �L de suspensão celular foram misturadas com 120 �L de 

agarose de baixo ponto de fusão (0,5 %). A mistura foi rapidamente gotejada sobre lâminas 
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previamente cobertas com agarose de ponto de fusão normal (1,5 %.), que foram, em seguida, 

submetidas a uma solução de lise gelada por no mínimo, 1 hora a 4 ºC. Após a desnaturação 

do DNA das lâminas em solução tampão alcalina, por 20 minutos, seguida de eletroforese (4 

ºC, 39 V, 300 mA), por mais 20 minutos, as lâminas foram neutralizadas, fixadas e mantidas 

sob refrigeração, até o momento da análise. A coloração foi feita com brometo de etídio 

(0,002 mg/mL) e a análise feita em microscópio de fluorescência, com filtro de excitação de 

515-560 nm e filtro de barreira de 590 nm, em um aumento de 400X. Os cometas foram 

avaliados visualmente pela análise de cerca de 100 nucleóides por lâmina, não sobrepostos e 

escolhidos aleatoriamente, totalizando aproximadamente 600 nucleóides por tratamento. De 

acordo com o tamanho das caudas, os nucleóides foram classificados em quatro classes, 

segundo a classificação de Kobayashi et al. (1995), em: classe 0 - ausência de danos visíveis 

no DNA; classe 1 – dano pequeno; classe 2 – dano médio; classe 3 – dano grande. O escore 

foi obtido pela multiplicação do número de nucleóides pertencentes a cada classe, pelo 

número da classe correspondente, segundo a fórmula:    

 
onde ni é o número de nucleóides de classe i e i é classe do dano (0, 1, 2, 3).  

 

Os testes foram feitos em triplicata e os resultados obtidos foram analisados, 

estatisticamente, pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05). 

 A determinação da viabilidade celular foi feita pelo método da coloração exclusiva 

com Azul de Trypan (20 �L de suspensão celular de cada tratamento e 20 �L de Azul de 

Trypan 0,4 %), considerando-se as porcentagens de células viáveis do total de células 

analisadas e aceitando o limite mínimo de 80 % de células viáveis, para o prosseguimento do 

ensaio do cometa. 

 

2.2.6 Teste para detecção da atividade da Glutationa-S-Transferase 

Este teste foi realizado segundo o manual do Glutathione S-Transferase Assay Kit - 

Cayman Chemical Company (2011), com adaptações descritas em Lamy et al. (2008).  

Cerca de 1x106 células HepG2 foram semeadas em meio MEM suplementado com 

10% de SBF (meio de cultura completo), em frascos de 25 cm2, e mantidas em câmara úmida 

a uma temperatura de 37 ºC e 5 % de CO2, por 24 horas, para estabilização. Após este período, 

foram adicionadas aos frascos de cultura as diferentes concentrações do inseticida 

(0,075;0,0075 e 0,00075 mL/L), do herbicida (0,12; 0,012 e 0,0012 mL/L) e da mistura dos 
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dois agrotóxicos (teste realizado em triplicata). As células permaneceram nestes tratamentos, 

em estufa a 37 ºC com 5 % de CO2, por 24 horas. Decorrido este tempo, as células foram 

lavadas duas vezes com PBS estéril para a retirada dos agrotóxicos. Em seguida, foi 

adicionado 1 mL de PBS novo e, com o auxílio de um raspador de borracha, as células foram 

destacadas dos frascos de cultivo para posterior centrifugação (10 minutos a 2.000 g, 4 ºC). 

Após centrifugação e descarte do sobrenadante, as células foram sonicadas com cerca de 500 

�L de PBS gelado, em sonicador de ponta com potência de 17 %, por 1 segundo. Em seguida, 

as células foram novamente centrifugadas (16.000 g, 4 ºC por 20 minutos) e o sobrenadante 

foi recolhido e estocado a -80 ºC para posterior leitura da atividade enzimática. Para a leitura, 

20 �L do sobrenadante de cada amostra foram misturados com 20 �L de glutationa reduzida, 

150 �L de assay buffer e 10 �L de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Para o controle 

negativo e para o controle enzimático, foram adicionados 170 �L de assay buffer. Como 

controle positivo, foi utilizado GST de eqüino. A absorbância foi medida em leitor de 

microplacas, a 340 nm, 25 ºC, em intervalos de 1 minuto, por dez minutos. A determinação da 

taxa de reação da enzima (�A340/min) foi calculada pela obtenção da inclinação linear da reta 

obtida pela plotagem dos valores de absorbância, em função do tempo e a atividade da GST 

foi calculada por meio da aplicação da fórmula abaixo: 

 

Atividade da GST (nmol/min/mL) =  �A340/min      x    0,2 mL   x   diluição da amostra 
                                                0,00503 �M-1       0,02 mL 

 
 
 

2.2.7 Teste de Ames (Protocolo de Pré-Incubação) 

Este teste foi baseado nos protocolos descritos por Maron; Ames (1983) e 

Mortelmans; Zeiger (2000). Linhagens TA98 e TA100 de S. typhimurium foram colocadas 

para crescer em incubadora shaker a uma temperatura de 37 ºC, overnight, em caldo nutriente. 

Em seguida, 100 �L de cada linhagem (109 células/mL) foram adicionados em tubos de 

cultura contendo 500 �L de tampão fosfato e 100 �L dos agrotóxicos testados (ou 10 �L de 

controle positivo). Nos ensaios com presença de ativação metabólica S9, o tampão fosfato foi 

substituído por 500 �L de mistura S9 [água destilada estéril, tampão fosfato 0,2 M, NADP 0,1 

M, glicose-6-fosfato 1,0 M, solução de sais (KCl 1,65 M e MgCl2 0,4M) e fração S9]. Para o 

CN, 100 �L de cada linhagem de bactéria foram adicionados a tubos de cultura contendo 500 

�L de tampão fosfato ou de mistura S9 e 100 �L do solvente utilizado para diluir a substância 
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teste. Os tubos contendo as misturas foram pré-incubados em estufa bacteriológica a 37 ºC 

por 30 minutos. Em seguida, o seu conteúdo, acrescido de 2 mL de ágar de superfície, foi 

vertido em placas de Petri estéreis contendo ágar mínino solidificado. As placas foram 

incubadas invertidas em estufa bacteriológica a 37 ºC por 66 horas.  

Cada teste foi realizado em triplicata. Os CP foram realizados em duplicata e o CN, 

em quintuplicata. 

Para a análise de mutagenicidade, as colônias de bactérias revertentes foram contadas 

manualmente. Os dados foram avaliados pelo teste ANOVA (software Salanal) e 

considerados positivos quando os resultados do teste estatístico e de dose resposta foram 

significativos, segundo o modelo de Bernstein (BERNSTEIN et al.,1982). Os resultados 

foram expressos pelo número de revertentes por miligrama do agrotóxico testado. 

 

3. Resultados 

As figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, os resultados do teste do MTT obtidos 

para o inseticida imidaclopride e para o herbicida sulfentrazona.  

A concentração inicial do herbicida testado foi 2,4 mL/L, uma vez que a concentração 

de campo (12 mL/L) foi visivelmente citotóxica para estas células. A concentração de 2,4 

mL/L foi escolhida com base em ensaios já realizados com outro organismo teste  (células de 

A. cepa), onde esta foi a maior concentração não citotóxica para elas. As concentrações 

seguintes (1,2; 0,12; 0,012; 0,0012 e 0,00012 mL/L) são derivações diretas da concentração 

de campo (12 mL/L).  

Para o inseticida, apenas a maior concentração (7,5 mL/L) foi citotóxica, enquanto que 

para o herbicida, as concentrações de 2,4 e 1,2 mL/L foram citotóxicas em relação ao CN. 

Desta forma, dentre as concentrações não citotóxicas do inseticida, foram selecionadas, para 

os testes com HepG2, as concentrações: 0,075; 0,0075 e 0,00075 mL/L. Para o herbicida, as 

três concentrações não citotóxicas selecionadas foram: 0,12; 0,012 e 0,0012 mL/L.  
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Figura 1 - Médias de absorbância de diferentes concentrações do inseticida imidaclopride. 

* estatisticamente significativo (p<0,05) 
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Figura 2 - Médias de absorbância de diferentes concentrações do herbicida sulfentrazona 
* estatisticamente significativo (p<0,05) 

 

Os resultados do teste do MN (Tabela 2) indicaram mutagenicidade significativa para 

as três concentrações testadas do inseticida imidaclopride (p = 0,0039 para as três 

concentrações) e para as duas menores concentrações do herbicida sulfentrazona (p = 0,0039 

para as duas concentrações). Não foi observada indução significativa de MN pela mistura dos 

agrotóxicos. A maioria dos MN induzidos pelo inseticida imidaclopride teve origem 

clastogênica (MN com fragmentos acêntricos: MNC-). Já os MN induzidos pelo herbicida 

sulfentrazona e pela sua mistura com o inseticida imidaclopride tiveram tanto origem 

clastogênica quanto aneugênica (tabela 3, figura 3).  

*
*

*

*

*
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Para o ensaio do cometa (Tabela 4, Figura 4), foi verificado genotoxicidade para as 

concentrações de 0,0075 e 0,00075 mL/L de imidaclopride (p = 0,0453 e p = 0,0306, 

respectivamente) e para as misturas M2 e M3 (p = 0,0306 e p = 0,0039, respectivamente). 

Para o herbicida sulfentrazona não foi observado nenhum resultado significativo. Os 

resultados dos testes de viabilidade celular estão apresentados na tabela 5. 

 

Tabela 2 - Resultados do teste do MN com as células HepG2 expostas por 24 horas às três 

diferentes concentrações do inseticida imidaclopride, do herbicida sulfentrazona e da mistura 

destes dois agrotóxicos.  

Tratamentos Concentrações Total de células 
analisadas 

Freqüência de MN Média ± dp 

CN - 6032 0,89       9,00 ± 1,26 
Imidaclopride 0,00075 mL/L 6014 4,47    44,83 ± 15,11** 
 0,0075 mL/L 6036 3,01  30,33 ± 8,91** 
 0,075 mL/L 6029 3,30  33,16 ± 5,71** 
CP (MMS) 4x10-2M  6049 5,27    53,16 ± 14,27** 
     
CN - 6010 1,89      19,00 ± 3,16 
Sulfentrazona 0,0012 mL/L 6025 4,03     40,50 ± 9,41** 
 0,012 mL/L 6020 3,75    37,67 ± 7,55** 
 0,12 mL/L 6032 2,59      26,00 ± 4,85 
MMS 4x10-2M 6024 5,84     58,66 ± 5,75** 
     
CN - 6013 1,65     16,50 ± 3,27 
Mistura M3 6022 2,84 28,50 ± 15,37 
 M2 6031 1,90     19,17 ± 3,30 
 M1 6029 2,29     23,00 ± 6,98 
CP (MMS) 4x10-2M 6036 7,78  78,33 ± 15,15** 
-  Frequência: número de células micronucleadas/número total de células analisadas*100. 
- M3: mistura do herbicida sulfentrazona (0,0012 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,00075 

mL/L); M2: mistura do herbicida sulfentrazona (0,012 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,0075 
mL/L); M1: mistura do herbicida sulfentrazona (0,12 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,075 
mL/L). 

- **estatisticamente significativo (p<0,001).  
 
 
 
Tabela 3 – Número total e porcentagem de MN centrômero positivo (MNC+) e MN centrômero 

negativo (MNC-). 

 Total MNC+ Total MNC- % MNC+ % MNC- 
Imidaclopride 7 23 23,3 76,6 
Sulfentrazona 29 32 47,54 52,45 
Mistura 36 34 51,42 48,71 
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Tabela 4 - Resultados do ensaio do cometa com células HepG2, após exposição por 24 horas às diferentes 

concentrações do inseticida imidaclopride, do herbicida sulfentrazona e da mistura destes dois 

agrotóxicos. 

  Número 
de células 
analisadas 

Danos 
 

Classe 0       Classe 1        Classe 2    Classe 3 

         Total danos 
(classes 1+2+3) 

Score 

imidaclopride CN 670 660 5 1 4 10 19 
 0,00075 662 620 23 11 8 42 69* 
 0,0075 672 635 19 10 8 37 63* 
 0,075 631 619 5 5 2 12 21 
 CP- MMS 637 0 253 299 85 637 1106* 

 
Sulfentrazona CN 604 557 32 7 8 47 70 
 0,0012 603 552 32 4 14 50 82 
 0,012 614 560 23 18 14 55 101 
 0,12 605 542 38 16 9 63 97 
 CP- MMS 600 0 43 443 114 600 1271* 
         
Mistura CN 605 554 35 12 4 51 71 
 M3 614 512 67 16 19 102 156* 
 M2 615 537 51 11 16 78 121* 
 M1 607 552 33 10 12 55 89 
 CP- MMS 601 0 0 283 318 601 1520* 

- Score: multiplicação do número de nucleóides pertencentes a cada classe, pelo número da classe correspondente. 
- M3: mistura do herbicida sulfentrazona (0,0012 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,00075 mL/L); M2: 

mistura do herbicida sulfentrazona (0,012 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,0075 mL/L); M1: mistura do 
herbicida sulfentrazona (0,12 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,075 mL/L) 

- * estatisticamente significativo (p<0,05). 
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Figura 3 - Célula HepG2 tratada com o herbicida sulfentrazona, submetida à técnica de FISH: 
A1 e B1) células binucleadas com um micronúcleo (seta), corada com DAPI; A2 e B2) 
localização dos centrômeros dos cromossomos, com sonda centromérica marcada com 
rodamina (pontos vermelhos); A3) sobreposição das imagens A1 e A2, mostrando a localização 
do centrômero dentro do MN (seta – indicativo de aneugenicidade); B3) sobreposição das 
imagens B1 e B2, mostrando ausência de centrômero dentro do MN (indicativo de 
clastogenicidade). 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 4 – Nucleóides resultantes do ensaio do cometa. A) Classe 0; B) Classe 1; C) Classe 2; 
D) Classe 3 
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Tabela 5 – Viabilidade celular obtida pelo teste de Azul de Trypan em células 

HepG2, expostas aos diferentes tratamentos como os agrotóxicos estudados. 

Tratamentos Viabilidade (%) 
Imidaclopride  
CN 97,29 
CP 95,72 
0,00075 mL/L 96,98 
0,0075 mL/L 97,82 
0,075 mL/L 97,33 
 
Sulfentrazona 

 

CN 97,61 
CP 84,86 
0,0012 mL/L 93,34 
0,012 mL/L 95,85 
0,12 mL/L 96,92 
 
Mistura 

 

CN 99,07 
CP 98,08 
M3 98,10 
M2 98,68 
M1 98,58 

- M3: mistura do herbicida sulfentrazona (0,0012 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,00075 
mL/L); M2: mistura do herbicida sulfentrazona (0,012 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,0075 
mL/L); M1: mistura do herbicida sulfentrazona (0,12 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,075 
mL/L). 

 

Os resultados referentes à atividade da GST encontram-se resumidos na tabela 6. 

Nenhuma diferença significativa foi observada entre as três diferentes concentrações de cada 

agrotóxico, para as atividades da GST. 
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Tabela 6 - Atividade da GST nas diferentes concentrações do inseticida imidaclopride, do 

herbicida sulfentrazona e da mistura destes dois agrotóxicos. 

Tratamentos Concentrações  
(mL/L) 

Atividade da GST 
(nmol/min/mL) 

Branco - 4,97 
   
Imidaclopride 0,00075 13,91 
 0,0075 17,09 
 0,075 12,32 
   
Sulfentrazona 0,0012 21,66 
 0,012 24,05 
 0,12 24,05 
   
Mistura M3 23,85 
 M2 16,1 
 M1 14,11 
   
CP - 64,61 

- M3: mistura do herbicida sulfentrazona (0,0012 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,00075 
mL/L); M2: mistura do herbicida sulfentrazona (0,012 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,0075 
mL/L); M1: mistura do herbicida sulfentrazona (0,12 mL/L) com o inseticida imidaclopride (0,075 
mL/L.) 

 

Para o teste de Ames, nenhum resultado significativo foi observado para os 

agrotóxicos testados e nem para mistura dos mesmos, quando se testou as duas linhagens 

de S. typhimurium (TA98 e TA100), tanto na presença como na ausência de sistema de 

metabolização exógena (S9), conforme ilustrado na figura 5.   
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Figura 5 - Curvas dose-resposta para o inseticida imidaclopride (A), para o herbicida 
sulfentrazona (B) e para a mistura destes dois agrotóxicos (C), na presença e na ausência de 
sistema de metabolização exógeno (S9) em linhagens TA98 e TA100 de S. typhimurium. 

A) 

C) 

B) 
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Mesmo tendo obtido resultados negativos de mutagenicidade para os testes feitos com 

os agrotóxicos, os testes com os CP nos indicaram que as bactérias responderam 

eficientemente aos testes de mutagenicidade (Tabela 7).  

 

 

Tabela 7 - número de colônias revertentes de S. typhimurium (linhagens TA98 e TA100), após 

exposição aos controles positivos 4-nitroquinolina (4NQO) e 2-aminoantraceno (2AA). 

Linhagens 4NQO 2AA 
 réplica 1 réplica 2 réplica 1 réplica 2 
TA98 648 552 1656 1864 
TA100 1984 1888 2432 2814 

 

 

4 Discussão e Conclusão 

O drástico aumento na aplicação de agrotóxicos, que vem ocorrendo nas últimas 

décadas, tem gerado diversos efeitos prejudiciais para a saúde humana e também para os 

animais (CRUMPTON, 2001). As exposições, principalmente às baixas concentrações 

(MOLLER, 2006), são praticamente inevitáveis, devido à contaminação do ar, da água, do 

solo e dos alimentos (ECOBICHON, 2000). Desta forma, avaliações que visam determinar o 

potencial de indução de efeitos prejudiciais no material genético de organismos expostos a 

estes contaminantes têm sido bastante relevantes. 

No presente trabalho, tanto o inseticida imidaclopride quanto o herbicida 

sulfentrazona, induziram índices significativos de MN nas células HepG2, indicando uma 

ação mutagênica destes agrotóxicos sobre estas células. Também foi observado, embora de 

modo não significativo, um leve aumento na freqüência de MN induzidos pela menor 

concentração dos dois agrotóxicos testados e uma maior indução de danos no DNA (pelo 

ensaio do cometa) pelas menores concentrações de imidaclopride e pela combinação das 

menores concentrações do inseticida com o herbicida. Estudos realizados por Au et al. (1988, 

1990) e Cavallo et al. (2010) mostraram que concentrações mais elevadas de um determinado 

composto pode induzir menos danos no DNA do que as menores concentrações, em 

decorrência de uma maior atividade de enzimas antioxidantes, em resposta ao elevado 

potencial de indução de danos pela maior concentração. Alguns autores (BANERJEE et al., 

1999, NORDBERG; ARNÉR, 2001, ETEMADI-ALEAGHA; AKHGAR; ABDOLLAHI, 

2002, RAI; SHARMA, 2007, RAI et al., 2009) têm demonstrado que os agrotóxicos podem 

induzir estresse oxidativo nas células, pela produção de radicais livres, aumentando a 
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peroxidação lipídica e causando um aumento significativo nas atividades das enzimas 

antioxidantes nos mamíferos. Antioxidantes como a glutationa-S-transferase (GST), removem 

eficientemente os radicais livres e são parcialmente responsáveis pela proteção contra a 

peroxidação lipídica das membranas, derivadas de exposição aguda ou crônica aos pesticidas 

(AGRAWAL; SULTANA; GUPTA,1991; EL-SHARKAWY et al., 1994). Apesar destas 

afirmações, não foram encontradas, no presente trabalho, alterações significativas na atividade 

da GST para as três diferentes concentrações testadas do inseticida imidaclopride e nem entre 

as diferentes combinações das concentrações deste inseticida com o herbicida sulfentrazona. 

Para o ensaio do cometa, a indução de maiores danos pelas menores concentrações 

testadas pode, ainda, ser decorrente das características químicas dos agrotóxicos estudados. 

Segundo Hartmann et al. (2001), uma maior concentração de um determinado composto pode 

induzir, quando comparada com concentrações menores, a uma menor migração do DNA no 

ensaio do cometa, se o agente estudado for um potencial indutor de crosslinks. O reparo do 

DNA, induzido pelas baixas concentrações, pode levar a elevados índices de migração do 

DNA, enquanto que a elevada quantidade de crosslinks, induzida pelas maiores 

concentrações, pode levar a um decréscimo na migração do DNA.  

Por meio dos resultados obtidos no teste do MN e no ensaio do cometa, podemos 

dizer, de modo geral, que os danos induzidos no DNA das células HepG2 pelo inseticida 

imidaclopride não foram reparados, o que permitiu a sua fixação sob a forma de MN. 

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram obtidos quando o imidaclopride 

foi testado em outros organismos e tipos celulares. Testes in vitro (FENG et al., 2004, 2005, 

COSTA et al., 2009) realizados com linfócitos humanos e eritrócitos de anfíbios, expostos à 

diferentes concentrações do imidaclopride puro (>95 %) e do imidaclopride comercial 

Confidor® (17,8 %), indicaram resultados positivos tanto para a indução de MN quanto para a 

indução de danos primários no DNA, observados pelo ensaio do cometa. No estudo realizado 

por Costa et al. (2009), também foram verificados os efeitos do imidaclopride puro e 

comercial, após a exposição das células a um sistema de metabolização exógeno (S9). Os 

autores observaram um leve aumento dos danos genotóxicos e mutagênicos pelo produto 

comercial, após a ativação metabólica, quando comparados com os resultados obtidos com o 

produto puro. O imidaclopride de formulação comercial possui substâncias como 

dimetilsulfóxido, metilpirrolidona, carbonato de propileno e óleo mineral, que podem alterar a 

sua biodisponibilidade e sua toxicidade para seres humanos expostos de forma ocupacional. 

Tais aditivos podem aumentar a toxicidade do inseticida por aumentar sua absorção pelas 

membranas celulares (Costa et al., 2009).  
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No presente trabalho, os índices de MN induzidos pelo inseticida imidaclopride foram 

altamente significativos (p<0,001). Assim como nas descrições de Costa et al (2009), os 

resultados aqui apresentados, para as células HepG2, podem estar relacionados com uma 

potencialização do efeito mutagênico do inseticida estudado, pois estas células, segundo  

Knasmüller et al. (1998), Kassie et al. (2003), Majer et al. (2004) e Knasmüller et al. (2004), 

apresentam atividade das enzimas de fase I e II da metabolização de xenobiontes, que 

possuem um papel crucial na ativação de substâncias genotóxicas e mutagênicas. 

A ação genotóxica/mutagênica do inseticida imidaclopride, de acordo com os 

resultados aqui obtidos pela técnica de hibridização in situ fluorescente, ocorre por meio da 

indução de quebras cromossômicas, sendo, portanto, um agente de ação clastogênica. 

Segundo Sari-Minodier et al. (2002), a FISH realizada com uma sonda de DNA pan-

centromética humana, pode ser utilizada para distinguir, de modo preciso, os MN originados 

de quebras cromossômicas daqueles originados de perdas cromossômicas. Ainda, esta técnica 

constitui uma ferramenta valiosa na identificação e triagem, in vitro, de agentes clastogênicos 

e indutores de aneuploidia (CHUNG; KANG; KIM, 2002). De acordo com Antoccia et al. 

(1991), se 70 a 100 % dos MN analisados possuírem cinetócoro, então o composto é 

considerado aneugênico. Se a frequência de MN contendo cinetócoro estiver entre 0 e 30 %, 

então o composto é considerado clastogênico (STOPPER; MÜLLER, 1997).  Nossos 

resultados mostraram uma ausência de centrômeros na maioria dos MN induzidos pelo 

inseticida imidaclopride, resultados estes que inferem uma ação clastogênica para este 

agrotóxico, corroborando os dados apresentados por Karabay; Oguz (2005). Estes autores 

caracterizaram o inseticida como de ação clastogênica, pela sua capacidade de induzir MN e 

aberrações cromossômicas, como quebras e aderências cromossômicas, em células de medula 

óssea de ratos.  

Para o herbicida sulfentrazona, não foi observado efeito genotóxico para nenhuma das 

concentrações testadas, mas a potencialidade de indução de danos no DNA por este herbicida 

foi confirmada pelo teste do MN, para as duas menores concentrações.   

Na literatura existem poucos trabalhos que relatam os efeitos genotóxicos e 

mutagênicos do sulfentrazona e dos triazolinonas (classe química a qual pertence o herbicida). 

Os poucos dados disponíveis mostram que o sulfentrazona não apresenta efeito genotóxico e 

nem carcinogênico, embora alguns estudos tenham apontado um possível potencial 

mutagênico para este herbicida, porém inconclusivos (BIGGER; CLARKE, 1992, 

CALIFORNIA EPA DEPARTMENT OF PESTICIDE REGULATION, 2006). Outros 

autores (BIGGER; CLARKE, 1992, PUTNAM; YOUNG 1992, MURLI 1996) encontraram 
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resposta negativa de mutagenicidade para o sulfentrazona, ao contrário do observado em 

nossos estudos. No entanto, os testes realizados pelos autores acima citados não foram 

realizados com o herbicida sulfentrazona (produto comercial), mas sim com o sulfentrazona 

com pureza de 94,2 %. Ainda, tais testes foram, em sua maioria, realizados com sistemas in 

vivo e, quando in vitro, os autores utilizaram tipos celulares diferentes do que o utilizado no 

presente trabalho. Quanto ao potencial genotóxico do herbicida sulfentrazona, Castro et al. 

(2007) observaram, por meio do ensaio do cometa, resultados negativos em leucócitos de 

ratas em período gestacional, expostas à diferentes doses do herbicida. Tal resposta corrobora 

os resultados da não genotoxicidade do herbicida sulfentrazona obtidos em nosso estudo, 

apesar deste último ter sido realizado in vitro e não in vivo. A falta de genotoxicidade também 

foi verificada na prole recém-nascida. Apesar disso, os autores puderam constatar que no final 

do período gestacional (período sem administração de sulfentrazona), os danos induzidos no 

DNA foram bastante diminuídos em relação ao período subseqüente à última administração 

do sulfentrazona, refletindo o potencial de recuperação celular, após a interrupção do 

tratamento.  

Segundo Singh; Stephen (1997) e Ribeiro, Salvadori e Marques (2003), a análise de 50 

células/nucleóides por lâmina, no ensaio do cometa, é suficiente para detectar a indução de 

danos no DNA pelo agente testado. No presente trabalho, foram analisados 100 nucleóides 

por lâmina (200 por tratamento), aumentando assim, o poder do teste estatístico. Apesar disso, 

os resultados obtidos para o herbicida sulfentrazona foram negativos. A presença significativa 

de MN e a ausência de danos no DNA, verificada pelo ensaio do cometa, realizado com o 

herbicida sulfentrazona neste trabalho, podem ter sido decorrentes de dois possíveis fatores: 

1) a maioria dos MN induzidos pelo herbicida estudado pode ter tido uma origem aneugênica, 

o que explicaria a não detecção dos danos pelo ensaio do cometa. De acordo com o resultado 

da FISH obtido no presente trabalho, a exposição ao herbicida sulfentrazona pode levar tanto 

a quebras como a perdas cromossômicas, uma vez que a porcentagem de indução destes dois 

tipos de danos foi praticamente igual; 2) a indução de possíveis danos genotóxicos, gerados 

pelo herbicida através da formação de espécies reativas de oxigênio, tais como as quebras no 

DNA (TUTEJA et al., 2001, TUTEJA; TUTEJA, 2001, BRITT, 1996), podem não ter sido 

detectadas pelo ensaio do cometa, pelo fato deste teste ter sido realizado após 24 horas de 

exposição ao herbicida. De acordo com Brendler-Schwaab et al. (2005), lesões primárias no 

DNA, que têm uma “vida curta”, como as quebras de fita simples, podem ser rapidamente 

reparadas e não detectadas, dependendo do tempo de exposição das células ao agente 

estudado. Para estes autores, um tempo ideal para capturar estas lesões seria algo entre 2 e 6 
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horas de exposição. Segundo Pandey et al. (2009), o tempo que transcorre entre a exposição a 

uma determinada substância e a análise das células, pode contribuir para as diferenças de 

sensibilidade observadas entre o teste do MN e o ensaio do cometa.  

Hartmann et al. (2001) avaliaram a diferença de sensibilidade entre o teste do MN e o 

ensaio do cometa, utilizando 36 compostos diferentes, na ausência de S9. Dos 36 compostos 

testados, 30 também foram avaliados na presença de S9, o que totalizou a obtenção de 66 

resultados. Os autores verificaram que a maioria dos resultados obtidos nos dois testes estava 

em concordância, ou seja, o composto que apresentou resultado positivo ou negativo em um 

dos testes, apresentou o mesmo resultado no outro teste. No entanto, também foram 

observados resultados discrepantes entre os testes. Dos 44 resultados negativos verificados no 

ensaio do cometa, 16 mostraram resultados positivos no MN e dos 38 resultados positivos 

verificados no teste do MN, 16 foram negativos no ensaio do cometa. Os autores citam várias 

justificativas para este resultado, sendo os principais a indução de crosslinks e a 

aneugenicidade dos compostos.  

Os efeitos mutagênicos do inseticida imidaclopride e do herbicida sulfentrazona, bem 

como da mistura deles, foram também avaliados pelo teste de Ames e os resultados 

observados não foram significativos para nenhuma das linhagens testadas (TA98 e TA100, 

com e sem S9). Estudos sobre a mutagenicidade do sulfentrazona e do imidaclopride, 

avaliados pelo teste de Ames, são bastante escassos na literatura. Wojciechowski (1986) 

testaram o herbicida sulfentrazona (95,5%) com as linhagens TA98 e TA100 (com e sem S9) 

de S. typhimurium e encontraram o mesmo resultado negativo. Para o imidaclopride, Sheets 

(2010), em um trabalho de revisão de estudos dos efeitos tóxicos, neurotóxicos, 

carcinogênicos e mutagênicos do imidaclopride, que fazem parte do banco de dados gerados 

pela Bayer CropScience, também verificou ausência de mutagenicidade para este inseticida, 

quando avaliado pelo teste de Ames.  

Quando os agrotóxicos imidaclopride e sulfentrazona foram misturados, verificou-se, 

tanto no ensaio do cometa (com exceção da mistura M3), como no teste do MN, que a 

quantidade danos induzidos no DNA das células HepG2 foi menor do que a soma dos danos 

induzidos por cada agrotóxico isoldamente. Esta observação nos leva a concluir que, quando 

em associação, o inseticida e o herbicida promovem um efeito antagonista no organismo 

estudado. Pela aplicação da técnica de FISH, podemos ainda inferir que, quando aplicados 

conjuntamente, os agrotóxicos estudados podem levar a indução de genotoxicidade e 

mutagenicidade nos organismos expostos, tanto pela promoção de quebras quanto de perdas 

cromossômicas.  
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De acordo com Hodgson (1999), a interação entre agrotóxicos pode levar a efeitos de 

ação aditiva, sinergística ou antagonista. Segundo o mesmo autor, o efeito aditivo requer 

mecanismos de ação independentes ou que não haja interferência da ação de um dos tóxicos, 

sobre o outro, o que pode mascarar a ação de um dos tóxicos envolvidos na mistura. O efeito 

sinergístico requer que as diferentes substâncias interajam no mesmo ponto de uma mesma 

molécula, de uma enzima ou de um receptor. Para Nash (1967), Marking (1985), Berenbaum 

(1981) e Calabrese (1999), o efeito aditivo ocorre quando a toxicidade total, resultante da 

combinação de dois ou mais agrotóxicos, é igual à soma dos efeitos de toxicidade induzida 

por cada produto isoladamente (a resposta é exatamente igual ao esperado). O efeito 

sinergístico ocorre quando a toxicidade total, resultante da combinação de dois ou mais 

agrotóxicos, é maior do que a soma dos efeitos de toxicidade induzida por cada produto 

isolado (a resposta é maior que o efeito aditivo) e o efeito antagonístico ocorre quando a 

toxicidade total é menor do que a toxicidade induzida por cada produto isolado (a resposta é 

menor que o efeito aditivo).  

Frente aos resultados obtidos neste trabalho, podemos dizer que a realização de 

ensaios complementares, que detectam diferentes tipos de danos no DNA, contribui de modo 

eficaz para uma melhor avaliação dos efeitos genotóxicos e mutagênicos de compostos cujos 

modos de ação ainda não estão bem elucidados. Neste estudo, pudemos verificar que ambos 

os agrotóxicos testados não induzem mutação por substituição de pares de base e nem por 

deslocamento do quadro de leitura, mas induzem outros tipos de lesões no DNA, como quebra 

e perda de cromossomos.  
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6. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES GERAIS 

 A preocupação mundial acerca dos efeitos prejudiciais que os resíduos de agrotóxicos 

possam causar no DNA das células, vem crescendo e gerando diferentes estudos que visam 

entender os mecanismos envolvidos na indução das lesões e, consequentemente, maneiras de 

contornar os efeitos danosos, restaurando a qualidade de vida dos organismos.  

 Muitos testes genéticos, citogenéticos e moleculares, têm sido aplicados para este fim. 

Alguns ensaios utilizam-se de modelos in vivo e outros de modelos in vitro para detectar a 

indução de uma alteração genética ou cromossômica nas células. A escolha do organismo 

adequado e do tipo de teste a ser realizado irá depender das hipótestes que se pretendem 

testar. O teste do MN, de AC e o ensaio do cometa, por exemplo, são técnicas de detecção de 

mutagenicidade e genotoxicidade que funcionam muito bem para testar uma grande variedade 

de compostos químicos e de misturas complexas presentes no meio ambiente, em diferentes 

tipos celulares.  

Por meio destas técnicas foi possível, no presente trabalho, detectar o potencial de 

indução de diferentes tipos de lesões no DNA (tanto as de caráter aneugênico quanto as de 

caráter clastogênico) pelos agrotóxicos imidaclopride e sulfentrazona, bem como pela mistura 

deles, e verificar se elas se mantêm ou se são reparadas em ciclos celulares subsequentes. 

Utilizando ensaios in vivo, com o sistema teste vegetal A. cepa, verificamos a indução de 

diferentes tipos de AC, tais como quebras, perdas, pontes, aderências, atrasos, poliploidias, C-

metáfases, dentre outras, para os agrotóxicos estudados. Uma análise cuidadosa destas 

alterações nos permitiu inferir o modo de ação dos agrotóxicos, levando em conta qual o tipo 

de lesão foi predominantemente induzida por cada composto. Assim, inferimos que, tanto o 

herbicida quanto o inseticida induziram uma maior quantidade de danos de origem 

clastogênica, enquanto que a mistura dos agrotóxicos induziu quantidades semelhantes de 

danos de origem clastogênica e aneugênica.  

Além dos efeitos genotóxicos observados pela indução de AC, também pudemos 

verificar, nos ensaios com A. cepa, uma ação mutagênica para o herbicida sulfentrazona, bem 

como um efeito mitodepressivo para a menor concentração testada, provavelmente, pela 

grande indução, por esta concentração, de AC do tipo aderência cromossômica. Ainda, por 

meio dos ensaios com A. cepa, observamos que, além da possível indução de morte celular 

por necrose, conforme descrito na literatura, o herbicida sulfentrazona pode também levar a 

eventos de apoptose nestas células, dependendo do grau de estresse sofrido por elas.  

Por meio de testes de recuperação, realizados com água purificada, também foi 

possível analisar a fixação ou não dos danos causados nas células. Desta forma, verificamos 
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que os danos induzidos pelo inseticida e pela mistura dos agrotóxicos estudados foram 

minimizados, após três ciclos de divisão celular (recuperação de 72 horas). Para o herbicida, 

verificamos, por meio dos testes de recuperação, que a menor concentração testada foi a mais 

problemática, continuando a induzir danos no DNA das células de A. cepa, mesmo após o 

período de recuperação de 72 horas em água purificada por osmose reversa. 

Pelos ensaios in vitro, com células de hepatoma humano (HepG2), pudemos analisar a 

sensibilidade destas células na detecção dos efeitos genotóxicos e mutagênicos dos 

agrotóxicos testados e confirmar, por meio da técnica de FISH, associada ao teste do MN, o 

mecanismo de ação pelo qual estes compostos causam lesões no DNA dos organismos. A 

FISH confirmou os resultados obtidos em A. cepa, ou seja, o imidaclopride como sendo um 

agente indutor de quebras cromossômicas e o sulfentrazona e a mistura, agentes indutores de 

quebras e perdas cromossômicas em proporções iguais. Ainda, verificamos uma maior 

sensibilidade das células HepG2 na detecção de efeitos mutagênicos para o imidaclopride. 

Neste sistema teste, a FISH também ajudou a explicar, ao menos em parte, a falta de 

correlação observada entre os resultados do ensaio do cometa (resultados negativos) e do teste 

do MN (resultados positivos), para o herbicida sulfentrazona. 

A comparação entre os resultados do teste do MN e do cometa também nos ajudou a 

compreender o destino das lesões induzidas pelos agrotóxicos estudados. A presença de 

resultados significativos no ensaio do cometa e a presença de MN nas células expostas ao 

imidaclopride, por exemplo, nos indicou que as lesões induzidas pelo inseticida não foram 

reparadas pelas células e se fixaram na forma de MN. Quando o inseticida foi misturado ao 

herbicida, observamos que a indução de danos primários no DNA das células HepG2 foram, 

possivelmente, reparados e não decorreram em MN. 

Ainda, por meio dos testes realizados com as linhagens TA98 e TA100 da bactéria S. 

typhimurium, concluímos que os agrotóxicos estudados não causam mutações moleculares do 

tipo substituição de pares de base e erros no quadro de leitura. Os demais sistemas testes aqui 

utilizados mostraram-se bons indicadores dos efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos 

dos agrotóxicos estudados e da sua mistura. Os testes aplicados a estes sistemas também 

foram adequados e permitiram compreender, não só os efeitos destes compostos químicos, 

mas também a maneira pelo qual eles afetam o DNA dos organismos. 

Frente ao exposto, podemos concluir que o herbicida sulfentrazona e o inseticida 

imidaclopride, bem como a mistura destes agrotóxicos, são compostos com potencialidades 

citotóxica, genotóxica e mutagênica. Ainda, a mistura deles não parece causar mais problemas 

do que os agrotóxicos isolados, uma vez que os danos induzidos por ela foram possivelmente 
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reparados pelas células, não sendo observados, de maneira significativa, em ciclos celulares 

subsequentes. 

Pela possibilidade da indução de efeitos prejudiciais no material genético dos 

organismos expostos aos agrotóxicos imidaclopride e sulfentrazona, indicados no presente 

estudo, reforçamos a necessidade da obtenção de cuidados durante a produção, aplicação e 

descarte destes agrotóxicos. 
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