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BIOENSAIOS PARA AVALIAÇÃO DE 
RISCO ECOTOXICOLÓGICO DE 

AGROTÓXICOS



BIOENSAIOS

- Preveem o comportamento da substância
sobre os organismos vivos

- Efeito interativo entre contaminantes

- Toxicidade de subprodutos gerados



BIOENSAIOS

• Procariontes: 
• Salmonella
• Vibrio fischeri

• Eucariontes:
•  Vegetais (Allium cepa, Tradescantia, Vicia faba) 

•  Animais
•  Invertebrados (planária, Daphnia, hidras)
•  Vertebrados (peixes, anfíbios, répteis,

mamíferos)

• Cultura de células



PARÂMETROS AVALIADOS

• Morte de indivíduos

• Perda da capacidade reprodutiva



• Alterações morfológicas

• Alterações histológicas

PARÂMETROS AVALIADOS



• Alterações no DNA

PARÂMETROS AVALIADOS

- Genotoxicidade: danos ao material genético 
da célula ou organismo exposto;

- Mutagenicidade:   surgimento   de    mutações
devido à danos no material 
genético.



ORGANISMO-TESTE

Allium cepa
 Baixo custo e fácil manuseio

 Alta sensibilidade
 sensibilidade de 76% para a avaliação de 148
químicos pelo teste de Allium (GRANT, 1982)
 praticamente a mesma de sistemas-teste de
algas e de linfócitos humanos (FISKESJÖ, 1985)

 Boa correlação com outros sistemas testes
 82% com o teste de carcinogenicidade em
roedores e mais sensível que os testes de Ames
(RANK e NIELSEN, 1994)



ORGANISMO-TESTE

Allium cepa
 Avalia os efeitos de diferentes contaminantes 
(substâncias puras, misturas, amostras 
ambientais, etc);

 Exposição direta à amostra ou ao químico
 Sem necessidade de métodos de extração e 
concentração

 Presença de sistema de ativação metabólica

 Avalia diferentes parâmetros
mecanismo de ação



SEMENTES 

Allium cepa

REALIZAÇÃO DO ENSAIO DE ABERRAÇÕES  CROMOSSÔMICAS E DO 
TESTE DO MICRONÚCLEO EM Allium cepa

Animação: Roberto, M.M. ; LEME, D.M. (2007)



ORGANISMO-TESTE

Intérfase Prófase

Metáfase Anáfase Telófase



EXEMPLO



EXEMPLO

Agrotóxico testado:

Trifluralina
(445 g/L)

• 3,34 mg/L 
(campo)

• 1,67 mg/L
• 0,84 mg/L
• 0,42 mg/L

Grupo químico: 
Dinitroanilina



EXEMPLO

Tratamento:

Germinação:
Água ultrapura

(1 cm)

Coleta e fixação
(metade)

Exposição:
24 h

(trifluralina)

Recuperação:
48 h

(água ultrapura)

Coleta e fixação
(restante)



EXEMPLO

Resultados:



EXEMPLO

Resultados:



EXEMPLO

Resultados:



Exposição



EXEMPLO



EXEMPLO

- Bandamentos cromossômicos
Fornecem informações qualitativas sobre a composição do DNA. 

Ex. RON (AgNO3)



EXEMPLO



EXEMPLO



SISTEMA-TESTE

 Cultura de células

 Linhagem homogênea

 Resultados semelhantes com o de 
animais 

 Não há necessidade de sacrifício de 
animais 

 Tempo e custo reduzidos, mais 
réplicas

 Estocagem em nitrogênio líquido 



ENSAIO DO COMETA

 Lâmina com agarose
(triplicata)

 Sol. Lise (1h)  Tampão alcalino 
pH>12 

Neutralização 
(pH 7) e fixação

Coloração: Gel Red
Microscópio de Fluorescência
300 nucleiodes/tratamento

Software Comet Assay IV 
(momento da cauda de Olive e 

intensidade da cauda)

 Viabilidade 
celular

 Agarose LMP

 Células tratadas

 Exposição
(3 a 24h)

 Amostra

Colheita e 
fixação das 

células



ENSAIO DO COMETA



TESTE DO MICRONÚCLEO

 Exposição
(3 a 24h)

 Amostra

Incubação
(30 h)

 Colheita e 
fixação das 

células

Coloração 
com Giemsa

Genotoxicidade 6000 
células/tratamento ;

IPBC 3000 células/tratamento 

37 °C
5% CO2



TESTE DO MICRONÚCLEO



HIBRIDIZAÇÃO IN SITU



EXEMPLO



EXEMPLO

Agrotóxicos testados:

Sulfentrazona
(500 g/L)

Imidacloprida
(480 g/L)

• 0,06 g/L
• 0,006 g/L
• 0,0006 g/L

• 0,036 g/L
• 0,0036 g/L
• 0,00036 g/L

Inseticida
Neonicotinoide

Herbicida
Triazolinona 

Misturas



RESULTADOS



RESULTADOS



RESULTADOS



RESULTADOS



RESULTADOS



RESULTADOS



RESULTADOS



SISTEMA-TESTE

Ensaio com leveduras recombinantes
 Sítios de ligação para poluentes específicos

  Alteradores endócrinos 

Gene repórter = lacZ

  Quantificação = β-galactosidase + 

substrato fluorescente



Ensaio com leveduras recombinantes
RECEPTORES NUCLEARES

HORMONAIS 

Estrogenic     Androgenic 

Retinoic-like      Thyroid

Glucocorticoid

Mineralocorticoid

Vitamin D       Progestins

SISTEMA-TESTE



HRE gene 

AGAACA  ACAAGA 

mRNA 

Nucleus 

Protein 
Translation 

ER ER 

ER ER 

estrogen 

SISTEMA-TESTE



Ensaio com leveduras recombinantes

SISTEMA-TESTE



Ensaio com leveduras recombinantes

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

00:00.0 07:12.0 14:24.0 21:36.0 28:48.0

time

F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e

Β-galactosidase

SISTEMA-TESTE



EXEMPLO



EXEMPLO

Agrotóxico testado:

Fenitrotiona

• 5 g/L
• 2,5 g/L
• 1,25 g/L
(residuais)

Grupo químico: 
Organofosforado

Inseticida



EXEMPLO

18 mmol/L = 1,35 x 10-9

mol/L de estradiol (E2) 
equivalente – 32%
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