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RESUMO

Os agrotoxicos séo substancias empregadas na agricultura para proteger as plantas contra pragas
e promover um alto rendimento das culturas e seus derivados. No entanto, o contato dos
trabalhadores rurais com estes produtos, primariamente através da pele, da via inalatéria e da
mucosa ocular, pode expd-los a inimeros riscos a saude, como irritagdo dérmica, parestesia,
alteragBes nos sistemas cardiovascular, respiratorio, alteragbes hematol6gicas e reacOes
alérgicas. Sendo assim, este trabalho busca avaliar a exposi¢do dérmica (ED) ao Dimetoato de
trabalhadores da agricultura familiar, apds 4 horas de aplicacéo rotineira em plantacéo de liméo,
e de forma complementar, avaliar a concentragdo deste pesticida na saliva, mucosa nasal e
fluido lacrimal. Ao mesmo tempo, tem como objetivo avaliar a permeacéo in vitro (IVPT) do
dimetoato através de mucosas esoféagica, sublingual e jugal de porco, além das peles humana,
de porco e rato, utilizando células de difuséo vertical e horizontal. No estudo in vivo, a técnica
empregada para a retirada do estrato corneo (EC) foi o tape-stripping, associado a dosagem do
agrotdxico em patches de algoddo que foram aderidos as vestimentas dos trabalhadores antes
do inicio da aplicagdo. O doseamento foi realizado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada & espectrometria de massas. No estudo in vivo, a média de dimetoato obtida
para ED foi de 342,19 + 487,14 mg/dia, a porcentagem de dose toxica por hora foi maior que
0s demais agrotdxicos verificados em outros estudos, e os fatores de penetragdo no EC variaram
entre 0,5-14,81 e 0,05-53,96% para nuca e bragos, respectivamente. Nos estudos de IVPT, a
absorcéao de dimetoato através da pele humana foi de 14,75% e o valor padréo, na auséncia de
dados experimentais para este produto, é de 70%. Os resultados mostram que na agricultura
familiar ha exposicao dermal, principalmente relacionada a deficiéncia de vestimentas corretas

durante a aplicagdo de agrotoxicos, o que torna estes trabalhadores mais vulneraveis.

Palavras-chave:

Agrotoxicos, absorcdo cutanea, agricultor familiar, pele humana, IVPT, tape-stripping.



ABSTRACT

Pesticides are substances used in agriculture to protect plants against pests and promote a high
crop yield and their derivatives. However, the contact of rural workers with pesticides, primarily
through the skin, inhalation route and ocular mucosa, can expose them to numerous health risks,
such as dermal irritation, paresthesia, changes in the cardiovascular and respiratory systems,
hematological changes and allergic reactions. Therefore, this work seeks to evaluate the dermal
exposure (DE) to dimethoate of agricultural workers after 4 hours of routine application in a
lemon plantation, in addition to performing and evaluating in vitro permeation of dimethoate
through esophageal, sublingual, jugal and mucosa of pig, human, pig and mouse skins, using
vertical and horizontal diffusion cells, and also to evaluate the concentration of dimethoate
residue in vivo in saliva, nasal mucosa and lacrimal fluid of rural workers, before and after
application of dimethoate, in crops of lemon. The methodology used to remove the EC was
tape-stripping, the dosage of pesticides was done with the aid of cotton patches adhered to the
garments, and the dosage of all samples was done using the bioanalytical method through
Liquid Chromatography Efficiency (Shimadzu Corp. Kyoto, Japan) coupled to mass
spectrometry. As a result, dimethoate was quantified in workers' clothing and in the stratum
corneum (EC), nasal mucus, tears, and saliva. The average of dimethoate obtained for (ED) was
342.19 + 487.14 mg/day, the percentage of toxic dose per hour was higher than the other
pesticides, and the penetration factors in the EC ranged from 0.5-14 .81 and 0.05-53.96% for
the back of the neck and arms, respectively. In the IVPT studies, the absorption of dimethoate
through human skin was 14.75%, and the default value, in the absence of experimental data, for
this product is 70%. The results show that in family farming, dermal exposure is mainly related
to the lack of correct clothing during applying pesticides, which makes workers more

susceptible to intoxication and even future health problems.

Key words:
Pesticides, cutaneous absorption, family farmer, human skin, IVPT, tape-stripping.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo amplamente utilizados na agricultura para proteger as plantas de
pragas prejudiciais e indesejadas, como por exemplo ervas daninhas e fungos, e para promover
um alto rendimento das culturas e seus derivados (Sahin, 2021). Impulsionado, desde o inicio
da “Revoluggo-verde”, ap6s o fim da Segunda Guerra Mundial, financiado por duas grandes
fundagBes privadas americanas, a Rockfeller e a Ford, tal movimento, além do slogam bonito,
visava aumentar a produtividade agricola e acabar com a fome no mundo (Fontenele et al,
2021). Esta revolugao se caracterizou pela utilizagdo de novos meios de producgdo derivados da
revolucéo industrial, como a motorizagao, a mecanizacéo e a introdugéo de produtos quimicos
(adubos, fertilizantes, agrotéxicos). Dai o surgimento de muitas mudangas na agricultura
tradicional, principalmente no que diz respeito a implementagéo de novas tecnologias e no uso
de agrotdxicos para controle de pragas e doengas, mas apesar do grande avango tecnoldgico,
essas novas facilidades ndo foram acompanhadas pela implementacdo de programas de
qualificacdo da forga de trabalho, nem de leis que protegessem adequadamente o trabalhador
rural, expondo- 0 a indmeros riscos. (Santana, 2004; Abramovay, 2012).

O contato dos trabalhadores rurais com os agrotdxicos ocorre primariamente através da
pele, da via inalatdria e da mucosa ocular. Tais exposicdes podem levar a ardéncia, sensacéo de
formigamento ou queimadura, irritagdo dérmica e parestesia (Cardoso, 2020). Além desses,
outros efeitos prejudiciais a salde, como alteragdes nos sistemas cardiovascular, respiratorio,
alteracdes hematoldgicas e reacoes alérgicas também sédo descritos (Scharmach, 2020). Estima-
se, portanto, que a exposi¢ao a agrotoxicos, principalmente do tipo organofosforado, cause mais
de 100.000 mortes e 2 milhdes de interna¢des hospitalares todos os anos, em quase todos o0s
paises de baixa e média renda (Eddleston, 2020).

Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, grande parte da agricultura é de base
familiar. Essa modalidade é responsavel pela renda de 40% da populagdo economicamente ativa
e por mais de 70% dos brasileiros ocupados no campo (Brasil, 2019). Esse tipo de agricultura
¢ passado de geracdo em geracdo, e visto pelos trabalhadores como seguro e inofensivo. No
entanto, muitas vezes, além do descumprimento das normas de salde e seguranga (uso
indiscriminado de agrotdxicos, sem medidas de protecdo adequadas), o amplo contato dos
trabalhadores rurais com diferentes classes de agrotoxicos os expde a um risco maior (Esechie,
2011; Damalas, 2016). Isso pode ser evidenciado por meio do registro de 54.332 notificacbes
de casos de intoxicagdo por agrotoxicos no Brasil entre 2019 e 2023, por meio do Sistema de
Informacédo de Agravos de Notificagcdo (SINAN) (Brasil, 2024). No entanto, de acordo com o

Ministério da Saude brasileiro, para cada caso notificado, estima-se que existam 50 ndo



notificados, elevando esses valores/nimeros para cerca de 480.000 casos (Peres,2003).

O Brasil ocupou o primeiro lugar no ranking mundial do mercado de agrotdxico na
Gltima década, uma expansao de 190%, ou seja, um crescimento maior que o dobro do mercado
mundial, de 93%. (Rigotto, Vasconcelos, Rocha, 2014). No sertdo pernambucano, mais
precisamente na regido do Vale do Sdo Francisco e Sertdo de Itaparica, hd uma érea de
exploragdo da hortifruticultura muito produtiva, com destaque para a plantacdo de manga,
meldo, uva, limdo, cebola, entre outros. Boa parte da agricultura se desenvolve em terras
familiares, sendo o proprietario, o proprio administrador em conjunto com a familia
(Scharmach, 2020).

E sabido que a regido do submédio do Vale do Séo Francisco faz uso intenso de
agrotdxicos, muitas vezes em condigdes inseguras de trabalho, o que coloca em risco a
populagdo, principalmente rural. (Bedor et al, 2007; Corcino, 2019). Dentre os diferentes tipos
de agrotoxicos utilizados na regido, podemos citar o Dimetoato, um dos inseticidas e acaricidas
mais importantes da classe dos organofosforados, inicialmente, bastante usado em todo o
mundo desde sua introdugdo no mercado em 1956, entretanto apds estudos, seu uso foi banido
na Unido Europeia em 2021 (Dionisio_et al, 2021; Pessoa et al, 2022). Seu espectro de acao
abrange uma ampla variedade de insetos como pulgdes, gafanhotos e moscas. Ele é bem
absorvido pela pele, trato respiratério e trato gastrintestinal, condigdo muitas vezes favorecida
pelos solventes utilizados nas formulagdes, bem como pelas temperaturas elevadas ou pela
presenca de lesbes, no caso da absorcdo cutdnea (Seizi, Camargo, Batistuzzo, 2014).
Diante disto, a realizagao de estudos controlados que avaliem as condic¢@es de trabalho dessas
populagdes, de tal forma que possam minimizar os riscos e efeitos da exposicéo indiscriminada
a agrotoxicos, tanto em paises desenvolvidos, mas principalmente em paises em
desenvolvimento, tem sido conduzidos e sdo ainda necessarios (Muttray et al, 2006; An, 2014;
Cao et al, 2015; Damalas, 2016).

Este estudo ora proposto, teve como objetivo estender pesquisas anteriores (avaliagéo
de exposicao do dimetoato em trés trabalhadores rurais da agricultura familiar na regido do
submédio do Vale do Séo Francisco, Brasil, e avaliagdo da absor¢do dérmica in vitro realizado
por De Araujo Cardoso et al (2020), usando o mesmo agrotéxico, mas expandindo o escopo do
estudo para incluir um nimero maior de trabalhadores da agricultura familiar, além de avaliar
a exposicdo dérmica associada a avaliagdo do dimetoato na saliva e fluido nasal. No estudo de
permeacdo in vitro (IVPT), a permeacdo de dimetoato através de peles de rato, porco e humana,
foi mensurada. Além disso, a permeacdo através da mucosa bucal, sublingual e esoféagica de

suinos também foi avaliada.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a passagem transmucosa e cutanea do dimetoato, através de estudos de

permeacao in vitro e exposicao in vivo.

2.2 Obijetivos especificos

e Avaliar a permeagdo in vitro de dimetoato através de mucosas esoféagica, sublingual e
jugal de porco, utilizando células de difusdo horizontal;

e Avaliar a permeagdo in vitro de dimetoato, através das peles humana, de porco e rato,
utilizando células de difuséo vertical;

e Avaliar a concentragdo de residuo de dimetoato in vivo, em saliva, mucosa nasal e fluido
lacrimal de trabalhadores rurais, antes e apds aplicagdo do produto na lavoura de limé&o;

e Realizar a avaliacdo do residuo de dimetoato in vivo na roupa e no estrato cérneo de
trabalhadores rurais, apos aplicagdo do produto em lavoura de limdo (Avaliacdo de
exposicdo dérmica);

e Realizar a avaliagdo de residuo de dimetoato in vivo em saliva e muco nasal dos
trabalhadores rurais;

e Realizar correlagdes in vitro e in vivo;



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Agricultura familiar em Pernambuco

A agricultura familiar tem uma grande importancia no que diz respeito ao nimero de
estabelecimentos agropecudrios em todas as regides do Brasil, bem como a alta participacédo na
producdo e na ocupagdo da méao de obra (Sampaio & Vital, 2020). De acordo com a Lei 11.326,
de 24 de julho de 2006, que define as diretrizes para formulacdo da Politica Nacional da
Agricultura Familiar e os critérios para identificacdo desse publico e segundo a legislagdo, é
considerado agricultor familiar e empreendedor familiar rural, aquele que ndo detenha, a
qualquer titulo, area maior do que 4 (quatro) modulos fiscais, utilize predominantemente mao-
de-obra da propria familia nas atividades econdmicas do seu estabelecimento ou
empreendimento, tenha renda familiar predominantemente originada de atividades econdmicas
vinculadas ao proéprio estabelecimento ou empreendimento e dirija seu estabelecimento ou
empreendimento com sua familia.

Apesar de algumas fragilidades estruturais, a agricultura familiar é considerada de
extrema importancia e se expressa em grandes nimeros de estabelecimentos agropecuarios em
todo Brasil e, nos Gltimos 25 anos, muitas linhas de créditos foram langadas, com intengdo de
elevar a produtividade (Sampaio & Vital, 2020). Entretanto, tais amplia¢des pressionam a
agricultura familiar pela necessidade de atender a alta demanda do mercado interno, e apesar
de ainda apresentar fortes praticas de cultivo tradicionais e sustentaveis, sdo fomentados
incentivos através do Programa Nacional de Agricultura Familiar (PRONAF) a utilizagdo de
agrotdxicos a partir de pacotes tecnolégicos (Aradjo & Oliveira, 2016; Paiva Filho, Cardoso &
Rego, 2020).

A agricultura familiar é uma pratica em que os membros familiares tém posse da
propriedade, ou faz algum tipo de usufruto, possuindo autossubsisténcia, podendo promover
uma safra permanente ou temporaria para o mercado, sendo o grupo de trabalho,
predominantemente familiar, mas podendo existir uso de méo de obra adicional. Além disso,
possui autonomia na gestdo das atividades agricolas, como poder escolher o que plantar e
quanto plantar de acordo com as necessidades internas e do mercado (Altafin, 2016).

Diante dos cultivos no Brasil, segundo dados do Censo Agropecuario de 2017, dentre
as 5 milhdes de propriedades rurais no Brasil, 77% séo consideradas como de agricultura
familiar, totalizando uma é&rea de 80,9 milhdes de hectares, ou 23% da érea total das
propriedades rurais do pais, produzindo cerca de 80% do valor da producéo de café, banana e
mandioca, 69% do abacaxi e 42% da producéo do feijdo (IBGE, 2017).



Em meados da década de 60, o Nordeste (NE), apresentava um percentual de
estabelecimentos da agricultura familiar ligeiramente superior ao do Brasil, essa representacéo
traz a teoria do desenvolvimento econdmico, onde quanto mais desenvolvida uma regido ou
pais, menor a participacdo da agricultura (Kuznetz, 1966). Em alguns estados do Nordeste a
populacdo rural total tem diminuido, embora em menor propor¢éo se comparado a outras areas
do pais, 0 que enseja também queda no nimero de estabelecimentos familiares.

No entanto, apesar das diminuigdes, é valido salientar que no Nordeste houve uma
tendéncia de expansdo da produgdo de todos os gréos, com a excecao do trigo, sendo as maiores
perspectivas: amendoim (12,3%), feijdo (11,8%), milho (9,0%), arroz (4,4%) e soja (4,2%).
Além disso, as produgdes de cacau (4,8%), café arabica (2,5%), fumo (1,6%), cana-de-agucar
(0,3%) e batata-inglesa (0,1%) também estardo em ascensdo. Na producdo do NE ainda €
importante destacar a producdo de algumas culturas, destacando-se mamona (100,0%),
castanha de caju (99,3%), cacau (46,3%), banana (33,4%), uva (27,6%), algodao (24,1%), feijdo
(22,3%), mandioca (18,7%) e soja (8,9%). O clima desta regido favorece o plantio de grdos em
seis dos nove estados, sendo Paraiba, Piaui, Maranhdo, Alagoas, Bahia e Pernambuco (Diério
Econdmico Etene, 2020).

Em Pernambuco, o percentual de estabelecimentos familiares, em 2017, foi maior que
em todo nordeste e essa regido permanece com percentual maior que o do Brasil, tendo um
papel de destaque, j& que o comportamento também ocorre em relacdo a area ocupada pela
agricultura familiar e ao valor da produgéo nesses estabelecimentos, sendo entdo Pernambuco,
um estado de contribuicdo mais expressiva se comparado a regido nordestina e ao Pais.
(Sampaio & Vital, 2020).

O Nordeste tem a maior parte de seu territdrio com regido semiarida, correspondendo a
88,6% da sua area total, sendo a Caatinga 0 bioma predominante (Teixeira, 2016). Ainda
Pernambuco, dentre suas culturas agricolas, destacam-se a cana-de-aglcar, a uva, a manga, a
banana, a acerola, o coco e a goiaba, que juntas correspondem a quase 80% de toda produgdo
agricola do estado, sendo Petrolina, Santa Maria da Boa Vista e Lagoa Grande, cidades de
destaque para a producdo de uva e manga, e as cidades da zona da mata pernambucana, para
producdo da cana- de-agUcar (Levien et al, 2021; IBGE, 2021).



3.2 Producdo agricola e impactos na satde do trabalhador

O processo de produgdo agricola segue em constante evolucédo desde os anos 30, tanto
em mudangas tecnoldgicas quanto organizacionais, tendo como principal objetivo, o aumento
da produtividade. Todavia, foi a partir da Segunda Guerra Mundial que seu uso foi
intensificado, outra importante mudanga € a introdugdo da biotecnologia, destacando-se 0s
organismos geneticamente modificados, os transgénicos (Abramovay, 1992; Silva et al., 2005).

Entre os anos de 1950 e 1960, a Revolugdo Verde introduziu novas técnicas agricolas e
variedades de plantas cultivadas de alto rendimento, como arroz e trigo, especialmente em
paises de média e baixa renda, com intuito de diminuir a fome (Pingali, 2012). Entretanto, o
aumento da producéo veio atrelado ao uso de agrotdxico, o que acarretaria prejuizos a satde
humana e ao meio ambiente. O uso de agrotoxicos como os organofosforados e organoclorados
por familias rurais, totalmente despreparadas para usa-los ou armazena-los com seguranga,
tiveram repercussdes imediatas, com mortes por envenenamento ocupacional nao intencional e
envenenamento intencional (suicida) (Karunarathne et al., 2020).

A acdo do Brasil na modernizagdo da agricultura, baseada na Revolugdo Verde, foi
intensa e direta, pois além das politicas agricolas implementadas através de concessao de crédito
rural ao agricultor para adquirir insumos e equipamentos agricolas, controle de pragas e doengas
e garantia da producdo, foram também implementados programas de pesquisa agropecuéria e
extensdo rural (Silva et al., 2005).

Os fatores de riscos e dos impactos a salde do trabalhador estdo relacionados a
organizacdo, condicdo e divisdo do trabalho, bem como a execucdo e as condigdes fisicas e
mentais, sendo assim, podemos relacionar os principais riscos e danos que acometem 0s
agricultores. Sdo eles acidentes fisicos, acidentes com animais peconhentos, exposicdo a
agentes infecciosos e parasitarios endémicos, exposicdo as radiaces solares por longos
periodos, exposicdo a ruido e a vibracéo, exposicéo a particulas que podem gerar doengas
respiratorias. (Silva et al., 2005). Além de todos os fatores citados, as pessoas que
desempenham atividades relacionadas a plantagdo, criacdo de animais e pesca, ou esta de
alguma forma associada ao trabalho rural e ao maior tempo de moradia na zona rural,
apresentaram maior probabilidade de contato e consequentemente exposi¢ao a esses produtos
se comparados aqueles que ndo exercem tais atividades rurais (Bortolotto, 2020).

Também é valido salientar que, durante o uso dos agrotoxicos, 0s mesmos se dispersam
pelo ar, pela agua e pelo solo de maneira intensa, contaminando nao somente os trabalhadores,

mas também os individuos que de alguma forma se expdem ao produto (Silva, 2015).



Portanto, em locais onde a agricultura familiar € a principal atividade, as pessoas que
passam a maior parte do tempo no ambiente rural, de certo modo, aumentam a exposicao a
esses agrotoxicos (Melo, 2016).

De acordo com Araujo (2020), existem evidéncias sobre uso abusivo e de intoxicagfes
por agrotdxicos em diferentes regides rurais do estado de Pernambuco. Estudos publicados por
Bedor e colaboradores (2007) mostram que a variedade de agrotoxicos utilizada na regido
submédia do Vale do S&o Francisco é preocupante, pois muitos desses insumos (mais de 40%)
sdo extremamente toxicos para 0 homem. No entanto, apesar da preocupacao sobre 0s riscos de
exposicdo aos agrotdxicos, de acordo com a classificagdo de toxicidade desses produtos,
segundo sua periculosidade, deveria servir como pardmetro para a defini¢do de medidas de
controle e de gerenciamento de riscos, porém, no Brasil, essa classificagdo é meramente
figurativa, uma vez que ndo ha diferenca em um produto ser da Classe | (extremamente toxico)
ou da Classe IV (pouco toxico), ja que eles podem ser recomendados, comercializados e
utilizados da mesma forma e por qualquer usuério (Cardoso, 2020).

Assim, mesmo com todo empenho, o trabalhador continua sendo exposto a diversos
riscos no ambiente de producéo agricola, pois a maioria das atividades acontece a céu aberto, 0
que impossibilita o controle direto, além de que, muitos desconhecem ou ndo usam 0s
equipamentos de protecdo individual, que muitas vezes podem gerar prejuizo a saude do
trabalhador (Magalhées, 2010). Além disso, diversos problemas podem estar relacionados a
inadequacgdo dos EPIs a certas condigcdes de trabalho, principalmente porque algumas das
caracteristicas desejaveis aos EPIs, que foram projetadas para conferir maior seguranga, podem
estar dificultando processos operacionais em muitas situacdes de trabalho, como por exemplo,
uma maior resisténcia de um tecido a permeabilidade, e também maior resisténcia ao calor,
podem estar associadas a menor conforto térmico e menos mobilidade. Outro aspecto
importante € a dificuldade da adequagdo dos EPIs as caracteristicas antropométricas dos

trabalhadores e as caracteristicas ambientais de cada localidade (Veiga, 2007).

3.3 Legislagdo de manejo de agrotéxicos no Brasil

A primeira proposta normativa para a regulamentagéo sobre uso de agrotdxico no Brasil
foi 0 Decreto n° 24.114, de 12 de abril de 1934, ele incentivava a regulamentac&o e a permissao
do uso de agrotdxicos, entretanto, desconsiderava a capacitagdo, orientacdo, toxicidade e
controle do uso desses produtos (Brasil, 1934). Assim, ap0s trés décadas, a Lei 4.785, de 6 de
outubro de 1965 é instaurada, sendo entdo, considerada como o primeiro marco regulatorio de
agrotoxicos no Brasil, por trazer “fiscalizacdo do comércio e uso de produtos fitossanitarios e

da outras providéncias" como eixo principal (Brasil, 1965).



J4 ao final da década de 80, em 1988 é publicada a Constituicdo Federal, onde o termo
agrotoxico passou a ser utilizado em detrimento de defensivos agricolas, e em sequéncia surge
uma legislagdo mais rigorosa para tais produtos, colocando-se em vigor, apds aprovacdo do
Congresso Nacional, a Lei 7.802 de 11 de julho de, 1989, conhecida como a Lei dos
Agrotoxicos, um avango no controle sobre o uso dessas substancias no pais e que ao longo dos
anos sofreu pequenas alteragdes, sendo entdo regulamentada pelo Decreto n° 4.074, em 2002.
(Siqueira & Kruse 2008).

E valido ressaltar que a partir da existéncia da Lei dos Agrotoxicos, a regulacio dos
agrotoxicos passou a ser realizada em trés esferas federais, assim, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ficou responsavel pela avaliagdo da eficiéncia e da
necessidade agronémica do produto a ser registrado, ja 0 Ministério da Saude junto a Anvisa
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) pelas analises relacionadas a toxicidade e seus
impactos a salide humana, enquanto o Ministério do Meio Ambiente (MMA), através do Ibama
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente), pela avaliagdo dos estudos de impactos ao meio
ambiente. (Franco & Pelaez, 2016).

Ainda sobre as legislages de manejo de agrotdxicos no Brasil, uma resolucéo de
extrema importancia ¢ a RDC n° 294 de 31 de julho de 2019, que “Dispde sobre os critérios
para avaliagdo e classificagdo toxicoldgica, priorizagdo da analise e comparacdo da acdo
toxicoldgica de agrotoxicos, componentes, afins e preservativos de madeira, e da outras
providéncias”, entre as atribuigdes da RDC, esta a defini¢ao das 6 categorias para agrotoxicos,
e a sugestdo para a identificagéo destes produtos através dos respectivos nomes das categorias
e faixas coloridas do rétulo dos produtos, além de trazer a classificagdo toxicol6gica em funcédo
da toxicidade aguda oral (DL50 oral), cutanea (DL50 cutanea) e inalatéria (CL50 inalatéria)
(BRASIL, 2019), conforme descrito na tabela 1.



Tabela 1 - Critérios para avaliagdo e classificacéo toxicol6gica de acordo com a RDC n° 294 da ANVISA,

2019
. . . . . - Né&o
Categoria Categorial Categoria2  Categoria 3 Categoria4  Categoria 5 classificado
Improvavel
Nome da Extremamente  Altamente ~ Medianamente P - de Causar Néo
. - o o ouco toxico s
categoria toxico toxico toxico Dano classificado
Agudo
Classificagdo | 1 11 \Y4 \Y% Vi
~ Faixa Faixa . . .
Coloragéo Vermelha Vermelha Faixa Azul Faixa Azul  Faixa Verde
Via de > 2000 -
exposicdo Oral <=5 >5-50 > 50 - 300 > 300- 2000 5000 > > 5000
(ma/kg p.c.)
Via de
exposicdo _ ) ) >1000- > 2000 -
Cutanea <=50 >50-200 > 200 - 1000 2000 5000 > 5000
(mg/kg p.c.)
Gases _ > 2500- > 20000-
(PpmV) <=100 >100-500  >500 - 2500 20000 50000
Via de Vapores <=05 >05-<=20 20" s10<=20  >2050
e (mg/L) 10
EXpOsICao Produtos
Inalatoria solidos e
liquidos <=0,05 >0,05-05 >05-1,0 >1,0-5,0 >5,0-12,5
(mglL)

Fonte: RDC n° 294, BRASIL, 2019.
mg/kg p.c. (miligramas por quilo de peso corporal)

A RDC n°294 de 2019 também descreve que uma das formas de avaliagdo toxicologica
¢ através do monitoramento da absor¢do cutanea, para isto, “Devem ser apresentados estudos
para estimar a absor¢do cutanea, in vitro ou in vivo ou ambos, especificos para a formulagao
concentrada e na maior diluicdo (menor dose indicada). No caso de auséncia desses estudos,
poderdo ser apresentados estudos conduzidos com outras formulagdes, concentragdes e
diluigdes, ou valor padrdao de absorcdo cutanea, mediante argumento que justifique a
estimativa da absorgéo cutanea”, assim entrando no contexto de avaliagdo de risco.

No entanto, é valido salientar que no Brasil, ndo existe ainda uma legislacdo
implementada que aborde especificamente sobre a avaliagdo de risco para a exposi¢cdo aos
agrotdxicos que nao seja através da via oral, mas existe uma Consulta publica n® 987 de 2020
que “Dispoe sobre diretrizes para a Avaliagdo do Risco da Exposi¢do de Operadores,
Trabalhadores, residentes e Transeuntes aos Agrotoxicos”, que prever outras vias e que segue

em analise pela ANVISA.



Além da CP n° 987 de 2020, esta disponivel um Guia técnico para avaliacdo de risco
ocupacional (ANVISA, 2020) que também trata sobre a avaliacdo da exposi¢do de operadores,
trabalhadores, residentes e transeuntes para a avaliacdo do risco aos agrotoxicos, 0 guia traz
recomendagBes de valores especificos de absor¢do dérmica para o produto formulado, que
devem ser utilizados os valores-padrdo, conforme recomendagdo do Guia sobre Absorcao
Dérmica da Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (European Food Safety Authority -
EFSA, 2017), além disso, podem ser obtidos por meio da condugao de estudos in vitro com pele
humana, in vitro com pele de ratos ou in vivo com ratos, conforme as Diretrizes 427 e 428 da

Organizacao para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE).

3.4 Dimetoato

O agrotéxico em estudo, o dimetoato, é definido quimicamente como O, O-dimethyl S-
methylcarbamoylmethyl phosphorodithioate, cuja molécula esta representada abaixo, na figura
1, com peso molecular de 229,3g/mol. A molécula pertence ao grupo quimico dos
organofosforados, apresenta-se na forma de sélido cristalino incolor com um odor semelhante
a canfora e normalmente é comercializado como concentrado emulsionavel. Possui faixa de
fusdo entre 45 e 52,5°C, solubilidade em agua de 2,08 mg/mL, log P 0,78 e pKa 15,93, além de
ser estavel em &gua, em solugdo &cida e instavel em solucdo alcalina (Pubchem, 2024).

O dimetoato foi introduzido em meados da década de 50, é produzido e usado em
muitos paises, contra uma gama de insetos presentes nas agriculturas e para o controle da mosca
domeéstica (World Health Organization, 1989), sendo classificado como inseticida e acaricida.
Esta inserido na Classe I1, em relagéo a sua classificagdo toxicoldgica, portanto é altamente
toxico segundo RDC n° 294 de 2019, sendo seu uso agricola autorizado em aplicagdo foliar e
em solos usados para culturas de algoddo, citros, macd, rosa, tomate e trigo. (Brasil, 2019;
Anvisa, 2020).



Figura 1. Férmula molecular do Dimetoato
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Fonte: Anvisa,2020.

Segundo estudos, o dimetoato tem boa absorcéo através da pele, trato respiratério e trato
gastrintestinal, tal condicdo é muitas vezes favorecida pelos solventes utilizados nas
formulag@es, como também pelas temperaturas elevadas ou presenca de lesdes cutaneas (Seizi,
Camargo, Batistuzzo, 2014). Através da via oral, a absor¢do é rapida e extensiva sendo
rapidamente eliminado pela via renal, ja que estudos demonstram seu aparecimento na urina no
periodo de 24 horas. Além disso, quatro metabdlitos com atividade anticolinesterase foram
identificados em ratos e humanos, que parecem resultar da oxidacéo tiona, levando a formagéo
do anélogo de oxigénio do dimetoato, 0 ometoato (maior toxicidade em relacéo ao dimetoato).
Esta etapa é seguida de hidrdlise para formacdo do tiocarboxil, considerado o principal
metabdlito em ratos e humanos (Who, 1997).

Devido a sua classe toxicolégica, o dimetoato foi varias vezes relatado em casos
acidentais de exposigdo, por negligéncia das precaucbes de seguranga e casos de
envenenamento propositais. A dose oral letal para seres humanos foi estimada em 50-500 mg/kg
de peso corporal. No entanto, em voluntarios humanos, uma dose oral de 0,2 mg/kg de peso
corporal por dia, durante 39 dias, ndo produziu nenhum efeito no sangue total relacionado as
dosagens de total colinesterase, também nédo foram observadas irritaces na pele ou inibicéo de
colinesterase apds uma exposigao dérmica de 2 horas a 2,5 ml de um liquido a 32% formulagéo
de dimetoato. Entretanto, ainda houve relatos de sensibilizacdo da pele ao dimetoato (Who,
1989).

Um estudo realizado por Carman e colaboradores (1982) investigou a exposi¢do a
dimetoato e outros agrotdxicos de condutores de tratores de cabines abertas e fechadas, usando
jatos de ar durante o tratamento de &rvores citricas, no qual a exposi¢do dérmica foi medida
colocando uma gaze embebida com etilenoglicol nos ombros, e nos joelhos dos motoristas.
Uma concentragdo emulsiondvel (EC) formulagdo de dimetoato contendo 0,009 kg/litro foi
aplicado a razdo de 16.822 litros/ha, e confirmaram que o lado esquerdo do trabalhador foi mais
exposto se comparado ao direito, uma vez que as gazes tiverem uma maior concentragdo dos
agrotdxicos. Portanto, os patches, fragmentos de algoddo aderidos ao aluminio, sdo colocados

nas roupas dos motoristas, para mimetizar a absor¢do média de agrotoxicos, e assim verificar o



grau de exposigao aos agrotoxicos.




Como mecanismo de acéo, em caso de intoxicagdo, o dimetoato causa a inibi¢do da
acetilcolinesterase, resultando no acimulo de acetilcolina nas sinapses colinérgicas no sistema
nervoso central, periférico somético e autdnomo, levando ao aumento da resposta nos
receptores pés-sinapticos, nicotinicos ou muscarinicos. A ligagdo entre o dimetoato e a AChE
rapidamente se transforma em covalente, gerando a inibigdo irreversivel da enzima e assim,
prolongando seus efeitos téxicos (Olson et al, 2014). Estudos recentes também apontaram que
a exposicdo aguda e cronica ao dimetoato pode causar estresse oxidativo por meio da geracdo
de radicais livres e indugdo de peroxidacéo lipidica (Eken, 2021).

E como consequéncia, foi verificado que a toxicidade do dimetoato resulta em efeitos
deletérios em muitos 6rgdos, tanto em humanos quanto em mamiferos, afetando figado, rim,

pancreas, cérebro, sistema nervoso, sistema imunolégico e sistema reprodutivo (Eken, 2017).



3.5 Estudos in vitro utilizando peles e mucosas

3.5.1 Pele humana, pele de dorso de rato e pele de orelha de porco

Pele Humana

A pele representada na figura 2, é responsavel por cobrir a superficie externa do corpo e é
considerada 0 maior 6rgdo do corpo em peso, cobrindo uma area de cerca de 2 m? e pesando
entre 4,5 a 5 kg, correspondente a de 7% do peso corporal total, de um individuo adulto. A sua
espessura varia de 0,5 mm até 4,0 mm, dependendo do local, tendo na maior parte do corpo
uma espessura entre 1 e 2 mm (Tortora & Derrickson, 2016).

Tem um papel importante, sendo barreira fisica, imunolodgica e sensorial ao nosso meio
ambiente, de entrega de medicamentos, também um 6rgéo heterogéneo, com varias vias e locais
de entrega que podem ser direcionados para respostas farmacoldgicas e imunolégicas
desejaveis ou indesejaveis (Abd et al., 2016).

Figura 2. Viséo de corte da pele e da tela subcutanea
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A pele humana excisada é preferivel para experimentos de permeacéo in vitro (considerada
0 padrdo ouro) porém, a forma de aquisicdo e os entraves éticos podem gerar dificuldades para

0 uso de pele humana neste tipo de avaliagdo (Barbero & Frasch 2009).



Pele de Rato

Os ratos sdo animais facilmente disponiveis, de pequeno porte e relativamente faceis de
manusear, por isto, eles sdo comumente usados em estudos de permeacdo, bem como estudos
de toxicidade regulatoria, entretanto, a pele de roedores, geralmente, mostra taxas de permeacao
mais altas em comparagdo com a pele humana (Godin & Touitou, 2007). A camada mais externa
da pele dos roedores, a epiderme, possui certa semelhanca estrutural a pele dos humanos, sendo
assim a pele de porquinho-da-india, rato e camundongo, usadas com frequéncia, como
alternativas a pele humana, em estudos de absorcdo percutanea para o desenvolvimento de
formulagBes topicas, além de avaliagdes da exposicdo dérmica a produtos quimicos. Esses
modelos sdo relativamente mais faceis de obtencéo, incluindo a menor variabilidade (Todo,
2017), apesar de estudos publicados demostrarem que a pele de rato, é geralmente mais
permedvel que a pele humana. Este substrato biol6gico apresenta padrdes cinéticos comparaveis
com a pele humana (Hughes & Edwards 2010).

Um estudo publicado por Jung e Maibach (2014), revisou artigos originais publicados
apo6s 1993 que descreveram a permeabilidade da pele de rato e da pele humana, a revisao
analisou 79 estudos, que mediram a absorcédo de 110 produtos quimicos, mostrando que em 83
produtos quimicos presentes em 54 estudos, a pele do rato é mais permedvel do que a pele
humana.

Outro estudo publicado por van Ravenzwaay e Leibold (2004) compararam a taxa de
penetracdo in vivo de 14 agrotoxicos, com uma ampla gama de lipofilicidade e pesos
moleculares, com a taxa de penetragdo in vitro em ratos, bem como uma taxa de penetragéo in
vitro em humanos, mostrando que h& uma tendéncia da pele do rato ser mais permeéavel para
todas as substancias testadas, no entanto, o fator de diferenca ndo parece ser determinado pelo
peso molecular ou solubilidade.

Uma questdo demonstra que as variagdes interindividuais na permeabilidade da pele de
ratos congelados sdo pequenas em relacdo a pele fresca, o que facilita 0 manuseio da pele e a
torna uma boa alternativa para os estudos de permeacéo cutanea in vitro, além disso, a taxa de
permeacdo desta pele pode ser correlacionada com a pele humana. Finalmente, a avaliacdo a
exposicdo de piretréides na pele, por exemplo, demonstrou ser potencialmente alta, assim o
exame da absorgdo dérmica desta classe de inseticidas é importante para que o risco de sua

exposi¢do possa ser devidamente avaliado (Takeuchi et al, 2011).



Pele de Porco

Os estudos de permeacédo da pele, sédo essenciais na selecdo de medicamentos para a
aplicagdo topica ou transdérmica, além de estarem se tornando forma de avaliacdo da exposicéo
ocupacional a agrotoxicos e a outras substancias quimicas. Desta maneira, a escolha do modelo
preditivo de permeacdo in vitro é de suma importancia, e entre os modelos animais utilizados
para a realizagéo dos estudos de permeacéo in vitro, a pele suina é uma das principais escolhas
(OECD, 2004). Embora a pele animal e a humana ndo sejam idénticas, a pele suina é
histologicamente semelhante a pele humana, como a compatibilidade entre a espessura,
composicdo lipidica e até caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas, sendo, portanto, um bom
modelo animal para substituicdo a pele humana, como € possivel observar na figura 04,
(Barbero, Frasch 2009). Considerando que, por razdes éticas, existem grandes dificuldades de
obtencdo da pele humana, a pele de porco continua sendo preferida, pois pode ser prontamente
obtido como residuos de animais abatidos para alimentagdo, ndo sendo necessario a submissao
a comité de ética em pesquisa, para seu uso. (Sullivan et al, 2001).

Os testes de absorgdo cutanea in vitro, h4 tempos estdo sendo aplicados como uma
alternativa aos testes in vivo, na tentativa de prever o grau de exposi¢cdo ocupacional a
agrotdxicos, como por exemplo no estudo proposto por Moody e Nadeau, 1994, onde foram
realizados testes de absor¢do cutanea in vitro com o pesticida Diazinon, dissolvido em acetona
e aplicado na pele dermatomizada (0,5 mm) (Moody, Nadeau, 1994). Um outro estudo proposto
por Clarke, 2018 avaliou a absorcéo cutanea in vitro em pele de porco de quatro agrotoxicos, o
trinexapac-ethyl, clodinafop-propargil, difenoconazol e propiconazol, os ensaios foram
realizados usando células de difusdo de Franz, o método utilizado foi baseado nos guias
existentes.

No entanto, vale salientar, que mesmo que seja uma pele bastante utilizada no Brasil
para a avaliacdo de produtos cosméticos e medicamentos, ainda assim, ndo séo consideradas
adequadas para uso na avaliacdo de agrotdxicos (OECD, 2019). Para tal, diretrizes com um
escopo mais amplo seriam Uteis para uma avaliagdo de risco mais especifica, para entdo estimar
a permeacéo da pele e avaliar os riscos a satde publica e ocupacional decorrentes da exposi¢ao
a qualquer produto quimico (Hopf, 2020).



Figura 4. Comparagéo de caracteristicas histologicas da pele humana e suina.
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Fonte: Adaptado de Sullivan et al, 2001

3.5.2 Mucosas de porco (jugal, sublingual, esofagica)

O uso de mucosa bucal na avaliagdo da permeagdo de farmacos é uma alternativa
vantajosa para a via oral, uma vez que a mucosa oral ¢ classificada em trés categorias: mucosa
mastigatéria, mucosa de revestimento e mucosa especializada. A primeira compreende a
gengiva e o palato, e é caracterizada por uma estratificagdo, escamosa, queratinizada e epitélio
pouco permeavel, entretanto a segunda inclui o revestimento das bochechas (mucosa bucal) e
labios, e consiste em um epitélio estratificado, escamoso e ndo queratinizado, apresentando-se
mais permedvel que a superficie queratinizada e mais bem-adaptada para entrega de drogas.
(Diaz Del Consuelo et al, 2005).

Além disso, a mucosa oral é altamente vascularizada, 0 que permite a entrega do
farmaco diretamente na circulagéo sanguinea sistémica através da veia jugular. Sendo assim, a
permeabilidade da mucosa oral oferece vantagens sobre a administracdo transdérmica de
farmacos (Mahboob et al, 2016).



A mucosa bucal de porco esta mais préxima do tecido humano em termos de estrutura
e capacidade de permeabilidade, e embora sua disponibilidade seja alta e o baixo custo de
obtencdo a tornem um bom modelo para estudos de entrega de farmacos, sua superficie é
pequena, a excisdo é demorada e trabalhosa, e muitas vezes este tecido é de ma qualidade devido
a danos causados pela mastigacdo. Sendo assim, a substitui¢do de mucosa bucal pela mucosa
esofégica suina tem sua validade, uma vez que oferece uma maior area, e normalmente intacta
(Squier, Kremer 2001).

E valido salientar que apesar de algumas diferencas histoldgicas entre as mucosas de
porco, bucal e esofagica, ainda assim sdo preferiveis e demonstraram ter caracteristicas
histoldgicas, estruturais e composi¢do, semelhantes aos tecidos humanos correspondentes,
cujos tecidos bucais, geralmente sdo de dificil obtengdo, além da necessaria aprovagdo por
comités de ética (Diaz Del Consuelo et al, 2005; Diaz Del Consuelo, 2005). Finalmente, 0s
modelos suinos sdo facilmente obtidos, uma vez que hd amplo abate dos animais para consumo
alimentar, possibilitando a redugéo do uso de animais em pesquisas. (Diaz Del Consuelo et al,
2005; Kulkarni, Astheimer, Buttemer 2010).

Desde o final da década de 90, varios modelos in vitro usando segmentos de mucosa
nasal excisados e monocamadas de células epiteliais foram estabelecidos, proporcionando uma
oportunidade de prever a absor¢do nasal in vivo, evitando assim, usar animais inteiros, o que
tornava os experimentos mais complexos (Schmidt, et al 1998; Werner, Kissel, 1996). Esses
sistemas in vitro sdo considerados convenientes ao investigar mecanismos de transporte,
metabolismo e questdes relacionadas a avaliagdo de medicamentos e/ou drogas isoladas (Lee et
al, 1997).

3.5.3 Estudos de absor¢éo cutanea in vitro utilizando células de difusdo

A absorgdo cutanea de uma substancia ocorre por difuséo passiva através da pele ou de
forma direta por glandulas sudoriparas e foliculos pilosos. Geralmente produtos quimicos que
penetram na epiderme s&o eliminados por descamagdo e ndo atingem a circulagdo sistémica.
No entanto, alguns produtos tém capacidade de atingir a derme subjacente a epiderme, e dessa
forma entram em contato com a circulagéo sistémica. Por este motivo, a determinacéo da
absorgao de uma substancia é essencial para avaliar a exposicdo sistémica (Selzer et al, 2015).
Normalmente, a absorgdo cutanea de uma substancia teste é obtida através de estudos in vitro
e/ ou in vivo a partir de pele de diferentes animais, incluindo porco, camundongo, rato, cobaia
e pele humana (Gray,1975; Abd et al, 2016).

A OECD 428 traz as diretrizes para avaliacdo da absorc¢do cutanea utilizando método
“in vitro”, que € realizado com pele excisada (humana ou de outros mamiferos) em células de

difusdo. As células de difusdo sdo consideradas “padrdo ouro” devido ao trabalho pioneiro do



Dr. Thomas J. Franz, que desenvolveu a “célula de Franz” na década de 70 (Franz, 1975). Ela
determina relagBes importantes entre pele e as formulacOes testes (Sesto Cabral, et al 2015).
Esta ferramenta consiste em uma célula que contém um compartimento doador para aplicagao
da formulagdo, uma membrana dentro da qual a molécula pode se difundir e um compartimento
receptor, onde a concentracdo da molécula pode ser investigada (Zsiko et al, 2019).

As células de difuséo podem ser categorizadas em duas classes principais, sendo células
estaticas e células de fluxo, e sdo, normalmente, de vidro. As de difusdo de Franz sdo
normalmente células verticais, e podem constituir sistemas manuais ou automatizados. O
compartimento doador pode ser aberto, estando em contato com o meio ambiente, ou fechados
(procedimentos com ocluséo). Os sistemas automatizados, conforme representado na figura 5,
facilitam o trabalho dos pesquisadores e reduzem o erro da amostragem humana (Zsiko et al,
2019).

Fonte: Acervo pessoal

Ja células de difusdo horizontal, do tipo Side-Bi-Side™ PermeGear Inc., representadas
pelas figuras 6 e 7 podem ser usadas para pesquisas que usem barreiras e meios imidos, como
absorcdo nasal, bucal, jugal entre outros. Os dois compartimentos estdo localizados
horizontalmente, separados por uma membrana. A agitacdo magnética é possivel em ambos os
lados, para garantir a distribui¢do uniforme do produto medicamentoso e do farmaco, sendo a
coleta e reposicéo de meio feitas de forma manual (Trbojevich et al, 2016).



Figura 6. Conjunto de Células de difuséo de horizontal Side-Bi-Side™ (PermeGear)

Fonte: Acervo pessoal

Figura 7. Células de difusédo de horizontal Side-Bi-Side™ (PermeGear®)

Fonte: Acervo pessoal

3.6 Avaliacdo da exposi¢do de agrotéxicos em humanos

Os potenciais riscos que envolvem a utilizacdo de agrotéxicos ndo estdo relacionados
simplesmente entre 0 usuario e o produto exposto. Outros fatores como as caracteristicas
quimicas e toxicoldgicas dos produtos, a concentracdo ambiental, a dose de exposicdo do
agrotoxico, as vias de absorgdo, o grau de exposigdo, tempo e a frequéncia da exposi¢ao,
susceptibilidade individual e se a exposicdo se da a um Unico produto ou a varios, também
devem ser considerados (Garcia, 2005).



Sendo assim, os efeitos para a salide humana decorrentes da exposi¢do aos agrotoxicos
ndo séo resultados de um simples contato entre o produto e o individuo exposto, mas de diversos
fatores e varidveis, como as caracteristicas fisico-quimicas dos produtos (Grisolia, 2005).

A exposi¢do humana a agrotoxicos pode ocorrer através da exposi¢do ocupacional no
caso de trabalhadores agricolas em campos abertos e estufas, como de trabalhadores da indUstria
de agrotoxicos e agentes de endemias (Damalas et al, 2011). E evidente que os trabalhadores
responsaveis por misturar, carregar, transportar e aplicar os agrotéxicos, sdo normalmente
considerados 0 grupo que receberd maior exposi¢do devido a natureza de seu trabalho e,
portanto, estdo em maior risco de possiveis intoxicacOes agudas (Fenske et al, 2005).

No entanto, além do risco ocupacional, a exposicéo a agrotoxicos também pode ocorrer
de forma acidental, como derramamentos acidentais de produtos quimicos, vazamentos ou
equipamentos de pulverizacdo defeituosos, quando ha ndo concordancia as instru¢des de uso
dos agrotoxicos e, principalmente, quando ignoram as orientacdes bésicas de seguranca sobre
0 uso de equipamentos de prote¢do individual e praticas sanitarias fundamentais, como lavar as
maos apds 0 manuseio dos agrotdxicos ou antes da alimentacdo (Harris & Gaston, 2004).

A absorcdo dérmica pode ocorrer durante a borrifagdo, derramamento ou deriva de
pulverizacdo, ao misturar, empilhamento, arrumagdo e limpeza adicional de agrotoxicos
(Salvatore_et al, 2008). As formas na fabricagdo de agrotdxicos e suas propriedades fisico-
quimicas podem influenciar na sua capacidade de ser absorvido através da pele (Beard, et al
2014), e que pode impactar na soma e extensdo da exposicdo dérmica (Macfarlane et al, 2013).

A exposicdo oral, acontece quando ocorre 0 consumo do produto quimico através do
trato digestivo, podendo acontecer por meio do uso ocupacional, intencional ou durante a
pulverizagdo, quando uma pequena quantidade de vapor entra no nariz e na boca e é engolida
durante a pulverizacéo (Thundiyil et al, 2008).

H4 vérios casos em que individuos foram afetados, apds beber agrotdxicos que tinham
sido armazenados em outros recipientes ou apds beberem a agua potavel armazenadas em
garrafas contaminadas com diluig@es de agrotéxicos (Kumar,2019).

Devido a presenca de constituintes volateis, os agrotdxicos tém potencial para doengas
respiratorias (Amaral, 2014), uma vez que se inalados em quantidades adequadas e constantes,
eles podem causar danos aos tecidos da garganta, nariz e pulmdes (Damalas, Eleftherohorinos,
2011).

A exposicdo dos olhos também precisa ser levada em consideracdo, ja que o0s
agrotoxicos tém um grande potencial de danos quimicos a este tecido. A seguranca dos olhos é
necessaria em todas as etapas, desde a mistura e diluicBes de agrotdxicos concentrados ou muito
toxicos, até a sua aplicagdo na lavoura. Sendo assim, sdo de extrema necessidade o uso de
protetores faciais ou 6culos de protegdo que devem ser usados em qualquer pulverizagdo de

agrotdxico, seja para evitar o contato visual com a poeira e outras particulas, como proteger



contra as goticulas langadas durante a aspersdo (Kumar 2019).

A Organizagdo Mundial de Sadde (1982), disponibilizou um guia para examinar e
determinar a exposicdo dos trabalhadores envolvidos na aplicagdo de agrotoxicos e assim,
verificar se a exposicdo real constitui um nivel seguro, para determinar quais medidas de
protecdo precisam ser implementadas para garantir o uso seguro. Algumas questées como o
tempo de exposicéo, a quantidade de agrotoxico aplicada por cada homem, os detalhes sobre a
protecdo utilizada, a quantidade de agrotoxico que entra em contato com o exterior da roupa,
sob a roupa e pele exposta, 0s testes quantitativos de absorcao e excre¢do do composto original
ou metabolito e outros detalhes de quaisquer efeitos da exposicdo, sdo também descritos e
precisam ser investigados (Abreu,2016).

Avaliagdo da exposicdo dérmica, descrita no guia da OMS (1982), pode ser realizada
por dois diferentes métodos. No primeiro, cada trabalhador deve ser avaliado quanto a
exposicdo dérmica. Ele deve usar um novo macacdo e manoplas descartaveis por um periodo
minimo de uma hora ou mais, durante qualquer dia de pulverizacéo. No segundo, a verificacdo
da exposigdo é realizada através de patches, que sdo preparados com malhas de algoddo e
revestidos com papel aluminio. Em 1997, foi publicado pela Organizagéo para Cooperagao e
Desenvolvimento Econdmico, documento de orientagdo para a realizagdo de estudos de
exposicdo ocupacional a agrotoxicos durante a aplicacéo agricola (OECD, 1997). O documento
trabalha abordagens para a condugdo desses estudos, trazendo atualizagdes sobre o doseamento
quanto a exposicdo dérmica, inalatéria e outros métodos para medir a dose absorvida e assim
garantir o monitoramento bioldgico.

De acordo com as notas de orientacdo sobre a absor¢do dérmica (OECD 156), a
exposicdo a produtos quimicos pode ocorrer pelas vias oral, inalatéria e dérmica. J& em
ambientes ocupacionais as principais vias de exposi¢ao sao as vias inalatorias e dérmicas. Como
¢ afirmado que a exposigdo ocupacional a produtos quimicos por inalagdo diminuiu, a via
dérmica é considerada primeira via de exposigdo por exposi¢do ocupacional a agrotoxicos e
produtos quimicos industriais e por exposicdo a cosméticos. Sendo assim, os estudos de
permeacdo cutdnea fornecem informacdes relevantes para desenvolvimento de formulacGes e
investigagBes sobre seguran¢a no manejo de agrotoxicos e repelentes de insetos (So et al, 2014).

No contexto regulatério brasileiro, a publicacdo da RDC n°294 de 29 de julho de 2019
tornou obrigatorio a realizacdo de estudos de absorgdo cutanea in vitro. Também esta em vigor
a consulta publica CP 298/2020 e a minuta do guia 2020 da Anvisa, que também trazem
orientacBes e obrigatoriedades sobre avaliacdo da exposi¢do de operadores, trabalhadores,
residentes e transeuntes.

O guia European Food Safety Authority (EFSA) 2017, traz diretrizes que podem ser
aplicadas para as formulages com agrotéxicos e todos os tipos de produtos quimicos, tratando

sobre a escolha dos valores de absor¢do dérmica para exposi¢do do trabalhador/residente , no



qual é proposto o valor de absor¢do dérmica adequado para exposi¢des a residuo, que deve ser
0 maior dos valores para o concentrado e a diluicdo em uso, além disso, se uma estimativa
aceitavel da exposicdo do trabalhador/residente ndo puder ser obtida usando esta abordagem,
avaliacGes especificas podem ser realizadas caso a caso. Estes podem levar em conta fatores
como o nivel de residuo foliar desalojado (massa/unidade de &rea) e coeficiente de transferéncia
versus carga usada nos estudos de absorcéo dérmica com produto concentrado e diluido para
ajudar a determinar a valor de absorcéo dérmica mais apropriado para uso.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 INSUMOS

O agrotdéxico utilizado foi o dimetoato, Dimexion® (concentrado emulsionavel
composto de dimetoato: 400 g/L; ciclohexanona: 308,0 g/L; xileno: 290,0 g/L; outros: 83 g/L),
produto comercial obtido da FMC Quimica do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil. A dilui¢do de
Dimexion® (600 pg/mL) foi preparada conforme descrito na bula do produto. O dimetoato
padrdo foi adquirido da Absolute®, Inc. New Haven, EUA, lote: 217011077. Os outros
produtos quimicos utilizados foram metanol (Edo. De Mex, México), 4gua deionizada obtida
em um sistema de ultrapurificagdo (Purelab, Elga, EUA) e é&cido férmico 85% (Labsynth
Produtos para laboratério Ltda, Sdo Paulo, Brasil).

42 QUANTIFICAGAO DAS AMOSTRAS

Toda a metodologia de quantificacdo e extracdo foi previamente desenvolvida por
Cardoso, 2020.

4.2.1 Solucéo padréo
A solugdo estoque do dimetoato estava na concentragdo de 5.000 ng/ mL, obtida através

da diluicdo do padrdo (1 mg/ mL). A partir da solucgdo estoque, foi preparada uma curva de
calibragdo com concentracdes de 10, 40, 80, 100, 500, 700 e 1000 ng/mL.

4.2.2 Método analitico
O método bioanalitico utilizado para a quantificagdo por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (Shimadzu Corp. Kyoto, Japdo) acoplada a espectrometria de massas triplo
quadrupolo AB Sciex-3200 (MDS-SCIEX, Toronto, Canada) foi desenvolvido por Cardoso,
2020 e validado conforme a RDC n° 27/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2003).



4.2.3 Condigdes cromatograficas

Em relagdo as condi¢Bes cromatogréaficas, a fase movel foi estabelecida a partir de
variacbes das concentragdes de cada componente para que estes proporcionassem melhor
separagao cromatogréafica do dimetoato bem como simetria de pico no menor tempo de andlise.
O solvente orgénico utilizado foi metanol acidificado com &cido férmico, para aumentar a
ionizacdo, sendo fixado na concentragao de 0,1%, além de dgua também acidificada com &acido
férmico a 0,1%. O fluxo estabelecido da fase mével foi de 0,6 mL/min, a coluna cromatografica
escolhida com as seguintes especificagdes: C18 de 3,5um SunFire® e o volume de injecéo foi

fixado no intervalo de 2 pL.

4.2.4 Preparo da solugéo de trabalho de dimetoato

Para o preparo da solugdo de dimetoato, foi utilizado 150pL do produto comercial
(Dimexion®) em um baldo volumétrico que teve seu menisco aferido para 100 mL, e entdo
sonicado por 15 minutos. A solucdo emulsionada obtida possuia concentragdo de 600ug/mL.

Esta concentracéo foi baseada na diluicdo indicada na bula para citrus

43 ESTUDOS DE PERMEAGCAO CUTANEA UTILIZANDO VISION®
MICROETTE™

Para os estudos de permeacéo cutanea, foram utilizadas peles de orelha de porco, dorso
de rato e pele humana de abdominoplastia. Os experimentos de absor¢édo cuténea in vitro foram
realizados utilizando um sistema automatico de células de difusdo (Vision ® Microette™) com
volume de meio receptor de 6,0 mL e area de 1,77 cm2. O liquido receptor utilizado foi dgua
destilada a pH 6,0, na temperatura de 32+1°C. Os intervalos de tempo estabelecidos para as
coletas foram de 2; 4; 6; 8; 12; e 24 horas, onde para cada intervalo foi coletado 1 mL do fluido
receptor seguido de reposigio do mesmo volume de solugfo limpa. E importante salientar que,
apos 6 horas do experimento, as superficies das peles de cada célula foram limpas com swab de
alcool isopropilico 70% (Biosoma®) sem interrupgdo do teste (EFSA, 2017). Finalizadas as
24h, as peles foram removidas e limpas com swab de alcool isopropilico 70% (Biosoma®)
novamente, para calculo do balango de massas. Para remocédo do estrato cérneo (EC), foi
realizado o procedimento de tape-stripping, com fita adesiva (Scotch Book Tape, 3M Co., St.
Paul, MN, USA). A quantificacdo do dimetoato no EC e no restante da pele seguiu o

procedimento realizado por De Aradjo Cardoso et al, 2020.



A pele da orelha do porco foi obtida de um matadouro local (Paulista, Pernambuco,
Brasil), foi lavada com &gua e qualquer pélo visivel foi aparado com o auxilio de tesouras, na
sequéncia, a pele foi separada da cartilagem e cortada em pedacdes menores, de modo a caber
na superficie da célula de Franz.

Os ratos, do tipo Wister, foram doados pelo Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Pernambuco, Brasil). Para a retirada da pele
(CEUA 007/2021), os ratos foram eutanasiados, e em seguida realizado o procedimento de
tricotomia dos pelos, com maquina cortadora de pelos, modelo CAB173 cadence ®, Brasil. Na
sequéncia, a pele foi excisada com auxilio de tesouras e bisturis e também foi cortada, de modo
a caber na superficie da célula de Franz.

As peles humanas foram obtidas ap6s procedimento de abdominoplastia, realizado na
area de cirurgia plastica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Apos procedimento, a pele foi imediatamente colocada em uma caixa térmica
embebida em soro fisiolégico em temperatura controlada (20°C + 1). Apds o transporte (~1
minuto), foi realizado um procedimento de limpeza com &gua destilada, seguido de cortes
longitudinais da pele com cerca de 10 cm de comprimento. Apds avaliacédo visual da pele, foram
excluidas areas que continham hematomas, coloracédo heterogénea (exceto as areas com estrias),
manchas, cicatrizes, feridas ou quaisquer outras alteragdes visiveis. Em seguida, essas peles
foram dermatomizadas (~400um, Zimmer®, EUA) seguidas da avaliagdo da perda de agua
transepidérmica através do Acqua Flux®. As peles dermatomizadas foram cortadas em
pequenos fragmentos, préprios para uso em células de Franz, codificadas, colocadas em sacos

de selagem e armazenadas em freezer -70°C para uso posterior.

4.4 ESTUI?OS DE PERMEA(;:&O IN VITRO UTILIZANDO MUCOSAS DE PORCO
EM CELULAS DE DIFUSAO HORIZONTAL SIDE BY SIDE (PERMEGEAR ®)
As células contém 3,4 mL nos compartimentos doador e receptor, que foram mantidos
sob agitacdo magnética constante a 37 + 1 °C. A area de permeacdo foi de 0,65 cm2. Em cada
um dos compartimentos doadores foram aplicados 36 UL do Dimexion® diluidos para uma
concentragdo de 600 pg/mL e o tempo total do ensaio foi de 4 horas, sendo realizadas um total
de 7 coletas (15 e 30 min; 1, 1:30, 2, 3 e 4 h). Ao final do estudo, as mucosas foram removidas,
limpas com swab de alcool isopropilico 70% (Biosoma®), cortadas em pequenos pedagos e
submetidas aos procedimentos de extragao.
As mucosas de porco oral (bochecha e sublingual) e esofégica foram adquiridas em
matadouro local (Paulista, Pernambuco, Brasil). Inicialmente, todas as partes foram lavadas em



agua corrente. As linguas e esdfagos foram obtidas de formas separadas, enquanto as bochechas
foram obtidas apds a sec¢do longitudinal da cabeca do porco. Para a obtencdo da mucosa
sublingual, apds a limpeza, as linguas foram dermatomizadas, com auxilio de um dermatémetro
elétrico (Zimmer ®). Apo6s a dermatomizacgdo, a espessura média das membranas sublinguais
foi de 0,69 mm. J&, a mucosa esofagica, esta foi separada do tecido muscular, e entdo as sec¢des
sdo feitas dos tamanhos compativeis com as células, com espessura média de 0,35 mm.

A mucosa jugal foi retirada com auxilio de pinga, tesoura e bisturi. Com a cabeca
seccionada de forma longitudinal, as bochechas foram retiradas. Apds a retirada, o tecido
muscular foi separado da mucosa e na sequéncia, as mucosas foram novamente lavadas com
solugdo fisiolégica NaCl 0,9%. Posteriormente, as espessuras foram medidas, tendo uma média
de 0,96mm.

45 ESTUDOS IN VIVO

Os experimentos in vivos de exposicao foram aprovados pelo Comité de Etica do Centro
de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco - Brasil, sob CAAE nUmero
44601721.5.0000.5208. O estudo avaliou sete trabalhadores rurais (aplicadores de agrotéxicos)
com idade entre 18 e 40 anos, com peso e altura médios de 70 + 2kg e 1,68 + 0,03m
respectivamente, um morador de uma das fazendas que estava limpando a lavoura no mesmo
horério de aplicacdo, e um pesquisador que acompanhou todas as aplicacdes nas sete fazendas
avaliadas, sendo duas em Petrolina, PE e cinco em Belém do S&o Francisco, PE (Sertdo de
Itaparica).

A Tabela 1 descreve a vestimenta de cada participante do estudo, onde o agrotdxico do
estudo, o dimetoato (600 pg/mL) (Dimexion®) foi preparado por cada um dos sete
trabalhadores, de acordo com as recomendacdes do fabricante para o uso do produto,
adicionando 30 mL do produto a 20 litros de &gua (600 pig de dimetoato /mL). O dispositivo de
aplicacdo utilizado foi a bomba costal de pulverizagdo, popularmente conhecida como
“mochila”, onde cada trabalhador tinha sua propria bomba. Cada trabalhador estava vestindo
suas roupas de trabalho habituai, sem que houvesse a interferéncia da pesquisadora.

A aplicacdo do dimetoato ocorreu durante o horario de pulverizagdo convencional (entre
5 e 9 horas da manha). O periodo total foi de 4 horas continuas, equivalente a meia jornada de
trabalho. Todas as aplicagdes foram feitas no prazo de um més, em dias diferentes nas 7
localidades. Assim, as mesmas areas (~1,5ha) receberam a aplicagéo do produto.

O estudo foi realizado conforme proposta de Araudjo Cardoso et al (2020), utilizando



duas abordagens diferentes para cada trabalhador: 1) um patche de algodao (1mm de espessura)
(Cremer®, Brasil), imitando uma vestimenta, foi fixado em papel aluminio e, em seguida,
fixado na roupa do trabalhador em diferentes regides (centro das costas, centro do peito, coxa
direita, coxa esquerda, brago direito, brago esquerdo, pé direito, pé esquerdo) com uma &rea
exposta especifica (100 cm?) para investigar a exposicio dérmica de dimetoato; 2) para a
segunda abordagem, a quantificacdo do estrato corneo foi realizada pela técnica de tape-
stripping (cinco fitas retiradas de cada area demarcada (2 cm?) em regides especificas (regiéo
posterior do pescogo e antebragos) para prever o fator de penetragdo EC do dimetoato

Trinta minutos antes do inicio da aplicagdo dos agrotoxicos, foram coletadas amostras
de saliva, em um tubo Falcon ® com capacidade de 15 mL, além de cinco fitas adesivas, que
foram utilizadas para retirar uma amostra de EC da pele (regido lateral do térax). Ambos foram
controles negativos, para cada um dos participantes, a fim de garantir que nenhum produto tenha
entrado em contato com eles antes do momento da aplicacdo, além da saliva, também foram
feitas coletas do muco nasal e lagrima, com auxilio de swab seco e estéril (Olen®). Ao final da
aplicagdo dos agrotoxicos todas as amostras de algodédo foram retiradas, transferidas para tubos
Falcon e armazenadas a -20°C, até os procedimentos de extragdo. O EC foi coletado nos locais
demarcados, ap0s pré-limpeza de cada area com dois swabs de alcool isopropilico 70%
(Biosoma®). Em seguida, a saliva foi coletada (cuspir em um tubo de ensaio). Com excecéo da
saliva, todas as amostras (fitas e algoddo) seguiram o procedimento de extracdo ja descrito. A
quantificacdo foi realizada pelo método LC-MS/MS validado (de Araddo Cardoso et al, 2020).

O potencial de exposi¢do dérmica do dimetoato foi calculado de acordo com a diretriz
da OCDE de 1997 para o método do adesivo (OECD, 1997). Em resumo, o valor de dimetoato
ng/cm? foi multiplicado pelas areas corporeas regionais correspondentes (descritas na Tabela
do mesmo guia) para encontrar ng/regido corpérea. A exposicdo dérmica potencial total foi
calculada somando os dados com base nas concentragdes encontradas nas sec¢des de algoddo.
Ao final, de acordo com a OMS, 1982, a porcentagem da dose toxica foi calculada pela Equagao
1. (WHO, 1982).

Equacéo 1:

Exposicdo dermal (%) + Exposicdo respiratoria (%) x 10

Exposic¢do dérmica = x100

DL50 Dermal (%) x70
g



O fator de penetracdo (FP) do dimetoato foi previsto seguindo o método de corpo inteiro
de acordo com a diretriz da OCDE de 1997 (modificada por De Araujo Cardoso et al., 2020).

A equacéo 2 foi utilizada para determinar o valor de FP a partir da extracéo do dimetoato
em manchas colocadas na nuca e antebracos (residuo na parte externa) e a extracéo do dimetoato
na fita utilizada para coletar EC (residuo na parte interna).

Equacéo 2:

. Dimetoato na fina
Fator de Penetragdo (FP) = — - —x100
Dimetoato no patche + Dimetoato na fita

Figura 9. Locais em que as amostras foram coletadas com secgdes de algoddo e com as fitas adesivas para
avaliar a distribui¢do do pesticida dimetoato.

Secgdes de algodio Tape stripping

Controle
@\ negativo
Uma secgZo de algod&o foi fixada nos locais mencionados, Foram removidas cinco fitas em cada local demarcado para
para quantificar a concentracéo de dimetoato que chega verificar a concentragéo de dimetoato na fita adesiva
as roupas de cada um dos trés trabalhadores avaliados. para cada um dos trés trabalhadores avaliados.

Fonte: Cardoso, 2020.



46 PROCEDIMENTO DE EXTRACO DAS AMOSTRAS DOS ESTUDOS IN
VITRO, EX VIVO E IN VIVO

Para a extragdo das amostras de fitas adesivas, algoddo, cotonetes, swabs, foram
colocados tubos do tipo eppendorf ® de 1 mL, com uma solugdo agua: metanol (80:20). As
amostras foram agitadas (300 rpm) em uma mesa de agitagdo por 15 minutos e sonicadas por
mais 15 minutos. Em seguida, foram filtradas com filtros seringa de 0,45um (Millipore®) e
analisadas. A extracdo das amostras de peles humana, porco e rato, e mucosas de porco, foram
previamente limpas, cortadas em pedacfes menores e em seguida, colocadas em tubos do tipo
eppendorf ® de 1 mL, com uma solucéo agua: metanol (80:20). As amostras foram agitadas
(300 rpm) em uma mesa de agitagdo por 15 minutos e sonicadas por mais 15 minutos. Para a
extragdo da saliva, 1 mL de amostra + 9 mL de solugdo (agua: metanol, 80:20) foram agitados
e centrifugados a 3000 RPM por 10 minutos. Na sequencia, todos os sobrenadantes foram
filtrados com filtros seringa de 0,45um (Millipore®) e analisado pelo método LC-MS/MS
validado (DE ARAUJO CARDOSO et al., 2020).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Método analitico
5.1.1 Condigdes cromatogréficas

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 mdvel foi uma mistura 90:10
de &gua + &cido formico a 0,1% e metanol + &cido férmico a 0,1%; o fluxo foi de 0,6 mL/min,
o volume de injegdo 2 pL e curva de calibragdao 10, 40, 80, 100, 500, 700 ¢ 1000 ng/mL. O
tempo de retencdo para o dimetoato foi de 2,5 minutos e a corrida analitica foi de 4,5 minutos,

conforme ilustrado na figura 10, abaixo.

Figura 10. Cromatograma da molécula do Dimetoato
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5.2 Estudo de permeacéo in vitro (IVPT)
5.2.1 Estudo de permeacéo in vitro com pele de rato, porco e humana

Sabe-se que a permeacdo esta relacionada com o contetido aplicado na superficie da pele
que passa através da epiderme e atinge o fluido do compartimento doador (Friend, 1992). Na
avaliacdo de IVPT, o perfil de permeacéo foi semelhante, independentemente do tipo de pele
utilizada. No entanto, € valido salientar que devido as diferengas anatdbmicas e fisico-quimicas
concernentes as composicoes das peles de rato, porco e humano, podemos notar uma diferenca
significativa na quantidade de dimetoato permeado, evidenciado nos valores de fluxo, como
observado na figura 13.

De acordo com a lei de Fick, a espessura da pele é inversamente proporcional ao fluxo
da substancia através da pele. Neste estudo, apenas a pele humana obtida apés o procedimento
de abdominoplastia foi dermatomizada, pois, devido ao tamanho da pele da orelha do porco e
da pele do dorso do rato, ndo foi possivel realizar o procedimento de dermatomizacdo. Ainda
assim, foi verificado que a pele de rato foi mais permedvel a sushstancia quimica que a pele
humana. Outros estudos também confirmam esta informag&o (Abd, E., Yousef, S. A., Pastore,
M. N et al 2016; Todo, 2017; Omelchuk & Yastrub, 2020).

Ja em um estudo proposto por de Heylings e colaboradores (2018) sobre estudos in vitro
de absorcédo dérmica de testosterona usando pele humana e suina, constatou-se que houve
penetracdo mais eficaz na pele suina em comparacdo com a pele humana. Somado a isto, a
penetracdo percutanea in vitro de compostos organofosforados usando espessura total,
espessura parcial e pele de porco e humana, foi observado que, independentemente da espessura
da membrana da pele e do organofosforado testado, a pele da orelha de porco era 1,5 a 2 vezes
mais permedvel do que a pele abdominal humana (Vallet, Cruz, Josse, et al, 2007).

As Figuras 11 e 12 mostram a distribui¢cdo do dimetoato em cada parte do sistema de
difusdo e o perfil cumulativo do dimetoato permeado (ng/cm?) no experimento de 24 horas,
respectivamente. E importante notar que o fluxo de permeacéo do dimetoato (ng/cm?h) foi
muito maior até 6 h (tempo de contato da formulagéo com a pele), comparado ao restante do
tempo do experimento (entre 6-24 h). No célculo do balango de massa, a recuperagdo do

dimetoato foi entre 95-105%, demonstrando reprodutibilidade na execucdo da metodologia.



Figura 11. Distribuicdo do dimetoato em cada parte do sistema de difusdo como resultado de 6h de exposicéo de
Dimexion®, 24h de tempo total do experimento, em pele de rato, porco e humana (n= 6).
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Figura 12. Perfil cumulativo de dimetoato permeado (ng/cm?) no experimento de 24h com aplicagdo de
Dimexion®, diretamente em pele de rato, porco e humana (n= 6).
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Embora os modelos de pele de orelha de porco sejam relevantes devido as semelhangas
biolégicas com a pele humana (Boudry, 2008; ABD et al, 2016; Moniz & Costa Lima, Reis,
2020), e de manuseio relativamente simples, pois ndo requer aprovacdo do comité de ética, em
algumas situacdes, como na avaliacéo da absorcédo cutanea de agrotoxicos, a comparagdo pode
ndo parecer razoavel. Para analisar a absorcéo cuténea in vitro de agrotoxicos, a legislagdo
brasileira vigente (Brasil, 2019b) segue o procedimento descrito na OCDE 428 (2004). No
entanto, na CP 987/20, minuta sobre avaliacdo de risco ocupacional, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria (Brasil, 2020) estabelece que estudos de absorgo dérmica devem ser

realizados in vitro com pele humana ou por procedimento triple pack com pele de rato, segundo



protocolo da EFSA (2017).

De acordo com a EFSA (2017), no estudo IVPT, "se o periodo de amostragem for 24h
pode-se concluir com confianga que mais de 75% da permeag&o ocorreu dentro da metade da
duracéo do periodo total de amostragem, o calculo da absorgdo é relatado como: Absorcao =
solucdo receptora + lavagens da cAmara receptora + pele (excluindo todas as fitas)". Portanto,
seguindo esta afirmacéo, conforme descrito acima, o percentual de absorcéo calculado pela pele
humana foi de 14,75% e o valor padrdo a ser utilizado na auséncia de dados experimentais para
este tipo de produto é de 70% (EFSA, 2017). Esses dados demonstram a importancia da boa
conducéo do IVPT e da utilizagéo da pele humana.

De acordo com Tefera (2022), diferengas nas quantidades de permeagdo de agrotoxicos
foram observadas entre diferentes formulagdes em altas concentracfes, sugerindo que 0s co-
ingredientes podem desempenhar um papel critico na permeagdo. Em relagdo aos
medicamentos tdpicos, isso jA estd bem estabelecido e discutido. Por esse motivo, a
bioequivaléncia é uma ferramenta importante na avaliacdo de produtos farmacéuticos
comercializados (Leal et al, 2017; De Araujo et al., 2018).

Neste IVPT, embora ndo tenha sido objetivo avaliar co-ingredientes, chamamos a
atencéo para o fato de que devido aos diferentes co-ingredientes utilizados para um produto
contendo o mesmo agrotoxico produzido por diferentes indUstrias, a utilizacdo de valores
padrdo em estudos de I\VVPT podem ser adequados para um produto e inadequados para outro.
Portanto, em geral, essa questdo é complexa de ser avaliada. Nao podemos comparar os efeitos
na plantagdo (MESNAGE, 2018), a permeacéo da pele (Reifenrath, 2007; Surgan, Condon &
Cox 2010) nem a toxicidade (Kitulagodage, Astheimer & Buttemer 2008; Eddleston, 2012) do
mesmo produto agrotoxico contendo diferentes co-ingredientes. Este IVPT foi realizado com
Dimexion® da FMO, e o IVVPT realizado por De Araljo Cardoso et al (2020) utilizou Dimetoato
500EC produzido pela Nortox. Por esse motivo, os resultados ndo podem ser correlacionados,

mas podem ser considerados complementares.



5.2.2 Estudos de permeacdo in vitro com mucosas

O estudo IVPT usando diferentes mucosas foi realizado em células side by side. A figura
13 mostra a quantidade cumulativa de dimetoato permeada através de cada mucosa bucal,

esofagica e sublingual e a quantidade de pesticida retida em cada uma delas.

Figura 13. Perfil cumulativo de dimetoato permeado (ng/cm?) no experimento de 4h com aplicagdo de
Dimexion® (50 mL/cm?, diluicdo como em uso real, 32 + 1°C), diretamente em diferentes mucosas de porco
(n=6).
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Neste estudo, a permeagdo cumulativa de dimetoato foi 2,5 vezes maior através da
mucosa esofagica em comparagdo com a mucosa bucal. No entanto, a espessura da mucosa
bucal foi cerca de 3 vezes maior que a esofagica (356,0 + 48,79 e 962,0 + 80,44mm),
justificando, em parte, esse resultado. A mucosa sublingual foi utilizada neste estudo apenas
para comparagdo, considerando que quando uma substéancia esta presente na boca e solubilizada
na saliva, ela pode estar disponivel para ser deglutida e/ou permear por todos os tecidos da
cavidade bucal.

Quando se trata do uso de membranas como mucosas, a mucosa bucal suina é de longe
0 melhor modelo de permeacéo in vitro em substitui¢do a mucosa bucal humana (Wang, 2021).
O modelo de tecido bucal apresenta grandes desvantagens, entre outras, a area superficial
limitada, o processo de excisdo demorado e o sério problema dos danos causados pela



mastigacdo. No entanto, o es6fago é cortado longitudinalmente e sua mucosa é facilmente
separada da camada muscular cortando as fibras conectivas soltas com um bisturi. Portanto, a
mucosa esofagica suina tem sido utilizada para minimizar esses problemas da mucosa bucal,
mantendo praticamente o perfil de permeagdo bucal e com menor variabilidade (Del Consuelo
et al., 2005; Giordani et al, 2020). Nossos estudos demonstram que a mucosa esofagica suina é
um bom modelo a ser usado em estudos futuros para avaliar a absor¢éo oral in vitro de
agrotoxicos.

5.3 Estudo in vivo

A Tabela 2 descreve as roupas utilizadas por cada participante do estudo in vivo. Entre
as roupas mais utilizadas (57%) pelos trabalhadores para a aplicacdo do agroquimico estéo
camisas de protecdo, contra raios solares ultravioletas, de manga comprida e calga comprida de
tecido jeans. O aplicador geralmente é o responsavel pela aquisicdo e uso do vestuario de
protecdo individual, cabendo a ele julgar se ele é adequado para 0 manuseio e aplicacdo do

agrotdxico.

Tabela 1. Vestuario dos participantes da pesquisa

Vestuario do trabalhador e observacdes do

Participantes pesquisador

Residente Blusa de algodéo, calca jeans e ténis
Vestuario normal de trabalho (casacos de manga
Pesquisadora comprida e calcas de algoddo e ténis).

Camisa de manga comprida com protecéo solar,
chapéu mexicano, jeans rasgados e galochas.
Camisa manga longa com protec&o solar, ténis e

Trabalhador 1

Trabalhador 2 calca jeans.

Camisa de manga comprida com prote¢do solar,
Trabalhador 3 bermuda, chinelos. Obs: conversou durante toda a

aplicacéo do agrotoxico sem méscara.

Galochas, macacdo de manga comprida, gorro e
Trabalhador 4 9 P 9

avental impermeével.

Galochas, macacdo de manga comprida, gorro e
avental impermeével.

Trabalhador 5

Trabalhador 6 Shorts, chinelos e regata.
Shorts, chinelos e regata. Obs: o trabalhador parou de
Trabalhador 7 fumar e retornou as  atividades  apds

aproximadamente 5 minutos.

A Tabela 3 mostra as quantidades de dimetoato extraidas dos patches de algoddo (ng/cm?).

Vale ressaltar que os trabalhadores 1 e 2 foram submetidos a uma temperatura de 34°C e velocidade

do vento de 14,6 km/h, enquanto os trabalhadores 3 a 7 trabalharam em ambiente com temperatura

em torno de 39°C e velocidade do vento de 14,9 km/h. Neste Gltimo ambiente, também foi avaliada

a exposic¢ao ao dimetoato de um morador da fazenda, que estava limpando uma plantagéo adjacente,

a cerca de 0,5 km do local onde estava sendo realizada a aplicagao do dimetoato.



Tabela 3. Quantidade de dimetoato (ng/cm?) analisada na mancha de algodio avaliada em diferentes regides do corpo
em sete trabalhadores, um residente e um pesquisador, ap6s 4 horas de rotina de trabalho.

Regido do Dimetoato na sec¢éo de algodao (ng/cm?)
corpo

Pesquisadora | Residente | T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Centro do 203 6 85 6 3t 210 53 | 2480 | 4208
peito
Antebrago 334 15 119 | 17,740 | 15 820 48 | 8737 | 15735
direito
Antebrago 1,057 0 105 | 038 | 1116 | 317 268 | 2,069 | 11,351
direito
Coxadireita | 1,547 20 772 | 20280 | 42 | 4683 | 2,407 | 145 | 36,161
Coxa

326 30 246 | 27,905 | 424 | 2425 | 6114 | 156716 | 43,147
esquerda
P& direito 186 22 | 415| 26 | 3,136 | 63463 | 22,509 | 318155 | 114,500

8
P& esquerdo 46 2 418 | 23 | 11,382 | 13291 | 19,206 | 241334 | 5,401
3

Parte
posterior do 49 2 20 | 29 310 | 25654 | 2,264 | 49,822 | 3,045
pescoco

Uma quantidade do agrotdxico derramou acidentalmente sobre o trabalhador 6 (tronco
e pernas), mesmo assim o agricultor continuou seu trabalho, apesar da pesquisadora informa-lo
dos riscos decorrentes e pedir-lhe para interromper o trabalho. Isso justifica os maiores valores
de exposicéo e FP.

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam as quantidades de dimetoato extraidas das fitas EC
(ng/cm?), o valor de exposigéo calculado, a porcentagem de dose toxica por hora e o fator de

penetracdo EC calculado (FP), respectivamente, para os 9 participantes do estudo.



Tabela 4. Quantidade de dimetoato (ng/cm?) no estrato corneo (EC) avaliada em diferentes regides do corpo em
todos os participantes apds 4 horas de trabalho.

Regido do corpo

Dimetoado no EC (ng/cm?)

Pesquisador | Residente | T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Antebraco direito *<LIQ 002 |2683] 885 | 9,02 | 23,02 | 853121753 585

Antebrago esquerdo *<LIQ *<LIQ | 13,59 | 15,01 | 9,25 | 10,36 | 544 | 1,14551 | 7,40

Parte posterior do *<LIQ 0,01 2,39 | 504 | 17,72 | 824,23 | 1,19 | 2,866.38 | 149,92
pescoco

*<L1Q= Menor que o limite de quantificacdo para 0 método Dimetoato LC-MS/MS

Tabela 5. Exposicéo e porcentagem de dose tdxica por hora dos trabalhadores ao dimetoato durante a
pulverizacéo de limé&o.

Participantes do

Dermal (mg/h)

Respiratéria (mg/h)

Total (percentual toxico

estudo dose/ hora) *

Pesquisador 24,67 NE 0,01982
Residente 0,065 NE 0,00005
Trabalhador 1 3,847 NE 0,00309
Trabalhador 2 51,405 NE 0,04130
Trabalhador 3 5,577 NE 0,00448
Trabalhador 4 33,160 NE 0,02664
Trabalhador 5 22,032 NE 0,01770
Trabalhador 6 339,875 NE 0,27308
Trabalhador 7 142,940 NE 0,11485

* Calculado para 70 kg de corpo com base na DL50 dérmica para rato (OMS, 1982) e usando DL50 apresentada na bula

do Dimexion®

NAE — Né&o avaliado neste estudo.

Tabela 6. Fator de penetragdo do dimetoato (FP%) no estrato cdrneo (EC) analisado para todos os participantes.

Area amostrada

Fator de penetragdo do dimetoato em EC (%)

Pesquisador | Residente T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Antebragos 0,00 0,13 1529 | 0,13 1,59 2,85 4,23 | 53,96 | 0,05
Parte posterior do 1067 | 1481 a 1 m 4

pescoco 0,00 0,50 0,6 8 5, 3, 0,05 5, ,69




A Tabela 7 mostra as quantidades de Dimetoato extraidas da saliva (ng/mL) de cada
participante do estudo. Os maiores valores analisados, para os trabalhadores 3 e 6, corroboram
as observacoes (Tabela 2) descritas pela pesquisadora. No estudo in vitro, a porcentagem de
dimetoato permeado foi em torno de 1, 2 e 8% da quantidade aplicada, da mucosa bucal,
esofégica e sublingual respectivamente. No entanto, ndo se pode fazer correlagdo direta com a
quantidade de dimetoato encontrada na saliva dos participantes, uma vez que a saliva ndo
permanece estética no individuo durante as 4 horas, podendo ser resultado da captagdo oral do
aerossol de dimetoato ou excrecdo por distribuicdo de dimetoato via corrente sanguinea como
observado para permetrina (BUCHHOLZ et al, 2021).

Tabela 7. Quantidade de Dimetoato (ng/mL) na saliva.

Quantidade de Dimetoato (ng/mL) na saliva
Pesquisador | Residente T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
0,00 0,39 13,62 | 6,92 | 383,76 | 114,92 51,58 1,198,27 19,75

Este estudo in vivo, em parte observacional, foi realizado com o intuito de demonstrar
fragilidade/vulnerabilidade na rotina da agricultura familiar. Realizar um experimento
controlado em uma plantagdo em uma &rea real, com aplicadores reais em condicOes reais de
trabalho é muito dificil. Neste estudo, a area e o tipo de plantio, o produto e seu preparo, bem
como o tempo de pulverizagdo, foram padronizados utilizando bombas costais de mesmo
volume. O uso dos patches utilizados neste estudo pressupde que a distribui¢do dos agrotéxicos
ocorre de maneira uniforme na superficie do corpo, o que é uma desvantagem do método, que
vem sendo utilizado por diversos pesquisadores por ser custo-efetivo (Soutar et al, 2000;
Pouzou et al, 2018).

Com excec¢do da pesquisadora, nenhum dos trabalhadores participantes do estudo usava
vestuario adequado conforme descrito na EFSA (2022). Por um lado, este estudo mostrou a
preocupacao dos trabalhadores com a exposicao a luz solar e pelo uso de roupas convencionais,
de menor custo, conforto e conveniéncia, como 0 uso de jeans e camisas de tecidos leves e
fluidos. De acordo com Licina et al. (2019), “os téxteis comuns oferecem alguma prote¢do, mas
permanecem inferiores aos equipamentos de protecdo individual corretos, resultando em
toxicidades agudas e cronicas apds a penetracdo percutanea de agrotoxicos provenientes da
roupa”. influenciada pela forma como os agrotoxicos se distribuem dentro do préprio tecido.
Tal afirmagdo é particularmente importante, pois de acordo com Garrigou, et al (2020), se essas
vestimentas forem usadas tanto para manusear agrotoxicos quanto como roupas comuns, elas

poderiam trazer ainda mais riscos, devido a contaminagéo cruzada.



Ao mesmo tempo, condi¢cBes ambientais como calor, umidade e transpiragdo do
trabalhador também podem afetar a transferéncia de agrotdxicos da roupa para a pele (Wester
et al, 2000). Essas condi¢cdes ambientais somadas ao uso de equipamentos de prote¢do
inadequados sdo responsaveis pelos altos valores de exposi¢do dérmica mostrados na Tabela 4.
Um estudo publicado por Al-Jaghbir, Salhab e Hamarsheh (1992), realizado em estufas durante
a pulverizacdo de tomates com tempo de exposicdo de 4 horas, mostraram que a média de
exposicdo cutanea ao dimetoato foi de 914 + 69 mg/dia. Se comparado ao estudo, este foi
considerado maior e com menor varia¢do do que nossos resultados calculados a partir de sete
trabalhadores que trabalharam na aplicacdo de agrotdxicos em plantagéo de limdo (342,19 +
487,14 mg/dia) porque ha menor disperséo do agrotdxico em ambiente fechado. Outro estudo
(Aprea et la, 2004), realizado durante o tratamento de oliveiras, mostrou que a exposi¢do ao
dimetoato estava na faixa de 52,41 a 733,60,7 mg/dia. Nossos resultados (15,38 a
1359,5mg/dia) mostram uma variagdo maior, provavelmente por diferencas no procedimento
metodol6gico ou pelo menor uso de equipamentos de protegdo individual. Ao mesmo tempo,
corroborando De Araljo Cardoso et al, (2020), a avaliagdo do dimetoato em manchas
demonstrou grande variabilidade da concentragdo de agrotéxicos dentro e entre regides do
corpo, apos pulverizagdo de magds com tempo de exposicao de 4 horas.

De acordo com Thredgold et al, (2019), em ambientes agricolas, apesar da aplicagao de
pulverizagdo ser comum, relata-se que apenas 10% da exposicéo total a agrotoxicos ocorre por
via respiratoria. Os 90% restantes sdo atribuidos a absorgao ou exposigao dérmica. Neste estudo
a exposicao respiratéria ndo foi avaliada. Por esse motivo, para calcular o percentual de dose
toxica, esse dado foi desconsiderado. A porcentagem de dimetoato de dose tdxica por hora
obtida neste estudo (Tabela 4) foi superior ao clortion, malation, gution e paration (Durham &
Wolfe 1962) e superior ao dimetoato em um estudo realizado por De Araljo Cardoso et al,
2020. No entanto, vale ressaltar que este estudo foi realizado com o Dimexion® da FMO, que
tem como co-ingrediente uma combinacdo de dimetoato e ciclohexanona. De acordo com
Eddleston et al (2012), a combinagéo de dimetoato com ciclohexanona reproduziu intoxicagdo
grave, no entanto, uma formulacdo sem ciclohexanona apresentou menor toxicidade em
mamiferos.

Os fatores de penetracdo do dimetoato, encontrados por De Aradjo Cardoso et al, 2020,
para nuca e bragos para dois participantes do estudo foram 4,8%; 54,03% e 0,48; 28,93%,
respectivamente. Protano, Guidotti, Vitali 2009, obtiveram valores de 0,2% para a nuca e 2,9%
para os bracos. Nossos dados apresentaram uma variacéo entre 0,5-14,81% e 0,05-53,96% para

nuca e brago, respectivamente.



Em todos os casos, os trabalhadores foram avaliados com vestimentas e equipamentos
de protecéo individual que n&o atendiam a todos os requisitos de seguranca, destacando o risco
a que estéo expostos.

A saliva é um fluido simples e de facil obtengao e pode ser usado para avaliar uma ampla
gama de biomarcadores, drogas e contaminantes ambientais, incluindo drogas de abuso,
horménios, quimioterapicos, metais pesados e pesticidas (Kapka-Skrzypcza, et al 2011). Um
estudo realizado por Buchholz, 2021, com permetrina, mostrou que uma das formas eficazes de
biomonitorar a permetrina para avaliar a exposi¢do dérmica foi através da andlise da saliva (a
excre¢do maxima de saliva ocorreu 6 h apos a dosagem).

Neste estudo, a anélise do dimetoato coletado da saliva e do muco nasal foi uma
avaliacdo direta a qualquer ligagdo com a exposicdo, que foi realizado com o objetivo de
mostrar aos agricultores que a falta de mascara, falar durante o trabalho e fazer uma pausa para
fumar podem aumentar a possibilidade de intoxicacéo adicional, como pode-se observar nos

resultados apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Resultados das coletas de lagrima e muco nasal (ng/ mL)

Concentragdo de dimetoato (ng/mL)
Amostra
Pesquisador | Residente Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7
Olhos (lagrima) 0,00 <LIQ* 0,00 | <LIQ* | 23,77 0,00 0,00 | 28,78 | 0,00
Nariz (muco nasal) 0,00 <LIQ* 0,00 0,00 <LIQ* 0,00 0,00 0,00 0,00

<LIQ* (Limite inferior de quantificacdo 0,1>9,99 ng/ mL

Como mostrado na tabela 8, o dimetoato foi detectado no residente e nos trabalhadores
2, 3 e 6, no entanto nos olhos e nariz do residente, as concentragfes de dimetoato ficaram abaixo
do limite de quantificagdo do método de andlise, assim como na amostra de lagrima do
trabalhador 2 (T2) e muco nasal do trabalhador 3 (T3), entretanto na andlise de lagrima houve
detecgdo, que além do trabalhador 3, foram detectadas concentragdes no trabalhador 6. E vélido
salientar que, para ambos os casos, os trabalhadores ndo estavam com vestimentas adequadas,
nem com uso de equipamentos de protecdo individual, além disso, durante a aplicagdo do
agrotdxico, o manuseio da bomba, e posterior uso das maos sem lavagem, podem ter
influenciado na contaminacéo ocular. No entanto, ndo podemos descartar que a contaminagao
pode levar a resultados perigosos, e a longo prazo até trazer prejuizos a salde desses
trabalhadores, uma vez que os agrotoxicos sdo conhecidos por causar anormalidades nos olhos

associadas a visdo turva, lacrimejamento, dor nos olhos, vermelhiddo, inchaco e irritagdo dos



olhos, apds a exposicédo, e geralmente esses prejuizos sdo maiores entre os trabalhadores de
pulverizagdo (Sanyal, 2017).

Apesar de ndo ter sido analisada, a exposicéo respiratoria é particularmente perigosa
porque as goticulas das solugdes de agrotdxicos podem ser rapidamente absorvidas pelos
pulmdes para a corrente sanguinea, sendo assim, 0s agrotoxicos podem causar sérios danos ao

nariz, garganta e tecido pulmonar se inalado em quantidades suficientes (Risk, 2001).



6 CONCLUSAO

Este estudo in vivo, em parte observacional, foi realizado com o intuito de demonstrar
fragilidade/vulnerabilidade na rotina da agricultura familiar. Os resultados da exposi¢éo
demonstraram estreita concordancia com outros estudos contendo dimetoato e outros
agrotoxicos.

O dimetoato encontrado na saliva, lagrima e muco nasal, sdo dados dificeis de avaliar,
uma vez que pode ser o resultado de varios fatores associados, mesmo assim, acreditamos ser
importante mostra-los, uma vez que ele foi detectado e tal exposicdo pode sim culminar em
prejuizos a salde.

O estudo in vivo, conseguiu verificar a exposi¢do dérmica e avaliagdo da absorgdo dérmica
de agrotdxicos e que apresentam uma concordancia com os resultados obtidos nos estudos de

permeagdo in vitro em pele humana, de rato e suina.

No estudo in vitro complementar, a absorcdo de dimetoato através da pele humana foi
de 14,75% e o valor padréo na auséncia de dados experimentais para este produto é de 70%.

A mucosa esofégica suina demonstrou ser um bom modelo para futuros estudos de
avaliacdo da absorcéo oral in vitro de agrotoxicos.

Na agroindustria, com nivel de seguranca e fiscalizacdo do uso de agrotéxicos, a
exposicdo ndo é ainda controlada na forma preconizada como idealmente mais segura. Os
problemas e o potencial de absorc¢éo desses produtos séo, em geral, bastante minimizados. No
entanto, em relagdo a agricultura familiar, se o perigo (o agrotéxico) for o mesmo, mas a
exposicéo for maior devido & auséncia ou deficiéncia de vestimenta correta durante a aplicacéo
desse produto como atividade rotineira, incluindo trabalhadores que ndo fazem parte
diretamente dessa atividade, o risco tende a aumentar.

Portanto, um maior esforgo na area da educacéo deve ser feito na tentativa de eliminar

ou mitigar essa situagao.
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Dimethoate exposition: in vitro X in vivo study

Andrade, Ana Rosa Brissant; Carvalho, Deoclécio Lustosa; Souza, Asley Thalia
Medeiros; Kishishita, Juliana; Pimenta, Camila de Almeida Perez; Santana, Davi Pereira;
Leal, Leila Bastos

Universidade Federal de Pernambuco (NUDFAC-UFPE), Recife, PE, Brazil.

Introduction: In developing countries, such as Brazil, family farming is responsible for the
income of more than 70% of Brazilians employed in rural areas. This type of agriculture is
transferred between generations and is seen by workers as safe and harmless, so that often,
in addition to failing to comply with health and safety standards (indiscriminate use of
pesticides, without adequate protection measures), the extensive contact of workers with
different classes of pesticides exposes them to greater risk. This fact is evidenced by the
records in the Notifiable Diseases Information System (Sinan), where 84,206 cases of
pesticide poisoning were reported in Brazil between 2007 and 2015. Objective: In view of
these aspects, the objective of this study was to evaluate dermal absorption of dimethoate,
using in vitro and in vivo approaches, considering the environmental conditions of work in
family agriculture. Methods: In order to evaluate dermal absorption under typical working
conditions, dimethoate on clothing and stratum corneum (SC) was measured in seven rural
workers during application, 1 resident and 1 researcher who monitored all applications. The
evaluation was made by using eight cotton patches fixed in specific places on workers’
clothing, and SC was collected in three different areas by tape stripping. The in vivo dermal
exposure and SC penetration factor (PF) of dimethoate were calculated according to the
OECD guideline N0.9 (1997) modified. To correlate the results, the in vitro permeation test
(IVPT) was performed by using rat, pig and human skin in Franz vertical diffusion cells
with receptor medium of 6.0 mL, stirring at 32 + 1°C and 1.77 cm? of permeation area. 36
uL of the Dimexion® (600 pg/mL) was applied and at 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 24 hours, 1 mL
of the receptor fluid was collected and replaced. After 6 hours, the surfaces of the skins were
cleaned without stopping the test. The retention was analysed in SC and in the rest of skin.
The in vivo study and use of human skin for IVPT was approved by CEP/ UFPE

5.007.282 as well as the use of rat skin (CEUA/ UFPE: 007/2021). The dimethoate was
analysed by validated LC-MS/MS method. Results: In this IVPT study, excluding all tapes,



the calculated absorption data were 6.49 + 0.04; 3.49 + 0.29 and 1.79 + 0.19 pg/ cm? from
rat, pig, and human skin respectively for diluted product. The calculated absorption through
the human skin was 14,75%. However, according to EFSA (2017), the default value to be
used in the absence of experimental data for this commercial product is 70%. The mass
balance was between 95 and 105%, demonstrating the reproducibility of the methodology.
The dimethoate extracted from cotton patches in different regions of body was between 0.38
and 318,155.14 ng/cm?. The calculated dermal exposure was between 0.27 and
1,353.04mg/body region and the PF (%) was between 0.06 and 25.24 in the forearms and
between 0.44 and 14.44 in the back of the neck. Discussion/Conclusion: Except for the
researcher, none of the workers in the study wore the appropriate clothing as described in
the product package insert. These data reveal great concern about the family farm workers
who have been routinely working without the proper use and care of safety equipment
specifically for “pesticide applicators”. Further studies performed with other pesticides with
different characteristics will contribute to the understanding of their transport through the
skin. Acknowledged: CNPq and FACEPE.
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Nasal and buccal absoption of dimethoate: in vitro x in vivo study

Andrade, Ana Rosa Brissant; Carvalho, Deoclécio Lustosa; Souza, Asley Thalia
Medeiros; Kishishita, Juliana; Silva, José Wellithom Viturino; Bedor, Danilo César
Galindo; Santana, Davi Pereira; Leal, Leila Bastos
Universidade Federal de Pernambuco (NUDFAC-UFPE), Recife, PE, Brazil.
Introduction: The impact of pesticides on human health has been related by many different
researchers. In developing countries, such as Brazil, the use of agrochemicals has increased
considerably over the years, and thus damage to human health resulting from exposure has
become greater, mainly due to a lack of and/or incomplete use of appropriate clothing as
described in the product package insert, but also to a lack of good practice in the use of
pesticides, especially in family farming. Objective: Considering the above, the objective of
this work was to evaluate in vitro and in vivo dimethoate absorption through oral and nasal
mucous membranes. Methods: The in vitro permeation test (IVPT) was performed in side-
by side diffusion cells, 3.4 mL receptor solution, stirring at 37 + 1 °C, permeation area of
0,65cm2 by using oral (cheek, sublingual, esophageal) and nasal mucosa. 7 collections at
0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3 and 4h from receptor solution were made. Dimethoate retention was
analysed in all mucosa. The in vivo study was performed by collected saliva (spit in a test
tube) and collection of nasal fluid by using swabs, 30 minutes before and four hours after
dimethoate application on a lemon plantation, in seven rural workers, 1 resident and 1
researcher who monitored all applications. The CEP/UFPE approval was n° 5.007.282. All
dimethoate analyses were performed by validated LC-MS/MS. Results: The cumulative
dimethoate permeation was 2.5 times greater through the esophageal compared to the buccal
mucosa. However, the thickness of the buccal mucosa was about 3 times greater than that
of the esophagus (356.0 + 48.79 and 962.0 + 80.44mm), justifying this result. The
percentage of dimethoate permeated was around 1, 2 and 8% of the amount applied, from
the buccal, esophageal and sublingual mucosa respectively. The dimethoate permeated
through the nasal mucosa was 3,683.28 ng/cm2 after the 4-hour experiment, which means
11,08 + 2,04 % of the amount applied. For the in vivo study, at the end of 4 hours of
application, the highest amount of dimethoate in saliva was found in two workers, 3 and 6

(383.76 and 1,198.27 ng/mL) corroborating the observations by the researcher (talking



during the application and stopping the application to smoke). Dimethoate was found in the
nasal fluid of three workers at concentrations of 6.17, 3.16 and 4.36 ng/ mL.
Discussion/Conclusion: According to Thredgold (2019), in agricultural settings it is
reported that 90% of total pesticide exposure occurs in ways attributed to dermal absorption
or ingestion, while 10% is attributed to respiratory absorption. Even so, these less important
routes are also responsible for exposure of workers. The pesticide solubilized in saliva and
found in nasal mucosa can be directly absorbed through the tissue. At the same time, nasal
mucosa has a large contact surface and high vascularization. It is worth mentioning that a
direct correlation cannot be made between the amount of dimethoate found in the
participant’s saliva and nasal mucosa with the IVPT results, since these fluids do not remain
static in the individual during the 4 hours of work. However, these data are worrying, given
that the application of pesticides is a routine activity and can have a serious impact on
workers’ health. A great effort in the area of education must be made in an attempt to reverse

this situation. Acknowledged: CNPqg and FACEPE
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AGOES DE PROMOCAO A SAUDE VOLTADAS
PARA POPULAGAO EXPOSTA A AGROTOXICOS NO
MUNICIPIO DE BELEM DO SAO FRANCISCO-PE

ANA ROSA BRISSANT DE ANDRADE, CAMILA DE SOUSA GOMES, DEOCLECIO DE CARVALHO,
GABRIELA NATIELLY FONSECA SANTOS, ISADORA AYNNE TORRES DOS SANTOS, JOSE
WELLITHOM VITURINO DA SILVA, LEILA BASTOS LEAL, RAQUEL FREIRE ALVES

FACULDADE DE CIENCIAS HUMANAS E EXATAS DO SERTAO DO SAO FRANCISCO,
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Introdugdo e Objetivos: Sabe-se que o0s agrotoxicos sdo agentes prejudiciais a salde publica,
necessitando de grande atengdo e técnica durante seu manuseio. Para tal, como forma de qualificar as
respostas as demandas e favorecer a execucdo, a fiscalizagéo e o controle, foram implementadas agdes
de Vigilancia em Salde de Populacbes Expostas a Agrotéxicos (VSPEA)/Plano Nacional de Salde
(2020-23). O objetivo é estabelecer diretrizes e orientar de forma pratica, a implementacdo e
operacionalizacéo da Vigilancia em Satde.

Métodos: Foi feito um levantamento dos municipios prioritarios do estado de Pernambuco, sendo o
municipio de Belém do Sdo Francisco elencado como um dos prioritarios. Apds a implantagdo da
VSPEA, foi realizada a estruturagéo do Grupo de Trabalho envolvendo os diversos setores do municipio,
com o intuito de elaborar plano de agdo, com base nas reais necessidades, entdo, foi aplicado
questionario com o intuito de conhecer o perfil da populacéo exposta, como também a avaliagdo das
areas de risco.

Resultados e Discussdo: Como resultados, é possivel identificar os fatores de risco para o meio
ambiente e para a saiude da populagdo sob o uso dos agrotoxicos no municipio de Belém do S&o
Francisco, onde as acoes da VSPEA possibilitam a reestruturacao ou estruturagdo dos servigos de sadde
para desempenhar as atividades e medidas de vigilancia e atengdo integral aos individuos expostos a
£sSes compostos quimicos.

Concluséo: As acdes da VSPEA proporcionam o monitoramento dos potenciais riscos e agravos ao
ambiente e a salide da populagdo oriundos do uso de agrotoxicos, no municipio supracitado. Além disso,
viabiliza identificar o perfil dos individuos expostos, com o intuito de qualificar a assisténcia a sadde,
aprimorando e personalizando, conforme as necessidades identificadas.

Palavras-chave: Agrotdxicos; Salde Puablica; Vigilancia em salde



APENDICE A- PRODUCAO CIENTIFICA

Congresso Brasileiro de Métodos Alternativos

Rio de Janeiro- PR

AVALIACAO DE AGROTOXICO ATRAVES DE PERMEACAO IN VITRO EM MUCOSAS
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Introduc&@o: Os agrotoxicos séo utilizados
para proteger as plantas de pragas. No
entanto, apesar do progresso sobre
implementacéo de tecnologias e uso de
agentes quimicos para controle de pragas e

doencas, ainda faltam programas de
requalificacdo e leis que protejam
adequadamente o trabalhador rural. O

contato fisico dos trabalhadores rurais com
0s agrotéxicos ocorre primariamente através
da pele, via inalatéria e mucosa ocular,
podendo provocar ardéncia, irritagdo dérmica

e parestesia, além de alteragbes
cardiovasculares, respiratorias,
hematolégicas e reagdes  alérgicas.

Objetivos: Avaliar a permeagéo in vitro de
Dimetoato (Dimexion ®) através de mucosas
esofagica, sublingual e bucal de porco,
utilizando células de difusdo horizontal.
Material e Métodos: Lingua, bochecha e
esofago de porcos foram obtidos de um
matadouro local e tratadas em laboratério. Os
ensaios de permeacdo in vitro (IVPT) de
mucosas da via oral (bucal e sublingual) e
mucosa esofagica foram realizados através
de células de difusdo  horizontal
(Permegear®), com compartimentos doador
e receptor, mantidos sob agitacdo e
temperatura constantes. Foram aplicados
36pL de Dimexion® (600 pg/mL) e o tempo
total de ensaio foi de 4 horas. Ao final do
estudo, as mucosas foram limpas com swab
de alcool isopropilico, cortadas e submetidas
a extragdo com solugdo de agua:metanol
(80:20), agitadas e sonicadas por 15 minutos,
filtradas 0,45 um e analisadas. Resultados:
Foi possivel determinar a quantidade
cumulativa de dimetoato permeada e retida

em todas as mucosas apds 0s experimentos
de IVPT, onde a permeacgdo cumulativa de
dimetoato foi 2,5 vezes maior na mucosa
esofagica em comparagdo com a mucosa
bucal. Além disso, a espessura da mucosa
bucal foi cerca de 3 vezes maior que a
esoféagica (356,0 + 48,79 e 962,0 + 80,44
mm), justificando, em parte, esse resultado.
Conclusédo: Desta forma, os estudos de
permeacdao in vitro realizados com mucosas
orais, embora avalie uma exposi¢cdo pouco
frequente, sdo de extrema importancia para
mensurar as quantidades de agrotoxicos
passiveis de absorcdo por estas vias, uma
vez que a exposi¢ao ocupacional pela via oral
ocorre quando os trabalhadores rurais
manipulam o agrotoxico.

Palavras-chave: Agrotoxicos; Alternativas in
vitro; Mucosas suinas.

Orgdos de fomento ou financiadores:
Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq); Instituto
Nacional de Ciéncia Tecnologia — Rede Norte
Nordeste de Fitoprodutos (Projeto
465536/2014-0).
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AVALIACAO IN VITRO DA ABSORGCAO CUTANEA DE PRODUTO AGROTOXICO A
PARTIR DE MEMBRANAS ANIMAIS E HUMANAS

Ana Rosa Brissant de Andrade LUSTOSA?, Deoclécio Lustosa de CARVALHO?, Juliana
KISHISHITAL, Asley Thalia Medeiros SOUZA?, Yohana Souza SILVA!L, Leila Bastos LEAL!?,

Davi Pereira de SANTANA!

1iNdcleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC). Universidade Federal

de Pernambuco;

2Faculdade de Ciéncias Humanas e Exatas do Sertao do Sao Francisco.

Introdugé&o: Os agrotéxicos sdo substancias
empregadas na agricultura para proteger as
plantas contra pragas e promover alto
rendimento das culturas e seus derivados. No
entanto, o contato dos trabalhadores rurais
com estes produtos, primariamente através
da pele, via inalatéria e mucosa ocular, pode
expO-los a indmeros riscos a saude.
Objetivos: O estudo teve como objetivo
realizar permeacgdes in vitro (IVPT) de
Dimetoato (Dimexion ®) através de peles
humana, de porco e de rato, visando simular
uma possivel exposicdo dérmica de
trabalhadores  agricolas. Material e
Métodos: O IVPT foi realizado aplicando
uma dose de 36 pL de Dimexion ®
(600pg/mL) nas peles, as células foram
preenchidas com 6mL de liquido receptor
(LR), que ficaram sob agitagdo a 32+1-C. Em
tempos pré-determinados, 1mL do LR foi
coletado e substituido com mesmo volume.
Apbs 6h, as superficies das peles foram
limpas com algoddo embebido em &lcool
isopropilico 70%, sem interromper o teste. Ao
fim de 24h, as peles foram retiradas e limpas,
o estrato coérneo (EC) foi retirado e a
quantificacdo do dimetoato foi feita por
cromatografia liquida acoplada a
espectrofotdbmetro de massas. Resultados:
Ao final dos experimentos, foi possivel
calcular o balango de massas para os trés
tipos de pele, com recuperagéo entre 95% e
105%, demonstrando reprodutibilidade na
metodologia. O fluxo de permeacdo de
dimetoato (ng/cm?/h) foi maior até 6h (tempo
de contato), comparado ao restante do tempo
do experimento. Neste estudo, os dados de
absorcdo  cutanea  calculados  foram
6,49+0,04; 3,49+0,29 e 1,79+0,19 ng/cm?

para pele de rato, porco e humana,
respectivamente, e o percentual de absorgao
calculado através da pele humana foi de
14,75% da formulac&o aplicada. Concluséo:
Embora os modelos de pele de porco sejam
bastante utilizados na avaliacdo de
medicamentos, a legislagdo brasileira em
vigor para agrotoxicos estabelece que os
estudos de absorcdo dérmica sejam
realizados in vitro com pele humana ou
através de procedimento triple pack. Os
resultados obtidos neste estudo reforgam
este direcionamento.

Palavras-chave: Agricultura familiar.
Agrotoxicos. Alternativas in vitro. Células de
Franz.

Orgdos de fomento ou financiadores:
Instituto Nacional de Ciéncia Tecnologia —
Rede Norte Nordeste de Fitoprodutos
(Projeto 465536/2014-0).
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This work anempes w evaluate: demal exposure (DE) of farm workess 1 dimedioate after & 1 of routine
0 & lemon plancation. Demethoate was messused on the workers™ clothes i well &5 In soasm cor-

Kay ward= s {5C) and bn saliva. In viro permeation tests {TVPT) wese perfoamed theosgh rat, pig and beman skin and pig
Rowkchln Bmceal, esophagesl and sublingwal mucnsas. The mean of dimethoate DE wis 34219 = £57.14 mg/d, the per-
D-hﬂ-:_ﬂ-wﬂw centage of toxie dose per boer was higher than the other pestiides, and the SC penstrarion fetors mrged be-
""""h Twesn U5 and 1461 and 0055306 % for back of neck and arms repeerively. I the supporting [VPT study,
o dimet howse: Geroemgh human skin was 14.75 % and the defesit value in the absence of experimental
Nt dara for this peoduct is 70%. These results show that in fumily farming the deficsency of enerect clothing dusing
“Tape wxipping the spplication of pesticides keves workess more valnerable,

1. Introduction Damalas and Abdollabzadeh, 2016) This can be easily evidenced

Agmhmnls-e-mndpmd:mm:dhmum-d
d Although yped to pase a minimal risk ko
health and the environment, it is estimated that more than 3 millicn
peaple worldwide are expased to pesticides resulfing in aver 300,000
deaths every year (Bertolate et al, 2006; Damalas and Eleftherchorinas,
2011}

Pesticides are widely wsed in agriculture to protect plants from
harmfiul and umwanted pests, weeds and fungi, and to promote a high
yiedd of crops and their Fnducll (Sahin, 2021) Exposure to
‘to cause more tham 1040,
mﬁrluhndimﬂhmhmplﬂld:mmm]m almost all in
low. and middle-income eountries (14l eston, 2020}

In countries i ‘—‘—Emﬂ,hbuullnkﬂ,
this modality is fior th af 40 % of the

through the registration of 84,206 notifications of cases of pesticide
poisaning in Brazil between 2007 and 20115, through the Information
System of Motifiahle Diseases (Sinan) (Hrasil, 201 5). However, accard-
msmﬂtehln'llm Ministry of Health, for ench notificd case, it is oti-
mated increasing these vahy o
about 480,000 eases [Feres and Moreira, 20050 Given the abowe,
especially in developing countries, earrying out studies thar assess the
working conditions of this population & mrgent and necessary (1 utay
., 2006; An =t al | 2004; Cao ot al, 3015; Damalss and Abdollab

An in vivo stady carried out by our research groap in the Sao Fran-

ciseo Valley region, Bragil, De Amujo Cardoso et al (2020), degpite
comprising orily three wodkers, the ? e

and demmal i £ dlos= with
am in vitro pig skin procedure.

active population and for mare than 70 % of Brazilisns emploped in the
countryside (Hrasil, 2019). This type of agriculture is tansferred from
generation to generation, and seen by waorkers as safe and harmless.
Therefore, often, in addition o non-complinnce with health and safety
(imd Escri s i ‘without adequate
mensures), the extensive contact of rural workers with different classes
of pesticides expases them to a greater risk (Fsechic and [bitayn, 2011;

I dade Federal de b

=quently, this in vive study simed to extend previoas research
lihgﬂ::nn:pﬂh:iﬂ: (dimethonte) but expanding the scope of the
study to include a greater number of family farm workers and svaluation
of dermal exposure associated with evaluation of dimethoate in saliva
after four howrs of routine pesticide application. In the in vitra perme-
ation study (IVPT), dimethoate permeation through human, rat and pig
skins was compared. In addition, permention through the buccal,

CEP: 50740520 Riseide, PE, Brazil.
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APENDICE B

Universidade Federal de Pernambuco
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Ndcleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa PERMEACAO
TRANSMUCOSA E CUTANEA DE PESTICIDAS: AVALIAGAO IN VIVO x IN VITRO E SEUS
IMPACTOS NA SAUDE, que esté sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) ANA ROSA BRISSANT
DE ANDRADE, Rua Professor Antonio Coelho, 931, apto 201, CEP: 50740-020, Telefone: 081- 99604-1733,
e-mail: ana_brissant@hotmail.com.

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Deoclécio Lustosa de Carvalho Telefones para
contato: 81-99732-7561 e esta sob a orientacdo de Leila Bastos Leal Telefone: 81- 99451-6044, e-mail
leila.leal@nudfac.com

Todas as suas davidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos
os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma via lhe serd entregue e a outra ficard com o
pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estard livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera
nenhum problema, desistir é um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da
pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Descricdo da pesquisa e esclarecimento da participagdo: Alguns defensores agricolas do tipo
organofosforado, possuem um de amplo espectro de atuacéo, sendo capazes de penetrar no corpo através da
ingestdo, inalagéo e contato com a pele e mucosas, tendo entdo um alto potencial de intoxicagdo. Diante dos
estudos, devera ser possivel entender como alguns inseticidas atuam e como podem prejudicar 0 nosso organismo,
pelas mais diversas vias de acesso, além disso, é possivel verificar que muitos trabalhadores da agricultura familiar
ndo usam EPI adequados, o que o torna mais propicio a intoxicagdo a longo prazo, devido a exposi¢do. Um dos
objetivos é verificar a passagem transmucosa e cutanea de defensores agricolas utilizado em agricultura familiar,
através de estudos de permeagdo in vitro e in vivo, sendo assim, para fazer essas pesquisas, PRECISAMOS DE
PELES HUMANAS, que serdo descartadas ap6s o procedimento de abdominoplastia e mamoplastia redutora pois,
pele de animais como o porco ou rato, apresentam diferencas em relagéo a pele humana.

> Esclarecimento do periodo de participagdo do voluntario na pesquisa, inicio, término e nimero de
visitas para a pesquisa.

Cabe a vocé decidir se deve ou ndo participar deste estudo. Se vocé concordar em participar, o procedimento sera
da seguinte maneira:

1-Vocé recebera uma copia desta folha de informacdes para ler e guardar;

2-Apos a leitura, caso vocé concorde em participar da pesquisa, serd necessario assinar este termo;

3-No dia da cirurgia, conforme agendamento realizado pelo setor de cirurgia pléastica da UFPE, os restos
de pele ap6s procedimento de abdominoplastia e mamoplastia redutora serdo separados pelo enfermeiro e
colocados em um isopor que sera coletado por um participante de nossa equipe de pesquisa e levado ao nosso
laboratério (NUDFAC), no Depto de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE.

4- Suas peles cedidas serdo andnimas e identificadas com um cédigo: Sujeito 1 / AB 1 ou MR1, Sujeito
2/ AB 2 ou MR2, e assim por diante. O pesquisador registrara a data da doacéo, seu nome, idade e sexo. Toda
essa informacédo sera mantida separadamente das peles, para que ndo seja possivel identificar o doador de cada
amostra. O pesquisador manterda essas informacdes com seguranca.

5-0O procedimento de doacdo de pele ndo causara nenhum prejuizo, como o aumento no tempo da cirurgia.
Assim que a pele seja coletada, sua participagdo sera considerada finalizada.

6- Sua pele sera utilizada logo ap6s a chegada da mesma no NUDFAC e, se necessario, armazenada em
Freezer -70C° por um periodo de até 7 dias. Uma vez finalizado o estudo, ela sera coloca em local especifico para
descarte de produtos biolégicos.

>

> RISCOS diretos
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Para a realizacéo da coleta da pele humana, dentre os riscos potenciais envolvidos, ndo é esperado que a
doagdo cause mais dor ou desconforto, além daquele oriundo do procedimento cirdrgico ao qual sera submetido,
outros riscos podem que podem estar associados ao doador seria um sentimento de angUstia ou ndo aceitagdo, por
exemplo do uso de parte de sua pele para avaliagdo de agrotoxicos. No entanto, serd claramente explicitado para
o participante da pesquisa sobre a ndo obrigatoriedade de sua participagao.

> BENEFICIOS diretos e indiretos

N4o ha beneficio direto para vocé como resultado de sua participagao. Este é um estudo que nos ajudara
a avaliar a passagem cutanea e transcutanea de agrotoxicos. Desta forma, existe um beneficio potencial para o
pUblico em geral no futuro, especialmente para aqueles que expostos a agrotéxicos. A longo prazo, a diminuicdo
da exposicdo aos defensores, evitard o surgimento de doencas em potencial.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do estudo
e que esta decisdo ndo acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta pesquisa
serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacédo
dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo.
Os dados coletados nesta pesquisa (amostras biologicas quantificadas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia), ficardo armazenados em pasta de arquivo de computador pessoal, CD e pen drive sob a
responsabilidade do pesquisador, no enderego Rua Professor Antdnio Coelho, 931, 201. Varzea, Recife- PE pelo
periodo de minimo 5 anos

Nada Ihe serd pago e nem seré cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo é voluntaria, mas
fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo
serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentagao).

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego: (Avenida da Engenharia s/n —
1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAQAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apés a leitura (ou
a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas davidas
com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo PERMEAGCAO TRANSMUCOSA E
CUTANEA DE PESTICIDAS: AVALIA(;AO IN VIVO x IN VITRO E SEUS IMPACTOS NA SAUDE, que esta
sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) ANA ROSA BRISSANT DE ANDRADE como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que
posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgdo
de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data
Assinatura do participante:

Impressao digital

(opcional)

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

[ Nome: | Nome: |
| Assinatura: | Assinatura: |




APENDICE C

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa PERMEACAO
TRANSMUCOSA E CUTANEA DE PESTICIDAS: AVALIACAO IN VIVO x IN VITRO E SEUS IMPACTOS
NA SAUDE, que esté sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) ANA ROSA BRISSANT DE ANDR

ADE, Rua Professor Antdnio Coelho, 931, apto 201, CEP: 50740-020, Telefone: 081- 99604-1733, e-
mail: ana_brissant@hotmail.com.

Também participam desta pesquisa 0s pesquisadores: Deoclécio Lustosa de Carvalho Telefones para
contato: 81-99732-7561 e estd sob a orientacdo de:Leila Bastos Leal Telefone: 81- 99451-6044, e-mail
leila.leal@nudfac.com

Todas as suas davidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos
os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma via lhe serd entregue e a outra ficard com o
pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estard livre para decidir participar ou recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera
nenhum problema, desistir é um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da
pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

> Descricdo da pesquisa e esclarecimento da participagdo: Alguns defensores agricolas do tipo
organofosforado, possuem um de amplo espectro de atuagdo, sendo capazes de penetrar no corpo através
da ingestao, inalacéo e contato com a pele e mucosas, tendo entdo um alto potencial de intoxicagdo. Diante
dos estudos, devera ser possivel entender como alguns inseticidas atuam e como podem prejudicar o
nosso organismo, pelas mais diversas vias de acesso, além disso, é possivel verificar que muitos
trabalhadores da agricultura familiar ndo usam EPI adequados, o que o torna mais propicio a intoxicagdo
a longo prazo, devido a exposicdo. OBJETIVO Verificar a passagem transmucosa de defensores
agricolas utilizado em agricultura familiar, através de estudos de permeagao in vitro e in vivo.. Para esta
pesquisa, 0 voluntério permitira que os pesquisadores coletem amostras da saliva, extrato corneo (tape-
stripping), lagrima e mucosa nasal através de contato com swab, além disso, serdo adicionadas sec¢des
de algoddo as roupas dos trabalhadores, para mimetizar o tecido, e assim verificar a absor¢éo de produto
aplicado. Para verificar a impregnacdo do agrotoxico (dimetoato) durante o processo de aplicagdo, a
coletado estrato corneo sera feita através da técnica de tape-stripping, que consiste na retirada das camadas
de estrato cdrneo, através de fitas adesivas, essa retirada sera feita nas superficies das méos, nos
antebracos, no ombro e na nuca. Para as coletas de lagrima e muco nasal, serdo utilizados swabs estéreis,
fazendo friccéo leve e superficial com as mucosas, e para a coleta da saliva, o trabalhador devera cuspir
em tubo graduado de propileno, estéril e resistente a solvente. As coletas deverdo ser realizadas apds a
aplicagdo do agrotoxico, sendo esta aplicagdo uma rotina normal de trabalho, onde o pesquisador néo
interfere. Ocorrendo entdo de forma presencial, um voluntario por vez, em local arejado e na sede das
propriedades de pesquisa. O tempo para realizagdo das coletas sera de quinze minutos, por voluntario.
Para ter um resultado condizente com a realidade, os pesquisadores solicitam aos voluntérios que
mantenham os hébitos das suas rotinas de trabalho, no momento que antecede a coleta.

Riscos: As coletas dos materiais serdo realizadas de forma presencial, entretanto, serdo adotadas pelos
pesquisadores todas as medidas cabiveis para minimizar possiveis riscos, como o uso obrigatério de mascaras,
Face Shield, batas descartaveis e uso de alcool 70% sempre que necessario. Para a realizacdo das coletas muco
nasal e lagrima, podem haver leve desconforto, entretanto, para a coleta da saliva, os voluntarios podem se sentir
constrangidos, para minimizar este constrangimento, eles faréo o procedimento (cuspir em tudo de PVC graduado,
Falcon) de forma isolada.

Beneficios: Caso seja detectada a presenca de residuos de agrotdxicos nos voluntarios, havera o contato
com o mesmo afim de orienta-los para minimizar ou extinguir a exposicéo aos defensores agricolas, principalmente
sobre 0 uso correto dos equipamentos de protecdo individual. A longo prazo, a diminui¢do da exposi¢do aos
defensores, evitard o surgimento de doencas em potencial.
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Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do estudo
e que esta decisdo ndo acarretard penalizagdo por parte dos pesquisadores. Todas as informacdes desta pesquisa
serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo
dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacéo.
Os dados coletados nesta pesquisa (amostras biologicas quantificadas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia), ficardo armazenados em pasta de arquivo de computador pessoal, CD e pen drive sob a
responsabilidade do pesquisador, no endereco Rua Professor Antonio Coelho, 931, 201. Varzea, Recife- PE pelo
periodo de minimo 5 anos

Nada lhe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo é voluntaria, mas
fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo
serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentagéo).

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego: (Avenida da Engenharia s/n —
1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apés a leitura (ou
a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas davidas
com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo PERMEAGCAO TRANSMUCOSA E
CUTANEA DE PESTICIDAS: AVALIACAO IN VIVO x IN VITRO E SEUS IMPACTOS NA SAUDE, que esta
sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) ANA ROSA BRISSANT DE ANDRADE como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagao. Foi-me garantido que
posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgao
de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data
Assinatura do participante:

Impressdo digital
(opcional)

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores):

[ Nome: | Nome: |
| Assinatura: | Assinatura: |




ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PERNAMBUCO CAMPUS W

RECIFE - UFPE/RECIFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADODS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: PER MEN;;E.D TRANSMUCOSA E CUT.!E:NEA DE PESTICIDAS: AUALIA*;;&D IN WING
=% [N WITRO E SEUS IMPACTOS NA SAUDE

Pesquisador: ANA ROSA BRISSANT DE ANDRADE LUSTOSA

Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 44601721.5.0000.5208

Instituigio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: §.170.336

Apresentagio do Projeto:

O projeto intitula-se “Permeagde transmucosa e cutinea de pesticidas: avaliagdo in vive x in vitro e seus
impactos na sadde. Tem como pesquisadora responsavel Ana Rosa Brissant de Andrade Lustosa
doutoranda do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de
Fernambuce-UFFE, Centro de Ciéncias da Salde. A orientagio serd da Professora Leila Bastos Leal do
Departamento de Farmacia da UFPE.

Objetivo da Pesquisa:

Ohbjetivo Priméric:

Verificar a passagem transmucosa e cutdnea de defensores agricolas utilizado em agricultura familiar,

através de estudos de permeagio in vitro e in vive.

Ohbjetivo Secundario:

-Avaliar a permeagio in vitro dos defensores agricolas (Dimetoate) em estudo, através de mucosas de porco
esofagica, bucal (sublingual & bochecha) & nasal dos defensores, utilizando células de difusdo vertical de
Franz e células de Franz com adaptador Perme Gear- Avaliar a permeacg3o in vitro dos defensores
agricolas em estudo, através da pele da orelha do porco pele de rato e pele humana,utilizando células de
difusdo vertical de Franz:- Avaliar concentragdo in vive dos defensores agricolas em estrate comeo através

da técnica de tapestripping:-Avaliar concentragio



ANEXO 11

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n

50670-420 / Recife — PE — Brasil
Fones: 2126 8842 ceua@ufpe.br

Recife, 08 de setembro de 2021 Oficio n°61/21
Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Prof. Leila Bastos Leal
Departamento de Farmécia Centro de Ciencias da Salde
processo n°007/2021

Certificamos que a proposta intitulada “Aspectos criticos relacionados a absor¢do dérmica de pesticidas: avaliagdo
de risco”. registrado com o n°007/2021 sob a responsabilidade da Prof. Leila Bastos Leal envolve a produgio,
manutencéo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAQ DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

(UFPE), em reuniéo de 31/08/2021

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo 31/08/2021 a 30/01/2022

Espécie/linhagem/raga Rato heterogenico

N° de animais 03

Peso/Idade 200-300 g

Sexo Macho (03)

Origem: Biotério de Criacéo Biotério do Depto de Antibiéticos/ CB/
UFPE

Destino: Biotério de Experimentacéo Biotério do Depto de Antibi6ticos/ CB/
UFPE

Atenciosamente

A

Prof. Se
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