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Não te ordenei que sejas forte e 

corajoso? Não tenhas medo, não te 

acovardes, pois o Senhor, teu Deus, 

estará contiguo por onde quer que vás  

(Josué 1:9) 
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RESUMO 
 

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

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

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

agrotóxicos pode gerar efeitos adversos tanto aos ecossistemas como uma ameaça 

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

pertencentes a classe dos organofosforados, considerados um dos principais 

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

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

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

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

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

esse trabalho objetivou avaliar diferentes concentrações de clorpirifós, para investigar 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 mg mL-1; C9: 



 

8  
 
 
 

0,039 mg mL-1 e C10: 0,019 mg mL-1). Essas concentrações foram então utilizadas 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

C3A. 
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ABSTRACT 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

acetylcholinesterase, which results in excess acetylcholine in cholinergic synapses, 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

soluções que atendessem as necessidades crescentes de alimentos da população. 

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

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

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

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

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

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

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

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

Adicionalmente aos problemas ambientais causados pelo próprio uso de 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Americana da Saúde - OPAS). 

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

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

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

principais consumidores de agrotóxicos do mundo e que mais registra novos 

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

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

registrados no ano de 2020. 

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

organofosforados. Esses compostos começaram a ser amplamente usados em 

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

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

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

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

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

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

A espécie Lactuca sativa é considerada um ótimo organismo modelo para 

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

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

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

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

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

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

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

2004) . 

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

e genéticos promovidos por agentes tóxicos, como substâncias orgânicas e 

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

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

possuírem cromossomos grandes e de tamanho reduzido, parâmetros esses muito 

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

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

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

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

considerado um excelente indicador de mutagenicidade (ÇAVAŞ; ERGENE-

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

constituem uma importante ferramenta de investigação básica aplicada à toxicologia 

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

celulares são muito aplicados em avaliações do potencial citotóxico de substâncias 

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

variedade de técnicas descritas na literatura que utilizam linhagens celulares para 

avaliar efeitos citotóxicos de diferentes agentes químicos, se destacando nessas 

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

AL., 2009). 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(KIM et al., 2011). 

Considerando a necessidade constante de se avaliar o potencial 

ecotoxicológico e o comprometimento que os agrotóxicos disponíveis para uso 

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

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

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

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

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

linhagem celular HepG2/C3A (derivada de hepatocarcinoma humano). 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os dados obtidos no presente estudo forneceram importantes resultados 

quanto aos efeitos fitotóxicos, citogenotóxicos e mutagênicos de diferentes 

concentrações estudadas do inseticida clorpirifós, pertencente à a classe dos 

organofosforados. Desse modo, podemos concluir que: 

• A espécie A. cepa mostrou ser indicada mais indicada para ser usada como 

bioindicador de fitotoxicidade do clorpirifós do que a espécie L. sativa, visto que as 

concentrações mais altas desse inseticida inibiram a germinação de A. cepa e não de 

L. sativa; 

• A fitotoxicidade do composto estudado foi comprovada pelo ensaio de 

enlogamento de radícula e hipocótilo de L. sativa. Nestes testes foi observado que 

quanto maior a concentração do herbicida, maior foi o efeito tóxico para o bioindicador; 

• Os potenciais citogenotóxico e mutagênico do inseticida Clorpirifós foram 

avaliados pelo índice de germinação (IG), índice mitótico, índice de frequência de 

aberrações cromossômicas (AC) e frequência de micronúcleos MN) em célula 

meristemática e F1; 

• Foi observada uma redução significativa de IG para as concentrações C1, C2 

e C3, indicando que essas concentrações foram fitotoxicidade para o bioindicadores 

testados. Pelos baixos IG de C1 e C2, não foi possível, se quer, obter material 

suficiente para prosseguir os testes com essas concentrações; 

• As concentrações C4, C5 e C6 não apresentaram potencial fitotóxico, nem para 

A. cepa e nem para L. sativa; 

• As análises de índice mitótico mostraram que as concentrações de C4 a C6 não 

apresentavam potencial mutagênico para o bioindicador A. cepa; 

• O ensaio de AC, realizados com células meristemáticas de A. cepa, indicaram 

potencial genotóxico do clorpirifós para as concentrações C3, C4 e C5, comprovado 

pela presença significativa de brotos nucleares e MN. A presença de brotos está 

associada ao potencial aneugênico do agrotóxico; 
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• O potencial mutagênico observado nos ensaios do MN de células F1 mostrou 

que danos que foram induzidos nas células meristemáticas persistiram nas F1; 

• Os estudos realizados com sementes de A. cepa e L. sativa expostas a 

diferentes concentrações do clorpirifós indicaram que a menor concentração testada 

(C6) não foi fitotóxica, citogenotóxica e nem mutagênica, para nenhum dos 

bioindicadores; 

• Os resultados das concentrações inicialmente analisadas pelo ensaio do MTT 

(C1 a C6), mostraram que todas as concentrações foram citotóxicas para as células 

HepG2/C3A. Foi então preparadas 4 novas diluições (C7: 0,15625 mg mL-1; C8: 0,078 

mg mL-1; C9: 0,039 mg mL-1  e C10: 0,019 mg mL-1), usando a C6 como base de 

preparo. Essas concentrações foram novamente testadas pelo ensaio do MTT e 

também pelos outros ensaios colorimétricos de citotoxicidade (resazurina e azul de 

tripan); 

• O ensaio do MTT, realizado com as concentrações mais baixas do inseticida 

(C7 a C10) indicou que somente as C9 e C10 não foram citotóxicas para as células 

HepG2/C3A. Os testes com as demais concentrações levaram a uma viabilidade 

celular inferior a 80%, indicando que a substância promove alterações nas enzimas 

mitocondriais; 

• O teste de resazurina indicou potencial citotóxico para todas as concentrações 

do inseticida estudado, indicando que as concentrações residuais podem provocar 

alterações nas enzimas citoplasmáticas das células expostas, como pode ser visto 

para a C10, que foi a concentração mais baixa testada neste estudo. Esses resultados 

também confirmam alterações causadas nas enzimas mitocondriais pela C7 e C8; 

• O ensaio do azul de tripan, que avalia a integridade da membrana 

citoplasmática, confirmou o potencial citotóxico somente para C8, pois as demais 

concentrações não apresentaram potencial citotóxico. Isso indica que o composto, nas 

concentrações mais baixas, consegue entrar na célula sem causar danos às suas 

membranas; 

• A busca de literatura científica, realizada para a elaboração de um artigo de 

revisão sobre os possíveis impactos dos agrotóxicos da classe dos OF, com ênfase 

não inseticida clorpirifós, mostrou que já existem pesquisas toxicológicas associadas 
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ao seu uso, principalmente às relacionadas com efeitos neurotóxicos. Porém, são 

escassos os estudos que abordam a toxicidade de concentrações residuais desses 

químicos. Desta forma, é muito importante a avaliação de efeitos biológicos de 

diferentes concentrações, especialmente as mais baixas, visto que os OF podem 

percorrer longas distâncias e atingir áreas onde eles nunca foram aplicados. A sua 

presença nesses novos ambientes pode incorrer a risco severos à biota exposta e 

danos consideráveis à saúde humana. 
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