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 (...) E ainda se vier, noite traiçoeira e a 

cruz pesada for, Cristo estará contigo. 

O mundo pode até fazer você chorar, 

mas Deus te quer sorrindo! (...) 

Carlos Papae 
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RESUMO 

 
ESTUDO DO POTENCIAL CITOTÓXICO, GENOTÓXICO E MUTAGÊNICO 
EM CÉLULAS DE Allium cepa DA PARATIONA METILICA ANTES E APÓS 
APLICAÇÃO DOS PROCESSOS UV E UV/H2O2. 

 

Barbara Rodrigues Geraldino de Andrade 
 

 

A parationa metílica é um praguicida do grupo dos inseticidas bastante 

utilizado no Brasil, que mesmo após ter sido banido em vários países por uma 

série de suspeitas como desregulação endócrina e câncer. No presente estudo 

foi avaliada a degradação da parationa metílica, na menor concentração que é 

preaparada para aplicação em campo (30 mg/L), pela exposição a radiação UV 

e processo UV/H2O2. A fotólise da PM levou a uma redução da sua 

concentração, atingindo uma eficiência de degradação de 83% após 120 min 

de exposição. Entretanto, para o processo UV/H2O2 nas razões molares 

H2O2/PM de 1:1 e 2:1 a eficiência de degradação foi de 99% após um período 

de irradiação de 100 min e 20 min, respectivamente. Os valores das constantes 

cinéticas aparentes obtidas foram 0,0144 para a fotólise e 0,0484 e 0,2024 min-

1 para o processos UV/H2O2, nas razões molares H2O2/PM de 1:1 e 2:1, 

respectivamente. A fotólise não levou a mineralização da PM. Entretanto, no 

processo UV/H2O2 após um período de irradiação de 60 min observou-se uma 

redução do COT de 85% e 60% na razão molar H2O2/PM de 1:1 e 2:1, 

respectivamente. Os íons sulfato foram os que apareceram em concentrações 

mais elevada quando aplicado processo UV/H2O2. A atividade estrogênica da 

PM foi avaliada através do ensaio YES e observou-se uma fraca resposta 

estrogênica. A PM (30mg/L) induziu a formação de micronúcleo e aberrações 

cromossômicas em células meristemáticas de Allium cepa. No entanto, a PM 

exposta à radiação UV apresentou maior potencial em induzir alterações 

genéticas. A fotólise da PM levou a um aumento significativo da 

genotoxicidade, indicando que apesar de ter ocorrido a sua degradação parcial, 

houve geração de metabólitos potencialmente tóxicos. A toxicidade diminuiu 

consideravelmente após o processo UV/H2O2 na razão H2O2 /PM de 2:1.  
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ABSTRACT 

 

STUDY OF CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND MUTAGENIC POTENTIAL IN 
Allium cepa CELLS OF METHYL PARATHION BEFORE AND AFTER 
APPLICATION OF PROCESSES UV AND UV/H202 

 

Barbara R. Geraldino de Andrade 
 

Methyl parathion is a pesticide that belongs to the insectisides group, and 

it is widely used in Brazil, even after being banished in many countries because 

there are many suspects it causes endocrine deregulation and cancer. 

The present study evaluated the degradation of methyl parathion (MP) in its 

smallest concentration, that is prepared to field application (30 mg/L) by 

exposure to UV radiation and UV/H2O2 process. The photolysis of MP led to a 

reduction of its concentration, reaching an efficiency of degradation of 83% after 

120 min of exposure. However, for the UV/H2O2 process using H2O2/MP molar 

ratio of 1:1 and 2:1 the efficiency of degradation was 99% after irradiation for a 

period of 100 min and 20 min, respectively. The  kinetic constants values 

obtained were 0.0144 for photolysis and 0.0484 and 0.2024 min-1 to UV/H2O2 

process, for H2O2/MP molar ratio of 1:1 and 2:1, respectively. The photolysis did 

not lead to MP mineralization. However, for the UV/H2O2 process, after a 60 min 

of irradiation, it was observed a TOC reduction of 85% and 60% for a H2O2/MP 

molar ratio of 1:1 and 2:1, respectively. The sulfate ions were those that 

appeared in higher concentrations when UV/ H2O2 process was applied. The 

estrogen activity of the MP was assessed by YES testing and it was observed a 

weak estrogen response. The MP (30mg/L) induced micronucleus formation 

and chromosomal aberrations in meristematics cells of Allium cepa. However, 

MP exposed to UV light showed a greater potential to induce genetic changes. 

The photolysis of MP led to a significant increase in genotoxicity, indicating that 

even though its partial degradation occurred, potentially toxic metabolites were 

generated. The toxicity considerably decreased after the H2O2/UV process for 

the 2:1 H2O2/MP ratio. 
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1 INTRODUÇÃO E OBJETIVO 

 

Na década de 1950, deu-se início a um processo histórico conhecido por 

"revolução verde", na qual compostos químicos sintéticos foram introduzidos 

nos cultivos das lavouras, causando intensas mudanças nas atividades nos 

processos clássicos da agricultura (GUERRA & SAMPAIO, 1991; PERES, 

2003). Segundo Moreira et al. (2002), as novas tecnologias empregadas na 

agricultura, de uma forma geral, fundamentaram-se no uso extensivo de 

agentes químicos com a finalidade de controlar doenças, aumentar a 

produtividade agrícola e proteger o cultivo contra a ação maléfica de insetos e 

outras pragas. 

Inicialmente, estes compostos ao serem inseridos no setor primário 

foram considerados verdadeiros aliados da civilização. Anos depois, com o 

surgimento das primeiras suspeitas de que tais compostos poderiam trazer 

grandes prejuízos ao equilíbrio natural dos ecossistemas e, desta forma, torná-

los suscetíveis à ocorrência de impactos tanto aos seres vivos em geral, como 

a própria saúde humana, reconsiderações foram feitas (BEDOR, 2008). 

Assim, criou-se uma preocupação associada às questões ambientais, à 

humanidade, às indústrias, que culminou na criação de normas ambientais e 

posteriormente no desenvolvimento de adequações para torná-las cada vez 

mais exigentes. Por este motivo, uma parte da população, nos dias atuais, 

recorre aos alimentos ditos “orgânicos”, de volta às origens, pois tais 

compostos são reconhecidamente mais saudáveis e surgem como alternativa 

aos alimentos produzidos pela agricultura convencional. 

Da mesma forma que evoluíram o conhecimento científico e o 

tecnológico, também o conhecimento sobre a real interferência desses 

compostos nos ecossistemas e saúde humana evidenciou-se.  E assim, como 

resultado dessa evolução, destaca-se a progressão para níveis mais exigentes 

e restritivos de legislações.  Como reflexo, a preocupação com a qualidade dos 

ambientes não está mais em apenas identificar a presença de poluentes no 
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meio abiótico, mas na quantificação minuciosa de resíduos de poluentes 

presentes em baixas concentrações.  

Inúmeros poluentes são encontrados em nosso dia-a-dia de consumo, 

inclusive na água potável. E mesmo presentes em baixíssimas concentrações, 

tais compostos podem prejudicar a saúde das populações. Doenças como 

câncer, alterações metabólicas, perda da capacidade reprodutora, 

deformações em órgãos reprodutores, comportamento sexual anormal e 

alterações do sistema imunológico são alguns dos problemas relacionados à 

exposição a estas substâncias (COCCO, 2002; PIMENTEL, 1993; GRILOSIA, 

2005). 

Outros aspectos relevantes relacionados à qualidade dos ecossistemas 

são se esses compostos possuem meia vida extensa, isto é, se persistem por 

muito tempo no ambiente; se são transferidos para organismos via cadeia 

alimentar; e ainda, se são substâncias seletivas para as quais se destinam a 

controlar. 

Nos dias atuais, existe uma infinidade de substâncias que são 

intencionalmente produzidas (agrotóxicos, fármacos) ou acidentalmente 

geradas, como os subprodutos da queima de combustíveis fósseis (dioxinas e 

furanos). E pouco se conhece acerca dos riscos destes compostos, sejam 

isolados ou associados a outros compostos.  

Muitos praguicidas usados na agricultura há bastante tempo, são hoje 

submetidos à reavaliação toxicológica. Isto porque, na literatura existem dados 

acerca desses compostos sugerindo que os mesmos possuem ação negativa 

sobre os organismos, como o praguicida parationa metílica (PM). Estudos 

sugerem que este composto é um agente que pode interferir no material 

genético dos seres vivos, além de ser suspeito de causar outros problemas, 

como alteração na função endócrina. 

Dentre as substâncias que causam danos aos organismos vivos, 

existem as substâncias mutagênicas, que são aquelas que lesam o DNA.  

Estudos que investigam a ação de agentes mutagênicos ambientais têm 

recebido um importante destaque, pois sabe-se que, embora ocorram 
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mutações espontâneas, a maior parte delas é induzida por agentes físicos e 

químicos, os quais o ser humano e demais espécies podem estar expostos. 

Quando se pretende estudar a qualidade da água, as análises físico-

químicas se constituem em eficientes aliadas para avaliar as características 

gerais. No entanto, não consistem em tecnologias sensíveis o suficiente para 

expressar avaliações quanto à toxicidade de compostos químicos. A única 

maneira pela qual se pode avaliar a segurança de uma substância, ou um 

grupo de substâncias, ou mesmo a interação entre elas e com o meio, é 

através dos ensaios de toxicidade que empregam organismos de diferentes 

níveis tróficos.  

Em se tratando de micropoluentes, os danos ocasionados aos seres 

expostos a estes compostos são aqueles decorrentes da toxicidade crônica, o 

que significa dizer, que são danos oriundos da exposição a baixas 

concentrações por um tempo prolongado (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2011). 

Uma preocupação surge quando se considera o fato de existirem muitas 

evidências de que a exposição a determinadas substâncias químicas contribui 

para o surgimento de distúrbios do sistema reprodutivo masculino e feminino 

de animais, incluindo alterações estruturais e funcionais, tais como, micropenia 

em crocodilos, reversão sexual em peixes e masculinização de caramujos 

fêmeas (GRAY, 1998; BAKER, 2001). Como também, anormalidades do 

sistema reprodutivo em seres humanos, entre elas, prejuízos na produção 

espermática, impotência e aumento na incidência de tumores de testículo, 

próstata e mama. Portanto, verifica-se que o estudo dos efeitos dos 

contaminantes ambientais que interferem com funções reguladas pelo sistema 

hormonal é de grande interesse para a saúde pública. 

A incapacidade dos processos de tratamento de água convencionais de 

remover eficientemente muitos poluentes recalcitrantes deixa claro que 

melhorias e novos sistemas de tratamento são necessários. Em todo o mundo 

tem sido observada uma evolução das normas que estabelecem critérios de 

qualidade de água. Apesar dos micropoluentes emergentes ainda não serem 

legislados de forma direta, a avaliação da toxicidade constitui ferramenta de 
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fundamental importância no processo de avaliação de riscos ocasionados por 

produtos químicos à biota. Nesse contexto, as próprias legislações que tratam 

sobre o lançamento de poluentes no ambiente, seja solo, ar ou mesmo 

diretamente na água, estão focando a minimização dos impactos, tornando-se 

cada vez mais exigentes e restritivas. 

Diante do exposto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito 

citotóxico, genotóxico e mutagênico do praguicida parationa metílica antes e 

após a aplicação do processo UV e UV/H2O2.  

Abaixo estão elencados os objetivos específicos. 

 Investigar o potencial citotóxico (análise de morte celular e de índice 

mitótico), genotóxico (ensaio de aberrações cromossômicas) e 

mutagênico (teste de micronúcleo) da PM em células meristemáticas e 

região F1 de Allium cepa; 

 Analisar, identificar e quantificar os principais tipos de aberrações 

cromossômicas induzidas pela PM através do ensaio utilizando células 

de A. cepa; 

 Investigar sobre o potencial de desregulação endócrina do princípio ativo 

da PM por meio do ensaio in vitro em levedura (Ensaio YES); 

 Avaliar a cinética de degradação da parationa metílica no processo UV e 

tratamento combinado UV/H2O2, com o intuito de identificar o processo 

mais eficiente; 

 Identificar a formação de íons liberados a partir da degradação da PM 

com o tratamento UV, H2O2 e UV/H2O2; 

 Estudar o potencial citotóxico (análise de morte celular e de índice 

mitótico), genotóxico (ensaio de aberrações cromossômicas) e 

mutagênico (teste de micronúcleo) da PM (PM0=30mg/L) em células 

meristemáticas e região F1 de Allium cepa, após a aplicação do 

processo UV e UV/H2O2. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Inicialmente, serão abordados os praguicidas, onde será apresentada 

uma breve discussão sobre sua classificação, definição, consumo, ocorrência 

no meio ambiente e efeitos ocasionados aos ecossistemas e à saúde humana 

relacionada à sua exposição, com atenção especial à classe dos 

organofosforados, dentre eles a parationa metílica. Por fim, serão apresentados 

os principais mecanismos de degradação de praguicidas, incluindo os 

mecanismos naturais de degradação e as técnicas aplicadas em tratamento de 

água e efluentes. 

 

2.1 OS PRAGUICIDAS 

 

Neste item serão abordados os assuntos pertinentes aos praguicidas. O 

início da utilização dos praguicidas sintéticos na agricultura, sua classificação e 

as discussões sobre sua melhor definição. 

 

2.1.1 A introdução de praguicidas sintéticos nas práticas agrícolas 

 

Registros remotos indicam que os gregos e os romanos, durante a 

Antiguidade Clássica, faziam uso de substâncias inorgânicas naturais como o 

arsênio, para o controle de insetos na agricultura (ALVES FILHO, 2000). 

Compostos orgânicos de origem vegetal também eram usados com a finalidade 

de afastar insetos, como as folhas e flores de crisântemos, que produzem a 

piretrina. Outro composto de origem natural, comumente usado, era a folha de 

tabaco, na qual o principal alcalóide, a nicotina, é conhecido por possuir ação 

repelente (GUERRA & SAMPAIO, 1991).  

Estes produtos, que fazem parte do grupo denominado primeira geração 

de agrotóxicos, eram constituídos basicamente por compostos inorgânicos 
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como flúor, arsênio, mercúrio, selênio, chumbo, bórax, sais de cobre e zinco. 

Por exemplo, pode-se citar o acetoarsenito de cobre, chamado de verde-paris e 

o sulfato de cobre, conhecido por “calda bordalesa” (GUERRA & SAMPAIO, 

1991; ALVES FILHO, 2000).  

A partir do início do século XIX houve um avanço mundial na aplicação 

de produtos químicos usados na agricultura para controle das pragas. Othmar 

Zeidler sintetizou o primeiro inseticida organoclorado em 1874, conhecido como 

DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), porém, apenas em 1939, Paul Müller 

descobriu suas propriedades inseticidas (GUERRA & SAMPAIO, 1991). 

A partir da segunda Guerra Mundial, houve um avanço na síntese de 

substâncias orgânicas com propriedades biocidas, como os organoclorados 

que foram usados para controle de insetos vetores da febre tifóide e outras 

doenças veiculadas por insetos. No entanto, o rápido aparecimento destas 

substâncias não foi acompanhado de estudos associados a riscos à saúde 

humana e ao meio ambiente (MORAGAS, 2003). 

Na Alemanha, em 1941, Schrader e colaboradores sintetizaram o 

primeiro organofosforado, na tentativa de produzir gases tóxicos como arma 

para uso em guerra. Com o mesmo propósito a indústria química americana 

trabalhou intensamente no desenvolvimento de uma substâncias que pudesse 

ser aplicadas na destruição, por via aérea, das áreas de colheitas inimigas, 

posteriormente conhecida como gás mostarda (LARINI, 1999; ALVES FILHO, 

2000; BAIRD, 2002). 

No início dos anos 1960, Rachel Carson em seu livro “Primavera 

Silenciosa” denunciou graves problemas ambientais provocados pela 

contaminação por DDT. Logo, uma série de políticas restritivas começaram a 

ser implementadas em vários países, preconizando a redução da utilização e 

da produção de certos produtos, como os inseticidas organofosforados e os 

herbicidas, e a proibição de outros, dentre eles os praguicidas organoclorados 

(MORAGAS, 2003). A autora discutia sobre a persistência e os danos 

ambientais causados por praguicidas de uso agrícola e questionava os riscos e 

benefícios.  
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A utilização dos praguicidas na produção agrícola, dentro de um manejo 

adequado, leva ao aumento da produção agrícola, mas o uso indiscriminado 

destes produtos pode acarretar prejuízos ambientais, muitas vezes 

irreparáveis, e trazer sérias consequências à saúde humana 

(KLAASSEN,1989). 

A partir da década de 70, o praguicida organoclorado, DDT, foi banido 

em vários países, após ser constatado que os resíduos clorados persistiam ao 

longo de toda a cadeia alimentar, contaminando inclusive o leite materno. O 

Brasil deixou de usar produtos à base de cloro (como BHC, Aldrim, Lindano, 

Dieldrin, Endrin e Clordano) somente após intensas pressões sociais, a partir 

da década de 70 (PORTO, 2003).  Depois deste período, ficou claro que além 

do efeito esperado pelos produtores em aumentar a produtividade rural, havia 

uma relação proporcional entre o uso de praguicidas, a degradação ambiental 

e os danos à saúde humana (WASWA et al., 2002). 

Após esse período controverso, inúmeros trabalhos foram realizados, 

comprovando os efeitos danosos do DDT para a saúde humana e para o meio 

ambiente, sendo que a proibição só veio a ser fixada em 1985, através da 

Portaria nº 329 de 02/09/85 do Ministério de Agricultura (BRASIL, 1985). Até 

esse mesmo período, havia um conhecimento técnico sobre os danos que 

esses compostos poderiam causar ao meio ambiente e à saúde humana, no 

entanto, não havia nenhum respaldo legal que proibisse sua utilização. Mais 

recentemente, o DDT teve sua fabricação, importação, exportação, 

manutenção em estoque, comercialização e uso proibidos pela Lei nº. 11.936 

de 14 de maio de 2009 (BRASIL, 2009).  

O grande problema relacionado a esse grupo de substâncias, como o 

DDT, conhecidas como Poluentes Orgânicos Persistentes, está atrelado ao fato 

de que tanto o ingrediente ativo quanto seus subprodutos possuem meia vida 

muito longa e, além disso, são extremamente lipofílicos. Isto significa que, uma 

vez presentes no meio ambiente, tais compostos entram na cadeia alimentar e 

bioacumulam. O acúmulo de praguicidas, ao longo da cadeia alimentar, a 

exemplo dos inseticidas organoclorados, gera um fenômeno ecológico 



8 

 

chamado de biomagnificação, que é o aumento da concentração de uma 

determinada substância com o aumento do nível trófico (BEGON, 1990).  

 

2.1.2 Praguicidas: definição 

 

Existe muita discussão sobre a melhor forma de designar compostos 

que são usados com a finalidade de controlar pragas nos cultivos, reprimir 

insetos vetores de doenças, regular amadurecimento de frutos: pesticidas, 

agrotóxicos, biocidas, defensivos agrícolas. Habitualmente, as espécies-alvo 

que se destinam a controlar são: bactérias, fungos, moluscos, insetos e 

quaisquer outras formas de vida com potencial em causar algum dano ao 

ambiente ou à saúde e bem-estar do homem. (BEDOR, 2008). 

Os praguicidas, também chamados de defensivos agrícolas ou 

agrotóxicos, pesticidas e até mesmo de biocidas, são denominações dadas à 

substância ou mistura de substâncias, naturais ou sintéticas, destinadas a 

combater ou repelir pragas, organismos que podem consumir ou deteriorar 

materiais usados pelo homem (incluindo-se aí os alimentos), e ainda causar ou 

transmitir doenças ao homem ou a animais (SUCEN, 2001). 

A legislação brasileira, através do Decreto n.º 98.816 de 11/01/1990 do 

Ministério da Agricultura, que regulamentou a Lei n.º 7.802 (BRASIL,1989) , 

conhecida como “Lei dos agrotóxicos”, define os termos ‘agrotóxicos e afins’ no 

Capítulo I, Artigo 2.º como: 

“os produtos e os agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, 
destinados ao uso nos setores de produção, no armazenamento e 
beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção de 
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de 
ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a 
composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de 
seres vivos considerados nocivos; substâncias e produtos, empregados 
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores, inibidores de crescimento 
e desinfestantes.” (BRASIL, 1989). 
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Definição semelhante à atribuída aos agrotóxicos no Brasil é a adotada 

pela Food and Agriculture Organization (FAO), onde são citados os produtos 

químicos, substâncias ou mistura de substâncias que se destinam à prevenção, 

destruição ou ao controle de qualquer praga, incluído vetores de doenças 

humanas ou de animais ou que causam prejuízo ou interferem de alguma 

forma na produção, elaboração, armazenagem, transporte, comercialização de 

alimentos para homens ou animais, de produtos agrícolas, de madeira e seus 

artefatos, ou que ainda possam ser administrados aos animais para combater 

insetos, aracnídeos ou outras pragas dentro ou sobre seus corpos (OGA et al., 

2008). 

O termo agrotóxico coloca em evidência que se trata de uma substância 

que serve para uso agrícola; no entanto, simultaneamente, destaca sua 

potencial toxicidade. Deste modo, fica claro que tais compostos representam 

um risco em potencial para os organismos vivos. Evidentemente que os efeitos 

adversos dos agrotóxicos à saúde dependem de suas características químicas, 

da quantidade absorvida ou ingerida, do tempo de exposição e das condições 

gerais de saúde do indivíduo exposto (GARCIA, 2001). 

Segundo Bedor (2008), o termo agrotóxico não é utilizado, por exemplo, 

pelo setor empresarial, que faz questão de denominar os biocidas de 

“defensivos agrícolas”, já que essa palavra está carregada de intencionalidade 

de marketing, cujo objetivo é convencer os agricultores de que esses produtos 

atuam somente para impedir a ação de organismos que poderiam causar 

prejuízos econômicos, ocultando os riscos inerentes dessas substâncias para o 

meio ambiente e para a saúde humana.  

Ainda segundo Bedor (2008), o termo ‘pesticida’ exprime a ideia de que 

o efeito biocida é alvo apenas nos agentes aos quais se deseja controlar, 

ocultando os riscos negativos para o meio ambiente e a saúde do homem, 

remetendo à ideia de um efeito seletivo. Tal não é real, pois esses produtos 

não atuam apenas para controle do alvo a que se destinam podendo agir 

também em outros organismos vivos, incluindo o ser humano.  
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Segundo Alonzo e Corrêa (2003), o termo ‘pesticida’, amplamente 

utilizado para designar este grupo de compostos, não se aplica neste contexto, 

uma vez que o termo “peste” não possui o mesmo significado que ‘praga’ na 

língua portuguesa. Sendo, desta forma, o termo praguicida, mais adequado. 

Este termo inclui as substâncias que são destinadas a serem reguladoras do 

crescimento de plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes para reduzir a 

densidade ou para evitar a queda prematura de frutos antes e após a colheita, 

sendo usadas, sobretudo na agricultura, para combater pragas, ervas 

daninhas, ou doenças em plantas. Em programas de saúde pública, são 

usadas para controle de vetores e, em menor quantidade, podem ser 

empregadas na pecuária, silvicultura e no melhoramento florestal. 

No Brasil, primeiramente, os praguicidas foram utilizados para o controle 

de doenças endêmicas, em programas de saúde pública para controle de 

vetores e parasitas. E, num segundo momento, passaram a ser usados 

também na agricultura, mais intensivamente a partir da década de 1960, onde 

a utilização e a variedade de agrotóxicos aumentaram significativamente, com 

base na compreensão dos mecanismos químico, físico e biológico de atuação 

nos seres vivos (PERES, 1999).  

 

2.1.3 Classificação dos praguicidas 

 

Os praguicidas mais utilizados são os inseticidas, fungicidas e os 

herbicidas. No entanto, de acordo com seu espectro de ação podem ainda ser 

classificados como acaricidas, raticidas, moluscicidas e outros, dependendo do 

tipo de organismo que se destinam a controlar. Ainda sobre a classificação 

desses compostos, podem ser classificados por sua estrutura química, como: 

organofosforados, piretróides, organoclorados, benzoilureicos, carbamatos, 

bipirídínicos, ureicos, triazínicos, cimarínicos e nitroanilínicos. 

A classificação toxicológica dos agrotóxicos é feita por vários testes, 

dentre eles, a medida de um parâmetro conhecido como DL50 (dose letal 50%) 

que corresponde à concentração capaz de causar morte em 50% dos 
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organismos teste. Esta classificação é essencial para o conhecimento da 

toxicidade de um produto, do ponto de vista de seus efeitos agudos. São 

valores calculados a partir de dados obtidos experimentalmente e que servem 

para estabelecer uma classificação toxicológica das substâncias, como 

observado na Tabela 1, este desfecho consiste na primeira etapa de avaliação 

de possíveis efeitos agudos pré-clínicos atrelados à concentração, referentes à 

sua potencia. 

Segundo o IBAMA, através da Portaria Normativa IBAMA N° 84, de 15 

de outubro de 1996, os agrotóxicos podem ser classificados quanto ao 

potencial de periculosidade ambiental baseando-se nos parâmetros 

bioacumulação, persistência, transporte, toxicidade a diversos organismos, 

potencial mutagênico, teratogênico e carcinogênico frente a vários organismos. 

Até a década de 60 do último século, os compostos organoclorados 

foram considerados como os mais usados em práticas agrícolas. Entretanto, 

tais compostos passaram de início a ser gradualmente substituídos pelos 

organofosforados e, posteriormente, pelos carbamatos, devido a considerações 

associadas à persistência ambiental dos organoclorados, o reconhecido 

potencial inseticida e a menor persistência ambiental dos organofosforados. 

Dados da década de 90 mostram que nessa época já existiam e eram 

comercializados mais de 200 organofosforados diferentes e mais de 25 

carbamatos (ROSATI et al., 1995; ECOBICHON, 1996). 

 

Tabela 1. Classificação dos agrotóxicos segundo suas características. 

Classe Periculosidade Potencial de Toxicidade Rótulo DL50 Oral (mg/kg) 

I Altamente Perigoso Extremamente tóxico Vermelha < 5 

II Muito Perigoso Altamente tóxico Amarela 5 a 50 

III Perigoso Moderadamente tóxico Azul 50 a 500 

IV Pouco Perigoso Pouco tóxico Verde > 500 

Brasil,1989. 
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2.1.4 Classe dos organofosforados 

 

Como já discutido anteriormente, os agrotóxicos estão divididos em 

muitas classes, das quais, as de maior representatividade são os 

organoclorados e os organofosforados. Os primeiros são reconhecidamente 

resistentes à biodegradação e podem ser acumulados nas cadeias alimentares, 

produzindo um aumento significativo de sua concentração nos indivíduos do 

topo da cadeia. Em contrapartida, os organofosforados, são cineticamente mais 

fáceis de serem degradados no ambiente (SANKARARAMAKRISHNAN et al., 

2005), dependendo de sua formulação, do modo de aplicação, e das condições 

climáticas onde são aplicados.  

Ainda que certos compostos sejam degradados rapidamente, isto não 

implica necessariamente na diminuição dos males que eles proporcionam ao 

meio ambiente, visto que produtos mais tóxicos podem ser formados, como 

metabólitos ou subprodutos de degradação (BOLOGNESI, 2003). 

Os organofosforados são ésteres amido ou tiol-derivados dos ácidos 

fosfórico, fosfônico, fosforotióico e fosfonotióico. Segundo Santos e 

colaboradores (2007), a estrutura química dos organofosforados possui um 

átomo de fósforo pentavalente ao qual podem estar ligados: um átomo de 

oxigênio ou enxofre, unido ao átomo de fósforo mediante uma dupla ligação; 

um ou dois grupos metoxi (-OCH3), etoxi (-OCH2CH3) ou -SCH3 unidos ao 

átomo de fósforo por uma ligação simples; um grupo amina ou grupo R mais 

longo e mais complexo, ligado ao átomo de fósforo, usualmente através de um 

átomo de oxigênio ou enxofre mediante uma ligação simples (SANTOS et al., 

2007). Na Figura 1 podem ser observados exemplos de organofosforados: o 

malation, a parationa metílica, clorpirifós e metamidofós. 

De maneira geral, essas substâncias são consideradas do tipo não 

persistentes, ou seja, uma vez presentes em ambientes naturais decompõem-

se em dias ou semanas (BAIRD, 2002). Porém, alguns trabalhos relatam que 

essa afirmativa não é totalmente verdadeira, visto que alguns compostos dessa 
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classe podem persistir em solos, sedimentos e águas de rio, por um período de 

até 12 meses (RACKE et al., 1996). 

 

Malation PM Clorpirifós Metamidofós 

 

 

  

Figura 1. Fórmulas estruturais de alguns organofosforados. [Adaptado de 
IPCS,1993) 

 

A exposição a esses produtos químicos por inalação, ingestão oral ou 

absorção pela pele, pode levar a problemas imediatos de saúde (BAIRD, 

2002). Analisando a Tabela 2, verifica-se que os pesticidas organofosforados 

possuem valores de DL50 inferiores aos organoclorados, evidenciando assim a 

sua maior toxicidade aguda. 

 

Tabela 2. Valores de DL50 (oral, ratos) em mg/kg para alguns praguicidas. 

ORGANOCLORADOS ORGANOFOSFORADOS 

DDT Atrazina Metamidofós Parationa metílica 

113 1850 30 14 

(WORTHING, 1979) 

 

No que se refere à degradação dos organofosforados, eles podem ser 

atacados por enzimas em diferentes pontos da molécula. Por exemplo, na 

reação de dessulfuração oxidativa de P=S em P=O, ocorre a formação de 

metabólitos com maior toxicidade para insetos e mamíferos. Na transformação 

do paration em paraoxon há um aumento no parâmetro de toxicidade aguda, 

DL50 (oral, ratos), de 4,0-7,0 para 8,0 mg/kg. Por isso os organofosforados 
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podem ser extremamente tóxicos para organismos que não sejam alvos, sejam 

vertebrados ou invertebrados (WARE, 1983). 

 

2.1.5 O consumo de praguicidas no Brasil 

 

As informações relacionadas ao consumo de praguicidas não são 

facilmente atualizadas e divulgadas diretamente para a população. Além disso, 

os dados são extremamente conflitantes. Acredita-se que, em todo o mundo, 

sejam utilizados anualmente cinco bilhões de toneladas de praguicidas 

(WRIGHT & WELBOURN, 2002). Segundo Teixeira (2003), dos 600 princípios 

ativos de pesticidas disponíveis no mercado, existe 50 mil formulações 

comerciais que são empregadas principalmente na agricultura.  

O Brasil se encontra entre os principais consumidores mundiais de 

agrotóxicos. Os dados a respeito de sua colocação no ranking desses 

consumidores são conflitantes e, portanto, imprecisos. Segundo Recena e 

colaboradores (2005), o Brasil já foi considerado como o terceiro país que mais 

utilizou praguicidas no mundo, consumindo cerca de 50% dos agrotóxicos 

comercializados na América Latina. 

De acordo com o Sindicato Nacional da Indústria de Defensivos Agrícola 

(SINDAG), no ano de 2009, foram comercializadas 725 mil toneladas de 

produtos formulados para fins de controle na agricultura. As principais classes 

consumidas são os herbicidas com 59%, seguido por inseticidas e acaricidas 

com 21%, fungicidas com 12%, seguidos de outros tipos de praguicidas com 

8% do consumo (SINDAG, 2011).  

Dados apontados pela ANVISA (BRASIL, 2006) mostraram que em 28% 

de quatro mil amostras de alimentos, no Brasil, foram observados problemas 

de contaminação por alguns agrotóxicos. Sendo a maioria decorrente do uso 

de produtos não autorizados para a cultura ou devido ao uso excessivo, 

gerando contaminações com níveis de resíduos acima dos permitidos pela 

legislação.  
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Segundo a FAO, em 1986 o Brasil já era um dos países com maior 

aplicação de agrotóxicos na lavoura por hectare (CAIRES & CASTRO, 2002). 

O Brasil utilizou em 2004, cerca de 187.000 toneladas de agrotóxicos, o que 

corresponde a 1 kg por habitante/ano ou 6 kg por habitante/ano na zona rural. 

Tal volume que superou as 47.000 toneladas utilizadas no ano 2000 (PIGNATI, 

2007). Dados mais recentes não são facilmente disponibilizados. 

 

2.2 EFEITOS DOS PRAGUICIDAS NOS ECOSSISTEMAS E NA 
BIOTA 

 

2.2.1 A ocorrência de praguicidas nos ecossistemas 

 

A aceleração do processo de urbanização e industrialização, ocorrida 

principalmente após a Segunda Guerra Mundial, resultou no aumento 

expressivo da poluição nos diferentes ecossistemas. Os corpos hídricos 

merecem uma atenção especial, principalmente porque estes são 

extremamente vulneráveis à ação de poluentes lançados direta ou 

indiretamente nos ecossistemas (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2011). 

Observa-se que cada vez mais a contaminação e poluição das águas 

vêm se tornando um problema de grande complexidade em nossa sociedade, 

pois somado a isso, há o fato de uma maior demanda por novas fontes hídricas 

e uma escassez crescente de fontes já existentes. Particularmente as áreas 

agrícolas em todo mundo reúnem tais dificuldades, pois são os grandes 

consumidoras de água e estão sujeitas a diversos riscos ambientais por 

produtos químicos (WAISSMANN, 2002).  

Acredita-se que, pelo menos, 40% das terras agrícolas do mundo sofrem 

degradação e um dos principais fatores responsáveis é o uso indiscriminado de 

compostos que se destinam ao controle de pragas e doenças (DUMANSKI & 

PIERI, 2000). 
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Na Conferência das Nações Unidas para o Desenvolvimento e o Meio 

Ambiente, realizada no Rio de Janeiro, a agricultura foi apontada como a 

principal forma difusa de poluição. O grande problema é que, ao contrário de 

muitos tipos de contaminantes que são lançados nos rios acidentalmente, 

como subprodutos industriais, no caso dos praguicidas, alguns são 

propositalmente lançados nos rios, como moluscicidas para controle de 

moluscos vetores de doenças e nematicidas, aplicados em águas para 

controlar parasitos em peixes (TURGUT, 2003).   

A maior concentração de resíduos de praguicidas aplicados no ambiente 

ocorre imediatamente após a aplicação. Posteriormente, devido a sua 

persistência no meio ambiente, o composto permanece, mesmo em baixas 

concentrações, por um longo período de tempo, dependendo de suas 

características físico-químicas (BAIRD, 2002). 

Eventualmente os efeitos negativos que comprometem o meio ambiente 

não são acarretados isoladamente. Por exemplo, quando um praguicida é 

usado para controle de um organismo em uma determinada comunidade, 

devido às diversas interações recíprocas de dependência ou cooperação nas 

diferentes cadeias alimentares, a ação sobre uma determinada população pode 

afetar todo o funcionamento de um ecossistema (SPADOTTO, et al., 2004). 

Os praguicidas usados na agricultura são compostos intencionalmente 

sintetizados para afetar reações bioquímicas em insetos, micro-organismos, 

animais e plantas que se deseja controlar ou eliminar. Mas como boa parte 

destes processos bioquímicos são comuns a todos os seres vivos, tais efeitos 

podem então atingir não só o organismo alvo, como também outros seres do 

meio ambiente (SPADOTTO et al., 2004). As formulações de praguicidas 

disponíveis comercialmente são misturas onde se descrevem, além do 

princípio ativo, as concentrações de outros ingredientes, como estabilizantes e 

solventes, e ainda o percentual de impurezas. Segundo Spadotto e 

colaboradores (2004), não considerar todos os componentes originais e os 

produtos de degradação com importância ambiental pode levar a erros na 

avaliação ambiental dos agrotóxicos. 
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De uma forma geral, os praguicidas usados em práticas agrícolas podem 

chegar aos rios carreados pelas chuvas, por despejos industriais e domésticos 

ou ainda através da lixiviação do solo.  Por estarem presentes em diferentes 

ambientes existe a possibilidade de esses compostos afetarem uma ampla 

variedade de organismos por diferentes vias de exposição, como cutânea, 

inalatória ou por via gastrintestinal, pela ingestão de resíduos presentes na 

alimentação. De acordo com Nimmo (1985), os peixes podem acumular 

agrotóxicos em concentrações muito acima daquelas encontradas nas águas 

em que vivem pois, além da exposição que sofrem, podem também ingerir 

esses produtos químicos, quando estão agregados ao material particulado em 

suspensão.  

Os cursos d’água próximos às áreas de plantação podem ser 

contaminados por agrotóxicos através do escoamento superficial, porém o 

destino de um praguicida no meio ambiente depende de vários fatores, como 

as propriedades do solo, sua composição química e conteúdo de matéria 

orgânica. Segundo Turgut (2007), o conhecimento antecipado do tipo e da 

magnitude dos danos que o despejo de cargas poluidoras pode causar constitui 

ferramenta de grande utilidade.  

Os seres humanos são extremamente susceptíveis à presença de 

praguicidas, isto porque além de consumidores de animais, como peixes e 

crustáceos, também sofrem impacto de outros tipos de contaminação. É o caso 

do impacto sobre comunidades de insetos controladores de vetores de doença: 

se estes insetos controladores – predadores naturais de vetores de doenças – 

são atingidos pela dispersão ambiental de agrotóxicos, podem ter suas 

populações diminuídas e, assim, favorecer o aumento da circulação destes 

vetores em áreas de ocupação humana (PERES & MOREIRA, 2003). 

Os praguicidas constituem uma ameaça relevante para diferentes 

organismos. Existem vários trabalhos disponíveis na literatura que relatam os 

efeitos dos praguicidas em muitas espécies aquáticas e terrestres. Esses 

compostos afetam, potencialmente, todos os grupos de organismos em 

ecossistemas terrestres e aquáticos, tais como os micro-organismos (ZHOU et 

al., 2010), os invertebrados (NOVELLI et al., 2012), as plantas (LEME & 
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MARIN-MORALES, 2008; SRIVASTAVA & MISHRA, 2009; LIMAN et al., 2011) 

e os peixes (SANKAR et al, 2006; VENTURA et al., 2008). 

Tradicionalmente, o impacto de descargas de poluentes em 

ecossistemas aquáticos tem sido avaliado no meio abiótico, em água ou 

sedimento, por meio da quantificação das substâncias químicas. Esta 

abordagem, apesar de trazer informações úteis, tem algumas limitações como, 

por exemplo, não fornecer subsídios sobre a biodisponibilidade do composto. 

Nem sempre um agente químico estranho a um organismo vivo, 

conhecido como xenobiótico, é bem absorvido. Desta forma, um determinado 

poluente pode estar presente como contaminante no ambiente e não 

representar risco efetivo à biota. Os efeitos que originados por xenobióticos nos 

organismos vivos podem aparecer em vários níveis organizacionais de 

complexidade, desde o molecular, celular, individual, até o nível de comunidade 

(ARIAS, 2007). 

A entrada de agentes químicos nos corpos d’água é função das 

características físico-químicas dos praguicidas (solubilidade, massa molar, 

biodegradabilidade), da concentração utilizada e da frequência com que são 

continuamente adicionados a esses ambientes. Tais compostos podem ser 

diluídos, o que diminui progressivamente a sua concentração (TRAPP, 2000; 

2002), ou ainda podem se concentrar. 

Em geral, os sinais de impacto nos ecossistemas aquáticos não são 

percebidos imediatamente, visto que em grande parte são decorrentes de 

exposição contínua a baixas concentrações de poluentes, induzindo a 

toxicidade crônica. Nesta, o tipo de efeito observado não é o letal, como 

observado em casos de acidentes ambientais, mas os danos são subletais, 

como interferência na expectativa de vida, crescimento, fisiologia, 

comportamento, reprodução e a ocorrência de danos no material genético das 

células de organismos expostos a esses biocidas (LUNA et al., 2011). 

O uso indiscriminado de praguicidas tem causado um grande número de 

acidentes, principalmente entre os trabalhadores rurais e onde a manipulação é 

amadora e, na maioria das vezes inadequada, ocorrendo periodicamente 
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situações de envenenamento e de contaminação ambiental (LANGENBACH, 

1989). Quanto à ingestão de alimentos contaminados com esses produtos, 

sabe-se que cerca da metade dos alimentos consumidos nos Estados Unidos 

contém níveis mensuráveis de, no mínimo, um agrotóxico. Por essa razão, 

muitos destes produtos químicos já foram banidos ou tiveram seu uso limitado 

naquele país (BAIRD, 2002).  

Alguns estudos mostraram que, além do efeito esperado desses 

compostos no aumento da produtividade rural, existe uma relação proporcional 

entre o uso de praguicidas, a degradação ambiental e os danos à saúde 

humana (WASWA et al., 2002). Isto leva à expansão dos riscos, e faz com que 

populações não diretamente vinculadas com a cadeia produtiva dessas 

substâncias também se exponham em função da contaminação ambiental e 

dos alimentos. O que torna a problemática do agrotóxico uma questão ainda 

mais grave e de interesse para a saúde pública (KOIFMAN & KOIFMAN, 2002).   

 

2.2.2 Praguicidas e danos à saúde 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, ocorrem cerca de 

3.000.000 de casos de intoxicação aguda por ano no mundo; mais de 700.000 

casos de efeitos adversos crônicos, como distúrbios neurológicos; cerca de 

75.000 casos de câncer por exposição; e 220.000 mortes decorrentes da 

exposição, direta ou indireta, a praguicidas (DHARMANI, 2003). Peres e 

colaboradores (2003) afirmam que 70% desses casos de intoxicação tiveram 

sua ocorrência, em sua grande maioria, em países em desenvolvimento, como 

o Brasil. 

Estudos científicos têm relacionado o uso de agrotóxicos com o 

aparecimento de determinadas patologias como alergias, dermatoses, 

neoplasias, casos de má formação congênita, perda auditiva, efeitos 

neurológicos e psicológicos, como síndrome neuroléptica, depressão grave e 

sequelas como esterilidade e câncer (PIMENTEL, 1993; PINHEIRO et al., 

1993; GURGEL, 1998;). O grande problema é que muitos praguicidas são 
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ativos em concentrações extremamente baixas (na ordem de µg/L), não sendo 

necessárias quantidades elevadas para afetar negativamente os organismos e 

causar alterações no genoma, hormonais e metabólicas. A Tabela 3 mostra um 

as possibilidades de danos ocasionados aos seres humanos relacionados à 

exposição aos praguicidas. 

A exposição aos seres humanos ocorre, na maioria das vezes, ao longo 

dos anos, quando toda a população se expõe diariamente através de resíduos 

de praguicidas presentes em alimentos ou por contaminação da água, já que 

os processos de tratamento convencional da água são ineficientes para 

remoção destes compostos. 

Uma vez na água, em função das características físico-químicas, os 

resíduos dos praguicidas podem tanto se ligar ao material particulado em 

suspensão, como se depositar no sedimento ou serem ainda absorvidos por 

organismos, sendo então detoxicados ou acumulados, respectivamente 

(NIMMO, 1985). Quando esses compostos são acumulados, podem entrar na 

cadeia alimentar, atingindo também o homem (NIMMO, 1985; FAN & 

JACKSON, 1989; ZHOU et al., 2006).  

Segundo Edwin (1996), embora a agricultura seja apenas uma das 

inúmeras fontes não pontuais de poluição, ela geralmente é apontada como a 

maior contribuinte de todas as categorias de poluentes. A utilização de 

praguicidas nas práticas agrícolas vai muito além da contaminação da água e 

do solo. Outro problema relacionado aos praguicidas diz respeito à saúde dos 

trabalhadores que participam dos processos de produção, armazenamento, 

transporte, aplicação e descarte de embalagens e resíduos contaminados por 

praguicidas e ainda a contaminação alimentar (NETO & SARCINELLI, 2009).  

A análise da presença de resíduos de agrotóxicos que podem se 

acumular ao longo da cadeia alimentar é importante para a avaliação da 

segurança na utilização desses alimentos, já que grande parte é para consumo 

humano (FAN & JACKSON, 1989). Parte desse problema deve-se ao fato de 

muitos praguicidas acumularem sobre as cascas das frutas e legumes.  
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Tabela 3. Efeitos da exposição aos praguicidas 

CLASSIFICAÇÃO 

QUANTO À NATUREZA 

CLASSIFICAÇÃO 

QUANTO AO GRUPO 

QUÍMICO 

SINTOMAS DE 

INTOXICAÇÃO AGUDA 
SINTOMAS DE 

INTOXICAÇÃO CRÔNICA 

INSETICIDAS 

Organofosforados e 
carbamatos 

- Fraqueza 
- Cólicas abdominais 

- Vômitos 
- Espasmo muscular 

- Convulsões 

- Efeitos neurotóxicos 
retardados 
- Alterações 

cromossomiais 
- Dermatite de contato 

Organoclorados 

- Náusea 
- Vômito 

- Contração 
muscular involuntária 

- Lesões hepáticas 
- Arritmias cardíacas 

- Lesões nasais 
- Neuropatia periférica 

Piretróides sintéticos 

- Irritações oculares 
- Espirros 

- Excitação 
- Convulsões 

- Alergias 
- Asma brônquica 

- Irritação nas 
mucosas 

- Hipersensibilidade 

FUNGICIDAS 

Ditiocarbamatos 

- Tonteiras 
- Vômitos 

- Tremores 
musculares 

- Dor de cabeça 

- Alergias respiratórias 
- Dermatites 
- Doença de 
Parkinson 
- Cânceres 

Fentalamidas --- - Teratogêneses 

HERBICIDAS 

Dinitrofenóis e 
pentaclorofenol 

- Dificuldade 
respiratória 

- Hipertermia 
- Convulsões 

- Cânceres 
- Erupções cutâneas 

Fenoxiacéticos 

- Perda do apetite 
- Enjôo 

- Vômitos 
- Tremor muscular 

- Indução da produção 
de enzimas hepáticas 

- Cânceres 
 

Dipiridilos 

- Sangramento nasal 
- Fraqueza 
- Desmaios 

- Conjuntivites 

- Lesões hepáticas 
- Dermatites de 

contato 
- Fibrose pulmonar 

[Adaptado de PERES, 1999] 

 

O problema de se utilizar um praguicida que não está registrado para 

determinada cultura específica está atrelado ao fato de não existir um limite de 

tolerância para tal cultura, aumentando o risco do consumo. Segundo Stoppelli 
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& Magalhães (2005), a comissão do Codex Alimentarius das Nações Unidas 

para a Organização de Agricultura e Alimento (FAO) e da Organização Mundial 

de Saúde (OMS) estabelece o limite máximo de resíduos de pesticidas em 

diversos alimentos. Na Europa, o nível de resíduo de pesticidas em alimentos 

de origem animal e vegetal foi definido de acordo com o critério proposto pelo 

Conselho Europeu em 1997. Portanto, a análise da presença dos praguicidas 

em alimentos representa uma prática bastante comum nos países 

desenvolvidos e níveis cada vez menores têm sido tolerados, baseados no 

princípio da precaução. 

A avaliação realizada em alimentos permite a identificação de dois 

grandes problemas: a detecção de resíduos de agrotóxicos que não são 

autorizados em certas culturas e a quantificação de agrotóxicos acima do valor 

determinado para segurança alimentar. 

No Brasil, com a finalidade de monitorar a qualidade dos alimentos em 

relação aos resíduos de praguicidas, a ANVISA, junto ao Ministério da Saúde 

iniciou em 2001 um projeto de análise de resíduos de praguicidas em 

alimentos. O projeto foi consolidado no Programa de Análise de Resíduos de 

Agrotóxicos em Alimentos - ‘PARA’, no qual foi monitorado o uso indevido de 

praguicidas não autorizados para as culturas, bem como de praguicidas 

autorizados (ANVISA, 2003). 

Os praguicidas podem causar danos à saúde do homem, tanto pela sua 

exposição a ambientes contaminados, como também pela atividade 

ocupacional. De acordo com Bolognesi (2003), a exposição ocupacional, que 

envolve os estágios de formulação, manufatura e aplicação dos praguicidas, 

constitui um alto risco ao homem, por promover uma exposição a misturas 

complexas, constituídas de diferentes tipos de substâncias químicas, bem 

como de impurezas, solventes e outros compostos. Além dessas substâncias, 

alguns ingredientes inertes, que não possuem atividade agrotóxica, podem ser 

biologicamente ativos e, em alguns casos, comprometer sistemas biológicos, 

por serem mais tóxicos do que o próprio componente ativo do agrotóxico 

(ALVES-FILHO, 2000). 
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Além da exposição ocupacional, os indivíduos também se expõem aos 

agrotóxicos por meio da água e dos alimentos ingeridos, ou pelo ar que 

circunda e adentra as residências, como já discutido anteriormente. Este tipo 

de exposição tem mostrado ser mais substancial e ocorrer mais 

frequentemente do que a exposição ocupacional (FENSKE, 1997).  

Os organofosforados são extremamente tóxicos aos mamíferos por 

exercerem toxicidade aguda sistêmica pela inibição da enzima 

acetilcolinesterase. Segundo Katzung (2006), esta enzima apresenta dois sítios 

distintos que servem como pontos de ligação para a acetilcolina. A 

conformação estrutural dos organofosforados permite um encaixe do seu 

grupamento fosfato na acetilcolinesterase.  

Ao contrário da acetilcolina, que é prontamente hidrolisada por 

acetilação, a hidrólise da enzima fosforilada ocorre lentamente. Desta forma, 

pode ocorrer o acúmulo de moléculas de acetilcolina na sinapse, levando à 

hiperexcitação do sistema nervoso, desencadeando o processo de paralisia 

que pode levar à morte do inseto (GALLO et al., 2002).  

Além do efeito sobre a inibição da acetilcolinesterase, existe outro efeito 

tóxico causado pela exposição aos organofosforados, conhecido como 

polineuropatia tardia, que é uma disfunção neurológica ocasionada pelo 

funcionamento inadequado dos nervos periféricos. Isto pode levar a alterações 

motoras, sensitivas ou ambas em diferentes graus (ECOBICHON, 1996), 

podendo interferir até com os músculos relacionados com a respiração, 

inclusive o diafragma. 

Além do elevado potencial em causar efeitos agudos, alguns estudos 

relacionam a exposição humana aos organofosforados a efeitos crônicos como 

problemas de memória, câncer, depressão, deficiências neurológicas, 

demência e efeitos teratogênicos como abortos espontâneos e indução de 

malformações congênitas (BOLOGNESI & MERLO, 1989; PERES, 1999; 

GRISOLIA, 2005). Além dessas alterações, esses compostos são apontados 

por causarem efeitos como mutagenicidade, carcinogenicidade e toxicidade em 

órgãos como coração, fígado e rins (PERES et al., 2007).  
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Uma atenção considerável tem sido dada aos indicadores de danos 

genéticos, em populações humanas expostas ocupacionalmente aos 

organofosforados, como aberrações cromossômicas, troca entre cromátides 

irmãs e micronúcleos (ÇAKIR & SARIKAYA, 2005). Os efeitos precisos destas 

aberrações cromossômicas não são totalmente conhecidos, mas o índice 

elevado no número de aberrações cromossômicas, seguidas de exposições 

aos organofosforados, sugere um aumento na probabilidade de 

desenvolvimento de câncer (KOURAKIS et al., 1996).  

Os efeitos sobre a saúde decorrente do consumo de água contaminada 

por agrotóxicos variam segundo o princípio ativo envolvido. Dentre os 

problemas causados pelos organofosforados já identificados e publicados pela 

literatura nacional e internacional especializada, destacam-se problemas no 

fígado e no sistema nervoso central, como dores de cabeça, tonturas, 

irritabilidade, movimentos musculares involuntários; problemas com efeitos no 

sistema cardiovascular e reprodutivo, evidências de alterações endócrinas, e 

ainda doenças nos rins, olhos, baço, surgimento de anemia e aumento do risco 

de desenvolver câncer (NETO & SARCINELLI, 2009).  

Recentemente, estudos têm sugerido que os organofosforados também 

produzem estresse oxidativo em diferentes tecidos pela formação de espécies 

reativas de oxigênio (AHMED et al., 2000; ABDOLLAHI et al., 2004).  

Compostos organofosforados são lipofílicos e por isso são facilmente 

absorvidos pelos insetos. Em humanos, os organofosforados também são 

absorvidos por diferentes vias e incorporados através das membranas 

celulares (VIDEIRA et al., 1996). Uma vez absorvidos pelos organismos, os 

organofosforados passam por reações de biotransformação, onde o objetivo 

primário é produzir compostos mais polares, com a finalidade de serem mais 

facilmente excretados.  

No entanto, durante estes processos onde ocorrem essas 

transformações biológicas, alguns subprodutos ou metabólitos gerados 

apresentam toxicidade diferente daquela do composto original. No caso dos 

organofosforados, os metabólitos produzidos são extremamente tóxicos, mais 
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que o próprio princípio ativo, podendo levar a efeitos negativos significativos, 

do ponto de vista toxicológico (JOKANOVIC, 2001). Especificamente, quando a 

biotransformação dá origem a metabólitos que se ligam a proteínas e ácidos 

nucléicos, causando citotoxicidade e genotoxicidade, diz-se que ocorreu 

´ativação metabólica` (OMURA, 1999). 

A maioria dos organofosforados frequentemente utilizados não é 

classificada como carcinogênica. No entanto, os dados sobre enquadramento e 

classificação em relação ao potencial carcinogênico é motivo de muitas 

discussões e controvérsias. Por exemplo, os praguicidas malation, paration e a 

parationa metílica foram considerados compostos com poucas evidências de 

carcinogênese pela International Agency of Research in Cancer (IARC), mas 

esta classificação é muito contestada no meio científico (BEDOR, 2008).  

 

2.2.2.1 Efeitos hormonais 

 

Os desreguladores endócrinos, eco-hormônios, substâncias com 

atividade hormonal ou xerormônios foram definidos no sentido mais amplo 

como "qualquer substância exógena que interfere com a síntese, 

armazenamento/liberação, transporte, metabolismo, atividade conjugadora ou 

eliminação de hormônios naturais na corrente sanguínea, que são 

responsáveis pela regulação da homeostase e pelo desenvolvimento" ou 

"qualquer substância exógena que causa efeitos adversos à saúde, 

secundários a alterações da função endócrina em organismos intactos ou na 

sua prole" (KOIFMAN & PAUMGARTTEN, 2002). 

Segundo definição do Endocrine Disruptor Screening and Testing 

Advisory Committee, comitê constituído pela USEPA, desreguladores 

endócrinos são quaisquer substâncias exógenas que alterem funções 

endócrinas e causem efeitos adversos no indivíduo, sua progênie e/ou (sub) 

populações de organismos (GOLDMAN et al., 2000).  

Outros termos também usados para designar tais compostos, de acordo 

com diferentes pesquisadores e instituições são: perturbadores endócrinos, 
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desreguladores endócrinos, disruptores endócrinos, xenoestrogênios, 

moduladores endócrinos, hormônios ambientais, compostos ativos 

hormonalmente e fitoestrogênios (MEYER et al., 1999; LANDRIGAN et al., 

2003; BILA & DEZOTTI, 2003). 

A repercussão em humanos de substâncias desreguladoras endócrinas 

recebe cada vez mais atenção uma vez que ainda há muito para se 

compreender no que diz respeito à presença ambiental dessas substâncias ou 

se existe concentração segura e, portanto, tolerável. E ainda, conhecer sob o 

ponto de vista toxicológico se essas substâncias apresentam efeitos relevantes 

em baixíssimas concentrações. 

A lista de substâncias consideradas como “desreguladores endócrinos” é 

muito ampla e continua a crescer a cada dia, compreendendo desde produtos 

químicos sintetizados pelo homem até substâncias que se encontram de 

maneira natural no meio ambiente, como os fitoestrógenos. 

No século passado, surgiram as primeiras hipóteses que discutiam sobre 

as alterações que afetavam os mecanismos hormonais de algumas espécies 

de organismos testes expostos a determinadas substâncias químicas. Em 

1950, Burlington e Lindeman já relatavam que doses elevadas de DDT 

causavam atrofia testicular, levando à feminização dos caracteres sexuais 

masculinos secundários de galos white leghorn (KOIFMAN & PAUNGARTTEN, 

2002).  

Em 1962, Rachel Carson, em seu célebre livro “Primavera silenciosa”, 

chamava a atenção da população para uma problemática do uso excessivo de 

pesticidas no meio ambiente, problema até então pouco conhecido.  

Dentre outros, a autora avaliou especialmente o amplo uso do praguicida 

organoclorado Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) como a principal causa da 

redução populacional de diversas aves. Sugerindo que tal substância chegava 

até as aves quando introduzida via cadeia alimentar, após alcançar seu 

objetivo primário de aumentar a produção agrícola. Como resultado da 

exposição, foi observado um efeito adverso nada desejado, a mortalidade de 



27 

 

diversos animais não alvos. Este livro é considerado a primeira manifestação 

ecológica contra o uso indiscriminado do DDT. 

Apenas na última década, efeitos hormonais tiveram destaque por parte 

da comunidade científica nacional e internacional, principalmente devido ao 

número crescente de publicações que relataram o aumento da incidência de 

disfunções no sistema endócrino de seres humanos. Colborn e colaboradores 

(1997) reuniram em seu livro Our Stolen Future “Nosso futuro roubado” as 

primeiras evidências dos efeitos hormonais. 

Como a regulação hormonal em concentrações normais ocorre na 

ordem de picomol (10-12 mol), estes interferentes hormonais podem atuar no 

organismo de seres vivos mesmo em valores muito reduzidos (GUYTON & 

HALL, 2002). Os problemas observados em organismos testes expostos a 

hormônios vão desde alterações que levam a desordens no ciclo hormonal, 

como a capacidade de afetar a reprodução e o desenvolvimento da prole, até 

atingir a própria sobrevivência da espécie, reduzindo as taxas de fecundidade, 

de fertilização e de eclosão dos ovos. 

Algumas alterações fenotípicas encontradas em espécies aquáticas e 

terrestres foram atribuídas à exposição a compostos com efeitos sobre o 

sistema hormonal, como a diminuição na eclosão de ovos de pássaros, de 

peixes e de tartarugas, feminização de peixes machos e ainda problemas no 

sistema reprodutivo em peixes, répteis, pássaros e mamíferos (BILA & 

DEZOTTI, 2007).  

Uma das principais evidências da alteração do sistema reprodutivo em 

espécies aquáticas causada pela exposição a efluentes é a feminização de 

peixes-macho.  Os sinais de feminização são a produção de vitelogenina e a 

ocorrência de intersexualidade em peixes-macho (BILA & DEZOTTI, 2007). 

As vitelogeninas são proteínas precursoras das vitelinas, proteínas da 

gema de ovo que provêm reservas de energia para o desenvolvimento de 

embriões em ovíparos. A produção de vitelogenina em fêmeas adultas é 

induzida pela presença de estrogênios endógenos. No entanto, a exposição de 

substâncias estrogênicas presentes no ambiente externo também pode induzir 



28 

 

em peixes-macho a síntese de vitelogenina. Peixes-macho com 

intersexualidade, uma forma anormal de hermafroditismo, possui os estágios 

iniciais de células de ovo nos testículos e em alguns casos desenvolvem 

também o duto feminino que conduz os ovos ao oviduto (MILLS & 

CHICHESTER, 2005) 

Além dessas alterações descritas, em gastrópodes marinhos pôde-se 

observar um fenômeno conhecido como imposex, que é caracterizado pelo 

aparecimento de características sexuais masculinas, como pênis e vasos 

deferentes em organismos do sexo feminino (CAETANO & ABSALÃO, 2002), 

efeitos relacionados com a exposição ao tributilestanho e ao trifenilestanho, 

praguicidas usados como anti-incrustante em cascos de navios.  

Alguns praguicidas e outras substâncias químicas sintéticas têm o 

potencial de produzir alterações no sistema endócrino através da ligação a 

receptores específicos de hormônios esteróides (estradiol, testosterona e 

progesterona), antagonizando ou estimulando o sistema endócrino (KAVLOCK 

et al., 1996). Os efeitos adversos podem ser resultantes da interferência com a 

produção, liberação, transporte, metabolismo, ligação, ação ou eliminação de 

hormônios naturais responsáveis pela manutenção da homeostase e regulação 

de processos do desenvolvimento. 

Alguns desreguladores endócrinos são encontrados na composição de 

produtos domésticos: no revestimento de latas de conserva, plásticos usados 

para fabricação de mamadeiras, nos espermicidas que estão incorporados aos 

preservativos, em produtos usados como selante branco nos dentes, em 

alguns materiais de uso sanitário, detergentes industriais, filtros solares, 

cosméticos e inúmeros praguicidas (BILA & DEZOTTI, 2007). 

As principais substâncias com suspeita de potencial endócrino são os 

fitoestrogênios, bifenilas policloradas e seus metabólitos, ftalatos, 

hidrocarbonetos clorados, dioxinas e furanos, alquilfenóis, DDT e seus 

metabólitos, etoxilatos de alquilfenóis, compostos organometálicos, 

praguicidas, alguns fármacos, aditivos alimentares, bisfenol-A, retardantes de 

chama bromados e hormônios esteróides (BAIRD, 2002). Na Tabela 4, podem 
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ser observados alguns praguicidas que são suspeitos por interferirem no 

sistema endócrino. 

A dispersão no meio ambiente destas substâncias que se acumulam ao 

longo da cadeia alimentar chegou a um nível tão amplo que pode se dizer que 

não há espécie de animal que não tenha sido exposta, em maior ou menor 

grau, ao DDT e aos PCB. A presença de contaminantes organoclorados foi 

relatada nos limites do planeta, desde os círculos polares, até as fossas 

oceânicas (CARSON, 1962). Segundo Colborn e colaboradores (1997), todas 

as crianças do hemisfério Norte estão expostas a praguicidas, desde a 

concepção, até à gestação e lactação (COLBORN et al., 1997).  

 

Tabela 4. Praguicidas suspeitos por serem desreguladores endócrinos. 

Herbicidas 
2,4-D; 2,4,5-T; Alacloro; Amitrole; Atrazina; 

Metribuzin; Nitrofen; Trifluralina. 

Fungicidas 
Benomil; Hexaclorobenzeno; Mancozeb; Maneb; 

Metiram; Zineb; Ziram, Thiram. 

Inseticidas 
β-HCH; Carbaril; Clordano; Dicofol; Dieldrin; DDT e metabólitos; 
 Endosulfan; Heptacloro; Lindano (γ-HCH);Metoxicloro; Mirex;  

Oxiclordano; Paration; Parationa metílica; Piretróides; Toxafeno; 

Nematocidas Aldicarb; DBCP. 

Modificado de Colborn et al. (1997). 

 

Segundo Santamarta (2001), vários defensivos agrícolas, alguns 

proibidos e outros em uso, como o DDT e seus produtos de degradação, o 

Lindano, o Metoxicloro, piretroides sintéticos, herbicidas de Triazina, Kepona, 

Dieldrim, Vinclozolina, Dicofol e Clordano entre outros são considerados 

desreguladores endócrinos. 

Birkett e Lester (2003) apontam os praguicidas atrazina, linuron, 

hexacloro-benzeno e pentaclorofenol como substâncias com atividade 

estrogênica e que habitualmente podem ser encontrados em rios próximos a 

áreas de cultivo, em efluentes industriais, domésticos, e ainda em água potável 

em baixíssimas concentrações. 
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Uma das prioridades na pesquisa científica sobre os desreguladores 

endócrinos é revelar os diferentes mecanismos de ação destas substâncias e 

explicar como substâncias com diferentes formas e estruturas podem produzir 

efeitos biológicos similares.   

Vários fatores dificultam o estabelecimento dos mecanismos de ação 

dos desreguladores endócrinos (OLEA & ZULUAGA, 2001), tais como: a baixa 

potência hormonal dos xenoestrogênios, já que os hormônios naturais são mais 

potentes que a grande parte dos xenoestrogênios sintéticos (com exceção de 

fármacos como o dietilstilbestrol e as pílulas anticoncepcionais); a variedade 

em relação à estrutura química, pois dificulta sua identificação; a possibilidade 

de que os efeitos combinados possam ser sinérgicos (aumentando o efeito de 

compostos isolados) ou antagonizados (anulando efeitos).  

Existe grande incerteza sobre os efeitos destes compostos químicos, 

pois estes exercem seus efeitos de diferentes formas: mimetizando, 

bloqueando ou anulando os efeitos estrogênicos, dependendo do órgão, das 

circunstâncias da exposição e dos níveis de estrogênios presentes (BILA, 

2005).  

Sabe-se que a produção de estrogênios naturais varia em função do 

sexo, idade e ciclos reprodutivos. Assim, as mulheres produzem mais 

estrogênios que os homens, e em períodos particulares as concentrações de 

estrogênios se elevam, como durante o desenvolvimento fetal, ou se reduzem, 

como no período após a menopausa (PERES et al., 2007). 

Segundo Markey e colaboradores (2003), os desreguladores endócrinos 

podem interferir com o funcionamento do sistema endócrino das seguintes 

formas:  

a) mimetizando o próprio hormônio, ou seja, interagindo com o receptor 

específico para desencadear as alterações que seriam provocadas pelo 

hormônio naquele sítio de atuação;  
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b) bloqueando a ação do hormônio ao ocupar os receptores que seriam 

destinados especificamente a ele, impedindo, desta forma, que sua função seja 

exercida; 

 c) causando danos no metabolismo dos hormônios, isto é, na sua 

síntese ou na sua destruição e eliminação fisiológica ou natural; 

d) afetando o Sistema Nervoso Central, onde está o principal controle de 

produção hormonal, a hipófise, que, por sua vez, é regulada principalmente 

pelo hipotálamo.  

Todos os hormônios são regulados também por mecanismos de 

retroalimentação, isto é, são produzidos de acordo com os níveis detectados na 

corrente sangüínea, constantemente monitorados pelo hipotálamo.  Por isso 

uma interferência em nível central afeta o controle de diversos hormônios.  

Esse mecanismo de controle pode ser alterado tanto por receber informação 

errada quanto em níveis sanguíneos, como por ações deletérias sofridas 

diretamente pelo próprio sistema nervoso central (CONNAUGHTON, M. A. & 

AINDA, 1999). 

Os agentes químicos que interferem na ação do hormônio masculino 

agem impedindo a sua ação androgênica. Por exemplo, o DDE 

[dichlorodiphenyldichloroethylene (1,1 - bis - (4-clorofenil) -2,2-dicloroetano)], 

metabólito biologicamente ativo do DDT, possui pouca capacidade de se ligar 

ao receptor estrógeno, mas inibe a ligação entre o receptor andrógeno e a 

testosterona (D'AMATO et al., 2002). Efeitos em experimentos com ratos de 

laboratório expostos ao DDT revelaram a necessidade de manutenção de 

mamilos torácicos, atraso na separação do prepúcio no pênis e diminuição da 

vesícula seminal e próstata (KELCE et al., 1995). 

Os hormônios são potentes moduladores de diversas funções 

bioquímicas e fisiológicas, e há evidências de que diversas condições 

patológicas (tais como o câncer de mama, testículo e próstata, além da 

disfunção reprodutiva) sejam afetadas por influências hormonais (KOIFMAN & 

PAUMGARTTEN, 2002).   
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Não está claro, mas a maioria dos compostos parece apresentar um 

mimetismo hormonal bastante fraco, várias ordens de grandeza menor que os 

efeitos dos hormônios fisiológicos em diversos ensaios in vivo e in vitro. Por 

exemplo, o suposto xenoestrógeno pp-DDE parece ser pelo menos 107 vezes 

menos potente do que o β-estradiol no ensaio in vitro de estrogenicidade com 

levedura (KOIFMAN & PAUMGARTTEN, 2002). Na Tabela 5 há um resumo de 

alguns efeitos dos desreguladores endócrinos na saúde humana. 

 

Tabela 5. Alterações em humanos, relacionadas à exposição aos 
desreguladores endócrinos. 

Alterações observadas Referência 

Diminuição da qualidade do 
sêmen 

Skakkebaek et al., 1992; Nordkap et al., 2011 

Alterações penianas e 
testiculares 

Skakkebaek et al., 1995;  Skakkebaek, 2003; Brucker-
Davis et al., 2003;  Kim et al., 2004. 

Câncer Testicular 
Forman et al., 1994;  Huyghe et al., 2003;  Mendes, 

2002. Weber et al., 2002 

Câncer de Próstata Keller-Byrne et al., 1997; Koifman et al., 2002. 

Câncer de Mama 
Coleman et al., 1993;  Dewailly et al., 1994; Colton et 
al., 1993; Titus-Ernstoff et al., 2001;   Sasco, 2003;  

Ibarluzea et al., 2004. 

Endometriose 
Berger et al., 1986; Vessey et al., 1993; Ballard et al., 

2006. 

Efeitos na Tireóide 
Capen, 1992; Crisp et al., 1998; Schmutzler et al., 

2004. 

Puberdade adiantada e 
desenvolvimento mamário 

precoce 

Olea & Zuluaga, 2001; Teilman et al., 2002; Fortes et 
al., 2007 

 

Nos últimos anos a preocupação com sobre os potenciais efeitos 

adversos que poderiam resultar da exposição a substâncias químicas que 

apresentam capacidade de interferir com o sistema endócrino ganhou 

importância no contexto da toxicologia. Os efeitos na saúde de humanos, tais 

como redução na produção de esperma, aumento da incidência de câncer e 

riscos ainda não totalmente conhecidos, têm sido motivo de muita discussão 

(ANDRADE-RIBEIRO et al., 2006). 

Os produtos químicos sintéticos podem se comportar como hormônios 

naturais e provocar transtornos à saúde humana. Pode-se citar em homens: 
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redução da qualidade do sêmen associada à baixa contagem de 

espermatozoides, baixo volume no sêmen ejaculado, proporção elevada de 

espermatozoides anormais, proporção reduzida de espermatozóides móveis; o 

aparecimento de câncer de testículo e órgãos sexuais disformes (WAISMANN, 

2002). Em relação às mulheres: o aparecimento de câncer de mama e nos 

órgãos reprodutivos; doença fibroquística da mama; síndrome do ovário 

policístico; endometriose; miomas uterinos (CRAIN et al., 2008). 

Enquanto fetos e embriões, cujo desenvolvimento está controlado em 

grande parte pelo sistema endócrino, parecem particularmente sensíveis à 

exposição aos desreguladores endócrinos. Sabe-se que as fêmeas transmitem 

substâncias químicas a sua descendência durante a gestação e ainda, 

posteriormente, durante a amamentação (CRAIN et al., 2008). Como 

consequência da exposição, a prole acaba apresentando problemas de saúde 

e alterações na capacidade reprodutiva (WAISMANN, 2002; NORDKAP et al., 

2011). 

 

2.2.2.2 Mutação e câncer 

 

Agentes físicos e químicos são utilizados em larga escala e lançados no 

ambiente na forma de dejetos industriais, domésticos e agrícolas. Em 

particular, um dos maiores problemas relacionados aos agrotóxicos, na saúde 

pública, é a contaminação dos alimentos, com resíduos de praguicidas, e da 

água, o que leva a um efeito em cascata, isto é, à degradação ambiental e 

como consequência prejuízos à saúde humana.  

A mutagênese ambiental, isto é, qualquer alteração permanente no 

DNA, alcançou uma atenção mais ampla quando a sua pesquisa tornou-se um 

assunto altamente relevante, com a publicação da revista Mutation Research, 

em 1964; e quando os geneticistas que trabalhavam com os efeitos da 

radiação ionizante e de agentes químicos fundaram, em 1969, a Sociedade 

Americana de Mutagênese, Carcinogênese e Teratogênese Ambiental, além de 

outras Sociedades espalhadas pelo mundo (RIBEIRO et al., 2003). 
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Assim, ensaios de toxicologia genética passaram a ter destaque, pois 

têm por finalidade identificar e avaliar a ação de agentes tóxicos que são 

capazes de interagir com o material genético dos seres vivos. O entendimento 

das propriedades físicas e químicas dos compostos químicos, bem como de 

seus efeitos sobre as células, constituem importantes informações para se 

avaliar o comprometimento hereditário deletério ou a potencialidade letal que 

um determinado produto exerce sobre os organismos (ARNAIZ, 1995).  

No início do século XX, surgiram os primeiros estudos sobre os 

processos pelos quais as células sofrem mutação, sejam espontaneamente ou 

pela ação de agentes ambientais. A importância desses eventos para a saúde 

e bem-estar da espécie humana tornou-se evidente com a descoberta de que 

danos genéticos podiam ser induzidos por raios-X e radiação ultravioleta 

(RIBEIRO, 2003).  

Os resultados dessas pesquisas coincidiram com uma época na qual a 

comunidade científica procurava entender quais grupos de agentes, presentes 

no ambiente, poderiam causar danos genéticos, e se essas alterações 

poderiam, eventualmente, causar efeitos adversos à saúde humana. Nessa 

mesma época, começaram a se discutir as relações entre mutágenos e 

carcinógenos, bem como os efeitos mutagênicos em células germinativas. 

Segundo Ribeiro (2003), para entender esses desafios começaram a ser 

desenvolvidos os ensaios toxicogenéticos, desde os mais simples até os mais 

sofisticados. 

Mesmo sendo obrigatória a avaliação do impacto que essas substâncias 

podem causar no ecossistema, elas continuam sendo liberadas, muitas vezes 

sem se tomar os cuidados necessários. Como consequência, esses compostos 

podem ocasionar efeitos nocivos ao ambiente atingindo o próprio homem que 

os produziu e os liberou.  

Mesmo com os esforços empregados na identificação das substâncias 

e/ou dos produtos tóxicos liberados no ambiente, é praticamente impossível 

evitar o contato dos seres vivos com esses xenobióticos. No entanto, é possível 

buscar controlar doses, concentrações e exposições, dependendo do 



35 

 

conhecimento do perigo que cada agente representa (AZEVEDO & CHASIN, 

2003). 

O impacto tóxico sofrido pelos rios que recebem descargas tóxicas é 

determinado pelo tipo e concentração dos agentes introduzidos, a duração do 

lançamento, o tipo de exposição, a capacidade do ecossistema para resistir a 

estas mudanças, o tempo necessário para o retorno ao estado de equilíbrio, 

após remoção do composto, e a localização do ecossistema em relação ao 

local de deposição da substância (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2011). 

. A presença de poluentes no corpo hídrico além de afetar os 

organismos que o habitam, pode também repercutir em organismos não 

aquáticos via cadeia alimentar ou simplesmente como resultado da ingestão de 

água contaminada (GAUTHIER et al., 2004). 

Quando a contaminação do ambiente por agentes tóxicos ocorre em 

altas concentrações, ela pode ser facilmente detectada devido ao efeito 

imediato, permitindo controle rápido da fonte emissora. Em contrapartida, as 

substâncias tóxicas que atuam de forma crônica, isto é, presentes 

constantemente em baixas concentrações, podem influenciar negativamente 

sobre os seres vivos, reduzindo sua sobrevivência, influenciando na sua 

reprodução ou mesmo alterando o material genético das células.  

Na maioria das vezes os efeitos decorrentes da exposição de 

praguicidas podem vir a ser detectados depois de muitos anos, dificultando a 

associação com os agentes causadores e permitindo uma exposição por 

longos prazos (AZEVEDO & CHASIN, 2003). 

Todos os organismos vivos estão em interação com o meio ambiente. 

Desta forma, o seu genoma fica exposto às interferências sofridas por esse 

meio. A interação entre o meio e o organismo resulta em modificações que, 

quando positivas, afetam na adaptação do organismo quanto à melhor 

exploração desse meio, o que decorre, inclusive, na própria modificação do 

ambiente pelo organismo (MINISSI & LOMBI, 1997).  
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Segundo Dixon & Wilson (2000), a poluição pode influir sobre o material 

genético dos seres vivos exercendo pressão seletiva sobre a estrutura genética 

das populações ou desencadeando mudanças amplas e não programadas no 

DNA. 

Se em resposta a uma determinada exposição o DNA da célula for 

lesado, podem existir diferentes possibilidades de lesão, tais como: morte por 

citotoxicidade ou apoptose, alteração da expressão gênica e reparo do material 

genético. O reparo pode ser eficiente e a célula volta a ser como antes da 

exposição ao agente tóxico ou o reparo é ineficiente, quando ocorre a mutação. 

Normalmente, é a combinação destes fatores que compõe a resposta a danos 

genéticos (AZEVEDO & CHASIN, 2003). 

As lesões no DNA podem, numa baixa freqüência, ocorrer 

espontaneamente ou serem induzidas por agentes físicos, como a radiação 

ultravioleta e a radiação ionizante, e ainda, por agentes químicos do meio 

ambiente, tais como os subprodutos da queima de combustíveis fósseis ou 

resíduos de agrotóxicos presentes nos alimentos ou águas contaminadas.  

Estas alterações na estrutura do DNA são prejudiciais às células, pois podem 

prejudicar processos vitais, como a duplicação do DNA e a transcrição gênica. 

Elas também podem causar mutações e aberrações cromossômicas, 

fenômenos estes que levariam a um desenvolvimento de uma morte celular ou 

a processos cancerosos.  

Por causarem lesões no material genético (DNA) ou nos cromossomos, 

e potencialmente gerarem tumores em seres vivos, esses agentes são 

conhecidos como genotóxicos ou carcinogênicos. As mutações relevantes para 

a iniciação da carcinogênese são aquelas que não matam a célula e que, além 

disso, levam à ativação e/ou hiperexpressão de produtos de oncogenes e à 

inativação ou perda de produtos de genes supressores de tumores. Essas 

mutações podem propagar-se pelo organismo em crescimento, caracterizando 

uma mutação somática, acarretando maior prejuízo no próprio indivíduo; ou 

podem transmitir-se às gerações posteriores, se células atingidas forem células 

germinativas primordiais, que originarão os gametas do indivíduo (LARINI, 
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1999). Nos adultos, se as mutações atingirem células em divisão, podem 

causar tumores e outras lesões degenerativas.  

A presença de produtos químicos carcinógenos no meio ambiente tem 

aumentado gradativamente, por causa das atividades humanas em geral, pela 

queima de combustíveis fósseis e pelos resíduos de praguicidas. Segundo 

Gomes-Carneiro e colaboradores (1997), o termo carcinogênico significa 

literalmente o que dá origem a neoplasias epiteliais, ou seja, carcinomas. Na 

prática, o termo carcinogênico é usado para apontar indutores de neoplasias. 

Em sentido mais amplo o termo inclui ainda tanto os iniciadores, quanto 

promotores da carcinogênese. Ou seja, qualquer agente químico capaz de 

atuar em uma das etapas do câncer (GOMES-CARNEIRO et al., 1997). A 

Figura 2 mostra as múltiplas etapas da carcinogênese. 

Figura 2. Múltiplas etapas do processo de desenvolvimento do câncer, desde a 
célula normal até o aparecimento do câncer clínico. [Adaptado de 
HARRIS, 1991; RIBEIRO, 2003]. 

 

A primeira etapa do processo de carcinogenese é a indução (mutação), 

onde células normais são induzidas, por ação de substâncias genotóxicas, à 

modificação súbita do material genético. Essa modificação é considerada 

fenômeno irreversível, pois há interação e incorporação de fragmentos da 

molécula do carcinógeno ao DNA. Quando isso ocorre, a expressão do 

genoma da célula se modifica e essa alteração é transmitida da célula-mãe 

para as células-filhas durante o processo de divisão da célula, ocasionando a 

reprodução celular de genomas alterados.  
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O conhecimento de efeitos ocasionados por agentes mutagênicos 

ambientais é considerado de grande importância, em função do acúmulo de 

dados que sugerem que a mutagenicidade é um prognóstico razoável para o 

surgimento do câncer. Assim, no início dos anos 80, os órgãos de saúde 

pública e as agências ambientais regulatórias, em vários países 

industrializados, acrescentaram a mutagenicidade à lista de propriedades 

tóxicas a serem avaliadas (RIBEIRO et al., 2003). 

A genotoxicidade está relacionada à capacidade de um determinado 

agente químico alterar a estrutura do DNA celular, como resultado de uma ou 

mais alterações, incluindo mutações gênicas, deleções, rearranjos 

cromossômicos e quebras simples e duplas dos cromossomos (CLAYSON et 

al., 1991). Os agentes mutagênicos são substâncias que induzem alterações 

na seqüência do DNA, podem acelerar ou aumentar o aparecimento de 

mutações que estão diretamente correlacionadas ao surgimento de neoplasias 

e tumores. Alterações não reparadas, ou reparadas erroneamente, originam 

mutações de ponto e/ou cromossômicas. Após passar por várias divisões, uma 

célula poderá acumular mutações que, se em número elevado, poderão 

determinar perda do controle da divisão celular, determinando o aparecimento 

do câncer. 

Os mecanismos de mutagênese e carcinogênese parecem estar 

diretamente correlacionados. A mutação é conseqüência da alteração súbita do 

DNA e esta é a fase inicial no processo pelo qual a maioria dos carcinógenos 

químicos inicia a formação do tumor. Nesse contexto, as aberrações 

cromossômicas estão intimamente relacionadas a doenças como neoplasia, na 

qual se verifica uma correlação positiva com a freqüência de aberrações 

cromossômicas nos linfócitos e o desenvolvimento do câncer, e com cerca de 

50% dos abortos espontâneos, os quais apresentam algum tipo de aberração 

cromossômica (NATARAJAN, 2002). 

Uma das conseqüências biológicas da exposição às radiações 

ionizantes ou aos agentes químicos genotóxicos é a indução de aberrações 

cromossômicas, que são consideradas importantes biomarcadores de 

exposição (NATARAJAN, 2002; OBE et al., 2002). Estas representam a parte 
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visível de um grande espectro de alterações no DNA, resultantes da atuação 

de diferentes mecanismos de reparação das quebras nas cadeias do DNA 

(OBE et al., 2002).  

As quebras nas cadeias duplas do DNA são as lesões primárias 

fundamentais para a formação de aberrações cromossômicas que podem ser 

induzidas ou ocorrer espontaneamente. A reparação dessas lesões em células 

eucarióticas envolveram o desenvolvimento de uma variedade de tipos de 

mecanismos, levando, na maioria das vezes, à reunião não homóloga do DNA 

lesado, causando aberrações cromossômicas (PFEIFFER et al., 2000).  

Os agrotóxicos parecem fazer parte desse grupo de substâncias 

envolvidas em uma ou mais etapas do processo de carcinogênese ambiental, 

visto que podem induzir tipos de câncer por mecanismos variados como 

genotoxicidade e promoção de tumores, envolvendo mediadores hormonais, 

imunológicos e a produção de moléculas oxidantes (RODVALL et al., 2003). 

Para uma série de substâncias químicas, as evidências científicas relacionadas 

com esses mecanismos carcinogênicos ainda requerem maiores estudos na 

sua elucidação, entre elas os agrotóxicos (POTTI, et al., 2003). Alguns 

praguicidas, como a parationa metílica, são considerados agentes alquilantes, 

pois apresentam alta reatividade com o centro nucleofílico das células, 

comportando-se como potentes carcinógenos indutores, atuando, portanto, na 

etapa de iniciação da carcinogênese.  

Pela amplitude da utilização dos agrotóxicos no modelo de produção de 

alimentos, há estimativas de associação entre exposição e o desenvolvimento 

de câncer. Nos Estados Unidos da América estima-se que anualmente ocorram 

cerca de 6.000 a 10.000 casos de câncer associados com agrotóxicos. Essa 

associação está mais bem caracterizada nos cânceres de pulmão, de mama, 

dos testículos, da tireóide, da próstata, do ovário, e do sistema hematopoiético 

(PIMENTEL, 1996). 

No Brasil, Meyer e colaboradores (2003) mostraram uma alta taxa de 

mortalidade para câncer de estômago, esôfago, laringe, câncer oral e 

leucemias em agricultores expostos a agrotóxicos na região Serrana do Rio de 
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Janeiro. Desfechos parecidos foram encontrados por Koifman e colaboradores 

(2002), onde os autores descreveram resultados semelhantes em neoplasias 

malignas de mama, ovário e próstata, em amostra de grupos populacionais 

expostos a agrotóxicos, no período de 1985 a 1990. 

Por outro lado, alguns estudos que buscaram associar o uso de 

agrotóxico a câncer não foram conclusivos. Alguns autores acreditam haver 

limitações metodológicas nos estudos realizados (ACQUAVELLA et al., 1998).  

Segundo Bassil et al. (2007), há uma grande diversidade de resultados 

na associação de neoplasias malignas e agrotóxicos, para certos tipos de 

câncer em humanos. Esta relação não é tão evidente para outros autores, pois 

julgam haver carência de estudos com análises epidemiológicas adequadas. 

De acordo com Bedor (2008), estudar mutagenicidade e 

carcinogenicidade de agrotóxicos torna-se um problema para a maioria das 

instituições de saúde pública e de pesquisa, pela insuficiência de modelos 

sensíveis e específicos para esse fim. Uma conseqüência disto é, por exemplo, 

quando muitas substâncias que se mostram carcinogênicas para animais e 

apresentam diversos indicadores de mutagenicidade, não recebem a 

classificação de carcinogênicos para humanos por falta de resultados 

consistentes de estudos epidemiológicos.  

A Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC) é uma 

agência vinculada à Organização Mundial de Saúde (WHO), que coordena e 

realiza pesquisas sobre as causas de câncer em seres humanos e os 

mecanismos da carcinogênese ambiental. A IARC vem realizando estudos 

sobre o potencial carcinogênico frente à exposição a agentes químicos com a 

finalidade de buscar evidências em modelos animais, experimentais e dados 

epidemiológicos enfatizando a toxicidade e efeitos genéticos. Os agentes são 

classificados em grupos segundo o risco ou potencial carcinogênico para 

humanos, como mostrado na Tabela 6. 
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Tabela 6. Classificação das substâncias segundo seu potencial de 
carcinogênese. 

(IARC, 1998) 

 

A IARC possui um sistema de classificação dos compostos carcinógenos 

para humanos que utiliza desde os ensaios toxicológicos in vitro, in vivo, dados 

clínicos até os epidemiológicos. No entanto, os dados fornecidos por estudos 

epidemiológicos são extremamente falhos, visto que as informações dependem 

de serviços de saúde eficientes e sistemas de informação organizados e 

informatizados. Os trabalhadores rurais são assistidos de forma ineficiente, 

acarretando dificuldade de se obter dados reais sobre a situação de saúde e 

exposição dessas populações a agrotóxicos (BEDOR, 2008). 

A Agência Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC) investigou, até o 

ano de 2002, o potencial carcinogênico de uma grande variedade de 

inseticidas, fungicidas, herbicidas e outros compostos similares, verificando a 

atividade carcinogênica para 56 agrotóxicos. Produtos químicos, como os 

herbicidas fenoxi-ácidos, ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), lindane, 

metoxiclor, toxafene e muitos organofosforados, foram associados ao 

aparecimento de câncer em estudos realizados com seres humanos. Existem 

ainda estudos que relacionam a exposição aos agrotóxicos com o 

aparecimento de má-formação congênita. Estes estudos, que correlacionam a 

incidência das má-formações com a exposição dos pais aos agrotóxicos, têm 

fornecido informações muitas vezes conflitantes e/ou não conclusivas (ROJAS 

et al., 2000).  

Grupo 1 Agente é considerado como carcinogênico para humanos. 

Grupo 2 

A O agente é provavelmente carcinogênico para humanos. 

B O agente é possivelmente carcinogênico para humanos. 

Grupo 3 

O agente não é classificável segundo sua carcinogenicidade para 
humanos, esta categoria é utilizada quando a evidência é 
inadequada para humanos e inadequada ou limitada em animais de 
experimentação. 

Grupo 4 O agente, provavelmente, não é carcinogênico para humanos. 
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A IARC faz revisões periódicas sobre diversas substâncias 

carcinogênicas para atualização da lista e de sua classificação. Na revisão 

realizada em 1991 foi analisado o potencial carcinogênico de 56 agrotóxicos, 

no qual se concluiu que não era possível classificar o risco carcinogênico para 

humanos em 35 dos compostos testados, e outros 16 foram considerados 

como prováveis ou possíveis carcinógenos ao homem. Apenas o arsênio e os 

compostos arseniacais apresentaram evidências suficientes para concluir que 

essas substâncias são carcinogênicas em humanos (RITTER, 1997). 

Segundo Bedor (2008), há um enorme paradoxo nesta situação, uma 

vez que a diversidade de substâncias em uso na agricultura é muito superior ao 

número de substâncias analisadas pela IARC em suas revisões. As análises 

que visam indicar situações de risco para humanos no desenvolvimento do 

câncer decorrente de exposição aos agrotóxicos apresentam vários elos de 

fragilidade, pois não levam em consideração as interações entre os agentes 

químicos, sendo as substâncias subestimadas em relação ao seu potencial 

carcinogênico, colocando os seres vivos em uma situação de total 

vulnerabilidade.  

Uma enormidade de novos químicos sintéticos é produzida em larga 

escala. Ao mesmo tempo, a IARC utiliza um procedimento extremamente 

rigoroso para classificar uma determinada substância como carcinogênica para 

humanos. Nesse contexto, segundo Bedor (2008), os sistemas de vigilância 

sanitária dos países em desenvolvimento, onde há maior vulnerabilidade para a 

exposição a substâncias tóxicas sem o devido controle, são permissivos e/ou 

não apresentam legislações restritivas e ainda sofrem pressões de grupos 

econômicos, o que gera um ambiente de exposição a substâncias químicas 

“muito perigosas” e com resultados bastante negativos para a saúde e o 

ambiente. 

Segundo Bolognesi e Morasso (2000), resíduos de agrotóxicos 

presentes nos vegetais e na água potável possuem um grande potencial de 

causar efeitos, em longo prazo, como o câncer. Os praguicidas organoclorados 

e boa parte dos organofosforados são considerados substâncias químicas 

potencialmente mutagênicas. Isso ocorre devido à capacidade de seu princípio 
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ativo ou dos subprodutos e contaminantes presentes nas formulações, de 

induzir mutação gênica, alterações cromossômicas ou danos no DNA 

(BOLOGNESI & MERLO, 1989).  

Em um estudo onde se investigou o índice de aberrações 

cromossômicas, foram avaliados 52 agricultores não fumantes que 

trabalhavam com algodão expostos a praguicidas (principalmente inseticidas) e 

comparados com 25 homens não expostos (grupo controle). Os inseticidas 

mencionados incluíam o malathion, a parationa metílica, dimethoate, DDT e 

fenvalerate. O estudo revelou que a prevalência de aberrações cromossômicas 

foi significativamente maior no grupo de trabalhadores (RAINBIRD et al., 1995), 

indicando que tais inseticidas possuem, quando juntos, potencial de 

carcinogenicidade aumentado, quando comparado ao grupo não exposto. 

Em outra revisão, Cocco (2002) apresentou evidências científicas da 

associação entre a exposição a praguicidas e o câncer no sistema endócrino, 

revelando resultados discordantes quanto à mutagenicidade produzida por 

biocidas, que foi atribuída à diversidade de modelos utilizados nos estudos. 

Porém, com recomendas, pelo próprio autor, que os mesmos deveriam ser 

levados em conta nas ações de vigilância da saúde e tomando por base o 

princípio da precaução, deveriam sofrer restrição e cuidados de segurança. 

 

2.2.3 Ensaios utilizados para avaliação dos efeitos biológicos 

 

Para avaliar o risco potencial de compostos químicos à biota é 

necessário a realização de ensaios biológicos que permitem prever efeitos de 

xenobióticos que não são facilmente detectados por análises físico-químicas. 

Logo, os ensaios biológicos que avaliam a segurança de um micropoluente são 

essenciais para caracterização do efeito perturbador do mesmo. 

Historicamente, estes ensaios foram por muitos anos realizados em animais, 

ditos ensaios in vivo. No entanto, com a modernização de técnicas 

laboratoriais, parte destes ensaios são bem substituídos por técnicas que 

utilizam os ensaios in vitro. 
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2.2.3.1 Alterações na regulação hormonal 

 

Segundo Bila & Dezotti (2007), a necessidade de se conhecer os efeitos 

potenciais dos desreguladores endócrinos tem conduzido a uma demanda por 

métodos de ensaios in vitro e in vivo para identificar os efeitos biológicos de 

uma grande variedade de substâncias naturais e sintéticas que são lançados 

no meio ambiente.  

Os ensaios in vivo são aqueles que têm como critério de resposta as 

alterações percebidas em organismos que foram previamente expostos ao 

agente químico com possível efeito sobre a regulação hormonal. Os efeitos 

observados vão desde alterações do nível de hormônios, como os da tireóide, 

supra-renal e os sexuais, mas também alterações sobre o desenvolvimento 

anormal de espécies vivas, em organismos aquáticos ou até mesmo 

mamíferos, onde são observados parâmetros como, por exemplo, peso de 

órgãos sexuais, diferenciação celular, expressão de proteínas e atividades 

enzimáticas (GRAY et al., 1997; BAKER, 2001). 

Um tema bastante discutido é a interação direta destes desreguladores 

endócrinos com os receptores dos hormônios esteróides que parecem interferir 

nas regulações hormonais, causando alterações na capacidade reprodutiva, 

infertilidade, endometriose e diversos tipos de câncer (GAIDO et al., 1997). 

Neste contexto, inúmeros ensaios in vitro estão sendo desenvolvidos e 

utilizados para avaliar a interação de possíveis compostos desreguladores 

endócrinos com seu receptor específico. 

Os ensaios in vitro baseiam-se em mecanismos de ação que elucidam 

respostas e utilizam a interação com receptores hormonais e a proliferação de 

células, entre outros mecanismos, para analisar a atividade estrogênica de 

substâncias químicas (BILA, 2005). 

Segundo Wu e colaboradores (2002), os ensaios fundamentados no uso 

de levedura geneticamente modificada são promissores devido a sua 

simplicidade molecular e biológica, fácil manipulação e baixo custo. Estes 
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ensaios constituem ferramenta muito útil para investigar a função do receptor 

hormonal de mamíferos isoladamente (GAIDO et al., 1997). 

 

2.2.3.2 Ensaio YES 

 

O estradiol está diretamente relacionado com o crescimento e 

desenvolvimento da mulher e do homem. Esse hormônio é responsável pela 

regulação no ciclo reprodutivo (menstruação e gravidez) e interfere em muitas 

outras regulações no corpo humano tais como, pele, cérebro e órgãos sexuais. 

Habitualmente, o estradiol é utilizado como padrão em ensaios de atividade 

estrogênica. Desta forma, o 17-β estradiol é usado como controle positivo em 

ensaio in vitro, para avaliar a atividade estrogênica das substâncias químicas 

simples ou amostras complexas (BILA, 2005). 

O ensaio YES (recombinant yeast estrogenic system) é um ensaio em 

que a levedura Saccharomyces cerevisiae contendo REh (receptor estrogênico 

humano) é usada para identificar substâncias estrogênicas pela interação com 

o receptor e para identificar tanto a atividade hormonal agonista como 

antagonista de substâncias químicas (ROUTLEDGE & SUMPTER,1996). Um 

esquema do sistema de expressão do estrogênio na levedura Saccharomyces 

cerevisiae é apresentado na Figura 3. 

No presente estudo, o potencial estrogênico da parationa metílica (PM) 

foi determinado pelo ensaio in vitro YES, realizado segundo metodologia 

desenvolvida por Routledge e Sumpter (1996) na qual são utilizadas cepas 

geneticamentesm modificadas da levedura Saccharomyces cerevisiae, 

desenvolvida pelo Departamento de Genética da Glaxo, com o intuito de 

identificar substâncias que podem interagir com o receptor de estrogênio 

humano (ROUTLEDGE & SUMPTER, 1996). Este ensaio permite a 

identificação de substâncias que são capazes de mimetizar a atividade do 

estrogênio pela interação com o sítio receptor de estrogênio, presente na 

levedura, e dessa forma elucidar uma resposta estrogênica. 
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(1) O gene receptor de estrogênio humano foi integrado no genoma da levedura, (2) o receptor se liga a um composto 
com atividade estrogênica (CAE) presente no meio, (3) ativação do receptor ao ligante causa expressão do  gene 
receptor da lac–Z (4) o qual produz a enzima β-galactosidase. (5) Esta enzima é excretada no meio e metaboliza o 
substrato cromogênico CPRG (amarelo) em um produto vermelho, que pode ser medido pela absorbância a 540 nm 
(Adaptado de ROUTLEDGE & SUMPTER, 1996; BILA, 2005). 
 

Figura 3. Esquema do sistema de expressão do estrogênio induzível na 
levedura Saccharomyces cerevisiae.  

 

O gene integrado à levedura codifica o receptor de estrogênio humano. 

A ligação do estrogênio ao receptor causa expressão do gene receptor da 

lacZ– ativando sua expressão na síntese da enzima β-galactosidase. Esta 

enzima é secretada no meio, onde interage com o substrato cromogênico 

CPRG (clorofenol vermelho-β-D-galactopiranosida), fazendo com que este 

(inicialmente amarelo) se transforme em um produto vermelho, que pode ser 

medido por absorbância (ROUTLEDGE & SUMPTER, 1996). 

A produção de -galactosidase no meio depende da quantidade de 

substância com potencial estrogênico. Por isso, a medida da absorvância pela 

espectrofotometria permite estimar a quantidade de substância estrogênica no 

meio de análise. Em função da mudança de cor, pode-se dizer se o composto 

analisado possui ou não resposta estrogênica. 
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2.2.3.2 Avaliação da genotoxicidade 

 

Ensaios in vitro e in vivo de genotoxicidade, tais como os testes de 

mutagenicidade em cepas de Salmonella typhimurium, conhecido por Teste de 

Ames; ensaios de aberrações cromossômicas, como ensaios citogenéticos, 

onde são avaliados efeitos sobre a constituição genética das células, como 

micronúcleos em células de camundongos e de hamster chinês; teste letal 

dominante, com avaliação de alterações genéticas em gametas que 

determinam a morte do embrião no início de seu desenvolvimento (RIBEIRO, 

2003).   

A PM é relatada como agente com propriedades alquilantes 

(IPCS,1993). No entanto, os resultados dos ensaios de mutagenicidade têm 

sido conflitantes sobre seu potencial genotóxico. Os resultados da maioria dos 

estudos de mutagenicidade in vitro com células bacterianas e de mamíferos 

foram positivos, enquanto que estudos com ensaios in vivo têm produzido 

resultados ambíguos (PETIT et al., 1997; RASHID & MUMMA, 1984; 

TRIPATHY et al., 1987) . 

 

2.2.3.2.1 Ensaio de Micronúcleo 

 

O teste do micronúcleo, desenvolvido originalmente para mamíferos 

(micronúcleos em camundongos, em células de ovários de hamster chinês - 

CHO), pode ser aplicado em uma ampla variedade de organismos, inclusive 

em plantas, como as espécies Allium cepa (cebola) e Tradescantia pallida 

(erva-da-fortuna) (HEDDLE, 1993). 

O ensaio do micronúcleo é um dos testes mais habitualmente usados 

para avaliar o potencial genotóxico de substâncias, correspondendo à análise 

da freqüência de Micronúcleos (MN), que avalia tanto quebras cromossômicas 

como disfunções na mitose (FENECH, 2000). Hayashi et al. (1998) descrevem 

o teste do micronúcleo como uma técnica vantajosa, pelo fato de poder ser 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rashid%20KA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mumma%20RO%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mumma%20RO%22%5BAuthor%5D
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usada em qualquer população celular em proliferação, sem que seja 

necessário o conhecimento prévio do cariótipo do organismo teste utilizado.  

Este ensaio é empregado principalmente em testes in vivo, nos quais 

podem ser utilizados vegetais ou animais como peixes (GRISOLIA & 

STARLING, 2001), expostos diretamente às amostras de água testadas. Ainda 

referente ao nível cromossômico, o teste de Detecção de Aberrações 

Cromossômicas é capaz de identificar alterações no número e na estrutura dos 

cromossomos. 

A mitose é o processo de divisão do núcleo da célula eucariótica em que 

ocorre a condensação do DNA em dois conjuntos cromossômicos visíveis. A 

mitose pode ser dividida esquematicamente em quatro fases: prófase, 

metáfase, anáfase e telófase, conforme apresentado na Figura 4. 

 

Figura 4. Esquema adaptado de Guerra (1988) mostrando as fases da mitose, 

desde o início (prófase) até o fim (telófase). 

 

No início da prófase, a cromatina condensa-se e encurta-se até os 

cromossomos tornarem-se visíveis. Uma vez ocorrida a replicação do DNA 

durante a interfase, cada cromossomo na prófase consiste de um par de 
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moléculas idênticas de DNA em dupla hélice, chamadas de cromátides. Cada 

par de cromátides é unido pelo centrômero. Ainda na prófase ocorre o 

desaparecimento dos nucléolos e o envoltório nuclear se desintegra sendo 

absorvido no citosol (NUSSBAUM, 2002).  

Nesta fase cada um dos centrossomos e seus centríolos se movem para 

extremidades opostas da célula. À medida que eles se deslocam, os 

centrossomos iniciam a formação do fuso mitótico. O fuso é um local de fixação 

dos cromossomos e é fundamental para a distribuição dos cromossomos para 

pólos opostos da célula. Nesta fase os cromossomos ainda não estão presos 

ao fuso mitótico (GUERRA, 1988). 

Durante a metáfase, os centrômeros dos pares das cromátides se 

alinham exatamente no centro do fuso mitótico, formando o que se chama de 

plano equatorial. Durante esta fase os cromossomos são mais facilmente 

observados porque encontram-se alinhados e concentrados, facilitando a 

observação individual (GUERRA, 1988; SUMNER, 1990). 

Já a anáfase é caracterizada pela quebra e separação dos centrômeros, 

e pelo movimento das duas cromátides irmãs de cada par em direção a pólos 

opostos da célula. Uma vez separadas, as cromátides irmãs são chamadas de 

cromossomos filhos. A separação dos cromossomos anafásicos ocorre pelo 

encurtamento das fibras do fuso. Na medida que estes cromossomos se 

movem durante a anáfase, eles aparecem em forma de V, já que os 

centrômeros movem-se à frente e parecem puxar as partes dos cromossomos 

que ficam para trás em direção a pólos opostos da célula (GUERRA, 1988). 

O estágio final, que é a telófase, inicia-se quando a movimentação dos 

cromossomos cessa. Durante a telófase, os conjuntos cromossômicos 

idênticos, presentes nos pólos opostos da célula, desespiralizam-se e retornam 

ao aspecto filiforme da cromatina. Os microtúbulos desaparecem e um novo 

envoltório nuclear é formado ao redor de cada massa de cromatina; novos 

nucléolos reaparecem nos núcleos filhos e eventualmente o fuso mitótico se 

desintegra. Durante a telófase os cromossomos se apresentam fortemente 
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condensados e agregados, formando núcleos densos onde não mais é possível 

a observação de cromossomos individuais (SUMNER, 1990). 

Heddle et al. (1983) definem micronúcleos como estruturas resultantes 

de cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossômicos que se perdem na 

divisão celular e, por isso, não são incluídas nos núcleos das células-filhas, 

permanecem no citoplasma das células interfásicas. Na telófase, essas 

estruturas são incluídas nas células-filhas e podem fundir-se com o núcleo 

principal ou formar um ou mais “núcleos” secundários menores no citoplasma – 

os micronúcleos. Refletem, portanto, a ocorrência tanto de danos estruturais 

quanto de aneuploidia que permitem, conseqüentemente, detectar a ação de 

agentes clastogênicos e/ou aneugênicos. 

Desta forma, a detecção de micronúcleos representa perda de cromatina 

em consequência de dano cromossômico estrutural ou no aparelho mitótico 

(FENECH, 2000; BONASSI & AU, 2002), sendo considerados como mutações 

que são transmitidas às células, pois o dano genético se manifesta nas células 

filhas. É importante ressaltar que os MN são formados durante a mitose, 

independentemente do tipo de dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, os 

danos causados no DNA, por exemplo, pela exposição a agentes mutagênicos, 

somente são expressos em MN após um ciclo de divisão celular, sendo 

dependentes da proporção de células que estão se dividindo. 

Consequentemente, a comparação da freqüência de MN entre populações de 

células em divisão só seria segura quando a cinética de divisão nuclear após o 

dano ao DNA fosse idêntica. 

Um aumento da freqüência de células micronucleadas é um biomarcador 

de efeitos genotóxicos, que pode refletir a exposição a agentes clastogênicos 

ou aneugênicos (ALBERTINI et al., 2000). Com isso, o teste de micronúcleo em 

células é de extrema relevância para a toxicologia genética e ambiental, tendo 

em vista que detecta mutações cromossômicas, podendo ser considerado 

como marcador precoce para a carcinogênese, considerando que este tipo de 

dano é encontrado em células de pacientes com câncer (BONASSI et al., 2003; 

BONASSI et al., 2007). 
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Para a realização do teste de micronúcleo, podem ser empregados 

diferentes tipos de células, como as vegetais, humanas e de outros mamíferos, 

desde que sejam células capazes de se dividir ou que seja possível induzir a 

divisão; e que este processo seja conhecido e passível de controle (FENECH, 

2000). 

O MN abriga fragmentos cromossômicos resultantes de quebra do DNA 

ou replicação sobre o molde de DNA danificado ou ainda de inibição da síntese 

de DNA (ALBERTINI et al., 2000), como pode ser observado na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de formação de micronúcleo durante a mitose. N 
indica células normais e MN indica presença de micronúcleo. 
[Adaptado de Al-Sabti & Metkalfe1995]. 

 

Minissi e colaboradores (1996) utilizaram o teste do micronúcleo em 

Barbus plebejus para trabalhos de monitoramento in situ de dois rios italianos, 

caracterizados por diferentes níveis de poluição por compostos químicos. Os 

autores verificaram que a freqüência de micronúcleos parecia estar fortemente 

relacionada com a qualidade da água, mostrando assim uma resposta 

adequada para ser usada como teste de biomonitoramento ambiental. 

Das & Nanda (1986) constataram que muitos agentes clastogênicos e 

mutagênicos, tais como o benzopireno e a mitomicina C, induzem a formação 

de micronúcleos. Segundo Ateeq et al. (2002), o aumento da freqüência de 

micronúcleos e de células alteradas foi significativo quando eritrócitos do peixe-
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gato (Clarias batrachus) foram analisados após a exposição aos herbicidas 2,4-

D e butacloro. Houve uma positiva relação de dose-resposta em todas as 

exposições aos dois herbicidas e em todos os tempos de exposição testados.   

 

2.2.3.2.2 Ensaios de aberrações cromossômicas usando plantas 

 

O uso de plantas superiores para monitorar a presença de compostos 

tóxicos no ambiente aquático, através de bioensaios, tem sido empregado com 

êxito desde meados do último século. As plantas são os receptores biológicos 

diretos dos pesticidas aplicados no campo, por isso não surpreende a atenção 

devotada aos estudos de toxicologia genética de pesticidas em plantas. Em 

uma extensa revisão sobre genotoxicidade de pesticidas em plantas 

superiores, Sharma & Panneerselvan (1990) listaram um total de 178 

ingredientes ativos testados em pelo menos 31 espécies vegetais diferentes, 

empregando uma variedade de órgãos e parâmetros genéticos, onde 

aproximadamente 30% dos compostos foram considerados genotóxicos.  

Os vegetais superiores são reconhecidos como excelentes indicadores 

de efeitos mutagênicos por responderem, eficientemente, às substâncias 

químicas ambientais. Comparações entre sistemas testes vegetais e não 

vegetais mostraram, segundo Grant (1994), que os testes que usam vegetais 

superiores têm uma alta sensibilidade, pois produzem poucos resultados 

falsos. 

Por serem receptores biológicos diretos de agrotóxicos, os vegetais 

constituem também um excelente material para testes genéticos e de 

monitoramento destes contaminantes (MA et al., 1995). Segundo Ma (1979), 

testes com plantas são apropriados para realização de estudos de mutagênese 

em curto período de tempo, tanto em laboratórios como no biomonitoramento in 

situ. Análises de mutagenicidade em plantas são importantes para a 

investigação das consequências prejudiciais da poluição à saúde humana, 

principalmente em países e regiões que passaram por um rápido 
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desenvolvimento e que apresentam um aumento na carga poluidora ambiental, 

devido à urbanização e industrialização.   

Alguns dos ensaios realizados, com vegetais como Vicia faba, Allium 

cepa e Tradescantia pallida, utilizados inicialmente em estudos que 

investigavam sobre os efeitos mutagênicos de radiações ionizantes e 

mutágenos químicos, são hoje empregados para se avaliar a 

mutagenicidade/clastogenicidade de poluentes ambientais. Estudos realizados 

por Grover & Kaur (1999) mostraram que os ensaios em vegetais apresentam 

alta sensibilidade a poluentes ambientais, sendo estes organismos de alta 

sensibilidade a grande número de compostos. 

Geralmente, muitas substâncias que poluem água, ar e solo podem 

potencialmente exercer algum efeito mutagênico/clastogênico sobre os seres 

vivos, o qual pode ser delimitado por métodos biológicos. Assim, para 

identificar a toxicidade crônica induzida por baixas concentrações desses 

agentes na água, é preciso escolher a ferramenta de monitoramento mais 

adequada. Nesse sentido, bioensaios com plantas são muito úteis, pois tem a 

capacidade de detectar baixo nível de clastogenicidade, tanto em períodos 

curtos de exposição in situ quanto em condições experimentais (FANG, 1981). 

A utilização de plantas como bioindicadores da qualidade da água, ar e 

solo, com vistas ao prognóstico de riscos à saúde humana, apresenta uma 

série de vantagens. De acordo com Constantin & Owens (1982), as plantas 

superiores são organismos eucarióticos cuja complexidade genética (em 

termos de quantidade total de DNA por núcleo, genes estruturais, organelas, 

morfologia cromossômica) é similar à do homem; são multicelulares com 

complexa estrutura orgânica; e possuem desenvolvimento embrionário e 

hereditariedade celular. 

Dessa forma, o uso de bioindicadores vegetais de genotoxicidade 

representa uma alternativa simples, eficiente, rápida e de baixo custo para 

avaliar o potencial genotóxico de agentes contaminantes ambientais, 

permitindo inclusive a difusão de técnicas de biomonitoramento in situ e testes 

in vivo em locais que disponham de condições básicas de investigação. Além 
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disto, os bioensaios com vegetais permitem avaliar a genotoxicidade de 

substâncias químicas a misturas complexas, o que é de suma importância na 

avaliação da poluição ambiental (GRANT, 1982), pois plantas são excelentes 

indicadores de efeitos citogenéticos e mutagênicos de contaminantes químicos 

ambientais. 

Por meio desses sistemas vegetais podem ser realizados ensaios de 

aberrações cromossômicas e testes citogenéticos (RANK et al., 2002). Esses 

organismos-teste têm sido validados em estudos de colaboração internacional 

como "World Health Organization" (WHO) e "US Environmental Protection 

Agency" (USEPA), que provaram a eficiência destes organismos para o 

monitoramento de mutagenicidade causada por poluentes ambientais (GRANT, 

1999).  

A manutenção de plantas é de fácil execução, acesso e custo, quando 

comparada à criação e manutenção de animais. As mesmas possuem ciclos de 

vida curtos, podendo ser empregadas em curto período. Outra característica 

interessante é que além de ensaios in vitro também podem ser utilizadas em 

ensaios in vivo e ainda apresentam baixa ocorrência de resultados falso-

negativos, sendo, por exemplo, apropriadas para avaliações de risco à 

exposição a agentes mutagênicos químicos e físicos (CONSTANTIN & 

OWENS, 1982; LEME & MARIN-MORALES, 2009). 

Com o objetivo de gerar conhecimentos sobre a avaliação do potencial 

genotóxico de substâncias e avaliar os riscos das mesmas aos organismos 

vivos, o interesse por plantas tem sido fortalecido junto à comunidade científica, 

pois proporcionam mais conhecimento da genotoxicidade e especialmente das 

aberrações mitóticas em eucariontes. Fiskesjö e Levan, em 1994, ressaltam 

sobre a importância e a utilidade de vegetais na avaliação de riscos. Embora 

haja diferenças entre os metabolismos de plantas e animais, há também 

similaridades, tais como o importante sistema de oxidase.  

A Tradescantia, gênero da família Commelinaceae, geralmente chamada 

de erva-da-fortuna (Figura 6) é uma planta herbácea que se encontra 
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amplamente distribuída em todo o mundo, crescendo em campos de regiões 

subtropicais ou em estufas.  

O ensaio biológico com Tradescantia pode ser usado para 

monitoramento in situ e ainda em ensaios que avaliam o potencial de agentes 

mutagênicos no ar e na água. Estudos prévios sobre a atividade mutagênica de 

compostos químicos e agentes físicos utilizaram várias espécies e clones do 

gênero Tradescantia. Essa planta é muitas vezes eleita para estudos de 

mutagenicidade por apresentar uma série de características genéticas 

favoráveis, como por exemplo, apenas seis pares de cromossomos grandes e 

facilmente observáveis, bem como a presença de células passíveis de 

observação em quase todas as partes da planta, da raiz ao tubo polínico (MA & 

GRANT, 1982). 

De uma maneria em geral, a planta é de pequeno porte (algumas 

espécies têm menos que 50 cm de altura), sendo um modelo favorável para 

estudos citogenéticos, pois tem a capacidade de sustentar seu estado 

reprodutivo e aumentar o brotamento e as flores para suplementar a falta de luz 

durante os dias curtos de inverno (MA, 1981). Na região sudeste do Brasil, a 

Tradescantia pallida é encontrada com muita facilidade em jardins de 

ornamentação, margens de estradas e ruas, devido a sua natural resistência e 

fácil propagação.  

Como conseqüência do uso intenso de Tradescantia em estudos 

genéticos, encontrou-se uma série de características que permitem a detecção 

de agentes que afetam a estabilidade do genoma. Pelo menos quatro 

características são selecionadas como indicadores em bioensaios de avaliação 

de toxicidade genética. Dois desses ensaios, o da mitose em ponta de raiz e o 

do tubo polínico, permitem avaliar as freqüências de aberrações 

cromossômicas (MA, 1982). 

Um terceiro ensaio, o da mutação para célula cor-de-rosa do pelo 

estaminal, é um teste de mutação gênica em células mitóticas que se baseia na 

expressão fenotípica de um gene recessivo para a cor da flor em plantas 

heterozigotas (UNDERBRINK et al., 1973). O quarto ensaio é um teste 
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citogenético que se baseia na formação de micronúcleos que resultam da 

quebra cromossômica nas células meióticas geradoras do pólen (MA, 1979).  

Figura 6. Fotografia de Tradescantia. (A) planta em canteiro, (B) Flor da planta. 

 

Em ensaios de mutagênese com plantas têm sido definido que o teste 

de MN em plantas é do tipo II, pois apresentam alta sensibilidade e baixa 

especificidade. Dentre os bioensaios que usam sistema vegetal, Ennever e 

colaboradores (1988) destacam aqueles que são mais utilizados para 

investigação de MN em pêlo estaminal em Tradescantia (ENNEVER et al., 

1988). 

Estudos prévios demonstram que o bioensaio de MN em Tradescantia 

pode ser uma ferramenta útil na avaliação de danos genômicos de células 

expostas a poluentes atmosféricos. O número de MN em plantas é diretamente 

proporcional a altas concentrações de poluentes urbanos, demonstrando que o 

teste de MN em Tradescantia pode avaliar o potencial mutagênico (MA, 1981). 

O gênero Allium tem sido utilizado na avaliação da toxicidade de 

efluentes e de muitos compostos (SMAKA-KINCL et al., 1996; RANK & 

NIELSEN, 1998). Os gêneros Allium e Tradescantia são os mais utilizados em 

testes de toxicidade e genotoxicidade. A espécie Allium cepa, apresentada na 

Figura 7, é a primeira escolha quando se trata de monitoramento de efluentes 

industriais e acúmulo de metais pesados, recomendada por agências 

internacionais de proteção ambiental para verificação preliminar da toxicidade 

de misturas complexas, principalmente devido às características que possui, 

tais como o crescimento rápido de suas raízes, grande número de células em 
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divisão, sua alta tolerância a diferentes condições de cultivo, sua 

disponibilidade durante todo o ano, seu fácil manuseio e por possuir 

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

1985).  

O uso de A. cepa em bioensaios foi originalmente introduzido por Levan, 

em 1949, e a partir daí é utilizado para avaliar e classificar a toxicidade de 

produtos químicos presentes no meio ambiente (FISKESJO, 1985). Essa 

espécie tem sido utilizada como material vegetal teste indicador de 

mutagênese por diversos autores como: Khors et al. (1997); Smaka-Kincl et al. 

(1996); Rank e Nielsen (1997); Teixeira et al. (2003); Cantagalli & Vicentini 

(2003); Leme & Marin-Morales (2009); Fernandes et al., (2007); Mazzeo et al., 

(2011); Andrioli et al., (2012);  

Grover et al. (1990) avaliaram os efeitos genotóxicos de pesticidas 

utilizando vegetais (teste de aberrações cromossômicas) e mamíferos (teste de 

micronúcleo) como organismos-teste e observaram a existência de uma 

correlação significativa (91,5%) entre os dois sistemas testados. 

Testes com Allium cepa são adequados por oferecer parâmetros 

macroscópicos como turgescência, mudança de cor, formato, textura, 

espessura, comprimento da raiz e parâmetros microscópicos como anáfases 

prematuras, aderências cromossômicas, pontes e fragmentação 

cromossômica, C-mitoses e micronúcleos, os quais são indicadores de 

eventuais mutações no conteúdo genético celular (QUINZANI-JORDÃO, 1987). 

Testes biológicos de toxicidade e genotoxicidade são indispensáveis 

para a avaliação das reações de organismos vivos à poluição ambiental. O 

teste de Allium, por ser um sistema eucarioto, pode conferir um maior grau de 

proximidade na comparação com os prováveis efeitos causados na biota 

exposta a substâncias tóxicas. Esse teste pode ser utilizado sem que a 

amostra passe por um processo de esterilização, purificação e condensação, 

permitindo assim que seja feita uma análise da amostra real (RANK & 

NIELSEN,1997). 
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Figura 7. Fotografia de A.cepa. (A) sementes germinadas, após 7 dias, em 
placa de Petri; (B) bulbos de cebola. [Adaptado de Lewis, C.E.]  

 

Fernandes e colaboradores (2007), estudando o herbicida trifluralina, 

perceberam que tal agente promove dano celular às células de A. cepa devido 

a sua ação direta sobre os microtúbulos, mesmo em concentrações baixas 

como 0,42 e 0,84 ppm. Essa ação leva a um descontrole na divisão celular, 

gerando células poliplóides. Além disso, os autores provaram que a sobra de 

material genético, resultado do excesso de material produzido por conta da 

ação da trifluralina, tende a ser eliminada do núcleo e formar os micronúcleos.  

Bianchi (2008) investigou o potencial de indução de danos no DNA, para 

diferentes concentrações do inseticida malation, por meio das técnicas de 

aberrações cromossômicas e teste do micronúcleo em A. cepa e micronúcleo e 

ensaio cometa em células HTC (hepatoma tissue culture). Nos testes com 

células meristemáticas e F1 de A. cepa expostas ao malation, foram verificadas 

freqüências significativamente elevadas de aberrações cromossômicas e 

indução de micronúcleo na concentração de 750 mg/L. 

Srivastava & Mishra (2009) avaliaram os efeitos do herbicida atrazina em 

células do meristema radicular de Allium cepa e Vicia faba. As concentrações 

de ensaio foram 30 mg/L para A. cepa e 35 mg/L para V. faba, 

respectivamente. Os resultados mostraram que a atrazina inibiu o índice 

mitótico e induziu a formação de micronúcleos e de aberrações cromossômicas 

em 4 e em 24 h de exposição, sendo encontradas quebras em cromossomos e 

http://www.flickr.com/photos/carllewis/
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fragmentos. As principais aberrações cromossômicas foram: C-metáfase e 

pontes cromossômicas. Os resultados sugerem que a atrazina produzir efeitos 

genotóxicos em plantas.  

Tan e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos do inseticida Basudin 

60EM e do fungicida Cupravit 21 (nas concentrações 0,3; 0,6 e 0,9% m/v) em 

células meristemáticas de A. cepa, bem como sua influência sobre a 

germinação, comprimento das raízes, tamanho, indução de micronúcleos e 

freqüência de aberrações cromossômicas. Os autores relatam que nas três 

concentrações foi observado um efeito citotóxico e que das alterações 

ocorridas durante a mitose aquelas ocorridas na anáfase foram as mais 

comumente observadas, como a presença de pontes cromossômicas, 

cromossomos retardatários e multipolaridade. 

 

2.3 PARATIONA METÍLICA 

 

A parationa metílica (O,O-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioato) é um 

organofosforado de amplo espectro, cuja fórmula química é C8H10NO5PS e 

quando pura (CAS # 298-00-0) pode ser encontrada na forma de pó branco 

cristalino. Um resumo das principais características da PM pode ser visualizado 

no Quadro 1. Foi sintetizada pela primeira vez na década de 1940 por Schrader 

e introduzida no mercado em 1949.  É pouco solúvel em água (55-60 mg/L a 

25ºC), no entanto bastante solúvel na maioria dos solventes orgânicos (IPCS, 

1993). A PM é termicamente instável e se decompõe facilmente em pH acima 

de 8.  

No mercado internacional, a PM (methyl parathion, parathion-methyl) é 

produzida e comercializada por diferentes laboratórios, possuindo uma grande 

variedade de formulações disponíveis (Metaphos, Quinophos, Metacid, Nitrox, 

Azophos). A PM é classificada pela USEPA como pesticida de uso restrito, 

pertencente à classe toxicológica dos compostos “extremamente tóxicos” 

(Classe I), podendo ser utilizada somente por aplicadores autorizados (EPA, 

1986). 
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No Brasil, o produto técnico da PM apresenta concentrações variáveis 

do princípio ativo (450 e 600g/L). O produto comercializado é líquido, sob forma 

de concentrados emulsionáveis de coloração castanho claro e odor 

característico de alho.  Vários foram os compostos usados na agricultura a 

base de PM: Bravik, Declare, Folidol, Folisuper, Mentox, Paracap, Paration 

Metílico Pikapau, Paration Pikapau.  

Mais recentemente, a lista de produtos disponíveis para comercialização 

de acordo com o Sindicato Nacional da indústria de produtos para defesa 

agrícola (SINDAG) para o ingrediente ativo parationa metílica são fornecidos 

pelas empresas Cheminova, Agripec, Chemtura, DVA Agro, Fersol, FMC, Helm 

e Prentiss, com nomes comerciais: Ferus ®, Folisuper 600 BR ®, Mentox 600 

CE ® e Paracap 450 CS ®. 

 

Quadro 1. Características da parationa metílica e principais metabólitos. 

 
 

Parationa metílica (PM) 

Características Principais Metabólitos 

Grupo químico: 
organofosforado 

 

 
 

Metil Paraoxon 

 
 
 

4-nitrofenol 

Aplicação: inseticida e 
acaricida 

Solubilidade em água: 
55mg/L 

Massa molecular: 
263.23 g 

N
o
 CAS (PM): 
298-00-0 

(IPCS, 1993). 

 

A PM possui uma meia-vida relativamente curta, dependendo do meio 

onde se encontra. Em águas superficiais, a PM se degrada por hidrólise, 

biotransformação, volatilização e fotólise (ATSDR, 2001). 

A principal rota de degradação ambiental do PM é a microbiana. A 

presença de uma variedade de micro-organismos capazes de degradar este 

composto em diferentes meios influencia diretamente sua persistência. A PM 
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também pode sofrer degradação oxidativa gerando o paroxon em presença de 

radiação ultravioleta. No entanto, a contribuição da fotólise à perda total do 

pesticida em um sistema aquático foi estimada em apenas 4% (IPCS, 1993). A 

hidrólise também pode ser favorecida sob condições alcalinas e em meios com 

alta salinidade (IPCS, 1993; ATSDR, 2001).  

Na água e no ar, a PM é decomposta por diferentes vias, sendo que as 

principais rotas são hidrólise enzimática e fotólise, como resultado tem-se a 

geração dos metabólitos metil paraoxon e p-nitrofenol. O metil paroxon é o 

composto mais tóxico resultante da hidrólise da PM. Devido à presença do 

oxigênio, o fósforo é muito mais atacado por íons hidróxidos (ATSDR, 2001). 

Após esta biotransformação, o metil paraoxon é degradado em 4-nitrofenol e 

dimetil fosfato. Os produtos da hidrólise da PM e do metil paraoxon são o ácido 

dimetil fosforotioamídicos ou dimetil ácido fosfórico e p-nitrofenol (THUMA et 

al., 1983). Um sumário das principais vias conhecidas de degradação da PM é 

apresentado na figura 8. 

 

Figura 8. Via de degradação da PM em água. [Adaptado de IPCS, 1993]. 
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Quando pulverizada no ar, leva cerca de três dias para que sua 

concentração decline drasticamente e, em nove dias, é completamente 

degradada (IPCS, 1993). Os níveis em águas de rios analisadas em laboratório 

declinaram a 80% da concentração inicial após uma hora da aplicação e 10% 

da concentração inicial após uma semana (IPCS, 1993).  Já no solo, a retenção 

é maior do que no ar e na água e, ainda assim, a degradação depende do tipo 

de solo, por exemplo, em solos arenosos em que a substância é degradada 

com maior velocidade. Na superfície das plantas a meia-vida do PM pode 

declinar rapidamente na ordem de poucas horas.  

Animais também podem degradar e excretar a PM em curtos períodos. 

No entanto, isso ocorre mais lentamente em vertebrados inferiores e 

invertebrados do que em mamíferos e aves (IPCS, 1993; ATSDR, 2001). A PM, 

apesar de muito utilizada, está incluída na lista de substâncias perigosas da 

convenção de Roterdã devido a alta toxicidade aguda, neurotoxicidade, 

suspeita de desregulação endócrina, mutagenicidade e carcinogenicidade 

(ANVISA, 2008) 

 

2.3.1 A utilização da parationa metílica  

 

A PM é usada na agricultura em diversos países, inclusive no Brasil, 

para controle de uma grande variedade de insetos. Além desse uso principal a 

PM também é usada no controle de ácaros. O método habitual de aplicação na 

agricultura é através de pulverização por aeronaves ou pulverização terrestre. 

É aplicada, principalmente, em folhas e utilizada em uma grande variedade de 

culturas, como algodão, alho, arroz, batata, cebola, feijão, milho, soja, trigo e 

demais leguminosas, sementes de oleaginosas, cereais, raízes e tubérculos. 

Além da aplicação na agricultura a PM é ainda aplicada em plantas de cultivo 

aquático (ATSDR, 2001).  
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Segundo Vinatea-Arana (1997), em cultivos de arroz, a PM dissolvida 

em água atinge a concentração de 2,3 mg/L a 5 cm de profundidade. Além do 

uso agrícola alguns autores destacam que a PM é aplicada para eliminar larvas 

de insetos aquáticos que prejudicam o crescimento de alevinos (SOSAK-

SWIDERSKA, 1998; FANTA et al., 2003). 

A PM e outros organofosforados são freqüentemente utilizados em 

diversas etapas na aqüicultura, principalmente para controle de insetos, onde o 

principal grupo alvo são os odonatas, conhecidos popularmente como 

lavadeiras ou libélulas. As ninfas desses insetos aquáticos são extremamente 

vorazes, e alimentam-se de outros insetos, alguns crustáceos e até pequenos 

peixes (FIGUEIREDO & SENHORINI, 1990). Na prática de alevinagem (cultivo 

de peixes juvenis) em áreas tropicais e subtropicais, devido às condições 

ecológicas, há favorecimento do desenvolvimento temporário dos Odonatas, 

que causam grande predação e mortalidade de alevinos (GÁRADI et al., 1988).  

A PM é o inseticida mais empregado na preparação de viveiros para 

recepção de larvas de peixe para maximizar a produção de rotíferos e ainda 

para controle de predadores aquáticos (FIGUEIREDO & SENHORINI, 1990). 

Este tratamento consiste em deixar os peixes expostos ao inseticida numa 

concentração que varia de 0,25 a 3 mg/L (JUAREZ  &  ROUSE, 1983; 

OPUSZYNSKY  et  al., 1984). 

No Brasil, a portaria no 2.914 de 12 de dezembro de 2011 do Ministério 

da Saúde, estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao 

controle e vigilância da qualidade da água para consumo, e limita como valor 

máximo de 9 µg/L de PM (BRASIL, 2011). 

Países da Comunidade Européia estabeleceram como Concentração 

Máxima Admissível para um praguicida encontrado isoladamente em água 

potável o valor de 0,1 µg/L, sem, no entanto, ultrapassar 0,5 µg/L do total da 

soma de todos os praguicidas. Outros países também adotam limites 

semelhantes Estados Unidos e Canadá também adotaram limites semelhantes. 

Enquanto que a maioria da PM irá permanecer nas áreas onde foi 

aplicada, algumas partículas podem se dispersar para áreas mais distantes do 
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local de aplicação através da chuva, da névoa e do vento. A PM permanece no 

ambiente de poucos dias a vários meses, em função da temperatura, 

luminosidade e presença de fatores biológicos de degradação como as 

bactérias. A meia vida da PM em solução aquosa (20°C, pH 1-5) é de 175 dias 

(MELNIKOV, 1971). Em águas naturais foi observada meia vida de 8 dias no 

verão e 38 dias no inverno (ATSDR, 2001).  

A degradação de PM em meios aquáticos, principalmente por fotólise, já 

é bem conhecida, mas ainda há muito para ser elucidado sobre detalhes de 

todos os mecanismos envolvidos, sejam bióticos ou abióticos. Estudos sobre a 

degradação da PM apontaram que sua meia vida em água doce foi de 25,6 e 

24,6 dias para rios e lagos, respectivamente; em solo arenoso de 11,2 dias e 

argiloso de 5,6 dias (EDWARSDS & THOUNWOU, 2005). 

 Segundo demonstrado por Araujo (2006), a exposição à radiação solar 

aumentou a degradação de PM em soluções de água pura quando comparada 

a amostras protegidas da luz. A adição de matéria orgânica (ácido húmico 

sintético) parece atuar sinergicamente com a luz aumentando a degradação de 

PM em soluções de água pura. Mesmo em amostras protegidas da luz em 

solução de água livre não autoclavada ocorreu importante degradação de PM o 

que pode sugerir a participação de micro-organismos no processo (ARAUJO, 

2006). 

No solo, a rota mais importante para a degradação ambiental da PM é a 

degradação microbiana. A presença de sedimentos e de uma população 

microbiana aumenta a taxa de degradação da PM (IPCS, 1993).  

Em um estudo utilizando dois solos em pH diferentes (pH = 6,1 e 5,5), 

ambos incubados a 22°C, a PM apresentou meia vida de 12 e 22 dias, 

respectivamente, sugerindo que em pH mais elevado favorece sua 

metabolização. A PM em águas naturais tem a via microbiológica como 

principal fator de degradação. No entanto, em ambientes oligotróficos a via que 

predomina é a fotodegradação (IPCS, 1993).  
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2.3.2 Toxicidade da parationa metílica 

 

Devido à larga utilização e alta toxicidade para alguns organismos, a PM 

pode apresentar grande risco à saúde dos homens e dos animais, mesmo 

quando presente em concentrações relativamente baixas. A PM é bastante 

tóxica para peixes e invertebrados tanto em ambiente marinho quanto 

dulcícola, e moderadamente tóxica para anfíbios, podendo provocar efeitos 

crônicos nestes organismos em concentrações inferiores a 80 μg/L, incluindo 

alterações de comportamento, redução do crescimento, e mortalidade indireta 

(ATSDR, 2001).  

A parationa metílica foi classificada pela USEPA, em 2000, como um 

composto com evidências carcinogênicas em animais, mas não suficiente para 

avaliar seu potencial carcinogênico em humanos, ficando na atual classificação 

da IARC no grupo 3 (Tabela 6). 

Dados experimentais revelaram que a PM possui propriedades 

mutagênicas, sendo capaz de induzir mutações genéticas, alterações 

cromossômicas e danos ao DNA, além de ocasionar toxicidade reprodutiva 

(DEARFIELD et al., 1999; GARRETT et al., 1986). Em espermatozóides 

humanos a PM foi capaz de diminuir a função do esperma e a capacidade de 

fertilização (PIÑA-GUZMÁN et al., 2006; SALAZAR-ARREDONDO et al., 2008). 

Existem muitos dados na literatura sobre a toxicidade aguda da 

parationa metílica para espécies aquáticas, em especial para peixes de água 

doce, justamente pelo fato dela ser o praguicida de primeira escolha para 

aplicação direta em tanques de aquicultura. Os trabalhos mostram que os 

salmonídeos são sensíveis a PM sendo o valor da CL50 em torno de 1,9 - 5,3 

mg/L (IPCS, 1993).  

Intermediários como o paraoxon, presentes na formulação comercial, ou 

formados durante a estocagem do produto por isomerização térmica ou 

fotoquímica, podem potencializar a toxicidade da parationa em até 10 vezes 

(PELLEGRINI & SANTI, 1972 apud IPCS, 1993). Isto acontece porque o 

paraoxon inibe as carboxiesterases, que são enzimas que atuam nas vias de 
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degradação da parationa, levando a formação de compostos não tóxicos. 

Como resultado desta inativação, a degradação da parationa passa a ser feita 

pela via do citocromo P-450, que gera uma elevada produção de paraoxon 

(GRISOLIA, 2005). 

Os invertebrados aquáticos são mais sensíveis, quando comparados aos 

peixes. Por exemplo, a CL50-48h para o microcrustáceo Daphnia foi menor que 

5 µg/L (STEPHENSON & KANE, 1984 apud IPCS,1993). Também foi avaliada 

a CL50 no mesmo período de exposição para Scenedesmus subspicatus, alga 

própria de ambiente de água doce, cujo valor foi de 3 mg/L (IPCS, 1993). A 

Tabela 7 apresenta a toxicidade aguda da PM para diversos organismos 

aquáticos. Os dados mostram que a sensibilidade destes varia 

consideravelmente entre as espécies. Nestes casos, os parâmetros utilizados 

foram baseados nas concentrações letais para 50% dos indivíduos (CL50 ou 

CE50), que permite concluir o quanto um organismo é resistente à determinada 

substância. 

A PM é um praguicida tóxico e os seres humanos são suscetíveis aos 

seus efeitos por todas as vias de exposição (oral, cutânea e inalação). Quase 

todos os efeitos sistêmicos da PM estão relacionados com a ação deste 

composto no sistema nervoso ou são secundários à ação primária. Tanto a PM 

quanto seu metabólito ativo paroxon metílico, exercem seus efeitos tóxicos por 

inibição de atividade da acetilcolinesterase. A hidrólise de acetilcolina é 

interrompida e os neurotransmissores se acumulam em seu local de ação, 

produzindo super estimulação de órgãos colinérgicos. As informações sobre 

efeitos em seres humanos são limitadas a casos de pessoas gravemente 

expostas a altos níveis de PM por ingestão intencional ou por contato direto 

acidental (KATZUNG, 2006). 

Casos de intoxicação por PM já foram relatados em todo o mundo. Em 

casos de intoxicação fatal foram observadas alterações microscópicas em 

vários órgãos – fígado, rins, cérebro e baço (HAYES & LAWS, 1991). 

Manifestações de intoxicação aguda são similares em humanos e 

animais e incluem a redução dos níveis de colinesterase no cérebro, eritrócitos 
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e plasma, além de relatos de sinais clínicos de efeitos neurológicos, tais como 

tremores, convulsões, arritmia cardíaca, salivação extrema, micção e 

defecação involuntárias, bradicardia, hipotensão e insuficiência respiratória e 

cardiovascular que podem levar à morte (ECOBICHON, 2001). 

Em casos de intoxicação leve ou moderada, os pacientes geralmente 

apresentam sintomas como dor de cabeça, tosse, vômito, diarréia e cólicas, 

além da alteração do estado de consciência por desaceleração de processos 

intelectuais, motores e dificuldade em manter a atenção (ATSDR, 2001). 

 

Tabela 7. Toxidade aguda da PM para diversos animais invertebrados e 
vertebrados aquáticos. 

Organismo Espécie Parâmetro Conc. Referência 

INVERTEBRADOS 

Crustáceos 

Daphnia 
longispira 

CL50 24h 2,4µg/L 
Stephenson & Kane 
(1984) 

Daphnia magna CL50 24h 4,1µg/L 
Stephenson & Kane 
(1984) 

Gammarus 
fasciatus 

CL50 96h 3,8µg/L 
Mayer & Ellersieck 
(1986) 

Oziotelphusa 
senex senex 

CL50 48h 1mg/L Reddy et al. (1986) 

Simocephalus 
secrultus 

CL50 48h 0,37µg/L 
Mayer & Ellersieck 
(1986) 

Moluscos 

Lamellidens 
marginalis 

CL50 48h 
 

20mg/L 
Moorthy et al. (1983) 

Crassostrea 
virginice 

CE50 48h 12mg/L Mayer (1987) 

Mercenaria 
mercenaria 

CL50 96h 25mg/L Mayer (1987) 

VERTEBRADOS 

Peixes 

Carassius 
auratus 

CL5096h 9mg/L 
Mayer & Ellersieck 
(1986) 

Fundulus 
diaplanus 

CL5048h 18,6mg/L Rehwoldt et al. (1977) 

Oncorhynchus 
kisutch 

CL5096h 5,3mg/L 
Mayer & Ellersieck 
(1986) 

Salmo gairdneri CL5096h 2,8mg/L Palawski et al. (1983) 

Cyprinus carpio CL5048h 21,2mg/L Rehwoldt et al. (1977) 

Anfíbios 

Bendacris 
triseriata 

CL5096h 3,7mg/L 
Mayer & Ellersieck 
(1986) 

Rana 
cyanophlyctis 

CL5096h 8mg/L Mudgall & Patil (1987) 

[Adaptado de IPCS,1993]. 

 



68 

 

2.3.2.1 Genotoxicidade da parationa metílica 

  

Existem trabalhos que sugerem que os compostos organofosforados 

possuem potencial genotóxico, por serem agentes alquilantes que possuem 

alta reatividade com o centro nucleofílico das células. Entre os efeitos mais 

comuns observados estão o aparecimento de aberrações cromossômicas, de 

micronúcleos e ocorrências de trocas de cromátides-irmãs, em células de 

indivíduos expostos a estas substâncias (JOKSIĆ et al., 1997). Porém, a 

maioria dos trabalhos com a PM é realizada para análise de resultados da 

administração deste composto em conjunto com outros pesticidas 

organofosforados e carbamatos. 

A Agência Internacional de Pesquisas em Câncer (IARC) concluiu, 

através de análises de trabalhos sobre a PM, que há evidências de que este 

pesticida possui potencial mutagênico em alguns micro-organismos, 

invertebrados e pequenos mamíferos. Porém, os dados disponíveis não 

fornecem evidência de que a PM seja, de fato, carcinogênica para humanos.  

Na Tabela 8 é possível observar a variação de resultados de alguns 

testes de potencial mutagênico realizados com diferentes organismos e 

culturas de células humanas submetidos a doses de MP. 

Em 1974, Van Bao e colaboradores relataram o aparecimento de 

aberrações cromossômicas em linfócitos de quatro pacientes que haviam 

sofrido intoxicação aguda por PM como resultado de tentativa de suicídio. As 

aberrações foram detectadas em culturas de células dos pacientes após um 

mês de suas admissões em hospital. Após seis meses, as alterações não 

foram significativas em comparação aos controles (VAN BAO apud IPCS, 

1993). 

Testes in vitro realizados com espermatozóides humanos expostos a PM 

e ao paroxon induziram alterações da cromatina e o aparecimento de lesões no 

DNA destas células, além de revelar que o paroxon pode ser até dez vezes 

mais tóxico do que o PM (SALAZAR-ARREDONDO et al., 2008). 
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Piña-Guzmána e colaboradores (2006) publicaram estudo sobre células 

germinativas masculinas de ratos em processo de maturação, expostas a PM. 

Os resultados demonstram que este pesticida teve efeitos genotóxicos em 

espermatozóides, possivelmente causados por danos oxidativos. O estudo 

investigou ainda os estágios da espermatogênese mais suscetíveis aos 

impactos da exposição a PM e a capacidade de fertilização dos 

espermatozóides gerados.   

 

Tabela 8. Testes de mutagenicidade utilizando a parationa metílica. 

 Espécie Dose At.Met Resultado Referência 

BACTÉRIAS 

Ames 

S. typhimurium 
TA100 

250 - 
250µg/placa 

SIM - 
Rashid & 
Mumma 
(1984) 

S. typhimurium 
TA100 

>500µg/placa SIM/NÃO + 
Herbold 
(1986) 

MAMÍFEROS 

Troca de 
Cromátides 

Células 
linfóides 
humanas 

20µg/mL NÃO + 
Sobti et al. 

(1982) 

Células 
linfóides 
humanas 

20µg/mL a 
40µg/mL 

NI + 
Chen et al. 

(1981) 

Aberração 
Cromossômica 

Células de 
medula óssea 

de ratos (in 
vivo). 

0,5 a 2mg/kg, 5 
dias/semana, 

durante 7 
semanas 

NI + 
Grover & 

Malhi (1987)  

Micronúcleo 

Rattus sp. 
5 a 10mg/kg, 

dose oral 
durante 2 dias 

NI - 
Herbold 
(1986) 

Rattus sp. 
9,4 a 75mg/kg 
em doses orais 

NI + 
Mathew et 
al. (1990) 

At. Met – presença de ativação metabólica; NI – Não informado; +  positivo; - negativo . 

 

 

No trabalho de Piña-Guzmán (2006), camundongos machos foram 

expostos a PM em doses de 20 mg/kg de massa corporal e as células foram 

coletadas do epidídimo e dos canais deferentes em sete e vinte oito dias pós-

tratamento para avaliar os efeitos sobre a maturação dos espermatócitos e 

sobre os espermatozóides, respectivamente. As células foram examinadas 
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quanto a danos no DNA, e capacidade de fertilização in vitro, entre outros 

testes de funções metabólicas.  

Alterações na integridade do DNA em células coletadas em sete e vinte 

oito dias após o tratamento diminuíram significativamente a qualidade do 

esperma, se comparado ao grupo controle negativo que não sofreu exposição. 

Ocorreu ainda a diminuição da capacidade de fertilização das amostras de 

células coletadas pós-tratamento. 

No solo, a concentração de 5 mg/kg de PM foi suficiente para reduzir o 

potencial de degradação microbiana (REDDY & GAMBRELL, 1985). Butler 

(1964), avaliando uma comunidade fitoplanctônica natural, observou que 1 

mg/L de PM levou a uma diminuição de 5% na produtividade (BUTLE, 1964 

apud IPCS,1993). A CL50 de mais de 1 mg/L foi encontrada para 

alguns organismos da biota de água doce (peixes moluscos e anfíbios). A 

sensibilidade dos insetos  a PM depende não só da espécie, mas do 

estágio/fase de vida, sendo que em geral, as larvas são mais afetadas.  

Apperson et al. (1978) mostraram que as larvas podem desenvolver 

uma resistência a PM. Os crustáceos, tanto dulcícolas quanto marinhos, são 

muito sensíveis a PM, com valores de CE50 variando de 0,002-0,050 mg/L. Em 

geral, os copépodes foram menos sensíveis do que decápodes em testes de 

laboratório. 

Alguns trabalhos na literatura sugerem que a PM possui propriedades 

alquilantes (IPCS, 1993). Os agentes alquilantes são extremamente reativos e 

ligam-se facilmente a grupos fosfatos encontrados nos ácidos nucléicos, 

podendo quebrar a cadeia do DNA ou formar pontes entre as cadeias do ácido 

nucléico, impedindo a duplicação do DNA e causando genotoxicidade ou até 

mesmo a morte celular (citotoxidade).  

Os resultados dos testes de mutagenicidade têm sido contraditórios. Os 

resultados da maioria dos estudos in vitro de mutagenicidade com células tanto 

bacterianas quanto de mamíferos foram positivos, no entanto muitos trabalhos 

são inconclusivos e fornecem dados duvidosos (IPCS, 1993). 
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2.4 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANÇADOS 

 

Sabe-se que resíduos de praguicidas podem ocasionar efeitos negativos 

em muitas espécies de seres vivos. Alguns compostos, mesmo quando 

presentes em concentrações relativamente baixas, podem ter sua toxicidade 

aumentada em função de vários fatores como: o veículo, compostos e 

contaminantes diversos presentes nas formulações comerciais; a freqüência da 

exposição, se a fonte de contaminação ocorre ininterruptamente, como o que 

acontece em regiões próximas a terrenos agrícolas; a transformação de um 

composto original em um subproduto com maior potencial de ação sobre os 

organismos vivos (LIMA et al, 2001). 

Apesar de os praguicidas mais empregados nos dias atuais possuírem 

maior biodegradabilidade, quando comparados aos organoclorados, ainda 

assim, estes não são degradados pelos processos convencionais para 

tratamento de águas destinadas ao abastecimento. Nesse contexto, surge a 

necessidade de novas alternativas para degradar moléculas ambientalmente 

indesejáveis em moléculas menos tóxicas, que possam ser descartadas sem 

prejuízo ao meio ambiente. 

Em virtude da escassez de águas de boa qualidade, as 

regulamentações relacionadas com a qualidade das águas tornam-se cada vez 

mais exigentes e restritivas. Os processos oxidativos avançados (POA) 

constituem uma alternativa para o tratamento de águas e efluentes. Tal 

tecnologia tem-se se mostrado altamente eficiente para a degradação de certas 

classes de compostos orgânicos, além de representar uma tecnologia 

ambientalmente limpa, pois apresentam como grande vantagem o fato de 

oxidar completamente um número significativo de substâncias orgânicas, 

levando à mineralização dos contaminantes, produzindo CO2, H2O e íons 

inorgânicos, e não somente transferido-os de fase (GLAZE et al., 1987).  

A degradação de poluentes orgânicos por combinação de luz ultravioleta 

e agentes oxidantes (H2O2, O3, etc.) implica, na geração e conseqüentes 

reações induzidas pelos radicais hidroxila (•OH).  
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O radical hidroxila (•OH) é um potente oxidante, perdendo apenas para o 

flúor, como pode observado na Figura 9. Este radical apresenta alto poder 

oxidante e baixa seletividade, possibilitando a transformação de um grande 

número de contaminantes tóxicos, em tempos relativamente curtos, com 

constantes de reação da ordem de 106 a 109 M-1s-1 (ANDREOZZI et al., 1999; 

MALATO et al., 2002). Essas reações (de oxidação por geração de radicais por 

H2O2 e/ou O3 com UV) são de 1 milhão a 1 bilhão de vezes mais rápidas do 

que as medidas por oxidantes químicos somente (DEZOTTI, 2008). 

 

 

 

 

Figura 9. Comparação do potencial oxidante de vários compostos. Adaptado 
de (DEZOTTI, 2008). 

 

O radical hidroxila é um agente oxidante extremamente potente e capaz 

de oxidar compostos orgânicos principalmente por abstração de hidrogênio, 

conforme apresentado na Reação 1. Também pode atuar na transferência de 

elétrons, onde elétrons podem ser transferidos para o radical hidroxila (Reação 

2) ou pode ainda ocorrer a adição radicalar às insaturações carbono-carbono, 

conforme apresentado na Reação 3 (BRAUN, 1997).  

Abstração de hidrogênio 

•OH + RH → H2O + R•                          Reação 1 

Transferência de elétrons 

•OH + RX OH → HO- + XR+•                  Reação 2 

Adição 

•OH + X2C=CX2 →X2C(OH)-C•X2          Reação 3 
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Dos processos que envolvem a utilização dos POA, podem-se destacar 

aqueles que empregam o peróxido de hidrogênio (H2O2) e ozônio (O3) e que se 

tornam mais eficientes quando são utilizados conjuntamente com a radiação 

UV, como O3/UV, H2O2/UV e O3/H2O2/UV, com o objetivo de gerar os radicais 

•OH.  

Os POA são citados por diferentes autores como processos para a 

degradação de uma grande variedade de poluentes orgânicos (GLAZE et al., 

1987). Os radicais HO• são espécies muito reativas e com baixa seletividade, 

que reagem com a maior parte das moléculas orgânicas. As Reações de 4 a 8 

mostram a formação do radical hidroxila pelos diferentes POA.  

O3 + hv + H2O → H2O2 + O2  Reação 4 

 

H2O2+ hv→ 2 •OH    Reação 5 

 

2O3 + H2O2 → 2 •OH + 3O2  Reação 6 

 

H2O + O3 + hv →O2 + 2 •OH  Reação 7 

 

•O + H2O →  2•OH   Reação 8 

 

Apesar da alta potência oxidante, alguns estudos têm demonstrado que 

a aplicação dos POA com objetivo de tratar águas e efluentes que contêm 

compostos recalcitrantes, sob certas condições, pode produzir sub-produtos de 

reação que são substâncias recalcitrantes e algumas vezes mais tóxicas que o 

composto original (GULYAS, 1992).  

Entre algumas das desvantagens dos POA está a formação de 

subprodutos de reação, que em alguns casos podem ser mais tóxicos que os 

próprios compostos de origem, sendo necessário um acompanhamento da 

toxicidade. Outra desvantagem se refere aos custos, como por exemplo, de 

energia, pois em vários processos é necessário o emprego de radiação. 
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Dentre os métodos fotoquímicos, pode-se destacar duas estratégias 

para geração de radicais •OH: 

• Fotólise homogênea: Soluções homogêneas contendo H2O2, O3 ou 

uma combinação de ambos na presença de luz ultravioleta. 

• Fotólise heterogênea: partículas coloidais de semicondutor, como o 

TiO2, absorvem a luz ultravioleta gerando o radical •OH na interface 

partícula/solução (DEZOTTI, 2008). 

 

2.4.1 Aplicação da radiação UV 

 

A radiação pode ser dividida em dois tipos: radiação ionizante e não 

ionizante, sendo a diferença entre estes dois tipos baseada no nível de energia. 

A radiação ionizante possui quantidade de energia muito superior à energia da 

radiação não ionizante. A radiação não ionizante é aquela que gera energia 

suficiente para causar excitação dos elétrons dos átomos, ou das moléculas; 

no entanto, energia insuficiente para causar a formação de íons (ionização) 

(BREVIGLIERO et al., 2005). 

 A fonte primária de radiação ultravioleta é o sol, mas também pode ser 

emitida por lâmpadas incandescentes e fluorescentes, e equipamentos a laser. 

Corresponde a três faixas de comprimento de onda, conforme pode ser visto na 

Figura 10. A maior parte da radiação UV emitida pelo sol é absorvida pela 

atmosfera terrestre. A quase totalidade dos raios ultravioletas que efetivamente 

chegam à superfície da Terra são do tipo UV-A (também conhecida como 

radiação UV-próxima ou luz negra). A radiação UV-B é parcialmente absorvida 

pelo ozônio da atmosfera e sua parcela que chega à Terra é responsável por 

danos à saúde. Já a radiação UV-C é totalmente absorvida pelo oxigênio e o 

ozônio da atmosfera (ROUESSAC & ROUESSAC, 2000). 

A radiação UV é um componente invisível da radiação solar. No espectro 

eletromagnético situa-se entre a luz visível e os raios-X, na faixa de 
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comprimento de onda de 100 a 400 nm, sendo a faixa de comprimento de onda 

com maior efeito sobre o DNA celular encontra-se na faixa de 250 a 270 nm. 

A desinfecção por meio da radiação ultravioleta é bastante antiga, 

porém, somente a partir da década de quarenta é que se tem notícia de sua 

aplicação para desinfecção de águas destinadas ao consumo humano (DI 

BERNARDO, 1993; BLATCHELEY et al., 1996). Num segundo momento a 

radiação UV foi utilizada com finalidade de diminuir a quantidade de cloro 

utilizada na desinfecção química, uma vez que compostos clorados podem 

gerar subprodutos altamente tóxicos, como cloraminas e trihalometanos. 

Também é caracterizada pelo curto tempo de contato e uma melhor ação 

antiviral em relação a outros desinfetantes. 

 

Figura 10. Comprimentos de onda da radiação ultravioleta. 

 

Mesmo quando a radiação UV é aplicada para tratamento de águas, é 

recomendado que as águas destinadas ao abastecimento sejam cloradas antes 

da sua distribuição e armazenamento, para se ter cloro residual na água 

evitando a sua recontaminação.  

A aplicação da radiação UV conduz, na maioria dos casos, a uma 

ruptura das ligações químicas e pode produzir a degradação da matéria 

orgânica. A irradiação da água ozonizada produz H2O2, que se ioniza e reage 

com o excesso de ozônio, gerando radicais hidroxila (DEZOTTI, 2008). 

Além da aplicação da radiação ultravioleta para desinfecção de águas, 

outro tópico de suma importância está relacionado à contribuição da radiação 

UV que incide sobre a superfície da Terra e que, de certa forma, acaba 

contribuindo para a degradação abiótica (fotodegradação) de compostos que 

chegam aos rios em amostras naturais de águas. Grande parte dos 
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organofosforados tem como principal via de degradação a luz, sendo, por este 

motivo, de grande utilidade o conhecimento dos fenômenos relacionados à 

fotodegradação de poluentes orgânicos e formação de subprodutos 

biologicamente ativos. 

A eficiência da radiação UV é limitada pelos parâmetros da qualidade 

química da água. Alguns trabalhos relatam que o pH parece não interferir na 

remoção de matéria orgânica. No entanto, alguns parâmetros como a formação 

de filmes biológicos, a presença de matéria orgânica ou inorgânica dissolvida, 

aglomerados de micro-organismos, turbidez e cor podem influenciar 

negativamente a eficiência do processo (EPA, 1986). 

Segundo Teixeira (2002), a radiação UV pode ser usada na destruição 

de compostos orgânicos em processos de degradação fotoquímicos e 

fotocatalíticos. Entretanto, seu uso combinado a agentes oxidantes tem a 

vantagem de aumentar a eficiência dos processos fotocatalíticos. 

Apesar da radiação UV conseguir gerar radicais oxidantes, esse 

processo em determinadas condições é pouco eficiente, necessitando em 

alguns casos de várias horas de irradiação ou de um pré-tratamento para que 

apreciáveis mudanças ocorram (GROMBONI, 2008). 

 

2.4.2 Processo UV/H2O2 

 

Um dos processos oxidativos avançados bastante estudado e há muito 

empregado é o processo UV/H2O2. Este processo é utilizado com êxito na 

remoção de micropoluentes presentes em águas e efluentes industriais, 

incluindo compostos organoclorados, aromáticos, fenóis, praguicidas e 

compostos farmacêuticos (DEZOTTI, 2008). 

A radiação UV pode ser utilizada através da fotodegradação direta pela 

excitação do poluente pela luz UV. Ou pela foto-oxidação, onde a radiação 

reage com um oxidante para produzir radicais hidroxila. Os três oxidantes mais 

usados são: peróxido de hidrogênio, ozônio e sistema foto-Fenton (Fe+3/H2O2). 
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O mecanismo utilizado para explicar a fotólise do H2O2 é a clivagem da 

molécula de H2O2 por fótons com energia superior a da ligação O-O (48,5 

kcal/mol), conforme apresentado nas Reações 9 e 10. Este mecanismo tem um 

rendimento quântico quase unitário produzindo quase quantitativamente dois 

HO• por cada molécula de H2O2 (GUROL, 1991). 

OH2hvHOOH    Reação 9 

OOHHhvHOOH    Reação 10 

A estabilidade do H2O2 varia em função do pH e da temperatura. 

Maiores temperaturas e pH básico favorecem sua decomposição em H2O e O2 

conforme a Reação 11 (LIRA, 2006). 

 

2 H2O2 → 2H2O + O2  Reação 11 

 

 

A absortividade molar ou coeficiente de extinção, do H2O2 a 254 nm é 

aproximadamente 19 M-1cm-1. Este baixo coeficiente de extinção se traduz em 

taxas de absorção menores. As lâmpadas de mercúrio utilizada nos reatores 

possuem um comprimento de onda em torno de 254 nm. Com este tipo de 

lâmpada, uma maior quantidade de H2O2 tem que ser adicionada ao sistema 

para gerar a quantidade de radicais hidroxila necessários para oxidação 

(RAJESHWAR & IBANEZ, 1997). 

Wu & Linden (2008) avaliaram a fotodegradação de uma solução aquosa 

do inseticida organosfosforado paration através do processo UV e UV/H2O2. A 

fotólise direta do paration utilizando lâmpadas de baixa e média pressão, em 

pH 7, ocorreu de forma muito lenta, com rendimentos quânticos de 6,67 ± 0,33 

x  10-4  e 6,00 ± 1,06 x10-4 mol E-1, respectivamente. A adição de peróxido de 

hidrogênio aumentou a fotodegradação de paration com uma taxa de reação de 

segunda ordem com constante de 9,70 ± 0,45 x 109 M-1 s-1. Os autores 

relataram que a relação molar ideal entre peróxido de hidrogênio e o paration 

foi 300 e 400.  A fotodegradação do parathion rendeu vários subprodutos 
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orgânicos, dos quais o paraoxon, 4-nitrofenol, e O, O-dietil-metil tiofosfato que 

tiveram sua ocorrência monitoradas durante o processo UV/H2O2. 

Avaliando a degradação do herbicida 2,4-D, Alfano e colaboradores 

(2001) relataram uma taxa de degradação vinte vezes mais rápida quando 

empregado o sistema H2O2/UV, do que a obtida empregando apenas a 

radiação UV isoladamente. Chu (2001) também avaliou a degradação do 2,4-D 

utilizando o processo H2O2/UV em valores diferentes de pH e concentrações de 

H2O2. Os autores relatam uma maior taxa de degradação em pH baixo e 

determinou que a razão [H2O2]/[2,4-D] de 12,5 foi a que se mostrou mais 

eficiente, indicando que o tratamento peróxido combinado com radiação UV 

melhorou consideravelmente a eficiência do processo de degradação do 

praguicida. 

Chen e colaboradores (2009) estudaram a fotodegradação do herbicida 

atrazina através da aplicação da radiação UV. A atrazina foi degradada 

rapidamente, nos primeiros 30 min, com uma taxa de degradação de 70%. 

Após este período, a degradação se deu lentamente alcançando 90% com 50 

min de radiação. A fotodegradação da atrazina seguiu uma cinética de primeira 

ordem e sua constante de degradação foi de 0,0411 min-1. Arántegui e 

colaboradores (1995) também avaliaram a degradação da atrazina e os autores 

relatam que o peróxido teve uma ação sinérgica, quando associado à radiação 

UV, aumentando a eficiência de degradação do composto. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Todos os experimentos de UV e UV/H2O2 foram realizados no 

laboratório do grupo de Controle de Poluição das Águas e Efluentes (LabPol) 

do Programa de Engenharia-Química da COPPE/UFRJ. 

Neste item será apresentada a descrição do trabalho experimental 

desenvolvido, incluindo os reagentes utilizados, as metodologias analíticas 

empregadas e a descrição dos ensaios biológicos, que incluem o sistema-teste 

A.cepa e o ensaio YES. 

 

3.1 SOLUÇÕES UTILIZADAS NOS ENSAIOS BIOLÓGICOS 

 

3.1.1. Solução de parationa metílica 

 

A parationa metílica (pureza 99%) foi obtida da Supelco® (Sigma-

Aldrich). Todas as soluções foram preparadas com água ultrapura obtida pelo 

sistema Milli-Q. As soluções foram preparadas diariamente e não estocadas, e 

protegidas da luz para evitar a fotodegradação. As diluições foram realizadas a 

temperatura de 25oC através de diluição seriada em Frasco Schott® âmbar.  

 

3.1.2. Reagentes e soluções do ensaio YES 

 

A fim de evitar falsos positivos, todos os reagentes, a água e os 

recipientes usados no preparo das soluções que compõem o meio de cultivo e 

análise foram cuidadosamente manuseados. Também foram utilizados 

compostos com alto grau de pureza, sendo os reagentes para preparo dos 

meios adquiridos da Sigma-Aldrich. O CPRG (clorofenol vermelho--D-

galactopiranosida) foi adquirido da Roche Diagnostics. O etanol utilizado nos 
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ensaios foi adquirido da Merck®. Todas as soluções foram preparadas dentro 

de capela de fluxo laminar em condições assépticas. 

 

3.1.2.1. Ácido Aspártico e L - treonina 

 

Uma solução estoque de 4 mg/L de ácido aspártico foi esterilizada em 

alíquotas de 20mL a 121°C por 10 min e estocada a temperatura ambiente. Foi 

preparada uma solução estoque de 24 mg/mL de L-treonina e esterilizada em 

alíquotas de 5 mL a 121°C por 10 min e estocada a 4°C. 

 

3.1.2.2 CPRG 

 

A solução estoque de 10mg/L de CPRG foi preparada em água estéril 

estocada em frascos de vidro estéril, mantidos a 4C em ambiente protegido da 

luz, onde se manteve estável por todo o período de estocagem. 

 

3.1.2.3 Glicose 

 

A solução de glicose 20 % m/v foi e esterilizada por filtração em 

membrana de éster celulose com diâmetro de poro 0,22 μm e estocada à 

temperatura ambiente em frasco estéril. 

 

3.1.2.4 Sulfato de cobre 

 

Uma solução de 20 mM de sulfato de cobre (II) foi preparada, e 

esterilizada por filtração em membrana de éster celulose com diâmetro de poro 
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0,22 μm. A solução foi estocada à temperatura ambiente em frascos 

esterilizados. 

3.1.2.5 Vitaminas 

 

A solução contendo vitaminas foi preparada pela adição de 8 mg de 

tiamina, 8 mg de piridoxina, 8 mg de pantetonato de cálcio, 40 mg de inositol e 

20 mL de solução de biotina (2 mg/100 mL H2O) em 180 mL de água. Essa 

solução foi esterilizada por filtração em membrana de éster celulose com 

diâmetro de poro de 0,22 μm e estocada em alíquotas de 10 mL a 4°C em 

frascos de vidro estéril, protegida da luz.  

 

3.1.2.6 Meio mínimo 

 

O meio mínimo foi preparado pela adição de 13,61 g de KH2PO4, 1,98 g 

(NH4)2SO4, 4,2 g de KOH em pelets, 0,2 g de MgSO4, 1 mL de solução de 

Fe2(SO4)3   (40mg/50mL H2O), 50 mg de L-leucina, 50 mg de L-histidina, 50 mg 

de adenina, 20 mg de L-arginina-HCl, 20 mg de L-metionina, 30 mg de L-

tirosina, 30 mg de L-isoleucina, 30 mg de L-lisina-HCl, 25 mg de L-fenilalanina, 

100 mg de L-ácido glutâmico, 150 mg de L-valina, e 375 mg L-serina para 1L 

de água. Após o preparo a solução foi acondicionada em frascos de vidro e 

esterilizada em autoclave a 121°C (1 atmosfera de pressão) por 10 min e 

estocada à temperatura ambiente. 

 

3.1.2.7 Meio de cultivo 

 

O meio de cultivo foi preparado pela adição de 5 mL de solução de 

glicose, 1,25 mL de solução de ácido L-aspártico, 0,5 mL de solução de 

vitaminas, 0,4 mL de solução de L-treonina, e 125μL de solução de sulfato de 

cobre (II) em 45 mL de meio mínimo. 
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3.1.2.8 Meio de análise 

 

O meio de análise foi preparado pela adição 25 mL de meio de cultivo, 

seguido de 250 μL do substrato cromogênico CPRG e inóculo de levedura que 

estava em crescimento em meio de cultivo contendo, aproximadamente 4 x 107 

células. 

 

3.1.3. Reagentes e soluções dos ensaios com A.cepa 

 

3.1.3.1 Fixador Carnoy 

 

Misturou-se álcool etílico a ácido acético glacial, numa proporção 3:1 v/v. 

Esta solução não foi estocada e era preparada apenas no momento da sua 

utilização. Essa solução é utilizada para fixação celular, que é uma técnica 

bastante utilizada em histologia, tendo como objetivo evitar a destruição das 

células por ação de micro-organismos ou citólise. 

 

3.1.3.2 Reativo de Schiff 

 

Foi utilizado o Reativo de Schiff (Na2SO3) para microscopia, sem 

qualquer tipo de diluição. O reagente foi obtido da Merck®. 

 

3.1.3.3 Carmim acético 2% 

 

Dissolveu-se 2 g de carmim em 100mL de ácido acético 45%. Em 

seguida aqueceu-se a solução até a ebulição, com a utilização de um 

condensador de refluxo, permanecendo com o aquecimento por 2 a 3h. 



83 

 

Esfriou-se, filtrou-se em papel filtro comum e guardou-se em recipiente de 

vidro, mantido a 4oC. 

 

3.1.3.4 Metil Metanosulfonato 

  

O Metil Metanosulfonato (MMS) é um agente alquilante, amplamente 

utilizado como indutor de danos no DNA, bastante usado em ensaios de 

genotoxicidade nos últimos anos. Agentes alquilantes são compostos 

eletrofílicos, que apresentam afinidade por centros nucleofílicos de 

macromoléculas orgânicas, sendo considerados potenciais carcinógenos. Esse 

composto transforma a base guanina em 7-metilguanina e a adenina em 3-

metiladenina, ocasionando o pareamento inadequado das bases nitrogenadas 

e bloqueio da replicação (LUNDIN et al., 2005). 

Neste trabalho foi utilizado como controle positivo o MMS (Sigma-

Aldrich, CAS No 66-27-3) na concentração de 10 mg/L diluído em água ultra 

pura, concentração habitualmente utilizada em varios estudos que utilizam o 

MMS como controle positivo para genotoxicidade. O grupo controle negativo foi 

mantido apenas em água ultra pura. A utilização de ensaio controle negativo 

(CN) é de essencial importância, pois ele permite a avaliação da freqüência 

basal destas alterações, quando o organismo teste não é exposto ao agente 

em estudo. 

 

3.2 PROCESSO UV, H2O2 E UV/H2O2 

 

No presente estudo foi avaliada a degradação do praguicida PM através 

de aplicação do tratamento H2O2/UV. Também foi realizado o tratamento 

apenas com a radiação UV e o H2O2 isoladamente, com o intuito de verificar a 

contribuição de ambos na degradação do composto.  
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Determinados parâmetros são considerados essenciais para definir a 

eficiência de processos que utilizam fotodegradação de substâncias químicas, 

como a actinometria, determinação da absorção da radiação UV por compostos 

presentes em amostras líquidas e a geração de radicais hidroxila no caso da 

combinação do UV com H2O2, bem como a eficiência do processo de extração 

em fase sólida, itens que serão melhor descritos a seguir. 

 

3.2.1 Actinometria 

 

A actinometria química é uma medida da taxa de incidência de fótons 

em um reator fotoquímico de geometria específica e para um domínio espectral 

luminoso bem definido (BRAUN et al., 1991). Como nem toda a radiação 

emitida pelas lâmpadas é absorvida pela solução no reator, torna-se essencial 

determinar a quantidade de radiação absorvida pela solução.  

 

3.2.2 Condições experimentais do processo UV e UV/H2O2 

 

Foi utilizado um reator tubular de vidro com capacidade de 1,5 L, onde 

em seu interior era centralizada uma lâmpada UV de baixa pressão de 15W 

protegida por um tubo de vidro de quartzo. A Figura 11 mostra uma fotografia 

do reator. A lâmpada emitia uma radiação no UV com pico de onda em 254 nm, 

e teve sua radiância medida por um radiômetro digital modelo EW-09811-54 da 

marca Cole-Parmer Instruments Co®. O aparelho está calibrado para uma 

medição no comprimento de onda de 254nm, apresentando uma abertura de 

leitura de 12 ± 2 nm e um erro de ± 5%.  

As soluções de PM na concentração inicial de 30 mg/L foram preparadas 

momentos antes da realização dos experimentos, para evitar a degradação, em 

água ultra pura gerada por um sistema de ultrapurificação de água da marca 

Millipore® modelo Milli-Q. Esta concentração foi escolhida por ser a menor 

concentração aplicada em campo. 
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Foram realizados os experimentos fotoquímicos e fotolíticos para o 

monitoramento da degradação da PM empregando-se um volume de amostra 

no reator de 1L. As reações ocorreram em modo batelada, sob agitação, por 

borbulhamento de gás nitrogênio, avaliando-se os tempos reacionais de 2, 5, 

10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos, totalizando nove amostras avaliadas. A 

intensidade fotônica determinada por análise actinométrica foi igual a 7,8 

µEinstein s-1. 

 

Figura 11. Reator utilizado no processo UV e UV/H2O2 

 

 

O processo iniciou-se com a estabilização do fluxo de irradiação UV no 

comprimento de onda de 254 nm, realizado com o acionamento das lâmpadas, 

protegidas por cobertura de alumínio para evitar a passagem de radiação UV 
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ao ambiente, por 10 minutos. Em seguida, foi introduzido 1L de solução de MP 

e adicionado o volume de peróxido de hidrogênio para se obter a razão molar 

previamente calculada. O tratamento ocorreu na temperatura ambiente de 

aproximadamente 23 °C. 

No processo fotoquímico as concentrações de H2O2 iniciais utilizadas 

foram definidas em função da massa teórica de carbono da PM (C3H10NO5PS). 

Assim, para o estudo cinético de degradação do MP utilizou-se a razão molar 

[H2O2]/ [PM] de 1 e 2 . A temperatura e pH da solução dentro do reator foram 

monitorados em todos os tempos estudados. A concentração do H2O2 residual 

na solução foi medida através do método qualitativo colorimétrico da marca 

Merckoquant  da Peroxide Test®. 

Também foi realizado o tratamento apenas com a radiação UV e o H2O2 

isoladamente, com o intuito de verificar a contribuição de ambos na 

degradação do composto. 

A oxidação da PM usando o processo UV e UV/H2O2 segue uma cinética 

de pseudo-primeira ordem (DIAGNE et al., 2007). Então, a velocidade de 

remoção de carbono orgânico total durante a reação pode ser descrita pela 

Equação onde COT é o valor para determinados tempos de reação; COT0 é o 

valor inicial no tempo zero e kCOT é a constante cinética e t indica o tempo 

conforme a equação 1. 

tk
COT

COT
ln COT

0

     Equação 1 

 

3.3 METODOLOGIAS ANALÍTICAS 

 

3.3.1 Aparatos e condições da cromatografia gasosa  

 

Para o monitoramento da degradação da PM foi utilizada a detecção por 

cromatografia gasosa. As quantificações foram realizadas com o auxilio de uma 

curva de calibração confeccionada na faixa de concentração de 5 mg/L a 5000 
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mg/L. A determinação da degradação da PM era avaliada após procedimento 

de concentração de amostra, método conhecido por extração em fase sólida 

(EFS). A temperatura, o carbono orgânico total, o espectro da absorbância e o 

pH foram monitorados em todos os tempos estudados.  

As análises cromatográficas foram realizadas em um cromatógrafo 

modelo 17A da Shimadzu® com um detector por ionização em chama (FID), 

como observado na Figura 12. A coluna utilizada foi a CP SIL 8 CB da Varian®, 

compatível com a coluna DB 5, apresentando como diâmetro interno 0,25mm; 

comprimento de 30m e espessura de fase de 0,25mm. As condições 

cromatográficas utilizadas foram desenvolvidas nesta tese e podem ser 

visualizadas na Tabela 9. O tempo total da corrida cromatográfica foi de 18,24 

min. 

 

Figura 12. Aparelho de cromatografia gasosa utilizado. 

 

Utilizou-se como fase móvel o acetato de etila. Devido ao sistema de 

injeção ser manual e mais suscetível a variações, as injeções foram realizadas 

em cinco réplicas. Foi utilizado como gás de arraste o nitrogênio e como gás 

auxiliar o gás hélio. 

Para confecção da curva de calibração foi preparada uma solução mãe 

de PM de 5000 mg/L e por diluição seriada em água ultrapura foi desdobrada 

em seis outras concentrações: 1000, 500, 100, 50, 10 e 5 mg/L. As soluções 

foram preparadas imediatamente antes do início das injeções e mantidas 
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protegidas da luz, não sendo estocadas. O volume injetado foi de 2 µL, para 

cada concentração. 

Tabela 9. Parâmetros cromatográficos utilizados para a realização das análises 
cromatográficas. 

Parâmetros Valores ou especificação 

Temperatura do injetor 250 
o
C 

Temperatura do detector 250 
o
C 

Temperatura inicial do forno/tempo de 
permanência 

60 
o
C/ min 

Taxa de aquecimento 12 
o
C/ min 

Temperatura final do forno/tempo de permanência 280 
o
C/ min 

Pressão inicial/tempo de permanência 116,7 kPa/min 

Taxa de elevação da pressão 4,1 kPa/min 

Pressão final/tempo de permanência 117 kPa/min 

Coluna CP SIL 8 CB Varian
®
 

 

 

3.3.1.1 Limite de detecção e quantificação da PM na CG 

 

O limite de detecção (LD) corresponde à menor concentração do analito 

em uma amostra, que pode ser detectada, mas não necessariamente 

quantificada, sob determinadas condições experimentais. Segundo a ANVISA 

esse limite é estabelecido por meio da análise de soluções de concentrações 

conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nível detectável (BRASIL, 

2003). Vários critérios são utilizados para definição do limite de detecção. Para 

métodos analíticos instrumentais, como a CG, o critério adotado é a relação de 

três vezes o ruído da linha de base. 

O Limite de quantificação (LQ) refere-se à menor quantidade do analito 

em uma amostra, que pode ser determinada com precisão e exatidão 

aceitáveis sob as condições experimentais estabelecidas. Desta forma, é 

considerado como limite de quantificação aquela concentração que produza 

relação sinal-ruído superior a 10:1 (BRASIL, 2003). 
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3.3.2 Extração em Fase sólida (EFS) 

 

A extração em fase sólida é uma técnica de separação que visa à 

remoção do(s) analito(s) da matriz, na qual as moléculas do analito se 

deslocam da matriz e interagem com a sílica que está presente no cartucho de 

extração, que funciona como adsorvente. Essa técnica constitui ferramenta útil 

para quantificação de compostos em baixas concentrações através das etapas 

de extração, concentração e reconstituição de amostras aquosas, para 

detecção de micropoluentes.  

Como no aparelho (CG) utilizado para avaliar a cinética de degradação 

da PM não pode estar em água, esta etapa de EFS auxilia para que haja 

adequação da matriz a ser injetada, visto que após a concentração no cartucho 

ela poderá ser reconstituída em solvente orgânico. 

 Desta forma, o intuito de utilizar a etapa de EFS neste estudo foi de 

eliminar a presença da água na amostra, limitação encontrada para uso da 

técnica de cromatografia gasosa caracterizada pela incompatibilidade de 

análise de soluções aquosas devido ao tipo de coluna e detector empregados 

(VALENTE & AUGUSTO, 2000). 

A etapa de EFS necessita de um condicionamento prévio do cartucho de 

extração para ativação dos sítios disponíveis que são os responsáveis por 

reterem o composto de interesse. O condicionamento utiliza solventes 

adequados que variam de composto para composto. Em particular, para a PM 

utilizou-se como etapa de condicionamento os solventes acetato de etila e 

metanol. Um ritmo de condicionamento foi utilizado tendo o cuidado de evitar a 

secagem do cartucho seguindo a ordem: 5 mL do solvente acetato de etila, 5 

mL de metanol e 5 mL de água ultra pura, a pH de 3. 

Após condicionamento, 1 L da amostra era permeada através do 

cartucho, isto é, todo o conteúdo do reator. A amostra armazenada em frascos 

âmbar era aspirada por meio de tubos transferidores até o cartucho com o 

auxílio de uma bomba de vácuo, adotando-se um regime de gotejamento com 

fluxo médio ajustado para 4,5 mL/min. 
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Depois de drenada toda a fase líquida, o analito retido no cartucho era 

extraído do cartucho utilizando 5 mL de acetato de etila, de forma a coletar o 

analito em concentração já apropriada para  injeção no cromatógrafo. Os 

cartuchos utilizados continham 500 mg de material adsorvente e capacidade de 

3mL obtidos da Varian®, modelo C18. A Figura 13 mostra o esquema 

operacional utilizado durante a etapa de extração/concentração da amostra no 

cartucho adsorvente. 

 

Figura 13. Esquema do sistema operacional utilizado para extração e 
concentração da amostra. [Adaptado de SOUZA, 2010]. 

 

 

A eficiência da técnica pode ser verificada através da determinação da 

recuperação do cartucho, ou seja, a quantidade do composto que é detectada 

(recuperada) após todas as etapas da EFS utilizando-se soluções padrão. Ao 

fim do processo a quantidade eluída é analisada por cromatografia gasosa e 

comparada com o valor da solução padrão. A Figura 14 mostra uma fotografia 

do sistema utilizado.  
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Figura 14. Fotografia do sistema operacional utilizado para EFS.  

 

3.3.3 Espectrofotometria visível 

 

A espectrofotometria de UV visível é um método muito sensível para 

identificar a formação de grupos funcionais que absorvem radiação. A radiação 

infravermelha, quando absorvida por uma molécula orgânica, converte-se em 

energia de vibração molecular. O espectro reflete o movimento vibracional e 

costuma aparecer em forma de bandas.  

As leituras de absorbância e espectros de varredura foram realizadas 

em um espectrofotômetro UV-VIS da Agilent 8453.  

 

3.3.4 Mudança do pH 

 

Com a finalidade de investigar se ocorria alteração no pH da solução da 

PM na concentração inicial de 30 mg/L nas diferentes condições de tratamento: 

UV apenas e UV/H2O2, nas razões [PM]/[H2O2] = 1 e 2, foi monitorado o valor 

do pH durante 60 minutos, com alíquotas retiradas a cada 10 minutos. 
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3.3.5 Avaliação da quantidade de carbônico orgânico total (COT) 

 

O carbono é o elemento fundamental na constituição das moléculas 

orgânicas presentes em todos os seres vivos. Quando o carbono é oxidado ele 

consome o oxigênio dissolvido na água e, desta forma, a quantificação do 

carbono orgânico total é um parâmetro indicador de qualidade da água que 

está fortemente associado ao teor de matéria orgânica presente em alguma 

amostra, ou mesmo na água. 

A medida de carbono orgânico total (COT) foi realizada através de um 

analisador de carbono, com especificação HiperToc Analyser da Thermo® que 

determina o conteúdo de carbono orgânico e inorgânico em uma amostra (em 

mg/L), utilizando como gás de arraste o ar sintético. O COT foi calculado, 

levando-se em consideração a diferença entre o carbono total (CT) existente na 

amostra (% de carbono) e o carbono inorgânico (CI), ambos fornecidos pelo 

aparelho.  

Este método fundamenta-se na combustão por oxidação catalítica da 

amostra, onde a temperatura da combustão ocorre a 680 ºC, seguida da 

quantificação do CO2 formado, por um detector de infravermelho dispersivo. O 

CI é medido através da decomposição do carbonato e bicarbonato presente na 

amostra, formando CO2, que é quantificado da mesma forma que o CT. As 

curvas de calibração, tanto para a medida do CI quanto do CT foram 

confeccionadas utilizando como composto padrão o biftalato de potássio nas 

faixas de concentrações entre 1 mg/L a 100 mg/L. A Figura 15 mostra o 

aparelho utilizado no presente estudo. 
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Figura 15. Aparelho utilizado para monitoramento do COT. 

 

3.3.6 Cromatografia iônica 

 

Com finalidade de explorar o efeito da degradação da PM em solução 

aquosa foi monitorada a liberação de íons que poderiam estar sendo formados 

durante do processo de degradação UV e UV/H2O2 ao longo das faixas de 

tempo. Devido à presença dos átomos de enxofre, nitrogênio e fósforo na 

molécula da PM, os ânions monitorados foram nitrito (NO2
-), nitrato (NO3

-), 

sulfato (SO4
2-) e fosfato (PO4

3-).  

Para acompanhar a evolução da liberação de íons nitrito (NO2
-), nitrato 

(NO3
-), fosfato (PO4

3-) e sulfato (SO4
2-) formados após o tratamento do MP 

pelos processos de UV e UV/H2O2 foram realizadas análises por cromatografia 

iônica. Um exemplo de cromatograma obtido durante a construção da curva de 

calibração pode ser observado na Figura 16. O cromatógrafo de íons utilizado 

para estas determinações foi o modelo ICS90 da DIONEX® com supressão e 

detector de condutividade. Utilizou-se coluna de separação, precedida por uma 

pré-coluna. Como eluente foi utilizada uma solução de carbonato de sódio 

(concentração de 8 mmol.L-1). O tempo de corrida de cada determinação foi de 

15 min e os tempos de retenção para os íons são mostrados na Tabela 10. 
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Tabela 10. Íons inorgânicos monitorados, resultantes do processo de 
degradação da PM. 

 
Composto Retenção (min) Slope R

2
 (%) 

Nitrito 6,25 1,380 99,99 

Nitrato 8,67 1,644 99,96 

Fosfato 12,28 0,771 99,99 

Sulfato 13,64 1,859 99,99 

 
Segundo Leite (2008), neste sistema a separação cromatográfica é 

seguida de uma detecção condutimétrica, seguida da neutralização da fase 

móvel (NaOH) com uma membrana supressora. A membrana supressora 

realiza a eletrólise da água, gerando prótons (H+), que são trocados por íons 

Na+ na fase móvel neutralizando a mesma.  

 

Figura 16. Cromatograma obtido de amostra padrão, composta de vários íons, 
durante a construção da curva de calibração, com o tempo de 
retenção e detecção dos íons. 

 

As condições cromatográficas empregadas na determinação dos íons de 

MP foram: coluna Dionex Íon Pack (250 x 2,0 mm, 5 μm), fase móvel 

constituída de uma solução aquosa de carbonato de sódio 8 mmol/L, fluxo: 1,6 

mL/min, volume de injeção de 200 μL, corrente da supressora de 30 mA e 

temperatura do forno de 30 oC. Como regenerante foi utilizada uma solução de 

ácido sulfúrico, na concentração de 25 mmol/L. 
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3.3.7 Descrição dos ensaios biológicos 

 

A seguir são descritos os ensaios biológicos, realisados no LabPol - 

COPPE, utilizados para avaliar a toxicidade da parationa metílica, antes e após 

os tratamentos propostos. Os procedimentos experimentais foram divididos, 

para fins didáticos, em ensaio com sementes de cebola (Allium cepa) através 

do ensaio preliminar de germinação e ensaio de citotoxicidade, genotoxicidade 

e mutagenicidade e ensaio de atividade estrogênica, através do ensaio YES.  

 

3.3.7.1 Ensaios citogenéticos em Allium cepa 

 

Foram utilizadas sementes de cebola comum da espécie Allium cepa (2n 

=16), da variedade Baia Periforme, marca ISLA®, todas de um mesmo lote, 

adquiridas comercialmente da Central de Abastecimento do Estado da 

Guanabara (CEASA). As sementes ficaram estocadas em dessecador, sob 

vácuo e abrigadas da luz para garantir o vigor dos organismos. 

Os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em 

células meristemáticas de Allium cepa foram realizados de acordo com o 

protocolo estabelecido por Grant (1982), adaptado por Marin-Morales (2005).  

 

3.3.7.1.1 Procedimento de exposição das sementes 

 

Sementes de Allium cepa, dispostas em placas de Petri forradas com 

papel filtro, foram colocadas para germinar em água ultra pura, até que as 

raízes atingissem o tamanho de aproximadamente 1,5 cm de comprimento, o 

que demorou, em média, 5 dias. Após este procedimento, as sementes 

germinadas foram encaminhadas para a etapa de exposição, que consistiu em 

transferir as sementes já germinadas para placas de Petri contendo as três 

concentrações estudadas de PM (30 mg/L, 3 mg/L e 0,3 mg/L), onde 
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permaneceram por 24 horas. O grupo controle negativo foi mantido apenas em 

água ultra pura e o grupo controle positivo em 10 mg/L de MMS. 

Transcorrida as 24 horas de exposição das sementes já germinadas, as 

raízes foram separadas em dois grupos: 

a) grupo tratado - o grupo A após as 24 horas de exposição a PM foi 

imediatamente transferido para solução contendo o fixador Carnoy, e 

posteriormente as lâminas foram preparadas e examinadas ao microscópio 

óptico; 

b) grupo de recuperação - o grupo B após as 24 horas de exposição foi 

transferido para placas contendo água ultra pura, onde permaneceu por mais 

48 horas, além das 24 horas de exposição. Esse tempo de recuperação foi 

utilizado para avaliar o comportamento das células danificadas, depois de 

alguns ciclos de divisão mitótica. 

A fixação dos grupos A e B no fixador Carnoy ocorreu por 6 horas em 

temperatura ambiente. Após a fixação, o material foi transferido para uma nova 

solução de fixador recém preparada e armazenado em ambiente refrigerado 

(4oC), até o momento da confecção das lâminas. 

As radículas, previamente fixadas, foram lavadas em dois banhos de 5 

minutos em água ultrapura e submetidas ao reativo de Schiff por 

aproximadamente 2 horas, em câmara escura. Após a coloração dos 

meristemas, as raízes foram lavadas em água corrente e as lâminas foram 

preparadas. 

Foram preparadas cinco lâminas por tratamento e analisadas, no 

mínimo, 500 células de cada uma dessas lâminas, totalizando 2.500 células por 

tratamento. A observação foi realizada em microscopia óptica, em aumento de 

400 vezes, e as melhores imagens foram documentadas por fotografias. Os 

desfechos analisados foram: a presença de aberrações cromossômicas, a 

indução de micronúcleos e a interferência no processo de divisão nuclear. 

  



97 

 

3.3.7.1.2 Preparo e análise das lâminas 

 

As lâminas foram confeccionadas a partir de raízes primárias de A.cepa, 

como já descrito anteriormente. Essa estrutura é composta de dois 

componentes principais: região meristemática, onde são observadas células 

em processo de divisão celular intensa, em todas as fases do ciclo celular; e a 

região localizada cerca de 1 mm acima da região meristemática, denominada 

de região F1.  

Na região F1 é possível verificar a ação mutagênica dos agentes aos 

quais as raízes foram expostas. Essa região se caracteriza por apresentar 

poucas células em divisão celular. O desfecho que se observa nas células 

desta região é a presença de MN, alteração que quando está presente indica 

que o agente foi capaz de promover uma mutação celular que persistiu nos 

tecidos adjacentes, formados posterior ao tecido meristemático, local este onde 

a alteração foi originada. Na Figura 17 pode-se observar um esquema da raiz, 

colocando em evidência as regiões F1 e meristemática.  

Após a acomodação de uma raiz já corada pelo reativo de Schiff sobre 

uma lâmina limpa e identificada, foi extraída a região meristemática e a região 

F1 com o auxílio de uma lâmina cortante e, posteriormente, o restante da raiz 

foi descartado. Adicionou-se uma gota de carmim acético 2% sobre o 

meristema e cobriu-se com uma lamínula, e o material foi cuidadosamente 

pressionado para que as células se espalhassem, facilitando sua visualização 

ao microscópio, sem sobreposição. 

Posteriormente, as lâminas foram flambadas em chama de lamparina, 

com objetivo de intensificar o contraste entre o citoplasma e o núcleo. Por fim, 

retirou-se o excesso de carmim acético da lâmina, pressionando, de forma 

suave, a lâmina e a lamínula envolvidas por um papel filtro. 

Após o preparo das lâminas, cada campo foi observado no microscópio 

óptico para os seguintes levantamentos: número total de células presentes; 

células em interfase e em divisão celular mitótica (prófase, metáfase, anáfase e 

telófase), independente delas estarem ou não com alguma anormalidade; 
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células interfásicas portadoras de anormalidades (irregularidades na 

morfologia, micronúcleos) ou em processo de morte celular  e células mitóticas 

portadoras de anormalidades, nas suas diversas fases (aderências 

cromossômicas, poliploidias, C-metáfases, quebras, perdas cromossômicas, 

pontes e atrasos cromossômicos).  

 

Em destaque a região meristemática, onde se avalia a freqüência de micronúcleos (MN) e células portadoras de 
aberrações cromossômicas (AC); a região F1, onde o desfecho avaliado é a indução de MN. 

Figura 17. Esquema de raiz de A.cepa.  

 

3.3.7.1.3 Análise estatística 

 

Para a análise dos efeitos citotóxicos, foram verificado os índices 

mitóticos (IM) de cada tratamento. Para a análise dos efeitos genotóxicos foram 

observados todos os tipos de aberrações cromossômicas encontradas. Já para 

a avaliação dos efeitos mutagênicos foram registradas a ocorrência de 

micronúcleos nas células da região F1. 

Para comparação das variâncias amostrais foi utilizado o teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis (AYRES et al., 2006), através do software 

BioEstat 5.0, para determinar as diferenças entre os grupos.  Quando a 

probabilidade (p-valor) da hipótese de igualdade entre as médias e variâncias 

for menor que 0,05, rejeita-se a hipótese nula e aceita-se  a  hipótese 
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alternativa que permite afirmar, com no mínimo 95% de confiança, que as 

médias diferem entre si.  

Esse teste não-paramétrico, conhecido como Teste H, destina-se a 

comparar três ou mais amostras independentes do mesmo tamanho ou 

desiguais, cujos escores devem ser mensurados, pelo menos, a nível ordinal. 

O teste de Kruskal-Wallis é comparável à ANOVA. Quando o valor de H é 

significativo (p = 0,05), rejeita-se a hipótese de nulidade e aceita-se a hipótese 

alternativa (AYRES et al., 2006). 

 

3.3.7.2 Descrição do ensaio YES 

 

O potencial estrogênico da PM foi determinado pelo ensaio in vitro YES, 

realizado segundo metodologia desenvolvida por Routledge e Sumpter (1996), 

adaptado por Bila (2005).  

 

3.3.7.2.1 Descrição da cepa 

 

Cepas geneticamente modificadas da levedura Saccharomyces 

cerevisiae foram desenvolvidas com intuito de identificar as substâncias que 

possuem potencial de se integrar ao receptor humano de estrogênio. Este 

ensaio permite a identificação de substâncias que são capazes de mimetizar a 

ação do estrogênio pela interação com o sítio receptor de estrogênio, presente 

na levedura e, dessa forma elucidar uma resposta estrogênica. 

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada no ensaio YES foi doada 

pelo Prof. J. P. Sumpter da Universidade de Brunel, em Londres, na Inglaterra. 

Amostras da cepa foram mantidas armazenadas no Laboratório de Controle de 

Poluição das Águas, conservadas em meio mínimo com 15% de glicerol a -4°C, 

com um período de estabilidade por até quatro meses. O procedimento para 

uso desta cepa requer que na semana que anteceda o início de um 
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experimento se utilize um novo repique que quando descongelado pode ser 

mantido hábil para uso em temperatura ambiente (25oC). 

 

3.3.7.2.1 Desenvolvimento do ensaio 

 

Para iniciar o cultivo, foi descongelado um frasco contendo o repique de 

leveduras descrito no item anterior, onde foi inoculado 100 μL da solução 

estoque da levedura, 10 mL de meio de cultivo e incubado a 28°C por 

aproximadamente 24 h a 100 rpm em um agitador orbital (Modelo No G 24, 

New Brunswick Scientific). 

As diluições sucessivas foram realizadas em uma microplaca de Elisa 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de 96 poços (8 fileiras de 12 poços). 

As amostras foram dispostas em fileiras intercaladas com o controle positivo 

(curva padrão de 17 β–estradiol) e o controle negativo (apenas etanol). Nas 

fileiras utilizadas para o controle negativo foram adicionados 100 μL de etanol 

absoluto nos 12 poços. A curva padrão foi realizada pela adição de 100 μL de 

etanol absoluto em todos os poços, exceto no primeiro.  

No 1º poço da curva foram adicionados 200 μL da solução de 17β–

estradiol na concentração de 27,23 μg/L, sendo retirados 100 μL e transferidos 

para o 2º poço, homogeneizando-o; em seguida, foram retirados 100 μL do 2o 

poço e transferidos para o 3º poço, e assim sucessivamente até o 12º poço das 

suas fileiras. 

Em uma placa de diluição, da mesma forma que na placa padrão, as 

diferentes concentrações de MP foram dispostas em fileiras de 12 poços, 

intercaladas com o controle negativo (branco) sendo iniciado com a 

concentração de 0,6 mg/mL. Após o preparo da diluição seriada, foram 

transferidos 10 μL de cada poço da placa de diluição para os poços da placa 

do ensaio, inclusive das fileiras dos controles negativo e positivo. Após a 

evaporação total do etanol, foram adicionados 200 μL do meio de análise em 

cada poço da placa. Em seguida, as placas foram fechadas e seladas com fita 
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crepe. Em seguida, a placa foi agitada por dois minutos e incubada a 30o C por 

72 horas em estufa, modelo 410 da marca Nova Ética. 

Após a incubação, as microplacas foram agitadas no agitador orbital e, 

posteriormente, mantidas em repouso por um período de 1 hora, depois do 

qual a absorbância foi lida a 540 nm, para leitura da cor, e 620 nm, para 

medição da turbidez, usando um leitor de microplacas de 96 poços da 

Molecular Devices THERMOmax®,  conforme observado na Figura 18. 

 

Figura 18. Início do ensaio, placa de 96 poços contendo o meio de cultivo 
(esquerda) e agitador de placas (direita). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 ESTUDO DA DEGRADAÇÃO DA PM  

 

No presente estudo foi avaliada a degradação do praguicida PM através 

de aplicação do tratamento H2O2/UV. Também foi realizado o tratamento 

apenas com a radiação UV e o H2O2 isoladamente, com o intuito de verificar a 

contribuição de ambos na degradação do composto.  

 

4.1.1 Extração em fase sólida  

 

O monitoramento da degradação da PM contou com uma etapa de 

extração em fase sólida (EFS) para melhorar sua quantificação, que se 

encontrava em baixas concentrações nas matrizes estudadas. Assim, a 

eficiência da EFS é que determina a validação do método empregado para 

quantificar o praguicida.  A Tabela 11 apresenta os valores de porcentagem de 

recuperação da PM para o cartucho C18 da Varian® utilizado. 

Segundo Thompson e colaboradores (1989), a recuperação pode ser 

definida como a proporção da quantidade da substância de interesse 

adicionada na porção analítica do material teste, que é extraída e passível de 

ser quantificada. Os intervalos aceitáveis de recuperação para análise de 

resíduos geralmente estão entre 70 e 120% (RIBANI, 2004). 

Tabela 11. Recuperação da PM após a etapa de extração em fase sólida. 

PM (mg/L) % Recuperação IC 95%(-) IC 95%(+) Var DP Erro 

0,05 96,41 92,51 100,30 2,46 1,57 0,91 
0,1 93,39 89,52 97,26 2,43 1,56 0,90 
1 87,54 82,65 92,44 3,89 1,97 1,14 
3 84,32 81,97 86,70 0,89 0,94 0,55 
30 20,11 18,38 21,83 0,48 0,70 0,40 

IC=intervalo de confiança; Var=variância; DP=desvio padrão 

 

A concentração inicial de PM utilizada para os ensaios biológicos e de 

fotodegradação escolhida como a concentração inicial foi 30 mg/L, em função 
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da limitação das técnicas cromatográficas. Como a faixa de recuperação não 

foi satisfatória para esta concentração, foi realizada a diluição de dez vezes das 

amostras após o tratamento, de forma a se atingir uma faixa que apresentasse 

uma boa eficiência de EFS. Esses resultados eram esperados, pois na 

concentração de 30 mg/L há uma rápida saturação da fase do cartucho e a 

maior parte da PM passa diretamente pelo cartucho. Deve-se salientar que 

esta técnica é recomendada quando se quer identificar baixas concentrações 

dos compostos de interesse. 

Desta forma, os resultados obtidos para o estudo de recuperação da PM 

após etapa de EFS são considerados adequados e validam a metodologia 

empregada para determinação deste composto em baixas concentrações, 

abaixo de 3 mg/L.  

 

4.1.2 Cromatografia gasosa (CG/FID) 

 

A metodologia para identificação de organofosforados habitualmente 

encontrada na literatura é realizada através de cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC) ou por cromatografia em fase gasosa com detector 

de nitrogênio/fósforo (GC/NPD). Por não dispor de equipamentos específicos 

na ocasião da execução dos ensaios, optou-se por utilizar a cromatógrafia 

gasosa com detector FID. O monitoramento da degradação da PM pelo 

processo H2O2/UV foi seguido da etapa de extração em fase sólida (EFS) para 

aumentar o limite de quantificação do composto. A Figura 19 (a), (b) e (c) 

apresenta o cromatograma obtido com o CG/FID, onde se pode observar o pico 

da PM e do solvente e a curva padrão obtida através de injeções realizadas em 

quintuplicatas. 
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Figura 19. Cromatograma obtido para a PM em solução de acetato de etila.(a) 
corrida cromatrográfica mostrando o pico do solvente e do PM 
destaque; e(b) detalhe ampliado da área do pico de PM; (c) Curva 
de calibração obtida. 

 

4.2 CINÉTICA DA REAÇÃO DE FOTÓLISE 

 

Avaliou-se a degradação do praguicida apenas pela fotólise, ou seja 

apenas pela irradiação UV. Nos ensaios de fotólise do praguicida com a 

lâmpada UV-C (λ = 254 nm) observou-se uma redução da concentração do 

composto, atingindo uma eficiência de degradação de 83% após 120 minutos 

de exposição, conforme observado na Figura 20. Estes resultados mostram 

que a PM é extremamente sensível à radiação UV e degrada rapidamente. 

Ao foto-irradiar o peróxido de hidrogênio com radiação UV-C foi 

observado um aumento na velocidade de degradação do composto (Figura 20) 

em relação aos ensaios de fotólise. O uso do H2O2 nas razões molares 

H2O2/PM iguais a 1 e 2 melhorou a eficiência de degradação do composto para 

99% após um período de oxidação de 100 min e 20 min, respectivamente.  
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Figura 20. Degradação da PM em água ultrapura, onde [PM]0= 30 mg/L. 

 

Para avaliar apenas a participação do H2O2 na degradação da PM foi 

adicionado peróxido de hidrogênio em 1L de amostra (PM0=30 mg/L) e foram 

retiradas alíquotas em três momentos: 30 min, 60 min e 120 min. Em seguida, 

após passar por técnica de EFS a amostra já eluida foi injetada no CG/FID. A 

Tabela 12 mostra que não houve degradação significativa da PM apenas pela 

adição do H2O2, nas razões molares [H2O2]:[PM] 1 e 2 até 120 min de contato.  

 
 
 
 
 

Tabela 12. Avaliação da degradação da PM tratada apenas com H2O2, após 
técnica de EFS. 

 0 min 30 min 60 min 120 min 

Conc. da PM (mg/L) 
[H2O2]:[PM] =1 

25,89 25,73 24,95 24,35 

% Degradação 0 0,24 0,93 0,54 

Conc. da PM (mg/L) 
[H2O2]:[PM] =2 

25,89 25,35 25,12 23,18 

% Degradação 0 0,31 0,15 0,23 
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Os dados de degradação da PM puderam ser ajustados segundo um 

modelo cinético de pseudo-primeira ordem com valores de correlação linear 

elevado, conforme observado na Figura 21. Os valores das constantes 

cinéticas aparentes obtidas foram iguais a 0,0144; 0,0484; 0,2024 min-1 para a 

fotólise. 

 

 

Figura 21. Constantes da taxa de reações da PM em água ultrapura, onde 
[PM]0= 30 mg/L.  

 

As taxas de degradação foram influenciadas tanto pela fotólise quanto 

pelo processo UV/ H2O2, revelando que a emissão de radiação (7,8 μEinstein 

L−1 s−1) foi energética o suficiente para romper ligações de grupamentos 

moleculares presentes na PM. Em relação à degradação via radicais •OH, 

verifica-se que a concentração do H2O2 utilizada alterou significativamente a 

taxa de reação. O incremento da concentração de H2O2 provavelmente levou a 

uma maior geração dos radicais •OH que foram os responsáveis pela 

degradação mais rápida da PM.  

A influência da concentração inicial de H2O2 sobre a cinética de 

degradação da PM pode ser claramente observada a partir das curvas obtidas. 

Além disso, observa-se que o incremento da concentração inicial de H2O2 na 
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reação em duas vezes fez aumentar o valor da constante cinética em mais de 4 

vezes. 

A adição de H2O2 ao sistema resultou em uma melhora da redução da 

matéria orgânica. Isolados, a radiação ultravioleta, bem como o H2O2 em nada 

contribuiram para a mineralização da PM. De acordo com os dados do 

presente estudo obtidos da cromatografia gasosa é possível afirmar que houve 

a degradação parcial da PM pela exposição a radiação ultravioleta. No entanto, 

de acordo com a Figura 22 não ocorreu a mineralização completa da PM, 

indicando que provavelmente ocorreu a geração de subprodutos orgânicos. 

Após um período de oxidação de 60 minutos foi possível observar a 

redução da fração residual de COT de 85 (15) % para 60 (40)% de remoção da 

matéria orgânica quando a razão molar H2O2/PM aumentou de 1 para 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Mineralização da PM0 = 30mg/L, após tratamento UV e  
UV/H2O2, nos tempos reacionais.  

4.2.1 Avaliação da degradação de PM utilizando espectrofotometria de 
UV visível 

 

Com objetivo de investigar a formação e eventual degradação de 

compostos intermediários durante os tratamentos, as reações fotocatalíticas 

foram monitoradas através de espectroscopia UV-vis em função do tempo. 

A Figura 23 mostra uma redução e deslocamento do pico da PM no 

comprimento de onda de λ= 278 nm após tratamento com aplicação da 
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radiação UV. Provavelmente, a degradação da PM está associada à abertura 

do anel aromático. Observa-se que após 60 min de irradiação ainda há 

absorção em λ= 278 nm, mostrando que a PM foi parcialmente degradada. 

Estes resultados concordam plenamente com os observados por 

cromatografia. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Espectros de absorbância da PM em água ultrapura, nos diferentes 
tempos de reação, obtidos durante o tratamento com UV. 

 

Nas Figuras 24 e 25 têm-se as varreduras das amostras de PM tratadas 

pelo processo UV/H2O2, nas razões [H2O2]/[PM] iguais a 1 e 2, 

respectivamente. Foi possível observar que na presença de H2O2 o pico 

declinou mais rapidamente do que aquele observado apenas com a radiação 

UV, ou seja houve uma maior degradação da PM.  
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Figura 24. Espectros de absorbância da PM em água ultrapura, nos diferentes 
tempos de reação, obtidos durante o tratamento com UV/H2O2 na 
razão [H2O2]/[PM] de 1. 

 

A espectroscopia fornece evidências da presença de vários grupos 

funcionais da estrutura orgânica, indicando que houve o desaparecimento da 

PM no tratamento UV/H2O2 na razão [H2O2]/[PM] de 2, como observado na 

Figura 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Espectros de absorbância da PM em água ultrapura, nos diferentes 
tempos de reação, obtidos durante o tratamento com UV/H2O2 na 
razão [H2O2]/[PM] de 2. 

 

Wang e colaboradores (2007) avaliaram através de espectrofotometria a 

PM diluída em água pura e encontraram um único pico no comprimento de 

onda de 278 nm, igualmente ao encontrado no presente estudo, conforme 

apresentado na Figura 26 A.  

Em trabalho realizado por Moctezuma et al. (2007), a reação 

fotocatalítica da PM em presença de TiO2 foi monitorada usando 

espectroscopia UV-vis em função do tempo, como mostrado na Figura 26 B. A 

banda de absorção característica do 4-nitrofenol em 399 nm (PAIVA, 2001) foi 
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observada logo no início da fotólise (entre 0,5 e 2,0 h). No entanto, após 

fotólise estendida (2,0-8,0h) esta mesma banda diminuiu de intensidade e 

eventualmente desapareceu.  

 

 

 

 

 

 

(A) 
Degradação fotocatalítica de PM0 = 50 ppm( em solução de água pesada, usando como catalisador TiO2(0,2g/100ml), 
após 1,2,4,6 e 8h de reação [Adaptado de Moctezuma et al., 2007] (B) 1: solução original de PM0 = 50 ppm, onde (1) 
solução de PM antes do tratamento; (2) nanoparticulas de TiO2; (3) micropartículas de TiO2; (4) somente ultrassom; (5) 
ultrassom combinado com nanopartículas de TiO2; (6) ultrassom combinado com mícron partículas de TiO2 [Adapdado 
de Wang et al., 2007]. 

Figura 26. Espectrofotometria da PM em solução de TiO2. [Adaptado de 
Moctezuma et al.,2007; Wang et al., 2007] 

 

No presente estudo as alíquotas retiradas para análise de 

espectrofotometria foram realizadas em até 60 min, já que antes deste 

momento havia resultados que mostravam a completa degradação de PM, com 

ausência do pico característico (λ=278 nm). Logo, nos experimentos com UV e 

UV/[H2O2]/[PM] igual a 1, não foi possível acompanhar a evolução da formação 

do pico no comprimento de onda de 399 nm, como observado por Moctezuma 

(2007) e Wang (2007). Entretanto, no tratamento UV/[H2O2]/[PM] igual a 2, foi 

observado uma melhor eficiência de degradação, que não tornou a observação 

possível de absorbância em qualquer comprimento de onda, o que sugere que 

o mecanismo de degradação da PM foi bastante acentuado nestas condições. 

 

4.2.2 Monitoramento do pH  
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Com a finalidade de investigar se ocorria alteração no pH da solução de 

PM na concentração inicial de 30 mg/L nas diferentes condições de tratamento: 

UV apenas e UV/H2O2, nas razões [H2O2]/ [PM] de 1 e 2, foi monitorado o valor 

do pH durante 60 minutos, com alíquotas retiradas a cada 10 minutos, 

conforme a Figura 27. 

 

Figura 27. Evolução do pH em função do tempo nos tratamentos UV e 
UV/H2O2. 

 

A aplicação de processos químicos fundamentados na oxidação dos 

contaminantes pela reação com oxidantes fortes, como o radical •OH, pode não 

promover rápida mineralização dos contaminantes a CO2, havendo a formação 

de uma grande variedade de sub-produtos de degradação, em geral, ácidos 

orgânicos (MELO et al., 2009). Provavelmente, não houve importante produção 

de ácidos orgânicos, o que fez com que o pH se mantivesse praticamente 

inalterado quando foi aplicado o processo UV isoladamente, sem a combinação 

do H2O2. 

Moctezuma e colaboradores (2007) estudaram a degradação 

fotocatalítica da PM usando dióxido de titânio como catalisador, e identificaram 

derivados aromáticos, como metil paraoxon, 4-nitrofenol, 4-hidroquinona, 

benzoquinona e alguns ácidos carboxílicos (maleico, acético, fórmico e oxálico) 

e íons inorgânicos.  
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Diagne e colaboradores (2007), após tratar soluções de PM pelo 

processo eletro-fenton, identificaram e quantificaram compostos aromáticos 

e alifáticos, como compostos intermediários da reação. Os autores relatam a 

ocorrência de vários ácidos carboxílicos, gerados pelas reações de abertura de 

anel, onde os ácidos oxálico, maleico, glicólico, fórmico e  acético foram 

detectados, conforme observado na Figura 28. 

 

 

 

 

 

Figura 28. Formação de ácidos carboxílicos. [Adaptado de Diagne e 
colaboradores (2007), onde a degradação da PM levou a formação 
de ácidos carboxílicos].  

 

No presente estudo, nos tratamentos utilizando H2O2 combinado com a 

radiação UV, foi observado um nítido decaimento do pH, o que provavelmente 

contribuiu para que ocorresse a aceleração do processo de degradação. Isso 

porque sob condições altamente ácidas, a PM e os compostos intermediários 

sofrem rápida degradação.  

Moctezuma e colaboradores (2007) avaliaram a degradação da PM em 

solução aquosa no pH de 1, 3 e 4, na concentração de 50 ppm, a fim de 

investigar a sua influência sobre degradação da PM.  Os dados obtidos indicam 

que em um primeiro momento a degradação fotocatalítica da PM forma o metil 

paraoxon e esta conversão não é afetada pelo pH do meio. Por outro lado, a 

oxidação fotocatalítica do metil paraoxon é fortemente influenciada em pH 

ácido. Em condições básicas, ainda ocorre a degradação da PM, mas de forma 

significativamente mais reduzida (MOCTEZUMA et al., 2007). 
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Desta forma, é possível sugerir com base nos dados obtidos no presente 

estudo que a degradação da PM independe do tratamento (UV isoladamente 

ou combinado com o peróxido de hidrogênio), pois são gerados os mesmos 

compostos intermediários. A diferença é a rapidez com que ocorre a 

degradação da PM e dos compostos intermediários.  

 

4.2.3 Análise de carbono orgânico total (COT) 

 

Estudos foram realizados com o objetivo de verificar se os processos UV 

e UV/H2O2 foram capazes de mineralizar a PM, ou seja, transformar o carbono 

orgânico presente na molécula em CO2 e água. Na Figura 29 tem-se o 

resultado da remoção de carbono orgânico total em função do tempo de 

reação. 

 

 

Figura 29. Redução do COT em função do tempo de reação. 

O COT teórico é calculado pela relação da massa molecular da PM e a 

massa de carbono presente em sua molécula. A concentração de COT teórica 

para a concentração de 30 mg/L, igual a 10,94 mg de C/L foi muito próxima da 

concentração encontrada através de metodologia utilizada. A Figura 30 mostra 

a curva de decaimento da PM, acompanho por CG e COT. 

No estudo realizado por Moctezuma e colaboradores (2007) os autores 

avaliaram a degradação fotocatalítica  da MP em solução aquosa (50 mg/L) 

utilizando como fotocatalisador o TiO2 (0,2 g/100 mL de solução) e um fluxo de 
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100 mL/min de oxigênio. As mudanças na composição da mistura de reação 

foram monitoradas por HPLC e COT. Os resultados experimentais mostraram 

que a PM foi rapidamente oxidada em outros compostos orgânicos. No entanto, 

os resultados de COT também mostraram que as espécies intermediárias 

orgânicas permaneceram na solução durante várias horas sendo parcialmente 

mineralizadas em CO2 e água (MOCTEZUMA et al., 2007). 

 

Figura 30. Monitoramento da degradação da PM em cromatografia e 
decaimento do COT.  

 

Os autores ainda relatam que em pH ácido, entre 2 e 4, foi observada 

uma conversão considerável de COT (90%), indicando que tanto a PM quanto 

os compostos intermediários foram mineralizados. Em contrapartida, em pH 9, 

uma remoção de apenas 60% do COT foi atingida, sugerindo que os produtos 

intermediários de reação são apenas parcialmente oxidados, e que novamente 

o pH teve uma forte influência na diminuição de COT (Moctezuma et al., 2007).  

Diagne e colaboradores (2007) avaliaram a mineralização da PM em 

solução aquosa através da redução dos valores de COT durante o processo 

eletro-Fenton. A redução de COT pôde ser atribuída à oxidação da PM por 

radicais hidroxila gerados pelo reagente de Fenton durante o processo. A 
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eficiência de mineralização foi maior em pH igual a 3 quando comparada com 

os experimentos realizados com pH de 4 e 1. A cinética de mineralização foi 

ligeiramente mais lenta em pH = 4 que em pH = 3, e muito pobre em pH = 1. 

Após 9 h de eletrólise, o percentual de remoção de COT foi de 32% e 43% em 

pH = 1, 87% e 96% em pH = 4 e 89% e 100% em pH = 3, respectivamente, 

para correção com ácido sulfúrico e ácido perclórico (DIAGNE et al., 2007).  

 

4.3 AVALIAÇÃO DOS ÍONS INORGÂNICOS GERADOS DURANTE 
A DEGRADAÇÃO DE SOLUÇÃO AQUOSA DA PM  

 

Com a finalidade de explorar a degradação da solução aquosa da PM, 

foi monitorada a liberação de íons que poderiam estar sendo formados durante 

o processo de degradação pelos processos UV e UV/H2O2 ao longo do tempo. 

Devido à presença dos átomos de enxofre, nitrogênio e fósforo na molécula da 

PM, os ânions monitorados foram nitrito (NO2
-), nitrato (NO3

-), sulfato (SO4
2-) e 

fosfato (PO4
3-).  

As Figuras 31, 32, 33 e 34 mostram a evolução de concentração dos 

íons sulfato, fosfato, nitrato e nitrito. De acordo com Diagne e colaboradores 

(2007), os íons sulfato são os primeiros a serem liberados após a 

dessulfurização da molécula original da PM em seus derivados oxigenados, 

como o metil paraoxon.  

Desta forma, os resultados obtidos no presente estudo indicam que no 

tratamento da PM pelo processo UV/H2O2, na razão [PM]/[H2O2] igual a 1:2, a 

formação do ânion sulfato foi mais evidente do que observado no tratamento 

apenas com UV, conforme observado na Figura 31. Esses resultados 

concordam com os relatados anteriormente, como a degradação da PM pela 

CG, varreduras no UV e remoção de COT. 
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Figura 31. Liberação de íons sulfato formados durante os diferentes processos 
de degradação da PM em solução aquosa (PM0 =30mg/L). 

 

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a concentração 

de fosfato aumenta progressivamente à medida que ocorre a degradação de 

PM desde a primeira hora, conforme observado na Figura 32.  

Os resultados obtidos por Moctezuma e colaboradores (2007) mostram 

que o aumento da concentração de fosfato no meio aquoso foi mais lenta, só 

aparecendo após 3 horas de tratamento, o que provavelmente ocorreu devido a 

presença de TiO2 no meio reacional, um agente adsorvente de fosfato e, 

provavelmente, só passou a ser detectado no meio reacional após a saturação 

do TiO2. 

 

 

 

Figura 32. Liberação de íons fosfato formados durante os diferentes processos 
de degradação da PM em solução aquosa (PM0 =30mg/L). 
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Os resultados do monitoramento do nitrito, apresentados na Figura 33, 

mostram uma elevação seguida de uma queda progressiva na concentração de 

nitrito, concomitante a uma elevação progressiva na concentração de nitrato 

(Figura 34), resultado também observado no trabalho de Moctezuma e 

colaboradores (2007), o que pode indicar a conversão de nitrito em nitrato 

devido a presença de espécies oxidantes no meio aquoso. 

 

 

Figura 33. Liberação de íons nitrito formados durante os diferentes processos 
de degradação da PM em solução aquosa (PM0 =30mg/L). 

 
 

 

Figura 34. Liberação de íons nitrato formados durante os diferentes processos 
de degradação da PM em solução aquosa (PM0 =30mg/L). 

 

À medida que o processo de degradação de PM ocorre, outros 

derivados nitrogenados, tal como o cátion amônio ou mesmo outros óxidos de 

nitrogênio, podem ser produzidos (DIAGNE et al., 2007). Desta forma, um 
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processo similar ao da mineralização de compostos carbônicos em derivados 

mais simples, também o nitrogênio pode estar sendo transformado em formas 

mais simples. 

A Figura 35 mostra a evolução dos íons por tratamento, que foram 

liberados ao longo do tempo através da aplicação da radiação UV e do 

processo UV/H2O2. Dados obtidos no presente estudo indicam que o fosfato é 

o primeiro íon a ser liberado quando a degradação ocorre apenas com a 

exposição da solução de PM à radiação UV isoladamente. No entanto, a adição 

de peróxido de hidrogênio parece ter direcionado a via de degradação no 

sentido de liberar sulfato.  

A radiação ultravioleta fornece energia necessária para a quebra de 

moléculas e ligações de novas. No entanto, a presença do oxidante, na forma 

de peróxido de hidrogênio, como fornecedor de espécies reativas de oxigênio 

(hidroxila, ânion peróxido) deve influenciar a formação de novos intermediários, 

como ânions orgânicos e inorgânicos.  
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Figura 35. Liberação de íons formados durante a fotodegradação da PM, por 
tratamento.  

 

4.4 ENSAIOS BIOLÓGICOS 

 

4.4.1 Ensaio YES 

 

Como já descrito anteriormente, na determinação da atividade 

estrogênica pelo ensaio YES, o potencial estrogênico das amostras é medido 

colorimetricamente pela mudança de cor do substrato cromogênico (CPRG) 



120 

 

presente no meio reacional. O substrato é metabolizado pela enzima -

galactosidase, que é produzida como resposta à ligação da substância 

estrogênica no receptor estrogênico (RE) da levedura. Assim, quando uma 

substância estrogênica está presente no ensaio YES, a coloração do meio de 

análise muda de amarelo para rosa.  

A Figura 36 mostra uma fotografia da microplaca onde percebe-se uma 

mudança da coloração inicial (amarelo), indicando que a PM, nas 

concentrações de 30 mg/L e 15 mg/L expressou resposta fracamente 

estrogênica. As concentrações maiores (150 e 300 mg/L) não puderam ser 

avaliadas em relação à resposta estrogênica por terem causado inibição no 

crescimento das leveduras. 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Placa de 96 poços, ensaio YES. Resposta estrogênica do 17-
estradiol (1ª e 3ª linhas da placa); a PM (5ª e 7ª linhas da placa) no 
ensaio YES e branco/etanol (2ª, 4ª,6ª e 8ª linhas ). 

 

O ensaio YES foi realizado a partir da concentração de 300 mg/L, que 

corresponde ao valor real da concentração da PM no primeiro poço de cada 

placa de análise de 15 mg/L, após a adição do meio de análise (200µL).  

O 17-estradiol é um padrão dos ensaios de atividade estrogênica, 

sendo assim, é usado como controle positivo no ensaio YES para demonstrar a 

resposta estrogênica. Na Figura 37 observa-se a curva dose-resposta do 17-
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estradiol e uma curva dose-resposta da PM, onde o 17-estradiol foi diluído em 

etanol e a PM em água.  

Como controle positivo, foi utilizada uma curva dose-resposta do 17β-

estradiol que foi realizada em todos os experimentos, produzida na faixa de 

54,4  µg/L a 26,61 ng/L. A CE(I)50  foi de 3,83 ± 0,3  µg/L. Observa-se que a 

curva dose-resposta obtida está de acordo com a literatura validando os testes 

aqui realizados (MILLER et al., 2001; BILA, 2005). 

 

Figura 37. Curva dose-resposta do 17β-estradiol e da PM na concentração de 
15 e 30 mg/L. 

 

Dados obtidos no presente estudo através do ensaio YES indicam que a 

PM teve uma fraca atividade estrogênica. Resultado semelhante foi encontrado 

por Petit e colaboradores (1997), onde os autores avaliaram a atividade 

estrogênica em leveduras com receptor de estrogênio e em culturas de células 

de hepatócitos de truta, para a indução do gene da vitelogenina. Os autores 

observaram que no segundo método (in vivo) a resposta estrogênica foi bem 

mais pronunciada, sugerindo que sua atividade estrogênica pode estar 

relacionada com a presença de intermediário ativo, metabolizados pelas 

células hepáticas. 

Segundo Petit et al (1997), o ensaio Yes não pareceu ser hábil na 

elucidação da resposta estrogênica para a PM, em concordância com os 

resultados obtidos no presente estudo. Outros métodos como cultivos 

celulares, a exemplo do citado anteriormente de cultura de hepatócitos, pode 

ser uma alternativa promissora para avaliação de desreguladores endócrinos. 
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4.4.2 Ensaio com A. cepa 

 

4.4.2.1 Avaliação dos efeitos da PM antes da aplicação dos processos UV 
e UV/H2O2 

 

4.4.2.1.1 Ensaio de citotoxicidade 

 

O ensaio realizado com células meristemáticas de A. cepa na 

concentração de 30 mg/L de PM levou à indução de morte celular em uma 

freqüência baixa, que estatisticamente não diferiu dos controles (negativo e 

positivo) , conforme observado na Tabela 13.  

 

Tabela 13. Valor absoluto e freqüência (%) de células meristemáticas de A. 
cepa vivas e mortas após a exposição a PM na concentração de 30 
mg/L e comparação entre controle negativo (água ultra-pura) e 
positivo (MMS).  

 CN CP PM (30 mg/L) 

N
o
 Total de Células 2591 2881 3059 

Células vivas 2589 (99,92%) 2878 (99,90%) 3053 (99,80) 

Células mortas 2  (0,08%)* 3 (0,10%)* 6 (0,20%)* 

* através da comparação do teste de Kruskal-Wallis, não houve diferença significativa em relação ao CN. 
. 

 

O índice mitótico, caracterizado pelo número total de células em divisão 

no ciclo celular, tem sido usado como um parâmetro para avaliar a 

citotoxicidade de vários agentes. Os níveis de citotoxicidade de um agente 

podem ser determinados pelo aumento ou diminuição do índice mitótico (LEME 

& MARIN-MORALES, 2009). 

A partir de valores obtidos dos índices mitóticos, é possível avaliar o 

potencial de uma determinada substância em inibir ou aumentar a proliferação 

celular. As análises do índice mitótico, referentes às radículas tratadas com a 

PM por 24 horas, apresentaram um decréscimo significativo no índice de 

divisão celular, conforme mostrado na Tabela 14 e na Figura 38.  



123 

 

Desta forma, é possível afirmar que a PM na concentração de 30 mg/L 

foi capaz de inibir o crescimento das células meristemáticas de A. cepa, 

interferindo diretamente em sua divisão celular. O controle positivo também 

ocasionou uma discreta diminuição no índice mitótico e a PM na concentração 

de 30 mg/L induziu aberrações cromossômicas e micronúcleos. 

 

Tabela 14. Freqüência média das células em divisão celular (IM%), de células 
meristemáticas de A. cepa expostas por 24h ao controle negativo, 
controle positivo e PM na concentração de 30 mg/L. 

 IM (%) IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Variância DP Erro 

CN 15,28 13,81 16,75 13,76 16,67 1,40 1,18 0,53 

CP 14,03
a 12,02 16,05 12,56 16,45 2,62 1,62 0,72 

PM 30 mg/L 10,84
a,b 9,99 11,69 9,83 11,51 0,47 0,69 0,31 

Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo de mínimo encontrado, variância, desvio padrão 
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN; e (b) através da 
comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente do CP. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Índices mitóticos das sementes de A.cepa, nas cinco réplicas, 
tratadas por 24h nos grupos: controle negativo (CN), controle 
positivo (MMS) e PM 30 mg/L. 
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A diminuição do índice mitótico de células meristemáticas de 

A. cepa pode ser considerada como um método confiável para determinar a 

presença de agentes citotóxicos no ambiente, consistindo em um teste 

sensível para estimar os níveis de poluição e de agentes químicos ambientais 

(SMAKA-KINCL et al.,1996). 

Valores de índice mitótico significativamente abaixo daqueles 

encontrados no controle negativo podem indicar alterações, decorrentes da 

ação química no crescimento e desenvolvimento de organismos expostos.  Ou 

seja, a PM, na concentração de 30 mg/L ocasionou um diminuição significativa 

das células mitóticas, o que caracteriza um efeito citotóxico. 

Células meristemáticas de A. cepa foram expostas nas concentrações 

de 1 e 10 mg/L de uma formulação comercial do fungicida ditiocarbamato, 

Azzurro®, usando o solvente dimetilsulfóxido. Na maior concentração o 

fingicida causou diminuição do índice mitótico, mas nas duas concentrações 

ele foi capaz de induzir danos citotóxicos e genotóxicos. Os autores relatam 

que os efeitos do fungicida podem estar associados às anormalidades 

ocasionadas nas estruturas dos microtúbulos (ANDRIOLI et al., 2012).   

A Figura 39 mostra o percentual de células nas diferentes fases da 

mitose, onde as células meristemáticas foram expostas em cinco réplicas, à 

concentração de 30 mg/L de PM, onde é possível observar a frequência de 

células em prófase, metáfase, anáfase e telófase. 

 Foi possível observar que as células meristemáticas de A. cepa no 

controle negativo encontravam-se em sua maioria em interfase, fora do 

processo de divisão celular. Dentre as células em divisão celular, a maioria 

(aproximadamente 85%) foi observada na fase de prófase, o que se justifica 

pelo fato desta ser a fase mais demorada da mitose. As demais células em 

interfase (os outros 15%) foram observadas em metáfase, anáfase e telófase. 

Fernandes e colaboradores (2007) avaliaram o efeito do herbicida 

trifluralina utilizando células meristemáticas de Allium cepa e os autores 

relatam que o praguicida, mesmo em concentrações de 0,84; 1,67 e 3,34 ppm, 
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foi capaz de diminuir o índice mitótico, indicando uma redução significativa das 

céluas em divisão celular. 

   

 

Figura 39. Fases da mitose das sementes de A.cepa tratadas por 24h nos 
grupos: controle negativo (CN), controle positivo (MMS) e PM 30 
mg/L. 

 

Srivastava & Mishra (2009) utilizaram células meristemáticas de Allium 

cepa e Vicia faba para avaliar danos citogenéticos causados pela atrazina. As 

concentrações de 15, 30 e 60 mg/L de atrazina causaram inibição do índice 

mitótico de forma significativa e dose-dependente. Além dos efeitos citotóxicos 

a atrazina também induziu a formação de micronúcleos (MN) e aberrações 

cromossômicas.  

Através da Tabela 15 foi observado um aumento significativo de células 

em anáfase no controle positivo (MMS) e no grupo exposto a PM na 

concentração de 30 mg/L. Esses dados sugerem que a PM além de atrapalhar 

a divisão celular, também interferiu em alguma etapa do processo de tração 

dos cromossomos pelos microtúbulos ancorados nos centríolos, resultanto em 
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um número maior de células em anáfase. O que pode ter ocorrido devido a um 

atraso nesta etapa da mitose. 

 

Tabela 15. Frequência de células meristemáticas de A. cepa expostas a 
PM0=30mg/L nas diferentes fases da mitose. 

 Média IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Var DP Erro 

P
R

Ó
F

A
S

E
 CN 85,67 80,95 90,39 81,71 92,00 14,47 3,80 1,70 

CP 84,78 82,78 86,78 82,43 86,59 2,60 1,61 0,72 

PM 30mg/L 85,17 82,53 87,82 83,05 87,50 4,53 2,13 0,95 

M
E

T
Á

F
A

S
E

 CN 4,78 3,71 5,86 4,00 6,17 0,75 0,87 0,39 

CP 3,95 2,89 5,01 2,70 4,94 0,73 0,85 0,38 

PM 30mg/L 4,82 3,30 6,35 3,39 6,25 1,51 1,23 0,55 

A
N

Á
F

A
S

E
 CN 2,27 1,60 2,95 1,33 2,74 0,29 0,54 0,24 

CP 6,00
a 4,59 7,41 4,49 7,32 1,29 1,13 0,51 

PM 30mg/L 5,33
a  2,91 7,76 3,13 7,14 3,81 1,95 0,87 

T
E

L
Ó

F
A

S
E

 CN 7,27 3,44 11,11 2,67 10,98 9,54 3,09 1,38 

CP 5,27 2,77 7,78 2,44 8,11 4,08 2,02 0,90 

PM 30mg/L 4,67 0,42 8,92 1,43 10,17 11,73 3,42 1,53 
Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo e mínimo encontrado, variância, desvio padrão 
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN. 

 

4.4.2.1.2 Aberrações cromossômicas (AC) 

 

As AC ocorrem em decorrência de mudanças na estrutura normal dos 

cromossomos, resultantes de quebras ou trocas de material cromossômico, 

bem como de alterações no número total de cromossomos (RIBEIRO, 2003), 

podendo ocorrer espontaneamente ou como resultado da exposição a agentes 

químicos ou físicos.  

A maioria das aberrações cromossômicas ocasiona a morte celular das 

células alteradas. As células portadoras de AC que não morrem, podem se 

tornar viáveis e causar danos genéticos em células somáticas ou germinativas 

(SWIERENGA et al., 1991). 

Nos ensaios realizados com células meristemáticas de raiz de A. cepa, o 

grupo controle negativo, como esperado, apresentou poucas anormalidades 
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quando comparado com o controle positivo e o grupo exposto a PM, como 

mostrado na Tabela 16. A análise dos efeitos genotóxicos, medidos através da 

freqüência de aberrações cromossômicas, apontou resultados significativos 

após a exposição à PM (30 mg/L).  

 

Tabela 16. Índice de células com aberrações cromossômicas. Relação entre o 
total de células portadoras de aberrações cromossômicas e total de 
células observadas na mitose. 

AC% Média IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Variância DP Erro 

CN 0,49 0,34 1,33 0,00 1,23 0,45 0,67 0,30 

MMS 11,68
a 10,39 12,97 10,81 13,41 1,08 1,04 0,46 

PM 30 mg/L 13,01
a 10,95 15,06 11,43 15,63 2,74 1,65 0,74 

Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo e mínimo encontrado, variância, desvio padrão 
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN. 

 

 

As sementes de A. cepa expostas à concentração de 30 mg/L exibiram 

altas freqüências de aberrações cromossômicas, destacando as anáfases com 

pontes cromossômicas e as perdas cromossômicas, como apresentado na 

Tabela 17. As Aberrações cromossômicas (AC) são reconhecidas como 

importantes conseqüências de ações genotóxicas de agentes químicos 

(NATARAJAN, 2002), as quais muitos organismos, inclusive o homem, estão 

expostos.  

 



128 

 

 

Tabela 17. Alterações observadas em células meristemáticas de A. cepa, nas cinco réplicas, nas distintas fases da mitose e 
freqüência de aberrações cromossômicas por lâmina, para CN, CP e PM. 

 Controle Negativo Controle Positivo PM 30 mg/L 

 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

PRÓFASE  

Célula binucleada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

METÁFASE 

Aderência cromossômica 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 

C-metáfase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

Perda cromossômica 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

ANÁFASE 

Ponte cromossômica 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 2 1 0 

Perda cromossômica 0 0 0 0 0 6 4 5 7 5 4 5 6 3 3 

Atraso cromossômico 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1   1 1 

Aderência cromossômica 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TELÓFASE 

Aderência cromossômica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 

Perda cromossômica 0 0 0 0 0 1 2 3 2 1 4 2 2 2 3 

Ponte cromossômica 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Total de N
o
 de AC 0 1 0 0 1 10 11 9 9 8 9 9 10 7 8 

Frequência de AC (%) 0,00 0,19 0,00 0,00 0,20 1,85
 
 1,74

 
 1,57

 
 1,65

 
 1,36

 
 1,44

 
 1,42

 
 1,70

 
 1,16

 
 1,31
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4.4.2.1.3 Mutagenicidade 

  

Foi avaliado o número de MN em células de A. cepa antes e após o 

tratamento de recuperação. Desta forma, para fins didáticos, este item foi 

dividido em mutagenicidade na região meristemática e na região F1. 

Como já discutido anteriormente, os MN são formações de material 

nuclear que aparecem no citoplasma como pequenos núcleos satélites do 

núcleo principal, formados por fragmentos de cromossomos que não são 

incorporados no núcleo principal das células filhas. Assim, os micronúcleos 

encontrados são resultantes de danos ocasionados às células.   

 

4.4.2.1.3.1 Micronúcleo em células meristemáticas 

 

A Tabela 18 mostra a frequência de micronúcleos nas células 

meristemáticas de A. cepa expostas por 24h a concentração de 30 mg/L de 

PM.  

 

Tabela 18. Freqüência de MN em células meristemáticas de A. cepa expostas 
por 24h ao controle negativo, controle positivo e PM na 
concentração de 30 mg/L. 

 MN- M IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Variância DP Erro 

CN 0,08 0,00 0,21 0,00 0,20 0,01 0,11 0,05 

CP 3,01
a
 2,24 3,77 2,06 3,74 0,38 0,62 0,28 

PM 30 mg/L 2,28
a
 1,82 2,75 1,97 2,88 0,14 0,37 0,17 

Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo e mínimo encontrado, variância, desvio padrão 
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN. 

 

 

A PM foi capaz de induzir a formação de MN em uma incidência um 

pouco menor que a encontrada no CP, mas houve efeito na indução de MN de 

forma significativamente diferente que o CN. Esses resultados indicam que 
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além de a PM induzir aberrações cromossômicas essas anormalidades 

permanecem, concretizando-se em células mutagênicas. 

 

4.4.2.1.3.1 Micronúcleo na região F1 

 

A investigação da indução de MN na região F1 teve como objetivo 

avaliar o comportamento das células danificadas, depois de alguns ciclos de 

divisão mitótica. A Tabela 19 mostra que a PM na concentração de 30 mg/L e 

CP (MMS 10 mg/L)  não induziram morte celular nas células F1 de A. cepa. 

 

Tabela 19. Valor absoluto e freqüência (%) de células F1 de A. cepa vivas após 
a exposição a PM na concentração de 30 mg/L e comparação entre 
controle negativo (água ultra-pura) e positivo (MMS). 

 CN CP PM (30mg/L) 

N
o
 de Células F1 3024 2678 2771 

Células mortas 2 (0,10%) 3 (0,11%) 4 (0,14%) 

Células vivas 3021 (99,90%) 2675 (99,89%) 2767 (99,86%) 

 

 

 

As radículas de A. cepa após a exposição por 24 h a PM (30mg/L), CN e 

CP foram transferidas para placas de Petri contendo apenas água ultra-pura, 

como já descriminada na seção material e métodos, e após este período de 

recuperação foram confeccionadas lâminas para investigação de alterações na 

região F1. 

A finalidade deste tempo de recuperação foi avaliar se as células 

meristemáticas afetadas durante o período de exposição permaneceram ou 

não com as alterações ocasionadas pelo agente, isto é, avaliar se os danos 

ocasionados pela exposição a PM foram reversíveis ou permanentes. A Tabela 

20 mostra que a PM na concentração de 30 mg/L e CP (MMS 10 mg/L)  

induziram a formação de MN nas células F1 de A. cepa. 
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Tabela 20. Freqüência de células da região F1 de A.cepa expostas a PM na 
concentração de 30 mg/L e comparação entre controle negativo 
(água ultra-pura) e positivo (MMS), após período de recuperação 
de 48h. 

 Média IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Variância DP Erro 

CN 0,14 0,00 0,33 0,00 0,38 0,02 0,16 0,07 

MMS 1,68
a 1,34 2,02 1,31 2,06 0,08 0,27 0,12 

PM 30 mg/L 1,41
a,b 0,73 1,73 0,79 1,78 0,16 0,40 0,18 

Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo e mínimo encontrado, variância, desvio 
padrão (DP) e erro. Onde: (a) através da comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN; e (b) 
através da comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente do CP. 

 

 

Os dados indicam que mesmo após a interrupção da exposição e 

período de recuperação, a PM continuou interferindo nas funções celulares, o 

que pôde ser percebido pela indução de MN nas células da região F1.  

A capacidade dos organofosforados em causar quebras no material 

genético é um efeito comumente observado (WEBSTER et al., 2002). Segundo 

Sbrana e Musio (1995), isto ocorre pela capacidade dos organofosforados 

induzirem sítios frágeis no DNA. Os autores também acrescentaram que as 

quebras promovidas por agentes clastogênicos, em sítios frágeis específicos, 

parecem ser significantes no processo de carcinogênese de muitos tipos de 

câncer.   

O mecanismo de ação dos compostos genotóxicos e carcinógenos 

parece estar relacionado às características eletrofílicas do produto original ou 

metabólico biologicamente ativo, pois esses acabam se ligando, 

covalentemente, as macromoléculas dos tecidos vivos (SEARLE, 1984). Os 

compostos organofosforados, como a PM, o paration, o malation e seus 

análogos, apresentam dois sítios eletrofílicos potenciais: grupos alquil e um 

grupo fosforil. 

 

4.4.2.2 Avaliação dos efeitos da PM após a aplicação dos processos UV e 
UV/H2O2 

 

4.4.2.2.1 Ensaio de citotoxicidade 
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Ensaios realizados em células meristemáticas de A. cepa expostas a 

solução aquosa de PM0=30mg/L, após tratamento com UV e UV/H2O2, indicam 

que não ocorreu indução de morte celular, não diferindo estatisticamente do 

controle negativo. Esses resultados indicam que os possíveis subprodutos 

gerados após o tratamento da PM a radiação UV/H2O2 e radiação UV não 

foram capazes de induzir morte celular (Tabela 21). 

A análise dos índices mitóticos, referentes às radículas expostas às 

soluções de PM0=30mg/L por 24 horas, após tratamento UV e UV/H2O2 podem 

ser compradas através dos dados indicados na Tabela 22 e na Figura 40. 

Assim, é possível afirmar que a PM após os tratamentos com aplicação de 

UV/H2O2 (1:2) 20 e 60 min aumentou significativamente o processo de divisão 

celular quando comparado ao valor de do índice mitótico do tratamento onde se 

aplicou apenas UV. 

 

Tabela 21. Valor absoluto e freqüência (%) de células meristemáticas de A. 
cepa vivas e mortas expostas a solução de PM0=30mg/L após 
exposição à radiação UV e UV/H2O2 em 20 e 60 min. 

 UV UV/H2O2 [H2O2]/[PM] 1:1 UV/H2O2 [H2O2]/[PM] 2:1 

 20 min 60 min 20 min 60 min 20 min 60 min 

N
o
 Total de 
Células 

3214 3187 3085 3041 3128 3249 

Células 
vivas 

3213 
(99,97%) 

3185 
(99,94%) 

3083 
(99,94%) 

3040 
(99,97%) 

3127 
(99,97%) 

3246 
(99,91%) 

Células 
mortas 

1       
(0,03%) 

2       
(0,06%) 

2       
(0,06%) 

1       
(0,03%) 

1       
(0,03%) 

3        
(0,09%) 

 

 

É possível ainda afirmar que a PM após o tratamento com UV/H2O2 na 

razão molar [H2O2]:[PM] igual a 2:1 foi estatisticamente igual ao CN, não 

interferindo na divisão celular. Também pode-se afirmar que a PM0=30mg/L 

após os tratamentos UV e UV/H2O2 na razão molar [H2O2]:[PM] igual a 1:1, em 

20 e 60 minutos foi capaz de inibir o crescimento da células meristemáticas de 

A. cepa, interferindo diretamente em sua divisão celular, conforme observado 

na Tabela 22. 
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Figura 40. Índices mitóticos das sementes de A.cepa tratadas por 24h nos 
grupos: UV (20 e 60 min), e UV/H2O2 na razão molar [H2O2]:[PM] 
1:1 e 2:1 (20 e 60min). 

 

Tabela 22. Freqüência das células meristemáticas de A. cepa em divisão 
celular (IM%) expostas a solução de PM0=30mg/L após exposição 
à radiação UV e UV/H2O2 em 20 e 60 min. 

 IM% IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Var DP Erro 

UV  
20 min 

11,38
  10,40 12,36 10,61 12,54 0,62 0,79 0,35 

UV  
60 min 

11,90 11,04 12,76 10,94 12,72 0,48 0,69 0,31 

UV/H2O2 (1:1)  
20 min 

11,82
  10,99 12,65 10,99 12,58 0,45 0,67 0,30 

UV/H2O2 (1:1)  
60 min 

13,77
a,b,c 12,90 14,64 12,78 14,66 0,49 0,70 0,31 

UV/H2O2 (1:2)  
20 min 

14,53
a,b,c,d 13,24 15,82 13,02 15,65 1,07 1,04 0,46 

UV/H2O2 (1:2) 
 60 min 

14,69
 a,b,c,d 13,88 15,49 13,78 15,36 0,42 0,65 0,29 

Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo e mínimo encontrado, variância, desvio padrão 
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN; e (b) através da 
comparação do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente do CP. Onde, (a) diferente de tratamento UV 20 min; (b) 
diferente de tratamento UV 60 min; (c) diferente de UV/H2O2 (1:1) 20 min; (d) diferente de UV/H2O2 (1:1) 60 min. 
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Foi observado um aumento significativo de células em anáfase quando a 

PM0=30mg/L foi exposta a radiação UV (20 e 60 min). Fato também relatado 

para as células expostas na presença da solução de PM tratadas com UV/H2O2 

na razão [H2O2]:[PM] de 1:1, em 60 min e com UV/H2O2 na razão [H2O2]:[PM] 

de 2:1, em 20 min. Enquanto que no tratamento com UV/H2O2 na razão 

[H2O2]:[PM] de 2:1, em 60 min, essas células em anáfase estavam em número 

reduzido, quando comparadas as células expostas as soluções de PM tratadas 

com UV e pelo processo UV/H2O2  na proporção [H2O2]:[PM] de 1:1, conforme 

apresentado na Tabela 23. 

A Figura 41 mostra o percentual de células nas diferentes fases da 

mitose, onde as células meristemáticas foram expostas em cinco réplicas a 

concentração de 30 mg/L de PM. Através da Figura 41 é possível observar a 

frequência de células em prófase, metáfase, anáfase e telófase. 

 

Figura 41. Fases da mitose das sementes de A.cepa tratadas por 24h nos 
grupos: UV (20 e 60 min), e UV/H2O2 na razão molar [H2O2]:[PM] 
1:1 e 2:1 (20 e 60min). 
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Tabela 23 Frequência de células meristemáticas de A. cepa expostas a 
solução de PM0=30mg/L após o tratamento com UV ou UV/H2O2. 

  Média 
IC 

95%(-) 
IC 

95%(+) 
Mínimo Máximo Var DP Erro 

P
R

Ó
F

A
S

E
 

UV 20 min 83,71 78,53 88,88 77,33 88,73 17,37 4,17 1,86 
UV 60 min 82,08 81,28 82,88 81,48 83,10 0,42 0,64 0,29 

UV/H2O2 1:1 -
20min 

84,61 81,88 87,35 81,69 87,67 4,86 2,20 0,99 

UV/H2O2 1:1 -
60min 

84,40 83,03 85,78 83,33 86,08 1,22 1,11 0,49 

UV/H2O2 1:2 -
20min 

85,26 83,83 86,68 83,91 86,59 1,32 1,15 0,51 

UV/H2O2 1:2 -
60min 

85,50 83,73 87,28 84,09 87,78 2,04 1,43 0,64 

M
E

T
Á

F
A

S
E

 

UV 20 min 4,83 2,09 7,57 2,82 8,00 4,86 2,20 0,99 
UV 60 min 5,02 3,18 6,86 3,85 7,04 2,19 1,48 0,66 

UV/H2O2 1:1 -
20min 

5,49 4,28 6,71 4,35 7,04 0,95 0,98 0,44 

UV/H2O2 1:1 -
60min 

3,79 2,57 5,01 2,53 5,06 0,97 0,98 0,44 

UV/H2O2 1:2 -
20min 

3,32 2,33 4,32 2,04 4,21 0,64 0,80 0,36 

UV/H2O2 1:2 -
60min 

4,77
 
 3,98 5,57 4,08 5,68 0,41 0,64 0,29 

A
N

Á
F

A
S

E
 

UV 20 min 7,69* 6,04 9,33 6,02 9,33 1,76 1,32 0,59 
UV 60 min 7,34* 5,92 8,77 5,63 8,64 1,32 1,15 0,51 

UV/H2O2 1:1 -
20min 

3,04 2,13 3,95 2,60 4,35 0,54 0,73 0,33 

UV/H2O2 1:1 -
60min 

5,91 5,10 6,73 5,06 6,74 0,43 0,65 0,29 

UV/H2O2 1:2 -
20min 

6,59*
 
 6,07 7,12 6,10 7,14 0,18 0,42 0,19 

UV/H2O2 1:2 -
60min 

3,03 1,86 4,21 2,22 4,55 0,89 0,94 0,42 

T
E

L
Ó

F
A

S
E

 

UV 20 min 3,77 1,78 5,77 1,41 5,33 2,57 1,60 0,72 

UV 60 min 5,55 3,73 7,38 3,70 6,85 2,16 1,47 0,66 

UV/H2O2 1:1 -
20min 

6,85 4,56 9,15 4,11 8,45 3,41 1,85 0,83 

UV/H2O2 1:1 -
60min 

5,89 4,30 7,49 3,80 7,06 1,65 1,29 0,58 

UV/H2O2 1:2 -
20min 

4,82 3,80 5,85 3,66 5,75 0,68 0,82 0,37 

UV/H2O2 1:2 -
60min 

6,69 5,43 7,96 5,56 7,87 1,04 1,02 0,46 

Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo e mínimo encontrado, variância, desvio padrão 
(DP) e erro. * Apresentou diferença significativa em comparação ao Controle Negativo. 

 

4.4.2.2.2 Aberrações cromossômicas 

 

Os tipos de aberrações cromossômicas encontrados estão apresentados 

na Tabela 24. Nos ensaios realizados utilizando as células meristemáticas de 

raiz de A. cepa, os grupos que receberam a PM exposta a radiação UV (20 e 
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60 min) apresentaram significativamente maior número de aberrações 

cromossômicas quando comparados aos grupos onde a solução de PM foi 

tratada pelo processo UV/H2O2, conforme dados apresentados na Tabela 25.  

Alguns compostos químicos, mesmo quando não tóxicos por si só, 

podem tornam-se reativos sob exposição ao meio ambiente na presença de 

radiação solar, induzindo efeitos biológicos indesejados (TINGLE et al., 2003). 

Os resultados obtidos neste trabalho mostram exatamente isso, ou seja a PM 

exposta a radiação UV apresentou maior potencial em induzir aberrações 

cromossômicas em células saudáveis, que a PM tratada pelo processo 

UV/H2O2.  

Isto não quer dizer que os subprodutos gerados pelo processo UV são 

diferentes daquelas que foram formados pelo processo UV/H2O2. 

Provavelmente, os compostos formados são os mesmos ou semelhantes, mas 

a degradação pelo processo UV/H2O2 é muito mais rápida, e foi capaz de 

degradar os compostos responsáveis pelos efeitos observados quando a PM 

foi exposta apenas à radiação UV. No entanto, estes resultados são de 

extrema importância, uma vez que a PM é aplicada no meio ambiente e estará 

exposta a radiação UV, consequentemente estará sujeita a formar os 

subprodutos que apresentam ou induzem os danos genéticos. 
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Tabela 24. Alterações observadas em células meristemáticas de A. cepa nas distintas fases da mitose e freqüência de aberrações 
cromossômicas por lâmina, nos tratamentos UV e UV/H2O2. 

 
UV  

20 min 
UV  

60 min 
UV/H2O2 1:1  

20 min 
UV/H2O2 1:1  

60 min 
UV/H2O2 1:2  

20 min 
UV/H2O2 1:2  

60 min 

Réplicas 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

PRÓFASE 

Célula binucleada 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

METÁFASE 

Aderência cromossômica 0 0 1 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 

C-metáfase 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Perda cromossômica 0 0 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

ANÁFASE 

Ponte cromossômica 5 4 3 3 6 3 3 2 2 2 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 

Perda cromossômica 6 7 4 8 5 5 5 4 4 3 2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Atraso cromossômico 2 3 2 2 1 1 1 2 1 1 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 

Aderência cromossômica 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TELÓFASE 

Aderência cromossômica 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Perda cromossômica 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Ponte cromossômica 2 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

N
o
 de AC 8 9 8 12 4 9 11 10 10 9 4 2 1 3 2 1 0 2 2 1 2 1 0 1 2 0 1 2 2 0 

Frequencia de AC (%) 2,3 2,2 1,9 2,5 2,3 1,5 1,8 1,6 1,6 1,4 0,6 0,3 0,2 0,5 0,3 0,2 0,0 0,3 0,3 0,2 0,3 0,1 0,0 0,2 0,3 0,0 0,2 0,3 0,3 0,0 
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Tabela 25. Freqüência das células mitóticas que apresentaram aberrações 
cromossômicas de A. cepa expostas por 24h às amostras tratadas com 
UV e UV/H2O2 

AC% Média IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Var DP Erro 

CN 0,49 0,34 1,33 0,00 1,23 0,45 0,67 0,30 

PM 30 mg/L 13,01
a 10,95 15,06 11,43 15,63 2,74 1,65 0,74 

UV 20 min 19,73
 a,b

 17,09 22,37 16,90 21,74 4,52 2,13 0,95 

UV 60 min 13,23
 a,

 11,69 14,77 11,54 14,47 1,53 1,24 0,55 

UV/H2O2 1:1 -20min 3,34
 a,c

 1,22 5,46 1,37 5,80 2,92 1,71 0,76 

UV/H2O2 1:1 -60min 1,42
b,c,d

 0,25 2,60 0,00 2,35 0,89 0,95 0,42 

UV/H2O2 1:2 -20min 1,36
b,c,d

 0,14 2,57 0,00 2,44 0,96 0,98 0,44 

UV/H2O2 1:2 -60min 1,09
b,c,d

 0,26 2,43 0,00 2,27 1,17 1,08 0,48 

Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo e mínimo encontrado, variância, desvio padrão (DP) e 
erro. Através da comparação pelo teste de Kruskal-Wallis, tem-se: (a) diferente de tratamento UV 20 min; (b) diferente de 
tratamento UV 60 min; (c) diferente de UV/H2O2 (1:1) 20 min; (d) diferente de UV/H2O2 (1:1) 60 min. 

 
 

Pedro (2008) avaliou o efeito do inseticida fipronil em células meristemáticas 

de A.cepa expostas a concentrações do inseticida na faixa de 0,156 g/L a 1,25 g/L, 

na presença e na ausência de radiação solar. Os resultados comparativos obtidos 

entre os ensaios realizados na ausência e presença de luz apontam que o produto 

tem uma maior ação genotóxica na presença de luz, o que reforça a possível ação 

de um dos metabólitos do fipronil (o MB 46513, decorrente da degradação por 

fotólise) ser o responsável pela indução das anomalias cromossômicas.  

Tingle e colaboradores (2003) atribuem o maior potencial de periculosidade 

ao fipronil após fotodegradação. Fenômeno semelhante pôde ser observado no 

presente estudo, onde o número de aberrações cromossômicas foi 

significativamente mais elevado no grupo em que a PM foi tratada apenas com 

radiação ultravioleta. Possivelmente, ocorreu a degradação parcial da PM o que 

levou a geração de compostos intermediários com alto potencial de toxicidade.  

No ambiente natural, a PM pode ser degradada por reações hidrolíticas para 

menos compostos tóxicos, ou pode ser ativada por conversão oxidativa ao seu 

analógico mais tóxico, o metil paraoxon (REED, 1999). 
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Segundo Marcano e colaboradores (2004), as aderências cromossômicas 

podem originar as pontes e, em conseqüência, quebras cromossômicas. As 

aderências cromossômicas são alterações comuns ocasionadas pela ação tóxica de 

um agente químico sobre o material genético. A PM tem sido relatada por alguns 

estudos como agente alquilante de DNA (IPCS, 1993). 

A presença de pontes e perdas cromossômicas nas células em fases de 

anáfase e telófase foram as anomalias mais freqüentemente encontradas neste 

estudo. Desta forma pode-se sugerir que a PM teve ação direta sobre o material 

genético das células de A. cepa. 

 

4.4.2.2.3 Mutagenicidade 

 

4.4.2.2.3.1 Micronúcleo em células meristemáticas 

 

A PM na concentração de 30 mg/L induziu MN nas células meristemáticas de 

A. cepa na mesma freqüência que o CP, conforme apresentado na Tabela 26.  

 

Tabela 26. Frequência de MN em células meristemáticas de A. cepa expostas por 
24h a PM0=30 mg/L, após tratamento UV e H2O2, em 20 e 60 min. 

 MN- M IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Var DP Erro 

CN 0,08 0,00 0,18 0,00 0,20 0,01 0,10 0,04 

PM 30 mg/L 2,28
a
 1,93 2,63 1,97 2,88 0,11 0,33 0,14 

UV 20 min 4,24
a
 3,21 5,26 2,97 5,43 0,95 0,98 0,40 

UV 60 min 4,67
 a
 4,10 5,25 3,93 5,39 0,30 0,55 0,22 

UV/H2O2 1:1 20min 1,78
 a,d,e

 1,25 2,32 1,19 2,61 0,26 0,51 0,21 

UV/H2O2 1:1 60min 0,42
 b,d,e

 0,20 0,65 0,17 0,80 0,05 0,21 0,09 

UV/H2O2 1:2 20min 0,16
 b,c,d,e,f

 0,01 0,31 0,00 0,33 0,02 0,14 0,06 

UV/H2O2 1:2 60min 0,23
 b,c,d,e,f

 0,04 0,41 0,00 0,52 0,03 0,17 0,07 
Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo e mínimo encontrado, variância, desvio padrão (DP) e 
erro. Através da comparação pelo teste de Kruskal-Wallis, tem-se: (a) diferente de tratamento UV 20 min; (b) diferente de 
tratamento UV 60 min; (c) diferente de UV/H2O2 (1:1) 20 min; (d) diferente de UV/H2O2 (1:1) 60 min; (e) diferente de UV/H2O2 
(1:2) 20 min; f- diferente de UV/H2O2 (1:2) 60 min. 

 

4.4.2.2.3.2 Micronúcleo na região F1 

 

A Tabela 27 mostra o número total de células vivas e mortas da região F1 que 

foram expostas por 24 horas a solução contendo PM (PM0=30mg/L) após tratamento 

UV e UV/H2O2,  
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Após a exposição às soluções tratadas de PM (UV e UV/ H2O2) as radículas 

foram transferidas para placas contendo apenas água ultrapura, para um período de 

recuperação, onde permaneceram por 48 horas. Como já citado anteriormente, este 

período de recuperação tem por finalidade avaliar se as células expostas 

permaneceram ou não com as alterações ocasionadas pela PM e seus 

intermediários, induzindo a mutagenicidade, medida através da freqüência de MN. 

 

Tabela 27. Valor absoluto e freqüência (%) de células F1 de A, cepa vivas e mortas 
após a exposição a PM após tratamento UV (20 e 60 min), e UV/H2O2 na 
razão molar [H2O2]:[PM] 1:1 e 2:1 (20 e 60min). 

 UV UV/H2O2 1:1 UV/H2O2 1:2 

 20 min 60 min 20 min 60 min 20 min 60 min 

N
o
 Total de 
Células 

2825 2654 2838 2777 2535 2672 

Células 
mortas  

1       
(0,21%) 

2       
(0,19%) 

2  
(0,11%) 

1      
(0,07%) 

1      
(0,12%) 

3     
(0,07%) 

Células 
vivas 

2819 
(99,79%) 

2649 
(99,81%) 

2838 
(99,89%) 

2777 
(99,93%) 

2535 
(99,88%) 

2672 
(99,93%) 

 

 
A PM após exposição à radiação UV induziu um aumento significativo do 

número de MN, conforme observado na Tabela 28. Isto indica que as células que 

sofreram alterações cromossômicas, devido à exposição à PM que passou pelos 

tratamentos UV e UV/H2O2, não conseguiram se recuperar do dano, o que indica um 

dano permanente, que é o próprio efeito mutagênico. Desta forma, tais resultados 

indicam que a PM foi capaz de produzir metabólitos e subprodutos com capacidade 

de interferir com o DNA de células saudáveis, levando a um dano irreversível. 

Os micronúcleos encontrados nas células expostas a PM foram, em sua 

maioria, de tamanhos relativamente pequenos, pela proporção observada entre eles 

e o núcleo principal. Segundo estudos de Yamamoto e Kikuchi (1980), MN pequenos 

podem ser originados por ação clastogênica.  
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Tabela 28. Freqüência de MN em células da região F1 de A,cepa expostas a PM 
(PM0 =30 mg/L) após tratamento UV e UV/H2O2, após período de 
recuperação de 48h. 

 Média IC 95%(-) IC 95%(+) Mínimo Máximo Var, DP Erro 

UV 20 min 4,07 3,37 4,77 3,09 4,49 0,32 0,56 0,25 

UV 60 min 2,80
a 2,10 3,51 2,21 3,65 0,33 0,57 0,26 

UV/H2O2 1:1 -20min 0,43
 a,b 0,29 0,56 0,33 0,58 0,01 0,11 0,05 

UV/H2O2 1:1 -60min 0,33
 a,b 0,12 0,54 0,18 0,60 0,03 0,17 0,08 

UV/H2O2 1:2 -20min 0,35
 a,b 0,15 0,56 0,20 0,59 0,03 0,16 0,07 

UV/H2O2 1:2 -60min 0,30
 a,b 0,08 0,52 0,17 0,58 0,03 0,17 0,08 

Respectivos intervalos de confiança (inferior e superior), valor máximo de mínimo encontrado, variância, desvio padrão (DP) e 
erro. Através da comparação pelo teste de Kruskal-Wallis, tem-se: (a) diferente de tratamento UV 20 min; (b) diferente de 
tratamento UV 60 min. 

 
 

A persistência dos efeitos deve estar relacionada com a toxicidade dos 

subprodutos/metabólitos formados pela sua degradação, derivados principalmente 

da fotólise. 

No tratamento isolado com UV foi observada uma maior toxicidade da solução 

de PM nos ensaios biológicos, quando comparados com resultados dos mesmos 

ensaios após tratamento UV/H2O2. Isto sugere que o tratamento combinado pode 

gerar intermediários ácidos, que contribuem para a queda do pH do meio reacional, 

facilitando a degradação do metil paraoxon, etapa dependente de pH ácido, 

conforme relatado por Moctezuma et al. (2007). 

Como não foi observado o decaimento do pH durante a exposição da PM à 

radiação UV isoladamente, acredita-se que o provável composto que teve ação 

genotóxica para as células de A. cepa foi o próprio metil paraoxon, que foi produzido 

em ambos os tratamentos (UV apenas e UV/H2O2). No entanto, a ação do peróxido 

ocasionou sua rápida degradação em subprodutos menos tóxicos. 

 

A Figura 42 mostra um resumo das alterações observadas em A.cepa, 

decorrente do tratamento da PM antes e após a exposição à radiação UV 

isoladamente ou UV na presença do oxidante H2O2, nas razões [H2O2]/[PM] de um e 

dois. A freqüência de MN, na região meristemática e F1, e as aberrações 
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cromossômicas foram quantificadas. Os grupos tratados foram comparados ao CN e 

à PM (30 mg/L) antes dos tratamentos. 

 

CN (controle negativo), controle positivo (CP) e PM30 (antes do tratamento) e após a exposição à 
radiação UV isoladamente ou UV/H2O2, nas razões [H2O2]/[PM] de um e dois, em 20 e 60 min. 

 

Figura 42. Frequência de aberrações cromossômicas (AC) e micronúcleo (MN) na 
região meristemáticas (MN-M) e região F1(MN-F1), em células de 
A.cepa. 

 

 

As células meristemáticas de A. cepa tratadas com CP, PM (30mg/L), bem 

como a PM0=30mg/L expostas à radiação UV, durante 20 e 60 min, apresentaram 

altas frequências de aberrações cromossômicas e micronúcleo diferindo 

estatisticamente do controle negativo. 

Mesmo após o período de recuperação de 48 h, as células meristemáticas 

tratadas com PM0=30mg/L que foram expostas à radiação ultravioleta, tiveram alta 

freqüência de MN na região F1, indicando que os danos ocasionados às células 

tratadas com PM expostas à radiação UV continuou com alterações cromossômicas, 

mesmo após cessar a exposição. 



143 

 

As células de A. cepa expostas ao tratamento combinado de UV/H2O2 na 

razão molar de 1 (60min) e 2 (20 e 60 min) apresentaram diminuição significativa da 

frequência de AC, micronúcleo em região meristemática e micronúcleo em região 

F1, tendo sido observadas alterações em uma mesma freqüência que aquelas 

observadas no controle negativo. 

A Figura 43 mostra algumas imagens que foram registradas após a confecção 

das lâminas.  
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(A) células de A. cepa observadas em microscópio óptico, num aumento de 100x; (B) células interfásicas, em aumento de 

400x; (C) células mitóticas em anáfase; (D) telófase com ponte cromossômica; (E) telófase com perda cromossômica; (F) 

metáfase e anáfase normais ao centro; (G) anáfase com perda cromossômica; (H) anáfase com ponte e célula interfásica 

binucleada; (I) anáfase com aderência de perda cromossômica; (J) telófase com ponte cromossômica; (L) anáfase com ponte 

cromossômica; (M) Células com micronúcleo e ponte cromossômica em anáfase. 

 

Figura 43. Fotografias das células de A. cepa, expostas a PM na concentração de 
30mg/L, antes e após tratamento UV e UV/H2O2. 
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5 CONCLUSÕES  

 

O estudo cinético de degradação da PM indica que este praguicida é 

facilmente degradado pela luz. No entanto, com adição do peróxido de hidrogênio 

associada com radiação UV-C foi observado um aumento na velocidade de 

degradação do composto em relação aos ensaios de fotólise. O uso do H2O2 nas 

razões molares H2O2/PM iguais a 1:1 e 2:1 aumentou a eficiência de degradação do 

composto para 99% após um período de oxidação de 100 min e 20 min, 

respectivamente.  

Na avaliação da liberação de íons para o meio reacional, devido a 

degradação da PM, observou-se que o fosfato foi o primeiro íon a ser liberado 

quando a degradação ocorre apenas com a fotólise da PM. No entanto, a adição de 

peróxido de hidrogênio acelera a degradação no sentido de liberar íons sulfato, que 

apresentou nível cada vez mais elevado com o aumento do tempo de reação.  

Os dados do presente estudo, utilizando a espécie A. cepa como organismo 

teste para detecção dos efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos da PM, 

indicam que esta substância induz efeitos significativos na concentração de 30 mg/L. 

A PM induziu variados tipos de aberrações, sobretudo àquelas relacionadas a 

efeitos clastogênicos, como as pontes e quebras cromossômicas. 

A PM apresentou uma fraca resposta no ensaio YES, apontado que a PM 

teve uma fraca atividade estrogênica neste teste. Alguns trabalhos indicam que a PM 

possui efeitos mais pronunciados que aqueles encontrados no presente estudo, 

quando realizados com ensaios in vivo. Esses dados sugerem que a capacidade da 

PM atuar como desregulador endócrino pode não estar apenas relacionada à sua 

capacidade de se ligar ao receptor de estrogênio, ou ainda, seu efeito pode estar 

relacionado com a presença de intermediário ativo, metabolizados pelas células 

hepáticas. 

A PM exposta à radiação UV apresentou maior potencial em induzir 

aberrações cromossômicas e células portadoras de MN em células saudáveis, que a 

PM tratada pelo processo UV/H2O2. O que representa uma enorme preocupação 
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efetivamente, visto que no meio ambiente a PM está susceptível a ação da radiação 

solar e sujeita a formação de subprodutos potencialmente mais tóxicos que o 

princípio ativo original. Já as células de A. cepa expostas ao tratamento combinado 

de UV/H2O2 na razão molar H2O2/PM de 1:1 (60min) e 2:1 (20 e 60 min) 

apresentaram diminuição significativa da frequência de AC e MN. 

Mesmo após o período de recuperação de 48 h, as células meristemáticas 

tratadas com PM0=30mg/L que foram expostas a radiação ultravioleta, tiveram alta 

freqüência de MN na região F1, indicando que os danos ocasionados às células 

tratadas com PM expostas à radiação UV continuou a induzir alterações 

cromossômicas, mesmo após cessar a exposição. 

Dados do presente estudo mostram que a utilização das células de A. cepa 

para avaliação dos efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos constitui um 

sistema-teste prático, sensível e eficiênte para se avaliar os efeitos clastogênicos da 

PM, o que poderia ser aplicado à investigação de uma grande variedade de 

poluentes ambientais. 
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6 RECOMENDAÇÕES 

 

Seria interessante, como forma de complementar o presente estudo, a 

investigação dos efeitos biológicos (citotoxicidade, genotoxicidade e 

mutagenicidade) após a exposição da PM em reator solar, com intuito de investigar 

os possíveis efeitos da PM após exposição solar, em faixa de comprimento de onda 

mais próxima do que realmente ocorre no ambiente, a fim de avaliar os eventuais 

riscos aos quais os seres vivos estão expostos. 

O potencial estrogênico da PM deve ser melhor investigado através de 

ensaios in vivo. Pois os dados obtidos no presente estudo mostram que a PM 

apresentou uma fraca resposta estrogênica. Apesar do efeito observado ter sido 

fraco, ele existiu e desta forma, deve ser mais bem investigado. 

Seria interessante avaliar a degradação da PM em baixas concentrações, 

aquelas mais próximas da concentração ambiental em reator solar, para avaliar de 

forma mais realista o que ocorre na meio ambiente. Assim como avaliar a 

degradação da PM e seus possíveis efeitos genotóxicos não em água pura, mas em 

amostras ambientais, para estudar o efeito da degradação microbiológica. 
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