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RESUMO

Desde 2008 o Brasil assumiu o posto de maior mercado consumidor mundial de
agrotoxicos. Considerando toda a gama de principios ativos, o glifosato tem
destaque nesse mercado, com 76% do total de vendas de herbicidas. Tendo em
vista a importancia deste produto no cenario mundial e nacional, e o risco de
exposicdo ambiental e ocupacional, tornam-se necessarias medidas de protecéo a
salude da populacdo. Portanto, propds-se o desenvolvimento e validacdo de
metodologia analitica para determinacéo de glifosato e AMPA em amostras de soja
e milho empregando-se a técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem com ionizacao por electrospray. A linearidade
do método foi obtida na faixa de 0,005 a 0,05 ng/uL para glifosato e 0,10 a 1,0 ng/uL
para AMPA. Comprovou-se o efeito de matriz para ambas. A recuperacao
apresentou uma faixa média de 86 a 107% e de 85 a 118% para o glifosato e AMPA,
respectivamente. Os limites de quantificacdo em milho e soja para o glifosato foram
de 1,0 e 2,0 mg/kg respectivamente. A incerteza expandida para o glifosato e AMPA
em milho variou de 22 a 24% e 24 a 26% respectivamente. Em soja os valores de
incerteza expandida para glifosato e AMPA foram respectivamente 27 a 31% e 59 a
93% sendo considerada insatisfatoria no caso do AMPA, com base nos valores
aceitos pelo SANCO, necessitando, dessa forma de mais testes. Para aplicar a
metodologia validada foram analisadas 75 amostras de milho, ndo sendo detectados
residuos de glifosato ou AMPA nas mesmas. Associados ao desenvolvimento da
metodologia analitica foram determinados parametros hematoldgicos e bioquimicos
para avaliar o impacto a saude de agricultores expostos ao glifosato e outros
agrotoxicos, sabendo que a exposicdo na agricultura é mdltipla. A populacao
estudada consistiu de 49 trabalhadores expostos a agrotoxicos do municipio de
Divindpolis com média de idade de 42 anos, sendo todos do sexo masculino. Mais
de 61% dos trabalhadores utilizavam EPI completo e mais da metade (54%)
informou que faz uso do glifosato. Apesar disso, os inseticidas (43%) foram a classe
de agrotoxicos mais utilizada pelo grupo, seguida pelos herbicidas (31%) e
fungicidas (26%). As alteracbes hematologicas foram discretas e consistiram em
diminuicdo da hemoglobina (4%), plaguetopenia (4%), neutrofilia (8,2%) e eosinofilia
(10,5%). Quanto aos parametros bioquimicos, 19,1% dos trabalhadores tiveram
alteracdo de AST, 16,3% de ALT, 14,3% de GGT. Foi encontrado aumento da



creatinina sérica em 76,6% e 8,2% de ureia nos trabalhadores pesquisados. A
biomonitorizacdo de efeito para a avaliacdo da exposi¢cao ocupacional a agrotoxicos
€ complexa sendo limitado o estabelecimento do nexo causal entre as alteracdes de
parametros laboratoriais e a exposicdo ocupacional aos agrotdoxicos. A avaliacao
periédica da funcdo medular, hepética e renal deve ser incentivada para prevenir
danos a saude em decorréncia da exposicdo a esses compostos.

Palavras-chave: glifosato, validacdo analitica, espectrometria de massas,

cromatografia liquida, agrotéxicos, biomonitorizacao.



ABSTRACT

Since 2008 Brazil has assumed the position of the largest global consumer of
agrochemicals market. Considering the full range of active ingredients, the
glyphosate has highlighted that market, with 76% of total sales of herbicides.
Considering the importance of this product on the world, and the risk of
environmental or occupational exposure, measures to protect the health of the
population are necessary. Therefore, we proposed the development and validation of
analytical methodology glyphosate and AMPA determination in soybean and corn
samples by liquid chromatography coupled electrospray ionization tandem mass
spectrometry technique. The method linearity for glyphosate was 0.005 to 0.05 ng/uL
and for AMPA 0.10 to 1.0 ng/pL. The matrix effect was proved for both. The recovery
ranged from 86 to 107% and from 85 to 118% for glyphosate and AMPA,
respectively. The limits of quantification in corn and soybeans for glyphosate were
1.0 and 2.0 mg/kg respectively. The expanded uncertainty for glyphosate and AMPA
in maize ranged from 22 to 24% and 24 to 26% respectively. In soybean expanded
uncertainty values for glyphosate and AMPA were 27-31% and 59-93% respectively.
Is was considered unsatisfactory for AMPA, based on the values accepted by
SANCO further testing need be done. To apply the validated methodology, it were
analyzed 75 corn samples, waste is not detected at the same glyphosate and AMPA.
Hematological and biochemical parameters were avalysed aimig to determine the
impact on health of farmers exposed to glyphosate and other pesticides, since the
agrochemicals exposure in agriculture is multiple. A total of 49 men workers exposed
to pesticides in Divinopolis/Brazil with an average age of 42 years. Over 61% of the
workers wore full health protect equipment and over half (54%) reported using
glyphosate. Nevertheless, insecticides (43%) were the most widely used class of
pesticides, followed by herbicide (31%) and fungicides (26%). Hematological
abnormalities were mild and consisted in decreased hemoglobin (4%),
thrombocytopenia (4%), neutrophilphilia (8.2%), and eosinophilia (10.5%). Regarding
the biochemical parameters, 19.1% of workers had change of AST, ALT of 16.3%,
14.3% of GGT. Serum creatinine and urea were increased in 76.6% and 8.2% of the
workers repectively. Biomonitoring occupational exposure to pesticides is complex
and the causal link establishment between changes in laboratory parameters and

occupational exposure to pesticides is limited. Periodic assessment of bone narrow,



liver and kidney function should be encouraged to prevent damage to health due to

exposure to these compounds.

Keywords: glyphosate, analytical validation, mass spectrometry, liquid

chromatography, pesticides, biomonitoring.
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1 INTRODUCAO

A denominagao “agrotoxicos” refere-se aos praguicidas normalmente
utilizados na agricultura. O termo “agrotoxico” passou a ser utilizado, no Brasil, para
denominar os venenos agricolas, ap0s grande mobilizacdo da sociedade civil
organizada. Mais do que uma simples mudanca da terminologia, esse termo coloca
em evidéncia a toxicidade desses produtos para 0 meio ambiente e a saude
humana. (BRASIL, 1997). Apesar de praguicidas ser uma denominacdo técnica
referente ao combate de pragas, foi utilizado neste trabalho a denominacao
agrotoxicos, tendo em vista que o mesmo tornou-se mais amplo e conhecido por ter
sido aceito no ambito da saude publica.

A utilizag&o dos agrotoxicos na agricultura inicia-se na década de 1920, época
em que eram pouco conhecidos do ponto de vista toxicolégico. No Brasil, foram
primeiramente utilizados em programas de salude publica, no combate a vetores a
controle de parasitas, passando a ser utilizados mais intensivamente na agricultura a
partir da década de 1960. Apdés um incentivo oficial para a disseminacdo da
utilizacdo de agrotoxicos pelos setores da agricultura brasileira na década seguinte,
0 pais comeca a perceber a necessidade de controlar os efeitos a saude decorrente
da utilizacdo desses compostos (BRASIL. MS, 1997).

A crescente demanda de alimentos no mundo impulsiona o desenvolvimento
de técnicas agricolas, uso de agrotéxicos e a manipulacdo genética das plantas,
permitindo um aumento consideravel na producao mundial de alimentos. O Brasil
apresenta um papel estratégico para a producdo de alimentos, tanto para o mercado
interno quanto externo. O surgimento de alimentos geneticamente resistentes ao uso
de agrotéxicos sugere um risco ainda maior de exposicdo tanto dos trabalhadores
quanto da populacdo em geral que ird consumir tal alimento, em funcéo do aumento
da quantidade e frequéncia do uso destes produtos.

Com o processo de automacédo da producdo agricola nas décadas de 1960-
1970 no Brasil na chamada “Revolucdo Verde”, os agrotoxicos ganharam uma
posicdo de destaque (RIBAS E MATSUMURA, 2009). Seu uso proporcionou grande
beneficio para a producdo de alimentos, principalmente por aumentar a
produtividade por hectare. Entretanto, paralelo aos beneficios, surgiu o efeito

potencial de residuos de agrotoxicos no ambiente e nos alimentos, sendo a ingestao
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de alimentos contendo agrotoxicos uma das principais rotas de exposi¢cdo humana
(PALMA, 2011).

Cumpre destacar o impacto da “Revolucdo Verde” principalmente para o
trabalhador rural, que é a classe de maior risco por estar em contado direto com
grandes quantidades de produtos téxicos. Se para o consumidor 0 maior risco é a
longo prazo, para o trabalhador rural o problema estd associado ao risco de
intoxicacao. A falta de orientacdo adequada também acaba deixando os agricultores
de pequenas propriedades ou de propriedades familiares em uma situacao de maior
risco de exposigao (ANVISA, 2006).

O trabalhador rural pode contar com o Programa de Saude do Trabalhador,
vinculado ao Sistema Unico de Salde (SUS), que tem como um de seus objetivos a
prevencdo dos danos a salde causados por agentes quimicos presentes no
ambiente de trabalho, neste caso, os agrotoxicos. Para isso, tornam-se necessarias
a identificacdo e quantificacdo do risco por meio da avaliagcdo ambiental e biolégica
da exposicdo. A deteccdo precoce de uma exposicdo perigosa pode diminuir
significativamente a ocorréncia de efeitos adversos na saude dos trabalhadores
expostos a esses produtos (AMORIM, 2003).

As formulagcBes dos agrotéxicos sdo misturas complexas que incluem, além
do(s) ingrediente(s) ativo(s), varios outros componentes como solventes, agentes
umidificantes, emulsificantes e aditivos. Além disso, € comum na agricultura que
diferentes formulacdes sejam simultaneamente utilizadas com combinacfes
variadas, aumentando a complexidade da exposicdo e dificultando a
biomonitorizacdo destes compostos para a avaliagdo da exposicdo. A utilizacdo de
exames comumente realizados nos laboratoérios clinicos da rede publica pode ser
uma forma de detectar o inicio de intoxicacdo desses trabalhadores expostos
diretamente aos agrotoxicos. Esses compostos sao metabolizados e excretados pelo
figado e rins, respectivamente, sendo que os médicos devem estar atentos ao tipo
de trabalho do paciente e a qualquer alteracdo em exames de rotina.

Mundialmente, os herbicidas pertencem a classe de agrotdéxicos mais utilizada
e desde 2008 o Brasil assumiu o posto de maior mercado consumidor mundial de
agrotoxicos em geral. As vendas destes produtos somaram US$ 7,125 bilhdes,
diante US$ 6,6 bilhdes do segundo colocado, os Estados Unidos em 2010, segundo
o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola - SINDAG
(IBAMA, 2010).
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De acordo com o Instituto de Economia Agricola (IEA), no Brasil, em 2011, os
herbicidas movimentaram US$ 2,74 bilhdes, ou seja, 32,3% do faturamento total do
setor, e responderam por 48,8% da quantidade total vendida em produto comercial.
Nesse periodo, a soja foi a principal consumidora de agrotoxicos no pais, sendo
responsavel por 43,5% do valor total das vendas. Em seguida, apareceu o algodao
(12,5%), a cana-de-acucar (11,6%), o milho (8,8%), o café (3,7%), os citros (3,1%),
culturas de inverno (2,4%) e feijdo (2,4%). Nos trés primeiros meses de 2012,
estima-se que as vendas de agrotoxicos tiveram um aumento de 27,2% em relacéo
ao mesmo periodo de 2011, impulsionadas pelas culturas de cana-de-agucar,
algodao, milho e citros (IEA, 2012).

Observa-se uma grande concentracdo de uso de agrotoxicos nas regides em
gue ha o predominio do agronegdcio, destacando-se os estados da regido Centro
Oeste e Sul do Brasil. Considerando toda a gama de principios ativos registrados no
Brasil, o ingrediente ativo glifosato tem destaque no mercado de herbicidas,
ultrapassando 90 mil toneladas comercializadas em 2009, o que representa 76% do
total de herbicidas (IBAMA, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a toxicidade aguda do
ingrediente ativo glifosato € considerada baixa, com uma DLsg oral do principio ativo
puro de 1950 a 5000 mg/kg de massa corporal para camundongos, ratos e cabras
(FARZA, CUNHA e MALTY, 2009). No entanto, a DLsy € estabelecida a partir de
estudos de toxidade aguda, ndo indicando os riscos de doencas de evolucdo
prolongada como, por exemplo, céncer, neuropatias, hepatopatias, problemas
respiratérios crénicos e outros (FARIA, FASSA e FACCHINI, 2007).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas como alta polaridade, baixo peso
molecular e auséncia de grupos cromoforos, o glifosato ndo pode ser analisado
pelos métodos de multirresiduos. Assim, o monitoramento de residuos de glifosato
em alimentos demanda a realizacdo de andlises por métodos de molécula Unica,
nao sendo, por isso, priorizados pelos principais programas nacionais de controle de
residuos de agrotéxicos em alimentos como o Programa de Andlise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) coordenado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

Considerando-se a ampla utilizacdo do glifosato em todo o mundo, devido as

suas propriedades herbicidas de largo espectro, ainda classificado como pouco
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toxico para os animais em geral, justifica-se a necessidade de implementacédo de
programas de monitorizacido ambiental e biol6gica (TEOFILO, 2003).

Cumpre ressaltar que a biomonitorizacdo de efeito para a avaliacdo da
exposicao ocupacional a agrotéxicos é complexa sendo limitado o estabelecimento
do nexo causal entre as alteracbes de parametros laboratoriais e a exposi¢céo
ocupacional a esses compostos.

A avaliacao periodica da funcdo medular, hepatica e renal dos trabalhadores
rurais deve ser incentivada para prevenir danos a saude em decorréncia da

exposi¢do aos agrotoxicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agrotoxicos

De acordo com a lei n° 7.802/89 agrotdxicos sao “os produtos e os agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acéo
danosa de seres vivos considerados nocivos; substancias e produtos, empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”
(BRASIL, 1989).

Desde 1998, trés érgaos estdo envolvidos no processo de comercializacdo de
produtos agrotoxicos no Brasil, ao Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) cabe verificar a pertinéncia e efichcia do agrotoxico, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cabe avaliar os impactos do
mesmo sobre a saude humana e ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) compete analisar as implicacdes desse no
meio ambiente, desse modo, cada um deles faz uma avaliagdo distinta. Pela
legislacdo brasileira, o registro de agrotoxicos, depois de concedido, € definitivo,
porém os 6rgados reguladores podem reavalid-lo sempre que houver indicios de que
0 seu uso oferece riscos (IBAMA, 2010).

Os dados do monitoramento nacional PARA / ANVISA (Programa de Analise
de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos), permitem concluir que o maior problema
brasileiro, em relacdo aos niveis de agrotdéxicos no alimento in natura, ndo esta na
forma de aplicacdo do produto em alimento, mas sim no uso indiscriminado e nao
recomendado para determinados alimentos, resultando, em sua grande maioria, em
irregularidades (KUSSUMI, 2007; ANVISA, 2013a). A Tabela 1 ilustra a importancia
do comércio de agrotoxicos no Brasil, tanto em quantidade comercializada quanto
nos valores financeiros envolvidos, mostrando a venda destes produtos,

denominados por defensivos agricolas pelo SINDAG de 2007 a 2011.


http://revistaecologica.com/index.php?option=com_content&view=article&id=812%3Aprimeiro-relatorio-sobre-comercializacao-de-agrotoxicos-no-pais-e-lancado-pelo-ibama&catid=57%3Aagrotoxicos&Itemid=1
http://en.wikipedia.org/wiki/National_Health_Surveillance_Agency

23

Tabela 1 - Vendas brasileiras de defensivos agricolas por classes.

CLASSES PRODUTO COMERCIAL (t) VALOR - US$ 1.000
2.007 2.008 2.009 2.010 2,011 2.007 2.008 2.009 2.010 2.011
TOTAL: 599.834  673.892 725577 787.790  826.683 |5.371.965 7.125.140 6.625.610 7.303.918 8.487.944

HERBICIDAS | 349.905 389.401 429693 415171  403.620 |2.304.062 3.200.721 2.505.414 2.427.878 2.743.000
FUNGICIDAS | 68.254 78495  89.889 136972 174194 |1.264.416 1573600 1.791.477 2.128.377 2.315.188
INSETICIDAS| 116.609 138.754 137.908 160.593  170.932 |1.537.390 2.027.771 1.987.800 2.364.868 2.944.726
ACARICIDAS | 19.888 20321 12281  11.755 9.326 9213 112876 88195 91285  110.180
OUTRAS 45178 46921 55806 63299 68611 | 173961 210172 252724 291510 374.850

Fonte: SINDAG, 2012.

2.1.1 Classificacdo dos agrotdxicos

Os agrotoéxicos podem ser classificados de diversas maneiras, como em
relacdo ao seu modo de acdo no organismo alvo, em relacdo a sua estrutura
guimica, em relacdo aos efeitos a salude humana ou ao meio ambiente, ou pela
avaliacdo da neurotoxicidade, carcinogenicidade, dentre outras (SAVOY, 2011).

Quanto ao modo de acdo do ingrediente ativo no organismo alvo ou a
natureza da praga combatida, os agrotéxicos sdo classificados como inseticidas,
fungicidas, herbicidas, rodenticidas e/ou raticidas, acaricidas, nematicidas,
fumigantes, moluscicidas etc. (SAVOY, 2011).

A classificacdo dos agrotoxicos segundo o seu grau de toxicidade é
estabelecida a partir dos valores de Dose Letal (DLsg) ou Concentragéo Letal (CLsp),
sendo de responsabilidade do Ministério da Saude (ANVISA). No Brasil, a portaria
da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) n° 03 de 16 de janeiro de
1992 redefiniu os critérios de classificacdo toxicoldgica anteriormente vigentes
definidos pelas Portarias da Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de Saneantes
Domissanitarios (DISAD) de 1980 e 1987. Mantiveram-se quatro classes
toxicoldgicas definidas principalmente pela DLsy dos produtos e também por outros
dados relacionados a danos na cornea, lesbes na pele e concentracdo letal
inalatoria para ratos (CLsp), prevalecendo a classificacdo pelo dado mais agravante.
A Lei n° 7802/89, regulamentada pelo Decreto n°® 4074/2002, dispde que os rétulos
desses produtos devem conter uma faixa colorida indicativa de sua classificagcéo
toxicolégica (Tabela 2) (BRASIL. MS, 1992: BRASIL. MS, 2002; GARCIA,
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BUSSACOS e FISCHER, 2009; SAVQY, 2011). J4 a Consulta Publica da ANVISA n°
02, de 25 de janeiro de 2011 sugeriu a adocdo dos critérios de classificacdo
toxicolégica do Globally Harmonized System of Classification and Labeling of
Chemicals (GHS) ou Sistema Global Harmonizado de Classificagédo e Rotulagem de
Produtos Quimicos, um sistema internacional criado pela Organizacdo das Nacdes
Unidas que visa padronizar internacionalmente a classificagdo dos produtos
quimicos, entretanto esse sistema ainda néo foi aceito (ANVISA, 2011).

Por outro lado, o IBAMA é o responsavel pela classificacdo ecotoxicologica
dos agrotoxicos (relacionado ao meio ambiente), regulamentado pela portaria
normativa n° 84, de 15 de outubro de 1996, dentre outras portarias, que estabelece
procedimentos obedecidos pelo Ministério do Meio Ambiente (IBAMA) para
avaliacdo ecotoxicologica de agrotoxicos e afins (BRASIL. IBAMA, 1996). Nem
sempre a avaliacdo e classificacdo do agrotoxico feita por essas duas agéncias

reguladoras é similar.

Tabela 2 — Classificagédo Toxicoldgica dos Agrotdéxicos, segundo o Ministério da Satde

CL s
o (mg/L) DL 50 (mg/kg)  Oral DL 5, (mg/kg) Dérmica
Classe| Toxicidade Rotulo Inalatéria
Gas/ 1h Sélido Ligquido Sélido Liquido
| Extremamente <0,2 <5 <20 <10 <40
Toxico
I Altamente | Amarelo | 0,2a2 5a50 20 a 200 10 2 100 40 a 400
Toxico
1] Megi,amente 2220 | 50a500 200 a 2000 | 100 a 1000 400 a 4000
[0),([¢]6]

v Pouco Téxico > 20 > 500 >2000 > 1000 > 4000

Fonte: BRASIL. MS, 1992.

2.1.2 Aspectos toxicoldgicos e epidemioldgicos dos agrotdxicos

O termo toxicidade é a medida do potencial toxico de uma substancia, é a
capacidade latente, inerente, que uma substancia quimica possui. Admite-se que

nao existe substancia quimica atoxica, mas também nao existe substancia quimica
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que ndo possa ser utilizada com seguranca limitando a dose e a exposicao a
mesma. Os principais fatores que influenciam a toxicidade de uma substancia s&o a
frequéncia de exposicdo, a duracdo da exposicdo e a via de administracdo. Para
uma avaliacdo completa da toxicidade de uma substancia € necessario conhecer
que tipo de efeito ela produz, a dose para produzir tal efeito, as caracteristicas da
substancia e as informacgdes sobre a exposi¢ao do individuo (MICHEL, 2000).

O risco de determinado agrotoxico é dado por sua toxicidade intrinseca, modo
e 0 tempo de exposicao a ele. Se ocorrer alta exposicdo ao agrotdéxico, mesmo que
esse tenha baixa toxicidade, o risco é alto. Do mesmo modo, a exposi¢do baixa a
produto de alta toxicidade, o risco também ¢é alto. O glifosato € um exemplo que se
engquadra no segundo caso, sendo classificado como pouco toxico (classe IV), mas
amplamente utilizado no Brasil e no mundo (TRAPE, 2003). Sendo assim, devido ao
seu alto risco, deveria levar a uma maior preocupacgéo de seu uso.

A questdo da toxicidade ndo se resume apenas em ser alta ou baixa, mas a
outros problemas toxicolégicos existentes. Sabe-se que a classificagdo dos
agrotoxicos relativa a toxicidade refere-se principalmente a problemas agudos mas,
em contrapartida, ha poucos dados na literatura mundial para inferir sobre toxicidade
crdnica, sinergismo de agrotdéxicos ou mesmo sobre os modos de acdo no
organismo do homem (TRAPE, 2003).

Os principais dados de registro de intoxicacdo por agrotoxicos no Brasil sdo
obtidos através de dois sistemas: o SINITOX - Sistema Nacional de Informacdes
Toxico-Farmacologicas e o SINAN - Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo. O SINITOX tem como principal atribuicdo coordenar a coleta, a
compilacdo, a analise e a divulgacdo dos casos de intoxicacdo e envenenamento
notificados no pais e estd vinculado a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). O
SINAN, vinculado diretamente ao Ministério da Saude, é alimentado, principalmente,
pela notificacdo e investigacao de casos de doencas e agravos que constam da lista
nacional de doencas de notificacdo compulséria, sendo facultado aos estados e
municipios incluirem nesse sistema outros problemas de salde importantes em sua
regiao.

Dados nacionais oficiais sobre intoxicacfes por agrotéxicos nao retratam a
realidade do pais. Os sintomas agudos de tais intoxica¢cdes sédo apenas “a ponta do
iceberg” de um problema muito mais amplo que fica escondido por trds da

subnotificacdo dos casos e da quase auséncia de informacdo sobre as doencas


http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizar_texto.cfm?idtxt=21141
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizar_texto.cfm?idtxt=21141
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cronicas causadas por exposicdo a agrotoxicos, ja que ndo ha registros oficiais
sobre os efeitos cronicos causados pelo contato com os agrotoxicos. (BOCHNER,
2007, BOMBARDINI, 2011).

As agéncias internacionais de saude como a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) consideram que em paises como o Brasil, no qual existem graves problemas
de estrutura da saude publica, ocorre um sub-registro de casos de intoxicacdes por
agentes quimicos em geral, inclusive agrotoxicos. Estima-se que 0s casos
registrados de intoxicacdes representem somente 2% do total de casos que ocorrem
anualmente. Embora no SINITOX em 2010 (Tabela 3), tenham sido registrados
cerca de 10 mil casos, estima-se que ocorreram mais de 513 mil intoxicagcbes por
agrotoxicos no Brasil em 2010. Estes dados registrados referem-se apenas aos
casos de intoxicacdes agudas que chegam ao conhecimento dos centros de controle
de intoxicagdes, n&o incluindo, portanto, os casos relacionados aos efeitos adversos
crénicos (TRAPE, 2001).

Os dados dos efeitos cronicos sédo obtidos normalmente através de estudos
isolados. Tumores hematolégicos e do sistema nervoso foram associados aos
trabalhadores norte-americanos expostos a agrotéxicos (FLEMING et al., 2003). Na
Alemanha, conseguiu-se levantar dados que forneceram evidéncias de leucemia
infantil e uso de agrotéxicos, sendo este doméstico ou agricola (MEINERT et al.,
2000). Estudo canadense inferiu que o risco de linfoma ndo-Hodgkin aumenta com o
aumento do numero de principios ativos utilizados e algumas combinacdes
especificas de agrotoxicos (HOHENADEL et al., 2011). Na Italia, uma pesquisa entre
pessoas que trabalham na agricultura, desde os aplicadores até os manipuladores
dos alimentos in natura, indicou aumento do risco de céanceres hematopoéticos
(COSTANTINI et al., 2001). Ainda na Europa, um estudo sueco associou o uso de
glifosato ao aumento de linfomas nao-Hodgkin (HARDELL, ERIKSSON e
NORDSTROM, 2002).



Tabela 3 - Casos, 6bitos e letalidade de intoxicacdo humana, por agente, registrados no
Brasil em 2010.

Casos Obitos Letalidade

Agente

ne ne %
Medicamentos 24056 67 0,28
Agrotoxicos/Uso Agricola 4789 171 3,57
Agrotoxicos/Uso Doméstico 2094 7 0,33
Produtos Veterinarios 810 2 0,25
Raticidas 2576 18 0,70
Agrotdxicos no geral 10269 198 4,85
Domissanitarios 10813 11 0,10
Cosméticos 1120 0 -
Produtos Quimicos Industriais 5135 18 0,35
Metais 312 4 1,28
Drogas de Abuso 5289 47 0,89
Plantas 1132 5 0,44
Alimentos 946 0 0,00
Animais Pec¢./Serpentes 2476 7 0,28
Animais Pec./Aranhas 3261 0 >
Animais Pec./Escorpides 9317 6 0,06
Outros Animais Pec./Venenosos 4649 6 0,13
Animais ndo Peconhentos 3605 0 .
Desconhecido 2106 9 0,43
Outro 2214 10 0,45
Total 86700 388 0,45

Fonte: FIOCRUZ/SINITOX, 2010

Tabela 4- Casos de intoxicag&o por agrotoxicos em geral, segundo zona de ocorréncia,
registrados em 2009.

Zona Rural Urbana Ignorada Total
Agente ne ne ne ne %

NORTE 23 212 17 252 2,16
NORDESTE 189 1134 16 1339 11,50
SUDESTE 1790 3202 159 5151 44,25
Minas Gerais 680 695 31 1406 12,08
Espirito Santo 319 659 101 1079 9,27
Rio de Janeiro 182 19 4 205 1,76
Séo Paulo 609 1829 23 2461 21,14
SUL 606 1951 151 2708 23,26
Parana 142 398 103 643 5,52
Santa Catarina

Rio Grande do Sul 464 1553 48 2065 17,74
CENTRO-OESTE 341 1796 54 2191 18,82
Mato Grosso do Sul 61 197 4 262 2,25
Mato Grosso

Goias 163 705 44 912 7,83
Distrito Federal 117 894 6 1017 8,74

Total 2949 8295 397 11641 100,00
% 25,33 71,26 3,41 100,00

Fonte: FIOCRUZ/SINITOX, 2009
--- Dados numéricos ndo disponiveis
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A Tabela 4 indica que a area urbana é responsavel por mais de 71% das
notificacdes. Certamente que este percentual resulta da maior conscientizacdo da
necessidade de notificacdo, bem como da facilidade de acesso aos centros de
salude para fazé-la, e ndo relacionado a quantidade de agrotoxico usada quando se
compara as zonas urbana e rural.

Dados da ANVISA, provenientes do PARA, sdo alarmantes tanto para o0s
consumidores, quanto para os agricultores e produtores. Um numero elevado de
diferentes agrotéxicos € encontrado em um mesmo alimento. Ndo ha no Brasil uma
legislacdo que limite o niumero de principios ativos por alimento e os estudos de
toxicologia levam em conta apenas um composto, ndo havendo estudos sobre o
sinergismo entre 0s varios agrotoxicos.

Além disso, no pais, o maior problema dos alimentos in natura ndo é a
utilizacdo de agrotdéxicos em maior quantidade que a permitida (aquela acima do
Limite Maximo Permitido — LMR), mas a utilizacdo de agrotoxicos proibidos para
determinada cultura, aqueles que ja tiveram a monografia excluida ou nunca foram
permitidos no Brasil e, apesar das proibi¢des, tais principios ativos ainda sim séo
utilizados e néo estado incluidos na estimativa do risco quando se calcula a Ingestédo
Diaria Aceitavel (IDA). Deve-se preocupar também com a grande quantidade de
agrotoxicos contrabandeados que ndo possuem nenhum tipo de controle por
nenhuma das agéncias reguladoras.

Formulacdes de agrotéxicos sao misturas complexas que contém além do
ingrediente ativo, varios outros componentes como solventes e emulsionantes,
dentre outros. Além disso, é comum o uso de diferentes formulacbes
simultaneamente e em diversas combinacdes levando a ocorréncia de exposicoes
complexas tornando o biomonitoramento muito dificil. Os possiveis efeitos toxicos da
exposicdo a multiplos compostos ainda sdo desconhecidos e as informacgfes da
toxicidade relacionada apenas aos ingredientes ativos isolados ndo séao suficientes
para avaliar o risco dos efeitos adversos dos agrotoxicos a saude. Assim, a
informacdo isolada relativa a toxicidade de um ingrediente ativo ou produto
formulado ndo é suficiente para avaliar o risco de efeitos adversos relacionados a

exposicao a agrotoxicos (FALCK et al., 1999).
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2.2 Glifosato

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina)) € um herbicida ndo seletivo, sistémico,
pés-emergente, com rapida absorc¢éo foliar e translocacao, tanto pelo xilema quanto
pelo floema da planta tratada. (TEOFILO, 2003). Apresenta férmula molecular
C3HgNOsP e massa molecular de 169,01g/mol (Figura 1). Em condi¢cbes ambientais,
€ solido cristalino, branco e inodoro, muito solivel em agua (11,6 g/L a 25°C, pH 7),
quase insoluvel em solventes organicos, funde-se a 185°C e degrada-se a 187°C.
Suas formulacdes apresentam-se bastante estaveis em presenca de luz, inclusive
em temperaturas superiores a 60°C, sendo que sua meia vida no solo é de 47 dias
(MARQUES, 2008; RODRIGUES, 2009; USDOE, 2000).

10 0
HO—F\/NH\/\OH HO_P\/NHg
HO HO
Glifosato AMPA

Figura 1 - Estrutura quimica do glifosato e de seu principal metabélito (AMPA).

A degradacdo do glifosato no solo é mais rapida que na agua devido a
quantidade elevada de microrganismos existentes no solo. Estes microrganismos
usam este herbicida como fonte de energia e fésforo, por meio de duas rotas
catabdlicas, produzindo o acido aminometilfosfénico (AMPA) como o principal
metabdlito, e sarcosina como metabolito intermediario (GALLI e MONTEZUMA,
2005; MARQUES, 2008).

O ¢lifosato foi criado em 1950 pelo Dr. Henri Marin, um quimico suico da
indastria quimica Cilag. Posteriormente, em 1970, o Dr. E. Franz da Monsanto
Company sintetizou novamente a molécula e descobriu sua capacidade herbicida,
dando-lhe 0 nome de Roundup® e lan¢ou-a no mercado dos Estados Unidos em
1974 (AULING, 2009; FERRARO, 2009).

Nas formulacbes comerciais, ao principio ativo € adicionado o surfactante
polietoxilenoamina (POEA) para melhorar a eficacia do produto, o qual tem efeitos

toxicologicos proprios evidenciados (MARQUES, 2008). O uso de aditivos nas suas
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formulagBes (como tensoativos, emulsificantes, éleos minerais e vegetais) permite
um transporte mais rapido do agrotéxico do solo para a planta, protegendo-o da
evaporacdo e retardando o processo de lixiviagdo. No entanto, tais aditivos
normalmente ndo tém estudos de toxicidade isolados, muito menos, estudos de
sinergismo com o principio ativo (TEOFILO, 2003).

As Figuras 2 e 3 mostram a distribuicdo da comercializacdo brasileira do
glifosato em relagdo aos outros principios ativos e sua comercializacdo por Estado

do Pais.
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Figura 2 - Dez ingredientes ativos mais comercializados no Brasil em 2009 (em toneladas).
Fonte: IBAMA, 2010

COMERCIALIZAGAO DE GLIFOSATO E SEUS SAIS
POR ESTADO - periodo - 2009

Estados que mais comercializaram;
1° RS 6° MG

2> PR 7 MS

3 M7 8° BA

4° sP 9° RJ

5 GO 10°SC

Venda em Toneladas (ton)
a6 550
551-2.000
2001 - BOO
I 8.001- 15.000
B 15.001 - 21.000

Fonte: Sistema de Agrotdxicos - Relatérics Semestrals - IBAMA - 2008 A

Figura 3 - Espacializacio da comercializagdo do ingrediente ativo glifosato, por estado, em
2009. Fonte: IBAMA, 2010
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De acordo com dados compilados do programa Sistema de Controle
Semestral de Agrotoxico (SISAGRO) do Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA)
referente ao primeiro semestre de 2010, obtidos através de relatérios fornecidos por
funcionario autorizado, relacionado a ingredientes ativos comercializados em Minas
Gerais, os dez maiores municipios mineiros consumidores de glifosato (incluindo
seus sais) correspondem a 54,6% de todo consumo em Minas Gerais, sendo que
apenas o municipio de Unai é responsavel por 27% dessa parcela (IMA, 2012).

Dados da ANVISA (Figuras 4, 5 e 6) mostram a importancia dos herbicidas
no Brasil, em especial do glifosato, sendo este, no 2° semestre de 2010 e 1°
semestre de 2011, o responsavel por 29% de toda a venda de produtos formulados

(kg) e por 50% quando se leva em consideracéo apenas os herbicidas.

Outros
27%\

Herbicidas
45%
|
|
Acaricidas__

2%

Fungicidas
14%

Inseticidas
12%

Figura 4 - Vendas de Produtos Formulados por Classe de Uso (kg) — Brasil (2° semestre de
2010 e 1° semestre de 2011). Fonte: ANVISA, 2012
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Figura 5 - Participagéo das Vendas de Produtos Formulados por Ingrediente Ativo (kg) —

Brasil (2° semestre de 2010 e 1° semestre de 2011). Fonte: ANVISA, 2012
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Figura 6 - Participacéo das Vendas de Herbicidas (Produto Formulado) por Ingrediente Ativo

(kg) - Brasil (2° semestre de 2010 e 1° semestre de 2011). Fonte: ANVISA, 2012
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O glifosato é tido como o mais especifico e menos tdéxico agrotéxico para o
ecossistema sendo que plantas transgénicas tolerantes a esse composto tém sido
desenvolvidas seguindo tal argumento (RICHARD et al., 2005).

Atualmente, mais de 80% da area cultivada no mundo € de plantas
geneticamente modificadas (GM), sendo a maioria dessas resistentes a niveis
elevados de glifosato. As principais culturas GM séo a soja, milho, canola e algodéao,
cultivadas principalmente nos EUA, Canada, Argentina, Brasil e Paraguai. De acordo
com o documento da rede Pesticide Action Network Asia & the Pacific (PAN AP), em
2008, a soja transgénica, tolerante a glifosato, correspondia a 53% do total das
culturas GM no mundo, seguida pelo milho (30%) e algodéo (12%) (WATTS, 2009).

Em 2010, o Brasil manteve e fortaleceu sua posicdo como segundo maior
produtor de GM no mundo, com cerca de 25,4 milhdes de hectares, sendo
responsavel pela producdo de 17% de todas as culturas GM no mundo. O primeiro
maior produtor de GM s&o os Estados Unidos com 66,8 milhdes de hectares
(JAMES, 2010).

Além do aumento de consumo de transgénicos, quantidades maiores de
glifosato vém sendo usadas nas lavouras transgénicas resistentes ao mesmo, pois
ndo ha preocupagdo com a quantidade aplicada. Geralmente, este herbicida é
pulverizado em cima da planta e ndo somente nas ervas daninhas que estédo
préximas ao solo, fazendo com que os graos apresentem niveis maiores de residuos
(LONDRES, 2011). Observa-se uma grande concentracdo de uso de agrotoxicos
nas regiées em que ha o predominio do agronegdécio, destacando-se 0s municipios
da regiao Sul e Centro Oeste no Brasil. A soja ocupa o primeiro lugar em vendas de
agrotoxicos com 47,1% dos agrotéxicos vendidos no pais sendo destinados a essa
cultura, seguida pelo milho (11,4%) e a cana (8,2%) (BOMBARDINI, 2011).

Talvez pela dificuldade de andlise de glifosato na maioria das matrizes, sua
prevaléncia e efeitos ndo sdo bem estudados. No Brasil esse herbicida ainda néo é
contemplado pelo PARA, monitorizacdo esta que vem sendo feita no pais desde
2001 (ANVISA, 2013a). Mesmo com técnicas mais modernas como a cromatografia
acoplada a espectrometria de massas, a maioria das metodologias analiticas para
determinacao do glifosato e AMPA requerem etapa de derivatizacdo, uma vez que
ambos nao apresentam grupos cromoforos, ndo sendo por isso detectados por

métodos usuais colorimétricos ou de fluorescéncia.
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Fatores como estes dificultam ainda mais a andlise deste composto que,
somando-se as suas caracteristicas fisicas, ndo é contemplado por métodos de
multirresiduos, comumente utilizado na rotina dos laboratérios que analisam
residuos de agrotoxicos. Nesse caso, grupos de moléculas com caracteristicas tao
peculiares necessitam dos chamados métodos de molécula Unica, aumentando o
tempo de andlise total e consequentemente, 0s custos. Alguns estudos vém
indicando que a andlise do glifosato e AMPA, sem derivatizacdo, € possivel
utilizando-se espectrometro de massas com analises de massas sequencial (SRM)
(MARTINS-JUNIOR et al., 2009).

O AMPA, principal metabdlito do glifosato, € mais persistente no solo (76 a
240 dias) do que o glifosato (2 a 197 dias) e existem evidéncias que esse pode
alcancar lencois freaticos profundos (FERRARO, 2009). Nesse sentido, a Portaria
2914 de 2011 do Ministério da Saude que estabelece os parametros de potabilidade
para dgua de consumo humano, incluiu a pesquisa de glifosato e AMPA no controle
e vigilancia de agua potavel. Apesar do glifosato ndo ser considerado de alto risco
como outros agrotéxicos, a sua inclusédo nesta portaria se justificou pela a amplitude
de seu uso. O valor permissivel para o glifosato e 0 AMPA estabelecidos como a
soma dos dois € de 500 pg/L (BRASIL. MS, 2011).

No Brasil, segundo o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios — AGROFIT,
encontram-se registradas quatro principais formas quimicas de glifosato: glifosato,
glifosato-sal de amdnio, glifosato-sal de isopropilamina e glifosato-sal de potassio.
Os produtos formulados registrados no pais podem conter como ingrediente ativo
apenas o glifosato, ou esse associado a outros herbicidas ou ainda, formulacdes
contendo formas quimicas distintas do glifosato entre si. Até dezembro de 2012,
havia no pais, 72 produtos formulados registrados a base de glifosato e seus sais
(BRASIL. MAPA, 2013).

A maioria dos estudos sobre os efeitos do glifosato e seus derivados sobre a
salude e o meio ambiente sdo realizados pelos proprios fabricantes do produto,
interessados em aprovar seu uso e impulsionar as vendas. Soma-se a isso, a
dificuldade de realizar estudos independentes sobre o produto, uma vez que Sao
poucos o0s laboratérios que possuem 0S recursos, equipamentos e técnicas
necessarias a uma efetiva avaliacdo dos seus impactos. A caréncia de estudos e a
dificuldade de detectar objetivamente os efeitos do glifosato sobre a saitde humana

tém dificultado uma avaliacdo segura acerca do risco do seu uso. No entanto,
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admite-se que este risco esta diretamente relacionado ao aumento do seu uso,

especialmente em culturas transgénicas resistentes (PACHECO e SHOTTS, 2005).

2.2.1 Classificacdo toxicol6qgica do Glifosato

A toxicidade do glifosato foi associada inicialmente apenas aos vegetais, uma
vez que esse age, nas plantas, por inibicdo competitiva da 5-enol-piruvil-shiquimato-
3-fosfato sintetase (EPSPS), enzima responsavel pela sintese de aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) por via especifica do reino vegetal (via
metabdlica do acido chiquimico). Mais tarde, descobriu-se que, além de efeitos
agudos de irritacdo, também pode intervir no funcionamento do complexo do
citocromo P450 e da glutationa-S-tranferase, envolvidas no metabolismo de
substancias téxicas pelo figado, e de outras enzimas vitais para o organismo
(FARZA, CUNHA e MALTY, 2009).

A portaria n°® 03 de 16 de janeiro de 1992 do MS redefiniu as regras de
classificacdo toxicologica, buscando adequar-se aos padrdes internacionais. Dessa
forma, o glifosato, que antes pertencia a classe toxicoldgica Il, passou a pertencer a
classe IV, podendo induzir a falsa impressdo de que esse composto tornou-se
menos toxico (BRASIL. MS, 1992; FARIA, FASSA e FACCHINI, 2007).

A Tabela 5 mostra a classificacdo de todas as formulacdes de agrotoxicos a
base de glifosato aptos para comercializacdo no Estado de Minas Gerais, até
dezembro de 2012.
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Tabela 5 — Agrotoxicos a base de glifosato aptos para comercializagdo em Minas Gerais e as
varias classificag6es toxicolégicas.
Classificacéo

Marca Comercial S Empresa
Toxicolbgica
CRUCIAL | NUFARM INDUSTRIA
DIRECT vV MONSANTO
FERA II} FMC
GLIATO Il PRENTISS
GLIFOS v CHEMINOVA
GLIFOS PLUS Il CHEMINOVA
GLIFOSATO 480 AGRIPEC Il NUFARM INDUSTRIA
GLIFOSATO 480 HELM v HELM
GLIFOSATO 480 PIKAPAU vV Prod. Quim. Sao Vicente
GLIFOSATO AGRIPEC 720 WG Il NUFARM INDUSTRIA
GLIFOSATO ATANOR Il ATANOR
GLIFOSATO ATANOR 48 I ATANOR
GLIFOSATO ATAR 48 I ATAR DO BRASIL
GLIFOSATO FERSOL 480 NA I FERSOL
GLIFOSATO NORTOX v NORTOX
GLIFOSATO NORTOX 480 SL I} NORTOX
GLIFOSATO NORTOX NA vV NORTOX
GLIFOSATO NORTOX WG vV NORTOX
GLIFOSATO NUFARM I NUFARM INDUSTRIA
GLIFOXIN 11} HELM
GLIOX v NORTOX
GLIPHOGAN 480 I MILENIA
GLISTER Il SINON
GLI-UP 480 SL 11} CROPCHEM
GLIZ 480 NA v DOW
GLIZ 480 SL I} DOW
GLIZ PLUS Il DOW
GLIZMAX Il DOW
GLYPHOTAL 11} CCAB AGRO
PILARSATO 11} PILARQUIM
POLARIS v DU PONT
PRETORIAN I ATANOR
RADAR I MONSANTO
RADAR WG 11} MONSANTO
RODEO v MONSANTO
RODEO N.A. v MONSANTO
RONAT-A I ATANOR
ROUNDP READY MILHO Il MONSANTO
ROUNDUP NA 11} MONSANTO
ROUNDUP ORIGINAL v MONSANTO
ROUNDUP READY Il MONSANTO
ROUNDUP TRANSORB Il MONSANTO
ROUNDUP TRANSORB R Il MONSANTO
ROUNDUP ULTRA I MONSANTO
ROUNDUP WG v MONSANTO
RUSTLER I MONSANTO
SCOUT I MONSANTO
SCOUT N.A. IV MONSANTO
SHADOW 480 SL Il] CONSAGRO
STINGER Il] MONSANTO
SUCESSOBR I OURO FINO
SUMO [ PILARQUIM
TOUCHDOWN I SYNGENTA
TROP Il] MILENIA
TROP N.A. v MILENIA
TUPAN Il CROPCHEM
ZAPP QI 620 0] SYNGENTA

Fonte: IMA, 2013
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De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1994), o
glifosato ndo apresenta propriedades mutagénicas e carcinogénicas. A toxicidade
aguda desse composto é considerada baixa, apresentando uma DLsy oral na faixa
de 1950 a 5000 mg/kg para camundongos, ratos e cabras (FARZA, CUNHA e
MALTY, 2009). Os efeitos tdxicos de formulacdes de glifosato podem resultar da
presenca de surfactante e outros elementos aditivos. O surfactante POEA tem
toxicidade estimada cerca de trés vezes maior que o glifosato.

Estudos toxicocinéticos em animais mostram uma absorcdo aproximada de
30-40% no tubo digestivo e escassa absor¢cado cutanea. Uma vez absorvido se
distribui amplamente pelo organismo, com maiores concentragdes nos 0SsoS, mas
também encontrado nos intestinos, colon e rins. Quase ndo é metabolizado sendo
que 97-99% € eliminado inalterado. Tem uma meia vida de aproximadamente dois
dias e seu principal produto de biotransformacdo é o AMPA. (BURGER e
FERNANDEZ, 2004; OGA, 2003).

No homem, a excrecdo desse composto ocorre pelas vias intestinal (62 a
70%) e renal (15 a 36%). O Glifosato é eliminado principalmente na sua forma
inalterada e em pequena proporcdo na forma de seu metabdlito AMPA, e ndo é
evidenciada a formacao de outros metabdlitos mais toxicos (ACQUAVELLA et al.,
2004; BURGER e FERNANDEZ, 2004; ROMANO, ROMANO e OLIVEIRA, 2009).
Chan e Mahler (1992) administraram glifosato marcado com C** em ratos por via oral
(dois grupos com concentracdes 5,6 e 56 mg/kg) e analisaram amostras de tecido,
urina, sangue e fezes apos 72 horas. Verificaram que 20-30% foi eliminado na urina,
70-80% nas fezes e aproximadamente 1% permaneceu nos tecidos.

Chan e Mabhler (1992), também realizaram estudos com ratos expostos ao
glifosato por via oral, e verificaram que os ratos machos, que ingeriram doses mais
elevadas, tiveram significante diminuicdo na contagem de esperma e as fémeas
tiveram um aumento do cio. A acdo do glifosato no funcionamento de glandulas
enddcrinas foi investigada por Yousef et al. (1995) em coelhos e encontraram
declinio no volume de ejaculagdo e na concentragdo do esperma. Estes
investigadores sugeriram que tais efeitos poderiam ser devido ao efeito citotoxico
direto do glifosato na espermatogénese e/ou indiretamente, via sistema enddcrino.

Apesar do mecanismo de agdo do glifosato em mamiferos ndo ser ainda
totalmente esclarecido esse composto pode atuar em alguns outros mecanismos

enzimaticos. O produto formulado Roundup® inibiu a sintese de esteroides por
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desregulacédo da expressao da proteina StAR em cultivo de células testiculares de
camundongo da linhagem tumoral Leydig MA-10. No mesmo trabalho, outros testes
foram realizados, mas tais efeito ndo foram evidenciados quando apenas o glifosato
(principio ativo) foi utilizado (WALSH et al., 2000). Arbuckle, Lin e Mery (2001)
associaram o glifosato ao aumento da incidéncia de abortos entre a 122 e a 192
semana de gravidez em mulheres de fazendeiros expostas a esse composto e
outros agrotoxicos. Utilizando apenas células mononucleares de sangue periférico
humano, Martinez, Reyes e Reyes (2007) evidenciaram que, tanto o glifosato grau
técnico, quanto o produto formulado Roundup® foram citotoxicos, e esse efeito foi
proporcional ao tempo de exposicdo e a concentragcdo. O Roundup® apresentou
maior citotoxicidade quando comparado ao glifosato grau técnico.

Estudos em células endoteliais de veia umbilical humana, células de rim
embrionéario e células placentdrias JEG3 humanas mostraram que quatro
formulagbes de Roundup®, diluidas 100.000 vezes, foram capazes de causar
apoptose nessas células. Cumpre ressaltar que estas diluicbes continham niveis
inferiores aos dos residuos encontrados em alimentos cultivados com glifosato
(BENACHOUR e SERALINI, 2008).

Paz-Y-Mifio et al. (2007) utilizaram o teste cometa como parametro de
avaliacdo do efeito genotéxico em individuos expostos ocupacionalmente ao
glifosato. O teste cometa é um método simples para medir quebras na fita de DNA
(acido desoxirribonucleico) de células eucaribticas, sendo uma técnica padrdo para
avaliacdo de danos no DNA e, consequentemente, de genotoxicidade. Os resultados
do teste mostraram maior incidéncia de lesdo no DNA no grupo exposto quando
comparado ao grupo controle ndo exposto ocupacionalmente. Estes investigadores
sugeriram gque a aplicacao do glifosato na forma de spray resulta em uma exposicao
que causa o efeito genotdxico. Mafas et al (2009a, 2009b) comprovaram a acao
genotdxica do glifosato e de seu metabdlito AMPA pelo teste cometa e teste do
micronucleo em culturas de linfocitos Hep-2 expostos por 4 horas ao glifosato.

Gasnier et al. (2009) avaliaram os efeitos toxicos de quatro formulagbes
contendo glifosato, em células hepaticas humanas da linhagem HepG2. Foram
testadas concentracbes bem inferiores as utilizadas comumente na agricultura e
efeitos toxicos foram obtidos a partir de 5 ppm e acdo como desruptor enddcrino a

partir de 0,5 ppm. Neste estudo foi demonstrado o primeiro estagio de lesdo do
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DNA, causado por niveis residuais de formulacdes a base de glifosato, em células
humanas.

Benachour e Seéralini (2008) confirmaram o efeito citotoxico do glifosato em
células humanas de embrides, placenta e corddo umbilical, com doses muito abaixo
das utilizadas em campos de soja. Foi observada a morte celular em poucas horas
e, mesmo em doses diluidas 1000 vezes, o Roundup® estimulou a morte das
células de embribes humanos, o que poderia provocar malformacdes, abortos,
problemas hormonais, genitais ou de reproducdo, além de diversos tipos de
canceres. Um estudo publicado pelo mesmo autor levantou preocupacdes acerca da
potencial toxicidade do milho geneticamente modificado (NK603) com e sem o
herbicida glifosato. Dados bioquimicos confirmaram significativas deficiéncias renais
cronicas em ratos com 76% dos parametros renais alterados. Sugeriram que tais
resultados poderiam ser explicados pelas desregulacdo enddcrina causada pelo
Roundup®, mas também pelo aumento da expressdo do transgene no Organismo
Geneticamente Modificado (OGM) e suas consequéncias metabdlicas (SERALINI et
al., 2012).

Apesar deste alerta, a European Food Safety Authority (EFSA) concluiu que o
estudo como foi publicado ndo impacta no curso da reavaliacdo do glifosato, nao
vendo também necessidade de reabrir a avaliagdo de seguranca existente no milho
NK603 ou outros relacionados (EFSA, 2012).

Um estudo epidemioldgico conduzido nos Estados Unidos ndo conseguiu
mostrar a associacdo da incidéncia de cancer e o uso de glifosato, mas De Roos
(2005) sugeriu uma provavel associacdo do glifosato com a incidéncia de mieloma
multiplo, sendo necesséarios maiores estudos para essa concluséao.

Rodrigues et al. (2009) descreveram os sintomas de intoxicacdo aguda de
glifosato em humanos, a partir de uma revisao da literatura de casos de exposi¢cao
por via oral. Os sintomas incluiram dores abdominais, vomitos, excesso de liquido
nos pulmdes, dores de cabeca, perda de consciéncia, destruicdo de células
vermelhas do sangue, palpitagbes cardiacas, dorméncia facial, coceiras,
formigamento, entre outros. Além desses sintomas, foram evidenciadas alteracdes
no eletrocardiograma, lesbes nos rins, pulmdes e trato gastrointestinal, riscos de
ocorréncia de linfoma nédo-Hodgkin.

O glifosato néo foi classificado sobre sua carcinogenicidade pela International

Agency for Research on Cancer (IARC). Ja a agéncia de protecdo ambiental dos
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Estados Unidos (United States Environmetal Protection Agency - US EPA)
classificou o glifosato como pertencente ao Grupo E: “Sem evidéncia de
carcinogenicidade em humanos”, apesar de estudos mostrarem associagdo do
glifosato, ou sua formulacdo comercial, com linfoma n&o-Hodgkin’s, mieloma
multiplo, lesdo do DNA, leucemia e abortos espontaneos (IARC, 2013; US EPA,
1993; WATTS, 2009; HARDELL, ERIKSSON e NORDSTROM, 2002; MINK ET al.,
2012).

2.2.2 Glifosato em alimentos

No Brasil, o glifosato é utilizado principalmente nas culturas de soja, milho,
arroz, café, cacau e cana-de-acgucar, além do uso no controle de plantas aquaticas
com seu uso regulamentado pela ANVISA. A Tabela 6 apresenta as culturas, nas
quais o glifosato pode ser utilizado, bem como o Limite Maximo de Residuo (LMR)
para cada uma.

Além do uso controlado e permitido, deve-se preocupar com o0 uso ilegal do
glifosato pois, com frequéncia, as formulacdes contrabandeadas sao mais toxicas
que o produto puro. O glifosato ndo é assimilado metabolicamente pela soja
transgénica, muito utilizada na alimentacdo humana e de animais, podendo
acumular no vegetal e em seus gréos, o que torna imprescindivel o desenvolvimento
de estudos e monitoramento deste herbicida nos grdos e derivados (ABREU,
MATTA e MONTAGNER, 2008).

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) estipulada para o glifosato € de 0,042 mg/kg
de peso corporal. Isso significa que esse valor é a quantidade méaxima de glifosato
que, ingerida diariamente durante toda a vida, parece nao oferecer risco apreciavel a
saude, a luz dos conhecimentos atuais (ANVISA, 2013b). No entanto, sabe-se que
os surfactantes usados nas preparacdes técnicas podem ser mais toxicos que 0
principio ativo, além de que nos alimentos ainda podem ser encontrados mais de um

principio ativo, sendo esse sinergismo desconhecido.
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Tabela 6 - Limites maximos de residuos (LMR) e intervalo de seguranca de glifosato de
acordo com a cultura onde é aplicado.
Modalidade de

Intervalo de

Cultura LMR (mg/kg)
Emprego (Aplicacdo) Seguranca (Dias)
Algodao Pd&s-Emergéncia 3,00 5
Ameixa P&s-Emergéncia 0,20 17
Arroz Pds-Emergéncia 0,20 o
Aveia Preta Dessecante 20,00 4
Azevém Dessecante 10,00 4
Banana Pds-Emergéncia 0,02 30
Cacau Pds-Emergéncia 0,10 30
Café Pds-Emergéncia 1,00 15
Cana-de-acglcar Maturador 1,00 30
Cana-de-agucar Pds-Emergéncia 1,00 W
Citrus Pds-Emergéncia 0,20 30
Coco P6s-Emergéncia 0,10 15
Eucalipto P6s-Emergéncia Uso Ndo Alimentar
Feijao Pd&s-Emergéncia 0,05 W
Fumo Pd&s-Emergéncia Uso Ndo Alimentar
Maga Pds-Emergéncia 0,20 15
Mamao Pds-Emergéncia 0,10 3
Milho Pd&s-Emergéncia 1,00 W
Nectarina Pd&s-Emergéncia 0,20 30
Péra Pds-Emergéncia 0,20 15
Péssego Pds-Emergéncia 0,20 30
Pinus Pds-Emergéncia Uso Ndo Alimentar
Seringueira Pds-Emergéncia Uso Ndo Alimentar
Soja Dessecante 10,00 7
Soja Pd&s-Emergéncia 10,00 W
Trigo Pd&s-Emergéncia 0,05 w
Uva Pd&s-Emergéncia 0,20 17

(1) O intervalo de segurangca para a cultura € ndo determinado quando o
agrotoéxico for aplicado em pds-emergéncia das plantas infestantes e pré-emergéncia da
cultura. Fonte: ANVISA, 2013b.

Nos ultimos anos, a questdo dos agrotoxicos no Brasil vem ganhando
contornos cada vez mais preocupantes. Ha uma grande pressdo das multinacionais
que dominam o mercado, sobre o érgao regulador para liberacdo de alguns produtos
e/ou aumento de seu LMR. Em fevereiro de 2004, foi publicada a Resolu¢éo n°® 33
da ANVISA aumentando o LMR de glifosato na soja de 0,2 para 10,0 mg/kg, devido
as demandas referentes ao plantio da soja transgénica. Paralelamente a essa
iniciativa, ocorreu a liberagcdo da soja geneticamente modificada Roundup Ready
(RR®), da Monsanto que visava a comercializacdo legal do grao (ANVISA, 2004,
PACHECO e SCHOTTZ, 2005).

A andlise de glifosato e AMPA feita em soja transgénica (GMRR BRS 244
RR®) mostrou que os residuos dessas moléculas nos graos ultrapassam o LMR

pela legislagéo brasileira, mesmo seguindo 0 manejo correto e o tempo de caréncia



42

recomendado. Isso enfatiza a necessidade de monitorizacdo desses residuos nos
alimentos consumidos, principalmente na soja (BOHM et al., 2008).

Em 2010, o Brasil manteve e reforcou a sua posi¢cdo como o segundo maior
produtor mundial de culturas geneticamente modificadas, sendo entdo, responsavel
por 17% de toda a producdo mundial. Dos 25,4 milhdes de hectares de culturas
transgénicas cultivadas no Brasil em 2010, mais de 70% da area plantada foi da soja
RR® (JAMES, 2010).

Segundo a Céleres (empresa de consultoria especializada no agronegocio
brasileiro) na safra 2010/11, lavouras de milho transgénico do Paran4, resistentes a
insetos e tolerante a herbicidas, demandaram 24,7% menos defensivos na safra de
verdo do que um plantio convencional (4,5 quilos e ndo mais 6,2 quilos por hectare,
como anteriormente) (FREITAS-JUNIOR, 2012).

Contudo, as lavouras transgénicas de soja (cultura que demanda sozinha,
48% de todos os agrotoxicos vendidos no pais) utilizam agrotoxicos de forma mais
intensa do que as que ndo adotam essa tecnologia. No Parana, por exemplo, as
lavouras com a tecnologia RR®, da Monsanto, empregaram, em média, 3,6 quilos
de agroquimicos por hectare, o que equivale a 16,2% de aumento em relacdo aos
3,1 quilos consumidos em lavouras convencionais. A vantagem do uso de glifosato
para o produtor estd no manejo, pois nas lavouras RR®, véarios herbicidas sdo
substituidos por um Unico produto, o glifosato, em dosagem maior (FREITAS-
JUNIOR, 2012).

2.2.3 Aspectos analiticos do glifosato

Os métodos analiticos para determinacao de glifosato tém sido desenvolvidos
principalmente em alimentos e agua, mas também em matrizes mais complexas
como solo, soro sanguineo e urina. A determinacdo do teor de glifosato nestas
matrizes serve para produzir informacdes a respeito da exposicdo humana a esse
produto, contaminacdo do ambiente e estudos de cinética em animais e no proprio

homem.
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A molécula do glifosato apresenta baixo peso molecular, alta polaridade,
quatro sitios de ionizagcdo e nenhum grupo cromoforo para sua visualizagdo por
detectores simples. Por apresentarem baixa volatilidade, compostos como o
glifosato necessitam de uma etapa de derivacdo pré-coluna para a obtencédo de um
derivado volatil a ser analisado em cromatografia gasosa (MARTINS-JUNIOR et al.,
2009), mas atualmente, poucos pesquisadores utilizam tal técnica.

Alferness e lwata (1994) desenvolveram um método para analise de glifosato
e AMPA em &gua, solo e matrizes vegetais e de origem animal que tinha como
derivatizantes o acido trifluoroacético anidro (TFAA) e heptafluorobutanol (HFB). Os
analitos derivatizados foram quantificados usando cromatografia gasosa acoplado a
detector de massas em modo SIM (Selected lon Monitoring).

Tsuji, Ariyama e Yano (1997) desenvolveram um método para determinacao
simultanea de glifosato, glifosinato e seus respectivos metabdlitos em solo e trigo
utilizando como derivatizantes 4cido acético e trimetilorto-acetato (TMOA), sendo 0s
analitos posteriormente analisados por cromatografia gasosa acoplada a detector
fotométrico de chama (Flame Photometric Detector - FPD).

Stalikas e Pilidis (2000) otimizaram um método para extracdo e anadlise de
glifosato e AMPA (dentre outros agrotéxicos do grupo) em agua também utilizando
como derivatizantes &acido acético e TMOA. Tais analitos foram posteriormente
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em
modo SIM.

Bdrjesson e Torstensson (2000), tendo como matrizes aguas subterraneas e
solo, apo6s derivatizacdo de glifosato e AMPA com TFAA e trifluoroetanol (TFE),
analisaram os produtos derivatizados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas.

Embora tenhamos trabalhos utilizando a cromatografia gasosa, a
cromatografia liquida tem sido a técnica mais comum para determinacdo do glifosato
e AMPA com derivatizacdo pré ou pés-coluna, transformando-os em derivados
fluorescentes ou apenas aumentando sua massa. A derivatizacdo pds-coluna
utilizando orto-ftalaldeido (OPA) ap0s separacdo em coluna de troca catidnica foi
primeiramente proposta por Moye, Miles e Schere (1983). Outros derivatizantes
também séo citados na literatura (ABAKERLI e FAY, 2003; HEGENDOORN et al.,
1999; KRUVE et al.,, 2011) sendo o cloroformato de 9-fluorenil-metoxicarbonil

(FMOC-CI) atualmente o mais utilizado para andlise de glifosato e AMPA por
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cromatografia liquida, principalmente devido a sua especificidade de reagdo com
aminas primarias e secundarias. Apesar de haver diferentes condicbes de reacao
descritas na literatura, todas apresentam elevadas concentracbes de FMOC-CI
devido a alta reatividade deste composto que em meio aquoso reage formando
hidroxido de 9-fluorenil-metoxicarbonil (FMOC-OH) (MARTINS-JUNIOR, 2005).

Bernal et al. (2010), pesquisando a toxicocinética do glifosato e AMPA em
plasma de rato, inicialmente utilizaram cromatografia liquida e deteccdo por
fluorescéncia apos derivacao pds-coluna com FMOC-CI, mas como a técnica nao foi
suficientemente sensivel, eles melhoraram sua sensibilidade acoplando um
quadrupolo simples (ESI-MS), analisando no modo SIM. Sendo assim, além do
processo de derivatizacdo € necessario também selecionar bem o método de
deteccao para os fins pretendidos, muitas vezes sendo ainda necessario métodos de
purificagao.

Ghanem et al. (2007) utilizaram um método de andlise de glifosato e AMPA
em lamas de depuracdo com derivatizacdo com FMOC-CI, purificacdo com resina de
troca anionica e concentracdo em coluna SPE Oasis HLB® sendo posteriormente
analisado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem com ionizacdo em eletrospray (LC/ESI-MS/MS), para atingir a sensibilidade
necessaria e retirada de interferentes.

Martins-Junior et al. (2009) desenvolveram um método simples e especifico
para andlise de glifosato e AMPA em soja utilizando LC/ESI-MS/MS, sem
necessidade de qualquer tipo de derivatizagc&o ou purificacéo.

Também sem derivatizacdo, mas utilizando outro tipo de analisador de
massas (lon-Trap), Li et al. (2009) desenvolveram um método para analise direta de
residuos de glifosato e glifosinato visando controle de qualidade de produtos como
meldo, batata, tomate e espinafre, dentre outros. Nesse caso a derivatizagdo nao foi
necessaria para alcancar baixos niveis de deteccdo, ja que a técnica analitica de

deteccado apresentou sensibilidade necessaria para a andlise.
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2.3 Milho

O milho é considerado um alimento energético para a dieta humana e animal,
devido & sua composicdo predominantemente de carboidratos e lipideos. A
composicdo média do milho em base seca € 72% de amido, 9,5% proteinas, 9%
fibra e 4% de 6leo (PAES, 2006).

Em todas as regifes brasileiras consumidoras de milho, as principais formas
de aquisicdo domiciliar ainda séo: o milho em grao, o milho em espiga ou enlatado, o
creme de milho, os flocos de milho, o fub& (farinha de milho) e o pao de milho.
Portanto, os produtos ou derivados obtidos por meio da moagem seca do milho séo
0S mais apreciados, tendo participacdo efetiva como componente basico na dieta
alimentar, especialmente das camadas mais pobres da populacdo. O milho pode
suprir as necessidades nutricionais do organismo, além de ser excelente
complemento alimentar, mas ele ndo possui apenas aplicacao alimenticia, o uso dos
seus derivados € feito também pelas industrias quimica, farmacéutica, de papéis,
téxtil, além de outros usos ainda mais nobres (PAES, 2006).

O milho é a cultura de maior destague da agricultura mundial. A safra
2012/2013 de milho no mundo esta estimada em 839 milhdes de toneladas, com
uma area plantada de 175,2 milhdes de hectares. O Brasil é o terceiro maior
produtor mundial, responsavel pela producdo de 70 milhdes de toneladas, em uma
area de 16 milhdes de hectares, estando atras apenas de Estados Unidos e China,
responsaveis respectivamente pela producdo de 271 e 200 milhdes de toneladas.
Sua producdo mundial esta concentrada nos Estados Unidos, China, Brasil, Unido
Europeia e Argentina, que juntos respondem por 56,2% e 74,4% da area plantada e
da producéo mundial, respectivamente (USDA, 2012).

A producédo nacional do milho é relativamente dispersa no pais. No entanto,
0s principais estados produtores, Parana e Mato Grosso concentram quase a

metade (43,4%) da producado nacional (Tabela 7).
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Tabela 7 — Produc&o brasileira de milho ano safra 2012/2013, por Estado

Milho Ano Safra 2012/2013 %

Produc&o Nacional 71.936,40 100
Mil Toneladas
Principais Estados Produtores

Parana 16.626,90 23,1
Mato Grosso 14.588,30 20,3
Minas Gerais 7.452,00 10,4
Goias 7.356,30 10,2
Mato Grosso do Sul 5.666,10 7.9
Rio Grande do Sul 4.838,50 6,7
Séo Paulo 4.748,60 6,6
Santa Catarina 3.234,50 4,5
Bahia 2.181,20 3,0
Outros 5.244,00 7,3

Fonte: CONAB, 2012

2.4 Soja

A soja é fonte de proteinas, ferro, vitamina B, fibras e isoflavona e é o
alimento com maior teor de proteina entre os vegetais. Apresenta 40% de proteinas,
20% de lipidios, 5% de minerais e 34% de carboidrato, e os alimentos a base de
soja, em forma de leite, sucos, carnes ou mesmo bolos, substituem refeicdes de
pessoas com restricdes alimentares, como alergia a laticinios, ou opcionais, como
vegetarianismo (APROSOQOJA, 2012).

A soja é uma importante cultura da agricultura mundial. A safra 2012/2013 de
soja ho mundo esta estimada em 264,3 milhdes de toneladas, com uma é&rea
plantada de 108,5 milhdes de hectares, sendo o Brasil, maior produtor mundial desta
oleaginosa, responsavel pela producéo de 81,0 milhdes de toneladas, em uma area
de 27,5 milhdes de hectares (USDA, 2012).

A producdo mundial de soja esta concentrada em trés paises Brasil, Estados
Unidos e Argentina, que juntos respondem por 71,7% e 80,6% da area plantada e da
producdo mundial da oleaginosa, respectivamente (USDA, 2012). O Brasil

apresenta, contudo, a maior capacidade de crescimento da atual produgéo, tanto
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pelo aumento da produtividade, quanto pelo potencial de expanséo da &rea cultivada
(VENCATO et al., 2010).

Atualmente a producdo de soja no Brasil € liderada pelos estados de Mato
Grosso, Parana, Rio Grande do Sul e Goias que produzem 72,8% da soja nacional.
Mas a producdo de soja esta evoluindo também para novas areas como Maranhdo,
Tocantins e Piaui, as quais respondem atualmente por 5,8% da producado Brasileira
(Tabela 8).

Tabela 8 — Producao brasileira de soja ano safra 2012/2013, por Estado.

Soja Ano Safra 2012/2013 %
Producao Nacional 82.627,60 100
Mil

Toneladas

Principais Estados Produtores
Mato Grosso 23.803,70 28,8
Parana 15.207,40 18,4
Rio Grande do Sul 11.955,60 14,5
Goias 9.159,10 11,1
Mato Grosso do Sul 6.243,20 7,6
Bahia 3.755,70 4,5
Minas Gerais 3.321,00 4.0
Maranhéo 1.682,40 2,0
Tocantins 1.649,70 2,0
Piaui 1.477,30 1,8
Outros 4.372,50 5,3

Fonte: CONAB, 2012
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3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologia para determinacédo de glifosato e AMPA e Avaliar
parametros hematoldgicos e bioquimicos de trabalhadores expostos a agrotoxicos.

3.1. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar metodologia para determinacédo do glifosato e AMPA
em soja e milho, utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC/ESI-MS/MS) sem derivatizacao;

e Avaliar a prevaléncia de residuos de glifosato e AMPA em amostras de milho
coletadas no comercio;

e Caracterizar o trabalhador rural da agricultura familiar quanto a dados
epidemioldgicos, estilo de vida;

e Caracterizar os tipos de agrotoxicos utilizados pelos trabalhadores quanto a
classe toxicoldgica e mecanismo de acéo;

e Caracterizar a exposicdo dos trabalhadores rurais quanto a utilizacdo de
EPI’s, preocupacado com a toxicidade das substancias e tempo de exposicao;

e Avaliar parametros hematoldgicas e bioguimicos em trabalhadores da
agricultura familiar expostos a agrotéxicos.
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4 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DE
GLIFOSATO E AMPA EM SOJA E MILHO (FUBA)

A validagdo de um método analitico € a confirmagéo por exame e fornecimento
de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos. Um método deve ser validado quando nao for
normalizado, for desenvolvido pelo proprio laboratorio, quando os métodos
normalizados forem usados fora dos escopos para 0s quais sao concebidos ou
quando forem feitas ampliagbes e modificacbes nos métodos normalizados. E
fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos para
demonstrar, através da validagdo, que os métodos de ensaio utilizados conduzam a

resultados confidveis e adequados a qualidade pretendida (INMETRO, 2010).

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Amostragem

Amostras de grados de soja organica foram utilizadas como branco nos
experimentos de recuperagdo. Estas amostras foram adquiridas em um
supermercado de Belo Horizonte. As amostras foram trituradas em moinho
refrigerado e acondicionadas em sacos plasticos de polipropileno congeladas a -20
+10°C, até a realizacdo das andlises.

Amostras de fuba organico foram utilizadas como branco nos experimentos de
recuperacdo. Estas amostras foram adquiridas em um supermercado de Belo
Horizonte. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos de polipropileno

congeladas a -20 +10°C, até a realizacao das analises.
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4.1.2 Reagentes e Padrdes

Os padrdes primarios dos compostos Glifosato e AMPA utilizados sdo marca Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanha). Agua purificada foi obtida em um
sistema Milli-Q Gradient (Millipore, Bedford, USA). Os reagentes utilizados foram de
padrdo analitico (p.a.), de grau HPLC ou para andlise de residuos (p.a.r.). Os
solventes organicos utilizados foram: metanol grau HPLC (J.T. Baker, Phillipsburg,
USA), diclorometano p.a.r. (Macron/JT Baker, Phillipsburg, USA), hidroxido de
amonio p.a. (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), formiato de amdnio p.a. (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) e acido formico 98% p.a. (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Solugdes estoque dos analitos foram preparadas separadamente, em Agua Milli-
Q, na concentragao de 447,27 ng/pL para Glifosato e 819,00 ng/uL para AMPA. As
solu¢des foram acondicionadas em tubos de polipropileno de 50,0 mL, envoltos com
papel aluminio, sob temperatura de refrigeracédo entre 2°C e 8°C.

Todas as solugBes padrdo utilizadas foram preparadas em Agua Milli-Q por
diluicbes adequadas das solucdes estoque, sendo utilizadas duas solucbes
intermediarias constituidas da mistura dos dois analitos. Na primeira solucao
intermediaria (SI-1) as concentracbes de glifosato e AMPA séo 4,0 ng/uL e 80,0
ng/uL respectivamente. Na segunda solucéo intermediaria (SI-2) as concentracfes
de glifosato e AMPA foram de 0,275 ng/uL e 5,5 ng/uL respectivamente. Tais
solucdes foram acondicionadas em tubos de polipropileno de 15 mL sob temperatura
de refrigeracdo entre 2°C e 8°C. Os testes de recuperacdo utilizaram a SI-1 e as

curvas foram obtidas a partir da SI-2.

4.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados foram: balanca analitica marca Scientech
modelo SA210; balanga semi-analitica marca Sartorius modelo TE612; centrifuga

refrigerada marca Jouan modelo CR3i; microcentrifuga refrigerada marca Eppendorf
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modelo 5415R; agitador de tubos marca IKA modelo MS3 basic; banho de ultrassom

marca UltraCleaner Unique modelo 1400A.

4.3 Procedimentos de Extragéo

Foram pesados, em tubos de polipropileno de 50 mL, 2,00 £ 0,03 g de amostra
sendo conduzidos estudos de recuperacdo em amostras fortificadas. A extracdo dos
analitos foi realizada com 20,00 mL de agua purificada acidificada com 0,1% v/v de
acido formico em ultrassom por 10 minutos com agitacdo anterior em vortex por
aproximadamente 15 segundos para homogeneizacdo. Apds essa primeira extracao
foi adicionado 5 mL de diclorometano, sendo repetido o processo em ultrassom por
10 minutos com agitacdo em vortex por aproximadamente 15 segundos repetindo-se
por mais 5 minutos em ultrassom.

ApGs a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15,0
minutos a 15 °C. Uma aliquota de 500uL do sobrenadante foi transferida para um
tubo eppendorf de 1,5 mL, em seguida, adicionou-se 500uL de metanol. Verteu-se o
tubo 3 vezes para a precipitacdo de proteinas, centrifugando novamente a 13000
rpm durante 15,0 minutos a 8 °C. Apds a centrifugacao, 100,0 pL da amostra foram
transferidos para vial cromatografico de 2,0 mL e foram adicionados 900,0 pL de

agua para injecao no sistema LC/ESI-MS/MS.



Pesar 2,00 g de amostra

Adicionar 20,00 mL de H,O 0,1% v/v
acido formico

Agitar 15 s em vortex e extrair por
ultrassom por 10 min

Adicionar 5 mL de CH,CI,

Agitar 15 s em vortex e extrair por
ultrassom por 10 min

Agitar 15 s em vortex e extrair por
ultrassom por 5 min

Centrifugar
(3000 rmp por 15 min a 15°C)

Transferir 500,0 yL do sobrenadante e
adicionar 500,0 pL de metanol em
eppendorf

Verter 3x o frasco e centrifugar a
13000rpm por 15 min a 8°C

s

N

Diluir 100,0 pL da amostra com 900,0 pL
de H,O em vial cromatogréafico de 2 mL

Injetar 40 pL no
LC/ESI-MS/MS

Figura 7 — Fluxograma do processo de extracio
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4.4 Espectrometria de massas

O espectrémetro de massas é um instrumento composto basicamente por trés
unidades fundamentais: fonte de ions com a finalidade de gerar os ions a serem
analisados na fase gasosa a partir das amostras de interesse; analisador ou filtro de
massas que emprega combinacdes entre campos elétricos e magnéticos para
separar 0s ions gerados na fonte de ionizacdo de acordo com as suas razdes
massa/carga (m/z) e detector que tem a finalidade de quantificar os ions
provenientes do analisador de massas (MARTINS JR., 2005; KUSSUMI, 2007).

A espectrometria de massas em tandem é a &rea da espectrometria de
massas interessada em estudar a geracdo de ions produtos formados por colisdes
de um ion precursor previamente selecionado. Este processo de fragmentacdo de
um ion de m/z especifica requer o isolamento deste ion, seguido da fragmentacéo
do mesmo e da analise dos ions produtos formados por outro analisador de massas
(HOFFMANN and STROOBANT, 2007; MARTINS JR., 2009).

Um sistema triploquadrupolar € composto por trés analisadores quadrupolares
dispostos em série. Neste sistema, o primeiro quadrupolo (Ql) e o terceiro
quadrupolo (Q3) funcionam como filtro de massas. O segundo quadrupolo (g2) é
operado como cela de colisdo, onde, reacbes de dissociacao de ions de interesse
sao realizadas (Figura 8) (MARTINS JR., 2009).

Fonte Q1 q2 Q3 Detector
@B~

Figura 8 - Diagrama de um instrumento triploquadrupolo. Q1 e Q3 sdo espectrometros de
massas e o quadrupolo do meio (q2) é a célula de colisao.
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4.5 Condi¢cbes do sistema de cromatografia

Foi utilizado em um sistema LC/ESI-MS/MS composto de um espectrometro de
massas triploquadrupolo LC 6460 (Agilent Technologies, Waldbronn, AL) equipado
com fonte de ionizacdo API-ESI com tecnologia Agilent JetStream® (electrospray),
conjunto compressor de ar / gerador de nitrogénio NG15 Atlas Copco com tecnologia
Pressure Swing Adsorption e reservatorio de 200 litros (Atlas Copco, Suécia). O
espectrometro de massas foi acoplado a um cromatografo liquido série Agilent Serie
1200 SL (Agilent Technologies) equipado com bomba binaria, sistema micro-
degaseificador online a vacuo, amostrador automatico com controle de temperatura
e capacidade para 54 + 54 frascos de amostra de 2,0 mL e forno para coluna
analitica. O sistema de controle, aquisicao e tratamento dos dados foram realizados
com o software Agilent MassHunter Workstation verséo B.03.02.

O espectrdmetro de massas foi calibrado nos modos de ions positivos e
negativos com uma solucédo de padrao (Low Concentration Tuning Mix). O nitrogénio
obtido pelo gerador foi utilizado como gas nebulizante, gas secante e gas de
dessolvatacdo na fonte. Como gas de colisdo foi utilizado um Nitrogénio UltraPuro
6.0 da White Martins. As tabelas 9 e 10 apresentam, respectivamente, os valores
otimizados para a fonte JetStream® e para analise de glifosato e AMPA em soja e

milho.

Tabela 9 - Parametros da fonte de ionizac&o JetStream® empregados nas analises.

Parametro Polaridade (+) Polaridade (-)
GasTemp 345 -C 345 -C
DryingGasFlow 12 L/min 12 L/min
NebulizerGas 50 psi 50 psi
SheathGasTemp 350 -C 350 -C
SheathGasFlow 12 L/min 12 L/min
CapillaryVoltage +5500 V -4500 V

NozzleVoltage 500 V 500 V
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Tabela 10 - Parametros otimizados para analise de glifosato e AMPA em amostras de soja e

milho.
. x Energia .
Composto Transicao Propdsito Dyvell Fragmentor de Polaridade
(m/z) time . (ESI)
Colisdo
Glifosato 170>88 Quantificacdo 250ms 62 2 Positiva
Glifosato 170>60 Confirmacdo 250ms 62 14 Positiva
AMPA 110>63 Confirmagdao 250ms 77 14 Negativa
AMPA 110>79 Quantificacdo 250ms 77 22 Negativa

4.6 Selecado da fase movel

O glifosato e seu metabdlito AMPA apresentam elevada polaridade, grande

tendéncia em formar espécies ibnicas e comportamento zwiteridnico. No caso dos

compostos mencionados, os grupos fosfato e carboxilico tém maior carater acido

gue o amonio. Sendo assim, os eletrolitos adicionados a fase mével participam dos

processos de associacdo e dissociacdo dos analitos, isto porque, apesar dos

analitos ja estarem ionizados em fase liquida e por possuirem diferentes sitios

ionizaveis, a carga dos compostos em fase liquida varia em funcdo do pH da

solucdo, devendo-se atentar a isso jA que a transicdo pesquisada para cada

composto leva em consideracéo a relacdo massa/carga (m/z) que sera caracteristica

em uma faixa de pH, relacionado as constantes de dissocia¢do, que no caso do

glifosato sdo pK; =0,8; pK; = 2,2; pK3 = 5,4 e pK4 = 10,2, conforme Figura 9.
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Figura 9 — Constantes de ionizagéo do glifosato e AMPA. Fonte: CIKALO, 1996

De acordo com o trabalho de Martins-Junior (2005) os melhores picos foram
obtidos com o emprego de aditivos de pH alto, neste caso, carbonato de aménio e
hidroxido de aménio sabendo-se que o aumento do pH da solucdo que contribui
para o processo de dissociacdo dos analitos ja na fase liquida. No presente trabalho
optou-se pela selecdo de um Unico aditivo que se adequasse aos modos de
ionizacdo positivo e negativo, uma vez que o glifosato e o AMPA apresentaram
maior sensibilidade em modos de ionizacdo de polaridade diferente. Empregou-se
como aditivo o formiato de aménio 5 mmol/L e hidréxido de amonio 0,1 % v/v.

Empregou-se como fase movel Solugdo A aquosa contendo formiato de amonio
5mmol/L e hidroxido de aménio 0,1 % v/v (pH = 9) e Solugédo B metanol. A proporgéo
das fases foi de 85 % da fase A e 15 % da fase B (sem gradiente), com fluxo de 0,3
mL/min. A coluna utilizada foi uma Agilent Zorbax® SB-C18 2,1 x 50 mm x 1,8 um,
mantendo-se o forno a 35 °C.
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4.7 Parametros de Validagéo

Validagbes intralaboratoriais correspondem a estudos analiticos que
envolvem um unico laboratério, utilizando um mesmo método, para analisar mesma
ou diferentes amostras, sob diferentes condi¢cdes, em um intervalo de tempo
justificado (EC, 2011). Tais processos de validacéo permitem avaliar ndo somente a
exatiddo e a precisdo de um método, mas também outros importantes parametros
tipicos de desempenho como linearidade da curva de calibracéo, faixa de trabalho,
sensibilidade, seletividade, efeitos de matriz, limites de deteccdo e de quantificacao
(SOUZA, 2007; THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002).

O documento SANCO n° 12495/2011 é um guia especifico para laboratorios
oficiais envolvidos no controle de residuos de agrotoxicos em alimentos da Unido
Europeia e descreve métodos de validacdo e controle de qualidade de modo a
padronizar e garantir a qualidade e comparabilidade dos resultados obtidos.
Segundo tal documento, a validacdo de método intralaboratorial deve ser realizada
para fornecer evidéncia de que um método é adequado ao propdésito para o qual
sera utilizado (EC, 2011).

Sendo assim, a validacdo do método foi baseada em parametros da EUROPEAN
COMISSION (2002) e documento n°® SANCO/12495/2011 (EC, 2011). Os testes
estatisticos e as premissas associadas a esses testes foram baseados em Souza
(2007). Foi conduzida por dois técnicos treinados na técnica, seguindo
procedimentos baseados na NBR ISO/IEC 17025: 2005, executada em dias
diferentes. O delineamento experimental incluiu curvas do analito em solvente e em
matriz, amostras brancas e adicionadas. Os parametros analisados foram
seletividade, linearidade, efeito de matriz, exatiddo, preciséo, limite de deteccéo e
guantificacdo e incerteza.

Para a validacéo, foram escolhidos soja e milho por apresentarem culturas
representativas, com teor de Oleo diferentes, alto consumo de glifosato e grande
producédo brasileira. A cultura de soja foi a principal consumidora de agrotoxicos do
Brasil, em 2011, segundo dados do SINDAG, e o milho é uma das quatro culturas
gque mais impulsionaram o aumento de quase 30% do uso de agrotoxicos no

primeiro trimestre do Brasil, quando se compara os anos de 2011 e 2012 (IEA, 2012,
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SINDAG, 2012). O procedimento escolhido para extracéo foi adaptado dos trabalhos
de Martins-Janior (2005) e Kruve et al. (2011).

4.7.1 Linearidade e Curva de calibracdo

A linearidade é a capacidade de um método analitico gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da espécie em analise, dentro de uma
faixa analitica especificada. A equacdo mateméatica que descreve esta dependéncia
€ conhecida como curva de calibracdo e o ajuste desta equacédo geralmente é feito
pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). Exceto quando ocorrem
grandes erros no preparo das curvas, os erros devidos a calibracdo correspondem
aos menores componentes na compilagéo da incerteza total.

A curva de calibracdo de um método analitico € o intervalo entre os menores
e maiores niveis (incluindo estes) que tenham demonstrado precisdo, exatiddo e
linearidade utilizando o método pretendido. Dentro dessa faixa de trabalho a
resposta do sinal ter4d uma relacdo linear com o analito ou valor da propriedade. A
curva de calibracdo deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio vai ser
usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se
situar no centro da faixa de trabalho (HUBER, 1998; INMETRO, 2010; THOMPSON,
ELLISON e WOOD, 2002).

A linearidade foi avaliada baseando-se no procedimento descrito por Souza e
Junqueira (2005). Foram preparadas curvas de calibracdo com oito niveis de
concentracdo e trés replicatas independentes, buscando-se selecionar apenas 6
niveis para os testes estatisticos de linearidade. As curvas foram injetadas de modo
aleatorio.

O modelo Y = a + bX, em que Y representa as respostas dos picos, no caso foi
utilizado as areas e X as concentracfes dos padrdes dos analitos. O método dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO) foi utilizado para estimar os parametros da
regressado a e b. O teste de residuos padronizados Jacknife foi aplicado para a
deteccdo de valores dispersos (outliers). As premissas da andlise de regressao

foram previamente verificadas utilizando testes de Ryan-Joiner, Brown-Forsythe e
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Durbin-Watson para verificar, respectivamente, normalidade, homoscedasticidade e
independéncia dos residuos. Analise de variancia foi utilizada para verificar a
adequacao do ajuste ao modelo linear (SOUZA, 2007; THOMPSON et al., 2002).

As curvas foram preparadas em baldes volumétricos de 5 mL, com trés replicatas
independentes de cada ponto de calibracdo para testes de linearidade e efeito de
matriz. Os volumes dos balbes foram completados com &gua Milli-Q. As faixas de
concentracdo foram de 0,0025 a 0,060 ng/uL para glifosato e 0,050 a 1,00 ng/uL

para AMPA. Estas solucdes foram preparadas com frequéncia diaria.

4.7.2 Seletividade e Efeitos de matriz

A seletividade € um parametro de desempenho relacionado a capacidade do
método de determinar especificamente o analito de interesse na presenca de outros
componentes da matriz, ou mesmo outros analitos, sob condi¢gdes determinadas
(EURACHEM, 1998; SOUZA, 2007).

A European Commission (EC) define como especificidade a capacidade de
um método distinguir o analito de outra substancia, pertencente da matriz ou nao,
sendo esta caracteristica depende essencialmente da técnica de medicdo descrita
(EC, 2002). Entretanto, segundo a IUPAC (VESSMAN et al., 2001), este conceito
expressa a seletividade do método.

Estudos dos efeitos de matriz correspondem um tipo especifico de estudo de
seletividade que objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas por elementos
diversos que compdem a matriz amostral (THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002).
A matriz pode conter compostos que podem interferir na medida feita pelo detector
selecionado. Dependendo de como a identidade do analito é estabelecida,
interferentes podem inibir a deteccdo distorcendo o sinal proveniente do analito,
inibindo a ionizacdo da substancia de interesse, por exemplo. Diferentemente, 0s
interferentes também podem contribuir para o sinal atribuido ao analito, com efeito
de aumentar a concentragao do mesmo (EURACHEM, 1998).

A auséncia de resultados falso-positivos para as amostras brancas em adicao

a combinacdo da técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
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massa (LC-MS/MS) obtém-se uma seletividade que raramente é comprometida
devido ao fornecimento simultdneo do tempo de retencédo, relagdo entre os ions,
abundancia do analito, separacéo e deteccdo (VESSMAN et al., 2001).

Para a avaliacdo do efeito de matriz foi empregado o método de adicdo de
padrdo. Para comparagdo da inclinacdo, duas curvas de calibracdo exatamente
iguais em concentracdo foram preparadas em trés replicatas independentes,
injetadas em ordem aleatéria, no mesmo dia. A curva em solvente foi preparada
conforme descrito nos experimentos de avaliacdo da linearidade, utilizando-se 100
uL de Agua Milli-Q adicionada de 900 pL de cada pondo da curva, partindo-se dos
baldes volumétricos de 5 mL. Para o preparo da curva em matriz utilizou-se de 100
uL do extrato de amostras brancas adicionada de 900 uL de cada ponto da curva,

provenientes dos balGes volumétricos de 5 mL.

4.7.3 Exatiddo

A exatiddo é o grau de concordancia entre o valor médio de uma série de
resultados de ensaios e o valor de referéncia aceito, sendo assim, expressa 0sS erros
sisteméticos ou tendéncias (EC, 2002; THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002).
Segundo Huber (1998), exatiddo se define como a extensdo na qual os resultados
gerados por um método e os valores verdadeiros concordam. Para avaliacdo da
exatiddo de um método sao utilizados materiais de referéncia certificados (MRC),
materiais de referéncia (MR), métodos de referéncia ou ensaios de
adicao/recuperacdo (THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002).

Segundo o documento n°® SANCO/12495/2011, o método analitico deve ser
capaz de fornecer valores médios de recuperacdo para cada nivel adicionado na
faixa de 70 a 120%, com RSD (desvio padrao relativo) de repetitividade < 20%, para
todos os compostos pesquisados usando o método (EC, 2011).

Os resultados de recuperacéo obtidos foram analisados quanto a presenca de
valores dispersos pelo teste de Grubbs. As premissas de normalidade (teste de

Ryan-Joiner) e homoscedasticidade dos residuos (teste de Brown-Forsythe) dos
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resultados de recuperacao, utilizados na andlise de variancia, foram previamente
testadas como proposto por Souza (2007).

Exatidao foi pesquisada por meio das médias de recuperacéo obtida em ensaios
com amostras de milho (fubd) e soja brancas adicionadas de padrao
correspondentes aos niveis 1, 2, 3 e 7 da curva de calibracdo, sendo doze replicatas
independentes de cada nivel (EC, 2011). As concentracdes de glifosato e AMPA nas
amostras analisadas foram calculadas utilizando-se das curvas de calibracdo nas

respectivas matrizes.

4.7.4 Precisdo

A preciséo diz respeito a distribuicdo dos erros aleatorios de um sistema de
medicdo. Indica o grau de dispersdo de diversos valores individuais em torno do
valor mais provavel, sendo entdo o grau de concordancia entre resultados de
ensaios independentes obtidos em condi¢cdes pré-estabelecidas especificas.
Normalmente calcula-se sob a forma de um desvio padrdo do resultado do ensaio,
sendo dependente da concentracdo do analito. Uma menor precisdo é indicada
através de um elevado desvio padrdo (EC, 2002; EURACHEM, 1998; INMETRO,
2010; THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002).

As condicdes mais comuns para obtencédo da precisdo sao repetitividade e
reprodutibilidade. A repetitividade avalia a variabilidade encontrada quando
resultados independentes sao obtidos utilizando o0 mesmo método, em um mesmo
laboratério, com o mesmo analista, usando 0 mesmo equipamento em um curto
intervalo de tempo. A reprodutibilidade representa a variabilidade encontrada
guando resultados séo obtidos utilizando o mesmo método, em laboratérios
diferentes, com diferentes analistas e usando equipamentos diferentes. A preciséo
intermediaria ou reprodutibilidade parcial refere-se a precisdo avaliada utilizando o
mesmo método, no mesmo laboratério, mas variando condigcbes como: diferentes
analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos. E reconhecida como a mais
representativa da variabilidade dos resultados em um unico laboratério (EC, 2002;
EURACHEM, 1998; INMETRO, 2010; THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002).
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Segundo o documento n°® SANCO/12495/2011, o método analitico deve ser
capaz de fornecer valores médios de recuperacdo com os desvios padréo relativos
de repetitividade (DPRr) e os desvios padrdo de reprodutibilidade parcial (DPRR)
<20% para todos os compostos pesquisados usando o método (EC, 2011).

Precisdo (sob condicdes de repetitividade e reprodutibilidade parcial), foi
expressa em termos de desvios-padrao relativos e estimada por andlise de variancia
dos resultados de recuperacdo obtidos, sendo pesquisados em ensaios com
amostras de milho (fubd) e soja brancas adicionadas de padrdo em niveis
correspondentes aos niveis 1, 2, 3 e 7 da curva de calibracéo, sendo doze replicatas
independentes de cada nivel. As amostras foram divididas em quatro lotes com trés
replicatas de cada nivel, analisados em dois diferentes dias por dois analistas
diferentes: dias 1 e 2 pelo analista 1 e dias 3 e 4 pelo analista 2 (EC, 2011; SOUZA,
2007). As concentracdes de glifosato e AMPA nas amostras analisadas foram

calculadas utilizando-se das curvas de calibragdo na matriz respectiva.

4.7.5 Limite de Quantificacdo e Limite de Deteccéo

O Limite de Deteccao (LD) € a menor concentracdo do analito presente em
uma amostra que pode ser detectada pelo método, porém, ndo necessariamente
corretamente quantificada, devido a presenca de um erro muito grande. Pode ser
definido também como a menor concentracdo do analito detectada em amostras
adicionadas, mas nado necessariamente quantificada e distinguida de zero
(sinal/ruido = 3) ou também como a média mais trés desvios padrao das respostas
obtidas para as amostras brancas (HUBER, 1998; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005;
THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002).

O Limite de Quantificacdo (LQ) € a menor concentragdo de uma substancia
que pode ser guantificada com exatiddo e precisdo aceitaveis nas condicbes
estipuladas do teste (EC, 2002) ou a concentragcao abaixo da qual o método analitico
nao pode operar com precisdo e exatidao aceitaveis (THOMPSON, ELLISON e
WOOD, 2002).
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O LQ foi estabelecido como a menor concentracdo estudada na qual o
método operou com exatiddo e precisdo aceitdveis, ou seja, valores médios de
recuperacao obtidos para as replicatas de amostras adicionadas, sendo considerado
o menor nivel de concentracdo estudado que atendeu os requisitos estipulados. para
cada nivel adicionado na faixa de 70 a 120%, com RSD (desvio padréo relativo) de
repetitividade < 20%, para o composto pesquisado (SOUZA, 2007; EC, 2011).

O LD foi estabelecido como a concentracdo abaixo da qual o método nao
pode operar com exatidao e precisdo aceitaveis de acordo com Souza (2007), sendo
a menor concentracdo detectada em todas as amostras adicionadas, mas nao
necessariamente quantificada, diferente de zero, tendo um sinal-ruido pelo menos 2
3. No presente trabalho, baseando-se também no método visual, considerando a
concentracdo minima adicionada confirmada e detectada com pelo menos com trés
replicatas independentes com adi¢cdo de padrao neste nivel foi considerado o nivel
logo abaixo do nivel de LQ.

4.7.6 Incerteza da medicdo

A incerteza da medicdo é definida internacionalmente como o parametro
associado ao resultado de uma medida que € caracteristico da dispersao dos
valores que pode ser razoavelmente atribuido a medida. O intervalo “a + 2u”
representa um nivel de confianga de 95% que se encontrara o valor real, sendo “a” o
valor medido e “2u” a incerteza expandida (CODEX, 2004).

N&o é um dos parametros de validacdo, mas € um requisito imprescindivel da
norma ISO/IEC 17025:2005, tendo como conceito a faixa que engloba o resultado
reportado no qual o valor verdadeiro € encontrado em uma probabilidade especifica
(nivel de confianca usualmente utilizado de 95%). Dados de incerteza podem ser
calculados utilizando exatiddo e reprodutibilidade, ou seja, a partir de dados de
validagéo (EC, 2011).

De acordo com a norma ISO/IEC 17025:2005, todo laboratorio de ensaio
devem ter procedimentos para a estimativa das incertezas de medi¢cdo. Nos casos

onde a natureza do método de ensaio impedir o célculo rigoroso (a analise de



64

residuos se enquadra nesse caso), o laboratorio deve pelo menos tentar identificar
todos os componentes de incerteza e fazer uma estimativa razoavel, baseada no
conhecimento do desempenho do método e no escopo da medicdo, devendo fazer
uso de experiéncia e dados de validacdo (ABNT, 2005).

A quantificagdo da incerteza da medicdo associada ao resultado de ensaio
realizado neste trabalho foi baseada no conhecimento do desempenho do método e
no escopo da medicéo, utilizando dados provenientes de processos de validacdo de
métodos. No campo da incerteza de medicdo, o desvio padrdo experimental
denomina-se incerteza padrdo de medicdo. Desse modo, neste trabalho, os
parametros de desempenho do método, avaliados em ambiente intralaboratorial,

foram adotados para estimativa da incerteza.

4.8 Resultados e Discussao

4.8.1 Selecao da fase movel

Baseado na pesquisa de Martins-Junior (2005) escolheu-se trabalhar com
fase movel bésica, devido a uma melhor ionizacdo tanto do glifosato em modo
positivo quanto do AMPA em modo negativo. Os testes iniciais foram com o
carbonato de aménio, mas logo nos primeiros ensaios houve entupimento do capilar
de entrada do detector de massas. Além disso, o preparo dessa solucao foi bastante
trabalhoso, com grande precipitacdo do salido.

Apds a manutencdo corretiva no aparelho, optou-se por utilizar solucao de
hidroxido de aménio, sendo esta muito volatil, foi utilizado o sal de formiato de
amonio para formacdo de um tampdo que estabilizasse a fase movel e,
consequentemente, 0s compostos analisados.

A escolha do metanol também foi baseada na pesquisa de Martins-Junior
(2005), devido a baixa solubilidade glifosato e do AMPA em acetonitrila somada a
maior praticidade do uso do metanol levando-se em consideracdo que este ja fazia

parte da rotina de outras metodologias utilizadas no laboratério.
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4.8.2 Linearidade e Curva de calibracdo

Valores dispersos foram detectados e retirados pelo teste de residuos
padronizados Jacknife sendo excluidos um para o AMPA e quatro para o glifosato
(Figura 10a e 10b).

A curva de calibracdo analitica obtida para cada um dos analitos é
apresentada na Tabela 11 e Figuras 11 e 12. Foi confirmado que os residuos da
regressdo seguem a distribuicdo normal, sdo independentes e homoscedasticos,
permitindo a utilizacdo dos testes de hipoteses de t e de F, além do emprego da
andlise de variancia para estimativa da significancia da regressédo e do desvio da
linearidade. Os dados obtidos foram avaliados como bem ajustados ao modelo
linear. A significancia da regressdo (p < 0,01) e os desvios de linearidade nao
significativos (p > 0,05) indicaram linearidade nas faixas de concentracdo estudadas
para cada analito. Os graficos apresentados referem-se a testes de linearidade em

solvente, para o AMPA e em matriz milho para Glifosato.

Tabela 11 — Faixa de operac&o analitica validada para glifosato e AMPA.
Faixa de operacéo validada

Analito
(ng/uL) (mg/kg)
Glifosato 0,005 a 0,05 1,0a 10,0
AMPA 0,10a1,0 20,0 a 200,0
10a Grafico de residuos para Glifosato 10b . Grafico de residucs para AMPA
200 GO0
1”ﬂo°¢ 00 4 a
a 8 ? g = 200 a i 2 &
A0 o ° o 2
T 200 - . . " ] 2 e o
300 4 : o
- 400 3
500 500 1 -
600 - 800
a ooz 004 006 0 0.2 04 0.6 08 1 1.2
Concentragio [ng/El) Concentracho (ngfpl)

Figura 10 - Graficos exploratérios dos residuos da regresséo de glifosato e AMPA no ensaio

de avaliacdo da linearidade com indicacdo dos respectivos valores extremos diagnosticados

pelo teste de residuos padronizados Jacknife. e; = residuo da regressao, * = valor extremo, ----
= *l(1-a/2;n-2)Sres
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Curva de Calibragao - Glifosato
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Figura 11 — Curva de calibragdo obtidas nos ensaios de avaliagio da linearidade para
Glifosato.

Curva de Calibragao - AMPA
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Figura 12 — Curva de calibragc&o obtidas nos ensaios de avaliacdo da linearidade para AMPA.

Abakerli e Fay (2003) obtiveram uma linearidade do equipamento na faixa de
concentracdo de 0,01 a 10,0 ug/mL com um coeficiente de correlagdao de 0,99. Ja
Martins-Junior (2005) obteve uma linearidade na faixa entre 0,1 a 3,0 pg/L para
analise em soja com coeficiente de correlacdo maior que 0,999 para ambos.
Segundo Granby, Johannesen e Vahl (2003) a faixa linear de operacgao foi de 0,02 a
2,50 mg/kg de glifosato em cereais (correspondente a 0,0015 a 0,15 ng/uL), com
coeficiente de determinacdo de 0,999121. Li Bo et al (2007) validaram uma faixa
linear de 0,20 a 10,0 ug/L para alimentos.

E importante ressaltar a grande variedade de unidades utilizadas para

verificacdo da linearidade. Tal variacdo € proveniente da sensibilidade do
equipamento, do tipo de analise (direta ou com derivatizante), da massa de amostra
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extraida e do método de extragdo utilizado, sendo que o mais Util seria informar a
linearidade em mg/kg, unidade esta utilizada nos limites determinados pela ANVISA.
Apenas Granby, Johannesen e Vahl (2003) informam claramente a correspondéncia
entre os valores da curva quanto comparados aos limites obtidos. Nos outros, deve-
se observar os fatores de diluicAo da amostra para fazer essa correspondéncia.
Martins-Junior (2005) utiliza 1000 como fator de diluicdo da amostra. No presente
trabalho, o fator obtido foi 200. Deve-se observar também que a grande maioria dos
trabalhos utiliza apenas o coeficiente de determinacdo (R®) para verificar a
linearidade da curva, sendo que um valor préximo de um ndo é necessariamente

resultado de uma relagéo linear.

4.8.3 Seletividade e Efeito de matriz

A cromatografia classica tem como um dos parametros principais a separacao
dos analitos de interesse por tempo de retencdo. Tal parametro ndo tem tanta
significancia quando se trata de espectrometria de massas sequencial ou
triploquadrupolar, ja que os agrotdxicos, neste caso, sao detectados e quantificados
baseados nas transicdes caracteristicas de cada um e na proporcdo entre as
transicdes. De acordo com o documento SANCO, sdo necessarias apenas duas
transicOes de m/z para autoconfirmacéo do resultado (EC, 2011).

As Figuras 13 e 14 referem-se as amostras brancas (sem presenca de
agrotoxicos) e mostram o perfil de cada matriz. O cromatograma do branco de soja
indica um possivel interferente do AMPA. Na transicdo de quantificacdo foi
detectado um pico com TR bem proximo ao do padrdo, mas quando foi analisada a
proporcao entre as transicoes, verificou-se que se encontram fora dos parametros
de aceitabilidade estipulados de tolerdncia méxima da relagdo entre os ions de +
20% (EC, 2011).

As Figuras 15 e 16 mostram que apesar dos analitos de interesse
apresentam tempos de retencao (TR) muito proximos (AMPA: TR 0,509 minutos e
Glifosato: TR: 0,516 minutos), cada um apresenta pelo menos duas transicbes

caracteristicas de cada composto, sendo que nesse estudo, cada um foi analisado
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em uma polaridade diferente (AMPA: ionizacdo negativa; Glifosato: ionizacao
positiva). Desse modo, o0 método foi capaz de identificar e quantificar isoladamente
0S compostos pesquisados.

Foram feitos testes utilizado colunas C8 e C18. Como o0s analitos nao
apresentaram retencdo em nenhuma delas optou-se por utilizar uma C18

objetivando-se maior retencéo dos interferentes.
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Figura 13 - Cromatogramas mostrando branco de soja. (A) Transic&o de quantificagdo do
AMPA; (B) Relacgdo entre as transi¢cdes de Quantificacdo e Qualificacdo do AMPA; (C) ion pai
com os dois ions filhos para o AMPA,; (D) Transic&o de quantificacdo do Glifosato; (E) Relac&o
entre as transi¢cdes de Quantificagio e Qualificago do Glifosato; (F) ion pai com os dois ions
filhos para o Glifosato.
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Figura 14 - Cromatogramas mostrando branco de milho. (A) Transi¢c&o de quantificac&o do
AMPA; (B) Relagéo entre as transi¢cdes de Quantificacio e Qualificagdo do AMPA; (C) ion pai
com os dois ions filhos para o AMPA; (D) Transi¢cao de quantificagao do Glifosato; (E) Relagao
entre as transic6es de Quantificacdo e Qualificacdo do Glifosato; (F) lon pai com os dois fons
filhos para o Glifosato.
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Figura 15 — Cromatogramas de solug&o padréo de glifosato na concentragéo de 1,0 mg/kg e
solucdo padrdo de AMPA na concentracdo de 20,0 mg/kg em soja. (A) Transicdo de
guantificacdo do AMPA; (B) Relagdo entre as transi¢des de Quantificacdo e Qualificacdo do
AMPA; (C) lon pai com os dois ions filhos para o AMPA; (D) Transi¢&o de quantificagdo do
Glifosato; (E) Relago entre as transi¢cdes de Quantificacéo e Qualificacdo do Glifosato; (F) ion
pai com os dois ions filhos para o Glifosato.
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Figura 16 — Cromatogramas de solug&o padrdo de glifosato na concentragéo de 0,50 mg/kg e
solucéo padrédo de AMPA na concentracdo de 10,0 mg/kg em milho. (A) Transicéo de
guantificacdo do AMPA; (B) Relagéo entre as transi¢cdes de Quantificacdo e Qualificacdo do
AMPA; (C) lon pai com os dois ions filhos para o AMPA; (D) Transicdo de quantificacéo do
Glifosato; (E) Relago entre as transi¢cdes de Quantificacéo e Qualificacdo do Glifosato; (F) ion
pai com os dois ions filhos para o Glifosato.
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Figura 17 - Supresséo de sinal da soja e milho.

Jo e, N e

Na Figura 17 esta exemplificado um dos testes de supressdo de sinal por
método de infusdo pds-coluna, onde uma amostra de um branco da matriz é injetada
ao mesmo tempo em que é adicionado um fluxo de infusdo de um padréo
concentrado do analito, analisa-se as possiveis perturbacdes que podem ocorrer na
linha de base gerada pelo sinal do analito sob fluxo de infusdo constante.

O sinal em linha vermelha é o padrdo sem matriz, em azul é o padrdo com
infusdo de extrato branco de milho, em marrom, é o sinal do padréo infundido com
branco de soja. Percebe-se claramente como h&a uma supresséo de sinal quando ha
competicdo da matriz pela ionizacdo dos compostos, devido ao menos sinal do
padrdo, quando infundido com a matriz. Tal exemplo pode ser melhor visualizado

com a comparacdao das curvas (Figuras 18 e 19):
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Figura 18 — Efeito de matriz para glifosato em soja e milho.
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Efeito de matriz - AMPA
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Figura 19 — Efeito de matriz para AMPA em soja e milho.

Para esse tipo de verificacdo do efeito de matriz, foram realizadas anélises no
mesmo dia e com concentracdes idénticas, trés curvas, uma em solvente, uma em
milho e outra em soja. Quanto mais complexa a matriz, maior sera seu efeito. Neste
caso € claramente observada a supressao do sinal (diminuicdo da area), quando se
compara padrbes de mesma concentracao.

De acordo com o trabalho de Martins-Janior (2005), somente ndo houve efeito
de matriz, quando utilizou uma diluicdo da amostra maior que 1000 vezes. Algumas
vantagens de trabalhar sem efeitos de matriz é a utilizacdo das solu¢cbes padrao de
uso em solvente para curva de calibracdo, diminuindo gastos com obtencédo e
preparo de amostras sem presenca de agrotdxico, menos gastos com manutengao
do aparelho devido a problemas de interferentes gerados pela matriz e analise de
matrizes variadas utilizando a mesma curva de quantificacdo. Mas como
desvantagens, a diluicdo excessiva da amostra aumenta a incerteza e diminui a
sensibilidade do método.

Os testes iniciais do presente estudo foram realizados em um aparelho da
APPLIED API 4000 ION TRAP, utilizando-se uma coluna C8, obtendo-se uma
sensibilidade capaz de utilizar uma diluicdo da amostra de até 2000 mas, devido as
questdes relacionadas a rotina dos laboratorios envolvidos, optou-se por trabalhar
com uma coluna C18, em um aparelho da Agilent, com uma diluicdo menor para
atingir o LQ de 1 mg/kg, utilizando, para isso, curva em matriz para corre¢cao do

efeito de matriz presente.
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Kruve et al. (2011) estudaram o efeito de matriz na andlise de glifosato em
cereais (trigo e centeio) também utilizando ionizacdo por eletrospray e deteccao por
LC/ES-MS/MS. De acordo com esses pesquisadores, o efeito de matriz (no caso, a
supresséao de sinal) € dependente do tamanho da particula do cereal utilizada para a
extracdo, sendo que quanto menor a particula, maior sera a supressdo de sinal.
Também encontraram que a supressdo € dependente da matriz, sendo que o
centeio tem maior supressao quando comparado ao trigo, mesmo considerando que
sejam matrizes com caracteristicas parecidas.

As Figuras 20 e 21 exemplificam o efeito matriz relacionado ao fator de
diluicdo da amostra vinculado ao processo de extracéo, enfatizando sua importancia.
Quanto maior a quantidade de amostra no extrato final de injecdo, menor o fator
utilizado e maior sera o efeito matriz resultante dela, ou seja, menor sera a area.
Amostras mais diluidas apresentam menor efeito matriz, aproximando-se da

inclinag&o da curva em solvente.

Efeito de Matriz relacionado ao fator de
diluicdo da amostra - Glifosato
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Figura 20 - Efeito de matriz relacionado ao fator de diluicdo da amostra- Glifosato em milho.
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Efeito de Matriz relacionado ao fator de
diluicao da amostra - AMPA
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Figura 21 — Efeito de matriz relacionado ao fator de diluigdo da amostra- AMPA em milho.

4.8.4 Exatiddo

Os resultados de recuperacdo obtidos para Glifosato e AMPA nas duas
matrizes estudadas foram analisados quanto a presenca de valores dispersos pelo
teste de Grubbs, tendo sido retirado um valor no nivel 20,0 mg/kg para AMPA em
milho, um valor no nivel 0,50 mg/kg para glifosato em milho e um no nivel 10,0
mg/kg para glifosato em soja (Tabelas 12 e 13). Observa-se que os valores obtidos
estdo dentro dos parametros estabelecidos para exatiddo, estando todas as médias
de recuperacdo, para cada nivel testado, dentro da faixa de 70 a 120%. Sendo
inviavel testar todos os niveis da curva, foram escolhidos os dois pontos mais
baixos, principalmente para a escolha do limite de quantificagéo e o ponto mais alto

da curva obtida apés testes de linearidade.
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4.8.5 Precisao

Exceto para o nivel de 0,50 mg/kg de glifosato em milho, os resultados de
recuperacdo obtidos apresentaram distribuicdo normal (p > 0,10) e
homoscedasticidade (p > 0,05), permitindo a estimativa de desvios padréo relativos
de repetitividade e de reprodutibilidade parcial por analise de variancia sem

ponderacédo (Tabelas 12 e 13).

Tabela 12-Concentragdes das recuperacées, médias de recuperacio, desvios padréo
relativos sob condic¢Bes de repetitividade e de reprodutibilidade parcial para matriz Milho

Analito Corzrcnzr}gg‘)géo MR(%) ANOVA D((F;O'?f D(';)R;R
0,50 106,8 p>0,05* 10,39 13,27
Glifosato 1,00 1029 P<0,05 7,19 10,41
10,00 1040 p<0,001 544 544
20,0 1174 p>0,05¢* 14,25 15,66
AMPA 40,0 1177 p<0,01 846 17,75
200,0 117,0 p<0,001 580 1507

MR= média de recuperacdo; DPR, = desvio padrao relativo sob condi¢des de repetitividade; DPRy =
desvio padrao relativo sob condi¢des de reprodutibilidade parcial.

* a distribuicdo da varidvel ndo segue a normal, ndo permitindo o emprego de ANOVA para estimativa
da preciséo

Tabela 13 - Concentragdes das recuperacées, médias de recuperacio, desvios padréo
relativos sob condi¢des de repetitividade e de reprodutibilidade parcial para matriz Soja

Analito Corzrfg‘/gg)@ao MR(%) ANOVA D((';sf D(f))/oF;R
1,00 1051 p<0,001 7,76 30,52
Glifosato 2,00 96,0 p<0,001 485 12,47
10,00 86,5 p>0,05¢ 544 544
20,0 854 p<0,001 27,98 79,70
AMPA 40,0 889 p<0,01 16,66 35,13
200,0 1142 p>0,05¢ 10,84 11,52

MR= média de recuperacéo; DPR, = desvio padrao relativo sob condi¢cbes de repetitividade; DPRy =
desvio padrao relativo sob condicdes de reprodutibilidade parcial.

* a distribuicdo da varidvel ndo segue a normal, ndo permitindo o emprego de ANOVA para estimativa
da preciséo
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A Tabela 12 resume os testes para analise de milho e mostra que os valores
das MR estdo dentro da faixa estabelecida para a exatiddo. Apesar de todos os
valores também estarem dentro do valor estabelecido (< 20% para precisao como
repetitividade e reprodutibilidade), nos pontos mais baixos testados para glifosato e
AMPA, a distribuicdo da varidvel observada nédo seguiu a normalidade, o que néo
permitiia o emprego de ANOVA para estimativa da precisdo. Dessa forma, esses
niveis ndo foram considerados para analise posterior do limite de quantificacao.

A Tabela 13 apresenta os resumos das analises de soja e mostra que 0s
valores de todas as MR estdo dentro da faixa estabelecida para a exatiddo. Na
andlise de precisdo, o ponto mais baixo testado para o glifosato apresentou uma
variacdo em reprodutibilidade maior que a aceita, sendo que na analise do AMPA
isso foi observado nos dois niveis mais baixo testados. Dessa forma, esses niveis
ndo foram considerados para andlise posterior do limite de quantificacdo. Além
disso, a distribuicdo da variavel observada em ambos os agrotdxicos no nivel mais
alto testado para cada um nao seguiu a normalidade, o que nao permitiria emprego

de ANOVA para estimativa da preciséo.

4.8.6 Limite de Quantificacdo e Limite de Deteccédo

O LQ foi estabelecido como a menor concentracdo estudada com valores
médios de recuperacao obtidos para as replicatas de amostras adicionadas na faixa
de 70 a 120% e desvio padrao relativo de repetitividade (DPRr) < 20%, para o
composto pesquisado (SOUZA, 2007; EC, 2011).

N&o foi considerado nenhum valor de LQ para o AMPA em soja, uma vez que
nenhum dos testes realizados para os valores mais baixos da curva passou na
avaliagcdo estatistica aceita e definida para o trabalho e novos testes com valores
mais altos perderiam seu valor em analise de residuos de agrotéxicos, ou seja, uma
analise de residuos. Tais dados foram confirmados considerando a alta incerteza
calculada para analise de AMPA em soja, hos pontos mais baixos da curva (Tabelas
14 e 15). Mesmo o valor de LQ obtido para o AMPA em milho é considerado um

valor alto, observando que a legislacédo brasileira ndo estipula limites para residuos
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de AMPA em alimentos e o LMR para glifosato (produto que pode originar o AMPA)
em milho e soja € de 1,0 e 10,0 mg/kg, respectivamente. Dessa forma, devido aos
baixos valores estabelecidos pela legislacdo brasileira, novos testes deverdo ser
realizados para aumentar a sensibilidade do método de modo a quantificar e
detectar niveis reduzidos de residuos.

O LD para o glifosato foi estabelecido como o primeiro ponto da curva logo
abaixo do valor do LQ e para o APMA, como a menor concentracdo do analito

detectada em amostras adicionadas e distinguida de zero (sinal/ruido = 3).

Tabela 14 - Limites de deteccéo e quantificacdo de Glifosato e AMPA para Soja e Milho.
LD (mg/kg) LQ (mg/kg)
Soja Milho | Soja  Milho
Glifosato 1,0 0,5 2,0 1,0

AMPA 40,0 20,0 NE 40,0

NE: Nao estabelecido

Nos principais estudos da literatura, os limites de glifosato e AMPA foram
muito préximos, mas no presente trabalho, a sensibilidade do AMPA é cerca de 200
vezes menor quando comparada ao glifosato. Apesar de ambos os padrdes serem
do mesmo fornecedor e estarem dentro da data de validade, a Unica explicacédo
plausivel seria a m& qualidade do padrdo de AMPA. Para o uso inicial dos padrdes
analiticos foram feitas duas solugBes estoques de cada analito e estas foram
comparadas entre si, de modo a evitar qualquer erro proveniente do preparo desta
solucéo.

Abakerli e Fay (2003) obtiveram um LQ 0,08 mg/kg de glifosato e 0,8 mg/kg
de AMPA em milho e 0,2 mg/kg de ambos em soja. No caso da analise de milho,
percebe-se também uma grande diferenca de resposta entre o glifosato e AMPA,
apesar de ndo ser tdo grade quanto a encontrada no presente trabalho. Mesmo
assim, observa-se pelo limite mais baixo, que a matriz milho é uma matriz menos
complexa quanto comparada a soja. Martins-Junior (2005) obteve valores de LQ em
soja bem proximos para glifosato (0,30 mg/kg) e AMPA (0,34 mg/kg). Tais valores
também se aproximam do LQ para soja determinado por Abakerli e Fay (2003).

De acordo com Chen et al. (2012) para anélise de vegetais, o LQ para o
glifosato e AMPA foi de 5 pg/kg e 50 pg/kg respectivamente, com LD de 1,2ug/kg
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para glifosato e 15,0 pg/kg para AMPA. Neste caso a sensibilidade conseguida foi
muito alta, obtendo-se com isso valores muito baixos de LQ. Mas também se
observa uma diferenca de sensibilidade entre glifosato e AMPA guando observamos
o LD obtido. Hogendoorn et al. (1999) obteve um LQ de 0,5 mg/kg de glifosato para
cereais e Li Bo et al (2007) 0,05mg/kg em alimentos em geral.

Andersen, Bille e Granby (2007) fizeram um estudo de comparacgao entre seis
laboratorios para determinacdo de glifosato (dentre outros) em trigo. Os LQ dos
laboratorios variaram de 0,01 mg/kg a 0,15 mg/kg com porcentagem de recuperagao
variando de 29 a 109%. Tal variagdo também foi observada nos resultados obtidos
pelos laboratorios participantes do estudo, indicando necessidade de otimizagdo dos

métodos de analise utilizados.

4.8.7 Incerteza da medicdo

Visando a ampliacdo do escopo de acreditacdo do LRP/Funed frente ao
INMETRO, todas as andlises utilizaram reagentes com certificado de pureza,
vidrarias, pipetas e balancas com certificado de calibracdo, padrdes rastreaveis e
quaisquer outras exigéncias do INMETRO para acreditacdo do método validado,
levando-se em consideracdo a rastreabilidade e valores de incerteza de cada
eguipamento ou instrumento.

A estimativa da incerteza de medicéo levou em consideracao as contribuicdes
de parametros da validacdo e da metodologia com exatidao, precisao, valores de
pipetagem, diluicbes e preparo da curva. Os valores das incertezas expandidas para

cada um dos pontos calculados estédo descritos na Tabela 15.
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Tabela 15 — valores de incertezas expandidas relativas de Glifosato e AMPA.

Analito Matriz Nivel Incerteza
expandida relativa

Glifosato Milho 1 mg/kg 22%
Glifosato Milho 10 mg/kg 24%
Glifosato Soja 1 mg/kg 31%
Glifosato Soja 10 mg/kg 27%

AMPA Milho 20 mg/kg 24%

AMPA Milho 40 mg/kg 26%

AMPA Soja 20 mg/kg 93%

AMPA Soja 40 mg/kg 59%

Baseado em testes de proficiéncia, a Unido Europeia utiliza como referéncia
uma incerteza expandida de 50% (que corresponde a um nivel de confiabilidade de
95% com um fator de abrangéncia de 2), sendo seu uso recomendado para tomada
de decisédo das autoridades regulatérias. Mas a permissao de utilizar tal valor nos
resultados tem como pré-requisito a determinacao pelo laboratério de sua propria
incerteza expandida devendo esta ter um valor menor que 50% (EC, 2011).

Os valores de incerteza calculados para analise de AMPA em soja foram
elevados quando comparados aos outros calculados, demonstrando que o método
ndo atende requisitos para quantificacdo deste analito nas amostras testadas,
provavelmente por problemas do proprio padrao utilizado. Serdo necessarios novos
estudos com novo padréo para validacdo do AMPA em milho e soja.

Como a natureza do método de ensaio para residuos de agrotéxicos impede
o célculo rigoroso da incerteza, neste trabalho foram identificados os possiveis e
mais provaveis componentes de incerteza de modo a fazer uma estimativa razoavel,

sendo estes exemplificados nas Figuras, 22a, 22b, 23a e 23b.
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2%a 1 ma/kg

22b
Emtidic I 00278 Exntidio N 00308
PrecisSo infermedidris .— 0O278 Precislo intermedisria ._ 0,0808
Repet® vidade ._ 00552 Repetitividad: NN 0673
Pesagem | 0.00000 Pesagem | 0,00000
Valume Final da 2¥ Diluicss | 0,0008 Valume de mdmsolucis | 00008
Volume de extragho .| 00008 WVoleme de extragdo .I 00,0008
Curve 0,0840 Cworve NN 00178
Preparagio da cuna ._ o226 Prepargho dacurve I 01515
Voleme para 2P diluicac |l 00030 Walume para evaporaio ._ 0,0200
Q0000 000 00400 00600 OO0 01000 0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0200 0,1000 0,1200 0,1400

Figura 22 - Peso de alguns componentes da incerteza associada a andlise de glifosato em
milho e soja respectivamente.

23a 20mglkg 23b
Esatidic | 00503 Exatidic | 1557
PrecEBo Infermediaria NN 0505 Precis®o intermedidria NG O 1857
Repetitivicdade ._ 00787 Repettividede I (3550
Pesagem | Q00000 Pesagem | Q00000
Volume Finalda 28 Bluican | 00008 Wolume Final da 2t Diluicao | 00008
Valume de extracha .| 0,0008 Velume de extracho | 00008
Curva ._ 0.0556 Curve I 1183
Preparagio dacurva [ (0226 freparacio dacurva [ 002216
Viglume pars 20 dilvicas [l 0,0080 Volume para 20 diluicae | 0,0030
00000 0000 00400 00600 00800 01000 0,0000,0500, 1000, 1500, 2000, 2 500, 2000, 3500, 4000

Figura 23 - Peso de alguns componentes da incerteza associada a analise de AMPA em
milho e soja respectivamente.

Observa-se um elevado valor de incerteza relacionado ao preparo da curva
de glifosato possivelmente devido a grande diluicdo utilizada na metodologia
somada as baixas concentragdes obtidas na validacdo. Ja na anédlise do AMPA, os
maiores valores de incerteza estdo relacionados a exatiddo e repetitividade do
método utilizado, confirmados pelos altos valores de incerteza.

4.9 Analise das Amostras de milho (fuba)

A escolha das matrizes para a validacéo foi baseada no SANCO (EC, 2011),
optando-se por uma matriz do grupo de Alto Teor de Oleo (Grdo de Soja) e uma do
grupo de Alto Teor de Amido e/ou Proteina e Baixo Teor de Agua e Gordura (Gréo
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de milho — como fubd). Apds a colclusdo da validacdo do método, foram feitas
anélises em amostras reais obtidas do comércio. Apenas o milho foi escolhido para
esta analise, por ser, além de uma nova cultura do programa PARA, uma cultura
interessante para a realizacéo da analise de glifosato e AMPA.

Foram analisadas 75 amostras de fuba ou farinha de milho fina, de diversas
marcas do mercado, coletados pelas vigilancias sanitarias de cada Estado do Brasil,
seguindo os procedimentos do Programa PARA/ANVISA. A guantidade de amostra
coletada foi de 1 kg de diversas marcas.

As extragcOes, preparos dos padrbes, curva de calibracdo em matriz, as
detecc¢les e quantificacdes foram baseadas no método validado.

O ¢lifosato ndo foi detectado em nenhuma das amostras analisadas. No
entanto, foram encontrados residuos de pirimifés metilico, bifentrina, cipermetrina,
lambda-cialotrina, esfenvarelato e clorpirifés metilico em 54,7% do fuba, quando
realizada analise de multirresiduos pelo mesmo laboratério, nas mesmas amostras.

Uma provavel explicacdo para o resultado negativo para glifosato nas
analises realizadas deve-se a nao resisténcia ao glifosato das culturas de milho
utilizadas. Apesar da maioria (72%) apresentar o simbolo de transgénico na
embalagem, essa alteracdo genética refere-se a resisténcia a insetos e ndo para o
glifosato, sendo assim, seu uso poderia comprometer a cultura. A alteracdo genética
mais comum no caso do milho é a introducdo de genes da bactéria Bacillus
thuringiensis, capaz de produzir inclusdes proteicas cristalinas, denominadas
proteinas Cry, obtendo acéo inseticida a determinados tipos de insetos como
lagartas de borboletas e mariposas, besouros e moscas (MONNERAT e BRAVO,
2000). Vale ressaltar que apesar da modificacdo genética para resisténcia a insetos,
todos os residuos encontrados em andlise de multirresiduos foram de inseticidas
(organofosforados e piretroides).

GRAMBY et al. (2003) pesquisaram glifosato anualmente em
aproximadamente 50 amostras de cereais (cevada, aveia, centeio e trigo) durante os
anos de 1998 a 2001 na Dinamarca. Os maiores valores foram encontrados em
farelo de trigo (1,62 mg/kg) e cevada (1,25 mg/kg). Apos uma proibicdo do uso de
glifosato nos gréos usados para producdo de péao, no ano de 2001 néo foi
encontrado residuos de glifosato em amostras de trigo ou centeio com excec¢do de

uma amostra de trigo em gréo importado.
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Dados recentemente publicados pelo MAPA, compreendendo um ndamero
restrito de amostras, relacionados ao monitoramento do Programa Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) referentes a safra 2010/2011 para
glifosato mostram que em 2011, foram analisadas 26 amostras de milho e 25 de
soja, com deteccdo de apenas uma nao conformidade para milho e 8 para soja,
sendo que em nenhum caso a ndo conformidade foi devido a residuos de glifosato
(BRASIL. MAPA, 2009; BRASIL. MAPA, 2011).
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5 AVALIACAO DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE
TRABALHADORES RUAIS EXPOSTOS A AGROTOXICOS

5.1 Avaliacdo da Exposicdo Ocupacional a Agrotoxicos

A monitorizagdo da exposicdo a agrotdxicos consiste em uma rotina de
avaliacdo periodica e sistematica com a finalidade de detectar os possiveis riscos a
saude, antes gque uma doenca (intoxicacdo) se instale. A exposicdo pode ser
avaliada pela medida da concentracdo do agente quimico em amostras ambientais,
como o ar (monitorizagdo ambiental), ou pela determinacdo de parametros
bioldgicos (monitorizacéo biolégica) (AMORIM, 2003).

O conceito de monitorizacao bioldgica pode ser estendido para incluir também
a deteccdo precoce de efeitos ndo adversos e reversiveis, cujos parametros sado
denominados como biomarcadores. A monitorizacdo biol6gica da exposicdo aos
agentes quimicos propriamente ditos significa a medida da substancia ou seus
metabdlitos (biomarcadores) em varios meios biolégicos de modo a avaliar a
intensidade da exposicdo e o risco a saude, devendo existir uma correlagdo com a
intensidade da exposicdo e/ou com o efeito bioldgico da substancia (AMORIM,
2003).

Pesquisas relacionadas a monitorizacdo biolégica da exposicado através da
medicdo do agrotéxico ou dos seus metabolitos em matrizes biol6gicas fornecem
uma medida quantitativa da dose interna, apesar de serem pouco usuais como
monitorizacdo por demandarem exames caros e pouco disponiveis principalmente
qgquando se trata de salde publica, devido ao alto custo dos equipamentos e
reagentes, além da necessidade de pessoal treinado (BAKER et al., 2000). Dentre
0s biomarcadores de efeito relacionados a exposi¢cdo a agrotoxicos, regulamentado
pelo Ministério do Trabalho destaca-se a utilizagdo da atividade das colinesterases
sanguineas, com indice Biolégico Maximo Permitido (IBMP) uma inibicdo da
atividade da AChE, plasmatica ou eritrocitaria, em 50% (OGA, 2003). Infelizmente
esse biomarcador abrange somente as classes dos anticolinesterasicos

(organofosforados e carbamatos), sendo que para as demais classes de agrotoxicos
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(como piretroides, benzimidazais, ditiocarbamatos, dentre muitas outras) ainda nao
foram estabelecidos indicadores bioldgicos de exposicdo que sejam técnica e
economicamente factiveis e que proporcionam boa correlacdo entre a exposicao
externa, a dose interna e os efeitos nocivos.

O monitoramento biologico de exposicdo a agrotoxicos, em geral, envolve a
amostras de urina, sendo determinado o composto alvo ou um dos seus metabolitos
conhecidos em seres humanos. A cinética da excrecdo humana do composto deve
ser conhecida, e quando isso ndo € possivel, pode-se considerar dados
provenientes de animais, sendo importante conhecer a fragdo da dose administrada
que sera excretada na urina na forma do composto ou seu metabdlito (APREA,
2012).

Schummer et al. (2012) pesquisaram 50 agrotéxicos em amostras de cabelo
de trabalhadores rurais, que forneceram as amostras durante o periodo de aplicacédo
de agrotoxicos, e 0 método desenvolvido por esses pesquisadores foi sensivel para
monitorar tanto intoxicacdo ocupacional quanto ambiental.

Curwin et al. (2006) estudaram a exposicao a agrotéxicos em familias rurais e
urbanas através da pesquisa dos agrotoxicos e seu metabdlitos na urina. Dentre os
agrotoxicos pesquisados, o nivel de glifosato detectado foi similar entre os dois
grupos provavelmente por ser usado por ambos. Um estudo alemao testou a
contaminagcdo glifosato em uma populacdo urbana, encontrado contaminacgéo
significativa em todas as amostras de urina com niveis 5 a 20 vezes acima do limite
legal para a agua potavel (BRANDLI e REINACHER, 2012)

Acquavella et al. (2004) também fizeram o biomonitoramento do glifosato em
trabalhadores rurais e suas familias. Eles pesquisaram o herbicida na urina, tendo
como referéncia que o glifosato, ap6s absorvido, é eliminado na forma inalterada por
via renal. No dia seguinte ap6s a aplicacdo, foi detectado glifosato em 6% dos
fazendeiros com concentragdes variando de 3 a 233 ppb, em 4% das esposas, com
valores maximos de 3 ppb e 12% dos filhos, com concentragcdo maxima de 29 ppb.
Tal estudo indicou a necessidade de se minimizar a exposi¢cao a agrotoxicos.

Yoshioka et al. (2011) desenvolveram um método para determinar
simultaneamente herbicidas e seus maiores metabdlitos (dentre eles glifosato e
AMPA) em soro humano principalmente voltado para casos de ingestdo voluntaria,

mas que também poderia ser usado como biomonitorizagdo de exposigao.
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Sintomas nédo especificos presentes em diversas patologias como dor de
cabeca, vertigens e dificuldade para dormir freqlientemente sdo as Unicas
manifestacbes de intoxicacdo por agrotoxicos, razdo pela qual raramente se
estabelece esta suspeita diagnostica (YONAMINE, 2005). As caracteristicas clinicas
das intoxicacdes por agrotoxicos ndo refletem uma relagéo simples entre o produto e
a pessoa exposta. Fatores relacionados as caracteristicas toxicologicas do produto,
fatores relativos ao individuo e as condicdes de exposicado participam de sua
determinacdo. A monitorizacdo da exposicdo € um procedimento que consiste em
uma rotina de avaliagdo e interpretacdo de parametros biolégicos de modo a
detectar os possiveis riscos a saude. Assim, sobretudo nos casos cronicos, 0
diagnéstico da intoxicacdo por agrotoxicos, quando feito, normalmente é
determinado pelo conjunto do histérico e quadro clinico do paciente, exames
bioguimicos e hematologicos (AMORIM, 2003; LONDRES, 2011 RODRIGUES,
2011).

5.2 Parametros hematologicos, plaguetarios e bioquimicos

Embora os efeitos toxicos agudos sejam facilmente reconhecidos, os efeitos
resultantes da exposicéo a longo prazo, a doses baixas, sdo muitas vezes dificeis de
serem reconhecidos em seu estagio inicial. Dessa forma, a determinacdo da
toxicidade cronica por andlises laboratorias € muito mais dificil quando comparada a
toxicidade aguda (ASTIZ et al., 2011). A exposicdo a niveis reduzidos de agrotoxicos
produz uma variedade de alteracdes bioquimicas, sendo que alguns desses efeitos
incluem inducdo ou ativacdo enziméatica. Tais alteragBes bioquimicas podem ser
detectadas antes do efeito adverso ocorra (BANERJEE et al., 1999).

O sangue é o fluido corporal mais frequentemente utilizado para fins
analiticos. O hemograma avalia os elementos celulares do sangue sendo um dos
exames mais solicitado na clinica médica. Constitui importante exame de auxilio
diagnostico para doengas hematoldgicas e sistémicas (LIMA, 2001).

O figado, além da grande importdncia para manutencdo do metabolismo,

também é o oOrgdo responsavel pela desintoxicacdo e excrecdo da maioria dos
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compostos enddgenos e exdgenos, sendo o local de biotransformagéo, diminuindo a
toxicidade de compostos exdgenos. Esta atividade pode resultar em
hepatotoxicidade, levando em aumento sérico de muitos biomarcadores,
principalmente enzimas hepaticas. As transaminases hepaticas sdo enzimas
responsaveis pelo catabolismo de biossintese de aminoacidos, sendo consideradas
indicadores especificos de lesdo hepética. A alanina aminotrasferase (ALT) é uma
enzima citosodlica responsavel por auxiliar no metabolismo de proteinas. A aspartato
aminotrasferase (AST) € uma enzima mitocondrial, predominantemente encontrada
no figado, muasculo esquelético e rins. Danos hepéticos estdo associados com
necrose celular e aumento da peroxidacao lipidica tissular, sendo que ALT é mais
especifica para danos hepaticos quando comparada a AST. A gama glutamil
transferase (GGT) encontra-se ligada a membrana plasmatica de células com alta
capacidade excretora ou absortiva, como hepatdcitos ou tlibulos renais proximais.
Dessa forma, tais enzimas podem ser usadas como biomarcadores de lesbes
hepaticas provenientes do efeito da exposi¢cdo prolongada a multiplos agrotoxicos
(PRIYANKA, PRIYANKA, PRADEEP, 2012; PALIWAL, GURJAR, SHARMA, 2009;
SHAMSUDIN e YAP, 2011).

Os rins sdo criticos para a eliminacdo de produtos de degradacdo que sdo
ingeridos ou produzidos pelo metabolismo incluindo as substancias toxicas que
devem ser retiradas do organismo. A alteracdo da funcéo renal frequentemente
resulta da toxicidade tanto de medicamentos quanto de outras substancias como 0s
agrotoxicos (HENRY, 2008).

A ureia é o principal metabdlito nitrogenado derivado da degradacdo de
proteinas pelo organismo, sendo 90% excretados pelos rins. A determinacao
conjunta de ureia e a creatinina € de grande utilidade clinica. A razao
ureia/creatinina séricas pode indicar estados patolégicos diferentes. A andlise dessa
razao elevada pode ser feita de forma dicotomizada com a creatinina dentro do valor
de referéncia, indicando processos que levam a diminuicdo do fluxo sanguineo
renal, aumento na ingestéo protéica, ou sangramento gastrintestinal. Por outro lado,
guando a creatinina esta acima do valor normal, sugere processos obstrutivos pos-
renais, como tumores ou estenose de vias urinarias (SODRE, COSTA e LIMA 2007).

A creatinina é um produto residual da creatina, e sua produgcdo depende da
massa muscular, ndo apresentando grandes variacoes didrias em um mesmo

individuo. A creatinina é filtrada livremente no glomérulo e ao contrario da ureia, é
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ativamente secretada em uma pequena parcela. Esta quantidade secretada
diariamente ndo é constante e depende do individuo e da concentracdo plasmatica
dessa, dificultando a determinacdo de uma constante de secrecdo. Apesar de
superestimar a taxa de filtracdo glomerular (TFG) e depender da massa muscular, o
clearance de creatinina continua sendo um dos marcadores mais usados na
avaliacdo da funcdo renal (SODRE, COSTA e LIMA 2007). Devido a essa
constancia na taxa de formacdo e excrecdo da creatinina, tanto seus niveis
plasmaticos quanto urinarios tém sido utilizados como marcadores de funcéo renal.
No entanto, sua avaliacdo isolada consitui um parametro pouco sensivel e pode
ocorrer comprometimento de até 50% da funcdo renal sem que sejam detectadas
alteracdes em sua concentracdo (HENRY, 2008).

Cumpre ressaltar que, apesar dos avancos cientificos, ha limites técnicos
para as avaliagbes toxicoldgicas e ambientais que implicam em diversos graus de
incertezas e insuficiéncia de informagfes, que ndo permitem uma analise de risco
perfeitamente conclusiva. Além disso, diferencas individuais ou nas condi¢cdes de
exposicao, ocupacional e ambiental, também podem alterar o risco de intoxicacao
(FARIA, FASSA e FACCHINI, 2007).

5.2 Materiais e Métodos

O presente estudo foi previamente aprovado, sob o ponto de vista ético e
formal, pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(CAAE-0573.0.203.000-11) em 30 de novembro de 2011 (Anexo 1).

Os objetivos da pesquisa foram esclarecidos pelos pesquisadores a todos 0s
participantes, utilizando-se linguagem clara e accessivel e a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtida em todos os casos (Anexo 2).
Foi também feita uma entrevista, e utilizando um formulario préprio (Anexo 3) foram
coletados dados pessoais, de anamnese e de exposi¢cdo ocupacional, importantes
para analise dos resultados. Uma palestra foi ministrada antes da abordagem dos
voluntarios, explicando os efeitos dos agrotoxicos a saude, riscos de seu uso,

utilizacédo de equipamentos de protecédo individual (EPI’s), dentre outros assuntos.
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5.3 Casuistica

Este estudo tem carater exploratério e visou o levantamento da caracteristica
populacional e epidemiolégica do trabalhador rural da agricultura familiar,
caracterizando também a exposicdo desses trabalhadores quanto a utilizacdo de
EPI’s, preocupacdo com a toxicidade das substancias, tempo de exposicao, tipo de
substéancias utilizadas, preocupacdao com a toxicidade dos produtos, dentre outras
perguntas. Por fim, foi feito uma avaliacdo superficial de alguns parametros
hematolégicos e bioquimicos dos trabalhadores envolvidos no estudo.

A mobilizacdo dos voluntérios foi feita por representantes da Associacdo dos
Produtores da Agricultura Familiar de Divinopolis (APRAFAD) e do Sindicato dos
Trabalhadores Rurais de Divinopolis nas comunidades rurais de Lopes e Passagem
(regibes ao norte e ao sul da cidade respectivamente).

O grupo de estudos foi composto por 49 trabalhadores rurais expostos
ocupacionalmente a agrotéxicos, integrantes da APRAFAD, Minas Gerais. Foi
considerado como exposicdo ocupacional o0 manuseio para preparo da solucéo a ser
aplicada nas plantacfes, assim como a aplicacdo propriamente dita. Nem todos os
trabalhadores responderam ao questionario ou tiveram o sangue analisado, podendo
variar o numero amostral em cada etapa do estudo.

O municipio de Divinépolis, cidade polo do Centro-Oeste mineiro, tem uma
area de 716 km2 e esta entre os dez principais municipios do estado, sendo a 52
cidade com melhor IDH (indice de Desenvolvimento Humano) de Minas Gerais. De
acordo com dados do ultimo censo do IBGE, em 2010, apresentava uma populacao
total de 213.076 habitantes, sendo apenas 5.503 (2,58%) na zona rural
(PREFEITURA DE DIVINOPOLIS, 2012).

Atualmente, a agricultura familiar gera mais de 80% da ocupacao no setor
rural e responde no Brasil por sete de cada dez empregos no campo e por cerca de
40% da producdo agricola, fornecendo a maior parte dos alimentos que abastecem
a mesa dos brasileiros. Em 2009, cerca de 60% dos alimentos que compuseram a
cesta alimentar distribuida pela CONAB originaram-se da Agricultura Familiar
(CONAB, 2013).

A APRAFAD é uma associacao de produtores da agricultura familiar fundada

em maio de 2007 no municipio de Divindpolis/MG visando integrar todos os
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produtores rurais que tem a agricultura familiar como fonte de subsisténcia,
aumentando a producdo agricola do municipio. Atualmente, no municipio, mais de
40% dos géneros alimenticios da alimentacdo escolar € proveniente da agricultura
familiar, incentivada por programas do governo federal de aquisicdo de alimentos da
agricultura familiar como o Programa de Aquisicdo de Alimentos (PAA) e o Programa
Nacional de Alimentacao Escolar (PNAE) (APRAFAD, 2012).

5.3.1 Critérios de inclusédo

e Trabalhadores da agricultura familiar da cidade de Divin6polis/MG;
e Trabalhadores expostos ocupacionalmente a agrotoxicos;

e Ambos 0s sexos;

e Maiores de 18 anos;

e Qualquer etnia.

5.3.2 Critérios de exclusao

e Menores de 18 anos
e Portadores de anemias de carater hereditario,
e Portadores de neoplasias.

e Uso de medicamentos que provocam hepato ou nefrotoxicidade

5.4 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram comparados a faixa de referéncia de cada exame e
metodologia, sendo determinados como porcentagens desses valores considerados

normais.
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5.5 Amostra bioldgica

As amostras foram coletadas nos dias 21 e 22 de margo de 2012. No dia 21,
a coleta de sangue de 27 voluntarios foi feita a partir das 19 horas, e os participantes
foram previamente orientados a fazer a ultima refeicdo até as 14 horas. No segundo
dia a coleta foi feita pela manha e os 22 voluntarios foram orientados a comparecer
ao local em jejum.

Foram coletados de cada participante do estudo, 10 mL de sangue, sendo 5
mL em EDTA e 5 mL sem anticoagulante, diretamente em tubos do sistema
Vacutainer® (Becton Dickinson), devidamente identificados. Foram utilizados tubos e
agulhas descartaveis. As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas, o
plasma e o soro foram transferidos para tubos eppendorf's que foram
acondicionados em caixas de isopor contendo gelo e posteriormente transportados
ao laboratério de Hematologia Clinica da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal de Minas Gerais. Dois filmes sanguineos foram feitos em laminas de
microscopia imediatamente apds a coleta do sangue e transportado ao mesmo

laboratorio para coloracédo e exame microscopio.

5.6 Caracteristicas da populacao

As caracteristicas da populacdo estudada foram investigadas por meio de
entrevista utilizando um formulario préprio (Anexo 3 — Ficha de coleta de dados). Os
tépicos foram abordados pelo entrevistador de modo claro e facil entendimento,
sendo respondidos pelo agricultor e qualquer davida sobre o questionamento era

solucionado rapidamente, com sindnimos compreendidos por estes participantes.
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5.7 Caracteristicas da exposicao

As caracteristicas da exposicdo do grupo estudado foram investigadas por
meio de perguntas contidas no formulario utilizado na entrevista sobre a exposi¢édo
ocupacional e suas praticas de uso dos agrotoxicos como quais produtos sdo mais
utilizados, dltima vez que manipularam as misturas e fizeram a aplicacéo, utilizacédo

de EPI's, dentre outras.

5.8 Metodologias para as determinacdes dos parametros hematoldgicos e

bioguimicos

O hemograma e a contagem de plaquetas foram feitos utilizando o contador
automatico Coulter T-890. Os resultados encontrados foram comparados com o0s
valores de referéncia (Carvalho e Silva, 1988).

As determinacdes das atividades de AST e ALT (Analisa®) e GGT (Labtest®)
foram feitas pelo método cinético-UV. A determinacdo de creatinina foi feita pelo
método colorimétrico-ponto final (Analisa®) e de ureia, pelo método enzimatico
(Analisa®). Para monitorar o desempenho dos métodos analiticos utilizados foram
empregadas amostras controle de diferentes concentragdes (controlador).

5.9 Resultados e Discussao

5.9.1 Caracteristicas da populacdo

As caracteristicas da populacdo estudada foram obtidas a partir do

guestionario aplicado, sendo que trés trabalhadores (dos 49 participantes) néo
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responderam ao questionario. Nao foi relatado por nenhum participante problemas
que os enquadrassem nos critérios de exclusdo, sendo ainda perguntado sobre
consumo regular de carnes e vegetais, retirada de baco e sintomas relacionados a
problemas de coagulacéo.

Todos os entrevistados participantes eram do sexo masculino, com faixa
etaria média de 41,7 + 11,6 anos, tendo o participante mais novo, 20 anos e 0 mais
velho, 69 anos.

Em um estudo semelhante, desenvolvido por Aradjo et al. (2007), no
municipio de Nova Friburgo/RJ, a média de idade dos participantes foi de 34,82 +
11,15, tendo sido incluido seis adolescentes entre 13-18 anos (com a anuéncia dos
respectivos responsaveis) e 25% de mulheres. Em outro estudo envolvendo
trabalhadores rurais em dois municipios do Piaui, todos os participantes foram do
sexo masculino e a faixa etaria foi 34,3 £ 13,1 anos (RODRIGUES, 2011).

No presente estudo, dos 45 trabalhadores que responderam ao questionario,
15 (33,3%) trabalhadores estudaram apenas até o 4° ano primario, 14 (31,1%)
trabalhadores terminaram o primeiro grau, um (2,3%) trabalhador parou os estudos
sem completar o segundo grau e 15 (33,3%) concluiram o segundo grau. Desse
modo, mais de 64% dos trabalhadores estudaram somente até o primeiro grau ou
menos, indicando a baixa escolaridade dessa parcela da populagcdo, como mostra a

Figura 24.

Escolaridade

9a 10 anos
2%

Figura 24 — Tempo de estudo dos trabalhadores rurais de Divin6polis pesquisados.
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Dados semelhantes foram obtidos por Araujo et al. (2007) onde cerca de 76%
dos participantes tinha no maximo sete anos completos de estudo. Da mesma
forma, observa-se a baixa escolaridade dos agricultores no estudo de Leite e Torres
(2008) onde 85,7% dos participantes tinham sete anos de estudo ou menos,
incluindo alguns analfabetos. Outro estudo incluindo 300 agricultores de cinco
comunidades do distrito de Magé/RJ também revelou predominio do nivel baixo de
escolaridade sendo encontrados 36% de analfabetos ou semi-analfabetizados e
35% com até seis anos de escolaridade (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001). Em outro
estudo envolvendo trabalhadores rurais do estado do Rio de Janeiro, realizado em
1999, 80% dos entrevistados estudou até a 42 série ou era analfabeto (CASTRO,
1999).

Os dados do presente estudo e os encontrados na literatura mostram o
predomino da baixa escolaridade entre os trabalhadores rurais.

Com relagcdo ao tabagismo dentre os participantes do presente estudo,
apenas 3 (6,5%) eram fumantes e 3 (6,5%) eram ex-fumantes. Para o etilismo, 18
(39,1%) participantes informaram que ndo consomem bebidas alcoéolicas, 20 (43,5%)
informaram que consomem muito pouco (apenas nas festividades) e 8 (17,4)
consomem moderadamente (nos finais de semana e comemoracdes). Estes dados
divergiram daqueles apresentados em outros estudos no Brasil. Araujo et al. (2007)
relataram que 60,8%, do grupo de agricultores estudados faziam uso constante de
etanol sendo 45,2% deles com consumo elevado. Rodrigues (2011) verificou que
41,7% dos entrevistados tinham o héabito de fumar e 73,3% consumiam bebidas
alcodlicas regularmente.

O consumo de medicamentos de uso continuo foi verificado entre 13 (28,3%)
participantes, sendo 0os mais comuns aqueles para controle de pressao arterial. O
histérico de cancer na familia foi informado por 45,7% dos participantes. No entanto,
cumpre destacar que no presente estudo havia muitos membros da mesma familia
(pais e filhos, primos, tios).

Com relacdo a forma de uso e aplicagdo de agrotoxicos, nogdo dos possiveis
riscos, utilizacdo de EPI’s e acdes apos a aplicacdo mais de 61% dos trabalhadores
informaram que utilizam EPI completo (Tabela 16). Quando o trabalhador informou
gue utiliza como EPI equipamentos inadequados como blusa de manga comprida e

calca jeans, ou apenas luvas e botas, foi considerado como nao uso de EPI.
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Apesar do consenso que o0 agrotéxico é prejudicial a saude, 20% dos
trabalhadores afirmaram nédo terem medo de utilizar tal produto. Quase 23% dos
entrevistados relataram que ja sentiram mal logo apds a aplicacdo das misturas de
agrotoxicos. Os sintomas de intoxicacdo mais comuns relatados foram ardéncia nos

olhos, dor de cabeca e tontura.

Tabela 16 — Dados relacionados a aplicacdo e uso das misturas de agrotoxicos

Nao Sim n
Informacéao

n % n % Total
Utiliza receituario agronémico 14 31,8% 30 68,2% 44
Treinamento de como utilizar agrotéxico 15 34,1% 29 65,9% 44
Lé os rotulos das formulagbes 9 20,5% 35 79,5% 44
Segue as informacdes contidas no rétulo 11 25,0% 33 75,0% 44
Usa EPI 17 38,6% 27 61,4% 44
Troca de roupa logo apos a aplicagao 4 9,1% 40 90,9% 44
Acredita que o agrotdxico faz mal a salde 0 0,0% 45 100,0% 45
Tem medo de usar o agrotéxico 9 20,0% 36 80,0% 45
Sentiu mal logo apds aplicar agrotoxico 34 77,3% 10 22,7% 44

O uso correto de EPI's é fundamental. Oliveira-Silva et al. (2001) revelaram
que 70% dos entrevistados faziam uso de EPI's mas somente 63% recebe
assisténcia técnica especializada.

Os trabalhadores envolvidos neste estudo dispBes das orientacbes de um
engenheiro agrbnomo e um técnico da EMATER para auxilid-los na correta
utilizacdo de agrotoxicos como quantidade a ser usada, tempo de caréncia,
agrotoxicos recomendados para determinada praga em cultura especifica, utilizacdo
de EPI's, descarte de embalagens, dentre outras duvidas da rotina agricola. A
grande maioria teve treinamento especifico e participa de reunides nas propriedades
onde suas demandas sobre agrotéxicos podem ser solucionadas.

No entanto, o percentual elevado de trabalhadores que relataram ter sentido
mal ap0s a aplicacdo de agrotoxicos (22,7%) sugere que nem sempre esses

trabalhadores colocam em prética o conhecimento adquirido.
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5.9.2 Caracteristicas da exposicao

Mais da metade (54,3%) dos trabalhadores entrevistados informou que faz
uso do glifosato na agricultura. Embora a agricultura familiar ndo seja grande
produtora de gréos, culturas que normalmente tém permissdo de uso para tal
substancia. O glifosato provavelmente tem sido utilizado pelos trabalhadores
envolvidos no presente estudo para fazer capina quimica e limpar o terreno para a
plantacao de outras culturas.

Quando perguntados sobre a ultima vez que manipularam as misturas, 63%
dos entrevistados relataram que entraram em contato com agrotéxicos em menos de
30 dias da pesquisa. Desses, 17 trabalhadores informaram que tinham utilizado
algum tipo de agrotdoxico a menos de uma semana e 12 que utilizaram a menos de
um més (Figura 25). No estudo de Araujo et al. (2007) o uso continuo de misturas
de formulagcBes é proveniente do mito de que aplicar varios produtos simultaneos
leva a um risco menor de perda da safra, isso associado a pressao de vendedores

de agrotoxicos que forca o uso intermitente dessas substancias.

Ultimo contato com agrotéxico

Figura 25 — Informag&o sobre a ultima vez que o trabalhador entrou em contato com algum
tipo de formulacédo de agrotoéxicos.

Em relacdo a classificacdo toxicoldégica do agrotéxico, a grande maioria
pertence as classes Ill e IV, que sdao 0s menos toxicos. Entretanto o uso de
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7

agrotoxicos mais toxicos (classes | e Il) ainda é representativo (38%). Apesar de
mais da metade dos trabalhadores ter informado o uso do herbicida glifosato, a
classe mais utilizada por eles é de inseticidas (43%), seguida pelos herbicidas (31%)
e fungicidas (26%), como mostram as Figuras 26 e 27 e a Tabela 17. Esse
resultado é semelhante ao de Oliveira-Silva et al. (2001), que também encontrou
maior utilizacao de inseticidas (71%), em relacdo aos herbicidas (22%) e fungicidas
(7%). Segundo esses autores, 0 maior uso de inseticidas € explicado pelas espécies

mais cultivadas na regiao pesquisada.

Classe dos agrotoxicos utilizados

Figura 26 - Percentual dos agrotoxicos utilizados pelos trabalhadores rurais de Divinopolis
segundo classe/modo de agéo.

Classificacao toxicologica - ANVISA

Figura 27 - Classificag&o toxicolégica dos agrotoxicos utilizados pelos trabalhadores rurais
de Divinépolis.



Tabela 17 — Produtos formulados utilizados pelos trabalhadores rurais de Divindpolis

Nome comercial

Principio Ativo

Grupo Quimico

Classificacéo
toxicologica

IMA  ANVISA
Prend 2,4-D Acido ariloxialcanoico I I
Abamectin Abamectina Avermectinas 1 I
Vertimec Abamectina Avermectinas Il I
Mospilan Acetamiprido neonicotindide 1 Il
Atrazina Atrazina Triazina 1 Il
Amistar A_zomstroblna + Estrobilurina + Triazol i I
Difenoconazole
Orthocide Captana Dicarboximida I I
Cartap Cartap Bis(tiocarbamato) Il Il
Pirate Clorfenapir Analogo de Triazol 1 Il
Daconil Clorotalonil Isoftalonitrila I Il
Cuprogarb Cobre Inorganico [\ Il
Decis Deltametrina Piretréide [\ Il
Diuron Diuron Ureia Il Il
Advance Diuron + Hexazinona Uréia + Triazinona Il Il
Velpa Diuron + Hexazinona Uréia + Triazinona Il [l
Fortex Diuron + MSMA Organoarsénico Il Il
Sumidan Esfenvarelato Piretréide I Il
Safety Etofemprox Eter Difenilico Il v
Danimen Fempropatrina Piretréide I Il
Podium Fenoxaprop-p Etilico . AC'.dO I [ Il
ariloxifenoxipropiénico
Roundap Glifosato Glicina Substituida [\ v
Confidor Imidaclorpido Neonicotindide [\ [l
Evidence Imidaclorpido Neonicotindide [\ [l
Rovral Iprodione Dicarboximida Il v
Provence Isoxaflutol Isoxazol I [l
Karate L-cialotrina Piretréide 1 Il
Malathion Malation Organofosforado 1 Il
Dithane Mancozebe AIqU|Ienob|s I 1l
(ditiocarbamato)
Manzate Mancozebe AIqU|Ienob|s [ 1l
(ditiocarbamato)
Ridomil Metalaxil-M + Mancozebe Acilalaninato Il Il
Tamaron Metamidofés Organofosforado I I
Sencor Metribuzim Triazinona 1] Il
Volcane MSMA Organoarsénico 1] Il
Gramoxone Paraquat Bipiridilio I I
Sialex Procimidona Dicarboximida 1] v
Folicur Tebuconazole Triazol Il v
Actara Tiametoxan Neonitocindide Il Il
. Tiofanato Metilico + Benzimidazol (precursor) +
Cerconil . . I [l
Clorotalonil Isoftalonitrila
Arrow Trifluralina Dinitroanilina | Il
Triatox* Amitraz Bis(arilformamidina)
. . . s Piretroide +

Colosso Cipermetrina + Clorpirifés Organofosforado --
Contratack* Ivermectina + Fluazuron Avermectinas + Benzoilfenil -

ureia

*Nao sdo usados como agrotéxicos, sao usados para tratamento de parasita em gado.
Fonte: IMA, 2013; ANVISA, 2013b.
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Tais resultados divergem dos dados da SINDAG (Tabela 18) quando se
observa que quase metade das vendas de agrotoxicos como produto comercial sédo
herbicidas. Enfatizando que tal informacdo refere-se a toda comercializacdo de
agrotoxicos do pais sendo o Brasil o maior produtor de soja e um dos maiores de
milho e outros graos sendo tais culturas aos grande consumidores de herbicidas.
Divergem também dos dados obtidos no estudo de RODRIGUES (2011), onde
81,1% dos produtos utilizados eram de herbicidas e 16,3% de inseticidas. Neste
caso, a grande utilizacdo de herbicidas foi relacionado as culturas da regido
pesquisada, dentre elas arroz de sequeiro, cana de agucar e feijao. Mais de 70%
dos trabalhadores informara fazer uso de produtos a base de glifosato.

Tabela 18 — Venda de agrotoxicos por classe em 2011 no Brasil

PRODUTO INGREDIENTE VALOR - US$
CLASSES COMERCIAL (t) ATIVO (t) 1.000
TOTAL: 826.683 % 352.048 % 8.487.944 %
HERBICIDAS 403.620 48,8 188.745 53,6 2.743.000 32,3
FUNGICIDAS 174.194 21,1 63.858 18,1 2.315.188 27,3
INSETICIDAS 170.932 20,7 61.169 17,4 2.944.726 34,7
OUTRAS 77.937 9,4 38.276 10,9 485.030 5,7

Fonte: SINDAG, 2012.

5.9.3 Parametros hematol6gicos e bioquimicos

As médias e desvios-padrao dos parametros do hemograma (contagem de
hemacias, concentracdo de hemoglobina, percentual do hematdcrito, indices
hematimétricos, global de leucdcitos) e da contagem de plaquetas estdo
apresentadas na Tabela 19 e nas Figuras 28 a 30. As alteracdes hematologicas
foram discretas e consistiram em diminuicdo da hemoglobina em 4% dos individuos,
plaquetopenia (em 4%), neutrofiia (em 8,2%) e eosinofiia (em 10,5% dos
individuos).

Abbassy e Mossa (2012), em estudos com piretréides, obtiveram um
significante decréscimo na contagem de heméacias e na concentragdo de
hemoglobina comparando o grupo de individuos expostos a cipermetrina e

deltametrina e o grupo controle. A diminuicdo do numero de hemacias, sengundo
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estes investigadores, poderia estar relacionada a maior instabilidade dessas células

e/lou a reducdo de sua sintese, devido ao efeito toxico dos agrotoxicos nas

membranas celulares ou mesmo na medula éssea. Banerjee (1999) propds que

enzimas ligadas ao sistema antioxidante celular foram afetadas apos a exposicao a

hY

agrotoxicos, levando a susceptibilidade de hemécias e linfocitos ao estresse

oxidativo devido a exposicao a agrotoxicos.

Tabela 19 - Parametros hematoldgicos dos trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.

- . - Global de
(rfggr?]%aa) Henz;%g)blna Hemg}oc;crlto MCH (pg) Ielzfnérﬁgt)os Plaguetas (mm?®)
n 49 49 49 49 49 49
M+DP 5,16 £ 0,40 15,36 £1,12 44,42 +280 29,84+1,48 8167 £1747 210348 £ 33265
Min-Max | (4,16 - 5,99) (12,6 - 17,6) (37,1-49,9) (24,8-33,4) (4800 -12500) (134000 - 271000)
VR 4,50 a 6,00 13a17,5 40a54 27a32 4000 a 11000 150000 a 450000

Valores expressos como média + desvio padréo. Entre parénteses, os valores minimos e maximos.
VR: faixa de referéncia de acordo com CARVALHO, 1988

Concentragdo (g/dL)

18,0

Hemoglobina

17,0

16,0 -
15,0 -

14,0

13,0

\

12,0
11
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Figura 28 - Representagio gréafica da determinagéo da concentracio de hemoglobina nos
trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos.
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14.000

12.000

10.000

8.000

n2/mm?3

6.000

4.000

2.000

Global de Leucdcitos

R

ﬁ X

=9

¥
\

—
B

VV“

AL V\‘JVM .

= | imite inferior

1 3 5 7 9 1113 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

n? de cada participante do estudo

—e— Global de leucécitos (mm3) Limite superior

Figura 30 - Representag&o gréafica da determinagéo da global de leucécitos nos
trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos.

As médias e desvios-padrdo da contagem diferencial de leucdcitos estdo

apresentadas na Tabela 20. Um aumento do nimero de eosindfilos foi verificado em

10,5% dos trabalhadores. Alergias dérmicas causadas pelos agrotéxicos poderiam

explicar a eosinofilia observada nos trabalhadores. No entanto, ndo se pode

descartar outras causas associadas ao aumento de eosindfilos circulantes.
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Tabela 20 — Diferencial de leucécitos dos trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos.
Valores absolutos (mm®)

Neutréfilos  Neutrofilos

Eosinofilos Basofilos Linféocito Monécitos
Bastonetes Segmentados

n 49 49 49 49 49 49
M+DP 104 + 122 4347 + 1348 278 + 293 68 + 74 2905+759 452 + 206
Min-Max (0 - 500) (1914 - 7504) (0 - 1207) (0-288) (1254 -4600) (68 - 1250)
VR até 550 2000 a 7500 40 a 400 até 162 80024950 200 a 800

Valores expressos como média + desvio padrdo. Entre parénteses, os valores minimos e maximos.
VR: faixa de referéncia.

As médias e desvios-padrao dos marcadores de funcao hepética (AST, ALT e

GGT) e renal (ureia e creatinina) estdo apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21 — Avaliagcdo dos parametros bioquimicos em trabalhadores rurais expostos a
agrotoxicos.

Ureia Creatinina
AST (U/L) ALT (U/L) GGT (U/L)
(mg/dL) (mg/dL)
n 47 49 49 49 47
M+DP 26,23 + 8,92 19,03 + 9,64 32,50 + 27,25 40,07 +9,41 1,63 + 0,53
Min-Max | (9,55-47,55) (8,35-60,53) (9,24-147,84) (25,18-75,66) (0,72-2,96)
VR 15 a 40 10 a 40 10 a 50 15a 40 0,7a1,20

Valores expressos como média + desvio padrdo. Entre parénteses, os valores minimos e maximos.
VR: faixa de referéncia.

Os resultados revelaram que 19,1% dos trabalhadores tiveram alteracdo de
AST, 16,3% de ALT, 14,3% de GGT como mostram as Figuras 31 a 34. N&ao foi
possivel quantificar a AST em dois trabalhadores e um deles apresentou uma
alteracdo expressiva de ALT e dois de GGT. Os resultados sao similares com os
observados no estudo de Almeida e Martins (2008) onde 10% dos trabalhadores
pesquisados apresentaram elevacao da AST e 16% apresentaram elevacdo da ALT.

Apesar das alteragbes encontradas ndo serem significativas, estando muitas
vezes relacionadas a doengas comuns, nao se pode excluir a possibilidade de tais
alteracOes resultarem de exposicdo a agrotéxicos, considerando que o figado é o
principal orgal responsavel pela biotransormacédo de substancias exdgenas. Varios

trabalhos demonstraram diferencas entre os valores das enzimas hepaticas e
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parametros hematoldgicos, quando comparados o grupo de estudo e grupo controle,
tanto em estudos com animais ou em humanos (PATIL, PATIL e GOVINDWAR,
2003; ZAMA et al., 2005; YOUSEF, AWAD e MOHANEDM, 2006; ASTIZ, 2011,
JOSEPH and RAJ, 2011; SHAMSUDIN and YAP, 2011; MOSSA and ABBASSY,
2012; PRIYANKA, PRIYANKA and PRADEEP, 2012; REDDY e KANQOJIA, 2012)

Sabe-se também que alteragbes nas enzimas hepéticas possivelmente estao
associadas ao alcoolismo e tabagismo que dificultam ainda mais o diagndstico de
intoxicacao crénica por agrotoxicos. No entanto, a grande maioria dos trabalhadores
declarou néo fazer uso de alcool (82,6%) e cigarro (93,5%). Contrariamente, outros
estudos sugeriram um consumo abusivo de é&lcool dentre os trabalhadores rurais.
Araujo et al. (2007) revelaram que mais de um quarto dos entrevistados consumiam
bebida alcodlica diariamente ou pelo menos trés vezes por semana. Rodrigues
(2011) revelou que 73,3% dos entrevistados ingeriam bebida alcoodlica
semanalmente e 41,7% tém o hébito de fumar.

Foi sugerido um acompanhamento dos trabalhadores que tiveram alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas, mesmo que o0s resultados desses exames nao
permitam estabelecer nexo causal com a exposi¢cao ocupacional aos agrotdxicos.

No estudo de Hernandéz et al. (2006) os resultados revelaram associacao
entre exposicdo a agrotoxicos e alteracdo de enzimas séricas, dentre elas a AST
(com aumento da atividade) e componentes do soro como a creatinina e fésforo
(diminuicdo e aumento dos niveis séricos, respectivamente) sao influenciados por
exposicdo a agrotéxicos, sugerindo que disfungBes bioguimicas sutis resultam de
algum nivel de citotoxicidade.
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Figura 31 - Representacao grafica da determinagéo da concentragio de AST sérica nos
trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos.
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Figura 32 - Representagio gréafica da determinagéo da concentracio de ALT sérica nos
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Figura 33 - Representagao gréafica das transaminases hepaticas nos trabalhadores rurais
expostos a agrotoxicos.
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Figura 34 - Representacéo gréafica da determinagdo da concentragéo de GGT sérica nos
trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos.

Os dois trabalhadores que tiveram aumento expressivo de GGT relataram que
nao tiveram contato recente com mistura de agrotdxicos, ndo consumiram etanol nas

Ultimas 72h, ndo fumaram ou fizeram uso recente de qualquer medicamento capaz
de induzir esta alteracao.



104

Sabe-se que as caracteristicas clinicas das intoxica¢des por agrotoxicos nao
refletem uma relacdo simples entre o uso desses e a pessoa exposta. Sao varios os
fatores que participam deste processo, dentre ele os fatores relativos as
caracteristicas quimicas e toxicologicas do produto, fatores relativos ao individuo
exposto e as condi¢des de exposi¢cao (RODRIGUES, 2011).

Embora os resultados obtidos neste estudo ndo permitam estabelecer nexo
causal entre alteracdo hepatica e exposicdo ocupacional aos agrotoxicos, um
acompanhamento dos trabalhadores que apresentaram tais alteracdes € necessario.
A orientacdo para procurar um clinico com os resultados dos exames foi feita aos
representantes do Sindicato Rural, aos quais foi solicitado que repassassem aos
trabalhadores em questao.

Com relacdo aos marcadores de funcdo renal, os resultados mostraram que
92,5% que tiveram o sangue coletado apés a jornada de trabalho (a noite) e 50%
dos que coletaram sangue pela manhd apresentaram valores de creatinina
superiores ao limite maximo do intervalo de referéncia (1,2 mg/dL). Esse valor

representa 76,6% dos trabalhadores pesquisados com aumento de creatinina sérica.
(Figura 35).
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Figura 35 - Representac&o grafica da determinag&o da concentragdo de creatinina sérica nos
trabalhadores rurais expostos a agrotoéxicos.
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7

A creatinina € um produto residual da creatina oriunda do metabolismo
muscular e da ingest&o de carne. E gerada no musculo a partir de uma reagio nio
enzimatica da creatina e fosfocreatina. A producéo e liberacdo de creatinina pelo
musculo séo praticamente constantes e diretamente proporcional a massa muscular
(BURTIS & ASHWOOD, 1999).

A quase totalidade dos trabalhadores que tiveram o sangue coletado a noite,
apresentou niveis elevados de creatinina, 0 que sugere que o somatério da massa
muscular e do esforco fisico contribuiu para esse resultado. No grupo que teve o
sangue coletado ap0s repouso, ou seja, pela manhda, o percentual de trabalhadores
com niveis elevados de creatinina foi de 50% e pode ser associado a massa
muscular. Todos os trabalhadores envolvidos neste estudo apresentavam
musculatura proeminente, que provavelmente reflete a atividade laboral diaria.

Este resultado reforca a necessidade do laborat6rio orientar corretamente o
cliente sobre a interferéncia da atividade fisica antes da coleta de sangue para
determinacdo de creatinina sérica. Além disso, o clinico deve considerar a massa
muscular do individuo ao interpretar o resultado desse exame laboratorial. No
entanto, uma busca no site dos principais laboratérios do pais revelou que nenhuma
instrucao relativa ao exame “creatinina no sangue” é fornecida ao cliente.

A avaliacdo completa da funcédo renal exige a coletada simultanea de urina de
12 ou 24 horas e amostras de sangue para determinacdo de creatinina e ureia
séricas e urinérias. No entanto, a coleta de urina por 12 ou 24 horas é dificil de ser
obtida em trabalhadores rurais, durante sua jornada diaria.

No presente trabalho, os niveis de ureia foram discretamente aumentados em
8,2% dos trabalhadores, com excecdo de um que apresentou um aumento

acentuado (Figura 36).
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Figura 36 - Representagdo gréafica da determinagéo da concentragdo de ureia sérica nos
trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos.

Reddy e Kanojia (2012) relataram que a ureia sérica apresentou resultados
significativamente maiores em trabalhadores expostos a agrotoxicos quando
comparada ao grupo controle, o que indicaria uma leséo renal. No entanto, estes
dados verificados isoladamente s&o insuficientes para inferir sobre inicio da lesdo
renal, necessitando, desse modo, de exames complementares. Nesse mesmo
estudo, outros parametros hematoldgicos e hepaticos (como contagem de hemacias,
hematdcrito, enzimas hepaticas ALT e AST) apresentaram valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo controle.

Astiz et al. (2011) fizeram a comparacéo entre aplicadores de agrotoxicos e
um grupo controle, e obtiveram dentre os trabalhadores expostos a agrotéxicos,
valores de biomarcadores hematoldgicos, renais e hepaticos dentro da faixa de
referéncia estabelecidas para a populacdo em geral, incluindo a atividade da
colinesterase. No entanto, a analise estatistica revelou diferencas significativas entre
os dois grupos. Como conclusédo estes pesquisadores relataram que os testes
laboratoriais de triagem ndo poderiam ser totalmente sensiveis para a deteccdo de
exposicdo sub-clinica a agrotéxicos e sugeriram que biomarcadores de estresse
oxidativo deveriam ser utilizados conjuntamente em protocolos de vigilancia

sanitaria.
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6 CONCLUSOES

O procedimento utilizado foi adequado, possibilitando a validag&o intralaboratorial
do método de anélise para glifosato e AMPA em soja e milho sem derivatizacéo, por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem, sendo que
os resultados obtidos atenderam aos limites regulamentados pela ANVISA nas duas
matrizes.

Foi evidenciado efeito de matriz dependente do fator de diluicdo e da propria
matriz sendo necessaria a construcdo de curva analitica com extratos de amostras
organicas, precedida de extracdo solido-liquido com particdo em diclorometano e
precipitacdo de proteinas com metanol.

O método apresentou exatiddo e precisdo aceitdveis na faixa do LQ para o
glifosato em ambas as matrizes e para AMPA em milho. Nao houve precisdo nos
niveis de adicdo estudados para AMPA em soja.

Ndo foram encontrados residuos de glifosato e AMPA em nenhuma das
amostras analisadas de milho (fuba).

Os resultados dos parametros hematologicos e bioguimicos pesquisados
revelaram alteracdes hepaticas e hematoldgicas em alguns trabalhadores. No
entanto, € dificil estabelecer o nexo causal com a exposicdo ocupacional aos
agrotoxicos, o0 que torna necessaria uma avaliacdo clinica e laboratorial mais
detalhada.

Os dados obtidos para as alteracbes hematologicas e bioquimicas em alguns
trabalhadores incluidos neste estudo ndo sdo conclusivas, considerando que 0s
percentuais obtidos ndo tem valor estatistico suficiente para confirmar os efeitos de
nefro e hepatotoxicidade, o que torna necessaria uma avaliacao clinica e laboratorial
mais detalhada.

A atividade fisica associada a massa muscular alterou de forma mais evidente a

concentracéo plasmatica da creatinina.
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7 LIMITACOES DO ESTUDO

S&o0 poucos os estudos sobre toxicidade do glifosato, seja em humanos ou
animais. Somando-se a isso, pouco se sabe sobre dados de toxicidade de mistura
de agrotéxicos, no Brasil e no mundo. Além disso, a toxicidade ndo se resume
necessariamente a soma das toxicidades individuais de cada produto, pois as
interacdes entre as substancias podem levar aos efeitos de sinergismo e
potencializacdo. Sabe-se que o uso de mistura de agrotéxico resulta num controle
mais eficiente das pragas, ndo esta claro se o efeito sinérgico sera apenas para 0s
organismos-alvo (TOMITA e BEYRUTH, 2002).

Recentemente, Demur et al. (2013) investigaram o impacto da exposicéo
alimentar a doses reduzidas de misturas de agrotéxicos, utilizando camundondos
como modelo. Relataram que a exposicdo alimentar a uma mistura de agrotoxicos
diferiram entre os grupos estudados. Concluiram que o efeito final da mistura destes
produtos nem sempre pode ser previsto partindo do efeito isolado de cada um dos
compostos constituintes, ou seja, que, além da alimentacéo, diferencas individuais
ou nas condicfes de exposicdo, ocupacional e ambiental, podem também alterar o
risco de intoxicagao.

Uma das limitacbes do desenho do presente estudo refere-se a avaliagdo da
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (parametros bioquimicos e hematoldgicos), por
se tratar apenas de um estudo exploratério e os resultados obtidos para os
parametros laboratoriais avaliados foram comparados com os valores de referéncia
dos mesmos. Outra limitacdo estd associada a dificuldade na coleta da amostra de
sangue, especialmente pelo fato dos trabalhadores rurais encontrarem-se em
comunidades isoladas, com pouca ou nenhuma atencdo a saude, sendo muitas
vezes dificil parar a rotina de trabalho e justificou o numero reduzido de
trabalhadores avaliados. Finalmente a ultima limitacdo refere-se a ndo composicao
de um grupo controle para outras analises estatisticas apropriadas dos parametros

hematoldgicos e bioquimicos para a avaliagdo da hepato e nefrotoxicidade.
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8 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

Elaborar uma agenda de estudos sobre o glifosato que possam tratar dos

seguintes temas:

e Pesquisar o sinergismo e a potenciacao dos efeitos toxicoldgicos do glifosato
e outras das classes de agrotoxicos;

e Implementar acdes de vigilancia da exposicdo ambiental e ocupacional ao
glifosato visando conhecer a real magnitude dessa exposicao;

e Estabelecer estratégias para estudos e pesquisas visando conhecer 0s
possiveis efeitos na saude decorrente do uso de agrotoxicos em populacdes
expostas, que possam ser Uteis para tomadas de decisdo no ambito da saude
publica;

¢ Realizacdo novos testes para estipular o LQ de AMPA em soja;

e Realizar novos testes visando aumentar a sensibilidade analitica de glifosato
e AMPA para andlise em outras matrizes como trigo e feijao;

e Incluir o glifosato e o AMPA no Programa de Andlise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos — PARA, de modo a identificar e quantificar seus
niveis de residuos nos alimentos, mapear sua distribuicdo e subsidiar sua
avaliacao de risco e reavaliacao;

e Incluir o glifosato e o AMPA nas analises ambientais de &agua, visando
identificar e quantificar seus niveis de residuos, mapear sua distribuicdo e

atender aos parametros da portaria n°® 2914/2011.
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10 ANEXO

10.1 Anexo 1 — Aprovacéo pelo COEP/UFMG

INIVERSIDADE FERDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 0573.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Luci Marla Sant'Ana Dusse

Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmécia - UFMG

DECISAQ

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG = COEP aprovou, no
dia 30 de novembro de 2011, o projeto de pesquisa infitulade
“Desenvolvimento de metodologia par: determinacio do glifosato
em alimentos e avaliagio de alteragbGes hematolégicas em
trabalhadores expostos a esse herbicida” bem como o Termo de
Consentimento Livre @ Esclarecido,

O relatorio final ou parcial deverd ser encaminhado ao COEF um
ano apds o infcio do projeto.

. )
(ﬁ JWUKL’“«_-._L

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres darosio Carkes, G657 — Diabdfasy Aoaibmrasvg N - 2" andler — Soke X008 - O 11200006 - BIFANG
Telefas: (03 1) 34004502 - eoanail: corpTprag ulingbe



10.2 Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Anexg 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os integrantes
dio grupso 1
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TEREMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOD

PROJETO DE PESGUNSA: projets "DESENVOLVIMENTS DE METODOLOGIA
PARA DETERMINACAD DO GLIFOSATC EM ALIMENTOS E AVALIACAD DE
ALTERACOES HEMATOLOGICAS EM TRABALHADORES EXPOSTOS A ESSE
HERBICIDA.™

Prezada Sr. [Sra)

Voce esta sendo convidado para parficipar de uma pesquisa gue tem por
objetivo nvestigar se o glifosato pode causar alguma alteragao 3 sua saude.

Caso queira participar deste estudo, iremos colher 10ml do sew sangue para
realizacao dos exames |aboratoriais. Os resultados destes exames serao entregues a
WOCE 3DOS UM MES.

Ma coleta de sangue pode ccomer uma leve dor localizada e formagao de um
pequenc hematoma. Para minimzar o nsco de ao de hematomas, a coleta de
sangue sera realzada por um profissional expenente. Serdo utlizados agulhas e tubos
descartaveis.

Seu nome e 05 resultados dos exames serao mantidos em siglo.

Para qualguer divida sobre esta pesquisa wocé devera entrar em contato com
as pessoas responsavess pela mesma, cujos nomes estao abaixo relacionados.

Esclarecemos qQue c©as0 Nao gueira participar deste estudo, n3c havera
nenhum probéema.

Se voce estiver de acordo, por favor, assine esta foha,

Lueci Clusse Vanessa Fana Participanis

Mome completo do parbcipante:

Professoras responsaveis: Luci Maria Sant'Ana Dusse — telefone: 31-3400-6280
Leiliane Coslho Andre Amaorim - telefone: 31-3400-5339
Mestranda: Vanessa Helosa Femera de Fana- telefone; 31-3314-4334 7 21-33052105

Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antdnio Carlos, n°. 8827 — Pampulha —
Campus UFMG, Unidade Adminstrativa I, Sala 2005, 2®andar. CEP- 31270-201.
Telefone: 34084502

AGRADECEMOS SUA VALIOSA PARTICIPACAD!
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10.3 Anexo 3 —Ficha de coleta de dados
FACULDADE DE FARMACLA
DEPFTO. AMALISES CLIMICAS E TOXICOLOGICAS

27 1
@ b
FICHA DE COLETA DE DADODS

Projeto: DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA DETERMINACAD DO GLIFOSATO EM
ALIMENTOS E AVALIACAD DE ALTERAGCOES HEMATOLOGICAS EM TRABALHADORES EXPOSTOS A
ESSE HERBICIDA

ata: I i

1. IdeniiMcagao Pasaoal

Homes

Macionalldade: Maburalidade:

Ciata de nascimemlo: Idags:

Estado clvil

Engensgo:

RuaiAyvenida:

Mmen: Complamenio:

Balmo: CEP:

Clade: Esada:

Teiefone: [ )

Escolardade:

2. Local de Trabalho
Trabalha por conta propria: CosM O NAD
SE HAD. Qual o nome da Empresa/Empregada

Trabalha com qual [is) cufiura (517

3. ANamness (Prasenga de 0oangas Ne trabalhador & Na sua familia)
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Quando fol sua oitima refelcio™
Fumanta?

Se SN, desde que idade?

Se SIM, qual a quantidade (por dia)?

gx-Fumania? T sIM O HAD
Se M, ha guantn '.E|"1|II1‘
Consumo de alcopl? O SIM O HAD

Se SIM, qual a quantidade (por dia)?

Onha F‘Ei:l menas Sh O menos de Sh
O 5IM O NAD

Clantes dos L2 anas (13 s 18 aros [ apos 18 anos

Otaz O4a7 O maisde 7

Cmenos de 1 mes i m 6 mezes [ mais de & masss

Cmiwite pouico ou rersmients 71 & 3 doses [ mais de 4

Parou de beber? OS5 O KAD

Se JM, ha guanio tempa? Cimeanos de 1 mas 1L 8§ masas [ mais de & masas

Pratica exerclclo flslco? O SIM 0 MAD

S FM, qual 3 freqlencla [C1-2 wazes (13-4 wezes ] 3-7 wezes por semens
Cual?

5o de medcamenios? O SIM O NAD

SE SIM. Quals medicamentos?

Hisiorieo de cancer na famiia? O SiM O MAC Sa SIM, qual?

Voo ou alguém dasuafamila @ rouobage? CSIM COMAD O NAC SE

Voo ou slipuem da sua famila fem eplepsla® O SIM OMAD O HACSE

YOC2 ou 3iguem da sua famila perde mullp sangue quando secoita? CISIM O MAD O MADSE

Fagina 1de 3
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS -
FACULDADE DE FARMACLA
DEPTO. ANALISES CLIMICAS E TOXICOLOGICAS

FICHA DE COLETA DE DADDS

Projeto- DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA DETERMINACAQ DO GLIFOSATO EM
ALIMENTOS E AVALIACAD DE ALTERACOES HEMATOLOGICAS EM TRABALHADORES EXPOSTOS A

ESSE HERBICIDA
& ol Shou ; ) uencla? s Osilo O RADSE
Voo ou da sua famila fem problema de dm? O SIM O MAD OO MAD SE
Voo ou da sua famila tem problema de figado Pessoas com “tn
Sentiu aigurs desses SIMOMas no UEmo mes? OSM OMAD

SE SIM. Pode mancar quals sintomas sembu?
O Ardéncla nos olhces O Formigamesmio O] Mauseafansla e vomio
[ Dor de cabeca [ Swor exXcessivg O Dlamela

O Alargla na peie O Tosse 71 Wamito

O visdo unia [ Falia de ar 71 Dor abdominal

[ Tanturas O Clibra O Qutro Qual?

Se HM, qual a freqlencla T11-4 vezes C15-10vezes ] mals de 10 vezes no ukma més
"% Exposigao Ocupacional

Clusmis o5 NDMes o5 SETohinioos voos aplics normalments?

do fioi = URima wez que manipulou skpum tioo de szrottwios® [01-3 diss C14-7 diss [J msis de uma semrans
Ousmis:
Tem orisntacio do Enzenheiro Asronomo? Utilza o receit@rio agronomico? Csma O HED
5= SIM, sEZus CometamEnte O receitusTo SErORaTmice? Osia O nio
Tem treinamento sobre COMO LSEr O BETObIGE0? O s O Kl
L o il das formatacbes? T s O méo
Sepee as ipformaches conticas po rotula® Oz O mio
s WiD, por quer

E responsivel pelo gescarte das embalazens yagias® O s O mio

5= S8, Como este desoarte & feito?

E resoonsavel el preparo da misturs? Osmwa O nEo
SE5IM, COm este misheE & preparsde?

[ Existe um especn especHico parm isso?

[ Existe materal exclusivo = idesl pars o preparo?

[ Afssts crisngas & animais do local de preparc?

[ Codocs 25 quantidades indicsdas na embalggem | dossmem racomendadal T
E resoonsavel oels apdicacio das formulspoes? Osma O NED

Usa equipamento de prokecAo incividual [EFT] pars misturer &/fow splicer as formulsgtes? s O n&o
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Projeto: DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGLA PARA DETERMINACAD DO GLIFOSATO EM
ALIMENTOS E AVALIACAQ DE ALTERACSES HEMATOLOGICAS EM TRABALHADORES EXPOSTOS A

ESSE HERBICIDA

SE SIM. Cjussis equinementos de profecio usa:

[ Mescars de papel [ Averital

[ Respiracor [ Roeupas espedais

[ Lurvms Odculus

[ Boinz O Cutros CouadT . .
sE MED. Quaisos motivos?

CIFreqo

[ 3 EFi & incomoda

[ 0 EF1 estragou

[ Nao conhec= o5 EFI's

O Ouiros Quarr _ _
Troca di roups logs apos 3o ioer cu DrepsRs o BEToaKco? Oz O nio
Lave a5 miEo logo 2005 apliar ou preparsr o sErokowicn? Oz COmulo
Tome banho 050 Spas Bplicar DU pTEparar O SN =i O MEo
J& 5= pendiu mal LOG0 aps sobor o sgrotowcn? Oz O néo
SE SIM. Pocie gesscrever o gue sentiu?
[ Ardanca nos ooz [ Farmigamento [ Hauz=s/anss b yomto
[ Dor de abece [ Suor excessio [ Disrreia
[ Ajargin ma peie O Tosse [ wamita
[ vis3o turva [ Faks de wr O Dor andicenins|
[ Tonturas [ Chiors O Outro Quil?
Acredits gue o aeTottuiry fag mal 3 side® Osim O ndo
Tem medo de splicar/usar o szrottuico® OsiM O wéo

o2 tinus 3
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