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Resumo 

 

 Este trabalho avaliou os possíveis efeitos genotóxicos dos agrotóxicos na população 

floricultora de Nova Friburgo/RJ através do teste de micronúcleo de células exfoliativas da 

mucosa oral. A população exposta ocupacionalmente e não-ocupacionalmente aos 

agrotóxicos, composta por 80 indivíduos, participou preenchendo um questionário e 

fornecendo amostras celulares do epitélio bucal. As lâminas foram tratadas seguindo a 

metodologia Feulgen-Fastgreen, codificadas e avaliadas quanto a presença de micronúcleo 

(MN), broken egg (BE), binucleação (Bi) e fragmentação (Fr). Não foi encontrada diferença 

significativa entre expostos e não-expostos ocupacionais. A freqüência média das 

anormalidades nucleares desta população foi MN: 0,08±0,1; BE: 0,05±0,14; Bi: 0,86±0,57; 

Fr: 0,05±0,11. Não houve nenhum tipo de associação entre a frequência de micronúcleos e as 

variáveis fumo, bebida, sexo, idade, tempo de exposição e dieta, porém, verificou-se que o 

fato de as pessoas sentirem cheiro de agrotóxicos em sua casa, independente de trabalhar ou 

não com os agrotóxicos, apresentou uma concentração maior de MN com p-valor de 0,05. A 

utilização de equipamento de proteção individual diminui ligeiramente (ausência de 

significância) a freqüência de MN entre os expostos. A diversidade de agrotóxicos que os 

trabalhadores manipulam, a ausência de um grupo controle adequado, predisposição genética, 

diferenças nos graus e rotas de exposição, utilização de EPI de forma adequada, são fatores 

comuns que dificultaram uma análise de genotoxicidade neste estudo. Desta maneira, maiores 

investigações são necessárias para melhor compreensão da saúde desta população. 

 

Palavras chave: micronúcleo, agrotóxicos, genotoxicidade, floricultores, trabalhador rural 
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Abstract 

 

 This study analyzed possible genotoxic effects of pesticides in a flower producer’s 

population of Nova Friburgo municipality, Rio de Janeiro State, through micronucleus test in 

exfoliative cells of the oral mucosa. The participants exposed occupationally and non-

occupationaly to pesticides, comprising 80 individuals, took part in the study filling out a 

structured questionnaire and providing samples of the oral epithelium. Slides were processed 

following the Feulgen-Fastgreen method, coded and analyzed for the presence of 

micronucleus (MN), broken egg (BE), bi-nucleation (Bi) and fragmentation (Fr). There was 

no significant difference between direct and non-exposed occupational individuals. The 

average frequency of nuclear abnormalities of this population was MN: 0.08 ± 0.1, BE: 0.05 ± 

0.14, Bi: 0.86 ± 0.57; Fr: 0.05 ± 0.11. There was any kind of association between the 

frequency of micronuclei and smoke, drink, sex, age, exposure time and diet variables. 

However, people who detected smell of pesticides in their homes, regardless of using or not 

pesticides in their work, showed a higher concentration of MN with p-value of 0.05. The use 

of personal protective equipment reduces slightly (but it is not significant) the frequency of 

MN between the exposed. The diversity of pesticides manipulated by workers, the lack of an 

appropriate control group, genetic predisposition, differences in exposure degrees and routes, 

appropriate use of PPE, are common factors that hampered a genotoxic analysis in this study. 

In this way, more investigations are necessary to better comprehend this population’s health. 

 

Keyword: micronucleus, pesticides, genotoxicity, flower producers, rural workers 
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1.0 - Introdução:___________________________________________________________ 

 

 A população mundial tem crescido e alcançou o marco de aproximadamente 

6.759.178.525 pessoas em 2009 (U.S. Census Bureau, International Data Base1). E para 

atender a este enorme contingente, é necessária uma produção mínima e eficiente de 

alimentos para garantir o bem-estar e sobrevivência da espécie humana. 

 A história da agricultura inicia-se há mais de 10 mil anos atrás. Com a domesticação 

de plantas, os homens nômades substituíram a vida de caçadores e coletores e adotaram o 

modo de vida sedentário. A data, as causas e a maneira com que se deu este início são 

bastante controversas e há diferenças nos relatos de estudos que variam para cada região em 

questão (Flannery²; Smith³). 

 Acredita-se que a transição da vida humana de caçadores e coletores para uma vida 

agrícola foi gradual (Smith³), onde a mudança climática tenha tido um papel-chave que 

impulsionou e levou a domesticação de plantas (Pringle4).  

 No período de 11.000 A.C, após o último período glacial, a Terra transformou-se, 

apresentando longas estações secas o que teria favorecido plantas anuais. Estas plantas 

morriam no período da seca deixando grãos ou tubérculos que possuíam grandes reservas 

energéticas, e estas constituíram uma excelente fonte de alimentação, cuja abundância 

permitiu que caçadores coletores se fixassem nestas áreas (Araus5; Balter6). 

Independente da forma de como ela surgiu, hoje a agricultura é um ramo importante 

do setor primário que constitui uma atividade essencial e ocupa grandes extensões 

territoriais dos países ao redor do mundo. Para atingir tal demanda, existem inúmeros 

recursos que são empregados pelo homem, como o melhoramento genético vegetal, novos 

maquinários, fertilizantes, agrotóxicos, mão-de-obra especializada, entre outros. 

 Assim como a agricultura, a utilização de agrotóxicos também data de longos anos, 

onde há relatos de utilização de agrotóxicos desde antes de 2.500 A.C. O primeiro agrotóxico 

conhecido foi o elemento enxofre em pó utilizado na China. Posteriormente, outras 

substâncias como chumbo, mercúrio e arsênio também foram utilizados (Klaassen7; 

Hodgson8). 

 O diclorodifeniltricloroetano (DDT), descoberto por Paul Muller em 1939, tornou-se o 

agrotóxico mais utilizado no mundo. Em 1940 iniciou-se a era dos agrotóxicos sintéticos. 

Desde então, estes vêm sendo aplicados e continuamente desenvolvidos. 
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1.1- Agrotóxicos: 

  

O termo “agrotóxico”, de acordo com a Lei Federal n° 7.802 de 11/07/89, 

regulamentada pelo Decreto nº 4.074 de 04/01/2002, no seu artigo 1, inciso IV, é definido 

como: produtos e componentes de processos físicos, químicos ou biológicos destinados ao 

uso nos setores de produção, armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas 

pastagens, na proteção de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também 

em ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da 

flora e da fauna, a fim de preservá-la da ação danosa de seres vivos considerados nocivos, 

bem como substâncias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores 

e inibidores do crescimento. 

 

1.1.1- Classificação dos agrotóxicos: 

 

  Os agrotóxicos podem ser classificados i) quanto à sua ação, ii) quanto ao grupo 

químico a que pertencem e iii) quanto a sua toxicidade, sendo que no Brasil, a classificação 

toxicológica está a cargo do Ministério da Saúde. Sua classificação quanto a sua ação e 

grupamento químico de acordo com o Manual de Vigilância da Saúde de Populações 

Expostas a Agrotóxicos (OPAS9) está representada abaixo: 

 

i) Quanto à sua ação: 

 

a) lnseticidas: possuem ação de combate a insetos e larvas. Os inseticidas pertencem a 

quatro grupos químicos distintos: organofosforados, que são compostos orgânicos 

derivados do ácido fosfórico, do ácido tiofosfórico ou do ácido ditofosfórico, carbamatos, 

que são derivados do ácido carbâmico, organoclorados, que são compostos à base de 

carbono, com radicais de cloro e piretróides, que são compostos sintéticos que apresentam 

estruturas semelhantes a piretrina, substância existente nas flores do Chrysanthmum 

(pyrethrum) cinenariaefolium (Klaassen7; Caldas10; Hodgson8). 

 

b) Fungicidas: combatem fungos. Existem muitos fungicidas no mercado. Os principais 

grupos químicos são: etileno-bis-ditiocarbonatos, trifenil estânico, captan e 

hexaclorobenzeno. 
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c) Herbicidas: combatem ervas daninhas. Nas últimas duas décadas, este grupo tem tido 

uma utilização crescente na agricultura. Seus principais representantes são: paraquat, 

glifosato, pentaclorofenol, derivados do ácido fenoxiacético e dinitrofenóis (Hodgson8). 

 

Outros grupos importantes compreendem: 

d) raticidas (dicumarínicos): utilizados no combate a roedores. 

e) acaricidas: ação de combate a ácaros diversos. 

f) nematicidas: ação de combate a nematóides. 

g) molusquicidas: ação de combate a moluscos, basicamente contra o caramujo da 

esquistossomose. 

h) fumigantes: ação de combate a insetos, bactérias: (fosfetos metálicos [fosfina] e 

brometo de metila). 

  

ii) Quanto ao grupamento químico: 

 

a) Organoclorados: Incluem compostos químicos como clordano, DDT, pentaclorofenol, 

mirex, aldrin, dieldrin e hexaclorobenzeno. São substâncias químicas derivadas do 

petróleo, sendo pouco solúveis em água e solúveis em solventes orgânicos. Possuem 

uma lenta degradação, com grande potencial de contaminação de solo e água 

subterrânea, por serem pouco voláteis, terem boa estabilidade química, baixa taxa de 

biotransformação e degradação. Tais características favorecem assim sua 

bioacumulação e biomagnificação na cadeia alimentar (Klaassen7). 

b) Organofosforados: São substâncias químicas que atuam como inibidores da 

acetilcolinesterase, acumulando acetilcolina no tecido nervoso e órgãos efetores. São 

compostos constituídos de ésteres de ácido fosfórico ou ésteres de ácido tiofosfóricos 

(ex. malation, paration e metil paration). (Klaassen7). 

c) Carbamatos: São agentes como Carbaril e aldicarb, que são ésteres de N-metil (ou N, 

N-dimetil) de ácido carbâmico, onde sua toxicidade varia de acordo com o grupo 

álcool ou fenol. O modo de ação dos carbamatos também se dá pela inibição da 

acetilcolinesterase (Klaassen7). 

d) Piretróides: Possui uma boa atividade como inseticida e um de seus representantes 

mais conhecidos é a permetrina. São derivados sintéticos da piretrina, obtida a partir 

de extratos do crisântemo. Atuam sobre as membranas dos nervos pela modificação do 

canal de sódio potássio, retardando a despolarização da membrana (Klaassen7). 

e) Fenoxiacéticos/Clorofenox: São utilizados como herbicidas, que mimetizam a ação de 
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auxinas, um hormônio vegetal de crescimento. Alguns agentes conhecidos são: ácido 

2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D), utilizado como agente laranja na Guerra do Vietnã, e 

ácido 4cloro-o-toloxiacético (MCPA). (Klaassen7, Hodgson8). 

f) Bipiridilos: Alguns agentes conhecidos são o paraquat, mofaquat e diquat, utilizados 

como herbicidas de contato não-seletivo, dessecando as ervas sobre as quais foi 

aplicado (Hodgson8). 

 

ii)  Quanto a sua toxicidade: 

 

 Esta classificação é baseada no perigo que cada agrotóxico apresenta na composição e 

formulação, na qual a toxicidade tem como parâmetro a DL50, que por definição é a dose que 

mata 50% dos animais em experimentação (WHO11). 

a) Classe Ia: Extremamente Perigoso – Ex. aldicarb (carbamato) e paration 

(organofosforado) 

b) Classe Ib: Altamente Perigoso – Ex. carbofuran (carbamato) e zeta-cipermetrina 

(piretróide). 

c) Classe II: Moderadamente Perigoso- Ex. azociclotin (organotin) e clordane 

(organoclorado). 

d) Classe III: Levemente Perigoso- Ex. azametifos (organofosforado) e alletrin 

(piretróide). 
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2.0- Impactos sobre a saúde__________________________________________________ 

 

Embora os agrotóxicos tenham a finalidade de otimizar a produção agrícola, o seu uso 

indiscriminado representa um risco em potencial para a saúde humana e o ambiente. Existem 

relatos de casos graves de intoxicação por exposição direta ou indireta a esses agentes e, por 

tanto, constituem um grave problema de saúde pública (Soares12; Araújo13, Paolini14; Heng15; 

Koifman16).  

Os possíveis efeitos causados pela exposição a agrotóxicos variam quanto à condição 

da exposição, a freqüência, a predisposição, o estado do indivíduo exposto e a substância a 

qual foi exposto. A sintomatologia mais freqüente da intoxicação aguda por agrotóxicos 

envolve cefaléia, fraqueza, dor abdominal, tonturas, tremores e paralisias (OPAS9). 

Hoje, os agrotóxicos estão presentes no mundo todo e utilizados não apenas na 

agricultura, mas também sob forma de produtos químicos para o controle de vetores de 

doenças ou ainda como repelentes, entre outros, o que torna sua abrangência ainda maior 

(Pastor17). 

 

2.1- Casos de intoxicação: 

 

A tabela 1, a seguir, mostra os dados mais recentes do Sistema Nacional de 

Informações Tóxico-Farmacológicas (SINITOX18), referente ao número de casos de 

intoxicação humana causada por agrotóxicos de uso agrícola no período de 1995 a 2003:  

Pode-se observar que os casos de intoxicação são crescentes, sugerindo que a 

exposição aumenta ao longo do tempo. Visto que existe a possibilidade de haver casos não 

registrados oficialmente, o número real de intoxicação pode ser ainda maior. 

Normalmente, a internação e o registro da pessoa ocorrem quando esta apresenta 

sintomas clínicos de intoxicação aguda. Entretanto em casos de intoxicação crônica, onde a 

exposição ao agrotóxico é decorrente do uso ao longo de vários anos e os efeitos são tardios, é 

muito difícil a sua determinação dada a sintomatologia vaga e difusa apresentada por uma 

pessoa intoxicada nestas condições (Levigard19). Este fato dificulta os estudos investigativos 

sobre os efeitos relacionados à exposição crônica, a caracterização do aspecto clínico da 

intoxicação crônica e a captação de informações sobre o efeito crônico (Faria20). 

Além disso, fatores sociais, econômicos e culturais exercem um importante papel nos 

casos de intoxicação com os agrotóxicos (Peres21). 
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Tabela 1: Números de casos registrados de intoxicação humana por agrotóxicos (SINITOX18)  

 

2.2- Efeitos Crônicos 

 

Os efeitos crônicos apresentam um quadro clínico indefinido e de difícil diagnóstico 

(OPAS9), e seus efeitos subletais são elicitados por mecanismos que são distintos daqueles de 

uma intoxicação aguda (Hodgson8). Depende do tipo da substância, sua quantidade, via e 

duração de exposição e do estado de saúde do exposto, causando efeitos de natureza diversa: 

• Neurológicos – substâncias que causam alterações no sistema neurológico como: 

neuropatia tardia, cefaléia, diminuição da memória, alteração de sono, 

desorientação e alterações psíquicas (Caldas10); 

• Disruptores endócrinos - um agente exógeno que interfere na produção, transporte, 

liberação, metabolização, ligação, ação, ou eliminação de hormônios naturais 

responsáveis pela manutenção da homeostase e regulação dos processos de 

desenvolvimento (Kavlock22); 

• Imunológicos – substância que provocam alterações no sistema imune: queda da 
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resposta imune humoral, redução na quimiotaxia de polimorfonucleares, aumento 

na infecção do trato superior respiratório, susceptibilidade a patógenos e reações 

de hipersensibilidade; 

• Teratogênicos - são substâncias capazes de interferir no processo de 

desenvolvimento durante o estágio embrionário, prejudicando a etapa da 

histogênese e organogênese (OPAS9) 

• Carcinogênicos - provocam eventos moleculares que podem levar a alterações 

celulares culminando numa proliferação celular descontrolada e eventualmente a 

um estado clínico de doença (Hodgson8). 

• Genotóxicos – provocam danos ao material genético que podem se perpetuar 

através das células-filhas ou causar apoptose. 

• Mutagênicos – são substâncias que causam a mutagênese, que consiste de uma 

alteração estrutural do DNA, em que a proliferação celular fixa a alteração e a 

transfere para as células-filhas. A alteração causada não é necessariamente 

prejudicial ao organismo. 

 

2.3 – Genotoxicidade dos agrotóxicos 

 

 Os agrotóxicos são substâncias largamente utilizadas na agricultura para proteger as 

plantações e na saúde pública para controlar doenças. Eles constituem um dos maiores grupos 

de substâncias tóxicas que são intencionalmente aplicados no ambiente para combater as 

pragas que atacam as plantas. Além disso, é sabido que muitos dos agrotóxicos possuem o 

potencial de atingir organismos não-alvos, incluindo os humanos (Sailaja23). 

Estes agentes possuem em sua composição moléculas biologicamente ativas, que 

podem interagir com o DNA e danificar sua estrutura. Tal interação pode ser crítica para a 

manifestação de propriedades genotóxicas dos agrotóxicos. Alterações ao nível molecular 

podem ser indicativos de lesões ao material genético, os quais podem incluir: troca de 

cromátides irmãs, formação de micronúcleos, aberrações cromossômicas, aneuploidia, etc. 

(WHO24) e seu monitoramento se faz necessário para evitar num possível desenvolvimento de 

uma doença. 

A genotoxicidade dos agrotóxicos tem sido relatada tanto em testes de sistemas in vivo 

quanto em in vitro (apud Sailaja23), detectada através de diversos ensaios: ensaio cometa, 

troca de cromátides-irmãs, teste Ames, aberração cromossômica, micronúcleo e entre outros. 

Ao investigar as propriedades genotóxicas dos agrotóxicos, pode se quantificar e 

qualificar as alterações do material genético e utilizá-lo como biomarcador, monitorando a 
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“saúde” do material cromossômico. Entretanto, o acúmulo de mutações críticas, induzidos ou 

não por fatores xenobióticos, pode levar a alterações de genes que são chaves no controle do 

ciclo celular e ameaçar a estabilidade genômica, onde o desfecho pode ser o desenvolvimento 

do câncer (Fenech25). A presença de morfologia nuclear anormal que exibem pontes 

nucleoplasmicas, micronúcleo e bolhas nucleares são indicativos de instabilidade genômica 

dentro da célula (Fenech25). 

Podemos observar que na literatura há numerosos artigos que relataram encontrar uma 

freqüência de micronúcleos maior frente à exposição aos agrotóxicos (Ergene26; Gómez-

Arroyo27; Pacheco28; Costa29; Sailaja23; Kehdy30; Mattiuzzo31; Bhalli32; Costa33; Tope34; 

Feng35; Zeljezic36). Desta forma, é interessante o monitoramento da população exposta a essas 

substâncias. 

 No levantamento sobre agrotóxicos realizado pela Agência Internacional para 

Pesquisa sobre Câncer (IARC) (WHO37) observa-se que muitos dados a respeito de 

carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade e efeitos sobre cromossomos não estão 

disponíveis ou são insuficientes para se avaliar o impacto destas substâncias sobre a saúde 

humana. Calcula-se que mais de 25% dos agrotóxicos são classificados como oncogênicos 

segundo a IARC37. Face a insuficiência de informações e a dificuldade de desenvolver 

estudos de efeitos de longo prazo a respeito dos agrotóxicos, é interessante todas as tentativas 

de se estudar estas substâncias, agregando desta forma, novas informações ao conhecimento. 
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3.0- Justificativa:___________________________________________________________ 

 

Os agrotóxicos são empregados em diversos setores, como agropecuário, saúde 

pública, firmas desintetizadoras, transporte e comércio, indústrias, etc., e o Brasil é um dos 

principais países consumidores destas substâncias, principalmente na agricultura (OPAS9). 

 

3.1- Agrotóxicos utilizados no Brasil: 

 

 No Brasil, as vendas de agrotóxicos têm crescido nos últimos anos atingindo a marca 

de U$4.243.748 no ano de 2005, registrado pela utilização de 3,2kg por hectare, sendo os 

herbicidas os mais consumidos segundo o Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para 

Defesa Agrícola (SINDAG38). 

O Brasil é um país com economia fortemente caracterizada pela exportação de 

produtos agrícolas, ocupando o quinto lugar no ranking mundial, sendo que esta atividade 

responde por 33% do produto interno bruto brasileiro (PIB) (Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento – MAPA39). Para atender a esta produtividade, existe uma demanda 

por insumos que são necessários para o desempenho desta atividade, dentre eles, a utilização 

de agroquímicos, como os agrotóxicos. O Brasil é um dos maiores consumidores mundiais de 

agrotóxico (Faria20), ocupando o oitavo lugar no mundo (uso por hectare plantado) 

(SINDAG38). 

No Brasil, a escassez de informações sobre o consumo de agrotóxicos, bem como 

sobre intoxicações por estes produtos constituem uma parte dos problemas. Além disso, a 

dificuldade de acesso de trabalhadores rurais aos centros de saúde e diagnósticos incorretos 

são fatores que contribuem para a subnotificação das intoxicações agudas (Faria20; OPAS9). 

Como os agrotóxicos são poluentes ambientais e a exposição a estes poluentes podem 

aumentar a freqüência de danos genéticos em uma dada população (Aleem40; Pitarque41), 

contaminando não só os alimentos na forma residual como também o próprio ambiente onde é 

aplicado, há preocupação com o risco de exposição à população e à ecologia local (Peres21). A 

importância de um monitoramento ambiental se faz necessário, de modo a haver uma 

avaliação eficiente a fim de assegurar uma qualidade de vida que é diretamente dependente do 

ambiente em que o homem se encontra inserido. 

Nas atividades agrícolas é possível observar a utilização intensiva de agrotóxicos, sem 

os cuidados necessários, o que tem contribuído para o aumento das intoxicações ocupacionais 

e a degradação ambiental, sendo um dos principais problemas de saúde pública no meio rural 

brasileiro (Araújo13; Oliveira-Silva42; Faria43; Delgado & Paumgartten44). 
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Estudos têm demonstrado ocorrência de casos de intoxicação ocupacional de pessoas 

expostas a agrotóxicos (Delgado & Paumgartten44; Bréga45) trazendo preocupações para a 

saúde desta população. É de grande interesse o monitoramento quanto aos efeitos genotóxicos 

potencialmente induzidos por agrotóxicos, pois existe a possibilidade de danos desta natureza 

evoluir para doenças que terminem por trazer custos tanto para a saúde do indivíduo quanto 

para a saúde pública, como o câncer por exemplo (Bonner46; Šrám47). 

A utilização de um teste de diagnóstico precoce pode tornar-se um meio de evitar a 

continuidade da exposição e com isso, o agravamento do estado de saúde. Neste caso, o teste 

de micronúcleo tem sido amplamente empregado como biomarcadores de efeitos para danos 

cromossomiais e estabilidade genômica em populações humanas (Bonassi48; Andrade49; 

Holland50) Estas alterações citogenéticas podem preceder danos estruturais e a detecção dos 

mesmos permite a identificação precoce de uma exposição e a intervenção para prevenção de 

um efeito grave, a doença (Amorim51). 

Este biomarcador citogenético, presente em diversos estudos epidemiológicos 

(Neresyan52; Gómez-Arroyo27; Lucero53), fornece então medidas de danos genotóxicos. Uma 

vez que os eventos relacionados com a formação do micronúcleo podem ocasionar ativação 

de protooncogenes ou deleção de genes supressores de tumor, estes podem ser considerados 

fenômenos antecedentes ao desenvolvimento de neoplasias (Andrade49; Hagmar54; Prasad55).  

Desta forma, este teste vem recebendo importância em estudos de monitoramento de 

populações expostas a substâncias genotóxicas (Ergene26; Reis56; Andrade49; Feng35; 

Neresyan57; Pacheco28; Minissi58; Zúñiga59; Smaka-Kincl60), que podem levar a alterações 

celulares de ordem genética, constituindo eventos-chave no papel da carcinogênese. 

O teste de micronúcleo, frente aos outros testes, demonstra ser um método não-

invasivo executável em humanos, indolor, simples e de baixo-custo, que pode ser utilizado 

como uma ferramenta ou marcador biológico (Prasad61; Andrade49), na detecção de exposição 

ocupacional a agentes genotóxicos (Sailaja23; Costa29). 

 

3.2 – Teste de Micronúcleo 

 

 O teste de micronúcleo baseia-se no princípio de que os micronúcleos são pequenas 

partículas consistindo de fragmentos acêntricos de cromossomos ou cromossomos inteiros, os 

quais permanecem na anáfase da divisão celular. Após a telófase, estes fragmentos podem ou 

não ser incluídos no núcleo das células filhas formando simples ou múltiplos micronúcleos 

(Figura 1) no citoplasma (US FDA62; Schmid63; Von Ledebur64). Os micronúcleos aparecem 

nas células filhas em decorrência de danos induzidos nas células parentais (Ribeiro65).  
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 É muito utilizado como teste para estudo de compostos que causam quebras 

cromossômicas (clastogênese) e ou que interfiram na capacidade mitótica da célula 

(Hodgson8), funcionando como um biomarcador de efeito. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Células da mucosa oral humana. (Thomas66) 

 

A avaliação de micronúcleos pode ser realizada em diferentes tipos de tecidos 

podendo apresentar uma freqüência distinta de micronúcleos, ainda que a avaliação seja 

realizada num mesmo organismo. Este tipo de análise pode ser realizado retirando-se 

amostras de células humanas do epitélio bucal e do tecido sangüíneo (Tucker67). 

 No epitélio bucal, que é um tecido pavimentoso estratificado não queratinizado, a 

ausência de queratinização significa uma maior permeabilidade, implicando num maior poder 

de absorção destas células que compõem este tecido. Para o teste de micronúcleo neste sítio, 

podem ser coletadas para análise amostras celulares oriundas da mucosa jugal e do bordo 

lateral da língua. Além disso, mais de 90% dos cânceres reportados têm origem epitelial 

(apud Rosin68). 

 O teste também pode ser aplicado no tecido sangüíneo, que é composto por células 

que circulam por todo o organismo e é responsável pelo transporte de várias substâncias. São 

utilizadas duas linhagens de células, os reticulócitos e os linfócitos. 

Pode-se considerar ainda quanto ao ensaio de micronúcleo que a realização do teste 

pode se dar in vivo e in vitro. Para tanto existem protocolos que orientam o procedimento na 

avaliação de micronúcleo quanto a esta variação da técnica descrita pela Organisation for 

Economic Co-operation and Development (OECD) e Environmental Protection Agency 

(EPA). 
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3.3 – Agrotóxicos e o Teste de Micronúcleo 

 

 Estudos a respeito de populações expostas aos agrotóxicos e a detecção de 

genotoxicidade através do teste de micronúcleo têm apresentado resultados controversos, 

alguns demonstrando uma relação positiva, ou seja, sugerindo que o aumento da freqüência 

de micronúcleo estaria relacionada com a exposição aos agrotóxicos (Ergene26; Gómez-

Arroyo27; Pacheco28; Costa29; Sailaja23; Kehdy30; Mattiuzzo31; Bhalli32 ; Costa33; Tope34; 

Feng35; Zeljezic36) e outros não demonstrando nenhuma associação significativa (Bolognesi69; 

L. Lucero53). 

 Ainda assim é difícil avaliar a genotoxicidade dos agrotóxicos, pois a exposição 

normalmente não ocorre apenas a um único agrotóxico e sim a múltiplos agrotóxicos, o que 

pode resultar numa interação de efeitos (aditivos, sinergísticos, potenciação, antagonismo 

funcional, químico, disposicional e de receptor). Estas interações então teriam um reultado 

final sobre a frequencia de micronúcleos diferente daquela que seria observada se o indivíduo 

estivesse exposto a apenas um agrotóxico. Somando-se a isto, existem outras variáveis que 

interferem na produção de micronúcleos, como ingestão de álcool, medicamentos, fumo e 

dieta (Suhas70; Reis56; Wu 71; Fenech72). 

 Dadas as dificuldades de avaliar a relação de genotixicidade dos agrotóxicos e a 

freqüência de micronúcleos em populações expostas, mais estudos são necessários para 

compreender o vínculo existente entre o trabalhador e os agrotóxicos para melhor proteger a 

saúde humana. 
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4.0 - Objetivos: ____________________________________________________________ 

 

4.1 - Objetivo Geral 

 

Analisar os efeitos genotóxicos da exposição a agrotóxicos através da utilização do 

teste de micronúcleo, em amostras obtidas da mucosa jugal junto a produtores de flores do 

município de Nova Friburgo, Rio de Janeiro.  

 

4.2 - Objetivos específicos 

 

a) Analisar a população de floricultores do município de Nova Friburgo através do 

teste de micronúcleo e outras anomalias nucleares verificando-se junto a variáveis de 

confundimento como fumo, bebida, idade, sexo, etc. (Holland50); 

b) Comparar a freqüência de micronúcleos na população estudada com aquela 

observada em uma população não-floricultora, residente no mesmo município e verificar se os 

agrotóxicos utilizados nesta atividade produzem algum dano genotóxico através do teste de 

micronúcleo nesta população; 

c) Identificar os agrotóxicos mais utilizados. 
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5.0 – Materiais e Métodos ___________________________________________________ 

 

5.1 - Desenho de estudo 

 

 Este é um estudo transversal observacional analítico constituído de uma pesquisa de 

indivíduos residentes nas propriedades floricultoras de Stucky e Colônia 61. 

O estudo foi realizado na localidade de Nova Friburgo com indivíduos voluntários, que 

trabalham com floricultura (grupo exposto ocupacional) e que não trabalham, nem manipulam 

agrotóxicos (grupo não-exposto ocupacional), verificando-se a freqüência de formação de 

células micronucleadas em ambos os grupos. 

 

5.2 - Caracterização do local 

 

O município de nova Friburgo (Figura 2) está situado na região serrana do estado Rio 

de Janeiro, região sudeste do Brasil (figura 6), contabilizando, no ano de 2002, uma 

população de 178.310 habitantes (IBGE, 2008), apresentando 12% da população residentes na 

zona rural.  A área total do município é de cerca 933 km2 sendo que destes, 5,64 Km2 foram 

destinados ao plantio de lavouras temporárias e permanentes, em 2004.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema ilustrativo do município de Nova Friburgo 

 

O pólo produtor de flores do município de Nova Friburgo / RJ congrega as localidades 

de Stucky e Colonial 61 (que, juntas, concentram aproximadamente 40 produtores) e de 

Vargem Alta (principal localidade produtora, com aproximadamente 200 produtores). A 

produção de flores da região data da década de 1950 e, segundo o Sebrae/RJ (2004), o 
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município de Nova Friburgo é hoje o segundo maior produtor nacional de flores, sendo 

superado apenas por Holambra (SP). 

 

5.3 - Populações de estudo e comparação 

 

Cerca de 80 indivíduos, entre expostos e não-expostos ocupacionais foram convidados 

a participar do trabalho, respondendo a um questionário (anexo 1) e coletando amostras de 

células da mucosa bucal, após consentimento livre e informado (anexo 2), autorizado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa sob o Parecer nº. 37/08.  

 O critério para a classificação dos indivíduos em expostos e não-expostos foi 

determinado para aqueles que trabalham ativamente na agricultura e aqueles que não 

trabalham com agricultura e nem manipulam agrotóxicos, respectivamente. 

  

5.4 - Coleta de informações 

 

A coleta de informações foi realizada através da aplicação de questionários 

diretamente ao participante do estudo. Este questionário foi composto por diversos blocos de 

perguntas. No primeiro bloco são coletadas informações pessoais (idade, raça, nível de 

escolaridade, cidade em que mora, zona da cidade que mora), o segundo bloco foi composto 

por questões relacionadas às condições de moradia, renda familiar, desinsetisação domiciliar e 

contato com produtos químicos em geral; o terceiro módulo caracterizou os hábitos de vida da 

população (hábitos de fumo, consumo de bebidas alcoólicas e prática regulares de exercício); 

com o quarto módulo foram coletadas informações sobre a exposição a agrotóxicos (distância 

da residência a lavoura, tipo de contato com agrotóxicos, atividades realizadas na agricultura, 

tipos de equipamentos de proteção utilizados, tipos de vestimenta utilizada na lavoura, 

(hábitos de higiene durante e após o contato com agrotóxicos e medidas de segurança que são 

utilizadas quando entram em contato com o mesmo). 

 

5.5 - Teste de Micronúcleo 

 

A coleta do material biológico foi realizada por meio de uma escova citológica 

(cytobrush) retirando-se a amostra do epitélio jugal direito e esquerdo, após um enxágüe bucal 

realizado com água com a função de retirar material bruto que pudesse constituir um artefato 

no momento da análise microscópica (Thomas66). 

As células de todos os indivíduos da amostra foram coletadas de sítios da mucosa oral 
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ausente de ulcerações e outras lesões visíveis (Reis56). Foram excluídos os indivíduos que 

apresentem doenças bucais visíveis que possam vir a comprometer os resultados do estudo e 

evitar riscos possíveis de agravamentos das lesões preexistentes. 

As amostras coletadas foram depositadas e transportadas em tubos Falcon (Eurotips 

Scientific) de 15mL contendo a solução tampão Tris-HCl pH 7,0 (0,01 M Tris-HCl (Merck),  

0,1 M EDTA tetrassódico (Vetec), 0,02 M cloreto de sódio (Merck)) e enviadas para o 

laboratório, onde foram então processadas. 

As amostras coletadas foram processadas conforme o protocolo descrito no artigo de 

Thomas66 e colaboradores e Holland50 e colaboradores com algumas modificações. As 

amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1000 rpm por três vezes, desprezando-se o 

sobrenadante e completando o volume de 5mL com o tampão Tris-HCl. Este procedimento 

auxilia na remoção de bactérias e restos alimentares que podem prejudicar a contagem. Cerca 

de 40µl da solução contendo as amostras foram transferidas para lâminas, secas ao ar livre por 

24 horas ou mais, e posteriormente, fixadas em metanol a 80%. 

A metodologia escolhida para a coloração foi a de Feulgen-Fast Green, que consiste na 

utilização do corante Schiff e contra-coloração de Fast-Green. Para a sua realização, as 

lâminas foram imersas em uma solução de HCl a 1N por 10 minutos a uma temperatura de 

60ºC, lavadas com água e coradas no Schiff por no mínimo uma hora e 30 minutos no escuro, 

e em seguida, lavadas com água. Após, as lâminas foram coradas com a solução alcoólica de 

Fast-Green a 0,1% por 10 segundos e lavadas em água corrente para posterior leitura. 

A escolha pelo sítio da coleta de amostra de células de origem da mucosa jugal deve-

se ao fato da facilidade da coleta do material, ser uma técnica não invasiva e de simples 

execução, onde a identificação de micronúcleos já se mostrou de grande eficiência (Fenech72; 

Speit73). 

Foram avaliadas as células e os micronúcleos de acordo com os seguintes critérios 

sugeridos por Holland50 e colaboradores: (a) perímetro redondo que sugere uma membrana; 

(b) ter menos que um terço do diâmetro do núcleo principal, mas grande o suficiente para 

discernir a forma e a cor; (c) Feulgen positivo, coloração rosa em um campo iluminado; (d) 

intensidade de coloração similar ao do núcleo; (e) textura similar ao do núcleo; (f) mesmo 

plano focal que o núcleo; (g) ausência de sobreposição, ou ligação com o núcleo. Além disso, 

outras alterações nucleares que indicam danos no DNA foram analisadas e contabilizadas: (a) 

broto nuclear (“broken egg”); (b) célula binucleada; (c) núcleo fragmentado (Holland50). 

 A análise consistiu de uma avaliação de no mínimo 1000 células de cada duplicata da 

amostra. Na análise, foram consideradas variáveis como bebidas, medicamentos, idade, sexo e 

fumo como potenciais fatores de confundimento (Wu71; Lucero53).  
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5.6 - Análise Estatística 

 

 As análises estatísticas foram efetuadas utilizando-se o software BioStat 2008 v. 5. 

Primeiramente, procedeu-se o cálculo das freqüências (análise univariada) totais de 

micronúcleos e outras alterações citogenéticas nos grupos estudados. 

 Foram realizados cálculos para observar a distribuição da freqüência de micronúcleos 

e outras anormalidades nucleares dentro deste grupo 

Foram comparadas médias de freqüência relativa de variáveis como fumo, bebida, 

horas de trabalho, sexo, etc. obtidas no questionário segundo micronúcleo, broken egg, 

células binucleadas e núcleo fragmentado, almejando-se o intervalo de confiança de 95%. 
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6.0 - Resultados ____________________________________________________________ 

 

 Esta população é composta por muitos descendentes europeus, muitos deles suíços. A 

população participante pode ser caracterizada conforme o quadro abaixo: 

Características Homens Mulheres 
n 68 12 

Idade média (anos) 42,32 45,25 
Nível educacional  

Analfabeto 
E. fundamental incompleto  
E. fundamental completo  

E. médio completo 
E. médio completo 

 
12%  

63,83%  
8,51% 

 0 
2,12%  

 
16,6% 
66,66% 

0 
16,6% 

0 
Relação de trabalho 

Proprietário 
Empregado 

Meeiro 
Ajuda família 

 
56,25% 
20,83% 
8,33% 
14,58% 

 
12,5% 
25% 

12,5% 
50% 

Tempo médio de trabalho 
(anos) 

21,17 21,57 

Tabela 2: Característica do grupo estudado 

 

 Neste trabalho, o número de participantes que responderam ao questionário totalizou, 

entre expostos e não exposto ocupacionais, 52 pessoas, representando um percentual de 35% 

que não responderam. Dentre as pessoas que responderam ao questionário, 45 pessoas 

assumiram trabalhar diretamente com o agrotóxico e sete não manipulavam ou trabalhavam 

diretamente com agrotóxicos, constituindo então a amostra controle. O número de pessoas 

que forneceram amostra biológica, entretanto, foi maior, constituindo um grupo de 80 

indivíduos. 

Ao analisar os dados, foi possível observar por meio do questinário que as pessoas que 

constiuíam o grupo controle não eram adequados para tal classificação. Ainda que tenham 

afirmado não manipular agrotóxicos, estas pessoas residiam muito próximos à área rural, 

sendo então expostas indiretamente. Considerando isto, todas as pessoas participantes deste 

trabalho são consideradas expostas, 45 de forma direta e sete de forma indireta. 

 

6.1 –Freqüência de danos citogenéticos 

 

 Primeiramente, com fins de caracterização quanto aos danos citogenéticos desta 

população, os dados da freqüência de micronúcleo (MN) (Figura 3), broken egg (BE) (Figura 

4), células binucleadas (BiN) (Figura 5) e células com o núcleo fragmentado (Fr) (Figura 6) 
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Distribuição da Freqüência de Micronúcleos
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foram graficamente representados com o seguinte resultado: 

Verifica-se que freqüência de micronúcleos nesta amostra apresenta uma distribuição 

onde 33,75% não apresentaram micronúcleos e 76,25% apresentaram alguma freqüência 

destes, principalmente na faixa de 0,5 a 2,5 MN/100 células analisadas. 

A presença de valores não inteiros para a frequencia de danos citogenéticos se deve à 

transformação dos valores brutos em proporção de x alterações para cada 100 células 

avaliadas, com a finalidade de padronizar as médias comparadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Freqüência de micronúcleos num total de 80 indivíduos analisados 

 

 Com relação aos broken eggs, do total de 80 indivíduos analisados, 47 (58,75%) não 

apresentaram qualquer tipo de dano e apenas uma amostra apresentou um número muito alto 

em comparação aos demais. 
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Figura 4: Freqüência de Broken egg num total de 80 indivíduos analisados. 

 

Já no que tange a freqüência de células binucleadas, foi observado que a maioria dos 

indivíduos analisados aprtesentaram tal alteração. Quantitativamente, cerca de 90% da 

amostra, apresentou uma frequência entre 2 e 15 células com a alteração para cada 100 células 

analisadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Freqüência de células binucleadas num total de 80 indivíduos. 

 

Por fim, 48 indivíduos não apresentaram alterações do tipo núcleo fragmentado. 

Entretanto, mais uma vez, algumas poucas amostras apresentaram alterações bastante 

elevadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Freqüência de células com núcleo fragmentado num total de 80 indivíduos 
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Distribuição da Freqüência de Micronúcleos
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6.2 – Análise das médias 

 

Uma vez que neste trabalho não há um grupo controle adequado, recorreu-se a 

literatura à procura de um grupo controle que pudesse servir como parâmetro de comparação. 

Optou-se pelos resultados obtidos por Gómez-Arroyo e colaboradores (2000), que analisaram 

a frequencia de micronúcleos entre floricultores mexicanos e verificaram uma diferença 

significante entre os expostos e não expostos. 

Além disso, para fins complementares, foi incluido um grupo denominado 

indeterminado, oriundo de indivíduos que não responderam ao questionário, porém 

contribuíram fornecendo amostra biológica para análise (n=28). 

O grupo denominado exposto apresentou uma média de 0,084 MN/100 células 

(sd:0,091), enquanto que os expostos indiretos apresentaram 0,057 MN/100 células (sd: 

0,055). Já os de exposição indeterminada apresentaram média de 0,071 MN/100 células (sd: 

0,128). Por fim, o grupo controle, oriundo de Gómez-Arroyo27 e colaboradores, apresentou 

média de 0,037 MN/100 células (sd: 0,023). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Média da freqüência relativa de micronúcleos e seus desvios-padrão. 

 

Para realização das comparações, primeiramente verificou-se que a distribuição da 

freqüência de micronúcleos não segue uma distribuição normal, assumindo-se então uma 

distribuição não paramétrica. Em seguida, foi realizada a comparação de freqüência de 

micronúcleos através do teste de Kruskal-Wallis ANOVA, entre expostos, expostos indireto, 

indeterminado e controle, obtendo-se os sguintes resultados: 
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Comparação Múltipla de amostras MN 

 n Média e DP   

Exposto 45 0,08±0,09   
Exposto Indireto 7 0,06±0,05  p = 0,64 
Indeterminado 28 0,07±0,13 G.L. 2 p = 0,23 
Controle 30 0,37±0,23 G.L. 3 p = 0,32 
Total 110 0,58±0,15   

 

Tabela 3: Análise de variância Kruskal-Wallis de micronúcleos entre os diferentes grupos 

  

O p-valor de 0,32 indica que não há uma diferença significativa entre as amostras 

comparadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Ao analisar os expostos, expostos indiretos 

e controle, também houve ausência de diferença entre as amostras, com p-valor de 0,23. 

O mesmo ocorre quando se utilizou o teste de Mann-Whitney para verificar se há 

diferença na freqüência de micronúcleos entre os expostos e expostos indireto, com o p-valor 

de 0,6. Quanto às outras anormalidades nucleares, não foram encontradas diferenças 

significantes entre as amostras comparadas. 

 

6.3 – Danos Citogenéticos e variáveis 

 

 No gráfico abaixo podemos observar que o aumento no tempo (horas/semana) de 

aplicação de agrotóxicos não implica numa freqüência maior de micronúcleos nos 

floricultores de Nova Friburgo. 

 

Figura 8: Dispersão da freqüência de MN/100 por horas de trabalho (n=34) 
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O tempo, em anos, de manipulação de agrotóxicos também não apresentou nenhuma 

associação com a frequencia de micronúcleos (Figura 9) 

 

Figura 9: Freqüência de MN/100 por tempo de exposição (n=34) 

 

Os resultados da comparação de médias de danos citogenéticos, segundo o critério de 

exposição e fumo, estão graficamente demonstrados na figura 10: Podemos observar através 

do gráfico que as pessoas classificadas como expostos indiretos, de uma maneira geral, 

apresentam danos citogenéticos num nível maior que os expostos direto, ainda que de modo 

discreto. 
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Figura 10: Freqüência de danos citogenéticos para as variáveis fumo e exposição ao 

agrotóxico (n=45). 

 

Ao analisarmos a freqüência de micronúcleos segundo a idade dos indivíduos, 

observamos uma ausência de correlação entre estas duas variáveis (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Distribuição da freqüência de MN/100 células segundo a idade (n=56) 
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 A distribuição da freqüência de micronúcleos segundo o sexo, apresentou para os 

homens uma média de 0,09 e um desvio-padrão de 0,11 e para as mulheres uma média de 

0,04 com um desvio-padrão de 0,04 (Figura 12). Abaixo, uma tabela com o resultado 

estatístico comparando a freqüência deste dano genético entre homens e mulheres, onde se 

observou que não há uma diferença significativa entre eles, com p-valor de 0,27 para o teste 

de Mann-Whitney. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 12: Média de freqüência de MN/100 células segundo o sexo (n=80). 

 

 

 

  

 

 Tabela 4: Comparação da freqüência de MN/100 células entre homens e mulheres 

 

 A figura 13 apresenta a distribuição de danos citogenéticos, numa amostra de 44 

indivíduos da região, segundo a exposição fumo e bebida, onde se nota uma concentração 

ligeiramente maior de danos do tipo micronúcleo e uma grande alteração para células 

binucleadas em pessoas que afirmaram não fumar e não beber. 

 

Comparação de duas amostras segundo MN 
 n Média e DP   
Homens 68 0,09±0,11   
Mulheres 12 0,04±0,04   
     
Total 80   p = 0,27 
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Figura 13: Danos citogenéticos presentes segundo fumo e bebida (n=44). 

 

 

 No que tange ao uso de EPI, podemos observar que, exceto para células binucleadas, 

os danos citogenéticos apresentam-se ligeiramente superiores para quem não utiliza 

equipamento de proteção individual (EPI) ao aplicar agrotóxicos. Entretanto, as diferenças 

não foram significativas: Mann-Whitney, com p-valor igual a 0,8; 0,3; 0,3; 0,3 para as 

respectivas alterações celulares (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Média da freqüência de danos citogenéticos segundo a utilização de EPI (n=44) 
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O consumo de carne, principalmente vermelha, parece ter influenciado a frequencia de 

micrinúcleos. Os indivíduos que reportaram um alto consumo de carne também apresentaram 

maior frequencia de MN que o grupo de menor consumo. Entretanto, tal diferença Ao 

comparar a freqüência de distribuição de micronúcleos do grupo que menos ingere carne com 

o grupo que ingere mais, não foi achada nenhuma diferença significativa, com p-valor 0,18 no 

teste Mann-Whitney. E p-valor de 0,31 no teste de Kolmogorov-Smirnov (Figura 15). 
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Figura 15: Distribuição da freqüência de micronúcleos segundo a ingestão de carne vermelha 

e peixe (n=56). 

  

 

6.4 – Agrotóxicos mais Utilizados 

 

 Foi realizado um levantamento dos agrotóxicos mais utilizados na região e 

classificados segundo o tipo, produto, número de usuários, classe toxicológica e grupamento 

químico. 
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Tipo Produto Nº 
usuários 

Classe (WHO) Grupo Químico 

Inseticida Tamaron 10 II - Altamente Tóxico Organofosforado 

 Stron 3 I - Extremamente Tóxico Organofosforado 
 Decis 7 III - Medianamente Tóxico Piretróide 
 Vertimec 10 III - Medianamente Tóxico Avermectina 
 Confidor 1 IV - Pouco Tóxico Piretróide 
 Orthene 1 IV - Pouco Tóxico Organofosforado 
 Folisuper 10 I - Extremamente Tóxico Organofosforado 
 Fastac 2 II - Altamente Tóxico Piretróide 
 Microzol 1 IV - Pouco Tóxico Inorgânico 
 Folidol 1 I - Extremamente Tóxico Organofosforado 
 Astro 1 III - Medianamente Tóxico Organofosforado 
Fungicida Dithane 27 III - Medianamente Tóxico Ditiocarbamato 
 Censor 7 III - Medianamente Tóxico Imidazolinona 
 Forum 23 III - Medianamente Tóxico Morfolina 
 Orthocide 2 I - Extremamente Tóxico Dicarboximida 
 Polyram 1 III - Medianamente Tóxico Ditiocarbamato 
 Curzate 1 III - Medianamente Tóxico Ditiocarbamato 
 Antracol 2 II - Altamente Tóxico Ditiocarbamato 
 Sportak 1 I - Extremamente Tóxico Imidazolilcarboxamida 
 Titanium 2 IV - Pouco Tóxico Estrobilurina 
 Mancozeb 1 II - Altamente Tóxico Ditiocarbamato 
 Amistar 3 IV - Pouco Tóxico Estrobilurina 
 Midas 1 II - Altamente Tóxico Ditiocarbamato 
Herbicida Glifosato 1 IV - Pouco Tóxico Glicina substituída 
 Tordon 2 I - Extremamente Tóxico Ácido ariloxialcanóico 
Espalhante Adesil 1 I - Extremamente Tóxico Alquil fenol poliglicol éter 

 

Tabela 5: Levantamento dos agrotóxicos utilizados pelos floricultores de Nova friburgo/RJ 

  

 

6.5 – Imagens das células 

 

 Verificamos a seguir as imagens das amostras obtidas de diferentes indivíduos da 

população floricultora de Nova Friburgo. 

 Todas as amostras apresentam células coloridas com Schiff, e apenas as imagens 1C, 

1E e 1F foram contra-coloridas com fast-green, exibindo uma coloração esverdeada no 

citoplasma e núcleo azulado. 

 Todas as imagens foram obtidas no aumento de 200x (objetiva de 20 e ocular de 10) 

no microscópio Olympus BX-51. 
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Imagens 1: 1A – célula com micronúcleo; 1B – célula com micronúcleo; 1C – células 
normais; 1D – célula com broken egg; 1E – célula com núcleo fragmentado; 1F – célula com 
núcleo fragmentado com filtro de fase 2; 1G – célula binucleada; 1H – célula normal 
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7.0 – Discussão_____________________________________________________________ 

 

Os danos citogenéticos têm sido propostos como parâmetros para avaliação de efeitos 

genotóxicos de agentes químicos e físicos. Neste sentido, o teste de micronúcleo em células 

exfoliadas provenientes da mucosa oral tem sido empregado como uma ferramenta valiosa na 

detecção de danos genéticos causados por exposição ambiental, estilo de vida e 

procedimentos médicos (Speit73; Suhas70; Nersesyan57).  

 A mucosa oral é composta por um epitélio com regiões queratinizadas, como a 

gengiva e o palato duro e regiões não queratinizadas, como bochecha e assoalho oral. Sua 

camada basal é mitoticamente ativa para recompor a mucosa que atua como uma barreira 

permeável aos xenobióticos, onde as células levam aproximadamente 14 dias para atingir a 

superfície epitelial (Speit 73;Squier74). 

 A detecção de micronúcleos em células epiteliais exfoliadas requer que o agente 

genotóxico ultrapasse a barreira e alcance a camada basal que possui atividade mitótica 

elevada, induzindo danos citogenéticos que são transformados em micronúcleos durante a 

divisão celular e, posteriormente coletada quando estas células migram para a superfície da 

mucosa (Speit73). 

 Além do micronúcleo, outras alterações podem estar presentes nas células exfoliadas, 

tais como broken egg, proveniente de uma amplificação gênica, células binucleadas, causada 

por uma citocinese defeituosa, e células com núcleo fragmentado, indicativo de falha mitótica. 

Todas essas alterações citogenéticas, incluindo o micronúcleo, são danos ao material genético, 

onde a presença de uma proporção elevada é sugestiva de uma exposição a substâncias 

genotóxicas (Holland50). 

 Desta maneira, acredita-se que exposições a xenobióticos, como agrotóxicos, possam 

ser detectados por meio de biomarcadores de fácil acesso, minimamente invasivo, indolor, 

rápido e baixo custo, como o teste de micronúcleo, a fim de monitorar populações humanas. 

 A contaminação por agrotóxicos ou qualquer outra substância pode ocorrer na forma 

de inalação de gases, vapores, fumaças, misturas ou partículas, ingestão e ou através da 

absorção dérmica (Roth75). No estudo realizado, os indivíduos que afirmaram ter contato 

dérmico (n=31) com os agrotóxicos apresentaram uma discreta elevação na média de 

freqüência de danos frente aos que não tiveram contato dérmico respectivamente. 

 No nosso estudo, outro dado interessante observado é que os indivíduos que 

afirmaram sentir cheiro do agrotóxico em suas residências apresentaram uma frequencia 

significativamente maior de micronúcleos que aqueles que nada sentiam (p-valor 0,05). 
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Entretanto, o fato de preparar os agrotóxicos a serem aplicados nas lavouras não causou 

nenhuma alteração na freqüência de danos citogenéticos. 

 Dados na literatura a respeito do teste de micronúcleo em indivíduos expostos aos 

agrotóxicos têm se mostrado controverso, conforme observado por Tope34 e colaboradores. 

 Alguns estudos como o de Costa27 e colaboradores, Acquavella76 e colaboradores, 

Blair88 e colaboradores (1992), Blair e Zahm77, Keller-Byrne78,79 e colaboradores e Khuder & 

Mutgi80, encontraram uma associação positiva entre a exposição aos agrotóxicos e o aumento 

na freqüência de micronúcleos. Entretanto, Bolognesi69 e colaboradores, Castro81, Ramirez e 

Cuenca, Pastor82,83 e colaboradores não encontraram associação significativa entre 

agrotóxicos e micronúcleo. 

 Neste trabalho, realizado na população floricultora de Nova Friburgo, não foi 

encontrada diferença significativa na freqüência de micronúcleos entre expostos e os expostos 

indiretos (p-valor de 0,9). Entretanto, observou-se uma tendência de aumento dos 

micronúcleos entre os agricultores considerados expostos, quando comparados com os 

expostos indiretamente. É possível que, se tivéssemos obtido uma amostra controle realmente 

não exposta e com número adequado, ou mesmo se o número de indivíduos expostos 

indiretamente tivesse sido maior, teríamos observado uma diferença mais contundente entre 

os grupos. Mas com um grupo comparativo, de apenas 7 indivíduos, a grande maioria das 

comparações não atingiu significância estatística. 

A comparação com o grupo de exposição indeterminada, composto por indivíduos que 

não responderam os questionários, mas que doaram amostras biológicas, e o grupo controle 

proveniente de indivíduos mexicanos não expostos aos agrotóxicos, também não detectou 

diferenças significativas. Este grupo controle foi inserido com fins de comparação, uma vez 

que este se mostrou diferente do grupo exposto de modo significativo na população 

floricultora investigada (Gómez-Arroyo27).  

 Observamos que a população floricultora de Nova Friburgo classificada como exposta 

apresentou uma média de 0,08 micronúcleos em 100 células, valor semelhante encontrado 

pelo Speit73 e colaboradores entre os controles num trabalho que avaliava o efeito genotóxico 

do formaldeído nas células bucais (0,09/100 MN). 

Entretanto a média encontrada neste trabalho é considerada menor do que aquelas 

encontradas na literatura, mesmo entre os controles: 0,38/100 (Gómez-Arroyo27), 0,47/100 

(Lucero53), 0,32/100 (Sailaja23; Costa29). Esta diferença encontrada pode ser devido a 

diferença de perfil genético da população estudada, desconhecimento do quantitativo de 

agrotóxico a que a pessoa foi exposta, condição da exposição e da mistura de substâncias a 

que os indivíduos foram expostos (Lucero53). 



 40 

A coloração adotada neste procedimento foi Feulgen, conforme sugerido por Fenech72 

e colaboradores, no intuito de padronizar o teste de micronúcleo mundialmente. Feulgen-Fast 

Green é um método que se mostra específico para DNA, reduzindo o número de falso-

positivos (Holland50), e consequentemente a quantidade de micronúcleo encontrada. 

Entretanto, somando-se a isto, há relatos de ocorrência de subcontagem contribuindo para um 

menor número de micronúcleos encontrados (Casartelli84). 

 Outros fatores podem interferir na quantificação dos danos citogenéticos: o teste de 

micronúcleo é baseado na contagem visual das lâminas, podendo haver variação na 

interpretação e reconhecimento das células, a reprodutibilidade de biomarcadores de DNA 

entre laboratórios é limitada quando se compara populações locais, e diferente qualidade 

óptica dos microscópios utilizados (Fenech85) são diversidades presentes em todos os estudos 

as quais não se pode irrelevar.  

A utilização de equipamento de proteção individual (EPI), pode ter proporcionado 

uma certa proteção, apresentando uma discreta diminuição de danos citogenéticos sem que 

houvesse diferença significativa  de MN, BE e Fr entre os usuários e não-usuários. Costa29 e 

colaboradores também verificaram que a utilização de medida proteção individual influenciou 

na freqüência de MN bucal, encontrando resultados semelhantes. Entretanto, independente do 

uso de equipamento de proteção, seja por modo inadequado de utilização ou ineficiência, 

Kehdy30 e colaboradores, verificaram a presença de indução de danos cromossomiais em 

trabalhadores que manipulam agrotóxicos. Além disso, a afirmação do uso do EPI é 

proveniente de uma informação auto-declarada. 

O valor médio obtido da freqüência de MN com relação ao hábito de fumar, não 

influenciou os parâmetros citogenéticos avaliados, o mesmo encontrado por Costa29 e 

colaboradores e Kehdy30 e colaboradores. Assim como não houve qualquer fator de proteção 

associado. 

Assim como o hábito de fumar, a ingestão de álcool pareceu não influenciar na 

freqüência dos parâmetros examinados, resultados estes corroborados por outros estudos 

(Kehdy30; Sailaja23; Roth75). Embora na literatura sejam encontradas referências que apontam 

que fumo e ingestão de álcool provocam uma elevação na concentração de MN (Wu71; 

Reis56). 

A freqüência de MN entre os floricultores demonstrou não haver nenhum tipo de 

correlação com o tempo de exposição (categorizados em anos de trabalho) aos agrotóxicos. 

Observou-se que quanto maior o tempo de trabalho, menor sua média de MN/100 (gráfico 9), 

mas este achado é exatamente o contrário do que Sailaja23 e colaboradores e Bolognesi86 e 

colaboradores encontraram, onde trabalhadores rurais com dez anos e mais de dez anos de 
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trabalho, possuíam uma freqüência de MN maior em comparação aos que tinham menos de 

10 anos de exposição aos agrotóxicos. 

Ao verificar a distribuição de MN segundo a idade, observamos que não há uma 

diferença significativa e que a freqüência do dano concentra-se num patamar baixo, 

apresentando-se em torno de 0,1MN/100 examinadas ao longo do tempo.  

Entretanto, em um estudo de coorte foi encontrado um aumento significativo da 

freqüência de MN na coorte mais idosa em relação a coorte mais nova (p-valor 0,05) 

(Thomas66). Bloching87 e colaboradores também encontraram correlação positiva entre idade 

e MN (r=0,204, p-valor= 0,042, correlação de Pearson). A idade é uma conseqüência 

inevitável do ciclo de vida de qualquer organismo, e seus efeitos resultam no aumento de 

eventos de instabilidade genética que associadas à diminuição da capacidade de reparo celular 

poderiam explicar o aumento de MN conforme o passar do tempo (Thomas66). 

Estudos de Costa29 e colaboradores, Sailaja23 e colaboradores não observaram entre os 

trabalhadores expostos uma relação entre MN e sexo, dados que estão de acordo com o 

resultado apresentado neste trabalho. Por outro lado, Suhas70 e colaboradores (2004), 

Bloching87 e colaboradores encontraram uma associação positiva. A explicação para este 

efeito é geralmente atribuída a eventos aneuplóides envolvendo o cromossomo x, onde a 

freqüência de MN é maior nas mulheres do que nos homens (Costa33). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), uma agência reguladora cuja 

finalidade institucional é promover a saúde da população por intermédio de controle sanitário 

da produção e da comercialização de produtos e serviços, realizou uma reavaliação dos 

agrotóxicos. Esta reavaliação decorre do fato de o Brasil ocupar em 2008, o posto de maior 

consumidor de agrotóxicos em todo o mundo. Foram encontrados alguns problemas 

relacionados às substâncias ativas presentes, dentre eles, o glifosato, um dos produtos 

utilizados pela população de Nova Friburgo. (ANVISA89) 
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8.0 – Conclusão______________________________________________________________ 

 

 Neste trabalho não foi possível detectar os possíveis efeitos genotóxicos causados 

pelos agrotóxicos na população de floricultores de Nova Friburgo, através do teste de 

micronúcleo e avaliação de outras anormalidades nucleares, bem como sua associação com as 

variáveis de confundimento. 

 Além disso, verificou-se que a freqüência de danos citogenéticos avaliados entre os 

expostos e expostos indiretos foram semelhantes, com pequena tendência de aumento entre os 

expostos. Analisando os questionários, a categorização dos expostos indiretos pelo fato de não 

trabalhar com os agrotóxicos não foi a mais adequada, uma vez que a exposição, mesmo que 

indireta, pode afetar com níveis variados de profundidade e talvez, até de forma mais grave, 

do que aqueles que manipulam o agrotóxico diretamente, pois estes, cientes do perigo, podem 

tomar medidas preventivas. 

 Este fato pode ser devido a ausência de um grupo controle adequado oriundo do 

mesmo grupo populacional para estudos de comparação, os diferentes graus e vias de 

exposição a que os indivíduos estão submetidos em suas tarefas diárias. Somando-se a isto, os 

floricultores manipulam não apenas um, mas uma diversidade de agrotóxicos que podem 

comprometer de diferentes maneiras a sua saúde e a das pessoas com quem convivem nas 

proximidades. 

 Ainda que não fosse possível chegar a um consenso a respeito da citotoxicidade 

causada pelos agrotóxicos através do ensaio de micronúcleo no nível em que os agricultores 

hoje se encontram expostos, é inegável observar que muitos estudos sugerem que a exposição 

a essas substâncias possuem uma associação positiva que trazem determinados prejuízos à 

saúde (Acquavella76; Blair88; Blair e Zahm77; Keller-Byrne78,79; Khuder and Mutgi80). 

Considerando que a técnica de micronúcleo é amplamente aplicada, acessível, rápida e 

indolor, mais estudos podem ser realizados e necessários para melhor compreender a 

genotoxicidade dos agrotóxicos. 
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