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1. Apresentacao e motivacoes para reavaliacio

A Nota Técnica visa cumprir uma das etapas da reavaliacdo toxicoldgica,
prevista na RDC n° 10/2008 e detalhada na RDC n° 48/2008. Esta nota foi elaborada
pelos especialistas da Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

A partir da data de sua publicacdo, a mesma ficard em Consulta Pablica por 60
dias conforme disposto na RDC n° 48/2008, e as contribui¢des, apds consolidadas, serdo
analisadas conjuntamente pela comissdo de reavaliacdo integrada pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis) e MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento).

O controle da producdo, da comercializacao e do emprego de técnicas, métodos
e substancias que comportem risco para a vida, para a qualidade de vida e para o meio
ambiente, sdo incumbéncias do Poder Publico, atribuidas pelo artigo 225 da
Constitui¢do Federal, e regulamentado no caso especifico dos agrotéxicos, pela Lei n°
7.802, de 11 de julho de 1989.

De acordo com a Lei n° 7.802/89, os agrotéxicos, como o nome aduz, sdao
substancias que comportam risco a vida e a saude, tanto para os trabalhadores expostos
a essas substancias, quanto para os consumidores de culturas tratadas e para a populagao
em geral. Estes produtos necessitam de uma detalhada avaliacdo para obtencdo de
registro, a qual é procedida pelos Ministérios da Agricultura, da Saide e do Meio
Ambiente, cada um em suas respectivas dreas de atuagao.

O legislador reconheceu a possibilidade de efeitos danosos dos agrot6xicos ao
estabelecer, no § 6° do art. 3° da Lei n° 7.802/89, as proibi¢des de registro. Dessa forma
0s agrotoxicos, para a obten¢do do registro, sdo avaliados quanto aos impactos a satde
humana e ao meio ambiente e com relagdo a eficdcia agronOmica.

A ANVISA é o 6rgio responsavel no ambito do Ministério da Satde pela
avaliacdo da toxicidade dos agrotéxicos e seus impactos a saide humana; emite o
parecer toxicoldgico favoravel ou desfavordvel a concessdo do registro pelo Ministério
da Agricultura. Os estudos exigidos para efetuar a avaliacdo toxicoldgica dos
agrotoxicos seguem parametros e metodologias adotadas internacionalmente, em
particular pela ONU/OMS - Organiza¢do Mundial de Saide, OECD — Organization for
Economic Co-operation and Development, USA/EPA — Environmental Protection

Agency e ONU/FAO — Food and Agriculture Organization. A avaliagdo toxicoldgica



leva também em conta as condi¢des brasileiras de uso e consumo de culturas tratadas
com agrotoxicos e o impacto desses produtos na saide humana de trabalhadores e
consumidores.

No Brasil, uma vez concedido o registro de determinado agrotéxico, este possui
validade ad eternum, sem previsdo de qualquer prazo para renovacao ou revalidacdo do
mesmo, até que os Orgdos reguladores decidam reavalia-lo. O conhecimento técnico
cientifico sobre os ingredientes ativos e especialmente sobre o surgimento de perigos e
riscos associados ao uso é dinamico e pode apresentar novas evidéncias impondo a
reavaliagdo toxicoldgica e de efeitos sobre a satde e ao ambiente. A Lei n° 7.802/89 e o
Decreto n° 4.074/02 amparam este procedimento.

Em relacdo aos aspectos toxicologicos, a reavaliacdo de agrotdxicos ocorre
quando ha alguma indicacdo de perigo ou risco a saide humana, em comparacdo a
avaliagdo feita para a concessdo de registro. As novas evidéncias podem ser
apresentadas mediante novos estudos e pelo avanco dos conhecimentos cientificos.
Alertas em fun¢do de observacdes epidemioldgicas, clinicas ou por eventuais acidentes
podem servir como evidéncias, mesmo quando os estudos experimentais conduzidos em
animais de laboratério ndo sio suficientes para concluir sobre a nocividade do produto
técnico em humanos.

A ANVISA, diante de alertas de efeitos adversos do forato, que se configuram
dentre os proibitivos de registro, publicou a reavaliacao deste agrotéxico cuja andlise € o

objeto da presente nota.

2. Introducao

O forato, assim como diversos outros compostos inseticidas (por ex.: parationa
etilica e metilica, fosmete, metamidofés, triclorfom, malationa, clorpirifés, acefato),
pertence ao grupo quimico dos organofosforados (OP), que sao inibidores irreversiveis
da acetilcolinesterase (AChE) e provocam efeitos toxicos sobre os diferentes sistemas
dos seres vivos expostos (EDWARDS; TCHOUNWOU, 2005).

Os primeiros compostos organofosforados foram preparados por alquimistas na
Idade Média, mas seu estudo sistemético teve inicio no século XIX, por Lassaigne em
1820, com a esterificagdo do dcido fosférico. Vinte e cinco anos mais tarde, uma série

de derivados de fosfinas foi preparada por Thinard e colaboradores e a partir destes



trabalhos o progresso da investigacdo dos compostos de fosforo foi acelerado
(SANTOS, 2007).

A partir da segunda metade do século XIX, seu desenvolvimento foi dominado
por pesquisadores britanicos e alemaes (TOY, 1976; STODDART, 1979). A descoberta
das propriedades toxicas e inseticidas de alguns compostos de fésforo por Schrader e
colaboradores, em 1930, criou novos compostos organofosforados nas industrias
(STODDART, 1979).

Observou-se durante a I Guerra Mundial que individuos asfixiados com o gés
mostarda, bis (2- cloroetil) sulfeto tinham como conseqiiéncias danos na medula dssea e
no tecido linfocitario. Estudos em animais durante a II Guerra Mundial demonstraram
que a exposi¢ao a mostarda nitrogenada, andloga ao composto bis (2-cloroetil) amino, a
mecloretamina, destrdi os tecidos linfécitos (TEICHER; SOTOMAYOR, 1994).

A qualidade inseticida dos organofosforados foi primeiramente observada na
Alemanha durante a II Guerra Mundial em um estudo de gases (Sarin, Soman e Tabun),
extremamente toxicos para o sistema nervoso (ROSATI et al, 1995).

Os compostos organofosforados — OP - foram introduzidos como biocidas na
década de 1970, inicialmente apresentados como substitutivos dos organoclorados por
serem menos persistentes no ambiente, porém com alta toxicidade (WOODWELL et al,
1967; PEAKALL et al, 1975; MURPHY, 1988). Foi também a partir dessa época que
aumentou de forma drastica o nimero de casos de intoxicacdo por OP, mesmo em
baixas doses (ARAUJO et al, 2007).

Os OP sdo ésteres fosforicos compostos por um dtomo de fosforo pentavalente,
derivado do acido fosférico, do acido tiofosforico ou do acido ditiofosférico (BRASIL,

1997). Sua estrutura quimica esté representada na figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica geral dos organofosforados (OP)

Cocker et al (2002) estudaram a importancia das caracteristicas estruturais dos
compostos organofosforados e mostraram que estdo relacionadas com suas diferentes
atividades toxicas, tais como o tipo de heterodtomo ou grupo funcional ligado ao dtomo

de fésforo e seu estado de oxidacdo. Assim, na estrutura geral dos OP a parte ‘X’ da



molécula (ver figura 1) possibilita a sua diferenciagcdo em produtos especificos. Os
inseticidas OP sdo usados frequentemente na forma “tio” (P=S) que por dessulfuracio
metabdlica oxidativa produz a forma P=0.

Foi comprovado que a toxicidade elevada para a espécie humana de diversos
organofosforados estd relacionada as ligacdes P=0O presentes em sua estrutura molecular
ou em seus metabdlitos. Esta ligacdo possibilita maior transferéncia de elétrons do
fosforo para o oxigé€nio, resultando em cargas mais intensas nos dois elementos e, como
conseqiiéncia, interacdes mais fortes entre o organofosforado com o centro esterdsico da

enzima acetilcolinesterase (COCKER et al, 2002).

2.1 Identidade quimica do forato
O forato apresenta as seguintes caracteristicas:
Nome comum: Forato
Sinonimia: EI 3911; CL 35,024; AC 35024
Nome quimico: O,0-diethyl S-ethylthiomethyl phosphorodithioate
Numero de registro no CAS (Chemical Abstracts Service): 298-02-2
Foérmula empirica: C;H,;0,PS;

Formula estrutural:

S

Il
CH,CH,SCH,SP(OCH,CH,),

Grupo Quimico: Organofosforado
Classe Agronomica: Inseticida, acaricida e nematicida
Classificacao toxicologica: I — Extremamente téxico

Fonte: ANVISA, 2010

2.2 Producao e uso
A utilizagdo dos agrotéxicos no Brasil tem trazido sérias conseqiiéncias, tanto
para o meio ambiente como para a sadde do trabalhador rural. Essas conseqiiéncias sdo,
na maioria das vezes, condicionadas por fatores como alta toxicidade dos produtos, uso
inadequado e falta de utilizacdo de equipamentos de protecdo coletiva e individual. Esta

situacdo € agravada pelas precdrias condicdes socioecondmicas e culturais da grande



maioria dos trabalhadores rurais, o que amplia sua vulnerabilidade frente a toxicidade
dos agrotoxicos (SILVA et al, 1999; SOBREIRA; ADISSI, 2003).

O Brasil esta entre os paises com maior consumo de agrotéxicos no mundo, com
um mercado no ano de 2010 de US$7,3 bilhdes de comercialiazagdo de agrotdxicos e
790 mil toneladas de produtos. E o maior consumidor da América Latina, com consumo
estimado em 84% da quantidade comercializada nesta regido.

De acordo com a EPA mais de um milhdo de toneladas de forato foram
utilizadas nos EUA no ano de 1999 (BANO; Musarrat, 2003).

O forato, segundo a monografia da ANVISA (ANVISA, 2009) pode ser aplicado
no solo nas culturas de algoddo, amendoim, batata, café, feijao, milho, tomate, trigo
(Tabela 1). A Ingestao Didria Aceitavel (IDA) do forato estd estabelecida atualmente
em 0,0005 mg/kg de peso corpdéreo e os Limites Maximos de Residuos (LMR)

expressos como forato conforme constam a seguir.

Tabela 1: Limites Maximos de Residuos - LMR e respectivos intervalos de seguranca

para o forato, por cultura agricola

Cultura LMR (mg/kg)* Intervalo de Seguranca
(dias)

Algodao 0,05 (1)
Amendoim 0,05 @))
Batata 0,05 (D)
Café 0,05 90
Feijao 0,1 (1)
Milho 0,05 ey
Tomate 0,1 @))
Trigo 0,05 (1

(1): Intervalo de seguranca nio determinado devido a modalidade de emprego.

*: Os LMRs referem-se a soma de forato, seu andlogo oxigenado, e seus sulféxidos e sulfonas, expressos
como forato.

Fonte: BRASIL, 2009

2.3 Relevancia para a saude publica

A partir do uso disseminado dos organofosforados, vérios efeitos adversos foram

descritos em populagdes humanas e em outras espécies animais (GALLOWAY;



HANDY, 2003). Dentre os efeitos toxicos associados aos organofosforados encontram-
se a neurotoxicidade, a imunotoxicidade, a carcinogenicidade, a desregula¢do enddcrina
e alteracdes no desenvolvimento do individuo.

Algumas condicdes como idade, género, via e dose de exposicdo contribuem
para uma maior suscetibilidade individual, de maneira que criangas, idosos e mulheres
em idade fértil constituem grupos populacionais de especial risco aos agrotéxicos
(OLIVEIRA, 2004).

Regides onde ndo existe infra-estrutura suficiente para regular e controlar
eficazmente o uso de agrotoxicos, como a América Latina, Africa e Asia, problemas
decorrentes do uso de agrotéxicos na agricultura sd@o ainda mais graves (NUNES;
RIBEIRO, 1999).

Garcia (2001) encontrou uma relacdo direta entre as curvas de crescimento de
registro de intoxicacgdes e as vendas de agrotoxicos. Alves Filho (2002) corrobora estes
dados de relacdo entre a quantidade de agrotdxicos utilizada com os valores das vendas
dos produtos e os indices de intoxicacao.

Em relacdo ao contexto de vulnerabilidades quanto a exposicdo, hd grande
subnotificacdo de intoxica¢des por agrotéxicos no Brasil. Estima-se que para cada caso
registrado de intoxicacdo por agrotoxico ocorrem outros 50 sem notificacdo, ou com
notificacdo errénea (OPAS, 1996; SOBREIRA; ADISSI, 2003). Segundo estimativas da
Organizacdo Mundial da Saidde, 70% das intoxicagdes por agrotéxicos ocorridas no
mundo sdo devidas a exposi¢Oes ocupacionais (OLIVEIRA-SILVA, 2001). Segundo
dados do IBGE (2004), das 84.596.294 pessoas com mais de 10 anos ocupadas no
Brasil, 17.733.835 (cerca de 20%) tinham o trabalho agricola como principal ramo de
atividade, revelando o grande potencial de exposicao a substancias toxicas na populagcao
brasileira do campo.

Com relagdo aos O6bitos registrados no SINITOX - Sistema Nacional de
Informagdes Toxico-Farmacoldgicas, do Ministério da Saide e da ANVISA,
(disponibilizado pela FIOCRUZ desde 1996 e uma das fontes de informacdo sobre
notificacdo de casos de intoxica¢des por agentes quimicos) os trés principais agentes
quimicos responsdveis por intoxicacdes sdo agrotoxicos de uso agricola, raticidas e
medicamentos. O percentual de letalidade por agrotéxicos, no periodo de 1997 a 2001

foi em torno de 3% (SINITOX, 2003).



Com relagdo aos casos de intoxica¢do ocupacional por agrotéxicos, o percentual
de intoxica¢des foi bem maior, em média 28% do total de casos nos anos apresentados,

revelando a enorme vulnerabilidade dos trabalhadores (Tabela 2) (SINITOX, 2007).

Tabela 2: Distribuicdo do nimero de casos de intoxicacdes por agrotoxicos de uso
agricola no periodo de 1997-2007, no Brasil, segundo dados do SINITOX (Série 1997-
2009)

Ano Casos de intoxicacao humana por Casos em circunstiancias
agrotoxicos ocupacionais
2009 5,204 1.158
2007 6.260 1.514
2006 6.757 1.926
2005 6.870 1.745
2004 6.034 1.763
2003 5.945 1.748
2002 5.591 1.788
2001 5.384 1.378
2000 5.127 1.378
1999 4.674 1.499
1998 5.268 1.663
1997 5.474 1.457

Fonte: Série SINITOX, 1997 -2009 (http://www.fiocruz.br/sinitox).

Os trabalhadores sdo um dos grupos populacionais mais afetados pelos
agrotoxicos, e muito disso se deve aos contextos produtivos. Um estudo realizado por
Waichman (2008) em municipios do Estado do Amazonas (Manaus, Iranduba, Careiro
da Varzea e Manacapuru) verificou que os agricultores vém usando intensivamente os
agrotoxicos na producdo de hortalicas. O estudo concluiu que os agricultores nao
estavam preparados para o uso adequado desta tecnologia, ignorando os riscos dos
agrotoxicos para saide humana e para o ambiente. Nao sdo utilizados equipamentos de
protecdo individual porque estes sdo caros, desconfortdveis e inadequados para o clima
quente da regido. A falta de treinamento e o escasso conhecimento sobre os perigos dos
agrotoxicos contribuem para a manipulacdo incorreta durante a preparacao, aplicacio e
disposi¢cdo das embalagens vazias. Nestas condi¢Oes € alta a exposi¢cdo dos agricultores,
suas familias, consumidores € o ambiente. A tabela 3 relaciona alguns dos principais
problemas existentes no Brasil em relagdo a exposi¢ao a agrotoxicos.

Um estudo realizado em seis propriedades produtoras de tomate em Camocim de
Sado Félix — PE revelou que 13,2 % (n=159) dos trabalhadores entrevistados informavam
ter sofrido algum tipo de intoxicagdo. Desses, 45 referiram mal-estar durante a aplicacdo

de produtos, 70% das mulheres citaram problemas na gestagdo acarretando perda do




feto e ainda 39,4% fizeram referéncia a perda de um filho no primeiro ano e vida
(ARAUJO; NOGUEIRA; AUGUSTO, 2000).

Em Minas Gerais, entre 1991 e 2001, um estudo realizado por Soares et al
(2003) apontou o alto grau de risco de agravos a saide a que estdo sujeitos
trabalhadores rurais em contato com agrotdxicos, encontrando 50% dos entrevistados
(n=1064) moderadamente intoxicados.

Oliveira-Silva (2001), em estudo realizado em Nova Friburgo — RJ, identificou
que 10% dos trabalhadores investigados apresentavam sinais e sintomas de intoxicagao.
Esse mesmo autor estimou que o nimero esperado de intoxicagdes agudas por
agrotoxicos entre trabalhadores agricolas brasileiros seria de 360.000 casos a cada ano
somente no meio rural.

A exposicdo aos organofosforados ocorre tanto em dreas rurais quanto em zonas
urbanas, o que coloca a populacdo geral expostas aos danos causados por essas
substancias. Exemplo de exposi¢do urbana € dado por um estudo de coorte retrospectivo
que apontou o uso de organofosforados em orquidario na area urbana de Petrépolis (RJ)
como responsavel pela intoxica¢do de pelo menos 16 moradores de locais préximos ao
orquiddrio. Esse mesmo estudo aponta que pessoas que ficaram mais tempo expostas as
substancias, por passarem mais tempo em casa, tiveram mais chance de se intoxicar
(OLIVEIRA; GOMES, 1990).

No meio urbano do Estado do Rio de Janeiro foram registrados 12,6% de casos
fatais de intoxicacOes pelo Instituto Médico Legal — IML entre os anos de 2000-2001,
com evidéncias cientificas de associagdo com agrotoxicos (OLIVEIRA-SILVA, 2003).

No Rio Grande do Sul, um estudo de base populacional, descreveu o perfil
socio-demografico e a prevaléncia de algumas morbidades. Entre os resultados obtidos
destaca-se que 75% dos trabalhadores utilizavam agrotéxicos, a maioria
organofosforados (FARIA et al, 2000). A utilizagdo caracterizou-se como intensa
durante sete meses do ano (em 85% dos estabelecimentos); o tipo de agrotoxico
utilizado variou conforme a cultura e 12% dos trabalhadores que utilizavam estes
produtos referiram intoxicacdo pelo menos uma vez na vida e a prevaléncia de
transtornos psiquiatricos foi de 36%. Nas propriedades maiores (25 a 100 ha) e onde se
utilizavam mais agrotéxicos, observou-se um aumento do risco para intoxicacdes. Nesse
mesmo Estado, um estudo transversal sobre saide mental de agricultores da Serra
Gaicha mostrou uma forte associacdo entre intoxicagdes por agrotéxicos € o

desenvolvimento de transtornos psiquidtricos menores (FARIA et al, 1999).



Pires, Caldas e Recena (2005) estudaram no Mato Grossso do Sul, no periodo de
1992 a 2002, as intoxicagdes provocadas por agrotoxicos na microrregido de Dourados.
Foi observada correlagdo entre a prevaléncia de intoxicacdes e de tentativas de suicidio
pela exposi¢do a agrotoxicos, principalmente nas culturas de algoddo e feijao. Os
municipios de Dourados, Fatima do Sul e Vicentina se apresentaram como mais criticos
na microrregido de Dourados. Os inseticidas foram a principal classe de agrotoxicos
envolvidos nas ocorréncias, principalmente organofosforados e carbamatos,
corroborando outros estudos (SENANAYAKE; PEIRES, 1995; SAADEH et al, 1996;
SOTH; HOSOKAWA, 2000; SOARES; ALMEIDA; MORO, 2003).

A utilizagdo de um agrotoxico deve obedecer as indicagdes e recomendacdes
estabelecidas pela monografia da ANVISA, conforme sua classe toxicolégica.

O forato é considerado um dos mais téxicos organofosforados inibidores da
acetilcolinesterase, com média de DLs, variando entre 2 e 4 mg/kg de peso corpéreo
(Hazardous Substances Data Bank, 1988). Outro agravante para a satide humana € que o
forato e seus metabolitos ou derivados sdo facilmente absorvidos através do contato
com a pele e mucosas.

Devido a sua comparativa alta solubilidade em 4agua (50mg/L), o forato possui
grande potencial de contaminacdo de dguas superficiais destinadas ao consumo humano
(RANTI et al, 2009), sendo a concentragdo maxima aceitdvel de forato em &4gua de
consumo humano 0,002 mg/LL (CANADA, 1990).

O forato teve seu uso restrito pela EPA em razdo de sua alta toxicidade dérmica,
oral e inalatéria e pelos efeitos sobre os ecossistemas, especialmente em relacdo aos
passaros e animais aquaticos. Entre diversas restri¢des, foi proibida a aplicacdo aérea,
bem como o seu uso no inverno e também em &dreas com a presenga de mananciais
destinados ao abastecimento humano. As formula¢des podem conter no maximo 5% de
forato. (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2006). Em relagdo a
exposi¢cdo ocupacional o forato encontra-se como o mais importante determinante de
acidentes de trabalho com agrotéxicos nos Estados Unidos (ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2006).

3. Toxicocinética

3.1. Vias de exposicao e absorc¢ao
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O forato ¢ um organofosforado lipossolivel (PETER, PRABHAKAR;
PICHAMUTHU, 2008b) rapidamente absorvido por mamiferos através das vias oral,
inalatéria e dérmica, apresentando alta toxicidade através dessas vias de exposi¢ao
(BOSHOFF; PRETORIUS, 1979; WORLD HEALTH ORGANIZATION/FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 1988; CANADA, 1990; EXTENSION
TOXICOLOGY NETWORK, 1996; BHARGAVA; KULDEEP; SARASWAT, 1998;
HEALTH COUNCIL OF THE NETHERLANDS, 2003; JOINT/FAO/WHO
MEETING ON PESTICIDE RESIDUES, 2006; UNITED NATIONS
ENVIRONMENT PROGRAMME/ FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF THE UNITED NATIONS, 2009).

Estudos demonstram que o forato € rapidamente absorvido por via oral
(gavagem) em ratos (JOINT/FAO/WHO MEETING ON PESTICIDE RESIDUES,
2006), bem como pelo trato gastrointestinal (CANADA, 1990; HEALTH COUNCIL
OF THE NETHERLANDS, 2003).

Diversos fatores podem interferir na absor¢do dos organofosforados,
modificando a toxicocinética e toxicidade desses compostos. A temperatura ambiental
elevada e alta umidade relativa aumentam a absor¢do cutinea, possivelmente em
consequéncia do aumento da taxa de respiracdo, da frequéncia e do fluxo sanguineo
para os tecidos que ocorrem nestas condi¢des. Fatores genéticos ou comportamentais
como ingestdo de bebidas alcodlicas também modificam a absorcdo e distribui¢ao
desses compostos (CALIFORNIA DEPARTMENT OF PESTICIDE REGULATION,
1999; ATHANASOPOULOS; KYRIAKIDIS; STAVROPOULOS, 2004).

3.2. Distribuicao

Os compostos organofosforados atravessam facilmente a  barreira
hematoencefalica, provocando manifestacdes neuroldgicas (FERRER, 2003). Também
tém a capacidade de transpor facilmente a placenta (VILLENEUVE et al, 1972; ABU-
QARE et al, 2000).

Ap6s a absorgdo, o forato € rapidamente distribuido em mamiferos. Seis horas
ap6s a administracdo oral (gavagem) de uma dose tnica (0,44 mg/kg) de "C-forato
(pureza > 98%) em ratas, residuos do composto foram detectados no sangue (0,168
ppm), rins (0,163 ppm), figado (0,142 ppm), pele (0,109 ppm), misculo (0,100 ppm) e
tecidos adiposos (0,031 ppm). Apds 192 horas (8 dias), residuos no figado e rins ainda
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puderam ser detectados (MILLER; WU, 1990 apud JOINT/FAO/WHO MEETING ON
PESTICIDE RESIDUES, 2006).
Em ratos machos tratados com uma dose unica (0,8 mg/kg) de 14C—forato,

residuos ndo fosforilados foram detectados no figado, rins e misculos (HUSSAIN, 1987

apud INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1996).

3.3. Biotransformacao
O forato pode ser oxidado a oxon forato, sulféxido de forato e forato sulfona
(ETO, 1994 apud HAJJAR; HODGSON, 1982; CHAPMAN ET AL, 1982; SZETO
ET AL, 1990 apud HONG; PEHKONEN; BROOKS, 2000; HODGSON, 1983). O
forato também sofre hidrélise, através do ataque nucleofilico no dtomo de fésforo
central ou no carbono da cadeia lateral (HONG; PEHKONEN; BROOKS, 2000).

A formacdo de sulf6xido de forato € catalisada, principalmente, pela acdo da
enzima monooxigenase dependente de flavina-adeninda-dinucleotideo (FAD)
(HAJJAR; HODGSON, 1982; HODGSON, 1983; HODGSON; LEVI, 1992).
Entretanto a sulfoxidac¢do do forato também pode ocorrer por enzimas da familia CYP,
que também catalizam reacdes de oxidacdo desse organosfosforado (LEVI;
HODGSON, 1988). As enzimas CYP também estdo envolvidas na producdo dos
metabolitos forato sulfona, oxon sulféxido e oxon sulfona forato, através de reacoes de

oxidag¢ao ou de dessulfuracao (LEVI; HODGSON, 1988).

3.4. Excrecao

Mamiferos expostos ao forato eliminam tanto o composto original quanto os
seus metabolitos principalmente através da urina, €, em menor propor¢do, pelas fezes
(BROKOPP; WYATT; GABICA, 1981; WORLD HEALTH ORGANIZATION/FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 1988). Os percentuais de eliminagdo
variam de acordo com a espécie (INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL
SAFETY, 1996; HEALTH COUNCIL OF THE NETHERLANDS, 2003;
JOINT/FAO/WHO MEETING ON PESTICIDE RESIDUES, 2006).

A administrag¢do oral de uma dose tnica de 2 mg/kg de forato radiomarcado em
ratos machos resultou em eliminacdo do composto através da urina (35%) e nas fezes
(3,5%) dentro de um periodo de 06 dias (144 horas). Ratos machos tratados com 6 doses

didrias de 1 mg/kg, excretaram 12% do fésforo radiomarcado na urina e 6% nas fezes
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dentro de 7 dias (BOWMAN; CASIDA, 1958 apud INTERNATIONAL
PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1996).

Ap6s a administracdo oral (gavagem) de uma dose tdnica (0,44 mg/kg) de "*C-
forato (pureza > 98%) em ratas, 78% da dose administrada foi eliminada através da
urina em 24 horas. A eliminagdo através das fezes correspondeu a apenas 8% da dose
administrada. Ao final do estudo, mais de 94% da dose administrada foi convertida a
metabdlitos ndo fosforilados (MILLER; WU, 1990 apud JOINT/FAO/WHO MEETING
ON PESTICIDE RESIDUES, 2006).

Os metabdlitos 0O,0-dimetilfosfato, 0,0O-dietilfosfato, 0,0-
dimetiltiofosforotioato e O,O-dietiltiofosforotioato foram encontrados em amostras de
urina de agricultores expostos a produtos formulados com o ingrediente ativo forato

(SHAFIK et al, 1973).

4. Avaliacao Toxicoldgica

4.1 Aspectos gerais das manifestacoes clinicas em seres humanos

Em geral os efeitos agudos dos OP surgem poucas horas apds a exposi¢do. O
quadro clinico dessas intoxica¢des pode variar quanto a gravidade, rapidez de instalacao
e/ou duragdo dos sintomas, dependendo da via de absor¢do e da magnitude da exposi¢ao
(ECOBICHON, 2001; KAMANYIRE; KARALLIEDDE, 2004).

Os distdrios neurocomportamentais sdo os mais frequentemente observados em
individuos cronicamente intoxicados. Os sintomais do tipo neuro-comportamentais em
geral s@o insOnia, sonambulismo, sono excessivo, ansiedade, retardo de reagdes,
dificuldade de concentra¢do e uma variedade de sequelas neuropsiquidtricas, labilidade
emocional, distirbios de linguagem, apatia, irritabilidade, alucinacdes, delirios,
tremores, reagdes esquizofrénicas, alteracdes no EEG, neuropatia periférica, parestesias,
hiporreflexia, deficiéncia na coordenacdo neuro-motora e depressdao (KLAASSEN,
1991; ALMEIDA; SOARES, 1992; BRASIL, 1997; ECOBICHON, 2001). A maioria
desses sintomas muitas vezes deixa de ser relacionada com a exposicao aos agrotoxicos,
sendo confundidos com agravos a saide por outras causas.

Os mecanismos de acdo dos organofosforados e sua toxicidade aguda sao bem
conhecidos e caracterizam-se pelos efeitos muscarinicos (ou colinérgicos), nicotinicos e

neuroldgicos. O principal efeito da exposi¢do aguda se relaciona a inibi¢do da enzima
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acetilcolinesterase e seu consequente acimulo nas fendas sindpticas (ECOBICHON,
2001).

Conforme Kamanyire e Karalliedde (2004) embora a inibicdo da
acetilcolinesterase seja o principal mecanismo na toxicologia dos organosfosforados, a
suscetibilidade individual, a inibi¢do de outros sistemas enzimdticos e os efeitos diretos
dos organofosforados nos tecidos também sdo importantes. As consequéncias da
inibicdo de outros sistemas enzimdticos por compostos organofosforados ainda sao
incertos, entretanto ja se tem conhecimento do comprometimento de carboxiesterases
tissulares no soro, figado, intestino e outros tecidos. As carboxiesterases parecem
contribuir para a degradacdo metabdlica dos organofosforados e a inibi¢do dessas
enzimas contribui para potencializar sua toxicidade. Esses autores citam alguns efeitos
jé evidenciados em animais e que também podem acometer humanos:

e [Inativagao por fosforilacao de outra beta esterase,

e Alteracdo da recomposi¢cdo de neurotransmissores, como, por exemplo, o

GABA e glutamato;

¢ Aumento do nimero de receptores GABA e dopaminérgicos,

e Atuacdo como agonista dos receptores muscarinicos M2/M4,

¢ Inibi¢cdo de enzimas mitocondriais e da geracdo de ATP,

¢ Inducdo a degranulacdo celular, provavelmente causando a liberacdo de

histamina e compostos histaminicos,

¢ Inibigdo de 6xido nitrico,

¢ Interferéncia com o surfactante nos pulmdes,

¢ Inibicao da fosfolipase A2,

¢ Interferéncia na imunidade celular e humoral, por exemplo, na funcdo dos

linfécitos T.

Os sinais e sintomas das intoxica¢des agudas por organofosforados variam em
relacdo ao tipo de acdo e ao 6rgdo alvo. No Sistema Nervoso Autdnomo, os efeitos
muscarinicos ocorrem no aparelho digestivo, com perda de apetite, nduseas, vomitos,
dores abdominais, diarréia e defecacdo involuntdria; no aparelho respiratério: rinorréia,
hiperemia de vias aéreas superiores, broncoespasmo e aumento da secrecao bronquica,
edema pulmonar; no sistema circulatério: bradicardia, bloqueio auriculo-ventricular; no
sistema ocular: lacrimejamento, dor ocular, congestao da conjuntiva, distirbio de visao,

espasmo ciliar, dor no supercilio e miose; no aparelho urindrio: diurese frequente e
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involuntdria; nas glandulas exdcrinas: transpiragdo excessiva, salivacdo extrema. Outras
alteracdes observadas sdo: mic¢do involuntéria, sudorese, erecdo peniana, bradicardia e
hipotensdao (ECOBICHON, 2001).

Na sindrome nicotinica, o quadro clinico se constitui geralmente pela presenca
de fadiga e fraqueza generalizada, cdibras, contracdes involuntdrias, fasciculacdes
disseminadas e paralisia muscular, incluindo dos musculos respiratérios, e hipertensao
arterial transitéria (ECOBICHON, 2001).

A ac¢do no Sistema Nervoso Central (SNC) pela neurotoxidade leva aos sintomas
de distdrbios do sono, dificuldade de concentragdo, comprometimento da memoria,
ansiedade, agitacdo, tremores, disartria, confusdo, ataxia, fala indistinta, perda dos
reflexos, convulsdes generalizadas, torpor, depressdo respiratdria, paralisia respiratdria
central com respiragdo de Cheyne-Stokes e coma. Observa-se também a¢ao vasomotora
em outros centros cardiovasculares e no bulbo que provocam hipotensdo, podendo
evoluir para coma e morte (KLAASSEN, 1991; BRASIL, 1997; ECOBICHON, 2001).

Diversos casos de intoxica¢gdo aguda envolvendo comunidades de Kerala, India,
foram registrados por Usha e Harikrishnan (2004). Dentre esses casos, cinco registros
de casos envolvendo a exposi¢do ao forato no periodo entre 1999 e 2002 sdo dignos de
nota. Conforme os autores, em julho de 1999 aproximadamente 12 pessoas residentes
de regido de plantacdo de banana foram severamente intoxicadas por forato. Em seguida
a utilizacdo do produto, houve chuva na regido, fazendo com que o produto evaporasse
rapidamente e se espalhasse pela drea vizinha, atingindo as residéncias. Os sintomas
apareceram logo apds a aplicacdo do produto e os intoxicados necessitaram de
hospitalizagdo. Em junho de 2001, um rapaz de 16 anos foi a 6bito em decorréncia da
exposi¢ao ocupacional ao forato por um periodo de uma semana. Nesse mesmo ano, 40
mulheres trabalhadoras rurais em uma plantacdo de cha foram intoxicadas durante a
colheita das folhas. Os sintomas apareceram nos primeiros 30 minutos apds a
exposicdo, caracterizados por tontura, vertigem, visdo turva, vomitos. Trinta e sete
mulheres apresentaram quadros mais graves e permaneceram hospitalizadas por dois
dias. Os autores destacam que em julho de 2002, 31 criancas de uma escola do ensino
fundamental foram contaminadas por forato aplicado em plantacdo nas proximidades da
escola. As criancas apresentaram quadro de cefaléia, dor torédxica, dificuldade
respiratoria, ndusea, vertigem, visdo turva e dor abdominal, sendo que um deles

apresentou convulsdes mesmo apos 24h de tratamento. Em junho de 2003 houve o
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registro de Obito de uma crianca, de um ano e meio, filha de agricultores, em
decorréncia da intoxicagao por forato apds ingestio acidental do produto.

Embora nao seja muito frequente, casos de intoxicacdo subcronica podem ser
observados em sujeitos expostos ao forato. Das e Jena (2000) relataram caso clinico em
que houve associacdo entre encefalopatia, sindrome intermedidria e polineuropatia
retardada induzida por organofosforados.

Conforme Peter et al. (2008a) descreveram, alteracdes da consciéncia ou coma
sao fendmenos que podem ocorrer em casos de intoxicagdo aguda severa e apresentam
prognoéstico ruim. Esses autores desenvolveram um estudo de coorte prospectivo, onde
acompanharam durante um ano 35 pacientes admitidos em unidade hospitalar com
intoxicacdo aguda grave por OP, dentre os quais o forato. O quadro clinico agudo foi
constituido por sinais e sintomas colinérgicos (miose, salivagdo, lacrimejamento,
sudorese e bradicardia). Os pacientes evoluiram com comprometimento encefilico
grave, caracterizado por coma profundo por volta do quinto dia apds a intoxicag¢do
aguda. Dentre os pacientes, quatro foram intoxicados por forato, dos quais um evoluiu

para coma profundo.

4.2. Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda do ingrediente ativo (IA) forato foi avaliada com base nos dados
disponiveis em relatérios de agéncias ou institutos internacionais, tais como a EPA
(Environmental Protection Agency) e o IPCS (International Programme on Chemical
Safety), bem como nos estudos encaminhados a ANVISA com o intuito de suportar o
registro dos produtos técnicos e formulados a base desse IA. Os estudos foram
conduzidos em animais experimentais (ratos, coelhos e camundongos) através de
exposicao pelas vias oral, inalatéria, dérmica, ocular, intravenosa e intraperitoneal. Os
dados de doses letais (oral e dérmica) e concentragdes letais estdo sumarizados na tabela
3.

Tabela 3 — Estudos agudos sobre o ingrediente ativo forato

Espécie Linhagem Via Pureza DL50 (mg/kg) Referéncia
(%) ou
CL50 (mg/l)
Rato Wistar Oral 90 <50 (&) Dossié de registro submetido
a ANVISA
Rato - Oral - 3-31 EPA (2006)
Q-14
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Rato - Oral - 1,9-10 Blinn, R.C. (1992) Apud
IPCS (1994)
Rato - Oral - 3-23 Gaines, T.B. (1969) Apud
Q-1,1 IPCS (1994)
Rato - Oral - 3-28 Anon (1976) Apud IPCS
Q-1,6 (1994)
Rato - Oral - 3-37 Newell, G.W. & Dilley, J.V.
Q-14 (1978) Apud IPCS (1994)
Camundongo - Oral - 11 Blinn, R.C. (1992) Apud
IPCS (1994)
Camundongo - Intraperitoneal - 3 Blinn, R.C. (1992) Apud
IPCS (1994)
Rato Wistar Dérmica 90 <200 () Dossié de registro submetido
a ANVISA
Rato - Dérmica - 3-93 EPA (2006)
Q-39
Rato - Dérmica - 3 Blinn, R.C. (1992) Apud
IPCS (1994)
Rato - Dérmica - 3-62 Gaines, T.B. (1969) Apud
?@-25 IPCS (1994)
Rato - Dérmica - 3-5.7 American Cyanamid Co.,
1976 Apud IPCS (1994)
Rato - Dérmica - 3-93 Newell, G.W. & Dilley, J.V.
Q-39 (1978) Apud IPCS (1994)
Coelho - Dérmica - 3d-52 Anon (1976) Apud IPCS
(1994)
Rato - Inalatéria - 3-0,06 EPA (2006)
0,011
Rato - Inalatéria (1h) - & - 60 mg/m3 Newell, G.W. & Dilley, J.V.
Q - 11 mg/m? (1978) Apud IPCS (1994)

Os estudos agudos, conduzidos em animais experimentais, mostraram que O

forato apresenta elevada toxicidade pelas vias oral, dérmica e inalatéria. As principais

alteracdes observadas nos testes de DLsy oral foram: tremores, convulsdes, salivagdo,

inibicdo da atividade, lacrimejamento, exoftalmia, hemorragia no trato gastrointestinal,

figado escuro, entre outras.

O forato foi considerado levemente irritante para os olhos de coelhos. Com

relacdo aos estudos de DLsy démica, os tremores foram os principais sinais clinicos

observados nos animais expostos ao forato. Os testes de sensibilizacdo dérmica feitos

com a substincia em questao foram considerados negativos.

Dessa forma, o forato € classificado como Classe I — Extremamente Téxico.

4.3. Toxicidade Subcronica

Estudo 1
Ano:1990

Espécie: Camundongo (Crl:CD-1)

Nimero de animais: 20/grupo/sexo
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Doses: 1, 3 e 6 ppm — Equivalente a 0,18; 0,55 e 1,10 mg/kg/dia para machos e 0,23;
0,67 e 1,38 mg/kg/dia para fémeas

Via: Oral (dieta)

Tempo de exposicao: 13 semanas

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92,1%

Referéncia: Trutter, J.A. (1990) 13-Week dietary toxicity study in albino mice with AC
35.024. Final report, Project ID No. 362-201. Unpublished report dated 16 May 1990
from Hazleton Laboratories America Inc. Apud IPCS 1994.

Os animais expostos as maiores doses exibiram significativa inibicdo da
atividade da colinesterase plasmadtica, o mesmo achado também foi observado em
fémeas tratadas com 1 ppm de forato. Houve significativo decréscimo na atividade da
colinesterase eritrocitaria nos machos e fémeas que receberam a maior dose, a inibi¢do
em relacdo ao grupo controle foi de 50% nos machos e 61% nas fémeas. Houve ligeira
reducdo (-17%) na atividade da colinesterase eritrocitdria nas fémeas expostas a 3 ppm
da substancia teste. Foi observada inibicio em cerca de 50% na atividade da
colinesterase cerebral nos machos e fémeas tratados com 6 ppm, quando expostos a 3
ppm os animais exibiram mais de 10% de inibicdo na atividade dessa enzima em relagcdo

ao grupo nao tratado. O NOAEL nao pdde ser estabelecido.

Estudo 2

Ano:1956

Espécie: Rato

Numero de animais: 50/grupo/sexo e 25 /grupo/sexo

Doses: 0,22; 0,66; 2 e 6 ppm (equivalente a 0,01; 0,03; 0,1 e 0,3 mg/kg/dia) e 12 e 18
(equivalente a 0,6 e 0,9 mg/kg/dia)

Via: Oral (dieta)

Tempo de exposicao: 13 semanas

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92%

Referéncia: Tusing, T.W., Kindzin, W., Hanzal, R. & Howard, J. (1956) Repeated oral
administration (dogs). Experimental insecticide 3911, 92%. Unpublished report from
Hazleton Labs, Inc. Submitted to WHO by Submitted to WHO by American Cynamid
Co., Wayne, NJ, USA. Apud TPCS 1994.
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Ocasionalmente, foram observados tremores intermitentes e excitabilidade nas
fémeas expostas a 6 ppm de forato. Os machos e as fémeas que receberam 12 e 18 ppm
apresentaram severa excitabilidade, tremores intermitentes e ataxia, culminando na
morte de 50% dos animais tratados com 12 ppm e de todos os expostos a 18 ppm. Os
animais que receberam 6 ppm exibiram significante inibicdo da atividade da
colinesterase plasmadtica, eritrocitaria e cerebral. As fémeas expostas a 2 ppm exibiram
reducgdo na atividade da colinesterase eritrocitaria. O NOAEL estabelecido para o estudo
foi 0,66 ppm ou 0,03 mg/kg/dia baseado na inibi¢do da colinesterase eritrocitdria nas

fémeas.

Estudo 3

Ano: 1987

Espécie: Ciaes (Beagle)

Nimero de animais: 2/grupo/sexo

Doses: 0, 01; 0,05; 0,10, 0,25 e 0,50 mg/kg/dia

Via: Oral (c4psulas)

Tempo de exposicao: 14 dias

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92,1%

Referéncia: Piccirillo, V.J., Shellenberger, T.E. & Dauvin, E. M. (1987) 14-Day range-
finding oral toxicity study in the dog with AC 35,024. Revised final report No. 85013.
Unpublished report dated 11 February 1987 from Tegeris Laboratories Inc., Princeton,
NJ, USA. Submitted to WHO by American Cyanamid Co., Princeton, NJ, USA. Apud
IPCS 1994.

Uma fémea exposta a 0,50 mg/kg/dia exibiu excessiva salivacdo e tremores.
Os animais (machos e fémeas) tratados com a maior dose apresentaram decréscimo no
ganho de peso corpéreo em relagdo ao grupo controle.

A atividade da colinesterase plasmatica foi significativamente reduzida nos
machos e fémeas tratados com doses iguais ou acima de 0,10 mg/kg/dia, os machos que
receberam 0,05 mg/kg/dia também apresentaram inibi¢do na atividade dessa enzima em
relacdo aos valores observados antes do tratamento e nos animais nao tratados (grupo
controle). Houve significante diminuicdo (>20%) na atividade da colinesterase
eritrocitaria nos machos e fémeas tratados com a maior dose. Quanto a atividade da
colinesterase cerebral, foi observada inibi¢ao entre 31 e 69% nos animais que receberam

0,10 mg/kg/dia ou mais da substincia teste. O NOAEL estabelecido foi 0,01 mg/kg/dia
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baseado na inibi¢do da atividade da colinesterase plasmdtica nos machos tratados com

0,05 mg/kg/dia.

Estudo 4

Ano: 1987

Espécie: Cies (Beagle)

Numero de animais: 6/grupo/sexo

Doses: 0, 005; 0,01; 0,05 e 0,25 mg/kg/dia

Via: Oral (cépsulas)

Tempo de exposicao: 1 ano

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92,1%

Referéncia: Shellenberger, T.E. & Tegeris, A.S. (1987) One-year oral toxicity study in
purebred beagle dogs with AC 35,024. Final report N° 85015. Unpublished report dated
20 February 1987 from Tegeris Laboratories Inc., Laurel, MD, USA. Submitted to
WHO by American Cyanamid Co., Princeton, NJ, USA. Apud IPCS 1994.

Tremores moderados foram observados em um macho e duas fémeas durante a
23* e 52° semana de tratamento com a maior dose. A média do peso corpdreo e o ganho
de peso foi 26% menor, em relacdo ao grupo controle, nos machos tratados com 0,25
mg/kg/dia.

Machos tratados com a maior dose apresentaram significante (p<0,05) reducao
nos niveis de proteinas totais, essas observacdes foram realizadas durante a 6* semana,
3°e 6° meses € ao término do tratamento.

Os animais tratados com 0,25 mg/kg/dia apresentaram inibi¢ao de mais de 20%
na atividade da colinesterase eritrocitdria e entre 43 e 54% da colinesterase cerebral. As
doses iguais ou superiores a 0,05 mg/kg/dia reduziram significativamente a atividade da
colinesterase plasmdtica nos machos e fémeas expostos. O NOAEL estabelecido foi
0,01 mg/kg/dia baseado na inibicao da atividade da colinesterase plasmatica nos animais

tratados com 0,05 mg/kg/dia.

4.4. Toxicidade cronica, carcinogenicidade e genotoxicidade
Na fisiopatologia dos efeitos cronicos decorrente da exposicdo aos agrotoxicos
estdo envolvidos, além dos aspectos toxicoldgicos proprios de cada produto, as

caracteristicas da exposi¢do tais como a intensidade, a durag@o e a interacdo com outros
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produtos quimicos, com os quais pode haver potencializagdo da acdo tdxica, e outros
condicionantes biossociais do exposto.

A exposicdo cronica aos organofosforados também estd relacionada, entre
outros, ao cancer, efeitos teratogénicos, neuropatias periféricas tardias e toxicidade
reprodutiva (CALDAS; SOUZA, 2000).

A mutacdo no DNA € a alteracdo genuina do processo de carcinogenicidade
(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). Essa mutacdo pode ser causada por
agentes quimicos, como os agrotéxicos, que podem induzir o cancer por mecanismos
variados como genotoxicidade e promo¢do de tumores (RODVALL; DICH;
WIKLUND, 2003).

A maioria dos carcinégenos apresenta uma propriedade em comum: sio
eletrofilicos altamente reativos que interagem com locais nucleofilicos na célula;
sendo o DNA alvo de preferéncia (SANTOS et al., 2008). Nessa ligacdo, os adutos de
DNA sdo formados por ligacdes covalentes. Essa formacdo pode mutar proto-
oncogenes ou genes supressores de tumor e iniciar o processo de carcinogénese
(KINZLER; VOGELSTEIN, 1996, apud LOUREIRO; MASCIO; MEDEIROS,
2002). Apo6s essa mutacdo ocorrem alteragdes no processo de divisdo celular que
resultam na perda de -caracteristicas funcionais e na formacdo de tumores
(CUNNINGHAM; MATTHEWS, 1995).

A correlacdo entre cancer e agrotoxico estd mais bem caracterizada nos
canceres de pulmdo, de mama, dos testiculos, da tiredide, da préstata, do ovério, e do
sistema hematopoiético (linfomas ndo-Hodgkin, leucemias e mieloma multiplo)
(PIMENTEL, 1996).

Um estudo prospectivo realizado com 52.395 aplicadores de agrotdxicos na
Carolina do Norte e em Iowa nos EUA, de 1993 a 1997 (ALAVANIA, et al., 2002 apud
EPA, 2002) mostrou associagdo de risco para cancer e o uso de agrotoxicos, entre eles o
forato. Em 2006, Mahajan et al, verificaram um maior risco de desenvolvimento de
cancer de préstata quando o histérico familiar era positivo para essa neoplasia em
agricultores expostos ao forato do mesmo grupo citado acima.

A seguir estdo descritos os estudos sobre o potencial carcinogénico do

ingrediente ativo forato, aportados no dossié toxicologico da ANVISA.

21



Estudo 1

Ano:1981

Espécie: Rato - Crl:COBS CD (SD) BR

N° de animais: 50/grupo/sexo

Doses: 1, 3 e 6 ppm — equivalente a 0,05; 0,16 e 0,32 mg/kg/dia para machos e 0,07;
0,19 e 0,43 mg/kg/dia para fémeas

Via: Oral (dieta)

Tempo de exposicao: 2 anos (24 meses)

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 84,5%

Referéncia: Manus, A. G. et al. (1981). 24-Month Chronic Toxicity and Potential
Carcinogenicity Study in Rats. Litton Bionetics. Dossié de registro submetido a

ANVISA.

O objetivo do estudo foi avaliar o potencial carcinogénico do forato. Ratos
receberam a substancia teste incorporada a dieta nas doses de 1, 3 ou 6 ppm durante 24
meses. Foi observado um aumento no nimero de animais em condi¢cdes moribundas ou
que foram encontrados mortos, em todos os grupos, inclusive no controle, contudo esse
aumento foi maior no grupo de fémeas tratadas com a maior dose, sendo que apenas
36% dos animais desse grupo sobreviveram até o final do estudo. Durante a 9* semana
de tratamento os animais apresentaram tremores, esse sinal clinico, segundo o diretor do
estudo, foi atribuido a uma superdosagem (327% a mais da dose que deveria ser
administrada). As fé€meas que receberam na dieta a dose de 6 ppm de forato
apresentaram reducdo no ganho de peso, em comparacdo ao grupo controle, durante as
primeiras 26 semanas e entre a 74 e 102* semanas. Com relacdo aos pardmetros
hematoldgicos avaliados, as fémeas tratadas com a maior dose apresentaram, aos 12
meses de estudo, diminui¢do na quantidade de eritrécitos, hemoglobina e hematdcritos.
Ja machos tratados com 6 ppm de forato exibiram reduc¢des na quantidade de
hemoglobina e de leucécitos. Quanto aos parametros bioquimicos avaliados, os machos
tratados com 1 ppm da substincia teste apresentaram, aos 6 meses de tratamento,
reduc¢do nos niveis da enzima aspartato aminotransferase (AST).

Foi observada inibi¢do da atividade da colinesterase plasmatica, maior que 20%
e dose-relacionada, nos machos tratados com 6 ppm na avaliacdo realizada aos 12
meses, em todos os machos tratados ao final do estudo e nas fémeas que receberam 3 e

6 ppm em todos os periodos amostrados (3, 6, 12 e 24 meses).
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Machos que receberam a maior dose e fémeas tratadas com 3 ou 6 ppm
apresentaram inibicdo, maior que 20%, na atividade da colinesterase cerebral. A
colinesterase eritrocitaria nao foi significativamente inibida, apresentando menos de
20% de inibicao nos periodos observados.

Dados de necropsia revelaram aumento na razdo entre 0 peso corpOreo € as
adrenais, cérebro, coracdo, figado e bagco nas fémeas tratadas com 6 ppm da substincia
teste. Nos exames patologicos e histopatoldgicos foi observado aumento na incidéncia
de inflamacgdo e hiperplasia epitelial da por¢do dianteira do estdmago dos animais de
ambos os sexos, mas especialmente dos machos, tratados com a maior dose. Esse efeito
foi aparentemente relacionado ao tratamento com o forato.

O NOEL estabelecido para o estudo foi 1 ppm, equivalente a 0,05 mg/kg de peso

corporeo por dia.

Estudo 2

Ano:1981

Espécie: Camundongos - CD-1

N° de animais: 50/grupo/sexo

Doses: 1, 3 e 6 ppm - equivalente a 0,15; 0,45 e 0,90 mg/kg/dia

Via: Oral (dieta)

Tempo de exposicao: 18 meses

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 91,7%

Referéncia: Manus, A. G. et al. (1981). 18-Month chronic toxicity and potential
carcinogenicity study in mice. Litton Bionetics. Dossi€ de registro submetido a

ANVISA.

O objetivo do estudo foi avaliar o potencial carcinogénico do ingrediente ativo
forato quando administrado na dieta de camundongos nas doses de 1, 3 ou 6 ppm pelo
periodo de 18 meses. Os animais tinham 41 dias de idade quando iniciaram o
tratamento.

Durante o curso do estudo 91 camundongos morreram ou foram sacrificados em
condi¢des moribundas. Foi observado mortalidade em todos os grupos tratados,
inclusive no controle [Machos: controle — 5/50 (10%); 1 ppm — 7/50 (14%); 3 ppm —
11/50 (22%) e 6 ppm — 9/5 (18%). Fémeas: controle — 13/50 (26%); 1 ppm — 13/50
(26%); 3 ppm — 16/50 (32,7%) e 6 ppm — 17/50 (34,7%)].
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Os animais que receberam a substancia teste (em todas as doses), bem como os
do grupo controle apresentaram perda de pé€lo em regides restritas do corpo ou em
multiplas dreas. Os machos tratados com a maior dose apresentaram reducdo do peso
corpéreo nas primeiras semanas do estudo (1%, 3* e 5% semana), ja as fémeas que
receberam 6 ppm da substancia teste exibiram diminui¢do de peso em praticamente
todas as 25 primeiras semanas do estudo. Com relagdao ao consumo de alimentos, todos
os grupos tratados (machos e fémeas) apresentaram redugdes no consumo da dieta.

Houve alta incidéncia de alguns sinais clinicos como tremores, hiperatividade e
salivacdo excessiva, os mesmos foram mais frequentes nos animais tratados com 6 ppm
em relacdo ao grupo controle.

Foram observados linfomas malignos nos animais tratados, sendo que estes
foram relativamente comuns, particularmente em fémeas e geralmente envolveram o
trato gastrointestinal, timo, figado, rins e nddulos linfaticos, a incidéncia desses achados
nao foi relacionada a quantidade da substincia teste administrada. Os animais tratados
apresentaram adenomas, contudo esses achados nao foram considerados relacionados ao
tratamento, uma vez que o grupo controle também exibiu essas alteragdes. A incidéncia
de adenoma alveolar e bronquiolar foi maior nos machos tratados com 6 ppm (8/50,
comparado a 3/50 do controle), contudo esse efeito nao foi atribuido ao tratamento, uma
vez que, segundo o diretor do estudo, o aumento da incidéncia ndo foi estatisticamente
significante e esse tumor € frequentemente observado em camundongos da linhagem
CD-1.

Outras alteracdes que foram observadas nos animais tratados e ndo tratados
(controle) foram: amiloidose; acumulo multifocal de neutrofilos, linfécitos e
macréfagos, frequentemente associado a hepatdcitos degenerados ou necroticos;
estdmago exibindo uma mistura de células inflamatdrias infiltradas, edema e hiperplasia
com formagdo de criptas cisticas; mielofibrose; infiltrados linfociticos foram geralmente
vistos nos rins e na bexiga urindria em todos os grupos; hiperplasia endometrial cistica;
lesdes nos olhos (a maioria consistiu de catarata). O diretor do estudo concluiu que as
alteracdes patoldgicas ndo foram atribuidas a administragdo prolongada do forato na
dieta. Segundo o mesmo, todas as alteracdes foram consideradas achados incidentais ou
parte de complexas doengas espontaneas em camundongos.

Baseado no decréscimo do peso corpdéreo e nos sinais clinicos de toxicidade na
maior dose. O NOEL estabelecido para esse estudo foi 3 ppm, equivalente a 0,45 mg/kg

de peso corpdreo por dia.
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Dados na literatura indicam que vérios organofosforados sdo mutagénicos
(MOHAMMED, 1999; MATSUHITA; MATSUI; MATSUI, 2006; MATSUHITA et al,
2005). Entre os dados apresentados destaca-se a mutagenicidade dos metabdlitos dos
organofosforados (CORTEZ-ESLAVA et al, 2001; MATSUHITA; MATSUIL
MATSUI 2005; MATSUHITA et al, 2005;), que muitas vezes sao mais mutagénicos do
que o ingrediente ativo.

Também € destacado o sinergismo desses compostos e seus metabdlitos com
aminas aromadticas, moléculas pré-mutagénicas e promotoras de cincer. As aminas
aromdticas sdo utilizadas em vdrios processos da industria téxtil e na produgdo de
farmacos, agrotoxicos e plasticos. Esse sinergismo provoca um aumento da
mutagenicidade dessas aminas.

Ensaios biolégicos in vitro e in vivo, mediante andlise genotdxica e
carcinogénica de organofosforados apontam efeitos decorrentes de mutacdes génicas,
cromossOmicas e de lesdes na estrutura bioquimica do DNA humano, mostrando assim
o potencial mutagénico e/ou carcinogénico desse grupo de agrotéxicos.

Os o6rgaos internacionais como EPA (1999) e IPCS (1994) classificam o forato
como ndo carcinogénico e ndo mutagénico baseados em resultados de estudos in vitro
de mutagdo reversa e recombinagcdo mitética e in vivo de aberragdes cromossomicas e

mutacido dominante letal. Alguns desses estudos podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4: Estudos de genotoxicidade do forato

Estudo Microorganismo Dose / Concentracio Pureza | Resultado Referéncia
/ Animal / (%)
Células
Mutacdo S.typhimurium Acima de 1.000 mg/placa - Negativo® Simmon et. al.
reversa (TA100, 1535, (1977) Apud TPCS
1537, 1538); E. (1994)
Coli WP2
Mutacdo E. coli (p3478 e | 1 mg/placa - Negativo”® Simmon et. al.
reversa w3110); B. subtilis (1977) Apud TPCS
(1994)
Mutacdo Células do oviario | 30, 40, 50, 80 e 100 nl/ml 92,1 Negativob Thilager &
reversa de hamster (locus | 5, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 Negativo® kumarop (1985)
hprt) nl/ml Apud IPCS (1994)
Recombinagio S. cerevisiae D3 5% peso/volume incubado - Negativo® Simmon et. al
mitdtica por 4h antes do (1977) Apud TPCS
“plaquamento” (1994)
Sintese de | Fibroblastos Acima de 1x10™ - Negativo® Simmon et. al
DNA humanos (WI - 38) (1977) Apud IPCS
(1994)
Aberracoes Ratos (& e @) —| & - 025 125 e 25 92,1 Negativo Ivett & Myhr, 1986
cromossdmicas | Sprague-Dawley’ mg/kg/dia Apud IPCS (1994)
@ - 013 063 e 1,25
mg/kg/dia
Dominante letal | Camundongo (&) 5, 10 e 20 mg/kg/dia° - Negativo Simmon et. al.
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(1977) Apud TPCS
(1994)

a —na presenga e auséncia de ativacdo metabdlica
b — na auséncia de ativacdo metabdlica

¢ —na presenca de ativacdo metabdlica

d — os animais foram sacrificados ap6s 6, 18 e 30h.
e — doses administradas na dieta por 7 semanas

Porém, segundo Malhi, Grover (1987) o forato provoca aberracdes
cromossOmicas in vivo em células da medula 6ssea de ratos, como troca entre
crométides, quebra e delecdo. Ainda segundo esse autor o trabalho de Sobti et al (1982)
mostrou que o forato provoca aumento de recombinagdo (SCE) em células de linfécitos
humanas. Grover, Malhi (1985) também relatam positividade para teste de micronticleo

nessas mesmas células.

Estudo 1

Ano:1981

Espécie: Rato - Crl:COBS CD (SD) BR

N° de animais: 50/grupo/sexo

Doses: 1, 3 e 6 ppm — equivalente a 0,05; 0,16 e 0,32 mg/kg/dia para machos e 0,07;
0,19 e 0,43 mg/kg/dia para fémeas

Via: Oral (dieta)

Tempo de exposicao: 2 anos (24 meses)

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 84,5%

Referéncia: Manus, A. G. et al. (1981). 24-Month Chronic Toxicity and Potential
Carcinogenicity Study in Rats. Litton Bionetics. Dossié de registro submetido a

ANVISA.

O objetivo do estudo foi avaliar o potencial carcinogénico do forato. Ratos
receberam a substncia teste incorporada a dieta nas doses de 1, 3 ou 6 ppm durante 24
meses. Foi observado um aumento no nimero de animais em condi¢cdes moribundas ou
que foram encontrados mortos, em todos os grupos, inclusive no controle, contudo esse
aumento foi maior no grupo de fémeas tratadas com a maior dose, sendo que apenas
36% dos animais desse grupo sobreviveram até o final do estudo. Durante a 9* semana
de tratamento os animais apresentaram tremores, esse sinal clinico, segundo o diretor do
estudo, foi atribuido a uma superdosagem (327% a mais da dose que deveria ser
administrada). As fé€meas que receberam na dieta a dose de 6 ppm de forato

apresentaram reducdo no ganho de peso, em comparagcdo ao grupo controle, durante as
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primeiras 26 semanas e entre a 74" e 102* semanas. Com relacdo aos pardmetros
hematoldgicos avaliados, as fémeas tratadas com a maior dose apresentaram, aos 12
meses de estudo, diminui¢ao na quantidade de eritrécitos, hemoglobina e hematdcritos.
Ja machos tratados com 6 ppm de forato exibiram reduc¢des na quantidade de
hemoglobina e de leucdcitos. Quanto aos parametros bioquimicos avaliados, os machos
tratados com 1 ppm da substincia teste apresentaram, aos 6 meses de tratamento,
reduc¢do nos niveis da enzima aspartato aminotransferase (AST).

Foi observada inibi¢do da atividade da colinesterase plasmatica, maior que 20%
e dose-relacionada, nos machos tratados com 6 ppm na avaliacdo realizada aos 12
meses, em todos os machos tratados ao final do estudo e nas fémeas que receberam 3 e
6 ppm em todos os periodos amostrados (3, 6, 12 e 24 meses).

Machos que receberam a maior dose e fémeas tratadas com 3 ou 6 ppm
apresentaram inibicdo, maior que 20%, na atividade da colinesterase cerebral. A
colinesterase eritrocitdria nao foi significativamente inibida, apresentando menos de
20% de inibicao nos periodos observados.

Dados de necropsia revelaram aumento na razdo entre o peso corpdreo e as
adrenais, cérebro, coracdo, figado e bagco nas fémeas tratadas com 6 ppm da substincia
teste. Nos exames patoldgicos e histopatolégicos foi observado aumento na incidéncia
de inflamacgdo e hiperplasia epitelial da por¢do dianteira do estdmago dos animais de
ambos os sexos, mas especialmente dos machos, tratados com a maior dose. Esse efeito
foi aparentemente relacionado ao tratamento com o forato.

O NOEL estabelecido para o estudo foi 1 ppm, equivalente a 0,05 mg/kg de peso

corporeo por dia.

Estudo 2

Ano:1981

Espécie: Camundongos - CD-1

N° de animais: 50/grupo/sexo

Doses: 1, 3 e 6 ppm - equivalente a 0,15; 0,45 e 0,90 mg/kg/dia
Via: Oral (dieta)

Tempo de exposicao: 18 meses

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 91,7%
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Referéncia: Manus, A. G. et al. (1981). 18-Month chronic toxicity and potential
carcinogenicity study in mice. Litton Bionetics. Dossi€é de registro submetido a

ANVISA.

O objetivo do estudo foi avaliar o potencial carcinogénico do ingrediente ativo
forato quando administrado na dieta de camundongos nas doses de 1, 3 ou 6 ppm pelo
periodo de 18 meses. Os animais tinham 41 dias de idade quando iniciaram o
tratamento.

Durante o curso do estudo 91 camundongos morreram ou foram sacrificados em
condi¢des moribundas. Foi observado mortalidade em todos os grupos tratados,
inclusive no controle [Machos: controle — 5/50 (10%); 1 ppm — 7/50 (14%); 3 ppm —
11/50 (22%) e 6 ppm — 9/5 (18%). Fémeas: controle — 13/50 (26%); 1 ppm — 13/50
(26%); 3 ppm — 16/50 (32,7%) e 6 ppm — 17/50 (34,7%)].

Os animais que receberam a substancia teste (em todas as doses), bem como os
do grupo controle apresentaram perda de pélo em regides restritas do corpo ou em
multiplas dreas. Os machos tratados com a maior dose apresentaram reducdo do peso
corporeo nas primeiras semanas do estudo (1%, 3* e 5% semana), ja as fémeas que
receberam 6 ppm da substancia teste exibiram diminui¢do de peso em praticamente
todas as 25 primeiras semanas do estudo. Com relagao ao consumo de alimentos, todos
os grupos tratados (machos e fémeas) apresentaram redugdes no consumo da dieta.

Houve alta incidéncia de alguns sinais clinicos como tremores, hiperatividade e
salivacdo excessiva, os mesmos foram mais frequentes nos animais tratados com 6 ppm
em relagdo ao grupo controle.

Foram observados linfomas malignos nos animais tratados, sendo que estes
foram relativamente comuns, particularmente em fémeas e geralmente envolveram o
trato gastrointestinal, timo, figado, rins e nddulos linfaticos, a incidéncia desses achados
nao foi relacionada a quantidade da substancia teste administrada. Os animais tratados
apresentaram adenomas, contudo esses achados nao foram considerados relacionados ao
tratamento, uma vez que o grupo controle também exibiu essas alteragdes. A incidéncia
de adenoma alveolar e bronquiolar foi maior nos machos tratados com 6 ppm (8/50,
comparado a 3/50 do controle), contudo esse efeito nao foi atribuido ao tratamento, uma
vez que, segundo o diretor do estudo, o aumento da incidéncia ndo foi estatisticamente
significante e esse tumor é frequentemente obervado em camundongos da linhagem

CD-1.
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Outras alteracdes que foram observadas nos animais tratados e ndo tratados
(controle) foram: amiloidose; acumulo multifocal de neutrofilos, linfécitos e
macréfagos, frequentemente associado a hepatdcitos degenerados ou necroticos;
estdbmago exibindo uma mistura de células inflamatdrias infiltradas, edema e hiperplasia
com formagdo de criptas cisticas; mielofibrose; infiltrados linfociticos foram geralmente
vistos nos rins e na bexiga urindria em todos os grupos; hiperplasia endometrial cistica;
lesdes nos olhos (a maioria consistiu de catarata). O diretor do estudo concluiu que as
alteracdes patoldgicas ndo foram atribuidas a administragdo prolongada do forato na
dieta. Segundo o mesmo, todas as alteracdes foram consideradas achados incidentais ou
parte de complexas doengas espontaneas em camundongos.

Baseado no decréscimo do peso corpéreo e nos sinais clinicos de toxicidade na
maior dose. O NOEL estabelecido para esse estudo foi 3 ppm, equivalente a 0,45 mg/kg

de peso corpdreo por dia.

4.5. Toxicidade sobre o sistema enddcrino, reprodutivo e desenvolvimento

4.5.1. Toxicidade sobre o sistema endocrino

O sistema enddcrino desempenha funcao essencial nos processos metabdlicos
do organismo como 0s processos nutricionais, comportamentais, reprodutivos, fungdes
cardiovasculares, renais e intestinais. A toxicidade enddcrina, ou desregulacdo
enddcrina é um efeito adverso que interfere com uma ou mais das diversas funcdes
desempenhadas pelo sistema enddcrino.

A insulina é um hormonio sintetizado nas células beta do pancreas que possui
diversas fung¢des relacionadas principalmente ao metabolismo energético do organismo,
dentre outras: (i) captagdo, armazenamento e utilizacdo da glicose pelas células; (ii)
sintese de dcidos graxos; (iii) armazenamento do excesso de gordura no tecido adiposo;
(iv) armazenamento de proteinas nos tecidos. (HARRISON, 2009; MASHARANI;
KARAM, 2001).

Um estudo epidemioldgico de caso controle realizado no periodo 1993-97
investigou a ocorréncia de diabetes mellitus gestacional entre 11.273 mulheres
residentes em lowa e na Carolina do Norte e sua associacdo com exposi¢do a

agrotoxicos no primeiro trimestre da gravidez. As exposi¢des foram classificadas como
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indireta (plantio, poda, colheita), residencial (uso doméstico ou no jardim) e na
agricultura (preparacdo, aplicacdo ou manutencdo dos equipamentos de aplicacdo de
agrotoxicos). Para estudar a exposi¢do a agrotéxicos especificos foram levantados
aqueles mais frequentemente utilizados na agricultura como os organofosforados
(diazonona, malationa, terbufés e forato), carbamatos (carbaril e carbofurano) e
herbicidas (2,4-D, 2,4,5-T, 2,4,5-TP, alacloro, atrazina, cianazina, dicamba, glifosato,
pendimetalina, trifuralina). Na andlise multivariada identificou-se associac¢do
estatisticamente significativa de 2,4,5-T, 2,4,5-TP, atrazina, diazinona, carbofurano e
forato com o aumento no risco de ocorréncia de diabetes mellitus gestacional
(SALDANA ET AL, 2007).

A diminui¢do de insulina ocorre na diabetes mellitus tipo 1 e também ja foi
observada apds a exposi¢do a substincias quimicas que desencadeiam eventos
“diabetes-semelhantes”  (LUKIC; ~ STOSIC-GRUJICIC; ~ SHAHIN,  1998;
SZKUDELSKI, 2001; LENZEN, 2008). Agrotéxicos organofosforados também podem
desencadear efeitos adversos associados a diabetes (MEGGS; BREWER, 2007
ABDOLLAHI et al, 2004) mesmo apds a exposicdo durante a gestagdo e lactacdo
(LASSITER et al, 2008; LASSITER; BRIMIJOIN, 2008; MEYER; SEIDLER, F.J.;
SLOTKIN, 2004; SLOTKIN; BROWN; SEIDLER, 2005). Nessas condi¢des de
hipoinsulinemia, diversos efeitos graves sao desencadeados que, nao s6 prejudicam a
qualidade de vida do individuo, mas podem levar a morte (FORD, 2005; LEE et al,
2008).

Durante a hipoinsulinemia ocorre a mobilizagdo de gordura para o sangue
circulante que deveria ter sido armazenada no tecido adiposo. O acimulo de
triglicerideos e colesterol no sangue pode desencadear a aterosclerose, ataques
cardiacos, acidentes vasculares cerebrais (GUYTON; HALL, 1996). Além disso, o
acimulo de dacidos graxos no figado leva a formacdo de corpos cetdonicos (4cido
acetoacético, acetona e acido B-hidroxibutirico), que podem levar ao coma e a morte
(NELSON; COX, 2004). A deplecdo protéica, que também ocorre quando a insulina
encontra-se diminuida, provoca fraqueza e comprometimento de diversas funcdes

organicas (GUYTON; HALL, 1996; NELSON; COX, 2004).
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4.5.2. Toxicidade reprodutiva

A toxicidade reprodutiva pode ser definida como a ocorréncia de efeitos
adversos no sistema reprodutivo apds a exposicdo a uma substincia quimica. A
toxicidade pode ser direcionada aos 6rgdos reprodutivos e/ou ao sistema enddcrino. A
manifestacdo da toxicidade pode ser identificada como alteragdes no comportamento
sexual, fertilidade, desfechos da gravidez ou modificagdes em outras fungdes que
dependem da integridade do sistema reprodutivo de maneira geral (AGENCY FOR
TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2001).

Estudo 1"

Ano: 1965

Espécie: Camundongos

N° de animais: 85 ¢ 169

Doses: 0,6; 1,5 e 3 ppm - equivalente a 0,09; 0,23 e 0,45 mg/kg p.c./dia

Via: Oral (dieta)

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): Nao informada

Referéncia: American Cyanamid Co. (1965) Report on Thimet systemic insecticide:
successive generation studies with mice. Unpublished report from Central Medical
Department Cyanamid. Submitted to WHO by American Cynamid Co., Wayne, NJ,
USA. Apud TPCS (1994)

* Estudo multigeragdo (3 geracdes, com 2 ninhadas/geracao)

Nao foram observados efeitos sobre os indices de fertilidade, gestacdo ou
viabilidade, mas o indice de lactacdo foi levemente reduzido no grupo que recebeu 3
ppm de forato na dieta. As avaliagdes microscopicas e patoldgicas dos tecidos ndo
revelaram anomalias relacionadas ao tratamento. O NOAEL foi fixado em 1,5 ppm,
equivalente a 0,23 mg/kg p.c./dia, baseado na diminuicdo do indice de lactagdo

(American Cyanamid Co., 1965).

Estudo 2

Ano: 1991

Espécie: Ratos - COBS CD(SD)
N° de animais: 253 € 259
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Doses: 1, 2, 4 e 6 ppm - equivalente a 0,09, 0,17, 0,35 e 0,52 mg/kg p.c./dia em machos
e 0,10, 0,20, 0,40 e 0,62 mg/kg p.c./dia em fémeas

Via: Oral (dieta)

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92,1%

Referéncia: Schroeder, R.E. & Daly, LW. (1991) A two-generation (two litters)
reproduction study with AC 35,024 to rats. Final report, Project ID No. 88-3350.
Unpublished report dated 23 September 1991 from Bio/dynamics Inc., East Millstone,
NJ, USA. Submitted to WHO by American Cyanamid Co., Princeton, NJ, USA. Apud
IPCS (1994)

Os animais foram expostos por no minimo 60 dias antes do acasalamento, e
produziram 2 ninhadas consecutivas (Fj, e Fj,). Para formar a segunda geracao parental
de animais, grupos de 25 machos e 25 fémeas foram selecionados da ninhada Fj.
Devido a alta incidéncia de mortalidade durante o periodo pds-desmame entre 0s
filhotes Fip que receberam 6 ppm, 30 machos e 30 fémeas foram selecionados para
formar a geracdo parental F;. Os animais da segunda geragcdo parental foram tratados
durante 100 dias antes do acasalamento e produziram 2 ninhadas consecutivas (F,, e
Fp). Os animais foram expostos continuamente ao forato antes do acasalamento e até o
desmame dos filhotes em ambas as geragdes. O nivel de colinesterase foi determinado
no plasma, eritrocitos e cérebro de 10 animais (pais da geracdo F;) por sexo em cada
grupo ao final do estudo (sacrificio).

Foi observado tremores e diminui¢do do peso corpéreo nos animais da geracao
parental tratados com concentr¢des de forato acima de 4 ppm; nos animais expostos a 6
ppm houve aumento no indice de mortalidade e os principais sinais clinicos observados
foram movimentos convulsivos e comportamento agressivo. A avaliacdo clinica feita
rotineiramente nos animais revelou aumento na incidéncia de efeitos oculares, como
exoftalmia, protusdo dos tecidos da cérnea e opacidade nos grupos que receberam 6
ppm da substincia teste. A avaliagdo oftalmoldgica subsequente mostrou aumento
marcante na incidéncia e severidade de infec¢des afetando a cornea, trato uveal anterior
e segmento posterior dos olhos nos ratos tratados com a maior dose. Os niveis de
colinesterase plasmatica foram significativamente diminuidos em fémeas expostas a 4 e
6 ppm e nos machos tratados com 6 ppm de forato. A atividade eritrocitéria foi inibida

levemente (10-11%) em machos e fémeas expostos a 6 ppm. Houve significativa
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inibicdo da atividade colinesterdsica cerebral nos machos expostos a 6 ppm (40%) e nas
fémeas expostas a 4 ppm (59%) e 6 ppm (83%).

Foi observada significativa reducdo na sobrevivéncia dos filhotes em todas as
ninhadas provenientes de ambas as geragdes parentais expostas a 6ppm e da ninhada F,,
tratada com 4 ppm. O peso médio dos filhotes foi reduzido, nas ninhadas F;, e F;,, dos
animais que receberam as duas maiores doses. O peso médio dos filhotes da ninhada F,,
expostos a 4 ppm foi diminuido, e também, dos filhotes das ninhadas F,, e F,, que
foram expostos a 6 ppm. Foi registrada uma mancha anogenital nos filhotes F;, e Fy,
testados com a maior dose, mas ndo foi observado no grupo controle. O NOAEL foi

fixado em 2 ppm, equivalente a 0,17 mg/kg p.c./dia (Schroeder & Daly, 1991).

4.5.3. Toxicidade sobre o desenvolvimento embriofetal

A toxicidade do desenvolvimento refere-se aos efeitos adversos no organismo
em formacdo que ocorrem apds a exposicao a substancias quimicas antes da concepg¢ao,
durante o desenvolvimento pré-natal, pds-natal até a maturacao sexual. Efeitos adversos
no desenvolvimento podem ser detectados em qualquer momento da vida de um
individuo (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY,
2001).

Estudo 1

Ano: 1978

Espécie: Ratas Crl:COBS CD (SD)BR

N° de animais: 25 fémeas prenhas/grupo

Doses: 0,125; 0,25 ou 0,5 mg/kg p.c./dia

Via: Oral (entubagdo gastrica)

Tempo de exposicao: 6° ao 15° dia de gestacio

Dia do sacrificio: 20° dia de gestacdo

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 91,7%

Referéncia: Litton Bionetics (1978). Teratology study in rats; Thimet™

phorate. Final
unpublished report from Litton Bionetics, Inc. Unpublished report from Central Medical
Department, American Cyanamid Co. Submitted to WHO by American Cynamid Co.,
Wayne, NJ, USA. Apud IPCS

Durante o periodo gestacional foram observadas mortes no grupo de fémeas

expostas a menor dose (1/24) e a maior dose (7/23). Os fetos expostos a 0,5 mg/kg
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p.c./dia apresentaram aumento na frequéncia cardiaca. O NOAEL para teratogenicidade

foi fixado em 0,25 mg/kg pc/dia (Litton Bionetics, 1978).

Estudo 2

Ano: 1990

Espécie: Ratas CDBRV AF/Plus (SD)

N° de animais: 8 fémeas prenhas/grupo

Doses: 0,25; 0,5; 0,7 e 0,9 mg/kg p.c./dia

Via: Oral (gavage)

Tempo de exposicao: 6° ao 15° dia de gestacio
Dia do sacrificio: nao informado

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92,1%

Referéncia: Lochry, E.A. (1990a). An oral developmental toxicity (embryo-fetal
toxicity/teratogenicity) pilot study with AC 35,024 in rats. Final report, Project ID No.
101P-012. Unpublished report dated 19 June 1990 from Argus Research Laboratories
Inc., Horsham, PA, USA. Submitted to WHO by American Cyanamid Co., Princeton,
NJ, USA. Apud IPCS

Doses superiores a 0,5 mg/kg p.c./dia foram letais para as maes e nenhuma
fémea sobreviveu apés o 12° dia de gestagcdo. Os sinais clinicos de toxicidade, antes da
morte, incluiram tremores, espasmos, salivacao excessiva, exoftalmia, ataxia, convulsao
clonica, diminui¢cdo do peso corporal e da ingestdo de alimentos. A avaliacdo dos
animais que morreram revelou glandulas adrenais obstruidas e aumentadas. O NOAEL
foi fixado em 0,25 mg/kg pc/dia para toxicidade maternal e do desenvolvimento

(Lochry, 1990a).

Estudo 3

Ano: 1990

Espécie: Ratas CDBRV AF/Plus (Sprague-Dawley)

N° de animais: 25 (grupo controle e grupo tratado com 0,4 mg/kg/dia) e 24 nos demais
grupos tratados.

Doses: 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 mg/kg/dia

Via: Oral (gavage)
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Tempo de exposicao: 6° ao 15° dia de gestacdo presumida

Dia do sacrificio: 20° dia de gestacao

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92,1%

Referéncia: Lochry, E. A. et al (1990). An oral developmental toxicity (embrio-fetal
toxicity/teratogenicity) definitive study with AC 35.024 in rats. Dossi€ de registro
submetido a ANVISA

Seis ratas que receberam 0,4 mg/kg/dia de forato morreram apds o tratamento
com 5 a 10 doses (entre o 11° e 16° dias de gestacao presumida). Uma rata tratada com a
maior dose foi encontrada morta no 15° dia de gestacdo presumida e ndo estava gravida.
Todas as outras ratas foram encontradas mortas no 11° (duas ratas), 15° (uma rata) ou
16° dia (duas ratas) de gestacdo (e estavam gravidas realmente gravidas). Essas mortes
foram consideradas um efeito da substancia teste em virtude dos seguintes fatos: 1) As
ratas apresentaram alteragdes associadas a substdncia teste (em vistude das seguintes
observacdes clinicas: decréscimo do ganho de peso e/ou perda de peso corpéreo,
redugcdo no consumo de alimento e lesdes observadas na necropsia) e 2) Todos (8/8)
animais tratados com as doses de 0,5; 0,7 e 0,9 mg/kg/dia morreram durante a
realizacdo de um estudo piloto.

O grupo tratado com a maior dose apresentou signiticativo aumento no nimero
de animais que exibiram tremores, cromodacriorréia, pele abdominal com mancha de
urina, decréscimo da atividade motora, cromorrinorréia, salivacdo excessiva, reflexos
prejudicados, substancia vermelha em torno do nariz e dificuldade respiratéria. No
grupo exposto a 0,4 mg/kg/dia foi observado, em relacdo ao grupo controle, aumento no
nimero de ratas que exibiram substancia vermelha na vagina, substancia avermelhada
ou “manchada” na regido oral e postura arqueada.

Os dados de necropsia revelaram aumento significativo (p<0,01) no nimero de
animais tratados com a maior dose que apresentaram pele abdominal com mancha de
urina, cromodacriorréia, decréscimo da atividade motora, presenca de substincia
vermelha, amarela ou “manchada” em torno dos olhos, nariz e/ou boca, em comparagcao
ao grupo controle. Nos grupo exposto a 0,4 mg/kg/dia , foi observado aumento no
nimero de fémeas que apresentaram postura arqueada e substincia vermelha ou amarela
em torno da regido anal e vaginal, em relacdo ao grupo ndo tratado. As fémeas que
receberam a maior dose apresentaram, ainda, aumento das glandulas adrenais.

A administragdo de 0,4 mg/kg/dia da substincia teste provocou significativa

perda de peso (p<0,01), decréscimo significativo (p<0,01) na média do ganho de peso
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materno durante todo o periodo do estudo e significativa redu¢do no peso materno entre
0 12° e 20° dias de gestacdo. O peso do corpo materno durante o periodo gestacional foi
reduzido (p<0,01) no grupo tratado com a maior dose.

Foi observado decréscimo significativo (p<0,01) no consumo de alimento no
grupo tratado com a maior dose, essa alteragdo ocorreu durante todo o estudo e persistiu
durante o periodo pés-dosagem quando comparado ao grupo controle.

No grupo tratado com 0,4 mg/kg/dia foi observado aumento significativo na
incidéncia (p<0,05 a p<0,01) de fetos e/ou ninhadas com varia¢des na ossificacdo do
esqueleto (retardo na ossificagdo das esternébras, pubis ndo calcificado ou com
calcificacdo incompleta e isquio pobremente calcificado) e significativa (p<0,05)
redu¢do no peso corporeo do feto. As variagdes quanto ao atraso na ossificagdo do
esterno e pélvis foram reversiveis, esperadas e inter-relacionadas com o decréscimo
significativo (p<0,05) no peso do corpo fetal nesse grupo de dose.

Baseado na mortalidade, nos sinais clinicos de toxicidade, no significativo
decréscimo no consumo de alimentos € no peso corpdreo materno, assim como na
reducdo do peso corpdreo e retardo na ossificacdo do esqueleto fetal na maior dose, o

NOAEL estabelecido foi 0,3 mg/kg/dia.

Estudo 4

Ano: 1986

Espécie: Coelhas (New Zealand)

N° de animais: 5 fémeas prenhas/grupo

Doses: 0,3; 0,6; 0,9; 1,2 e 1,5 mg/kg/dia

Via: Oral (gavage)

Tempo de exposicao: 6° ao 18° dia de gestacio

Dia do sacrificio: Nao informado

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92,1%

Referéncia: Schroeder, R.E. & Daly, LW. (1986) A range-finding teratology study with
phorate in rabbits. Final report, project No. 86-3038. Unpublished report dated 5 August
1986 from Bio/dynamics Inc., East Millstone, NJ, USA. Submitted to WHO by
American Cyanamid Co., Princeton, NJ, USA. Apud IPCS

A incidéncia de mortalidade nos seis grupos foi de 0/5, 1/5, 1/5, 1/5, 2/5 e 4/5,

nos grupos tratados com 0,3; 0,6; 0,9; 1,2 e 1,5 mg/kg/dia de forato, respectivamente.
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Foi observada perda de peso corporal nas fémeas expostas a 1,2 mg/kg p.c./dia. No
grupo exposto a maior dose, somente uma fémea sobreviveu até o dia do sacrificio.
Houve reducdo na ingestdao de alimento nos grupos expostos a 0,3; 0,6; 0,9 e 1,2
mg/kg/dia, embora sem clara relacdo dose-resposta. Foi observado aumento no nimero
de reabsorc¢des e perdas pds-implantagdo nos animais expostos a doses superiores a 0,6
mg/kg/dia e reducdo do peso corporal fetal nos animais expostos a 1,2 mg/kg/dia.
Baseado na reduc¢do no consumo de alimentos e na mortalidade materna, o LOAEL

estabelecido foi 0,3 mg/kg/dia.

Estudo 5

Ano: 1987

Espécie: Coelhas (New Zealand)

N° de animais: 20 fémeas prenhas/grupo

Doses: 0,15; 0,5; 0,9 e 1,2 mg/kg/dia

Via: Oral (gavage)

Tempo de exposicao: 6° ao 18° dia de gestacdo

Dia do sacrificio: Nao informado

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 92,1%

Referéncia: Schroeder, R.E. & Daly, LW. (1987) A teratology study with phorate in
rabbits. Final report, project No. 86-3039. Unpublished report dated 6 April 1987 from
Bio/dynamics Inc., East Millstone, NJ, USA. Submitted to WHO by American
Cyanamid Co., Princeton, NJ, USA. Apud IPCS

Oito fémeas expostas a maior dose morreram entre 14° e 19° dia de gestagao,
uma fémea abortou e outra pariu prematuramente no 28° dia de gestacdo, portanto,
somente 10 fémeas sobreviveram até o dia do sacrificio. A morte de duas fémeas
tratadas com 0,9 e uma com 0,5 mg/kg também foi atribuida a administracdo da
substancia teste. Foi observada reducdo no peso corporal e no ganho de peso nos
animais que receberam doses maiores ou iguais a 0,5 mg/kg. As fémeas expostas a 1,2
mg/kg apresentaram diminui¢do no consumo de alimentos. Ndo foram observados
efeitos em relacdo a perdas pds-implantacdo, ao niimero de reabsor¢des, a0 nimero de
fetos vivos, ao peso corporal fetal e a razdo de sexo dos fetos. No grupo tratado com a
maior dose, todos os trés fetos de uma unica ninhada (cinco dos oito sitios de

implantacao estavam com reabsor¢do precoce) apresentaram palpebras abertas, escapula
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curvada, auséncia do processo supraorbital, margem irregular do osso frontal e moleira
anterior deslocada. Como algumas alteracdes também foram observadas no controle
histérico, as evidéncias ndo foram suficientes para indicar efeito teratog€nico nos
coelhos expostos ao forato. O NOAEL para toxicidade materna foi fixado em 0,15
mg/kg/dia, baseado na alta incidéncia de mortalidade e redu¢do do peso corporal nas
doses maiores ou iguais a 0,5 mg/kg/dia. O NOAEL para toxicidade do

desenvolvimento foi em 0,9 mg/kg p.c./dia.

4.6. Imunotoxicidade

A imunotoxicidade € definida como a interacdo de substancias quimicas com o
sistema imunoldgico, desencadeando efeitos adversos (Descotes, 1994; Berlin et al,
1987).

O sistema imunolégico desempenha sua fung¢do de imunovigilancia, contra
patdgenos e células potencialmente neopldsicas, utilizando seus componentes celulares -
como os linfécitos e fagdcitos- e componentes humorais (anticorpos) (Abbas et al,
2000).

Alteragdes histopatolégicas de tecidos e O6rgdos do sistema imunoldgico
influenciam na maturacdo e nas subpopulagdes de linfécitos e nas alteracdes funcionais
das células imunocompetentes foram descritas em diversos estudos (CASALE et al,
1993; SELGRADE et al, 1984; BARNETT; MCGOWAN; GENTRY; 1980; VOCCIA
et al, 1999).

Os agrotoxicos organofosforados podem desregular o sistema imune e afetar
mecanismos imunolégicos especificos (humorais) e ndo especificos (celulares). A
exposi¢do cronica a baixas doses durante periodos prolongados pode reduzir as
respostas imunes humorais. Barnett, 1994 apud Repetto; Baliga, 1996 demonstraram
que a exposi¢ao ao forato reduz a contagem de linfécitos.

Camundongos suicos albinos adultos foram expostos por via inalatdria ao forato.
Os animais foram expostos na mesma dose recomendada pelos fabricantes para
aplicacdo no campo (20 kg/hectare) por agricultores. A exposi¢do ocorreu por 3 horas e
meia, seis dias por semana, durante 3 meses (MOROWATI, 1998). Na semana 2 de
exposicdo, foi observado aumento de leucdcitos totais, particularmente neutréfilos e
mondcitos. O aumento de mondcitos também foi registrado nas semanas 8, 10 e 12. Na
semana 4, foi observada apenas a diminui¢do de linfécitos, mas posteriormente

(semanas 6, 8, 10 e 12) as contagens de leucdcitos totais, neutréfilos e linfocitos
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também diminuiram. Os resultados indicam que o forato causou efeitos imunotdxicos,

levando a imunosupressdo nos animais expostos por via inalatéria em doses

correspondentes a exposi¢cao humana ocupacional (MOROWATI, 1998).

4.7. Neurotoxicidade

Neurotoxicidade € uma alteracdo adversa na estrutura ou funcdo do sistema
nervoso central e/ou periférico apés a exposicdo a um agente fisico, quimico ou
biolégico (TILSON, 1990). Efeitos neurotéxicos funcionais incluem alteracdes adversas
nas funcdes somadticas/autondmicas, sensoriais, motoras e/ou cognitivas. Efeitos
neurotdxicos estruturais sdo definidos como alteracdes neuro-anatdmicas que ocorrem
em qualquer nivel da organizacdo do sistema nervoso; alteracdes funcionais sao
definidas como efeitos neuroquimicos, neurofisiolégicos ou comportamental.

Os quimicos podem ser categorizados dentro de quatro classes: aqueles que
atuam sobre o sistema nervoso central, fibras nervosas periféricas, ou musculos ou
outros tecidos (ALBERT, 1973). Alteracdes na funcdo podem resultar da toxicidade de
outros sistemas Orgdos especificos, e essa alteracdo indireta pode ser considerada
adversa. Por exemplo, exposi¢do a alta dose de um quimico pode causar dano no figado,
resultando em mal-estar geral e diminuicdo de um desfecho funcional tal como
atividade motora. Nesse caso a alteragcdo motora pode ser considerada como adversa,
mas ndo necessariamente neurotoxica.

Efeitos neurotoxicos podem ser observados em vérios niveis de organizacdo do
sistema nervoso, incluindo neuro-quimico, anatdmico, fisiolégico ou comportamental.
No nivel neuro-quimico, por exemplo, o agente neurotéxico pode inibir a sintese de
transmissores ou macromoléculas, alterar o fluxo de ions através da membrana celular,
ou impedir a liberacdo de neurotransmissores no terminal nervoso. Alteracdes
anatomicas podem incluir alteragdes no corpo celular, o axdénio, ou na bainha de
mielina. No nivel fisiolégico o quimico pode alterar o limiar para ativagdo neural ou
reduzir a velocidade de neurotransmissdo. Alteracdes de comportamento podem incluir
alteracoes significativas nas sensagdes da visdo, audi¢cdo, ou tato; alteragdes de reflexos
simples e complexos e fungdes motoras; alteracdes nas funcdes cognitivas tal como
aprendizado, memoria ou atencdo; e alteracdes no humor, tal como medo ou raiva,
desorientagdo como pessoa, tempo ou espaco, ou distorcdes de pensamentos e

sentimentos, tal como delirio e alucinagdes.
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4.7.1. Mecanismo de acio

O principal efeito prejudicial associado a exposi¢do a OP envolve efeitos no
sistema nervoso e suas conseqiiéncias. O neurotransmissor acetilcolina estd presente no
sistema nervoso autondmico periférico, no sistema nervoso motor somadticos € em
algumas porcdes do sistema nervoso central (SNC). Apds a sua liberagdo no nervo
sindptico ou na juncdo neuromuscular, o transmissor é rapidamente hidrolisado pela
acetilcolinesterase.

Os musculos, glandulas e fibras nervosas sdo estimulados ou inibidos pela
constante descarga de sinais através das sinapses. Essa € uma reacdo que acontece
rapidamente com a acetilcolina causando estimulacdio e a acetilcolinesterase ¢é
responsavel pela finalizacao do sinal. O funcionamento do sistema nervoso necessita da
enzima chamada colinestersase (ChE), que facilita a transmissdo do impulso nervoso.
Quando um agrotéxico inibidor da colinesterase entra no sistema, essa funcdo ¢é
negativamente afetada.

O mecanismo de toxicidade dos organofosforados (OP) envolve o processo de
fosforilagdo do grupo hiroxil-serina e a ligagdo irreversivel desativando, desse modo, a
esterase o que resulta no actimulo da acetilcolina na placa terminal (CECCHINE et al,
2000; DYRO, 2003). Como resultado da acumulacdo da acetilcolina na juncgado
neuromuscular, ocorre a persistente despolarizacio do musculo esquelético e isso
resulta em fraqueza e fasciculagdes, e desregulacdo da transmissdo neural no SNC
(SLAPPER, 1999).

Dessa maneira, os organofosforados agem inibindo a atividade da
acetilcolinesterase (AChE), enzima responsdvel por mediar a hidrdlise da acetilcolina
em acido acético e colina. Através da fosforilacdo da enzima, os organofosforados
bloqueiam a atividade catalitica da AChE, interrompendo a transmissdo do impulso
nervoso nas sinapses colinérgicas do sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso
autdbnomo (SNA) e da jung¢do neuromuscular. A inativacdo da AChE provoca uma
hiper-estimulacdo colinérgica pelo acumulo de acetilcolina na fenda sindptica
(TAFURI; ROBERTS, 1987; PRUETT et al, 1992; KECIK et al, 1993; BEACH et al,
1996; SHEETS et al, 1997; RAY, 1998; ESKENAZI; BRADMAN; CASTORINA,
1999; RAY; RICHARDS, 2001; MOSER et al, 2004; COSTA, 2006; KELLAR, 2006;
JAMESON; SEIDLER; SLOTKIN, 2007; NARAVANENI; JAMIL, 2007; SLOTKIN;
SEIDLER; FUMAGALLI, 2007, ALON et al, 2008; BJ@RLING-POULSEN;
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ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008; DAVIES; EDDLESTON; BUCKLEY, 2008;
LAETZ et al, 2009).

Tanto o forato quanto vdrios de seus metabdlitos agem inibindo a AChE. O
forato é um inseticida extremamente toxico (KASHYAP et al, 1984, WORLD
HEALTH ORGANIZATION/FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 1988)
que apresenta elevada neurotoxicidade em mamiferos (BOSHOFF; PRETORIUS, 1979;
GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006). Seus efeitos neurotéxicos em humanos sdo
conhecidos e foram descritos em varios estudos (YOUNG; JUNG; AYER, 1979;
KASHYAP et al, 1984; WORLD HEALTH ORGANIZATION/FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 1988; KUSIC et al, 1991; DOBOZY, 1998;
ANDERSEN; NIELSEN; GRANDIJEAN, 2000; THANAL, 2001; JAYAKUMAR,
2002; MISSION, 2006; PETER; PRABHAKAR; PICHAMUTHU, 2008a; 2008b).

A exposicao cronica a agrotoxicos organofosforados, ainda que em baixas doses,
pode produzir efeitos neurotéxicos (RAY; RICHARDS, 2001; SLOTKIN; LEVIN;
SEIDLER, 2006; BJ@RLING-POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008;
SLOTKIN et al, 2008). A exposicao a baixas doses durante o desenvolvimento fetal
também pode produzir neurotoxicidade (HARNLY et al, 2005; SLOTKIN; LEVIN;
SEIDLER, 2006; JAMESON; SEIDLER; SLOTKIN, 2007; SLOTKIN; SEIDLER,
2007). A exposi¢ao pré-natal a organofosforados foi demonstrada através da deteccao
desses compostos e de seus metabdlitos no meconio, o conteido intestinal do recém-
nascido, em decorréncia da absorcdo através do corddo umbilical, difusdo através da
superficie da placenta e ou degluticdo do liquido amniético pelo feto (WHYATT et al,
2001 apud BURATTTI; LEONI; TESTALI 2007).

Estudos demonstram que a exposi¢do continua de animais ainda em fase de
desenvolvimento a baixas doses de organofosforados pode afetar adversamente o
crescimento e a maturacdo neurocomportamental (AHLBOM; FREDRIKSSON;
ERIKSSON, 1995; COSTA, 2006; ESKENAZI; BRADMAN; CASTORINA, 1999). A
exposicao a baixas doses de organofosforados in utero ou em recém-nascidos pode levar
a deficiéncia nas habilidades cognitivas dos bebés (BERKOWITZ et al, 2004 apud
BURATTI; LEONI; TESTAI, 2007). O fato da exposicdo aos organofosforados
provocar alteracoes durante o desenvolvimento cerebral, mesmo sem haver inibi¢do da
AChE, comprova esse argumento, refor¢cando ainda a incapacidade desse marcador para
a avaliacdo da exposicdo ou dos efeitos relacionados a neurotoxicidade (SLOTKIN;

LEVIN; SEIDLER, 2006; SLOTKIN et al, 2008). Também foi demonstrado que
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criancas em geral sdo mais suscetiveis a organofosforados devido aos altos niveis de
exposicao e ou a imaturidade do metabolismo (MILLER et al, 1996 apud BURATTI;
LEONI; TESTALI 2007; COLE et al, 2003 apud BURATTI; LEONI; TESTAI 2007).

Os danos neurolégicos induzidos por organofosforados podem durar muito
tempo, podendo persistir por mais de dez anos apds o desaparecimento dos sintomas de
intoxicacdo aguda, o que sugere dano residual permanente (KAMEL; HOPPIN, 2004;
KAMEL et al, 2005). Mesmo exposi¢des moderadas podem resultar em sequelas
neuroldgicas de longo prazo (WESSELING et al, 2002; KAMEL; HOPPIN, 2004).

Estudos epidemioldgicos também sugerem que a exposicdo a organofosforados
estd associada a desordens psiquidtricas, particularmente depressdo e suicidio. A
exposi¢do a estes compostos pode levar ao desenvolvimento de depressdo, um fator
importante nos suicidios (STEENLAND et al, 1994; STEPHENS et al, 1995; AMR et
al, 1997; FIEDLER et al, 1997; LONDON et al, 1997; VAN WIJNGAARDEN, 2003;
LONDON et al, 2005; JAGA; DHARMANI, 2007; BESELER et al, 2008). Ha
evidéncias de que pacientes cronicamente expostos a organofosforados podem
manifestar depressao e déficit cognitivo, sugerindo um incremento no risco de suicidio
entre 0S expostos a esses compostos (PARRON; HERNANDEZ; VILLANUEVA,
1996; PELEGRINO et al, 2006).

4.7.2. Manifestacoes clinicas

Os inibidores de colinesterase causam trés quadros clinicos de intoxicacdo no
homem e em animais: toxicidade aguda; sindrome intermedidria e polineuropatia
retardada. Os efeitos decorrentes da exposi¢dao aos organofosforados variam de acordo
com fatores que podem modificar a toxicidade a esses agrotoxicos, incluindo o tipo de
organofosforado utilizado, a dose, duracdo da exposicdo, via de absorcdo, o drgao
atingido, fatores sdcio-econdmicos e culturais e condi¢des ambientais (RAY, 1998).

O bloqueio irreversivel da AChE pelos organofosforados desencadeia um quadro
neurotéxico agudo em decorréncia da hiper-estimulagdo colinérgica (KAUSHIK;
ROSENFELD; SULTATOS, 2007; BJ@RLING-POULSEN; ANDERSEN;
GRANDIJEAN, 2008). O actimulo de organofosforados no organismo devido a inibi¢do
da atividade colinesterdsica provoca efeitos subagudos e cronicos. Em casos brandos, ou
quando o composto € prontamente eliminado, os sintomas podem desaparecer
rapidamente, porém a AChE pode levar meses para retornar aos niveis normais

(CARVALHO, 1993).
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4.7.3. Neurotoxicidade aguda

A inibi¢do da AChE por compostos organofosforados desencadeia um quadro
neurotéxico agudo conhecido como sindrome colinérgica. Essa sindrome ¢
caracterizada por uma ampla gama de sinais e sintomas resultantes da exacerbacdo da
funcdo colinérgica (KAUSHIK; ROSENFELD; SULTATOS, 2007; BJ@RLING-
POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008).

A intoxicacdo aguda por anticolinesterases produz uma mistura complexa de
sinais muscarinicos e nicotinicos. Sinais e sintomas nicotinicos resultam da acumula¢do
da acetilcolina nas terminacdes nervosas da musculatura esquelética e ganglios
autdbnomos. Os receptores muscarinicos para a acetilcolina sao encontrados
primariamente nos musculos lisos, cora¢do e glandulas exdcrinas, e suas manifestacoes
clinicas ocorrem nos sistemas circulatério, ocular, urindrio e nos aparelhos digestivo e
respiratério (CARVALHO, 1993; STOKES et al, 1995; BEACH et al, 1996; KELLAR,
2006).

Sintomas precoces de intoxicacdo aguda por organofosforados dependem da via
de exposicdo e geralmente ocorrem nas primeiras 12 horas. Quando inalados, os
primeiros efeitos geralmente sdo respiratdrios e frequentemente incluem sangramento
nasal ou rinorréia, tosse, dor tordcica e dificuldade respiratéria, além de dor de cabeca.
Se ingerido, os sinais precoces mais comuns incluem ndusea, vOmitos, diarréia e
caimbras. Sudorese e contragdo muscular sdao observadas na exposi¢do através da pele.
O contato com a mucosa ocular pode causar dor, lacrimejamento, visdo embacada,
miose e sangramentos (INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL
SAFETY, 1993; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 1996).

A crise colinérgica aguda causada pela inibi¢do da AChE pode levar a morte em
minutos (HSIEH et al, 2001). A causa imediata de morte em sindromes colinérgicas por
organofosforados resulta da faléncia respiratéria (DAVIES; EDDLESTON;
BUCKLEY, 2008). Contribuem para este fato a acdo muscarinica de broncoconstri¢ao e
de aumento das secre¢Oes bronquiais, a acdo nicotinica de paralisia dos musculos
respiratorios e a acdo do SNC de paralisia do centro respiratério (CARVALHO, 1993;
PELEGRINO et al, 2006).
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A intoxicacdo aguda por organofosforados tem grande importancia
epidemioldgica para humanos e animais. Diversos casos de envenenamento por forato
tém sido observados em humanos.

Peter, Prabhakar e Pichamuthu (2008b) relataram um caso onde uma mulher de
28 anos de idade ingeriu 50 ml de forato apds uma tentativa de suicidio. Os sintomas
iniciais observados foram vOmito, tontura, dor abdominal e perda de consciéncia.
Seguiram-se a esses sintomas hipotensao e dificuldade de respirar, havendo necessidade
de ventilagdo mecanica. Quatro dias apds a tentativa de suicidio a paciente apresentou
espasmos e tremores, além do aumento do tonus muscular dos membros e redugdo dos
niveis séricos da AChE. A paciente entrou em coma profundo e os achados durante esse
periodo foram consistentes com morte cerebral, incluindo auséncia de reflexos
corneanos, oculoencefélicos, pupilares e musculares, auséncia de reagdes a estimulos de
dor ou calor e auséncia de respiracdo espontanea. O eletroencefalograma mostrou
supressdo global da atividade cortical. Entretanto, quinze dias apds o coma a paciente
recobrou completamente a consciéncia.

Em 1991, Kusic et al descreveram 03 casos de envenenamento em decorréncia
da exposicdo ao forato. Dois dos casos foram representados por ingestdo intencional
(tentativa de suicidio) e em um caso a exposi¢do foi acidental e a via de exposicao foi a
inalatéria. Em todos os casos houve severa intoxicacdo com a manifestagao de sintomas
colinérgicos e ainda redugdo dos niveis de colinesterase eritrocitaria.

Em 21 de julho de 2006, 20 moradores do vilarejo de Salkiana, distrito de
Jalandhar, India, necessitaram de cuidados médicos ao apresentar sintomas neurotéxicos
agudos apds exposicao ao forato. O produto foi aplicado em uma plantag¢ao de cana-de-
acucar, e a dispersdo do forato pelo ar intoxicou moradores do distrito de Salkiana.
Foram atendidos em um hospital piblico 18 casos de envenenamento, sendo 10 criancas
(05 do sexo masculino e 05 do sexo feminino) e 08 adultos (07 mulheres e 01 homem).
Outras duas pacientes (14 e 18 anos) foram atendidas em hospitais particulares da
regido. Os casos mais graves foram registrados em uma escola elementar, onde alunos e
professores relataram sentir um cheiro estranho, asfixia e dificuldade respiratéria. Em
poucos minutos 16 alunos perderam a consciéncia. Além dos casos registrados na
escola, moradores do vilarejo também relataram dificuldade respiratéria e perda de
consciéncia. Além da dificuldade respiratdria, os sintomas mais frequentes foram mal
estar, cefaléia, irritacdo ocular, tontura, ndusea, vOmito, lacrimejamento, salivacao

excessiva, dor muscular e cdibras. Algumas criancas com dificuldade respiratéria severa
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necessitaram da administracdo de oxigénio. Seis dias apds a exposicao ao forato, varios
pacientes ainda apresentavam sintomas como irritacdo ocular, reacdes dérmicas, mal
estar, distirbios gastrointestinais e problemas urindrios. Todos relataram perda de
apetite, mesmo ap6s o sexto dia (MISSION, 2006).

Vinte e dois casos de intoxicacdo apds a exposi¢do ao forato foram registrados
durante os anos de 1982 e 1993 pelo Programa californiano de vigildncia a agravos
provocados por agrotéxicos. Em um dos casos registrados em 1982, uma crianca de 22
meses morreu apos se expor ao forato enquanto brincava no quintal do avo. O produto
estava armazenado em uma lata de café, e apds a exposi¢do, a crianca apresentou
nduseas e desfaleceu. Apesar de ter sido levada rapidamente ao hospital, a crianca
entrou em coma, desenvolveu um quadro de pneumonia e edema cerebral. Quadro dias
apdés a exposi¢do, a crianca veio a 6bito. Em outro caso registrado no periodo, um
estudante entrou sem camisa em um campo que havia sido tratado com um produto
formulado com o ingrediente ativo forato. Ele apresentou cefaléia, dores musculares,
ndusea, diarréia, irritacdo dérmica e tontura. Em um caso de exposi¢do ocupacional
observado no periodo, um trabalhador inalou o forato e apresentou sintomas como
cefaléia, nduseas e manifestacdes gastrointestinais (DOBOZY, 1998).

Young, Jung e Ayer (1979) relataram dois casos de envenenamento por
exposi¢do ocupacional ao forato. No primeiro caso um trabalhador de 34 anos deu
entrada em um hospital apés apresentar sintomas como confusdo, tontura, ndusea,
vOmito, miose e perda de consciéncia. No segundo caso um homem de 18 anos de idade
necessitou de cuidados médicos apds apresentar nduseas, transpiracdo excessiva,
vOmito, tontura e perda de coordenacdo muscular. A esses sintomas seguiu-se um
quadro severo de dificuldade respiratéria e arritmia cardiaca (taquicardia), salivagcao
excessiva, fasciculagdo muscular e miose. A concentracdo de forato no ar da industria
onde trabalhavam os dois homens variou entre 0,07 a 14,6 pg/l.

Um jovem de 16 anos adoeceu apds trabalhar com sementes de algoddo tratadas
com forato. Os sintomas incluiram coma, pressao arterial indetectdvel, miose, saliva
espumosa e sanguinolenta e convulsdes. Houve reducdo da atividade das colinesterases
eritrocitaria e plasmatica (WORLD HEALTH ORGANIZATION/FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 1988).

Em outro caso, um homem que trabalhava manipulando forato apresentou
sintomas neurolégicos apds exposi¢do ocupacional ao produto. Houve reducio de 50%

da AChE plasmdtica e da eritrocitdria (comparacdo com valores determinados
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previamente a exposi¢do). Um metabdlito do forato, o dietil fosfato, foi detectado na
urina  (WORLD HEALTH ORGANIZATION/FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 1988).

Durante duas semanas, quarenta homens entre 19 e 45 anos que trabalharam na
formulacdo de granulos de forato (10%) foram acompanhados e tiveram a atividade
anticolinesterdsica e as manifestacdes clinicas monitoradas. Os achados durante o
periodo do estudo foram comparados com exames clinicos e laboratoriais realizados
antes da exposi¢do. Nenhum dos trabalhadores foi exposto ao forato por pelo menos um
més antes do inicio do estudo. Durante as duas semanas do estudo cada homem
trabalhou 8 horas por dia e a producdo foi mantida 07 dias por semana. 60% dos
trabalhadores desenvolveram quadro de intoxicagdo aguda com manifestagcdes
neuroldgicas como cefaléia (45%), fadiga (27,5%) e tontura (37,5%), manifestacoes
gastrointestinais como nduseas (42,5%), vomitos (35%) e dores abdominais (52%),
além de bradicardia (48%), irritacdo ocular (40%) e lacrimejamento (15%). Foi
observada reducao significativa dos niveis de AChE no fim da primeira semana (55%) e
da segunda semana (71%) quando comparados a valores estabelecidos antes da
exposicdo.As manifestacdes clinicas e alteragdes laboratoriais aconteceram mesmo
diante da ado¢do de boas praticas de higiene e da utilizacdo de EPI, ratificando a
toxicidade do composto e a incapacidade dos EPI em proteger trabalhadores
repetidamente expostos ao forato (KASHYAP et al, 1984).

Em 26 de junho de 2001, no estado de Kerala, fndia, um adolescente de 16 anos
que trabalhava aplicando forato em plantagdes de cardamomo apresentou sintomas de
intoxicagdo apds inalar o referido agrotéxico. O adolescente apresentou sintomas como
mal-estar, vomito e salivacdo excessiva, indo a 6bito poucas horas apds a exposicao.
Também em 26 de junho de 2001, em Kerala, uma mulher apresentou sintomas como
tonturas, visdo embacgada e vomitos meia hora ap6s trabalhar coletando folhas utilizadas
para o preparo de cha que estavam contaminadas com forato. No total 41 trabalhadores
de Kerala expostos ocupacionalmente ao forato apresentaram sintomas semelhantes e
foram hospitalizados na ocasiao (THANAL, 2001).

Em uma comunidade agricola do distrito de Wyanad, estado de Kerala, India, 32
criancas menores de 12 anos (16 do sexo feminino e 15 do sexo masculino)
apresentaram sintomas severos de intoxica¢do por organofosforado. As criancas
estavam na Escola Priméria de Kottathara durante o incidente no qual os afetados

apresentaram sintomas como tontura, ndusea, vomitos, cefaléia, visdo embacada, dores
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no peito, dificuldade respiratéria, dores abdominais, cdibras e, em alguns casos, perda
de consciéncia. A escola localizava-se préximo uma plantacdo de bananas tratadas no
dia 10 de julho de 2002 com 300 g de forato (forato 10%), valor 12 vezes acima da dose
recomendada (25 g). O produto entdo se dispersou através do ar, atingindo a escola e
afetando as criancas. Sete dias apds o episddio, as criangas retornaram ao hospital
apresentando os mesmos sintomas (JAYAKUMAR, 2002).

Em um estudo observacional prospectivo, 35 pacientes adultos admitidos na UTI
de um hospital universitirio em decorréncia de envenenamento por organofosforados
foram observados durante o periodo de 01 ano (maio de 2006 a abril de 2007) com o
objetivo de observar as caracteristicas clinicas e os desfechos decorrentes do
envenenamento por esses compostos. Todos os pacientes apresentaram intoxicacao com
manifestacdes colinérgicas e nicotinicas e reducdo dos niveis de pseudocolinesterase
(<1000 UI/1). Os pacientes apresentaram miose, salivacdo excessiva, lacrimejamento,
transpiracdo excessiva e bradicardia. Destes, 04 foram intoxicados por forato, 06 por
monocrotofés, 06 por quinalfés, 03 por clorpirifés, 01 por parationa metilica, 04 por
outros organofosforados e 11 ndo tiveram o produto identificado. Trinta pacientes
(85,7%) necessitaram de ventilacdo mecanica durante a internacdo, 03 entraram em
coma e outros 03 apresentaram reducdo na escala de coma de Glasgow, mas sem
progressdo para o coma. Esses 06 pacientes desenvolveram sindrome intermedidria,
havendo necessidade de ventilacio mecanica. A sindrome intermedidria foi provocada
pelo forato (01 caso), pela parationa metilica, (01 caso), pelo quinalfés (01 caso) e nos
outros 03 casos o organofosforado responsdvel ndo foi descriminado (PETER;
PRABHAKAR; PICHAMUTHU, 2008a).

Das e Jena (2000) descreveram um caso de envenenamento severo por forato,
com complexas manifestacdes de encefalopatia, sindrome intermedidria e
polineuropatia retardada. Uma mulher de 20 anos de idade, em uma tentativa de
suaicidio, ingeriu 25 g de um produto formulado a base de forato. Ao dar entrada no
hospital a paciente estava consciente, apresentava miose, diaforese e salivagao excessiva
e aumento das secre¢des broncopulmonares. Dois dias apds ingestdo do produto e inicio
dos sintomas a paciente perdeu a consciéncia e desenvolveu hiperreflexia. Seguiram-se
a esse quadro sindrome intermedidria e polineuropatia retardada.

Diversos estudos descreveram parkinsonismo em individuos apds exposicao
aguda a agrotoxicos organofosforados (DAVIS; YESAVAGE; BERGER, 1978;
BHATT; ELIAS; MANKODI, 1999; MULLER-VAHL; KOLBE; DENGLER, 1999;
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ARIMA et al, 2003; KAMEL; HOPPIN, 2004; HANCOCK et al, 2008). A despeito
desse fato, a maioria desses estudos ndo foi capaz de descriminar especificamente qual
agrotoxico organofosforado que levou ao desenvolvimento dos sintomas (KAMEL;
HOPPIN, 2004).

Hancock e colaboradores (2008) estudaram 319 casos de Parkinson, comparando
os pacientes desse grupo com 296 controles, composto por 252 parentes proximos aos
casos e os 44 restantes conjugues ou ndo parentes, a fim de determinar uma possivel
relac@o entre a exposi¢ao a agrotéxicos organofosforados e a doenca de Parkinson. O
estudo relacionou positivamente o uso de organofosforados a doenga de Parkinson, uma
vez que este agravo estava fortemente relacionado a exposicdo aos agrotoxicos
organofosforados.

Arima et al (2003) descreveram um caso de parkinsonismo apds severa sindrome
colinérgica por exposicao a organofosforados em uma mulher de 81 anos.

Bhatt, Elias e Mankodi (1999) descreveram cinco casos onde o0s pacientes
apresentaram parkinsonismo apds exposi¢do a agrotoxicos organofosforados, indicando
que a sindrome representa um efeito toxico da exposi¢ao a esses compostos.

Miiller-Vahl, Kolbe e Dengler (1999) descreveram uma tentativa de suicidio,
onde um homem de 56 anos ingeriu uma quantidade desconhecida de um agrotdxico
organofosforado, desenvolvendo uma sintomatologia compativel com quadro de
sindrome colinérgica, seguida por parkinsonismo severo. O estudo levou a conclusao de
que o parkinsonismo deve ser considerado uma seqiiela de intoxicagdo aguda por
organofosforados, mesmo apds a reversdo da sindrome colinérgica.

Em um estudo de caso, Davis, Yesavage e Berger (1978) relataram uma
exposi¢ao ocupacional de um agricultor que aplicava agrotéxicos organofosforados em
diferentes culturas com auxilio de avido. O paciente ja havia apresentado intimeros
episddios de intoxicacdo aguda a organofosforados, estando cronicamente exposto a
esses compostos. Tais achados levantaram a hipétese de relacio entre o parkinsonismo e
organofosforados, onde a exposicdo ocupacional pode estar relacionada a um maior
risco de desenvolvimento da doenca.

Tais estudos fortalecem a evidéncia epidemiolégica de que a exposi¢do a
agrotoxicos organofosforados deve ser considerada um fator de risco para a doenca de

Parkinson e o parkinsonismo.
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4.7.4. Sindrome intermediaria

Outra manifestacio da intoxicacdo por organofosforados € a sindrome
intermedidria, descrita como uma complicacdo tardia em alguns casos de severa
intoxicacdo aguda (SENANAYAKE; KARALLIEDE, 1987; RAY; RICHARDS, 2001).
Acredita-se que a sindrome intermedidria seja resultado da dessensibilizagdo dos
receptores colinérgicos em virtude da persisténcia da acetilcolina na juncdo
neuromuscular (KAMEL; HOPPIN, 2004; JAYAWARDANE et al, 2008).

Os sintomas aparecem entre 24 e 96 horas apdés o quadro colinérgico
desencadeado por organofosforados e duram varios dias. Observacdes clinicas incluem
fraqueza e paralisia muscular que afeta predominantemente os miusculos flexores do
pescoco, musculatura dos membros e musculos respiratérios, podendo haver faléncia
respiratdria aguda (SENANAYAKE; KARALLIEDE, 1987; PELEGRINO et al, 2006).

Peter, Prabhakar e Pichamuthu (2008a) descreveram 06 casos de sindrome
intermedidria apds intoxicacdo aguda por organofosforados. A sindrome intermedidria
foi provocada pelo forato (01 caso), pela parationa metilica, (01 caso), pelo quinalfés
(01 caso) e nos outros 03 casos o organofosforado responsavel nao foi descriminado. A
paciente intoxicada pelo forato tinha 28 anos de idade e ingeriu aproximadamente 50 ml
do produto, tendo ficado internada por 39 dias. 03 dos pacientes entraram em coma e
outros 03 apresentaram reduc@o na escala de coma de Glasgow, mas sem progressao
para o coma. Todos necessitaram de ventilacdo mecanica. Os pacientes que entraram em
coma manifestaram tremores associados a rigidez muscular, transpiracdo excessiva,
reducdo da capacidade respiratoria, reducdo da resposta a estimulos dolorosos e perda
progressiva da consciéncia. Durante o coma, os 03 pacientes apresentaram auséncia de
reflexos oculoencefélicos, pupilares e da cornea e auséncia de reflexos tendinosos
profundos.

Peter, Prabhakar e Pichamuthu (2008b) relataram um caso onde uma mulher de
28 anos de idade ingeriu 50 ml de forato apds uma tentativa de suicidio. Os sintomas
iniciais observados foram vOmito, tontura, dor abdominal e perda de consciéncia.
Seguiram-se a esses sintomas hipotensao e dificuldade de respirar, havendo necessidade
de ventilagdo mecanica. Quatro dias apds a tentativa de suicidio a paciente apresentou
espasmos e tremores, além de aumento do tonus muscular dos membros e reducdo dos
niveis séricos da AChE. A paciente entrou em coma profundo e os achados durante esse
periodo foram consistentes com morte cerebral, incluindo auséncia de reflexos

corneanos, oculoencefélicos, pupilares e musculares, auséncia de reacdes a estimulos de
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dor ou calor e auséncia de respiracdo espontanea. O eletroencefalograma revelou
mostrou supressiao global da atividade cortical. Entretanto, quinze dias apds o coma a
paciente recobrou completamente a consciéncia. Apesar do estudo nao classificar o caso
como sindrome intermedidria, o inicio dos sintomas entre 24-96 horas apds episodio de
intoxicacdo aguda, as manifestacdes clinicas e o quadro auto-limitante revertido com o
tratamento adequado foram compativeis com a sindrome.

Em um caso de envenenamento por forato, Das e Jena (2000) descreveram
sindrome intermedidria em uma paciente apds quadro de intoxicagcdo aguda. Dois dias
ap6s ingestdo do produto e inicio dos sintomas a paciente perdeu a consciéncia e
desenvolveu hiperreflexia. No quarto dia a paciente recobrou a consciéncia, porém
apresentava profunda paralisia muscular, com fraqueza dos miusculos flexores do
pescoco, dos membros superiores e inferiores e dos musculos da laringe e faringe
(sindrome intermedidria). Apesar de melhora da fraqueza muscular no 8° dia, surgiu
uma pardlise flacida no final da segunda semana envolvendo os membros inferiores,
levando a atrofia e perda de capacidade motora devido a polineuropatia tardia. Atrofia

nos musculos das maos também foi observada.

4.7.5. Polineuropatia retardada

A polineuropatia retardada induzida por organofosforados (OPIDP -
organophosphate-induced delayed polyneuropathy) é uma neuropatia motora distal
decorrente da exposicdo a alguns organofosforados e caracterizada pela degeneracdo de
axOnios com desmielinizagdo secunddria nos sistemas nervosos central e periférico
(SHEETS et al, 1997; RAY, 1998; KELLNER; SANBORN; WILSON, 2000; VIDAIR,
2004; LOTTIL; MORETTO, 2005; DOHERTY, 2006; PELEGRINO et al, 2006;
BJORLING-POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008).

A inducdo da neuropatia tardia parece estar associada a inibicio de uma
carboxiesterase neuronal, a esterase neuropdtica alvo (NTE - neuropathy target esterase)
(SHEETS et al, 1997; RAY, 1998; McCONNELL et al, 1999; VIDAIR, 2004; LOTTI;
MORETTO, 2005; DOHERTY, 2006; PELEGRINO et al, 2006; BJ@RLING-
POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008). O mecanismo de inibi¢cdo da NTE
pelos compostos organofosforados envolve a fosforilacdo da NTE seguida pela perda do
potencial de reativacdo da enzima, onde a clivagem de um grupo ligado ao fésforo
resulta em um residuo fosforil ionizado. Acredita-se que esse residuo fosforil liga-se a

membrana neural, causando a neuropatia tardia (LOTTI et al, 1993; JOINT/FAO/WHO
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MEETING ON PESTICIDE RESIDUES, 2002). A inibi¢do dessa enzima presente no
sistema nervoso pode resultar em danos permanentes (JOHNSON, 1990; MOSER et al,
2004; LOTTIL; MORETTO, 2005).

O quadro neuroldgico subseqiiente a inibi¢ao da NTE ocorre entre 1 e 4 semanas
ap6s uma dnica exposicao a compostos organofosforados, quando os sintomas cldssicos
da sindrome colinérgica ji4 diminuiram ou desapareceram (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1996; RAY, 1998;
McCONNELL et al, 1999; LOTTI; MORETTO, 2005; PELEGRINO et al, 2006).
Casos humanos dessa neuropatia tém sido observados majoritariamente como
consequéncia de severa intoxicacdo aguda (RAY; RICHARDS, 2001).

Os sintomas cldssicos da polineuropatia retardada incluem dor, formigamento de
pés e maos, seguido de perda da sensibilidade, fraqueza muscular progressiva,
espasmos, hiperreflexia e ataxia que pode evoluir para uma paralisia flacida,
estendendo-se para as extremidades dos membros superiores e inferiores, com perda da
coordena¢dao motora. Mesmo quando a lesdo nos nervos periféricos se estabiliza, danos
a medula espinhal podem persistir com quadros espdsticos, ataxia ou quadriplegia.
(SENANAYAKE; KARALLIEDE, 1987, CARVALHO, 1993; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1996; MOSER et
al, 2004; LOTTL, MORETTO, 2005; PELEGRINO et al, 2006). A recuperagdo pode
levar anos apds o inicio dos sintomas, podendo haver dano residual permanente
(SENANAYAKE; JOHNSON, 1982; SENANAYAKE; KARALLIEDE, 1987; FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1996).

Das e Jena (2000) relataram um caso de polineuropatia tardia apds manifestag¢os
clinicas agudas e sindrome intermedidria em uma mulher de 20 anos que ingeriu 25 g de
um produto formulado a base de forato. Aproximandamente duas semanas apds a
ingestdo do composto, a paciente apresentou uma pardlise flacida envolvendo os
membros inferiores, levando a atrofia e perda de capacidade motora devido a
polineuropatia tardia. Atrofia nos musculos das maos também foi observada. Exames
revelaram axonopatia, isto €, reducao na velocidade de condugao do impulso nervoso. O

eletromiograma sugeriu lesd@o neurogénica.

4.7.6. Estudos experimentais de neurotoxicidade
Seis galinhas adultas por grupo foram alimentadas com 0 ou 40 ppm forato,

equivalente a 5 mg/kg, na dieta durante 4 semanas. Foi formado um terceiro grupo,
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controle positivo, que recebeu 4000 ppm fosfato de tri- orfo-tolil. As galinhas foram
anestesiadas e imediatamente perfundidas com formol tamponado, e partes do cérebro,
corddo tordcico e nervo cidtico foram preparados para o exame microscopico. O grupo
exposto ao fosfato de tri- orto-tolil apresentou perda mielina, mas as galinhas expostos
ao forato ndo apresentaram efeitos adversos sobre as fibras nervosas e a bainha de
mielina (LEVINSKAS et al, 1965).

Galinhas Leghorn (22-23 meses de vida) receberam forato (89,5% de pureza)
dissolvido em 6leo de milho por via oral, gavagem. A DLsy apds dose tnica foi de 14,2
mg/kg. Cinquenta galinhas receberam 10 mg/kg de sulfato de atropina, via
intramuscular, e 1 h depois receberam dose unica de 14,2 mg/kg de forato. Um grupo
adicional de 15 galinhas recebeu 6leo de milho somente e 15 galinhas que nao
receberam atropina foram expostas a 500mg/kg de fosfatotri-orto-tolil, como controle
positivo. Todas as galinhas sobreviventes do grupo teste e do grupo controle veiculo
receberam as mesmas doses durante 21 dias, exceto a de sulfato de atropina que recebeu
30 mg/kg. Os animais foram observados diariamente para mortalidade, sinais clinicos e
evidéncia de reacdes neurotoxicas. A cada 3 dias foram registrados o peso corporal € o
consumo de alimentos. Todas as galinhas que morreram durante o estudo e todas as
galinhas que foram sacrificadas no fim do estudo (42 dias) foram submetidas a
necropsia. Aquelas sacrificadas no final do estudo foram perfundidas com formol
tamponado 10% e o cérebro, coluna vertebral e todo o nervo ciatico direito e esquerdo
foram retirados e fixados. Cortes histolégicos dos tecidos nervosos foram preparados e
corados. Os tecidos de 10 galinhas por grupo foram avaliados histologicamente.

Nenhuma das 15 galinhas alimentadas com oleo de milho morreu e todas as 15
que receberam fosfato de tri-orto-tolil foram sacrificadas ao extreme no dia 16 do
estudo com sinais clinicos de neuropatia. Esses sinais incluiram fraqueza generalizada,
ataxia e paralisia das pernas e asas. Das 50 galinhas tratadas com forato, 27 morreram
dentro de 24h apds a 1° dose e 13 dentro de 24h apds a 2° dose. Dez galinhas
sobreviveram até o fim do estudo. Nao foram observados sinais clinicos de neuropatia
retardada em qualquer animal controle veiculo e teste. Em compara¢do com o controle
veiculo, a média do ganho de peso corporal das galinhas testes foi maior entre os dias 0-
21 e menor entre os dias 21-42. Nao foram observados efeitos relacionados ao forato
com relacdo a necropsia. Avaliacdo histoldgica do tecido neural das galinhas controle
positivo revelou lesdes (degeneragdo axonal, demielinizacdo, hiperplasia das células de

Schwann) relacionadas ao tratamento envolvendo cérebro, medula espinhal e/ou nervo
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cidtico das 10 galinhas. Essas lesdes foram compativeis com a resposta neurotdxica
retardada induzida pelo fosfato de tri-orto-tolil. Degeneracdo axonal focal do nervo
citico foi observada em 3 de 10 galinhas tratadas com o forato; ndo foi observada essa
degeneracdo no grupo controle. A degeneracdo axonal observada nas aves tratadas foi
associada com infiltracdo intersticial das céluas linféides, que também foi observada nas
galinhas controle veiculo e em outros testes. O tratamento ndo induziu sinais
histopatolégicos e clinicos indicativos de neuropatia retardada (FLETCHER, 1984).

Os estudos experimentais aportados nos dossi€s toxicoldgicos de registro

submetidos a ANVISA, com relacio a neurotoxicidade, estdao descritos a seguir:

Estudo 1

Ano: 1998

Espécie: Rato (Sprague-Dawley)

N° de animais: 20/sexo/dose

Doses: 0,25; 0,5; ou 1,0 mg/kg p.c.(dose ﬁnica)*

Via: Oral (gavage)

Tempo de exposicao: 14 dias

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 91,8%

Referéncia: Mandella, R. et. al. (1998). An acute neurotoxicity study with AC 35024 in

the rat via oral gavage administration. Dossié de registro submetido a ANVISA.

*0O volume administrado foi SmL/kg de p.c.

Animais tratados com 0,5 (dois machos e duas fémeas) e com 1 mg/kg/p.c (2
machos e 5 fémeas) apresentaram miose. Uma fémea tratada com 0,5 mg/kg/p.c. exibiu
tremores e uma fémea tratada com a maior dose apresentou fasciculacoes, ligeiro
prejuizo na capacidade locomotora, tremores, assim como altera¢des na locomocao das
patas traseiras. A recuperacdo foi evidente na segunda semana apds a exposi¢do, as
avaliacdoes da bateria de observacdes funcionais realizadas no 8° e 15° dia foram
normais em todos os grupos tratados.

A inibicdo da colinesterase foi um achado tipico nos animais expostos as duas
maiores doses de forato e foi observado no 1° dia durante a avaliagdo da bateria de
observagdes funcionais. Houve significativa inibicdo na atividade da colinesterase
eritrécitaria, plasmética e cerebral nos machos e fémeas tratados com a maior dose. A

atividade da colinesterase plasmaética foi inibida em 27,5% e 67,7%, a eritrocitaria em

53



21,4% e 65,1% e a cerebral em 14% e 65,2%, em machos e fémeas, respectivamente,
em comparagdo ao grupo controle.

A atividade da acetilcolinesterase cerebral foi estatisticamente reduzida nos
machos tratados com 0,5 mg/kg/p.c. imediatamente apds a administracdo da substancia
teste, quando comparado ao controle. Entretanto, segundo o diretor do estudo, baseado
na pequena magnitude desse decréscimo (6%) e na auséncia de diminui¢do
estatisticamente ou biologicamente significante da atividade da acetilcolibnesterase
cerebral nas fémeas (sexo mais sensivel a inibi¢do da colinesterase pelo forato) tratadas
com a mesma dose, bem como auséncia de inibi¢do da acetilcolinesterase eritrocitaria e
plasmdtica nas fémeas tratadas com 0,5 mg/kg/p.c., essa ligeira reducdo na atividade da
acetilcolinesterase cerebral nos machos tratados com a maior dose ndo foi considerada
biologicamente significante.

No grupo tratado com a maior dose a completa recuperacdao da atividade da
acetilcolinesterase plasmdtica ocorreu no 8° dia apds a administracdo da substincia
teste. A atividade da colinesterase eritrocitdria e cerebral foi parcialmente recuperada
apo6s o 14° dia.

Baseado nas alteragdes da bateria de observacdes funcionais (miose), o NOAEL

foi fixado em 0,25 mg/kg/p.c.

Estudo 2

Ano: 2004

Espécie: Rato (Wistar)

N° de animais: 45 fémeas”

Doses: 0,03; 0,1 e 0,3** mg/kg p. c. (fémeas) / 0,03 e 0,1 mg/kg p.c. (filhotes)

Via: Oral (gavage)

Tempo de exposicao: do 6° dia apds o coito ao 10° dia apds parto (fémeas) e do 11° ao
21° dia depois do parto (filhotes)

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 91,8%

Referéncia: Kaufmann, W. et al. (2004). Devolopmental neurotoxicity study in Wistar
rats oral administration to the dams and pups (gavage). Dossié de registro submetido a
ANVISA.

* Com prenhez presumida.

** Antes do inicio da lactacdo houve diminuicdo da dose, de 0,3 para 0,2 mg/kg/p.c, em virtude do alto
indice de mortalidade das ratas gravidas e dos filhotes.

OBSERVACAO: Em virtude da severa toxicidade materna e excessiva mortalidade dos filhotes, a maior
dose foi reduzida de 0,3 mg/kg/p.c. para 0,2 mg/kg/p.c., porém o estudo foi completamente cancelado
apoés a primeira semana de lactacdo em fun¢do da extrema toxicidade materna, da elevada quantidade de
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natimortos, bem como da excessiva mortalidade dos filhotes no inicio da lactagdo por causa do
insuficiente cuidado materno com as crias, em razao da severa toxicidade exibida pelas maes.

No grupo tratado com a maior dose (0,3/0,2 mg/kg/p.c.) foi observado
pronunciada mortalidade e expressiva toxicidade materna culminando no elevado
ndmero de filhotes natimortos e excessiva mortalidade dos filhotes durante o inicio da
lactagdo. Esses achados justificaram o término prematuro do tratamento com essas
doses apds aproximadamente a primeira semana de lactacdo. Em relacdo as fémeas
expostas a maior dose, quatro fémeas foram encontradas mortas nos dias 21 e 22 depois
do coito e duas no 1° dia apds o parto. Os sinais clinicos de toxicidade materna foram:
tremores (em trés fémeas no 21° dia apds o coito e em cinco logo apds o parto),
salivac@o e cromodacriorréia apds a administracdo da substancia teste (em duas f€meas
nos dias 17 e 18 depois do coito e em duas até o primeiro dia apds o parto), severa
alteracao no modo de andar, no estado geral e dificuldade respiratoria foram observadas
em seis fémeas do 1° ao 4° dias pds parto. Houve ainda a formagdo de crosta vermelha
no nariz de uma fémea exposta a maior dose da substancia teste do 2° ao 4° dias depois
do parto. Nutri¢do incorreta dos filhotes foi uma alteragdo secunddria a toxicidade
materna e observada em nove fémeas do grupo que recebeu 0,3/0,2 mg/kg/p.c. de forato
durante os 4 primeiros dias apds o parto, periodo em que onze fémeas tratadas com essa
dose perderam os filhotes em virtude da alimentacdo deficiente (verificada pela
auséncia ou pela quantidade insuficiente de leite no estdmago dos filhotes). O grupo
tratado com a maior dose exibiu decréscimo estatisticamente significante, 16% menos
em relacdo ao controle, no consumo de alimentos durante o 1° ao 7° dias apds o parto.
Também foi observado redugdo estatisticamente significante, 5% menos em
comparacdo ao grupo controle, na média do peso corpéreo logo apds o parto, 2 dias
apds o parto essa diminui¢do foi de 6% em relacdo ao grupo ndo tratado. O ganho de
peso foi prejudicado nas fémeas expostas a maior dose nos dias 7 e 8 apds o coito (39%
menos em comparacao ao controle), nos dias 9 e 10 depois do coito (28% menor em
relagc@o ao controle), nos dias 19 e 20 pds coito (-25%), durante toda a gestacdo (-10%),
bem como nos primeiros dois dias apés o parto (perda de 3,8 gramas no grupo que
recebeu a maior dose versus ganho de 1,0 grama no controle)

Em relacdo aos filhotes das maes expostas a maior dose, foi observado aumento
estatisticamente significante na quantidade de fémeas com crias natimortas (13 no grupo

de fémeas tratadas com a maior dose versus 4 no grupo nao tratado) e no nimero de
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filhotes natimortos (39 versus 4 no grupo controle). Consequentemente houve redugdo
estatisticamente significante na quantidade de filhotes nascidos vivos (-21% em
comparacao ao controle). Foi verificado aumento (25%) no nimero de filhotes mortos
durante os quatro primeiros dias da lactacdo (66 no grupo tratado com a maior dose
versus 1 no grupo ndo tratado), adicionalmente 18 filhotes foram sacrificados em
virtude de morte materna. A avaliagcdo realizada no 1° dia apés o parto revelou que os
machos e as fémeas exibiram diminuicao estatisticamente significante do peso corpdreo.
Nos primeiros quatro dias depois do parto foi observado que os animais tratados com a
maior dose apresentaram redu¢do no ganho de peso corporal (-14% em comparacdo ao
controle).

A avaliacdo realizada nos filhotes 21 dias apds o parto mostrou que os machos
tratados com 0,1 mg/kg/p.c. exibiram significativa redu¢do na atividade da colinesterase
plasmatica (-15%, p<0,05), eritrocitéria (-16%, p<0,01) e cerebral (-22%, p<0,01), j4 as
fémeas que receberam essa dose apresentaram significante diminui¢cdo da colinesterase
plasmaética (-19%, p<0,01).

O NOAEL estabelecido para o estudo foi 0,03 mg/kg/p.c.

Estudo 3"

Ano: 2004

Espécie: Rato (Wistar)

N° de animais: 45 fémeas”

Dose: 0,2 mg/kg p.c.

Via: Oral (gavage)

Tempo de exposicao: do 6° dia apds o coito ao 10° dia apds parto (fémeas) e do 11° ao
21° dia depois do parto (filhotes)

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 91,8%

Referéncia: Kaufmann, W. et al. (2004). Devolopmental neurotoxicity study in Wistar
rats oral administration to the dams and pups (gavage). Dossié de registro submetido a

ANVISA.

* Em fun¢do do estudo anterior (Estudo 2) ter sido cancelamento o presente estudo foi conduzido com
apenas uma tnica dose (0,2 mg/kg/p.c.)

** Com prenhez presumida.

A avaliagdo realizada no 21° dia apds o parto revelou que as fémeas e os filhotes

tratados com 0,2 mg/kg/p.c. exibiram reducao na atividade da colinesterase plasmaética,
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eritrocitaria e cerebral, essa diminui¢@o foi de cerca de 13 a 21% no caso das fémeas e
entre 40 a 55% no caso dos filhotes.

Nao foi possivel estabelecer o NOAEL para o estudo, nem mesmo qualquer
relacdo dose-resposta, uma vez que apenas a dose de 0,2 mg/kg/p.c. foi administrada

nos animais experimentais.

Estudo 4

Ano: 2004

Espécie: Rato (Wistar)

N° de animais: 10 animais jovens**/sexo e 20 adultos” jovens /sexo

Doses : 0,03; 0,1; ou 0,2 mg/kg p.c./dia

Via: Oral (gavage)

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 91,8%

Referéncia: Schneider, S. et al. (2004). Study of the effects on cholinesterase levels in
juvenile and young adult Wistar rats (age sensitivity) oral administration (gavage).

Dossié de registro submetido a ANVISA.

* Foi administrado o volume padrdo de SmL/kg de p.c.
** A substancia teste foi administrada no 11° e 21° dia apds o parto

**%* A substincia teste foi administrada do 60° ao 70° dia apds o parto

Filhotes (machos) tratados com a menor dose no 11° dia apds o parto exibiram
diminuicdo da atividade da colinesterase plasmdtica (-3%), eritrocitiria (-15%) e
cerebral (-3%). Na avaliagdo realizada no 21° dia de tratamento nos filhotes expostos a
0,03 mg/kg/p.c./dia foi observado que as fémeas apresentaram reducdo de 7% e 8%,
respectivamente, na atividade da colinesterase plasmdtica e cerebral, ji os filhotes
machos exibiram decréscimo de 7% na atividade da colinesterase cerebral. Quanto ao
60° dia na qual os adultos “jovens” foram tratados com 0,03 mg/kg/p.c./dia substancia
teste, o machos exibiram reducdo de 16% e 5%, respectivamente, na atividade da
colinesterase cerebral e plasmatica; em relagdo as fémeas, a andlise mostrou redugdo de
27% e 1%, respectivamente, na atividade da colinesterase cerebral e plasmatica. Apds
11 dias de tratamento (70° dia apds o parto) com a menor dose, 0s machos apresentaram
aumento de 26% na atividade da colinesterase cerebral e as fémeas exibiram aumento
de 23% na atividade da colinesterase eritrocitdria e diminuicao de 17% na atividade da

colinesterase cerebral.
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No 11° dia apds o parto, os filhotes machos tratados com dose dnica de 0,1
mg/kg/p.c./dia da substancia teste, apresentaram decréscimo de 6 e 10%,
respectivamente, na atividade da colinesterase plasmadtica e eritrocitdria; quanto as
fémeas, houve aumento de 17% na atividade da colinesterase cerebral. No 21° dia apds
o parto a administracdo de apenas uma dose de 0,1 mg/kg/p.c./dia da substincia teste
em filhotes fémeas provocou reducdo de 9 e 13%, respectivamente, na atividade da
colinesterase plasmadtica e cerebral. Durante o 60° dia apds o parto, as fémeas expostas a
0,1 mg/kg/p.c./dia de forato apresentaram diminuicao de 11 e 26%, respectivamente, na
atividade da colinesterase plasmatica e cerebral. Apds 11 dias de tratamento (70° dia
apo6s o parto) com 0,1 mg/kg/p.c./dia da substancia teste, os machos exibiram aumento
de 16% na atividade da colinesterase cerebral e as fémeas apresentaram redugao de 12%
tanto na atividade da colinesterase cerebral como na plasmaética.

Inibi¢do estatisticamente significante na atividade da colinesterase plasmatica,
eritrocitaria e cerebral foi observada nos filhotes (machos) expostos a dose unica de 0,2
mg/kg/p.c./dia da substancia teste no dia 11° apds o parto, a diminui¢do foi de 22, 20 e
18%, respectivamente, na atividade da colinesterase plasmadtica, eritrocitaria e cerebral.
Quanto as fémeas, houve redugdo de 17, 10 e 1%, respectivamente, das enzimas em
questdo. No 21° dia apdés o parto, administracdo de apenas uma dose de 0,2
mg/kg/p.c./dia da substancia teste, em filhotes fémeas, provocou redugdo de 14 e 9%
respectivamente, na atividade da colinesterase plasmaética e cerebral; quanto aos filhotes
machos tratados nessas mesmas condi¢cdes, houve reducdo de 6, 16 e 6%,
respectivamente, na atividade das colinesterases plasmatica, cerebral e eritrocitdria.
Durante o 60° dia apés o parto, os machos expostos a maior dose exibiram diminui¢ao
de 17% na atividade da colinesterase cerebral, ao passo que as fémeas mostraram
decréscimo de 15 e 34%, respectivamente, na atividade da colinesterase plasmaética e
cerebral. Apos 11 dias de tratamento (70° dia apds o parto) com 0,2 mg/kg/p.c./dia da
substancia teste, os machos apresentaram aumento de 9% na atividade da colinesterase
cerebral e as fémeas exibiram redugdo de 41 e 15%, respectivamente, na atividade da
colinesterase plasmaética e eritrocitaria..

Baseado nas alteragdes descritas, ndo foi possivel estabelecer um NOAEL para o
estudo.

Estudo 5
Ano: 2004
Espécie: Rato (Wistar)
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N° de animais: 25 animais juvenis**/sexo e 25 adultos/sexo

Doses: 0,2 mg/kg p.c./dia

Via: Oral (gavage)

Concentracao do ingrediente ativo (pureza): 91,8%

Referéncia: Schneider, S. et al. (2004). Study of the effects on cholinesterase activities
in juvenile and adult Wistar rats after single administration (“time-to-peak” study) oral

administration (gavage). Dossié de registro submetido a ANVISA.

* Foi administrado o volume padrdo de SmL/kg de p.c.

** Aos 22 dias apds o nascimento

O objetivo do estudo foi avaliar a atividade da colinesterase plasmaética,
eritrocitaria e cerebral apés 30 minutos, 1, 2, 4 e 8 horas da administracdo de 0,2
mg/kg/p.c./dia de forato a ratos juvenis e adultos. As tabelas a seguir mostram o
comportamento dessa enzima nos animais expostos a substancia teste.
Tabela 5 — Avaliacdo da atividade da enzima colinesterase (plasmadtica, eritrocitdria e
cerebral) apds a administragdo de apenas uma dose (0,2 mg/kg p.c./dia) do ingrediente
ativo forato a machos adultos de ratos Wistar.

Tempo apos a administracio da 0,5h 1h 2h 4h 8h

substancia teste
Colinesterase Controle 13,38 12,68 14,79 11,07 10,45

Plasmatica Tratado 13,60 14,80 13,57 11,96 13,89
(+2%) (+17%) (-8%) (+8%) (+33%)

Colinesterase Controle 34,82 31,85 27,70 27,94 29,32

Eritrocitaria Tratado 28,98 32,03 32,08 28,33 26,05
(-17%) (+1%) (+16%) (+1%) (-11%)

Colinesterase Controle 1,80 2,61 3,15 1,97 2,61

Cerebral Tratado 2,43 2,87 2,07 2,12 2,32
(+35%)  (+10%)  (-34%) (+8%) (-11%)

Tabela 6 — Avaliacdo da atividade da enzima colinesterase (plasmadtica, eritrocitaria e
cerebral) apds a administragdo de apenas uma dose (0,2 mg kg/p.c./dia) do ingrediente

ativo forato a fémeas adultas de ratos Wistar.

Tempo apos a administracio da 0,5h 1h 2h 4h 8h

substancia teste
Colinesterase Controle 69,39 57,72 54,49 52,52 51,47
Plasmatica Tratado 54,25 55,27 59,43 51,91 48,26
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Colinesterase

Eritrocitaria

Colinesterase

Cerebral

Controle

Tratado

Controle

Tratado

(-22%)
34,71
36,64

(+6%)
2,69
2,46
(-8%)

(-4%)
31,50

32,59
(+3%)

3,16
3,31
(+5%)

(+9%)
29,12

32,26
(+11%)

1,77
2,14
(+20%)

(-1%)
26,49

30,60
(+16%)

2,69
1,99
(-26%)

(-6%)
31,00

27,80
-10%)

2,71
2,72
(0%)

Tabela 7 — Avaliacdo da atividade da enzima colinesterase (plasmadtica, eritrocitria e

cerebral) apds a administracdo de apenas uma dose (0,2 mg/kg p.c./dia) do ingrediente

ativo forato a filhotes machos de ratos Wistar.

Tempo apés a administracio da

substancia teste

Colinesterase

Plasmatica

Colinesterase

Eritrocitaria

Colinesterase

Cerebral

Controle

Tratado

Controle

Tratado

Controle

Tratado

0,5h

14,24
13,68
(-4%)
42,07
41,79
(-1%)

1,90
1,66
(-13%)

1h

14,72
14,02
(-5%)
47,46
42,34

(-11%)

1,88
2,10
(+12%)

2h

13,91

12,42
(-11%)
42,24
40,98
(-3%)
1,65
1,80
(+9%)

4h

14,20
12,85
(-10%)
38,56

41,14
(+7%)

2,48
2,45
(-1%)

8h

13,05

13,53
(+4%)
43,53
41,07
(-6%)

2,64

2,11
(-20%)

Tabela 8 — Avaliacdo da atividade da enzima colinesterase (plasmadtica, eritrocitria e

cerebral) apds a administracdo de apenas uma dose (0,2 mg/kg p.c./dia) do ingrediente

ativo forato a filhotes fémeas de ratos Wistar.

Tempo apés a administracio da

substancia teste

Colinesterase

Plasmatica

Colinesterase

Eritrocitaria

Colinesterase

Controle

Tratado

Controle

Tratado

Controle

0,5h

14,07
13,37
(-5%)
50,18

40,73
(-19%)
1,82

1h

13,65
13,11
(-4%)
44,70
41,86
(-6%)
1,83

2h

13,33

14,37
(+8%)
44,01
42,18
(-4%)
1,76

4h

13,46
13,26
(-1%)
42,04
41,04
(-2%)
2,22

8h

13,80
13,23
(-4%)
41,32

42,12
(+2%)

2,98

60



Cerebral Tratado 1,77 1,82 1,79 2,12 2,40
(-2%) (-1%) (+2%) (-4%) (-20%)

N

Os resultados mostraram uma forte tendéncia a reducdo da atividade da
colinesterase cerebral, em ambos os sexos, no intervalo de 8 horas apds a exposi¢cdo. A
inibicdo da atividade da colinesterase eritrocitaria foi mais pronunciada nos machos
adultos e nos filhotes fémeas 30 minutos apds o tratamento com a substancia teste.
Quanto a colinesterase plasmadtica, a maior oscilacdo em compara¢do aos animais nao
tratados, ocorreu no grupo de fémeas adultas, o grupo em questio exibiu decréscimo de
20% na atividade da referida enzima 30 minutos apés receber o ingrediente ativo forato.

Nao foi possivel estabelecer o NOAEL para o estudo, nem mesmo qualquer
relacdo dose-resposta, uma vez que apenas a dose de 0,2 mg/kg/p.c. foi administrada

nos animais experimentais.

4.8. Nefrotoxicidade

A integridade do sistema renal ¢ fundamental para a manutencdo da
homeostase. Nos mamiferos, os rins sdo os principais responsdveis pela excrecao,
regulacdo do volume extracelular, composi¢ao eletrolitica e equilibrio dcido-base. Além
disso, alguns hormonios sdo sintetizados e liberados pelos rins, como a renina e a
eritropoietina (GUYTON; HALL, 1996; SCHNELLMANN, 2001).

Efeitos toxicos no sistema renal podem desregular uma ou mais dessas
funcdes prejudicando o metabolismo do organismo. Apesar dos rins possuirem
mecanismos compensatorios e capacidade regenerativa, em alguns casos os efeitos
téxicos ndo sdo revertidos, causando danos permanentes. O tratamento dos efeitos
toxicos no sistema renal pode envolver didlise ou transplante de rins
(SCHNELLMANN, 2001).

Embora existam poucos estudos de toxicidade que avaliem o potencial
nefrotoxico de uma substancia, o forato provocou alguns efeitos em animais de
laboratério.

Camundongos suicos albinos adultos foram expostos ao forato na mesma dose
recomendada pelos fabricantes para aplicacdo no campo (20 kg/hectare). A exposi¢ao
ocorreu por 3 horas e meia, seis dias por semana, durante 3 meses (MOROWATTI, 2001)
em uma camara de inalacao de 21 litros de capacidade. A cada duas semanas amostras

de sangue foram coletadas e amostras de tecido para andlises bioquimicas e
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histopatoldgicas. A partir da quarta semana de exposi¢do foi observado um aumento de
creatinina sérica. Esses niveis permaneceram elevados até o fim do tratamento (12°
semana). Trinta dias apés o fim do tratamento, os niveis voltaram ao normal
(MOROWATI, 2001). A partir da segunda semana foram encontradas degeneracodes
disseminadas nos tuibulos corticais, assim como eritrocitos e macroéfagos nos espacos
intersticiais do cortex e da medula. Os tibulos apresentaram alteragdes no formato
normal. Os autores sugeriram que as doses recomendadas para utilizacdo nas lavouras
podem causar danos renais nos trabalhadores expostos. Apesar dos efeitos terem sido
revertidos trinta dias apds o fim do tratamento, periodos mais longos de exposicdo e

doses mais elevadas podem desencadear danos permanentes (MOROWATI, 2001).

4.9. Toxicidade sobre o sistema respiratorio

A exposicdo a substiancias quimicas por via inalatéria pode ter dois tipos de
efeito: nos tecidos pulmonares ou em 6rgdos mais distantes. Dessa maneira, toxicidade
do sistema respiratorio refere-se a alteragdes no trato respiratorio produzidas por
substancias quimicas (WITSCHI; JEROLD, 2001).

Diversas doencas pulmonares ja foram associadas a exposi¢do a substincias
quimicas como silicose, asbestose e cancer de pulmdo (HAMILTON; THAKUR;
HOLIAN, 2008; MADL et al, 2007; SMITH, 1997, KAMP, 2009). Agrotéxicos
organofosforados também ja foram associados a alteracdes respiratdrias em seres
humanos (FIETERN et al, 2009; HERNANDEZ et al, 2004; BOERS et al, 2008;
HERNANDEZ et al, 2008; HERNANDEZ et al, 2006; HOPPIN et al, 2002, HOPPINE
et al, 2007; HOPPIN et al, 2008). Alteracdes nas funcdes cardiacas, provenientes ou nao
de disfuncdes respiratérias também ja foram observadas apds a exposi¢do a
organofosforados (ANAND et al 2009; KARKI, et al, 2004; SAADEH; FARSAKH,;
AL-ALI 1997).

Camundongos suicos albinos adultos foram expostos ao forato na mesma dose
recomendada pelos fabricantes para aplicacdo no campo (20 kg/hectare). A exposicao
ocorreu por 3 horas e meia, seis dias por semana, durante 3 meses (MOROWATI, 1998)
em uma camara de inalacao de 21 litros de capacidade. A cada duas semanas amostras
de sangue e pulmdes foram coletados para andlise. A partir da segunda semana de
exposicdo os alvéolos apresentaram congestdo por exsudatos de fibrina, mondcitos,
polimorfos e linfécitos, os bronquiolos apresentaram alteragdes celulares. O quadro

mostrava-se de broncopneumonia devido a lesdes causadas por irritacdo. Na quarta
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semana os pulmdes apresentaram agressdes focais de células inflamatdrias, causando a
congestdo de sacos alveolares e alvéolos. Na sexta semana foi observado enfisema
proeminente e descamacdo bronquial. O quadro geral era de broncopneumonia e
enfisema. Os sintomas permanceram os mesmos até a décima segunda semana onde o
quadro geral era de broncopneumonia, enfisema e colapso. Trinta dias apds o fim do
tratamento, as alteracOes enfisematosas pulmonares ainda estavam presentes
(MOROWATI, 1998). Os efeitos pulmonares provocados pelo forato no sistema
respiratério podem causar aumento da resisténcia vascular e hipertensdo pulmonar.
Esses eventos provocam sobrecarga no coracdo direito e, frequentemente, ataque
cardiaco (MOROWATI, 1998). Os autores concluiram que individuos expostos ao
forato apresentam elevado risco de danos respiratérios, mesmo depois de cessada a
exposicao.

Esses achados em animais de laboratério sdo corroborados por estudos
epidemioldgicos que descreveram que dificuldade respiratéria em aplicadores de
agrotoxicos estd associada positivamente ao forato (HOPPIN et al, 2006). Em outro
estudo, foram estudados pacientes com necessidade de ventilacao respiratdria assistida
ap6s exposicdo ao forato (SINGH ET AL, 2001). No estudo de Kashyap e
colaboradores, foram avaliados individuos expostos por duas semanas ao forato. Em
60% dos trabalhadores foram observados diversos sintomas de toxicidade, como
gastrointestinais, diminui¢dao da frequéncia cardiaca e sintomas neurolégicos, sendo os

dois primeiros, os efeitos mais proeminentes (KASHYAP ET AL, 1984).

6. Aspectos regulatdrios — a situacio internacional do registro do forato

Tabela 9: Situacdo Internacional do registro dos produtos a base de forato

Pais Status Regulatorio
Australia Prioridade 2 para ser reavaliado, devido a
preocupacdes quanto aos danos a sadde
humana
Canada No processo de phase out para batata:
2011-2012
Estados Unidos Medidas mitigatérias tais como uso em

sistemas fechados, proibicdo de aplicacdo
aérea, restricdo de culturas autorizadas e
regides, definicdo de uma unica aplicagdo
por safra, entre outras medidas restritivas

Outros Fora do Anexo I da Diretiva 91/414/EEC
da Unido Européia.
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7. Conclusoes e recomendacoes

Os efeitos decorrentes das mudangas globais na producdo agricola e pecudria
tém imposto um modelo produtivo cada vez mais dependente dos agrotoxicos que traz
para a saide publica enormes desafios que ndo podem ser enfrentados apenas por agdes
restritas ao campo da assisténcia médico-hospitalar as pessoas intoxicadas por
exposicoes agudas e ou cronicas. Cabe uma acao integrada de prote¢do da saide para
uma efetiva promogdo, protecdo da saude e de prevencao das situagdes de riscos nos
processos produtivos e de consumo de alimentos.

Pela Lei brasileira 7.802/89 um agrotoxico pode ter seu registro banido quando
da auséncia de métodos para desativagdao do produto, na auséncia de antidoto ou
tratamento eficaz, quando provoca distirbios hormonais ou danos ao aparelho
reprodutor, quando sdo teratogé€nicos, carcinogénicos ou mutagénicos. Além disso,
também quando se apresenta mais perigoso para o homem do que em animais.

Os metabdlitos foratoxon, foratoxon sulféxido e foratoxon sulfona sdo 100 a
1000 vezes mais potentes como inibidores da acetilcolinesterase.

O forato foi demonstrado ser extremamente téxico, provocando letalidade em
doses baixas, por diferentes vias de exposi¢ao.

O forato possui vérios efeitos adversos para a saide humana como associa¢ao
com diabetes mellitus na gravidez, nefrotoxicidade, toxicidade reprodutiva, toxicidade
para o sistema respiratério e neurotoxicidade.

Diversos estudos demonstram que trabalhadores agricolas expostos ao forato sdo
vitimas de intoxicacOes e Obitos relacionados as caracteristicas de toxicidade desse
principio ativo. A exposicdo torna-se ainda mais perigosa devido as dificuldades
relacionadas com a indisponibilidade e/ou ineficiéncia dos EPI. Além disso, disto,
diversas questdes de ordem social (baixa escolaridade, baixa renda) e bioldgica (idade e
género) sao fatores que aumentam a vulnerabilidade e a gravidade das intoxicagdes por
esse organofosforado.

Os estudos experimentais e epidemioldgicos envolvendo o trato respiratorio
demonstram que o forato possui elevada toxicidade para esse sistema. Os estudos
experimentais, realizados com doses semelhantes a exposicio humana ocupacional,
corroboram para a plausibilidade bioldgica dos achados. Enfisema, broncopneumonia,
alteracdoes inflamatérias e dificuldade respiratéria foram os principais efeitos
encontrados, sendo que alguns se mostraram irreversiveis pelo periodo de tempo de

observacdao mesmo depois de cessada a exposi¢do. E sabido que esses efeitos podem
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causar aumento da resisténcia vascular pulmonar, sobrecarregar o coracdo direito e até
causar insuficiéncia cardiaca. Tais efeitos podem ndo sé diminuir a efici€éncia no
trabalho, mas também prejudicar irremediavelmente a qualidade de vida de individuos
expostos e levar a morte.

A neurotoxicidade do forato também jia foi demonstrada em estudos
epidemioldgicos. Manifestacdes neurotdxicas tais como vomito, tontura, dor abdominal,
taquicardia, salivacdo excessiva, miose e hipotensdao foram observadas em casos de
intoxicacdo intencional, ocupacional, e acidental por exposi¢do ao forato. Sintomas
mais graves como convulsdes, espasmos, tremores, perda de coordenacdo muscular,
aumento do tonus muscular dos membros, dificuldade respiratéria, edema cerebral,
perda de consciéncia e coma profundo também foram descritos. Achados em alguns
pacientes foram consistentes com morte cerebral, incluindo auséncia de reflexos
corneanos, oculoencefélicos, pupilares e musculares, auséncia de reacdes a estimulos de
dor ou calor e auséncia de respiragdo espontanea, com supressdo global da atividade
cortical. Alguns casos de intoxicag¢do evoluiram para o bito.

O forato pode provocar complexas manifestacdes clinicas neurolégicas como
encefalopatia, sindrome intermedidria e polineuropatia retardada em humanos. No
entanto, nao foram descritos, em animais de laboratério, casos de sindrome
intermedidria ou polineuropatia tardia, caracterizando-o como mais toxico para seres
humanos do que os testes em animais tenham podido demonstrar.

Embora alguns 6rgdos internacionais como EPA e IPCS ainda classifiquem o
forato como ndo carcinogénico e ndo mutagénico, ha evidéncias relatadas em estudos
publicados na literatura cientifica que apontam efeitos clastogénicos e mais
recentemente demonstrando que o forato é potencialmente promotor de cancer para
individuos expostos com histérico familiar positivo para o cancer de prostata.

Por dltimo, cumpre ressaltar a recomendacdo da OMS para proibicdo de
produtos extremamente toxicos, com vista a reducdo de perigos a populagdo exposta a
este produtos. (OPAS/OMS, 1996).

Considerando todos os efeitos toxicoldgicos associados ao ingrediente ativo
Forato e a sua inclusdo dentre as caracteristicas proibitivas de registro, especialmente a
de “possuir caracteristicas mais téxicas para o ser humano do que testes com animais
tenham podido demonstrar”, o mesmo deve ter seu uso proibido no Brasil, de maneira a
proteger a saude dos trabalhadores expostos, dos consumidores e da populacdo em

geral.
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