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RESUMO

Apbs um periodo de énfase nas acdes governamentais para a modernizacdo da
agricultura na regido nordeste do Brasil, 0 Vale de S&o Francisco tornou-se um local fértil
e propicio ao cultivo, principalmente de frutas, onde é possivel encontrar grandes empresas
e pequenos agricultores. Assim, o agrotéxico dimetoato (organofosforado) amplamente
utilizado nesta regido foi selecionado como objeto desde estudo. O estudo de caso in vivo
foi realizado com trés trabalhadores através de duas abordagens: 1) uma sec¢do de algodao,
imitando uma peca de roupa, fixada nas roupas do trabalhador, em diferentes regides com
area exposta especifica para investigar a exposi¢cdo dérmica do dimetoato; 2) a
quantificacdo do estrato corneo foi realizada pela técnica de tape-striping para avaliar a
absorcdo dérmica do dimetoato. Uma abordagem in vitro usando células Franz foi
realizada aplicando-se dimetoato (0,4 e 1,8 pg) diretamente na pele de porco ou em uma
secdo de algod&o antes de entrar em contato com a pele de porco. Dois estudos ex vivo
foram ainda realizados em, um com cdrneas bovinas excisadas frescas e refrigerada e o
outro com olhos bovinos inteiros frescos, refrigerados e danificados. Em ambos o0s
experimentos foram aplicados 50 pL (5 mg/mL) de uma formulagdo de pesticida
emulsificavel (Dimetoato 500 EC®). Os resultados in vivo demonstraram os altos niveis de
agrotoxicos aos quais 0s agricultores estdo expostos, com a exposi¢cdo dérmica potencial
total entre 0,87-2,85 mg/pessoa/h e o fator estimado de penetracdo de EC(PF) entre 0-54,0
e 0- 28,9% para a nuca e os bracos, respectivamente. Para o estudo in vitro, a quantidade
de pesticida retido no EC foi de 52,63 + 10,73 e 135,15 + 31,8 ng/cm? ap6s a aplicacio
diretamente no EC e demonstrando uma boa concordancia com a abordagem in vivo. No
estudo de absorgéo ocular ex vivo, os perfis de dimetoato, os fluxos e os coeficientes de
permeacdo ndo apresentaram diferencas estatisticas (p <0,05) entre coOrneas excisadas
frescas e refrigeradas. Em relacdo aos resultados obtidos para permeagdes em olhos
inteiros, houve diferenca estatistica (p <0,05) entre os experimentos realizados com olhos
frescos e os realizados com olhos refrigerados/danificados. Assim, os estudos preliminares
demonstram que a abordagem ex vivo desenvolvida utilizando olhos inteiros € simples e
demonstrou ser reprodutivel para avaliacdo de agrotoxicos. E evidente que testes adicionais
precisam ser realizados utilizando-se outros pesticidas com caracteristicas fisico-quimicas

distintas para uma melhor compreensdo da passagem dos agrotoxicos pela pele.

Palavras-chave: Agroquimicos. Técnicas in vitro. Pele.



ABSTRACT

After a period of emphasis on government actions for the modernization of
agriculture in northeastern Brazil, the Sdo Francisco Valley has become a fertile and
conducive place for cultivation, especially of fruits, where it is possible to find large
companies and small farmers. Thus, the pesticide dimethoate (organophosphate) widely
used in this region has been selected as an object since this study. The in vivo case study
was carried out with three workers using two approaches: 1) a section of cotton, imitating a
piece of clothing, fixed on the worker's clothes, in different regions with a specific exposed
area to investigate the dermal exposure of dimethoate; 2) the stratum corneum was
quantified by the tape-striping technique to assess the dermal absorption of dimethoate. An
in vitro approach using Franz cells was performed by applying dimethoate (0.4 and 1.8 pug)
directly to the pig skin or to a cotton section before coming into contact with the pig skin.
Two ex vivo studies were also carried out in, one with fresh and chilled excised corneas
and the other with fresh, chilled and damaged whole bovine eyes. In both experiments,
50uL (5 mg/mL) of an emulsifiable pesticide formulation (Dimethoate 500 EC®) was
applied. The in vivo results demonstrated the high levels of pesticides to which farmers are
exposed, with the total potential dermal exposure between 0.87-2.85 mg/person/h and the
estimated EC penetration factor (PF) between 0-54, 0 and 0- 28.9% for the neck and arms,
respectively. For the in vitro study, the amount of pesticide retained in the EC was 52.63 +
10.73 and 135.15 + 31.8 ng/cm? after application directly to the EC and demonstrating a
good agreement with the in vivo approach. In the study of ocular absorption ex vivo, the
dimethoate profiles, flows and permeation coefficients did not show statistical differences
(p <0.05) between fresh and chilled excised corneas. Regarding the results obtained for
permeations in whole eyes, there was a statistical difference (p <0.05) between the
experiments performed with fresh eyes and those performed with chilled / damaged eyes.
Thus, preliminary studies demonstrate that the ex vivo approach developed using whole
eyes is simple and has been shown to be reproducible for the evaluation of pesticides. It is
evident that additional tests need to be carried out using other pesticides with different
physical-chemical characteristics for a better understanding of the passage of pesticides
through the skin.

Keywords: Agrochemicals. In Vitro Techniques. Skin.
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1 INTRODUCAO

Apds a Segunda Guerra Mundial, a agricultura passou por um periodo de
mudangas, e diversas politicas para incentivar a expansao e a consolidacdo do mercado
agricola foram implementadas. Esse periodo, conhecido como "Revolugdo Verde",
incentivou além do uso de agroquimicos, a producdo em monoculturas altamente
mecanizadas e 0 uso de fertilizantes quimicos. Entretanto, esse processo ocorreu de forma
desigual nas varias regides do mundo (LONDRES, 2011; PELAEZ, TERRA, SILVA,
2010; SANTANA & MACHINSKI, 2004).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, apds esse periodo, o uso de
agroguimicos aumentou consideravelmente ao longo dos anos, fato que ndo foi
acompanhado pela implementacao de programas de qualificacdo da forca de trabalho e/ou
leis que protegessem adequadamente o trabalhador rural (MOREIRA et al., 2002; PERES,
MOREIRA, DUBOIS, 2003). Desta forma, os danos a saude humana decorrentes da
exposicdo aos agrotoxicos tornaram-se cada vez mais comuns nessa populacdo
(KOZIOSKI & CIOCCA, 2000).

O contato dos trabalhadores rurais com os pesticidas ocorre principalmente atraves
da pele, da via inalatéria e da mucosa ocular, embora outras vias possam predominar na
exposicdo ndo ocupacional. Uma vez expostos aos agrotoxicos, devido principalmente a
falta e/ou uso incompleto da paramentacdo, os trabalhadores, se destacando aqueles da
agricultura familiar, podem apresentar danos imediatos por simples irritacdo da pele e
mucosa dos olhos, ou danos tardios, como neuropatias, distdrbios hematoldgicos, diversos
tipos de cancer e uma série de alteracdes na visdo (KOZIOSKI & CIOCCA, 2000).

No Brasil, a Norma Regulamentadora 31 (NR 31) anexada a Portaria n°. 86 de 04
de maio de 2005 exige que os empregadores realizem avaliagdes do risco ocupacional e
promovam condicdes de segurancga para os trabalhadores que manipulam agroquimicos
(BRASIL, 2005). Todavia, nos paises em desenvolvimento a agricultura é, principalmente,
de base familiar. No Brasil, esta modalidade € responsavel pela renda de 40% da populagéo
economicamente ativa do pais e por mais de 70% dos brasileiros empregados no campo
(MAPA, 2019).

Esta forma de agricultura, passada de geracdo em geracdo, por ser vista pelos
trabalhadores como segura, inofensiva e rotineira, atrelada as dificuldades de acesso as
informagdes, os expde a um maior risco. Muitas vezes, devido ao ndo cumprimento das

normas de salde e seguranca, 0s agrotoxicos sao utilizados indiscriminadamente, sem as
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medidas de protecdo adequadas (DAMALAS & ABDOLLAHZADEH, 2016; ESECHIE &
IBITAYO, 2011). No entanto, existem poucos estudos, principalmente nos paises em
desenvolvimento, que avaliam as condi¢cdes de trabalho dessa populacdo (MUTTRAY et
al, 2006; AN et al., 2014; CAO et al., 2015; DAMALAS & ABDOLLAHZADEH, 2016).

Na regido nordeste do Brasil, ap6s um periodo de énfase nas a¢cdes governamentais
para a modernizagdo da agricultura local, como o incentivo & irrigagdo em A&reas
semiaridas, a regido conhecida como Vale de Sdo Francisco tornou-se um local fertil e
propicio ao cultivo, principalmente de frutas. Atualmente, essa regido € uma das principais
areas de exportacdo da horticultura irrigada do pais, onde é possivel encontrar grandes
empresas e pequenos agricultores (agricultura familiar), com mais de 51% de sua
populacdo economicamente ativa empregada na agricultura (ARAUJO et al, 2007, MAPA,
2019).

Desta forma, o pesticida dimetoato, amplamente utilizado na regido do Vale do S&o
Francisco, foi selecionado para o estudo. Seu uso foi introduzido em 1956, sendo
produzido em muitos paises. Trata-se de um produto quimico de uso geral contra uma
ampla gama de insetos na agricultura e também para o controle da mosca doméstica (IPCS,
1989). Pertencente a classe dos organofosforados o dimetoato apresenta acdo sistémica,
solubilidade em &gua de 2,08 mg/mL, log P 1,21 e pKa 15,99 (TMIC, 2020).

Em vista desses aspectos, esse trabalho teve por objetivo tracar estratégias por meio
da implementacdo de técnicas in vitro, ex vivo e in vivo para a avaliacdo da passagem
dérmica, ocular e bucal dos residuos de agrotdxicos, considerando as condi¢cdes ambientais

de trabalho na agricultura familiar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Tracar estratégias por meio da implementacdo de técnicas in vitro, ex vivo e in vivo
para a avaliacdo da passagem dérmica, ocular e bucal dos residuos de agrotoxicos,

considerando as condi¢Ges ambientais de trabalho na agricultura familiar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS) para deteccdo de
residuos de dimetoato em pele, em mucosa esofagica e sublingual frescas
provenientes de suinos, estrato cérneo humano, humor aquoso/cérnea bovina e em
seccOes de algodéo.

e Realizar estudo de caso in vivo para a avaliacdo do residuo agrotoxico (dimetoato)
na roupa dos trabalhadores rurais utilizando secc¢bes de algoddo, bem como, no
estrato corneo humano por meio da técnica de tape-stripping;

e Realizar o estudo de permeacéo e retencdo cutanea in vitro por meio da aplicacao
direta e indireta (algod&o) do dimetoato na pele dorsal de porco dermatomizada;

e Realizar o estudo de permeacéo e retencao in vitro do dimetoato utilizando cérnea
bovina excisada fresca e refrigerada;

e Realizar o estudo de permeacdo in vitro do dimetoato utilizando mucosa esofagica
e sublingual frescas provenientes de suinos;

e Desenvolver técnicas de permeacdo e retencdo ex vivo utilizando olhos bovinos
inteiros frescos, danificados e refrigerados para a avaliagédo do dimetoato;

e Realizar a avaliacdo histologica da cornea bovina excisada fresca, danificada e
refrigerada;

e Realizar a avaliacdo da citotoxicidade do agrotoxico dimetoato utilizando
linfocitos humanos;

e Auvaliar o potencial de irritacdo e corrosdo ocular do agrotoxico dimetoato

utilizando o teste de permeabilidade e opacidade da cornea bovina (BCOP);
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e Avaliar o potencial de irritacdo e corrosdo ocular do agrotdxico dimetoato
utilizando o teste em membrana corioalantoide (HET-CAM) e o teste de

quantificacdo de azul de trypan em membrana corioalantéide (CAM-TBS).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 AGROTOXICOS

Durante muito tempo, a agricultura foi vista como meio de vida para o0s
trabalhadores rurais e suas familias (SILVA et al., 2005). Entretanto, com o crescimento
do contingente populacional e ap6s o periodo das duas guerras mundiais, 0 uso de
agrotoxicos na agricultura, teve origem como um mercado promissor para as industrias
quimicas produtoras de “venenos”, que até entdo eram utilizados como armas quimicas
(LONDRES, 2011). Assim, o processo produtivo agricola tornou-se dependente de
agrotoxicos e fertilizantes quimicos devido aos sistemas de monoculturas mecanizadas, ao
uso de adubos quimicos e a implementacédo de politicas mundiais de incentivo a expanséo e
consolidacdo deste mercado. (ABRASCO, 2015, LONDRES, 2011; SANTANA;
MACHINSKI JUNIOR, 2004; PELAEZ; TERRA,; SILVA, 2010).

Este pacote tecnoldgico, que ficou conhecido como “Revolucdo Verde” e seria
fundamental para erradicar a fome que assolava boa parte da populacdo mundial teve como
0s principais responsaveis por sua difusdo o Banco Mundial (LONDRES, 2011) e a Food
and Agriculture Organization of the United Nations - FAO (2003) que define agrotoxicos
(pesticidas, praguicidas, venenos ou defensivos agricolas) como:

Qualquer substancia, ou mistura de substancias, usadas para prevenir,
destruir ou controlar qualquer praga — incluindo vetores de doencas
humanas e animais, espécies indesejadas de plantas ou animais,
causadoras de danos durante (ou interferindo na) a producdo,
processamento, estocagem, transporte ou distribuicdo de alimentos,
produtos agricolas, madeira e derivados, ou que - deva ser administrada
para o controle de insetos, aracnideos e outras pestes que acometem 0s
corpos de animais de criacao.

No Brasil, os primeiros registros de utilizacdo de agrotoxicos foram realizados no
ano de 1946, em programas de saude publica de combate a parasitas e vetores
(FERREIRA, 1999). Durante as décadas 50 e 60, o processo de registro de novos
pesticidas junto ao Ministério da Agricultura foi intenso, gerando em media 2.050 novos
registros (FILHO, 2002). Entretanto, no inicio dos anos 60, os problemas decorrentes da
utilizacdo generalizada de substancias quimicas no combate as pragas, essencialmente do
diclorodifeniltricloroetano (DDT), os pesticidas passaram a ser observados com cautela.
Tal fato, deve-se a publicacdo do livro intitulado Silient Spring (Primavera Silenciosa) no

ano de 1962, pela pesquisadora americana Rachel Carson, que continha denlncias em
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relacdo ao uso do DDT, como a reducdo populacional de variadas espécies de aves. Desta
maneira, este movimento desencadeou uma reavaliagdo da segurangca do uso de
agrotoxicos pelos 6rgdos governamentais americanos que teve impacto no cenario mundial
(D'AMATO; TORRES; MALM, 2002; FILHO, 2002).

Em 1965, com a criacdo do Sistema Nacional de Crédito Rural brasileiro, que
estabelecia a compra de insumos quimicos pelos agricultores para posterior concessao do
crédito agricola, bem como a criacdo, em 1975, do Programa Nacional de Defensivos
Agricolas, no ambito do Il Plano Nacional de Desenvolvimento (PND), foram gerados
recursos financeiros que subsidiaram a criacdo de empresas nacionais e a instalacdo de
empresas transnacionais de insumos agricolas com o objetivo de modernizar a agricultura.
Isto significou a abertura do caminho, para que 0s agrotoxicos comecassem a ser utilizados
em grande escala no pais (ARAUJO et al., 2007; PELAEZ et al, 2009 apud LONDRES,
2011; SILVA et al, 2005).

Outro aspecto importante foi o marco regulatério defasado e pouco rigoroso, que
vigorou até 1989, facilitando a aprovacdo de centenas de substancias toxicas, muitas ja
proibidas em outros paises (PELAEZ; TERRA,; SILVA, 2010). Com o passar do tempo, a
utilizacdo de agrotoxicos na agricultura brasileira apenas foi intensificada, e 0 modelo atual
envolve a expansdo dos latifundios agroindustriais que se utilizam da vasta complexidade
tecnoldgica, causando uma série de danos ambientais e sociais (SOARES & PORTO,
2007).

Atualmente, o Brasil € um dos paises que mais consomem agrotoxicos no mundo.
De modo que, na safra de 2011, foram plantados 71 milhdes de hectares de lavoura
temporéria (soja, milho, cana, algoddo) e permanente (café, citricos, frutas, eucaliptos), o
que corresponde aproximadamente a 853 milhdes de litros (produtos formulados) de
agrotoxicos pulverizados nessas lavouras, o que representa uma média de uso de 12
litros/hectare e exposicdo media ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de
agrotoxicos por habitante (ABRASCO, 2015).

O fato é que se tem difundido a ideia de que existe uma forma segura de se utilizar
0s agrotdxicos e de que nado € possivel produzir alimentos suficientes de maneira ecoldgica,
respeitando os diversos biomas do Brasil e do mundo (Rigotto; Rosa, 2012). Entretanto, 0s
impactos do uso dos biocidas a satde publica sdo extensos, e abrangem ndo so6 a saude dos
trabalhadores rurais, como também a da populacdo em geral que consome os alimentos

contaminados por esses produtos. No mais, os danos ambientais gerados ao solo, ao ar, a
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agua, a flora e a fauna séo extensos (ABRASCO, 2015; LONDRES, 2011; PIGNATI et al.,
2007).

Somado a tal fato, enquanto nos paises desenvolvidos a agricultura é considerada
como um sistema agroindustrial, que compde uma atividade comercial especializada na
producdo, comercializacao e distribuicdo dos alimentos, nos paises em desenvolvimento, a
exemplo do Brasil, ela é baseada na producdo familiar. Vale salientar que apenas uma
pequena parcela dessa agricultura, foi modernizada, tornando-se competitiva frente ao
mercado (SILVA et al., 2005).

Assim, no modelo agricola familiar, os agricultores estabelecem diferentes tipos de
relacfes de trabalho sendo elas, de proprietario-produtor, diarista, trabalhador temporario,
arrendatario e entre outras combinacgdes. Diferindo, desta forma, da agroindustria que €
caracterizada pela contratacdo direta e/ou terceirizacdo da médo de obra assalariada.
Portanto, essa diversidade na agricultura familiar, além de dificultar a classificacdo das
relagbes de trabalho no setor, gera um contato amplo dos trabalhadores rurais com
diferentes classes de pesticidas, bem como uma maior dificuldade em monitorar as
condicdes de saude dessa populacdo (SILVA et al., 2005).

Os dados publicados demonstram que no mundo ocorrem aproximadamente 220
mil mortes por uso de agrotoxicos por ano e estima-se que 25 milhdes de trabalhadores
rurais sejam intoxicados de forma aguda nos paises em desenvolvimento (ALAVANJA,
HOPPIN; KAMEL, 2004 apud BEDOR, 2008). Deste modo, de acordo com Sistema
Nacional de InformacGes Tdxico-Farmacoldgicas (SINITOX), no periodo de 2006 a 2014,
ocorreram 9.488 casos de intoxicacdo humana por uso de agrotoxicos em ambiente
agricola, registrados em circunstancia ocupacional. Mas, segundo o Ministério da Salde,
para cada caso notificado, ha estimativa de que existam 50 ndo notificados aumentando
esses valores para cerca de 480.000 casos (PERES, 2003).

Desta forma, a auséncia de informagdes sobre o consumo de agrotoxicos no Brasil
juntamente com a insuficiéncia dos dados sobre as intoxicacdes, dificulta o conhecimento a
respeito da extensdo da carga quimica de exposi¢cdo ocupacional bem como sobre a
dimensdo dos danos causados a saude (FARIA, 2007). Além disso, 0 risco a saude
relacionado ao uso de pesticidas depende de fatores como: tipo e intensidade da exposicao,
perfil toxicoldgico do produto e da vulnerabilidade da populacdo exposta (DELGADO &
PAUMGARTTEN, 2004).

Por conseguinte, um ponto importante é a determinacdo dos niveis de exposicéo,

que auxiliam no processo de tomada de decisdo para a avaliacdo dos riscos aos quais
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operadores, trabalhadores, consumidores e ambiente estdo submetidos (TSAKIRAKIS et
al, 2014). Essa avaliacdo juntamente com os dados toxicologicos especificos de cada
pesticida, deve ser realizada com o intuito de calcular o risco de intoxicacao e a seguranca
de cada condicéo de trabalho e, quando necessario, de recomendarem medidas de protecédo
paras as condicBes consideradas inseguras (TACIO, OLIVEIRA, MACHADO, 2008). Ao
passo que, quando medidas de seguranca sd@o tomadas e equipamentos de protecdo
individuais (EPI) ou coletivos (EPC) séo utilizados o risco torna-se menor (DELGADO &
PAUMGARTTEN, 2004).

Entretanto, existem poucos estudos que avaliem as condi¢Oes de exposicdo e a
propria exposicdo dos trabalhadores rurais brasileiros aos agrotoxicos (DELGADO &
PAUMGARTTEN, 2004; GARCIA, 1997; MACHADO et al., 1996; OLIVEIRA et al.
2001). Em contrapartida, uma série de estudos demonstram que nas regides brasileiras
onde o agronegocio € a principal fonte de renda da populacéo, existe uma maior incidéncia
de cancer, ma formacoes, distdrbios enddcrinos, neuroldgicos e imunolégicos (SOUZA &
FOLGADO, 2016).

3.1.1 Legislagéo

Apds a revisdo da constituicdo de 1988, a legislacdo ambiental brasileira apresentou
consideravel avanco com a publicacdo da Lei 7.802, conhecida como a Lei dos
Agrotoxicos, em 11 de julho de 1989 e regulamentada pelo Decreto no 98.816, de 11 de
janeiro de 1990. Anterior a esta Lei, 0 Decreto n° 24.114, de 14 de abril de 1934 (época na
qual os agrotoxicos ndo eram utilizados como biocidas) era considerado a base
regulamentadora do setor (GARCIA; BUSSACOS; FISCHER, 2005).

Desta forma, os agrotoxicos antes submetidos apenas a avalia¢do toxicoldgica e de
eficacia agron6mica, passaram a ter a avaliacdo e a classificacdo do potencial de
periculosidade ambiental exigidos para fins de registro no Brasil (PERES; MOREIRA,;
DUBOIS, 2003).

Assim, a Lei dos Agrotdxicos foi um marco do chamado movimento ‘“Nossa
Natureza” que teve origem devido a pressdes internacionais com foco sobre a Amazonia e
ao medo dos militares de perderem o controle sobre a floresta e suas fronteiras. Desta
forma, o governo brasileiro da época considerou estratégico aprovar um pacote de medidas
pré meio ambiente (LONDRES, 2011).
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Em 24 de novembro de 1993, o Decreto n°® 991, alterou a Lei e eliminou a
necessidade de renovagdo do registro dos agrotoxicos apds cinco anos, descartando assim,
a reavaliacdo periddica dos produtos sob uma oOtica de testes mais modernos. Destarte, 0s
agrotoxicos podem ser reavaliados a qualquer momento desde que apresentem riscos a
salde, a0 meio ambiente ou sua eficicia mostre-se reduzida. Posteriormente, o Decreto
4.074, de 4 de janeiro de 2002, atualmente em vigor, revogou os decretos anteriores
(Decreto n° 98.816/ 90 e 0 n° 991/93), mantendo as modificacdes estabelecidas (GARCIA,
BUSSACOS; FISCHER, 2005; LONDRES, 2011). Fato que facilita a permanéncia no
mercado, de agrotdxicos capazes de provocar danos (LONDRES, 2011).

Outro ponto abordado na Lei dos agrotdxicos € a definicdo dos parametros de
classificacéo, estabelecidos pelo Ministério da Satde por meio da Portaria n® 3/92 de forma
similar aos recomendados pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS) no inicio da década
de 1970. De acordo com esses parametros, os agrotoxicos sao distribuidos em quatro
classes toxicoldgicas (tabela 1), levando-se em consideracdo, principalmente, sua dose letal
média a 50% (DLsg) e outros indicadores como danos causados a cornea, lesdes na pele e
concentracdo letal a 50% (CLsp). Todavia, no Brasil, a classificacdo toxicologica tem
servido apenas para a apresentacdo dos riscos nas embalagens comerciais (GARCIA;
BUSSACOS; FISCHER, 2008).

Tabela 1 - Classes toxicoldgicas dos agrotoxicos com base na DLx,.

e s e Cor da faixa no rétulo da
Classe Toxicoldgica Classificacéo
embalagem
| Extremamente toxico Vermelho intenso
I Altamente téxico Amarelo intenso
1l Medianamente toxico Azul intenso
V4 Pouco toxico Verde intenso

Fonte: Adaptado de EMBRAPA, 2020.

Atualmente, de acordo com o Decreto 4.074/02, para o registro de um novo produto
no pais, o fabricante deve submeter os estudos de comprovacao de eficacia e de seguranca
do pesticida ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através da
Secretaria de Defesa Agropecuaria — DAS, ao Ministério da Saude (MS), através da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e ao Ministério do Meio Ambiente,
através do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA). Por conseguinte, cabe a esses 6rgdos analisarem os estudos apresentados, em

suas devidas areas de competéncia, e demostrar se 0 produto apresenta riscos ou nao.
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Quando nenhum dos 6rgdos demostra por meio de evidencias a inadequacdo e/ou
ineficacia do produto, ele é aprovado para registro. A questdo é que nem sempre é possivel
estabelecer & relacdo entre a exposicdo aos agrotoxicos e os danos por eles causados a
salde e ao meio ambiente (BRASIL, 2002; LONDRES, 2011; PERES; MOREIRA;
DUBOIS, 2003).

A Lei dos Agrotoxicos estabelece ainda, que a aquisicdo desses produtos s6 pode
ser realizada com a apresentacdo do Receituario Agrondmico que é um documento emitido
apenas por profissional legalmente habilitado (engenheiro agrénomo, engenheiro florestal
ou técnico agricola) (BRASIL, 1989). Segundo o Decreto 4.074/02, esse documento deve
conter informagGes a respeito do diagnoéstico, doses de aplicacdo, quantidade total a ser
adquirida, época de aplicacdo, intervalo de seguranca e informacGes especificas sobre
cultura e/ou problema. Isto torna evidente a necessidade de uma visita técnica, pelo
profissional habilitado, a propriedade rural antes da emissdo de um receituério agronémico
(BRASIL, 2002; LONDRES, 2011).

Em relacdo as embalagens vazias, o decreto estabelece que estas devem ser
devolvidas em um periodo maximo de um ano a partir da data da compra, aos
estabelecimentos comerciais onde foram adquiridas ou a algum posto de recolhimento de
embalagens vazias de agrotdxicos. Cabe, portanto, aos fabricantes dos produtos, proverem
0 destino adequado as embalagens devolvidas. Essa medida previne que as embalagens
sejam abandonadas préximo as areas de cultivo, rios, corregos ou beiras de estradas, ja que
mesmo lavadas por repetidas vezes, carregam quantidades significativas de residuos que
podem contaminar ndo s6 o0 solo mas a dgua e até mesmo as pessoas, caso Sejam
reutilizadas para outras finalidades (BRASIL, 2002; CAMPANHOLA & BETTIOL,
1999).

E importante salientar ainda, que os Estados e Municipios também podem aprovar
leis proprias para regulamentar o comércio, 0 armazenamento, 0 transporte e 0 uso de
agrotoxicos, bem como o descarte de embalagens vazias. A Unica exigéncia é que estas leis
ndo sejam mais permissivas do que as leis federais e as estaduais no caso dos municipios
(LONDRES, 2011).

3.1.2 Exposic¢éo ocupacional

A partir da Constituicdo Federal de 1988 o termo agrotoxico passou a ser utilizado

em detrimento de defensivos agricolas. Tal mudanca ocorreu devido ao extenso
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movimento da sociedade civil organizada, que buscava evidenciar a toxicidade desses
compostos para 0 meio ambiente e para a salde humana (SIQUEIRA & KRUSE, 2008;
FUNASA, 1998).

Os agrotdxicos sdo, por sua vez, utilizados em diversas areas, como na saude
publica (controle de vetores), no tratamento de madeira, na producdo de flores, na
pecuaria, no armazenamento de gréos e sementes e, principalmente, na agricultura (INCA,
2010). Assim, como a utilizacdo desses compostos é maior nesse Ultimo setor, 0s
agricultores constituem a populacdo mais exposta a esses produtos (MEYER et al., 2003;
BRITO et al., 2006).

Somado a tal fato, os danos causados pelos agrotdxicos a salde sdo tdo severos que
o trabalho agricola ja é considerado uma das mais perigosas ocupagoes da atualidade, uma
Vez que 0S riscos ocupacionais sdo compostos por intoxicacdes agudas, doencas cronicas,
aparecimento de canceres, alteracfes imunologicas e problemas reprodutivos (FARIA,
FASSA, FACCHINI, 2007; BRASIL, 2006).

Os quadros de intoxicacdo aguda caracterizam-se por um periodo de exposicao
breve a doses elevadas de compostos muito téxicos, com aparecimento dos sintomas de
forma répida e em apenas algumas horas ap6s a exposi¢do. Os efeitos podem incluir
cefaléia, irritacdo cutaneomucosa, hipersensibilizacdo, nausea, discreta tontura podendo
levar a arritmias cardiacas, insuficiéncia respiratoria, edema agudo de pulmao, pneumonia
quimica, convulsdes, alteracBes da consciéncia, choque e coma evoluindo para obito.
Assim, a intoxicacdo aguda pode ocorrer de forma leve, moderada ou grave, dependendo
da quantidade de agrotdxico absorvida e o diagndstico é de facil estabelecimento
(ABRASCO, 2015; INCA, 2010; LONDRES, 2011).

Ja nos quadros de intoxicacdo cronica, os efeitos apresentam surgimento tardio,
aparecendo meses ou anos apos a exposicdo. Normalmente os sintomas sdo subjetivos e
manifestam-se através de inUmeras patologias, que podem ser imunoldgicas,
hematoldgicos, hepaticas, renais, neurologicos e tumorais (BRASIL, 2006; INCA, 2010).
O diagnostico da intoxicacdo crénica € dificil de ser estabelecido e os danos muitas vezes
sdo irreversiveis (LONDRES, 2011).

Desta forma, mesmo com o crescimento das pesquisas no Brasil, visando investigar
0 impacto do uso dos agrotoxicos sobre a saude humana, ndo se conhece de forma
suficiente a dimensdo dos danos causados a saude, e em menor grau, a extensdo da carga

quimica de exposicdo ocupacional. 1sso se deve, provavelmente, a insuficiéncia dos dados
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sobre 0 consumo dos agrotoxicos no pais e sobre as intoxicacdes (FARIA, FASSA,
FACCHINI, 2007).

No Brasil existe uma série de sistemas de notificacdo e registro sobre intoxicacdes
causadas por agrotdxicos, mas os principais sdo: o Sistema Nacional de InformacGes
Téxico Farmacoldgicas - SINITOX, gerenciado pela Fundag¢éo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
o Sistema de Informac&o de Agravos de Notificacdo - SINAN, gerenciado pelo Ministério
da Saude e o Sistema de NotificacGes para a Vigilancia Sanitaria — NOTIVISA, gerenciado
pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Entretanto, 0 maior problema
sdo as subnotificacdes, ja que apenas os casos agudos e mais graves sao registrados e 0s
agravos ndo sdo de notificacdo compulséria, além de ndo existir uma integracdo entre o0s
sistemas de notificacdo dificultando a analise dos dados (LONDRES, 2011). Outro aspecto
importante sdo os diagnosticos realizados de maneira incorreta e a dificuldade de acesso
dos trabalhadores rurais aos centros de saude e diagnostico especializados (SIQUEIRA &
KRUSE, 2008).

Nesse contexto, existem dois modos principais dos trabalhadores rurais entrarem
em contato com o0s agrotoxicos. O primeiro € de forma direta quando desempenham as
atividades de preparo da formulacdo liquida (conhecida como calda), de aplicacdo e de
limpeza dos equipamentos e o0 segundo que é de forma indireta, ocorre durante a reentrada
(capinas, manutencdo das plantacdes e colheitas) (FARIA et al, 2004; FLACK et al, 2008).
Porém, em ambos 0s modos, a exposicdo pode ocorrer por meio das vias digestiva,
respiratoria, dérmica ou por contato ocular (THUNDIYIL et al, 2008).

Além disso, a escassez de instrucdo ou falta de recursos dos trabalhadores rurais 0s
leva ao ndo seguimento das regras de seguranca e de saude, levando a utilizacdo de
quantidades excessivas de pesticidas e a auséncia do uso de equipamentos de protecédo
individual (EPI’s), durante o manuseio dos agrotoxicos (ANVISA, 2006; DAMALAS &
ABDOLLAHZADEH, 2016).

No estudo apresentado por KUYE e colaboradores (2007), no qual trabalhadores
rurais foram questionados com relacdo a toxicidade dos agrotoxicos, 80% dos
entrevistados responderam que acreditavam que a inalacdo era o maior fator de
toxicidade/via de exposicdo para os pesticidas e que, quanto mais forte € o odor do
produto, mais toxico ele é. Entretanto, a toxicidade dos agrotdxicos ndo apresenta relacéao
com a intensidade do odor e nem todos os pesticidas possuem odor forte. Assim, esse
pensamento equivocado pode levar a manipulacdo dos produtos sem os cuidados

adequados, como a utilizacdo dos EPIs, aumentando a exposicdo cutanea e suas



27

consequéncias a salde (KUYE et al., 2007). Outros trabalhos também apontam a via
dérmica como a principal via de exposicéo, sendo esta significantemente maior do que a
exposicdo pela via inalatoria (MUTTRAY et al., 2006; TACIO, OLIVEIRA, MACHADO,
2008; FENSKE et al., 2012; GAO et al., 2013; AN et al., 2014; TSAKIRAKIS et al.,
2014; CAO et al., 2015; ZHAO et al., 2015).

Atrelado a isso, a experiéncia do trabalhador € apontada como um dos fatores que
mais influenciam na exposi¢do. De forma que os trabalhadores inexperientes se apresentam
de 7 a 8 vezes mais expostos do que os trabalhadores experientes, realizando a atividade de
aplicacdo nas mesmas condigdes ambientais e de trabalho (GAO et al., 2013). Em igual
modo, a técnica de pulverizacdo e o comportamento do operador, apresentam papel
fundamental na exposic¢do dérmica, uma vez que operadores que andam para frente, dentro
da nuvem de agrotdxicos recém aplicada, apresentam média geométrica de exposicao
dérmica consideravelmente maior do que os operadores que andam para tras, ndo sendo
atingidos pela nuvem de agrotdxicos (MUTTRAY et al., 2006; MACHERA et al., 2009;
TSAKIRAKIS et al., 2011; CAO et al., 2015).

Fatores, ainda, como as condicdes climaticas, a velocidade e direcdo do vento, a
temperatura, a umidade (FLACK et al., 2008), (BAHARUDDIN et al., 2011), (GAO et al.,
2013); o volume pulverizado, o tempo de aplicacio (MACHERA et al.,, 2009),
(TSAKIRAKIS et al., 2011), (GAO et al., 2013); o tipo e a forma de uso de EPI
(MUTTRAY et al., 2006), (BAHARUDDIN et al., 2011), (FLACK et al., 2008); a
formulacdo do pesticida (GAO et al., 2013); a densidade e a superficie da folhagem
(CAO et al., 2015); o tipo do pesticida e a sua concentracdo aplicada (AN et al., 2014)
podem interferir na exposicao aos agrotoxicos.

Em contrapartida, @ medida que procedimentos de prote¢do sdo adotados e as regras
de seguranca obedecidas, a exposicdo individual torna-se menor e consequentemente
ocorre a diminuicdo da incidéncia de intoxicacdes e da gravidade dos efeitos adversos para
a salde (DELGADO & PAUMGARTTEN, 2004; TSAKIRAKIS et al., 2014; DAMALAS
& ABDOLLAHZADEH, 2016).

3.1.3 Dimetoato

O dimetoato (figura 01), que € um dos inseticidas e acaricidas mais importantes da
classe dos organofosforados, teve seu uso introduzido em 1956 e desde entdo, tem sido
utilizado em todo o mundo. Seu espectro de acdo abrange uma ampla variedade de insetos
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como pulgdes, gafanhotos e moscas domesticas, bem como &caros (IPCS, 1989). No Brasil
seu uso € regulamentado para aplicagdo foliar e em solo, nas culturas de algod&o, citros,
maca, rosa, tomate e trigo (ANVISA, 2020).

Figura 01 - Estrutura quimica do dimetoato.
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Fonte: Universidade de Hertfordshire, 2020.

Denominado pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) como
0O,0-dimetil  S-metil-carbamoil-metil-fosforoditioato  possui ~ formula  molecular
CsH12NO3PS, CAS 60-51-5 e massa molecular de 229,26g/mol. Apresenta-se na forma
solido cristalino incolor com um odor semelhante a cénfora e normalmente ¢é
comercializado como concentrado emulsionavel. Possui faixa de fuséo entre 45 a 52,5°C,
solubilidade em agua de 2,08 mg/mL, log P 1,21 e pKa 15,93, além de ser estavel em agua,
em solucdo acida e instavel em solucéo alcalina (FAO, 2004; THE TOXIN AND TOXIN
TARGET DATABASE, 2019; WHO, 2004). Pertence a classe toxicoldgica Il, sendo
considerado altamente toxico (ANVISA, 2020).

Em relacdo a absorcdo, dimetoato é bem absorvido pela pele, trato respiratorio e
trato gastrintestinal, condicdo muitas vezes favorecida pelos solventes utilizados nas
formulacGes bem como pelas temperaturas elevadas ou pela presenca de lesGes, no caso da
absorcdo cutanea (SEIZI, CAMARGO, BATISTUZZO, 2014). Por meio do intestino, sua
absorcdo é rapida e extensiva sendo eliminado rapidamente pela via renal j& que estudos
demonstram seu aparecimento na urina no periodo de 24h, ndo existindo evidéncias de
acumulo no tecido adiposo. Além disso, quatro metabolitos com atividade anticolinesterase
foram identificados em ratos e humanos e parecem resultar da oxidagdo tiona, levando a
formacdo do anélogo de oxigénio do dimetoato, o ometoato (maior toxicidade em relacdo
ao dimetoato). Esta etapa € seguida por hidrélise para um produto tiocarboxil, considerado
o0 principal metabolito em ratos e humanos (FAO & WHO, 1997).
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O mecanismo de toxicidade primario do dimetoato pode ocorrer por meio da
inibicdo de duas enzimas: a primeira encontrada nas juncfes sinapticas e nas hemacias € a
acetilcolinesterase (AChE), e a segunda encontrada no sangue € a butirilcolinesterase,
também conhecida como pseudocolinesterase (PChE) ou colinesterase plasmatica. Essas
enzimas sdo responsaveis pela quebra da acetilcolina, e uma vez o dimetoato ligado a
AChE ocorre 0 acumulo dessa substancia nos receptores muscarinicos, nos receptores
nicotinicos e no sistema nervoso central (SNC). A ligacdo entre o dimetoato e a AChE
rapidamente se transforma em covalente, gerando a inibicdo irreversivel da enzima e
assim, prolongando seus efeitos toxicos (OLSON, 2014).

A exposicdo aguda ao dimetoato, bem como a outros organofosforados, pode levar
ao aparecimento da sindrome colinérgica caracterizada por nauseas, vomito, salivacao
excessiva, sudorese, bradicardia, hipotensdo, colapso e convulsdes. Caso ocorra o acimulo
de acetilcolina nos nervos motores e consequente superestimulacdo da expresséo
nicotinica, sintomas como fraqueza muscular, fadiga, fasciculacdo e paralisia também
podem ser observados. Quando a superestimulacdo é no sistema nervoso central, sintomas
como ansiedade, dor de cabeca, convulsdes, ataxia, depressdo respiratdria, tremor, fraqueza
geral e potencial coma, podem ser percebidos. Na superestimulagdo muscarinica, 0s
sintomas sdo distarbios visuais, aperto no peito, sibilos devido a broncoconstricéo,
aumento das secre¢bes bronquicas, aumento da salivacdo, lacrimacdo, sudorese,
peristaltismo acelerado e miccdo involuntaria (FAO, 2004; THE TOXIN AND TOXIN
TARGET DATABASE, 2019).

O dimetoato pode ainda, causar danos testiculares, alteracdo na producdo de
espermatozoides e reducdo dos niveis de testosterona em ratos adultos. Bem como a
diminuicdo das concentragdes de tiroxina e alteracbes no metabolismo da tiredide em
mamiferos. Além de poder causar a diminuigdo da adrenal e da hipdfise também em ratos
adultos (SAY1M, 2007).

3.1.4 Regido do Vale do S&o Francisco

A zona do semi-arido, composta por cerca de 900 municipios pertencentes ao
Distrito Federal e aos estados de Minas Gerais, Bahia, Goias, Pernambuco, Sergipe e
Alagoas é conhecida como Vale do S&o Francisco. A regido apresenta caracteristicas de
pluviosidade baixa e irregular (concentrada num periodo de 3 a 5 meses), temperaturas

altas e elevadas taxas de evapotranspiracdo. O solo da regido é originado de rochas
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cristalinas, predominantemente rasos, pouco permedveis e naturalmente férteis
(EMBRAPA, 2020).

Desta forma, o Vale do Sdo Francisco apresenta-se como uma extensa area com
potencial irrigado e divide-se em quatro regides fisiograficas: Alto, Médio, Submédio e
Baixo S&o Francisco (CODEVASF, 2020). A regido, que contempla as cidades de
Petrolina em Pernambuco e Juazeiro na Bahia, localizadas no Submédio, possui
aproximadamente 120 mil hectares irrigados e constitui uma das principais areas de
exportacdo da hortifruticultura do Brasil (MAPA, 2019).

O Municipio de Petrolina, um dos principais centros do submédio, encontra-se a
aproximadamente 700 km de Recife e possui uma populacdo de 293.962 habitantes, sendo
a populacéo residente em area rural um total de 74.747 habitantes representado 25,42% da
populacdo da cidade (Censo, 2010).

Deste modo, considerando que o agronegocio em Petrolina é a forma de
desenvolvimento econémico de sua populacdo, diversos sdo risco para a saude do
trabalhador local, devido a suas condicdes de trabalho na zona rural do municipio
(ABRASCO, 2015).

3.2. METODOS ALTERNATIVOS

Desde a Grécia antiga, Hipocrates (450 a.C.), conhecido como “pai da medicina”,
ja praticava a experimentacdo para comparar 0s aspectos de 6rgdos humanos doentes com
os de animais sadios. De semelhante modo, a fim de verificar a anatomia e a fisiologia,
alguns anatomistas como Herophilus (330-250 a.C.) e Erasistratus (305-240 a.C.),
realizavam vivisseccdes em modelos animais. Ja Aristételes (384-322 a.C.), estabelecia
uma hierarquia natural na qual os seres com menor capacidade de raciocinio deveriam
beneficiar aqueles considerados mais racionais, realizando desta forma experimentos
comparativos entre 0rgdos humanos e os 6rgdos animais. Do mesmo modo, muito outros
cientistas, como Galeno (131-201 d.C.), Vesalius, William Harvey, René Réaumur e
Stephen Hales seguiram, contribuindo de forma importante com a experimentacdo animal
(MIZIARA et al.,2012).

Porém, o ato de realizar intervencdes em animais vivos ou recém-abatidos visando
0 beneficio do conhecimento cientifico, ainda que desenvolvido desde a antiguidade, €
capaz de ferir a sensibilidade humana e de estimular a discussédo entre a comunidade
académica e a sociedade protetora dos animais (RUSSELL & BURCH, 1959).
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Nesse contexto, apenas no inicio do século XX, a Associacdo Médica Americana
realizou a sua primeira publicacdo relacionada aos aspectos éticos da experimentacao
animal (MIZIARA et al.,2012). E mais tarde, em 1959 com a publicacdo do livro
intitulado, Os principios da técnica experimental humana - “The Principles of Humane
Experimental Technique”- pelo zoologista William M.S. Russell e pelo microbiologista
Rex L. Burch foi estabelecido o principio dos trés “R” da pesquisa em animais: replace,
reduce e refine (substituir, reduzir e refinar), dando um grande passo ao estabelecimento da
ética na pesquisa com animais (RUSSELL & BURCH, 1959).

Assim, o primeiro R (Replace) preconiza substituir a utilizagdo de animais
vertebrados por outros métodos apropriados, como experimentos simulados, modelos
matematicos ou mesmo por formas de vida filogeneticamente mais primitivas, como
plantas e micro-organismos. O segundo R (Reduce) indica a redu¢do do numero de animais
utilizados, para o alcance dos objetivos propostos com a préatica experimental, somado a
um tratamento estatistico de maior qualidade e por ultimo o terceiro R (Refine) indica o
refinamento das técnicas utilizadas com o objetivo de diminuir a dor e o sofrimento
causado aos animais oferecendo-lhes o maior conforto possivel (MIRANDA et al., 2011;
RUSSELL & BURCH, 1959).

Por semelhante modo, em 1978, durante evento realizado em Bruxelas, a
Organizacdo das NacOGes Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO),
firmou a Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais, levando a sociedade a debater,
de forma ainda mais intensa, a necessidade da experimentacdo animal (UNESCO, 1978).

No Brasil, apds tornar-se evidente a caréncia por uma regulamentacdo que
eliminasse os atos de crueldade em animais, a Lei 6.638, de 8 de maio de 1979 foi
publicada permitindo que as instituicbes de ensino superior realizassem pesquisas com
experimentacdo animal, desde que esses ndo fossem mantidos em condi¢des que lhes
causassem sofrimento (BRASIL, 1979).

Atualmente, a Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, também conhecida como lei
Arouca, estabelece o0s procedimentos para o uso cientifico de animais no pais. Somada a tal
publicacdo, foram criadas ainda as comissfes de ética para uso de animais (CEUA) em
instituicbes de pesquisa, bem como o Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA), que possui como principal funcdo a regulamentacdo de todas as
discussdes referentes a criacdo e ao uso de animais em laboratdrios cientificos (BRASIL,
2008).
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Em julho de 2009, com Decreto n° 6.899, os metodos alternativos foram
considerados no Brasil, procedimentos validados e internacionalmente aceitos. Uma vez
que garantem resultados semelhantes e reprodutiveis para atingir a mesma meta dos
procedimentos que substituem por metodologias que, ndo utilizem animais, usem espécies
de ordens inferiores, empreguem menor nimero de animais, utilizem sistemas organicos ex
vivo ou diminuam/eliminem o seu desconforto (BRASIL, 2009).

Por conseguinte, através da portaria 491 de 03 de Julho de 2012, foi estabelecida
pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdo e Comunica¢bes (MCTIC) a Rede
Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA). Essa que é composta por duas categorias
de laboratérios, os centrais e 0s associados, permitiu a existéncia de uma infraestrutura
laboratorial e de recursos humanos especializados capazes de implantar métodos
alternativos ao uso de animais e de desenvolver e validar novos métodos no Brasil
(BRASIL, 2012). Neste contexto, vale salientar que 0 NUDFAC, laboratorio de realizacéo
do referido estudo, faz parte da RENAMA na qualidade de laboratério associado.

No ano de 2013 foi criado oficialmente o Centro Brasileiro para Validacdo de
Métodos Alternativos (BraCVAM, Brazilian Center for Validation of Alternative Methods)
através de Portaria da Direcdo do Instituto Nacional Controle Qualidade em Saude
(INCQS) (FIOCRUZ, 2020). Em 2014, o CONCEA, por meio da Resolu¢cdo Normativa
N°18 reconheceu dezessete métodos alternativos ao uso de animais em atividades de
pesquisa no Brasil (BRASIL, 2014) e em 2016, por meio da Resolucdo Normativa N° 31
reconheceu outros sete métodos alternativos (BRASIL, 2016). Ja por meio da Portaria
3.586 de 30 de junho de 2017, renovou a Rede Nacional de Métodos Alternativos —
RENAMA (BRASIL, 2017). Entre os métodos alternativos aprovados e validados estdo os

ensaios de permeacao in vitro.

3.2.1 Permeacdes utilizando pele/mucosa bucal suina e mucosa ocular bovina

A exposi¢do a produtos quimicos pode ocorrer, além de outras vias, através das
rotas: oral, inalatoria, oftdlmica e dérmica. Em contextos ocupacionais, as principais
formas de exposicdo sdo através das trés ultimas vias citadas. Entretanto, devido a
melhorias tecnolOgicas, a exposicdo atraves da via inalatoria tem diminuido e
consequentemente, a rota dérmica e a rota por mucosa ocular ttém sido consideradas as
principais vias de exposi¢do ocupacional a agrotdxicos e a produtos quimicos industriais

(OECD, 427; INCA, 2010). Nestas circunstancias, existem duas formas de se avaliar a
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passagem dérmica, que S0 0S ensaios in vivo e 0s ensaios in vitro (OECD, 2004). Porém,
pouco se sabe a respeito da permeacao desses compostos atraves da via oftalmica.

Os estudos de permeacdo da pele que tradicionalmente, desempenham um papel
essencial na selecdo de medicamentos para a aplicacdo topica ou transdérmica, tem se
tornado uma importante forma de avaliacdo da exposicdo ocupacional a agrotdxicos e a
outras substancias quimicas. Desta maneira, a escolha do modelo preditivo de permeacao
in vitro é de suma importancia (OECD, 2004; SCHMOOK, MEINGASSNER, BILLICH,
2001; FREDERIKSEN, 2018). Idealmente, usar-se-ia pele humana proveniente de
descartes cirdrgicos para esta avaliacdo. No entanto, espécimes de pele humana de
tamanho e qualidade suficientes para experimentos de permeagdo ndo sdo facilmente
acessiveis e na grande maioria das vezes, ndo estdo disponiveis em quantidades suficientes,
para os pesquisadores (SCHMOOK, MEINGASSNER, BILLICH, 2001; FREDERIKSEN,
2018).

Assim, embora a pele animal e a pele humana ndo tenham as propriedades de
permeabilidade idénticas, alguns modelos animais como os de roedores, de primatas e de
suinos apresentam semelhancas significativas em relacdo a espessura da epiderme, a
composicéo lipidica, as caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas e entre a permeabilidade
aos diferentes compostos (GODIN & TOUITOU, 2007; FRIEND, 1992; SEKKAT et al.
2002; SONGKRO et al., 2003).

Deste modo, dentre os modelos animais, 0 que mais se assemelha a pele humana é a
pele de porco (figura 02). Sendo, os pardmetros biofisicos tais como a difusividade e o
coeficiente de permeabilidade da dgua através da pele do porco in vitro e da pele humana
in vivo correlaciondveis (SONGKRO et al., 2003), além de apresentar o estrato corneo
mais semelhante ao estrato corneo humano, em termos de composicéo lipidica. Ademais, a
pele de porco é facilmente obtida a partir de matadouros e suas propriedades bioquimicas e
histologicas foram repetidamente demonstradas como semelhantes a pele humana
(CILURZO, MINGHETTI, SINICO, 2007; GODIN & TOUITOU, 2007).
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Figura 02 - Comparagdo histoldgica entre a pele suina e a humana.
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Fonte: adaptado de Sullivan et al. (2001).

Em relacdo aos olhos bovinos, aléem de também serem facilmente obtidos em
matadouros, sdo utilizados hd anos para demonstracdes laboratoriais em anatomia
comparada, exercicios de biologia, fisiologia ou bioguimica para estudantes, bem como
para exercicios de disseccdo, para o treinamento de técnicas oftalmoldgicas, além de sua
utilizacdo em métodos alternativos validados internacionalmente como o BCOP
(DOUGHTY, PETROU, MACMILLAN, 1995). Outrossim, os olhos bovinos apresentam
estruturas semelhantes aos olhos humanos, diferindo apenas em pequenas estruturas como
a coroide modificada que permite a visdo noturna para estes animais (CHERUVU &
KOMPELLA, 2006).

Estudos demostram que apesar da presenca da coroide modificada, os olhos
bovinos comportam-se de modo semelhante ao modelo suino (escolha para ensaios
comparativos as estruturas humanas) em relacdo ao transporte transescleral de solutos. Do
mesmo modo, as espessuras das escleras na regido equatorial apresentam-se também
semelhantes (CHERUVU & KOMPELLA, 2006).

Nesse contexto, a cornea bovina é composta por cinco camadas: o epitélio, a
membrana de Bowman, o estroma, a membrana de Descemet e o endotélio (figura 03). Seu
diametro é de cerca de 11,7 mm e sua espessura esta entre 0,5 a 0,7 mm, sendo a coOrnea
mais espessa no centro em relacdo ao limbo. A principal barreira que, normalmente,

restringe a absorcdo de compostos pelos olhos, ¢ o epitélio (espessura 50 a 90 um), uma
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vez que o estroma e endotélio, devido a suas naturezas aquosas, dificultam a permeacéo de
compostos altamente lipofilicos (MUN et al., 2014). De semelhante modo, a cornea
humana apresenta sua estrutura composta pelo epitélio (50 pm), pela membrana de
Bowman (10 pum a 15 pum), pelo estroma (500 pm), pela membrana de Descemet (2,2 nm -
4,5 nm) e pelo endotélio (densidade celular 400 células/mm?) (FRANCO, 2005).

Figura 03 - Estrutura da cornea bovina (Aumento de 10x).
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Fonte: autoria propria.

Nesse cenario, a avaliacdo da exposicdo através da via oral, mesmo ocorrendo em
menor proporcao, pode ser realizada por meio de estudos de permeacdo in vitro utilizando
mucosas bucais. No caso da avaliacdo de medicamentos, os epitélios da bochecha e da
lingua de suinos sdo os substratos ndo queratinizados, mais utilizados para esta finalidade,
uma vez que esses tecidos apresentam-se semelhantes as mucosas humanas em termos de
barreira limitante a penetragdo de compostos, organizacdo histoldgica, permeabilidade e
composigdo lipidica (CONSUELO et al., 2005; MONTAN et al., 2015).

Porém, mesmo disponiveis em maior superficie, a separacdo da mucosa bucal do
tecido subjacente € dificil e demorada, alem de apresentar baixa qualidade devido aos
danos causados pela mastigacdo. Desta forma, a mucosa esofégica suina tem sido proposta
como uma alternativa ao uso de mucosas bucais. Pois, além de possuir uma maior

superficie disponivel aos estudos, apresenta uma extensdo de trauma fisico menor, facil
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preparo e, semelhante a mucosa bucal, é composta por epitélio escamoso estratificado ndo
queratinizado (figura 04) (DEL CONSUELO et al., 2005).

Figura 04 — Estrutura da mucosa suina bucal (a) e esofagica (b). E: epitélio escamoso estratificado;

B: lamina basal; CT: tecido conjuntivo; P: papilas; M: mucosas musculares; 100X.

Destarte, para a realizacao dos ensaios de avaliacdo da permeacao in vitro mediante
0 uso de pele ou mucosa, sdo utilizadas, via de regra, células de difusdo vertical, também
conhecidas como células de Franz (figura 05). Uma célula de difusdo, por sua vez, consiste
em um compartimento doador e um compartimento receptor entre 0s quais a membrana
natural é posicionada. Em torno dela, a célula deve fornecer uma vedagdo eficiente a
visando permitir uma facil amostragem, um completo contato entre a porgdo inferior da
pele/mucosa e o liquido receptor, além do controle adequado de temperatura da célula e de
seus componentes (OECD, 2004).
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Figura 05 — Representagdo esquematica da célula de difus&o vertical.
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Fonte: adaptado de https://permegear.com/franz-cells/ - acessado em 29/01/2020.

Desta forma, a selecdo de um meio receptor adequado deve ser realizada buscando-
se a escolha de um meio semelhante aos fluidos fisiologicos, embora outros também
possam ser utilizados. A composicdo do meio deve demonstrar ainda, ser capaz de manter
as condicdes sink, que precisam ser avaliadas para que, entre outros fatores, a concentragao
de saturacdo da substancia quimica no meio receptor, ndo seja atingida durante o
experimento. Para que essas condi¢cdes sejam atendidas a concentra¢do do farmaco deve
ser 5 a 10 vezes menor do que a concentracdo de saturacdo do farmaco no meio receptor
(COSTA, 2011). Além disso, o fluido receptor ndo deve alterar a integridade da membrana
natural utilizada no estudo (OECD, 2004; COSTA, 2001).

Outro aspecto essencial para a realizacdo dos testes de permeacdo in vitro, é o
manuseio adequado da membrana natural. Para tanto, a integridade desta deve ser
assegurada atraves de medidas como a perda de agua transepidérmica (TEWL), o fluxo de
agua tritiado (TWF) ou a resisténcia elétrica (ER) sdo indicados (COSTA, 2001).

3.2.2 Teste de permeabilidade e opacidade da cornea bovina (BCOP)

Descrito pela primeira vez por Gautheron em 1992, que se baseou em métodos
originalmente descritos por Muir e Tchao (VERSTRAELEN et al., 2013), o teste de
opacidade e permeabilidade da cérnea bovina (BCOP) é um modelo organotipico que

fornece a manutencdo em curto prazo, da funcéo fisioldgica e bioquimica normal da cornea


https://permegear.com/franz-cells/

38

bovina in vitro. Assim, o dano causado a cornea pelo produto em teste é avaliado por meio
das medidas quantitativas de alteracfes na opacidade e na permeabilidade a fluoresceina da
cornea bovina com um opacitbmetro e um espectrofotdmetro de luz visivel,
respectivamente (OECD, 2013).

Entretanto, o0 BCOP apresenta algumas limitacdes que se baseiam nos falsos
negativos (compostos como lauril sulfato de sédio e alguns alcoois de cadeia média) e nos
falsos positivos (alcoois e cetonas) para certas classes quimicas e fisicas (GAUTHERON,
1992; ICCVAM, 2006).

Em 2009 foi aceito internacionalmente através da publicacdo do guia oficial TG
437 da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OECD), mas foi
revisto e atualizado em 2013. O método possui uma precisdo geral de 79% quando usado
para classificar a categoria 1 do sistema globalmente harmonizado de classificacdo quando
comparado ao teste de Draize. Entretanto, a perda de precisdo foi associada as altas taxas
de falsos positivos para alcoois, cetonas e materiais de teste solidos, mas quando estes
compostos sdo excluidos, a precisdo do BCOP aumenta para 85% (OECD, 2009). Desta
forma, o BCOP ndo é recomendado para a avaliacdo de produtos com baixo potencial
irritante, uma vez que possui boa capacidade de predicdo apenas para produtos corrosivos
ou com potencial irritante severo (OECD, 2013).

3.2.3 Ensaios em membrana corio-alantéide (HET-CAM/CAM-TBS)

Desde 1940, através de experimentos com animais de laboratorio, o potencial
irritante de diversos produtos e substancias quimicas, como cosméticos, medicamentos e
agrotoxicos, tem sido avaliado. E neste sentido, por muito tempo, o teste em olhos de
coelhos baseado no protocolo desenvolvido por Draize foi a Unica alternativa para se
determinar o potencial de irritacdo ocular de uma substancia (OCDE, 2012).

Entretanto, procedimentos severos que afetam diretamente os animais, como o teste
de Draize, resultaram em criticas e discussdes por parte de organizagdes nao
governamentais. E assim, os métodos alternativos ganharam forca e vem sendo cada vez
mais investigados como forma de minimizar tais conflitos e ampliar a seguranca dos
animais (WILSON, AHEARNE, HOPKINSON, 2015).

Por conseguinte, ao se considerar a redugdo, o refinamento e a substituicdo da
experimentacdo animal é de suma importancia reconhecer que 0s testes em o0vos

embrionados de galinha estdo na “fronteira” entre 0S sistemas in vivo e in vitro. E, desta
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forma, ndo conflitantes com os aspectos éticos e legais, especialmente em relagdo as leis de
protecdo animal (LUEPKE & KEMPER, 1986).

O ensaio de HET-CAM (Hens Egg Test- Chorion Allantoide Membrane) utiliza a
membrana corioalantoide (CAM) de ovo de galinha da raca Leghorn fertilizado e incubado
por 10 dias. A CAM é uma membrana altamente vascularizada, que envolve o embrido em
desenvolvimento que é considerado insensivel & dor (WILSON & STECK, 2000). A vista
disso, este ensaio é apontado por alguns, como um substituto aceitdvel para o teste de
irritacdo ocular de Draize revelando-se especialmente til (LUEPKE & KEMPER, 1986).

Assim, de acordo com o protocolo geral, 0 ensaio tem inicio com a exposi¢do da
CAM seguida da aplicacdo do produto teste na sua superficie da membrana e de um
enxague. Apds isso segue-se com a observacao das alteracbes morfologicas da membrana
que sdo avaliadas e registradas. A maioria dos protocolos observa o tempo em segundos,
que uma substancia leva para causar hemorragia, vasoconstri¢cdo e/ou coagulagdo dos vasos
sanguineos presentes na CAM. Em relagdo ao sistema de pontuacdo de irritacdo ele pode
variar de acordo com o protocolo seguido (VINARDELL & MITJANS, 2008).

Ja 0 ensaio CAM-TBS (Chorionallantoic membrane — trypan blue staining), que é
uma modificacdo do HET-CAM, utiliza a adsorcdo do corante azul de tripan como um
indicador de lesdo da membrana corioalantoide apresentando uma boa correlacdo com o
teste irritacdo ocular de Draize (HAGINO et al., 1993).

Os ensaios utilizando membrana corioalantoide de ovo de galinha HET-CAM e
CAM-TBS demonstram uma maior sensibilidade e capacidade de predicdo para
substancias ou produtos com baixo/nenhum potencial irritante (SCHEEL et al., 2011). O
método HET-CAM teve seu guia oficial TG 437 publicado em 2017 pela OECD (OECD,
2017) e o CAM-TBS teve seu guia oficial TG 460 publicado pela OECD em 2017 (OECD,
2017).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 INSUMOS

O agrotéxico Dimetoato 500 EC® produto comercial foi obtido da Nortox, S&o
Paulo, Brasil e utilizado para a realizag&o dos experimentos, conforme as indicagdes de uso
contidas na bula. J4 o dimetoato adquirido da AccuStandard®, Inc. New Haven, EUA, lote:
217011077, apresentando pureza de 100,0%, foi utilizado como substéncia quimica de
referéncia. A agua deionizada utiliza no estudo foi obtida em sistema de ultra purificacdo
Purelab, Elga, EUA. Todos os reagentes utilizados nas analises foram de grau analitico e as

vidrarias previamente calibradas.

4.2 SELECAO DO AGROTOXICO

O agrotoxico avaliado no estudo foi selecionado de acordo com um levantamento
bibliogréafico realizado para a verificacdo dos agrotoxicos mais utilizados na regido do Vale
do S&o Francisco em Pernambuco, local onde foi realizado o estudo in vivo (ANINGER,
2018).

4.3 QUANTIFICACAO E EXTRACAO DO AGROTOXICO DIMETOATO

4.3.1 Desenvolvimento do método bioanalitico por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas triplo quadrupolo (LC-MS/MS) para quantificacdo das

amostras de dimetoato

O metodo bioanalitico utilizado para a quantificacdo por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (Shimadzu Corp. Kyoto, Japao) acoplada a espectrometria de massas triplo
quadrupolo AB Sciex-3200 (MDS-SCIEX, Toronto, Canada) foi validado conforme a
RDC n° 27/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA Brasil, 2003).
Foram avaliados os parametros: linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), especificidade, seletividade, exatidao, preciséo e efeito matriz.
4.3.1.1 Solugéao padréo

A solucéo estoque do dimetoato foi obtida pipetando-se o equivalente a 2.000 ng do

padrdo que foi transferido para tubo de ensaio onde, em seguida, foram adicionados 2 mL
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de solugdo agua: metanol (80:20). A solucdo foi homogeneizada com o auxilio de vortex,
de modo a obter uma solucdo na concentracdo de 1000 ng/mL. A curva de calibragéo do
dimetoato nas concentracdes de 10, 40, 80, 100, 500, 700 e 1000 ng/mL foi preparada em
uma solucdo de agua: metanol (80:20) contendo estrato cdérneo para mimetizar as
condig¢Ges normais das amostras.

4.3.1.2 Preparo das amostras utilizadas na otimizacdo cromatografica e da fonte de
ionizacao

As amostras utilizadas nos experimentos de otimizacdo cromatogréafica e da fonte
de ionizacdo foram preparadas diluindo-se a solugcdo padrédo até obter a concentracdo de 20
ng/mL do dimetoato. As amostras foram sempre preparadas imediatamente antes do inicio
dos experimentos, colocadas em frascos para HPLC (1,5 mL) e analisadas.
4.3.1.3 Condicdes espectrométricas

A otimizacdo das condi¢bes espectrométricas para a andlise do dimetoato foi
realizada através da adequacdo da fonte de ionizacdo, da temperatura de dessolvatacdo do
gas, da distancia entre o capilar e o cone de extracdo e do fluxo de gas, entre outros
aspectos relacionados ao processo de ionizacdo que foram ajustados para maior
sensibilidade ao método.

Para a otimizacdo do monitoramento de rea¢fes mdaltiplas (MRM), a fim de
maximizar o sinal e minimizar o ruido, aumentando a relacdo sinal/ruido avaliou-se a
influéncia da velocidade de transmissdo dos ions pelos quadrupolos bem como a energia de
colisdo empregada para a fragmentacdo do ion precursor (dimetoato).
4.3.1.4 Condigdes cromatograficas

Em relacdo as condi¢bes cromatogréficas, a fase mdvel foi estabelecida a partir de
variagOes das concentracOes de cada componente para que estes proporcionassem melhor
separacdo cromatografica do dimetoato bem como simetria de pico no menor tempo de
analise. O solvente organico metanol foi avaliado variando sua concentragdo entre 15 e
90% em &gua, em acetato de ambnio 5mM e em tampao de formiato de aménio a 5mM. O
acido formico adicionado para aumentar a ionizagédo foi fixado na concentragéo de 0,1%. O
fluxo da fase movel foi avaliado de 0,4 a 0,8 mL/min. Foram testadas ainda, duas colunas
cromatogréficas C18 de 3,5um SunFire® 2,1 x 50 mm (Waters, EUA) e a C18 de 1,7pum
ACQUITY® 2,1x 50 mm (Waters, EUA). O volume de injecdo foi avaliado no intervalo de
2220 pL.
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4.3.2 Procedimento de extragdo e preparo das amostras dos estudos in vitro, ex vivo e

in vivo.

Para extracdo, tanto as fitas adesiva utilizadas para a remocdo do estrato corneo do
estudo in vivo quanto as do estudo in vitro, foram agrupadas em primeira e segunda (1-2)
fitas adesivas removidas com EC e da terceira a quinta (3-5) fita adesiva removida com EC
e o dimetoato foi entdo extraido por agitacdo (300 rpm) em uma mesa agitadora com 1 mL
de solucdo agua: metanol (80:20) em frascos fechados com capacidade para 1,5mL
(eppendorfs®) por 15 min. Ap6s agitacdo, as amostras foram sonicadas por 15 min. As
amostras foram ento filtradas com filtros de seringa de 0,45um (Millipore®) e analisadas.
Para extracdo do dimetoato da pele apds a remocdo das fitas (avaliacdo da retencdo) e das
corneas as amostras foram cortadas em se¢Ges menores com o auxilio de uma tesoura e
seguiram o mesmo procedimento de extracdo realizado para as fitas adesivas, para as

amostras de saliva, bem como para as amostras de algodéo.

4.3.3 Processamento e Analise dos dados

Os dados foram obtidos utilizando software Analyst® 1.7 (Applied Biosystems,
SCIEX, Toronto, Canadd) e processados através do software MultiQuant®3.0 (Applied
Biosystems, SCIEX, Toronto, Canada).

A andlise estatistica envolveu os testes t de Student bicaudais e o teste de Mann
Whitney, os valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
4.4 ESTUDO IN VIVO

Os experimentos de absorc&o cutinea in vivo foram aprovados pelo Comité de Etica
e Deontologia de Estudos e Pesquisas da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco -
Pernambuco - Brasil, com numero CAAE 55309516.4.0000.5196.

O estudo de caso avaliou trés trabalhadores rurais (aplicadores de agrotdxico) na
faixa etaria de 30 a 40 anos, com peso e altura medios de 70 £ 2kg e 1,68 = 0,03m,
respectivamente, da cidade de Petrolina, Pernambuco, que fica na regido do Vale de Sao
Francisco, Brasil.
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Uma diluicdo da concentracdo de 750 pg/mL da formulacdo de dimetoato foi
preparada por cada um dos trés trabalhadores, de acordo com as recomendacfes do
fabricante para o uso do produto, adicionando 30mL do produto em 20L de &gua. O
aparelho de aplicacdo utilizado foi a bomba de spray costal, conhecida popularmente como
"mochila"”, onde cada trabalhador possuia sua propria bomba.

Cada trabalhador afirmou que estava vestindo suas roupas de trabalho habituais.
Sendo o aplicador normalmente responsavel pela aquisi¢do e uso de roupas de protecdo
individual, cabendo a ele julgar se é adequado para 0 manuseio e aplicacdo do pesticida.

O trabalhador 01 usava roupas de protecdo e seguranga pessoal, conforme
orientagdo do fabricante do produto dimetoato, composto por macacdo de algodao
impermeéavel, com mangas compridas sobre os punhos das luvas e pernas das calcas sobre
as botas; botas de borracha, avental impermeavel, mascara combinada de filtro (filtro de
vapor organico e filtro mecanico), 6culos de seguranca com protecdo lateral; boné arabe
(cobre o couro cabeludo e o pescoco, deixando apenas o rosto exposto) e luvas de nitrila. O
trabalhador 02 estava vestido com uma camisa de algoddo de mangas compridas, jeans,
botas de borracha e chapéu. O trabalhador 03 vestia camisa de algoddo de mangas curtas,
jeans e sapatos fechados de material permeavel.

A aplicacdo do dimetoato ocorreu durante o tempo de pulverizagdo convencional
(das 5h as 9h). O periodo total foi de 4 horas continuas, equivalente a meia jornada de
trabalho. Todas as aplicacdes foram feitas no mesmo dia em areas adjacentes lateralmente
(em 100m de cada) com a mesma temperatura, pressdo, umidade, &rea e velocidade de
vento (4rea de plantagdo de macd/aproximadamente 1ha). O estudo foi realizado
utilizando-se duas abordagens diferentes para cada trabalhador: 1) uma sec¢do de algodao
(Lmm de espessura) (Cremer®, Brasil), imitando uma peca de roupa, foi fixada sobe papel
aluminio e em seguida fixado nas roupas do trabalhador, em diferentes regides com area
exposta especifica (100cm?) para investigar a exposicao/absorcdo dérmica do dimetoato; 2)
para a segunda abordagem, a quantificacdo do EC foi realizada pela técnica de tape-

striping, conforme a figura 06, para avaliar a absorc¢do dérmica do dimetoato.
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Figura 06 - Locais em que as amostras foram coletadas com sec¢des de algod&o e com as
fitas adesivas para avaliar a distribuicdo do pesticida dimetoato.

Secgdes de algodio Tape stripping

Uma seccdo de algod3o foi fixada nos locais mencionados, Foram removidas cinco fitas em cada local demarcado para
para guantificar a concentragdo de dimetoato que chega verificar a concentracdio de dimetoato na fita adesiva
as roupas de cada um dos trés trabalhadores avaliados. para cada um dos trés trabalhadores avaliados.

Fonte: autoria prépria.

Trinta minutos antes do inicio da aplicacdo do pesticida, uma fita adesiva foi
utilizada para remover uma amostra de EC na area de controle negativo para cada um dos
trés trabalhadores com a finalidade de garantir que nenhum produto havia entrado em
contato com os trabalhadores antes do momento da aplicacdo. As seccdes de algoddo
foram aderidas aos locais especificos de vestuario de cada trabalhador depois que a mistura
de pesticidas foi colocada na bomba de pulverizacdo e imediatamente antes do inicio da
pulverizacdo. Ao final da aplicacdo do pesticida, para cada trabalhador, todas as amostras
de algodéo foram cuidadosamente removidas e armazenadas, apds as quais o dimetoato foi
extraido e analisado. Apds esse estagio, a remocdo do EC foi realizada em locais
especificos, ap6s a limpeza das areas a serem amostradas com dois swab de alcool
isopropilico 70% (Biosoma®). Foi ainda realizada a coleta de saliva (cuspe em tubo de
ensaio) no inicio e final da aplicag&o, visando avaliar uma possivel presenga de dimetoato
na saliva dos mesmos.

Cinco moldes (4cm?) com darea exposta de 1,77cm? foram confeccionados e
aplicados em locais especificos. Utilizou-se um numero reduzido de fitas (apenas 5)
quando comparado ao numero (de até 30) normalmente aplicados em estudos com tape

stripping para avaliacdo de medicamentos em humanos (CORDERY et al., 2017) com o
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objetivo de minimizar possiveis danos causados pelo agrotoxico ao trabalhador rural.
Cada fita foi removida sequencialmente e armazenada, bem com os swabs (Biosoma®)
utilizados na limpeza das areas e as amostras de saliva coletadas. Posteriormente, o
dimetoato foi extraido e analisado pelo método analitico desenvolvido no estudo.

O potencial de exposicdo dermal do dimetoato foi calculado de acordo com o guia
da OECD de 1997 para 0 método de adesivos (OECD, 1997). Resumidamente, o valor de
dimetoato pg/cm? foi multiplicado pelas areas corporais regionais correspondentes para
chegar a pg/regido corporal. Entdo, a exposicdo dérmica potencial total foi calculada
somando os dados com base nas sec¢Oes de algodéo.

Depois disso, de acordo com a OMS, 1982, o percentual de dose toxica foi
calculado pela equacdo 1 (OMS, 1982):

Exposicdo dermal (mg.h™1) + Exposicio respiratéria (mg.h™1)x10

E ao 1 100
[Equago 1] Dérmica LD50 (mg.kg=1)x70 x

O fator de penetracdo (FP) do dimetoato no EC foi estimado usando o célculo
descrito para 0 método de corpo inteiro no guia da OECD de 1997 (modificado). A
equacdo 2, descrita abaixo, foi utilizada para avaliar o dimetoato medido na parte de tras

do pescoco, no braco, em algodao e no EC:

(E 502] Fator d tracio (PF) Dimetoato na fita 100
uagio ator de penetracio = x
quag p ¢ Dimetoato algodao + Dimetoato fita

Para selecionar as quantidades de dimetoato a serem usadas no estudo in vitro, dois
calculos foram feitos: a) o da quantidade média aproximada de pesticidas (ng/cm?) nas
seccOes de algodao fixadas nas roupas dos trés trabalhadores, independente do local de
amostragem no corpo; b) o da maior quantidade aproximada de pesticida encontrada nas
amostras de fita (ng/cm?), independente do local de amostragem no corpo dos

trabalhadores.
4.5 ESTUDO IN VITRO UTILIZANDO PELE SUINA
Para reproduzir a realidade vivida pelos trabalhadores rurais, o estudo in vitro foi

realizado utilizando células de Franz para a avaliacdo de duas situagdes: 1) as solucdes de

pesticidas foram pulverizadas diretamente sobre a pele do porco e 2) as solucbes de
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pesticidas foram pulverizadas em uma secgdo de algoddo para imitar a "roupa”, que foi
colocada sobre pele do porco, como mostrado na figura 07.

Figura 07 - Concentrac@es aplicadas no estudo in vitro em células de difusdo vertical.

Aplicagio do dimetoato

com um spray

O4ug  1.8ug O4pg 1,8pg
& & Area do algodio
Algodio e da pele
e Pele 1.77cm?
e [ —

Fonte: autoria prépria.

Conforme descrito anteriormente, com base na média e na quantidade mais alta de
dimetoato encontrada no estudo in vivo (andlise do algoddo e do tape-stripping
respectivamente), as quantidades aplicadas foram 226 ng/cm® (0,4pg) e 1,017ng/cm?
(1,8ug). As solucdes aquosas do dimetoato (2 e 9 pug /mL) foram preparadas de acordo com
as informagdes contidas na bula do produto. Um aplicador de spray para maos (DREX®,
Brasil) com capacidade de 10 mL foi utilizado para a aplicacdo das solucgdes. Cada jato de
spray continha o volume 100 pL. A altura da aplicacdo foi padronizada a uma distancia de
2,0cm entre o bocal de pulverizacdo e a pele ou o algodédo. Tais medidas foram adotadas
para minimizar a perda da solucdo aplicada na superficie interna do compartimento doador
das células Franz. Para cada local, 200 puL de cada solugao foram aplicados, para obter- se
a quantidade desejada de aplicacéo.

Os experimentos de absorcdo cuténea in vitro foram realizados utilizando um
sistema automatico de células de difusdo (Vision® Microette™) com volume de meio
receptor de 6,0mL e &rea de 1,77 cm?. A pele da regido dorsal do porco obtida de um
matadouro local (Paulista, Pernambuco, Brasil), foi lavada com agua e qualquer pelo

visivel foi aparado com o auxilio de tesouras. Em seguida, a pele foi dermatomizada
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(~750um, Zimmer, EUA). Agua destilada a pH 6,0 (32+1°C) foi utilizada como solugéo
receptora, uma vez que ndo é possivel usar tampdo fosfato pH 7,4 ou qualquer outra
solucdo contendo sal, para realizar a quantificacdo pelo equipamento analitico proposto no
estudo. Esta solucdo foi amostrada em 0,25; 0,50; 0,75; 1.0; 1,5; 2; 25 e 4 h. Para o
procedimento de tape stripping, um molde com &rea interna de 1,77 cm? foi utilizado para
delimitar &rea a ser amostrada, bem como foram usadas 5 secg¢des de fita adesiva (Scotch
Book Tape, 3M Co., St. Paul, MN, USA) em sequencia para a remocao do estrato corneo,
seguindo o protocolo do estudo in vivo.

A absorcdo total in vitro de dimetoato foi determinada, ap6s as 4h de experimento
(periodo equivalente a meia jornada de trabalho), como um somatoério da quantidade de
pesticida presente no EC obtido pelas fitas adesivas, no restante da epiderme/derme
(retencdo) e pela quantidade permeada. Para o experimento em que o ativo foi aplicado
através das secgoes de algoddo, o dimetoato também foi extraido do algoddo, bem como
dos swabs (Biosoma®™) utilizados para a limpeza das areas amostradas antes da coleta do
EC utilizando as fitas adesivas e analisado de acordo com o método descrito. Ja o fluxo (J)
foi calculado no estado de equilibrio a partir do coeficiente angular da equacdo da reta
gerada pelo gréfico da quantidade permeada por area versus tempo. O coeficiente de
permeabilidade (K,) foi calculado, por sua vez, dividindo-se o valor do J no estado de
equilibrio pela concentragio de dimetoato aplicada no compartimento doador (OZGUNEY,
et al., 2006).

4.6 ESTUDOS IN VITRO E EX VIVO UTILIZANDO OLHOS BOVINOS E MUCOSAS
SUINAS

4.6.1 Preparo da solucdo de dimetoato

Para o preparo da solucdo de dimetoato, pipetou-se 1 ml do produto comercial
(Nortox®) em um baldo volumétrico que teve seu menisco aferido para 100 mL apds ser
sonicado por 15 minutos. A solugdo emulsionada obtida possuia concentracdo de 5 mg/mL.

4.6.2 Transporte e armazenamento dos olhos bovinos e das mucosas suinas

Os olhos inteiros de boi e as mucosas suinas foram obtidas em um matadouro local

(Paulista, Pernambuco - Brasil). Os olhos bovinos foram mantidos em cultura Essential
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Average Eagle Medium (EMEM) (Sigma-Aldrich®) para manter a viabilidade do tecido
por no maximo uma hora a 20 + 1°C até a cOrnea ser excisada ou usada por inteiro. Os
olhos inteiros frescos também foram mantidos sob refrigeracdo (20 £ 1 ° C), por 24h em
um béquer de vidro contendo solucdo salina a 0,9% (Fresenius®), para avaliagcdo da
influéncia da temperatura de armazenamento na estrutura da mucosa e na permeacao do
agrotoxico.

As mucosas suinas, por sua vez, forma mantidas em solucéo salina (Fresenius®) a
0,9% por no maximo uma hora a 20 + 1°C para manutencéo das caracteristicas dos tecidos
até o momento do uso. As mucosas sublinguais foram dermatomizadas na espessura de
250pum e mantidas em saliva artificial a 37£1°C, até o momento do experimento. A
mucosa esofagica foi higienizada com solugdo salina (Fresenius®) e mantida em saliva

artificial a 37£1°C, até 0 momento do experimento.
4.6.3 Olhos bovinos danificados para estudo de olhos inteiros

Apds o transporte descrito acima, as cérneas danificadas foram obtidas colocando-
se olhos bovinos inteiros em contato com uma solugdo de hidréxido de sédio (Synth®)
0,1N por 10 minutos (OECD, 2013). Apds esse tempo de contato, os olhos inteiros foram
lavados com solugdo salina (Fresenius®) a 0,9% e utilizados para permeacdo ex vivo de

agrotoxico.

4.6.4 Estudo de permeacdo in vitro utilizando cdérnea bovina excisada fresca e

refrigerada por 24h

Os experimentos foram realizados utilizando um sistema automatico de células de
difusdo vertical (Vision® Microette™) com volume de 6,0 mL de humor aquoso (obtido de
olhos bovinos inteiros), utilizado como solucéo receptora e &rea de permeacdo de 1,77 cm?
(figura 08). O humor aquoso (32+1°C) foi amostrado em 0,25; 0,50; 0,75; 1.0; 1,5 e 2h
filtrado e analisado. A aplicagéo da solucdo de dimetoato foi realizada por gotejamento
com o auxilio de uma pipeta automéatica. Os experimentos foram realizados em seis
repeticdes para o volume aplicado (50ul de solugdo de 5mg/mL). Ao final do
experimento, o dimetoato contido nas corneas foi extraido e analisado. O fluxo e o

coeficiente de permeabilidade foram calculados conforme descrito no item 5.4.
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Figure 08 - Esbogo do estudo in vitro (A) e do estudo ex vivo (B) utilizando olhos bovinos.
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Fonte: autoria propria.

4.6.5 Estudo de permeacgdo e retencdo in vitro do dimetoato utilizando mucosa

esofégica e sublingual frescas provenientes de suinos

Os experimentos foram realizados utilizando um sistema automatico de células de
difusdo vertical (Vision® Microette™) seguindo a mesma metodologia descrita no item
5.6.4 modificando o liquido receptor (dgua destilada) e a temperatura de realizacdo do
experimento (37 °C+1°C).

4.6.6 Delineamento do estudo de permeacao ex vivo utilizando olhos bovinos inteiros
frescos, refrigerados por 24h e danificados

O delineamento da proposta de avaliacdo de permeacdo ex vivo utilizando olhos
bovinos inteiros, seguiram conforme descrito abaixo.

Os olhos foram encaixados, um a um, nos espagos especificos de suportes de
plastico de forma a manter as corneas voltadas para cima, e colocados em uma incubadora
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de ovos (Premium eco-friendly IP 70D) com temperatura e umidade controladas de 32°C e
65 = 2%, respectivamente, durante todo o experimento.

A solucdo de dimetoato foi gotejada na cornea bovina com o auxilio de uma pipeta
automatica (50uL de uma solugdo de Smg/mL), sendo realizadas seis repetigdes para cada
tempo avaliado (figura 08).

A cada tempo de coleta, (0,25; 0,50; 0,75; 1.0; 1,5 e 2 h), todo o humor aquoso de
cada olho foi coletado com o auxilio de uma seringa (5 mL - Descarpack® com agulha
25x7mm) e quantificado posteriormente. Para cada tempo de contato, foram utilizados trés
olhos bovinos inteiros, frescos, refrigerados e danificados. No final do experimento, as
coérneas de todos os olhos foram excisadas e cortadas. O procedimento de extracdo e

analise foi realizado conforme descrito no item 5.2.2.

4.6.7 Avaliacdo histoldgica das corneas bovinas

As amostras da cornea fresca, refrigerada por 24 horas e danificada por solucdo de
hidréxido de sédio (Synth®) 0,1N por 10 minutos foram mantidas em solucéo de formalina
tamponada a 10% por 24 horas e depois enxaguadas em &gua corrente. Elas foram
posteriormente desidratados em etanol na sequéncia ascendente de 70, 80, 90 e 100,
diafanizados em xilol e embebidos em parafina histolégica para obtencdo dos cortes
transversais de aproximadamente 5 pum. Estes foram corados com hematoxilina-eosina
(HE). Imediatamente apds os preparos, as cOrneas foram montadas em entellan®,
observadas e foto micrografadas sob um microscopio (LABOMED LX 400-USA), com
uma camera digital QUIMIS do MOTICAM 1000 1.3M Pixel - USB 2.0, para captura e
gravacdo das imagens (SANTOS et al., 2014).

4.7 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A avaliacdo da citotoxicidade do agrotoxico dimetoato foi realizada de acordo com
0 protocolo estabelecido por SANTOS et al., 2018. Foram avaliadas quatro concentragoes
diferentes de solugbes de dimetoato: 750.000ng/mL, 250.000ng/mL, 125.000ng/mL e
62.500ng/mL.
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4.7.1 Isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs

O sangue (30 ml) de seis voluntarios saudaveis (23 a 35 anos), sem doenca
infecciosa recente, imunossupressdo e/ou doenca autoimune, foi coletada em tubos de
heparina (Vacuette®) para obter os PBMCs através de técnica de gradiente de concentrag&o
(Ficoll-Paque™ Plus; GE Healthcare Life Sciences, Suécia). As células foram lavadas
duas vezes com solucdo salina estéril tamponada com fosfato (PBS 1X) e, apés
centrifugacdo (400g, 30 min, 20 °C), um anel de PBMCs foi obtido, coletado e as células
foram contadas em uma camara de Neubauer. A viabilidade foi avaliada pelo método de
exclusdo do azul de tripam (Sigma-Aldrich, EUA). As células foram utilizadas apenas
quando a viabilidade foi > 98% (SANTOS et al., 2018).

4.7.2 Cultura de linfécitos e estimulacéo in vitro com dimetoato

Os linfocitos foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) suplementados com Soro fetal bovino a 10% (p/v) (Sigma-Aldrich®) em placas
de 24 pocos a uma densidade de 106 células/pogo. As células foram entéo tratadas com
solugdes de dimetoato nas concentragdes 750.000ng/mL, 250.000ng/mL, 125.000ng/mL e
62.500ng/mL, esse estimulo foi mantido por 24 h. Os controles foram realizados utilizando

células ndo tratadas em meio de cultura (SANTOS et al., 2018).

4.7.3 Andlise da viabilidade celular

As culturas de linfocitos tratadas com as solugdes de dimetoato, bem como as
células ndo tratadas foram centrifugadas a 450 x g a 4°C por 10 min. Apos descartar o
sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de PBS 1X e as células foram
centrifugadas novamente (450 x g, 4°C, 10 min). O sedimento foi ressuspenso em 300 pl
de tampéo de ligacdo (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCj; 1 mM e
1,8 mM CaCl2), transferido para um tubo de citbmetro marcado e incubado com anexina V
conjugada com isotiocianato de fluoresceina(FITC) (1: 500) e iodeto de propidio (PlI,
20pg/ml). A citometria de fluxo foi realizada em um FACSCalibur plataforma e os
resultados analisados usando o CellQuest Pro software (BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA). As células anexos-FITC negativo / Pl positivo foram consideradas como necrdticas
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e as células Anexina-FITC positivas / Pl negativas foram consideradas na fase inicial do
apoptose. Os negativos duplos foram considerados células viaveis (SANTOS et al., 2018).
4.8 AVALIACAO DO POTENCIAL DE IRRITACAO E CORROSAO OCULAR

A avaliacdo do potencial de irritacdo e corrosdo ocular do dimetoato foi realizada
por trés métodos alternativos ao teste in vivo ocular de Draize. Os testes utilizados foram:
Teste de opacidade e permeabilidade da cornea bovina (BCOP), Teste de membrana
corioalantdide de ovo de galinha (HET-CAM) e Teste de coloracdo com azul de Trypan
(Sigma-Aldrich®). em membrana corioalantéide- (CAM-TBS). Como controles, a solucdo
0,1 N de hidréxido de sédio (Synth®) (NaOH - 0,1 N) e a solucéo salina (Fresenius®) a
0,9% p/v (NaCl 0,9% p/v) foram usadas como controle positivo e negativo. O pesticida
comercial testado, dimetoato, foi diluido para uma concentracdo de 0,5 g/mL, de acordo

com o roétulo do produto.
4.8.1 Teste de Permeabilidade e Opacidade da Cérnea Bovina (BCOP)

Os testes foram realizados com olhos recém-excisados, de acordo com o protocolo
TG 437 estabelecido pela OECD, 2013.

Apbs inspecdo visual, para avaliagdo da integridade, as cdrneas foram
cuidadosamente excisadas. Estas foram montadas em suportes de opacitdmetro
previamente calibrados, que tiveram suas cameras preenchidas com meio EMEM (Sigma-
Aldrich®) e foram incubadas por 1 hora a 32 +1 °C. A linha de base foi corrigida apés a
remocgdo do meio EMEM (Sigma-Aldrich®) usando o opacitometro BASF-OP 3.0. Em
seguida, as corneas foram expostas a 750uL de uma solugao de dimetoato de 5.000 uL/mL
por um periodo de 10 minutos. Apds esse periodo, as corneas foram lavadas com EMEM
(Sigma-Aldrich®) contendo vermelho de fenol e incubadas novamente a 32 + 1°C por 2
horas, apos as quais a opacidade foi medida.

Para avaliacdo da permeabilidade, as corneas foram tratadas com 1mL de solucéo
de fluoresceina de sédio (Sigma-Aldrich®) a 0,4% e incubadas a 32 + 1 ° C por 90
minutos. Apds o periodo de incubagdo e exposicdo & fluoresceina (Sigma-Aldrich®), a
densidade éptica a 490 nm (OD490) da solucdo EMEM (Sigma-Aldrich®) foi determinada
na parte traseira da camara. O valor da irritacdo in vitro (IVIS) foi calculado para cada
grupo de tratamento usando a equagdo: IVIS = valor médio de opacidade + (15 x valor
médio de OD490 da permeabilidade) (OECD, 2013). De acordo com o protocolo OECG
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TG 437, nenhuma previsdo pode ser feita quando os valores de IVIS sdo abaixo de 55 e
acima desse valor, todas as substancias sao classificadas como irritantes da categoria 1.

4.8.2 Teste de ovo de galinha - Membrana cério-alantdide (HET-CAM)

Para a avaliagdo do dimetoato, foram utilizados quatro ovos SPF (Specific
Pathogen Free) fertilizados de galinhas Leghorn. Os ovos foram incubados a 37 + 0,5°C
com umidade relativa de 65 + 2% durante um periodo de 10 dias 12. No décimo dia de
incubacdo, a membrana da casca foi removida para que a membrana corioalantdide (CAM)
fosse exposta, e o teste foi realizado conforme estabelecido pelo protocolo do Comité de
Coordenacdo Interinstitucional para Validacdo de Métodos Alternativos (ICCVAM).

Com o auxilio de uma lente de aumento, foi realizada analise visual da CAM para
verificar a integridade e adequacdo da membrana para a realizacdo do teste. Em seguida,
300 pL da solugdo de dimetoato 5 mg/mL foram aplicados na superficie da CAM. Apéds 20
segundos de contato, a formulacdo foi removida usando solugéo salina (Fresenius®) a 0,9%
p/v. A CAM foi observada por 5 minutos para determinar a ocorréncia de efeitos irritantes
nos vasos sanguineos da CAM (lise vascular, sangramento e/ou coagulacdo) (ICCVAM,
2010). Os efeitos vasculares foram observados de acordo com o0s critérios descritos no
método de teste Protocolo ICCVAM HET-CAM.

Para classificacdo do potencial irritante, as formulacbes foram classificadas de
acordo com os seguintes parametros: 0 a 0,99 corresponde ao produto n&o irritante, 1,00 a
4,99 corresponde ao produto irritante leve, 5,00 a 8,99 corresponde a um produto irritante
moderado (M) e de 9.00 a 21.00 corresponde a um produto irritante grave (SI) (ICCVAM,
2006).

4.8.3 Teste Membrana cério-alantéide - Coloracdo com Azul de Trypan (CAM-TBS)

A fase inicial do teste foi semelhante ao teste da membrana corioalantéide do ovo
da galinha (HET-CAM). Apos a exposicao ao CAM, 300 uL da formulagdo de dimetoato
foram ent&o aplicados a superficie do CAM em uma area previamente delimitada por um
anel de silicone. Apds 20 segundos, o pesticida foi removido com solucdo salina
(Fresenius®) a 0,9% e foram adicionados 500 pl de uma solucdo a 0,1% de azul de trypan
(Sigma-Aldrich®) em tampao fosfato de sédio (Sigma-Aldrich®) usado como indicador de

possiveis lesbes CAM. O excesso de corante foi removido por lavagem com agua destilada
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e a area CAM delimitada pelo anel de silicone foi removida com a ajuda de pingas e
tesouras, colocadas em um tubo contendo 5 mL de formamida (Sigma-Aldrich®), depois
submetidas a vortice e centrifugadas (1500 g por 10 min).

A absorcdo do sobrenadante foi medida por espectrofotometria a 595 nm. A
quantidade de azul de trypan (Sigma-Aldrich®) absorvida pela membrana corioalantéide
foi calculada usando a equacdo: corante absorvido = absorbancia x 5nmol / 1000 x 109. O
produto testado foi classificado de acordo com os seguintes parametros: 0 a 6,99
corresponde a nao irritante / levemente irritante (NI/LI), 7,00 a 14,50 corresponde a
moderadamente irritante (como primario) e maior que 14,50 corresponde a irritante grave
(IS) (LAGARTO, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO BIOANALITICO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS) PARA
QUANTIFICAGAO DAS AMOSTRAS DE DIMETOATO

O método validado demostrou ser seletivo e especifico uma vez que ndo houve
interferéncia de outros compostos no sinal do dimetoato, todos os interferentes
apresentaram-se com sinal inferior a 20% da resposta do limite inferior de quantificacao
(L1Q) do método que é de 10ng/ml. As curvas de calibracdo, por sua vez construidas em
cada uma das matrizes avaliadas apresentaram-se lineares e com coeficientes de
determinacéo rz >0,9998.

Em relagdo a precisdo todos os coeficientes de variacdo (CV%) para o LIQ
apresentaram-se inferiores a 20% dos valores nominais com faixa de variagdo de 18,5 -
19,7%, bem como os CV% das amostras do controle de qualidade de baixa concentracdo
(CQB), do controle de qualidade de média concentracdo (CQM) e do controle de qualidade
de alta concentracdo (CQA) com uma faixa de variacdo de 13,6-14,7% encontrando-se de
acordo 15% menores ou iguais ao valor nominal. Para os valores de exatiddo todos os
valores de Erro Padrdo Relativo (EPR) para o LIQ apresentaram na faixa de 86,4 — 114,2%
(85-115% estabelecido pela legislacdo) e para 0 CQB, CQM e CQA na faixa de 84,5 —
119,7% (80-120% estabelecido pela legislacéo).

Em relacdo a capacidade de recuperacdo do método de extracdo, independente da
matriz avaliada todos 0s percentuais de recuperacdo encontraram-se na faixa de 73,97-

96,45%. O método ndo demostrou sofrer influéncia das matrizes analisadas.

5.1.1 Condicdes espectrometricas

Os parametros da espectrometria de massas foram otimizados para que se obtivesse
a maxima sensibilidade. Apds a definicdo do fragmento mais intenso do dimetoato, o
método de monitoramento de reaces multiplas (MRM) foi obtido, através da otimizacéao
automética disponibilizada pelo Analyst®, assim como os valores para uma série de
parametros, nominalmente, declustering potencial (DP), entrance potencial (EP), colision
energy (CE), cellexit potencial (CXP), foram obtidos conforme mostrado na tabela 02.
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Tabela 02 - Valores dos parametros do MS-MS obtidos através da otimizagdo automatica.

ID Q1 Mass Q3 Mass DP EP CE CXP Tempo

(Da) (Da) (volts)  (volts)  (volts) (volts) (msegq)

Dimetoato 1 230 125,00 61,00 10 29 4 337,5
Dimetoato 2 230 199,10 61,00 10 13 4 337,5

Assim, a ionizacdo dos compostos foi realizada a pressdo atmosférica por eletro
pulverizacdo no modo positivo e a transicdo de massas pelo monitoramento de mdaltiplas

reacoes (MRM) para deteccdo de dimetoato foi de m/z 230 > 125.

5.1.2 Condicdes cromatograficas

A coluna cromatogréfica selecionada foi a C18 de 3,5um SunFire 2,1 x 50 mm
(Waters, EUA) e em uma pré-coluna C18 4 x 4 mm (5 um) a 40 ° C. A fase movel foi uma
mistura 90:10 de &gua + acido férmico a 0,1% e metanol + &cido férmico a 0,1%; o fluxo
foi de 0,8 mL/min, o volume de inje¢ao 2 pL e curva de calibragdo 10ng/mL-1000ng/mL.
O tempo de retencdo para o dimetoato foi de 1,6 minutos e a corrida analitica foi de 4,5

minutos.

5.2 ESTUDO IN VIVO

5.2.1 Estudo in vivo — Sec¢des de algodéo

A figura 09 mostra a quantidade de dimetoato (pg/cm?) extraida de cada sec¢do de
algoddo para cada trabalhador e local, respectivamente. Neste estudo, mesmo com as
mesmas condi¢des ambientais, as concentragdes de dimetoato observadas foram muito
diferentes na comparagdo entre os locais no corpo e entre os trés trabalhadores,
demonstrando os altos niveis e variabilidade das concentracGes de agrotoxico aos quais 0s

agricultores estdo expostos.
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Figura 09 - Quantidade de dimetoato (pg/cm?) encontrada no retalho de algodéo para os trés locais
e trabalhadores avaliados.
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Em relacdo a agricultura familiar, a aplicacdo pode ser considerada a tarefa que
proporciona maior exposicdo cutanea ao trabalhador, quando comparada as atividades de
mistura e carregamento do pesticida (FLACK et al., 2008; ZHAO et al., 2015; LESMES-
FABIAN et al., 2012). Fatores ambientais, como condi¢BGes climaticas, velocidade e
direcdo do vento, temperatura e umidade, tipo de cultura, densidade e superficie da
folhagem, tipo de pesticida, bem como a concentracdo aplicada, podem influenciar a
exposicdo cutanea (FLACK et al., 2008; GAO et al., 2014; MACHERA et al., 2009;
TSAKIRAKIS et al., 2011; MUTTRAY et al., 2006; CAO et al., 2015; An et al., 2014;
PINHEIRO & ADISSI, 2014) e, consequentemente, a absorcao do pesticida.

Além do mencionado, estudos indicam que a técnica de pulverizacdo e o
comportamento do operador desempenham um papel fundamental na exposicdo cutanea.
MACHERA et al.(2009) descobriram que, para o que aplicadores que caminham para a
frente, dentro da nuvem de pulverizacdo aplicada recentemente, a exposi¢do cutanea foi
consideravelmente superior ao resultado obtido para o operador que caminhou para tras,
sem passar pela nuvem de pulverizagdo (TSAKIRAKIS et al., 2011; MUTTRAY et al.,
2006; CAO et al., 2015; AN et al., 2014; PINHEIRO & ADISSI, 2014; DURHAM &
WOLFE, 1962).

Outro aspecto importante quando se trata de exposicdo aos agrotdxicos durante o
trabalho rural ¢ a lateralizacdo, sugerindo a ocorréncia de maior exposi¢do ao produto em
um lado do corpo (LESMES et al., 2012; MACHERA et al., 2009). De acordo com 0s
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dados apresentados na figura 09, esse fendmeno foi observado nos bragos e coxas direitos
dos trés trabalhadores em relagdo ao lado esquerdo, possivelmente pelo fato de todos os
trabalhadores avaliados aqui serem destros.

A potencial exposicdo dérmica total do dimetoato e a porcentagem de dose téxica
por hora sdo demonstradas na tabela 03. A sec¢do de algoddo cobriu 5% da superficie
corporal (TSAKIRAKIS et al., 2011; BAHARUDDIN et al., 2011). Neste método,
assume-se que a distribuicdo do pesticida ocorra uniformemente por todas as areas da
superficie corporal e isso constitui sua principal desvantagem. No entanto, esse método é
capaz de determinar a exposi¢do dérmica a agrotoxicos, de forma custo-efetiva (DURHAM
& WOLFE, 1962).

Tabela 03 - Exposi¢éo dos trabalhadores ao dimetoato durante a pulverizagdo de macas.

Total (Porcentagem

< Dermal Respiratdria ey
Area amostrada (mg/pessoa/h) (mg/pessoa/h) da dosheotr:;l*ca por
Trabalhador 01 2,35 NE 0,009
Trabalhador 02 0,87 NE 0,003
Trabalhador 03 1,65 NE 0,006

* Calculado para o corpo de 70 kg com base no LD50 dérmico para rato (WHO, 1982).
NE - N&o avaliado neste estudo.

A porcentagem de dose tdxica por hora obtida foi semelhante ao clortion, ao
malation, ao gution e ao paration metilico (ANVISA, 2019); pesticidas com uso suspenso
no Brasil (ELHALWAGY et al., 2010). Isso provavelmente sugere que 0S riscos a que
esses trabalhadores estdo expostos sem 0 uso de equipamento de protecdo adequado nédo
sdo insignificantes, considerando a possibilidade de sindrome colinérgica, caracterizada
principalmente por sudorese e salivacdo, secre¢do brénquica grave, broncoconstricdo,
miose, aumento da motilidade gastrointestinal, diarreia, tremores e espasmos musculares.
Vale dizer que esses resultados (estudo de caso in vivo) ndo séo suficientes para representar
a populacdo-alvo. No entanto, sdo suficientes para estabelecer os parametros para o estudo

do pesticida in vitro.

5.2.2 Estudo in vivo - Quantificacdo no estrato corneo e na saliva

As concentragdes de dimetoato encontradas no EC pelo procedimento de tape

stripping, para os trés trabalhadores avaliados, sdo apresentadas na tabela 04.
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Tabela 04 - Dimetoato no EC (pg/cm?) por &rea amostrada para os trés trabalhadores avaliados.

Area amostrada

2 Trabalhador 01 Trabalhador 02 Trabalhador 03
(ug/cm )
Parte de tras do i 0,091 0,245
pescoco
Braco direito - 0,006 0,133
Braco esquerdo - 0,004 0,065
Mao direita - 0,100 0,073
M@éo esquerda - 0,073 0,045

O dimetoato ndo foi encontrado no EC do trabalhador 01 (o limite de deteccdo para
o analito era de 1ng/mL ou 0,56 ng/cm?), possivelmente devido ao uso da roupa protecao
adequada durante a aplicacdo do agrotéxico. O trabalhador 03 apresentou a maior
concentracdo total (soma de todas as areas analisadas) do agroquimico avaliado (mais de 3
vezes maior) em relacdo ao trabalhador 02, provavelmente demonstrando o impacto das
roupas de protecdo. Dessa forma, a falta de equipamento de protecdo e o acumulo de
pesticidas nas roupas levaram a uma fonte potencialmente significativa de absorcdo
dérmica de agrotdxico, que muitas vezes é desconhecida ou ignorada pelos trabalhadores,
aumentando os riscos decorrentes da exposicdo, conforme descrito por BAHARUDDIN
(2011) em que 79,7% dos trabalhadores disseram que ndo trocam de roupa apos aplicar 0s
agrotoxicos (BAHARUDDIN et al., 2011).

Para o trabalhador 3, a maior concentracdo de dimetoato no EC foi observada na
regido posterior. A regido costal € onde o dispositivo de aplicacdo mochila permanece em
contato com o corpo do trabalhador durante todo o processo de pulverizacdo do agrotéxico
e onde qualquer vazamento entraria em contato com o trabalhador.

Em relacdo as amostras de saliva coletadas o dimetoato ndo foi encontrado para o
trabalhador 01 (o limite de deteccdo para o analito era de 1ng/mL ou 0,56 ng/cm?). Para 0s
trabalhadores 02 e 03 as concentragbes encontradas foram de 47,83ng/mL e de
63,35ng/mL respectivamente.

Os resultados do fator de penetragdo do dimetoato no EC medidos na parte de tras

do pescogo e no braco sdo mostrados na tabela 05.

Tabela 05 — FP de dimetoato no EC (%) analisado para os trés trabalhadores avaliados.

Area amostrada Trabalhador 01 Trabalhador 02 Trabalhador 03
Parte de tréas do 0,00 % 48.32 % 54,03 %
pescoco
Bragos 0,00 % 0,48 % 28,93 %

Os fatores de penetracdo do dimetoato, encontrados por Protano, foram de 0,2%

para 0 pescoco e 2,9% para os bragos de trabalhadores vestidos com roupas que néo



60

atendiam a todas as exigéncias de seguranca (PROTANO et al., 2009). Embora o célculo
da FP tenha sido estabelecido para o método de corpo inteiro e, neste estudo, tenha sido
modificado pela substituicdo da andlise interna do algodao pela analise do EC, esses dados
corroboram o fato de que o uso incompleto, inadequado ou inexistente do equipamento de
protecdo gera uma quantidade maior de pesticida em contato com o corpo dos
trabalhadores.

Sugerindo claramente que, em paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde a
maior parte da agricultura é familiar e embora o uso correto dos equipamentos de protecao
individual seja obrigatério pela legislacdo, seu uso fica aquém do uso seguro, o que pode
ser um dos motivos pelo aumento de problemas de salde associados a exposicdo cronica,
como o cancer (SILVA et al., 2018; PARRON et al., 2014; ALAVANJA et al., 2004;
WIKLUND et al., 1989). Assim, por uma questao de urgéncia, € necessaria uma discussao

com a agéncia reguladora, visando maior controle da satde desses trabalhadores.

5.3 ESTUDO IN VITRO UTILIZANDO PELE DE PORCO

Neste estudo in vitro, a absorcéo total de dimetoato no EC foi determinada ap6s um
teste de permeacdo de 4 horas. As tabelas 06 e 07 mostram, separadamente, a quantidade
de pesticida recuperada no EC, no restante da epiderme + derme (retencédo), e a quantidade
permeada pela pele, apds aplicacdo de 0,4 g e 1,8 ug de dimetoato nas sec¢des de algodao
ou diretamente na pele, respectivamente.

As concentracdes analisadas por tape stripping do EC neste estudo in vitro (52,63 +
10,73 e 135,15 + 31,80 ng /cm?) mostraram uma estreita concordancia com os resultados
obtidos no estudo de caso in vivo (55,06 e 112,09 ng/cm?).

Como esperado, a quantidade de dimetoato recuperada quando o produto foi
aplicado diretamente sobre a pele foi maior do que quando aplicado na sec¢do de algodao
(~ 3-6 vezes).
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Tabela 06 - Quantidade encontrada no estudo de permeacao realizado apos aplicacdo de

dimetoato (200pL) no algod&o nas concentrages de 2 pug/ mL e 9 pg / mL.

Quantidade de dimetoato

: 226 ng/cm? 1.017 ng/cm?
aplicada

Média  SD CV% Média SD CV%

Dimetoatonaseccdode | 19997 499 239 871,24 63,87 7,33

algodao (ng/cm?)

Dimetoato no EC (ng/cm?) 18,25 2,18 11,96 48,62 5,22 10,74
Retencdo (ng / cm?) 8,48 1,11 13,11 16,36 3,30 20,15
Total permeado (hg/cm?) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Quantidade total de 0143 227 250 92,05 6,07 6,60

dimetoato recuperada (%)

Tabela 07 - Quantidade encontrada no estudo de permeacédo realizado ap6s aplicagdo de dimetoato

(200pL) diretamente na pele de porco em concentragBes de 2 ug/ mL e 9 pg / mL.

Quantidade de dimetoato 226 ng/cm? 1.017 ng/cm?
aplicada Média SD CV% Média SD CV%
Dimetoato no swab 10860 825 7,60 | 55200 50,01 5,43

(ng/cm?)

Dimetoato em EC (ng/cm?) 52,63 10,73 20,39 135,15 31,80 23,50
Reteng¢do (ng/cm?) 9,19 2,97 32,3 48,24 4,30 8,92
Total permeado (ng/cm?) 36,08 3,55 9,85 185,70 15,08 8,12
Quantidade total de 9136 376 412 | 9057 4,91 5,43

dimetoato recuperado (%0)

O perfil do dimetoato permeado através da pele de porco quando os 0,4 e 1,8 ug

foram aplicados diretamente sobre a pele (1,77 cm?) é mostrado na figura 10. Nenhum

dimetoato foi medido (o limite de quantificacdo do método é de 10 ng/mL) na solucdo

receptora apos experimentos de 4 horas quando o pesticida foi aplicado na sec¢do de

algodéo.
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Figura 10 - Perfil cumulativo do dimetoato permeado (ng/ cm?) em experimento de 4 horas
com aplicacdo da solucéo de dimetoato diretamente na pele do porco (N = 6) (painel A). Fluxo
calculado de dimetoato (J) (ng/cm?/h) e coeficiente de permeabilidade (K,) (cm/h) (painel B).
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Com base no perfil cumulativo da permeacéo do dimetoato (figura 10A), o fluxo (J)
e o coeficiente de permeabilidade (Kp) calculado para as duas horas finais do experimento
diminuiram aproximadamente 4 vezes em comparacdo as duas horas iniciais,
independentemente da quantidade de pesticida aplicado. No entanto, mesmo com
diferentes fluxos e quantidade de dimetoato aplicados, os K, calculados sédo semelhantes
(p <0,05) entre os periodos de 0-2hs e 2-4hs (figura 10B). Isso significa, que é improvavel

que a permeabilidade do agroquimico mude na faixa de aplicacdo avaliada.
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5.4 ESTUDOS IN VITRO E EX VIVO UTILIZANDO OLHOS BOVINOS

5.4.1 Estudo de permeacdo in vitro utilizando coérnea bovina excisada fresca e
refrigerada por 24h

Os resultados obtidos para as permeacdes realizadas em células de difusdo com
corneas bovinas excisadas frescas e refrigeradas por 24 horas sdo mostrados na figura 11

para o volume aplicado avaliado (50uL).

Figura 11 - Perfil de permeacdo comparativo da cornea, do fluxo calculado (J) (ng/cm#/h) e
do coeficiente de permeabilidade (Kp) (cm/h) do dimetoato no liquido receptor com aplicacdo de
50uL para cornea fresca e refrigerada. A inser¢do mostra a concentracdo de dimetoato (ng/mL) na

solucgdo receptora aos 60 e 120 minutos.
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Como pode ser visto na figura 11, o perfil de dimetoato encontrado no liquido
receptor, para a permeacdo realizada com aplicacdo de 50uL do agrotoxico na cornea
fresca e na cornea mantida a 2°C por 24h, ndo apresenta diferenca estatisticamente
significante (P<0,05). Outro aspecto importante esta relacionado aos fluxos e aos K que
ndo apresentam diferencas estatisticamente significantes, demonstrando que a permeacao
ndo e alterada pelo processo de refrigeracdo da cornea. Da mesma forma, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significante na quantidade de pesticida retido na

cdrnea apos 2 horas de experimento (tabela 07).
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Assim, de acordo com os resultados do estudo in vitro com cornea excisada o fluxo
e a retencdo foram semelhantes, provavelmente devido ao processo de excisdo, porque em
ambos os casos foram gerados danos nédo intencionais. Isso corrobora os resultados obtidos
através da avaliacdo histoldgica. Além disso, quando essa mucosa foi montada em uma
célula de Franz, foi possivel verificar um inchaco do estroma. Isso provavelmente ocorreu
devido & hidratacdo causada pelo fluido receptor em contato com o endotélio (MUN et al.,
2014). O dano causado pela refrigeracéo foi imperceptivel comparado ao dano gerado pelo

processo de excisdo da cornea, montagem e remocao das células Franz.

5.4.2 Estudo de permeacdo in vitro do dimetoato utilizando mucosa esofégica e

sublingual frescas provenientes de suinos

Os resultados obtidos para as permeacdes realizadas em células de difusdo com a
mucosa esofagica e sublingual frescas sdo mostrados na figura 12 para o volume aplicado
50uL. Como pode ser observado, o perfil de dimetoato encontrado no liquido receptor,
para a mucosa esofagica e para a mucosa sublingual apresentam diferenca estatisticamente

significante (P<0,05) entre si.

Figura 12 — Perfil cumulativo do dimetoato permeado (ng/cm?) na mucosa esofagica e na

sublingual.
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A exposicdo ocupacional pela via oral ocorre, segundo a Agéncia de Protecédo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 2007 apud KIMA, KABIR, JAHAN, 2016),
qguando os trabalhadores rurais manipulam o agrotoxico ou 0s equipamentos para sua
aplicacdo e ndo lavam as maos antes de se alimentar ou fumar, ou ainda quando limpam o
spray ou bico de pulverizacdo soprando com a boca (KIMA, KABIR, JAHAN, 2017).
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Desta forma, os estudos de permeacgéo in vitro realizados com mucosas orais, embora
avalie uma exposi¢do pouco frequente, sdo de extrema importancia para mensurar as
quantidades de agrotdxicos passiveis de absorcdo por esta via. Mais estudos devem ser
realizados visando validar a utilizacdo da mucosa esofagica para fins de avaliacdo de

agrotoxicos.

5.4.3 Estudo de permeacdo ex vivo utilizando olhos bovinos inteiros frescos,

refrigerados por 24h e danificados

A figura 13 mostra os resultados obtidos apds a analise do humor aquoso, quando
da aplicagdo de 50uL do agrotoxico no estudo de permeagdo ex vivo desenvolvido,
utilizando corneas frescas, refrigeradas e danificadas nos tempos de 60 e 120 minutos.

De acordo com os dados encontrados no estudo de permeacdo em olhos bovinos
inteiros com a aplicagdo de 50uL, existe uma diferenca estatisticamente significante
(P<0,05) entre a concentracdo encontrada no humor aquoso nas trés condicdes (olhos
inteiros frescos, olhos inteiros refrigerados e olhos danificados) nos dois tempos avaliados:
60 e 120 minutos. O dano pode ser evidenciado pelos resultados obtidos na avaliacdo

histol6gica de ambas as corneas (figura 14).

Figura 13 - Concentrac¢ao de dimetoato (ng/cm?) no humor aquoso com aplicagao de S0uL
para as permeacdes com corneas frescas, refrigeradas e danificadas, apos tempos de permeacéo de
60 e 120 minutos.

100001
- E3 60min
N
£ 80004 E3 120min
>
c '
:c‘;: 60001 EE:_E
S o0 i
£ =] = T
g oo o W W
S - ot ) "
; i B B
> R
s &6 '&6
NSRS
& Yo

Considerando este estudo ex vivo, como o globo ocular foi mantido intacto, os

resultados mostram que os danos gerados, tanto pelo processo de refrigeracdo quanto pela
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exposicdo a produtos irritantes, levaram a uma reducdo de duas vezes na quantidade de
pesticida permeado pela cornea (figura 13), bem como um aumento de duas vezes na

retencdo quando comparado com o estudo ex vivo usando olhos inteiros frescos (tabela 08).

Tabela 08 - Dados de reten¢do em pg/cm?2 para permeacao in vitro com cérnea excisada e para

permeacdo ex vivo com olhos inteiros com volume de aplicagdo de 50uL apés 2 horas de avaliagéo.

Cérnea excisada Olhos inteiros
Cdrnea fresca Refrigerada 24h | Cérnea fresca  Refrigerada 24h  Danificada
Permeacdo média + SD 303,31 +11,02 337,51 +15,25 7,18 + 3,39 3,28+ 0,30 2,85+ 1,22
CV% 36,36 45,19 4,73 9,23 42,92
Retencdo média + SD 2,70+ 3,35 2,83 +55,43 0,16 £ 0,073 0,44 £ 0,045 0,48+ 0,076
CV% 1,24 1,96 44,23 10,10 15,80

Considerando os resultados obtidos, fica claro que ndo é possivel usar olhos
resfriados ou danificados em vez de olhos frescos, uma vez que os resultados obtidos séo
estatisticamente diferentes entre refrigerados/danificados e frescos. Portanto, sugere-se que
0 método mais adequado, consistente com 0s processos de permeacdo bioldgica para

avaliacdo do dimetoato, sejam permeacdes ex vivo realizadas com olhos inteiros frescos.
5.4.4 Avaliacédo histoldgica das corneas bovinas
A figura 14 mostra os resultados dos cortes histolégicos obtidos de amostras de

corneas frescas, corneas refrigeradas por 24h e cdérneas mantidas em contato por 10

minutos com hidréxido de sodio 0,1N.
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Figura 14 - Seccoes histoldgicas: (a) cornea fresca (+ 979 um) (b) cérnea refrigerada por
24h (£ 1006 pum) e (c) cornea danificada (+ 1378 um) 10X.

EP: epitélio; ST: estroma; ED: endotélio.
Fonte: autoria prépria.

A Figura 14(a) mostra a estrutura da cornea bovina fresca mostrando a estrutura
epitelial (EP) preservada, sem evidéncia de edema ou outras alteracfes estromais (ST) e
endotélio aparentemente intacto (ED). Na figura 14(b), apos o periodo de refrigeracdo, é
possivel observar pequenas alteracdes no epitélio (EP), bem como leve edema e
desorganizacdo do estroma (ST) e endotélio preservado (ED). Isso demonstra a
inviabilidade de usar corneas bovinas refrigeradas para realizar a avaliagdo de pesticidas e
provavelmente de outros compostos. Finalmente, na figura 14(c) o epitélio (EP) esta
levemente danificado, com o estroma (ST) mostrando edema e desorganizacéo estrutural

das fibras e edema endotelial (ED).

5.5 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE

A andlise pela citometria de fluxo mostrou que quanto maior a concentracdo da
solucdo de agrotoxico em contato com linfocitos humanos, maior a porcentagem de
necrose celular, com 62% de necrose celular por 750.000ng / mL aplicada, 50% por
250.000ng / mL, 20% por 125.000ng / mL e 5% para a concentracdo de 62.500ng / mL,
respectivamente. Comparado ao controle, a porcentagem de necrose celular obtida foi

cerca de 12 vezes maior para a concentragdo avaliada de 750.000 ng / mL (figura 15). Em
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as porcentagens encontradas para as

solugdes de dimetoato foram semelhantes ao controle.

Figura 15- Viabilidade de linfécitos humanos tratados com solucdo aquosa de dimetoato
em concentracBes de 62.500ng / mL, 125.000ng / mL, 250.000ng / mL e 750.000ng / mL. Barras

verticais representam a média de seis experimentos independentes realizados em duplicado. p =

0,0001.
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5.6 AVALIACAO DO POTENCIAL DE IRRITACAO E CORROSAO OCULAR

Os resultados obtidos para o teste BCOP estdo apresentados na tabela 09. Nenhuma

inferéncia pode ser feita, visto que o resultado foi classificado como indeterminado. O

BCOP, mesmo sendo um método validado, ndo alcangou, ainda, aceitacdo regulatdria

como alternativo aos testes em animais, posto que,

como a maioria dos testes in vitro, o

ensaio ndo foi validado como preditivo da resposta humana a substancias irritantes. Sendo,

por este motivo, necessarias avaliagdes complementares ao BCOP visando caracterizar um

composto em irritante ocular ou ndo. Somado a tal

fato, o BCOP demonstra-se preditivo

apenas para compostos com potencial irritante severo (UBELS et al., 2000).

Tabela 09 - Resultados do teste BCOP.

BCOP
Produto Média = D.P. Classe
Dimetoato 39.52 +19.89 Nao determinado
NaOH 0.1 M 328.87 £ 49.13 Categoria 1
NaCl 0.9% 0 Sem categoria

DP - Desvio padrdo
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Em relagdo aos resultados dos testes HET-CAM e CAM-TBS apresentados na
tabela 10, o dimetoato ndo foi considerado irritante de acordo com os escores obtidos.

Tabela 10 - Resultados dos testes HET-CAM e CAM-TBS.

Produto _ HET - CAM _ CAM-TBS
Média = D.P. Classe Meédia £ D.P. Classe
Dimetoato 267+151 N&o irritante 3.91+048 N&o irritante
NaOH 0.1 N 28.00+1.15 Irritante severo 17.48 £ 0.23 Irritante severo
NaCl 0.9% - - 0 Nao irritante

DP - Desvio padrao

E essencial que os pesticidas sejam avaliados usando estratégias de teste ocular,
pois uma grande variedade de estudos foi apresentada para a avaliacdo de farmacos
oftdlmicas e seus processos de permeacdo na mucosa ocular (SHORT et al., 2008;
TEGTMEYER et al., 2001; REICHL et al., 2004; AHMED et al.,1987; URTTI et al.,
2006; CHRAI et al., 1974; SIEG et al., 1976; REICHL et al., 2005 ), mas poucos estudos
abordam substancias toxicas que irritam os olhos humanos.

Esta investigacdo é especialmente importante para substancias que ndo tem seus
efeitos irritantes de contato percebidos visualmente pelos trabalhadores, que continuam a
lidar com os agrotdxicos, na maioria das vezes, sem protecdo (SHALINI, PROSUN,
SUJATA, 2016; JAGA & DHARMANI, 2006). Como pode ser visto nos resultados
obtidos pela avaliacdo com os métodos alternativos, nenhuma predigdo pode ser feita para
o0 dimetoato utilizando-se o BCOP e de acordo com 0 HET-CAM e o CAM-TBS mesmo o
dimetoato sendo classificado com ndo irritante, métodos adicionais de avaliacdo sdo
necessarios ja que essas metodologias, mesmo validas, ndo sdo ainda validadas
internacionalmente. Além disso, de acordo com a citotoxicidade por citometria de fluxo
realizada, esse composto se torna extremamente perigoso quando em contato direto ou
indireto com seres humanos, reforgando a necessidade de mais estudos nessa area.

O desenvolvimento de estudos in vitro/ex vivo visando substituir a avaliagéo in vivo
é um grande desafio, independentemente da via de administracdo estudada, devido as
limitacOes inerentes ao uso de membranas biologicas apds a excisdo (MOSERA, et al.,
2001). Isso ocorre porque fatores como o grau de hidratacdo e a exposigdo a agentes
quimicos e/ou fisicos podem perturbar e alterar as caracteristicas de permeabilidade nédo
apenas da luz, mas também de compostos externos, demonstrando os danos gerados
(HAYES et al., 2001; COX et al., 1970).
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6 CONCLUSAO

O método bioanalitico desenvolvido por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) para deteccgdo de residuos de dimetoato em
pele e outras mucosas de suino, estrato corneo humano, humor aquoso/cérnea
bovina e em seccBes de algod@o apresentou confiabilidade e seguranca, uma vez
que atendeu as especificacfes para 0s parametros avaliados apresentando-se,
portanto, validado conforme a RDC n° 27/2012 da ANVISA;

O estudo de caso in vivo, apesar de compreender apenas trés individuos, demostrou,
que as avaliacbes pretendidas (exposicdo dérmica e avaliacdo da absorcao dérmica
de agrotdxicos) sdo adequadas e apresentam uma estreita concordancia com o0s
resultados obtidos nos estudos de permeacéo in vitro com aplicacdo direta/indireta
em pele suina. Corroborando com o fato de que em paises em desenvolvimento
como Brasil, onde a maior parte da agricultura é familiar, o uso correto dos
equipamentos de protecdo individual, fica aquém do uso seguro. Esta pode ser uma
das razdes para 0 aumento dos problemas de salde associados a exposicao cronica,
como o cancer;

Os resultados obtidos nos estudos in vitro com cornea bovina excisada demostram
que ndo é viavel utilizar olhos resfriados ou danificados em detrimento dos olhos
frescos, uma vez que os resultados obtidos sdo estatisticamente diferentes entre
refrigerados/danificados e frescos. Sendo o fluxo e a retencdo semelhantes,
provavelmente devido ao processo de excisdo, em que ambos o0s casos geram danos
ndo intencionais a cornea. Corroborando com os resultados obtidos por meio da
avaliacdo histoldgica;

Os resultados obtidos para as permeacdes realizadas em células de difusdo
utilizando a mucosa esofagica e sublingual frescas apresentaram diferenca
estatisticamente significante (P<0,05) entre si. Estudos complementares devem ser
realizados, visando padronizar a mucosa bucal para fins de avaliacdo desta forma
de exposicéo ocupacional.

Na auséncia de um guia nacional ou internacional para padronizar os ensaios de
permeacdo de produtos através da mucosa ocular, 0 método desenvolvido neste
trabalho (permeacOes ex vivo com olhos bovinos inteiros frescos) demostrou-se

adequado e consistente com 0s processos de permeacgdo bioldgica para avaliacdo do
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dimetoato. No entanto, outros agrotoxicos devem ser utilizados visando validar o
uso deste método ora desenvolvido, de forma segura, confidvel de representativa da
realidade;

e Ap0s a avaliacdo da citotoxicidade do dimetoato, conclui-se que o composto
apresenta amplo potencial de gerar danos as células, tornando-se extremamente
perigoso quando em contato direto ou indireto com seres humanos;

e Os resultados obtidos para o teste de permeabilidade e opacidade da cdrnea bovina
(BCOP) ndo permitem que inferéncias sejam feitas, uma vez que o0s resultados
obtidos enquadram-se na categoria ndo determinado. Provavelmente, devido ao
dimetoato ndo ser caracterizado como irritante severo, sendo o teste preditivo
apenas para este Ultimo caso;

e Em relacdo aos testes em membrana corioalantéide (HET-CAM) e de quantificacdo
de azul de trypan em membrana corioalantdide (CAM-TBS) o dimetoato foi

classificado como nao irritante.

6.1 PERSPECTIVAS

e Realizar estudo de permeacéo e retencdo cutanea in vitro por meio da aplicacdo
direta e indireta (algoddo) de agrotdxicos com caracteristicas fisico-quimicas
distintas do dimetoato na pele dorsal de porco dermatomizada;

e Realizar estudo de permeacdo e retencdo in vitro de agrotdxicos com
caracteristicas fisico-quimicas distintas do dimetoato, utilizando cérnea bovina
excisada fresca e refrigerada;

e Realizar estudo de permeacdo in vitro de agrotoxicos com caracteristicas fisico-
quimicas distintas do dimetoato, através de mucosa esofégica e sublingual frescas,
congeladas e tratadas, provenientes de suinos;

e Realizar melhoramentos no procedimento de permeacéo in vitro em olho inteiro,
desenvolvido neste trabalho, mediante o uso de diferentes concentragcdes do
dimetoato, e mimetizag&o do fluxo de renovagéo lacrimal.

e Avaliar também o impacto do uso de olhos bovinos inteiros danificados e

refrigerados na reprodutibilidade do teste.
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