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HPLC - MS - MS - Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massa em tandem

HTA - Hipertensao arterial
i.a - Ingrediente ativo

IARC - International Agency for Research on Cancer (Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancro)

IGP - Indicagao Geogrifica Protegida

INE - Instituto Nacional de Estatistica

IS - Intervalo de Seguranca

IUPAC - Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada

LC - Cromatografia Liquida

LC - MS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa
LC - MS - MS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa
LMR - Limite Maximo de Residuos

LNH - Linfoma nao-Hodgkin

LOD - Limite de detecao

LOQ - Limite de quantificagao

MOE - Margem de exposicao

NOAEL - Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis
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NR - Nao Reportado
OMS - Organizagao Mundial da Satde
PDI - Ingestao Diaria Provavel

PNCRPPOYV - Plano Nacional de Controlo de Residuos de Pesticidas em Produtos de
Origem Vegetal

POEA - Polioxietilenamida

QUERQUS - Associagao Nacional de Conservagao da Natureza
R? - Coeficiente de determinacio/correlacio

RAC - Comité de Avaliagao de Riscos

RASFF - Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e Ragoes
TDAH - Transtorno do déficit de atengao/hiperatividade

TSH - Hormona Estimuladora da Tiroide

UE - Uniao Europeia






RESUMO

Atualmente o ser humano encontra-se exposto a diversos produtos fitofarmacéuticos. Nas
Gltimas décadas, tem-se verificado um rapido crescimento na utilizagao de herbicidas a nivel
mundial, destacando-se o glifosato. Devido a sua frequente utilizagao, o glifosato é
amplamente distribuido no ambiente, tendo surgido algumas preocupagoes e controvérsias

relacionadas com os potenciais efeitos adversos na saude humana e ambiental.

O objetivo deste estudo foi avaliar a exposi¢ao de individuos adultos residentes no distrito
de Coimbra, designadamente nas zonas de Maiorca, Alhadas e Montemor - o - Velho, ao

glifosato e ao seu metabolito, o acido aminometilfosfonico (AMPA).

A amostragem abrangeu 74 amostras de urina da populagao em estudo, 37 obtidas durante o
inverno e 37 amostras no verao. Os participantes deste estudo preencheram um
questionario sobre as suas caracteristicas socioeconomicas e alimentares. O glifosato e o seu
metabolito foram analisados através do método de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa tandem (GC - MS - MS). O limite de detegao (LOD), estimado
através das curvas de calibragao, foi de 0,079 e 0,197 pg/L para o glifosato e AMPA,
respetivamente. O limite de quantificagcao (LOQ) foi de 0,239 e 0,596 pg/L para o glifosato e

AMPA, respetivamente.

Na primeira fase do estudo (inverno), 22 das amostras (59,46%) apresentavam niveis
detetaveis de glifosato, |5 amostras continham teores superiores ao LOD (0,95 * 3,01 pg/L)
e 7 tinham teores acima do LOQ (2,72 + 3,01 pg/L). Os valores minimo e maximo obtidos
estavam compreendidos entre 0,12 e 8,74 pg/L, respetivamente. O AMPA foi detetado em
23 das amostras (62,16%), 22 amostras apresentavam niveis superiores ao LOD (0,50 *
3,01 pg/L) e apenas | amostra possuia uma concentragao superior ao LOQ (4,83 + 3,01
pg/L). Foram encontradas concentragoes minimas e maximas de 0,30 pg/L e 4,83 ug/L.

No verao, foram identificadas 23 amostras (62,16%) contaminadas com glifosato, 19 com
teores acima do LOD (0,30 + 1,57 pg/L) e 4 com niveis superiores ao LOQ (I,14 = [,57
pg/L). Os valores obtidos estavam compreendidos entre 0,12 e 3,50 pg/L, respetivamente.
Quanto ao seu metabolito, 23 das amostras (62,16%) continham teores superiores ao LOD
(0,30 = 1,57 pg/L), mas nenhuma amostra se encontrava acima do LOQ. A concentragao

maxima obtida foi de 0,30 pg/L.



Em suma, conclui-se que a populagao adulta residente nestas freguesias estava exposta ao
glifosato. Todavia, face aos resultados obtidos determinou-se que nao existia um risco

elevado para a satde publica destes individuos.

Palavras- chave: Ambiente; Cromatografia; Glifosato; Pesticidas; Saude Publica



ABSTRACT

Nowadays, the human being is exposed to several phytopharmaceutical products. On the
last decades, it has been verified a fast growing in using herbicides at a world level,
highlighting the glyphosate. Due to its frequent use, glyphosate is wide distributed in the
environment, having arisen some worries and controversies related with potencial adverse

effects in human and environmental health.

The main goal of this study was to evaluate the exposition of adult individuals resident at
Coimbra district, especially in the areas of Maiorca, Alhadas and Montemor - o - Velho, to

the glyphosate and to its metabolite, the aminomethylphosphonic acid (AMPA).

The sampling covered 74 samples of urine from the studied population, 37 of them obtained
during the winter and 37 of them obtained during the summer. The participants of this study
have filled a questionary about their socioeconomic and food characteristics. The glyphosate
and its metabolite were analised through the gas chromatography method coupled to the
tandem mass spectrometry (GC - MS - MS). The detection limit (LOD), estimated through
the calibration curves, was 0.079 and 0.197 pg/L for the glyphosate and AMPA, respectively.
The limit of quantification (LOQ) was 0.239 and 0.596 pg/L for the glyphosate and AMPA,

respectively.

In the first phase of the study (winter), 22 of the samples (59.46%) showed detectable levels
of glyphosate, |15 samples contained higher contents to the LOD (0.95 + 3.0l pg/L) and 7
had contents above the LOQ (2.72 + 3.0l pg/L). The minimum and maximum values
obtained were comprised between 0.12 and 8.74 pg/L, respectively. The AMPA was
detected in 23 of the samples (62.16%), 22 samples had higher levels to the LOD (0.50 +
3.0l pg/L) and only | sample had higher levels to the LOQ (4.83 + 3.0l pg/L). Minimum and
maximum concentrations of 0.30 pg/L and 4.83 pg/L were found.

In the summer, 23 samples were identified (62.16%) contaminated with glyphosate, |9 with
contents above the LOD (0.30 + |.57 pg/L) and 4 with contents above the LOQ (I.14 +
[.57 pg/L). The values obtained were comprised between 0.12 e 3.50 pg/L, respectively.
Concerning its metabolite, 23 of the samples (62.16%) had contents above the LOD (0.30 +
[.57 pg/L), but no sample was above the LOQ. The maximum concentration obtained was

0.30 pg/L.



In short, it is concluded that the resident adult population in these areas was exposed to
glyphosate. However, face to the results obtained, it was determined that there was no high

risk for the public health of these individuals.

Keywords: Chromatography; Environment; Glyphosate; Pesticides; Public Health.



1. INTRODUCAO

Atualmente o ser humano encontra-se exposto a diversos produtos fitofarmacéuticos, quer
diretamente durante a sua produgio e aplicagdo, quer indiretamente através da
contaminagio dos diferentes meios abidticos e dos alimentos'". Estes produtos quimicos sio
intencionalmente aplicados nas culturas com a finalidade de prevenir, controlar ou eliminar

diversas pragas e/ou infestantes®.

Nas ultimas décadas, tem-se verificado um rapido crescimento na utilizagao de herbicidas a
nivel mundial. Estas substancias permitem controlar e/ou eliminar varias espécies vegetais
nao desejaveis, interferindo nas fungoes metabolicas e na transferéncia de energia nas células
das plantas. Para além da sua ampla utilizagao no setor agricola, os herbicidas sao usados em

atividades domésticas, jardins, silvicultura e em zonas urbanas®.

O glifosato foi descoberto em 1950, por um quimico sui¢o, Henri Martin, mas foi em 1970,
que John Franz, um quimico da empresa multinacional Monsanto, constatou que esta
substancia possuia uma fungao herbicida. Em 1974, foi licenciado no mercado o primeiro

herbicida a base de glifosato (HBG), com o nome comercial de Roundup®*®.

Devido a sua frequente utilizagio a nivel mundial, sobretudo o Roundup®”

, o glifosato
encontra-se amplamente distribuido no ambiente, tendo surgido algumas preocupagoes e
controvérsias relacionadas com os potenciais efeitos adversos na saude humana. Esta
contaminagao é bastante preocupante, dada a sua toxicidade e ampla aplicagao na produgao
alimentar, constituindo um importante problema de saiide publica®.

A detecao de residuos no ambiente, nos géneros alimenticios e nos liquidos bioldgicos, tem
suscitado grande preocupacao junto das autoridades competentes a nivel internacional. Face
ao exposto, foram estabelecidos teores maximos destes contaminantes nos diferentes
géneros alimenticios, através de varios regulamentos emanados pela Uniao Europeia (UE),

nomeadamente o Regulamento n.° 396/2005, do Parlamento Europeu e do Conselho, que

tem sido modificado ao longo dos anos®.

Com o objetivo primordial de salvaguardar a saldde publica, urge a necessidade de avaliar o
risco de exposicao ao glifosato na populagio, através dos resultados de estudos de
biomonitorizagao humana do glifosato e do seu metabolito primario, o AMPA, em fluidos

biolégicos, como a urina!*'?.

A regiao do Baixo Mondego é caracterizada pela producao agricola de arroz carolino, onde

sao aplicados vérios herbicidas'?.



Assim, pretendeu-se avaliar a exposicao de individuos adultos residentes nesta regiao,
designadamente nas zonas de Maiorca, Alhadas e Montemor - o - Velho, ao glifosato e ao
seu metabolito. Esta avaliagio foi realizada através da andlise da urina da populagao
residente, por GC - MS - MS. Os resultados obtidos foram complementados e analisados
com as respostas de um inquérito socioecondmico e alimentar, de modo a inferir os

potenciais fatores de risco.

Em suma, esta tese, pretende por um lado, avaliar a exposi¢ao da populagao da regiao do
Baixo Mondego ao glifosato e, por outro, constituir um suporte cientifico que permita a
implementagao de medidas de prevengao da exposicao ao glifosato e de mitigagao dos riscos

associados, tendo em vista, a protegao da saude publica.



2, PESTICIDAS

Os pesticidas ou produtos fitofarmacéuticos sao substancias ou mistura de substancias que
tém como principal objetivo, prevenir, destruir ou controlar diferentes pragas (ex.: insetos,
fungos, roedores) e infestantes que causem danos numa determinada cultura, promovendo
um aumento da disponibilidade de géneros alimenticios a pregos acessiveis. Para além da
agricultura, os pesticidas podem apresentar outras aplicagoes (Figura |), tais como: protegao
da saude publica; manutengao de jardins/paisagismo; protecao de equipamentos/materiais;

fins veterinarios, entre outros('?.

Agricultura

N

Protecao de
materiais/

dins,
equipamentos p;fizgg:;‘;o
(ex.: fundos dg vias de

barcos,

A comunicagao
madeiras)

Aplicacdes dos
pesticidas

Saude pub Fins

(ex.: controle veterinarios
de vetores (ex.: coleiras
transmissores para gatos e

da malaria,
dengue)

caes)

FIGURA |- Principais aplicagdes dos pesticidas(®).

A sua utilizagao pode oscilar de ano para ano, devido as condigoes climatéricas e aos

problemas fitossanitirios existentes numa determinada regiao!”.
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FIGURA 2 - Utilizagdo média de produtos fitofarmacéuticos, por area de cultivo®.



Desde 1990 até 2018, tem-se verificado de forma geral, que o uso médio de pesticidas por
area de cultivo tem aumentando em todos os continentes, a excecao de Africa, onde a sua
aplicagao é mais consistente. Neste grafico, pode-se observar que a Asia e a América sao os

continentes onde a utilizagio destes produtos é superior a média mundial'®.

Em Portugal foram comercializados em 2018, cerca de 8 mil toneladas de pesticidas, menos
[,4% face ao ano de 2017, conforme ilustrado na Figura 3. Esta diferenga resultou no
decréscimo das vendas de inseticidas e acaricidas, devido ao cancelamento de muitas
autorizagoes de venda de produtos fitofarmacéuticos constituidos por clorpirifos. Contudo,
as vendas de fungicidas e de herbicidas apresentaram em 2018, aumentos de 3,7% e 2,1%,

respetivamente!'®.
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FIGURA 3- Venda de produtos fitofarmacéuticos, por tipo de fungao(®).

E de salientar, que a aplicacao destes compostos quimicos pode ser potencialmente toxica
para o ser humano, para os animais e para o ambiente. Assim, a sua manipulagao, aplicagao e

(%11 Face ao exposto, é

destino final devem constituir praticas seguras e conscientes
essencial promover medidas que permitam um uso sustentavel de pesticidas, salvaguardando

a qualidade e seguranga dos alimentos.
2.1. Classificacdao de pesticidas

Os pesticidas, de forma geral, podem ser classificados segundo varios critérios, tais como: a
origem; a natureza quimica; o modo de agao/finalidade; o espectro de agao; a formulagao e a

toxicidade''?.

No que diz respeito a sua origem, a maioria das substancias ativas presentes na constituicao

dos pesticidas podem ser orginicas ou inorganicas!” . Por sua vez, os pesticidas organicos
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sao classificados em naturais e sintéticos, ou seja, podem ser obtidos a partir de fontes
naturais ou serem produzidos artificialmente por sintese quimica, respetivamente. Os
pesticidas inorganicos sao extremamente toxicos para os seres vivos e sao constituidos por

arsénio, talio, bario, fosforo, chumbo, etc.?".

Relativamente a sua natureza quimica, podem ser organizados em varios grupos, conforme a
Tabela |. Quanto ao seu modo de agaoffinalidade, os pesticidas sao classificados consoante o
tipo de praga a ser controlada e/ou eliminada (Tabela 2). Em relagao a sua formulagao, estes
produtos quimicos podem ser encontrados sob o estado liquido, granular, pé molhavel e
concentrados emulsionaveis. Por fim, os pesticidas podem ser classificados consoante a sua
toxicidade (Tabela 3) que é medida através da dose letal média (DL;), ou seja, a
concentragao do pesticida que é capaz de matar 50% dos organismos testados. Os efeitos
toxicos podem ser agudos ou croénicos. Note-se que quanto menor for a dose letal de uma

determinada substancia, maior serd a sua toxicidade®" 2.
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TABELA | - Classificagao de pesticidas baseada na natureza quimica®3).

Classe quimica Exemplos
Organoclorados Aldrina, DDT, Dieldrina
Organofosforados Malatiao, Terbufos, Diclorvos
Carbamatos Carbaril, Propoxur, Pirimicarbe
Triazinas Atrazina, Simazina, Ametrina
Piretroides Aletrina, Cipermetrina, Piretrina
Outros Arseniato de chumbo, Acido cacodilico

TABELA 2 - Classificagao de pesticidas baseada na espécie-alvo4).

Categoria de pesticidas

Funcdol/espécie-alvo

Algicidas Controlar ou inibir o crescimento de algas
Inseticidas Eliminar insetos ou outros artropodes
Herbicidas Eliminar ervas daninhas

Rodenticidas Eliminar ratos ou outros roedores

Fungicidas Destruir ou inibir a agao de fungos
Formicidas Eliminar formigas
Acaricidas Eliminar acaros

Avicidas Eliminar passaros

Piscicida Eliminar peixes

TABELA 3 - Classificagdo de pesticidas baseada na toxicidade(25).

DL,, para ratos (mg/kg de peso

Classe Nivel de toxicidade corporal)

Oral Dérmico
Classe la Extremamente perigoso <5 <50
Classe Ib Altamente perigoso 5-50 50-200
Classe Il Moderadamente perigoso 50-2000 200-2000
Classe llI Ligeiramente perigoso >2000 >2000
Classe IV Improvavel de causar dano =5000 =5000
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3. O ARROZ NO BAIXO MONDEGO

O arroz é um cereal que constitui a base da alimentagao de mais de metade da populagao
mundial. Por sua vez, é considerado uma das mais importantes culturas cerealiferas para os
asiaticos, representando 90% da sua alimentagao. Contudo, no ocidente, o consumo de

arroz tem vindo a aumentar significativamente®,

Em Portugal sio cultivados aproximadamente 30.000 hectares (ha) de arroz, distribuidos
pelos Vales do Mondego, do Tejo e Sorraia, do Sado e ainda em regadios privados (Figura 4).
Os portugueses tém um consumo per capita de arroz, de cerca |7 quilogramas por ano

(kg/ano)®”.
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FIGURA 4 - Produgio de arroz em Portugal@).

A regidao do Baixo Mondego apresenta uma forte componente agricola com enorme tradigao

na produgao de arroz. E dotada de uma extensa planicie aluvionar, atravessada pelo rio

Mondego, permitindo que os solos sejam férteis para a cultura deste cereal®®.

A producao do Arroz Carolino do Baixo Mondego, desde a sementeira a colheita, tem lugar

na seguinte area geografica®:

e Cantanhede (Anca);
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e Coimbra (Ameal, Antuzede, Arzila, Ribeira de Frades, Sao Joao do Campo, S.
Martinho do Bispo e Taveiro);

e Condeixa - a - Nova (Anobra);

e Figueira da Foz (Alqueidao, Lavos, Paiao, Borda do Campo, Maiorca, Ferreira -
a - Nova, Santana e Vila Verde);

e Montemor - o - Velho (Carapinheira, Montemor - o - Velho, Gatoes,
Abrunheira, Liceia, Verride, Ereira, Vila Nova da Barca, Pereira e Santo Varao)

e Pombal (Lourigal);

e Soure (Alfarelos, Brunhos, Gesteira, Granja do Ulmeiro, Samuel, Soure, Vila

Nova de Angos e Vinha da Rainha).

3.1. O ciclo vegetativo do arroz

O ciclo vegetativo do arroz compreende as seguintes fases de desenvolvimento, de acordo

com a figura 5°%;

e Fase vegetativa, que inclui a germinagao até ao fim do afilhamento e a formagao

da primeira panicula;

e Fase reprodutiva, que compreende o inicio da formagao da panicula até a

floragao;

e Fase de maturagao, que inclui o desenvolvimento da floragao e permanece até a

maturagao completa dos graos.

o=
<4—

Plantio Final Diferenciacéo Florescimento Colheita
Perfithamento Floral

i\ )
— Y%

Fase vegetativa Fase reprodutiva Fase de maturagao

FIGURA 5 - Principais etapas fenoldgicas do arroz e sua duragiao aproximada (dias)@).
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3.2 As espécies infestantes do arroz

As culturas agricolas estao expostas a diferentes espécies infestantes, existindo periodos
criticos em que a menor ou maior infestacao pode influenciar o desenvolvimento dessas
culturas. No decorrer do ciclo vegetativo do arroz, o periodo critico corresponde as fases
iniciais do desenvolvimento deste cereal, onde as espécies infestantes competem pelo
espaco, luz e nutrientes. Nesse contexto, é crucial que o crescimento do arroz esteja num
estagio mais avancado relativamente as espécies infestantes® *". E possivel encontrar entre
40 a 45 espécies diferentes de infestantes, destacando-se as familias de gramineas, ciperaceas
e alismataceas®".

As espécies infestantes do ecossistema orizicola, dividem-se em dois grupos distintos:
monocotiledoneas e dicotiledoneas (Figura 6)®°. As espécies infestantes de folha estreita ou
monocotiledoneas caracterizam-se por apresentarem nervagao uninérvea, paralelinérvea e,
raramente, curvinérvea. Neste grupo incluem-se a familia das gramineas, ciperaceas,
ponteridiceas e alismaticeas. E de salientar que as espécies infestantes pertencentes ao
grupo das gramineas sao de dificil controlo, nomeadamente o arroz -bravo e as milhas. As
gramineas sao geralmente de crescimento lento, anemofilas (dispersao das sementes pelo
vento) e apresentam uma caracteristica morfolégica que permite a prote¢ao do meristema
apical pelas folhas da base, dificultando a entrada do respetivo herbicida. As espécies

infestantes de folha larga ou dicotiledoneas caracterizam-se por apresentarem o limbo largo

- Gramineas (Echinochloa orizoides -
milha do arroz; Oryza sativa - arroz
bravo)

- Ciperaceas (Cyperus difformis -
negrinha; Scirpus maritimus - junga)

e Monocotiledéneas (Figuras 7,8,9,10)

(infestantes de folhas estreitas)
- Ponteridaceas (Heteranthera limosa -
falsa - alisma)

- Alismataceas (Alisma plantago -
aquatica - orelha - de - mula)

R

- Litraceas (Ammannia coccinea -
carapau)

(infestantes de folhas largas)

- Poligonaceas (Polygonum persicdria -

1
1
[}
e Dicotiledoneas (Figuras 11,12) .
1
1
1
[}
| erva-pessegueira)

FIGURA 6 - Espécies infestantes do ecossistema orizicola.
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De acordo com a duragiao do seu ciclo biologico, as espécies infestantes podem ser
classificadas em anuais, bianuais e perenes ou vivazes. Sao espécies infestantes anuais as que
germinam, desenvolvem, florescem e frutificam durante um periodo que nao ultrapassa um
ano. As espécies infestantes bienais ou bianuais vivem mais do que um ano, mas menos de
dois. Ja as vivazes podem sobreviver mais de dois anos, e renovam total ou parcialmente a

parte aérea anualmente, podendo manter-se vivas varios anos®?.

A

FIGURA 7 - Oryza sativa - Arroz FIGURA 8 - Cyperus difformis -
bravo(l). Negrinha(h.

s L T &

FIGURA 10 - Alisma plantago-
aquatica - orelha - de - mula(!.

-

FIGURA 9 - Heteranthera limosa - falsa-
alisma().

L FIGURA 12 - Ammannia coccinea -
FIGURA 11 - Polygonum persicaria — carapau().

erva - pessegueira(!).
3.3. Herbicidas utilizados na cultura orizicola

Existem varios produtos herbicidas autorizados pela Diregao Geral de Alimentagao e
Veterinaria (DGAV) que sao utilizados na cultura do arroz, conforme se exemplifica na

tabela seguinte. No entanto, apenas os HBG serao alvo de anilise nesta tese.
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TABELA 4 - Exemplos de herbicidas autorizados pela DGAYV na cultura do arroz ©3).

Produto comercial Sustancia ativa Tipo de infestante
Aura Profoxidima Gramineas (Arroz bravo)
Basagran Bentazona Dicotiledéoneas e Ciperaceas
Viper Penoxsulame Monocotiledoneas e Dicotiledoneas
Touchdown Premium Glifosato Azevém perene
Marqui Glifosato Ciperaceas (junga)
3.4. Certificagcdo da qualidade do “Arroz Carolino do Baixo
Mondego”

Um género alimenticio € classificado com Indicacao Geografica Protegida (IGP), tendo em
consideracio trés condicoes®?:
e Ser oriundo de um local/regiao ou de um pais onde é produzido;
e Apresentar qualidade, reputagao ou outras caracteristicas atribuidas a sua
origem;

e Uma das fases de produgao ser na area geografica delimitada.

As caracteristicas climaticas do Baixo Mondego, como as baixas temperaturas e insolagoes
durante o periodo de pré-colheita ou de maturagao da cultura do arroz, sao fatores agro-
ecologicos relevantes na formagao do Arroz Carolino do Baixo Mondego.
Consequentemente, estes fatores irdao potenciar mecanismos fisiologicos associados a sua
qualidade, nomeadamente na sua composicdo quimica e na integridade dos graos®.

Face ao exposto, a Comissao Europeia (CE) reconheceu que o “Arroz Carolino do Baixo
Mondego” deveria ter a classificagdo mencionada anteriormente, tendo a mesma sido

registada ao abrigo do Regulamento (UE) 2015/888, da Comissao de 29 de maio de 2015.

ARROZ CAROLINO DO BAIXO MONDEGO IGP

CERTIFICADO POR:
CERTIS PR L

FIGURA 13 - Marca de certificagdo do Arroz Carolino do
Baixo Mondego(9).
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4. A SEGURANCA ALIMENTAR E A ANALISE DO RISCO

De acordo com a Organizagao das Nagoes Unidas para a Alimentagao e a Agricultura (FAO),
a seguranca alimentar “ocorre quando todas as pessoas, em qualquer momento, tém acesso
fisico, social e economico a alimentos suficientes, seguros e nutricionalmente adequados, e
deste modo, satisfazem as suas necessidades nutricionais e as suas preferéncias alimentares

para uma vida ativa e saudavel”®”),

Neste contexto, a analise do risco contribui para uma redugao na incidéncia de doengas
transmitidas por géneros alimenticios e, desta forma, na promogao da saide publica. Por sua
vez, este processo compreende trés componentes essenciais: a avaliagdo de risco, a gestao

de risco e a comunicagio de risco, conforme Figura 14°%,

A avaliagao de risco € um processo constituido pelas seguintes etapas: identificagao do

perigo, caracterizagio do perigo, avaliagio da exposicio e caracterizagio do risco®®.

A presenca de perigos biologicos, quimicos, fisicos e nutricionais nos varios alimentos,
potencia o surgimento de diferentes efeitos nocivos a saude. Para tal, torna-se necessario
proceder a sua identificagdo e caracterizagao, através do desenvolvimento de um perfil
completo da natureza e extensio dos efeitos associados ao perigo identificado®® *. Na

Tabela 5, estao definidos os principais perigos de origem alimentar.

TABELA 5 - Perigos de origem alimentar®®,

Perigos . _ . . . s
s e Perigos quimicos Perigos fisicos Perigos nutricionais
biologicos
Bactérias, virus, Toxinas naturais, poluentes Ossos, espinhas, Sal em excesso, gorduras em
parasitas, prioes industriais, contaminantes vidros, metal, excesso, aglicar em excesso,
resultantes do processamento pedras alergénios

alimentar, pesticidas,
medicamentos veterinarios,
aditivos, materiais em contacto
com os alimentos

A utilizagao de substancias quimicas, como os pesticidas, e a provavel ocorréncia de residuos
nos alimentos, gera alguma preocupagio nos consumidores®”. Exemplo disso é a utilizagao
dos HBG e os seus potenciais efeitos na salde publica, como sera mencionado entretanto,

neste trabalho.

Nesse sentido, torna-se imperativo proceder-se a avaliagdo da exposi¢ao, na qual sao obtidas
informagdes sobre a prevaléncia e a concentracio de determinadas substancias nocivas

presentes nos alimentos e no ambiente. E um processo que deve envolver outros fatores,
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como as vias de exposi¢ao, a sua duragao e frequéncia, a absorcao corporal e os individuos

potencialmente expostos®®.

No que diz respeito a caracterizagdo do risco, todas as evidéncias resultantes nas etapas
anteriores sao importantes para se obter uma estimativa de risco, ou seja, uma estimativa da

probabilidade e da gravidade dos efeitos adversos a saide, numa determinada populagao®.

Contudo, existe uma escassez de dados relativos aos niveis de exposi¢ao ao glifosato e dos
seus metabolitos em individuos potencialmente expostos, sendo crucial o desenvolvimento
de mais estudos cientificos nesta area, para uma melhor avaliagio de exposicao e uma

caracterizagio mais precisa dos riscos“?.

Apos o desenvolvimento das etapas supra mencionadas, procede-se a gestao do risco, na
qual sao implementadas varias medidas de prevencao da exposicao ou de mitigagao dos
riscos identificados durante a avaliacao do risco. Por fim, é feita a comunicagao do risco,
através do intercambio de informagoes, opinides e publicagoes durante todo o processo de
analise do risco, estando envolvidos diferentes elementos, como: os avaliadores de risco, os

gestores de risco, os consumidores, as empresas e a comunidade académica®**.

Gestao do
risco

Avaliacao
do risco

Comunicagao
do risco

FIGURA 14 - Componentes da anilise do risco.
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5. UTILIZAGAO DE HERBICIDAS A BASE DE GLIFOSATO

O glifosato surgiu no mercado em 1970, sendo um ingrediente ativo presente em mais de
750 herbicidas de largo espectro. E frequentemente utilizado em diferentes situagdes do
nosso quotidiano, nomeadamente na agricultura, silvicultura, zonas urbanas e em aplicagoes

domeésticas (Figura 15)*

. Apesar das suas varias utilizagoes, € no setor agricola onde se
verifica maior consumo deste ingrediente ativo. Assim sendo, € utilizado em culturas anuais
(ex.: arroz, milho, colza, leguminosas, beterraba) e culturas perenes (ex.: vinhas, olivais,

pomares)“*.

Aplicacoes de HBG

Agricola Nao agricola
I I
[ | [ I |
A | A | A | A | A |
| Culturas s . Vias de
Culturas anuais Silvicultura Jardins .
perenes comunicagio
-

FIGURA 15 - Aplicagées dos HBG.

5.1. No Mundo

Em 1994, a utilizagio mundial de glifosato foi aproximadamente de 56 mil toneladas, tendo
sido aplicado maioritariamente no setor agricola®. Com o desenvolvimento de culturas
agricolas geneticamente modificadas e, consequentemente resistentes ao glifosato, verificou-
se uma acentuada aplicagio desta substincia® ** *Y, Face ao exposto, no ano de 2014
constatou-se um consumo de cerca de 825 mil toneladas deste ingrediente ativo® (tabela 6).
Por outro lado, tem sido notado o surgimento de infestantes resistentes a HBG, havendo

*), sendo que em 2020 se prevé que se atinja um

uma maior tendéncia na sua utilizacdo
milhdo de toneladas“®.
A China e os EUA sao dos paises onde se produz e se utilizam grandes quantidades de

glifosato™”*.
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TABELA 6 - Consumo anual de glifosato, entre 1994 e 2014@).

1994 1995 2000 2005 2010 2012 2014

Uso agricola 42,868 | 51,078 193,485 339,790 578,124 648,638 746,580

Uso ndo 13,428 | 16,000 | 155,367 62,560 74,362 69,962 79,224
agricola

Total
(toneladas)

56,296 | 67,078 38,118 402,350 652,486 718,600 825,804

5.2. Na Europa

A Rede Europeia para a Gestao Integrada de Pragas e Protecao de Culturas Agricolas
(ENDURE) recolheu dados sobre as vendas de glifosato em alguns paises da Europa, no

periodo compreendido entre 2013 e 2017, conforme esta demonstrado na Tabela 7.

Constatou-se que durante esse mesmo periodo, as vendas desta substidncia foram mais

elevadas na Franga, Polonia, Alemanha, Itdlia e Espanha.

No nosso pais, verificou-se um aumento de vendas de glifosato entre 2013 e 2014, havendo
um decréscimo gradual nos dois anos subsequentes. Em 2017, nao existe informagao

disponivel relativamente as vendas deste produto fitofarmacéutico.

Contrariamente, paises como o Chipre, Eslovénia, Luxemburgo e Malta tiveram um volume

de vendas menor, conforme demonstrado na tabela seguinte”.

TABELA 7 - Vendas de glifosato (toneladas) em alguns paises da Europa, entre 2013 e 2017¢9).

2013 2014 2015 2016 2017
Alemanha 5065 5426 4797 3780 4694
Austria 174 338 327 312 329
Bélgica 587 596 512 503 619
Bulgaria 261 242 236 744 629
Chipre 57 57 57 58 51
Croacia 231 302 285 268 217
Dinamarca 1371 610 842 1126 1241
Eslovaquia 429 450 451 400 409
Eslovénia 51 73 73 92 86
Esténia nd 277 nd 412 253
Espanha 2879 2883 3120 3787 3633
Finlandia 550 710 860 840 660
Franca 9370 10070 9110 9110 9324
Grécia nd nd nd nd 1300

31



Holanda nd nd nd nd 742
Hungria 885 1296 1423 1769 1647
Irlanda 742 755 777 831 674
Italia 4566 4504 4460 4225 3699
Letdnia 153 178 181 207 168
Lituania 502 470 502 422 253
Luxemburgo | 31 33 31 23 nd
Malta 3 3 2 2 I
Noruega 299 300 355 346 299
Polonia 5056 4992 4397 5392 6665
Portugal 1120 1687 1459 1307 nd
Repuablica 1935 859 698 751 772
Reino Unido | 1494 1911 1927 2240 nd
Roménia 2235 1861 2353 1877 2032
Sérvia nd nd nd nd 2900
Suécia 632 626 683 657 485
Suica 308 296 228 204 189
Turquia 1659 1698 1709 1755 1789

nd, dados nio disponiveis

No que diz respeito a utilizagao de glifosato por hectare de area agricola, os cinco paises que
aplicaram maior quantidade deste ingrediente ativo em 2017, foram: a Dinamarca, a Polonia,
o Chipre, a Holanda e Portugal (20,32 kg de i.a. por ha). Contudo, a Turquia, a Malta, a

Lituania e a Letonia foram os paises onde a sua aplicagao foi menor (<0,12 kg de i.a. por ha)

(49)

FI$

FIGURA 16 - Uso médio estimado de glifosato, por hectare, na agricultura convencional, em 2017(2).

A utilizagao de glifosato em campos de milho é quase inexistente em alguns paises,
nomeadamente na Bélgica, Croacia, Estonia, Holanda, Hungria, Lituania e Portugal. Todavia é
aplicado em mais de 30% da area de cultivo deste cereal, em paises como a Franga, o Reino
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Unido e a Sérvia. Relativamente ao cultivo de colza, foi aplicado uma percentagem inferior a
10% em paises como a Alemanha e a Austria e superior a 60% na Finlandia, Holanda
eTurquia. Em campos de trigo, foi usado em menos de 10% na Alemanha e na Noruega,
sendo bastante aplicado na Estonia, Franga, Irlanda, Portugal e Turquia (45% - 90%), de

acordo com a tabela infra®?.

TABELA 8 - Uso de glifosato por cultura).

Milho Colza Trigo
Alemanha 28% 3% 5%
Austria 15% 5% 17%
Bélgica 8% nd >20%
Croacia 5% 17% 25%
Estonia 7% 10% 50%
Espanha nd 35% 20%
Finlandia nd 72% 31%
Franca 35% 40-50% >90%
Holanda 5% 66% 30%
Hungria 1% 22% 25%
Irlanda 22% 50-60% 50-60%
Letonia 10% nd 16%
Lituania <5% 20-40% 20-40%
Noruega nd nd 2%
Portugal 1% nd 40-50%
Reino Unido 36% nd 27%
Sérvia 40% nd >11%
Suécia nd 25% 14%
Suica 22% Nd nd
Turquia 15% 71% 48%

nd, dados nao disponiveis
5.3. Em Portugal

O Instituto Nacional de Estatistica (INE) recolheu informacgao relativamente a quantidade de
glifosato aplicado em diferentes culturas, assim como as respetivas areas tratadas, entre 2012
e 2013, conforme a Tabela 9. Constataram-se que nas culturas de vinha e olival foi utilizada
maior quantidade deste ingrediente ativo, com aplicacao de 122 369 kg e 206 832 kg,
respetivamente. Na cultura do arroz foram aplicadas 8747 kg de glifosato. Todavia, nas

culturas da batata e horticolas foi aplicado menos glifosato®”.
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TABELA 9 - Quantidades de glifosato aplicadas e areas tratadas por cultura (2012 e 2013)¢0),

Tipo de cultura Quant. aplicada (kg) Area tratada (ha)
Cereais para grao 30 568 34 323
Trigo 6323 8 369
Milho 10 327 10712
Arroz 8 747 6 691
Horticolas 2 005 2 098
Batata [ 102 669
Macieiras 18 775 8 387
Pereiras I5258 7 086
Pessegueiro 5500 | 844
Laranjeiras 26 081 9 658
Citrinos 4135 | 522
Vinha 122 369 73 003
Olival 206 832 99 655

6. ENQUADRAMENTO LEGAL

A CE possui uma estratégia de utilizagao sustentavel dos pesticidas, com o intuito de reduzir

potenciais efeitos nefastos na saude publica.

Em 2016, foi discutida a renovagao da licenga de venda de HBG na UE por um periodo de |5
anos. Entretanto, em 2017, a CE anulou esta decisao, prolongando a utilizagao de glifosato
por um periodo de 5 anos. Esta renovagao foi feita através do Regulamento de Execugao
(UE) n.° 2017/2324 da Comissao de |2 de dezembro de 2017, em conformidade com o
Regulamento (CE) n.° 1107/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho de 21 de outubro,
relativo a colocagdo dos produtos fitofarmacéuticos no mercado comunitario®’. Em janeiro
de 2017, houve necessidade de alterar a Lei n.° 26/2013 de Il de abril, que regula as
atividades de distribuicdo, venda e aplicagao de produtos fitofarmacéuticos para uso
profissional e resulta da transposi¢ao da Diretiva n.° 2009/128/CE do Parlamento Europeu e
do Conselho de 2| de outubro de 2009. Esta Diretiva tem como intuito, estabelecer um
quadro de agao a nivel comunitario para uma utilizagao sustentavel dos pesticidas, através da
reducao dos riscos e efeitos da sua utilizagao na saiude humana e no ambiente, promovendo
O recurso a protecao integrada e a técnicas alternativas, designadamente nao quimicas, aos
produtos fitofarmacéuticos. O Decreto-Lei n.° 35/2017 de 24 de margo, teve como
finalidade, restringir a utilizagao de fitofarmacos em varios espagos publicos, privilegiando o
uso de outros meios de controlo de pragas e plantas invasoras, tais como o controlo

mecanico, bioldgico, biotécnico ou cultural.
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Por sua vez, a Diretiva n.° 2019/782 da Comissao de |5 de maio de 2019, estabeleceu
indicadores de risco harmonizados, a fim de monitorizar as tendéncias na redugao dos riscos
associados a utilizagao de pesticidas.

Em outubro de 2020, foi publicado o Decreto Legislativo Regional n.® 28/2020/A, que proibe
a utilizagao de produtos fitofarmacéuticos que contenham glifosato, nos espagos publicos

existentes na Regiao Autonoma dos Agores.

Os limites maximos de residuos de pesticidas no interior e a superficie dos géneros
alimenticios e dos alimentos para animais, de origem vegetal ou animal de glifosato e outras
substancias ativas, foram definidos no Regulamento (UE) n,® 293/2013 da Comissao de 20 de
margo de 2013, que alterou os anexos Il e lll do Regulamento (CE) n.® 396/2005, do

Parlamento Europeu e do Conselho.

Uso sustentavel de
produtos
fitofarmacéuticos

Renovacdo da licenca de

utilizacio de HBG Seguranca alimentar

*Regulamento de Execugao
(UE) n.° 2017/2324 da
Comissao de |2 de dezembro
de 2017

*Regulamento (CE) n.°
1107/2009 do Parlamento
Europeu e do Conselho, de
2| de outubro

*Diretiva n.° 2009/128/CE, do
Parlamento Europeu e do
Conselho, de 21 de outubro
de 2009

*Diretiva n.° 2019/782 da
Comissao de |5 de maio de
2019

*Lein.°26/2013, de | | de abril

*Decreto-Lein.° 35/2017 de
24 de marco.

*Decreto Legislativo Regional
n.° 28/2020/A

*Regulamento (CE) n.°
396/2005

*Regulamento (UE) n.°
293/2013

FIGURA 17 - Legislag3o aplicavel.

35



7. HBG: CARACTERISTICAS GERAIS

7.1. Espectro de acao

O glifosato é um ingrediente ativo presente em varios herbicidas de largo espectro. Nesse
sentido, os HBG podem ser utilizados para fins domésticos, comerciais e agricolas®?, sendo

capazes de eliminar mais de 160 infestantes *®),
1.2, Seletividade

Relativamente a sua seletividade, o glifosato classifica-se como sendo nao- seletivo, ou seja,
além de eliminar as infestantes pode causar efeitos deletérios na cultura agricola®. Para tal,
foi necessario produzir culturas agricolas geneticamente modificadas (ex.: soja, milho,
algodao) que resistissem a esta substancia ativa. Assim, quando siao pulverizadas com este

composto, somente as infestantes serao eliminadas®™ >,

7.3. Formulacdes a base de glifosato

As formulagoes a base de glifosato (FBG) baseiam-se numa mistura aquosa constituida por
varios sais (ex.: sal de sodio, amoénio, potassio, isopropilamoénio e trimetilsulféonio) e por
surfactantes, nomeadamente, polioxietilenamida (POEA), solventes e compostos anti-
espuma. Por sua vez, a adicao de surfactantes, permitira melhorar a atividade do herbicida,
possibilitando a sua penetragao e absor¢ao na planta, e, desta forma, potencia a sua
toxicidade. Varios estudos tém revelado que estas substdncias apresentam toxicidade

superior ao préprio glifosato, em espécies nio-alvo®**®

. Os compostos anti-espuma sao
aditivos que dificultam a formagio de espuma no processo de fabrico®). Para além do
conhecido Rondup®, existem outras formulacdes comerciais, tais como: Rodeo®, Pondmaster®,
WeatherMax®, UltraMAX®, Buccaneer®, Razor Pro®, entre outras %59,

Em Portugal, atualmente, encontram-se autorizadas pela DGAV, cerca de 90 FBG*".
7.4. Epoca de aplicagio

Os HBG sao aplicados apds o surgimento das espécies infestantes e da cultura agricola,

sendo designados de pos-emergentes®").
7.5. Mobilidade na planta

O glifosato é um herbicida sistémico. E absorvido pelas folhas e movimenta-se para porgoes
crescentes da planta, via floema, atingindo niveis fitotoxicos ao nivel dos meristemas, raizes

jovens e folhas, érgios de reserva e outro tecido ou 6rgio em crescimento® 2.
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7.6. Mecanismo de acio

A acao herbicida dos HBG interfere na inibicao da atividade de uma enzima essencial no
ciclo de vida das plantas: a 5 - enolpiruvilchiquimato - 3 - fosfato sintase (EPSPS). Esta enzima
é responsavel pela biossintese do corismato, um intermediario essencial na sintese de varios
aminoacidos, como a tirosina, o triptofano e a fenilalanina que sao essenciais para o

desenvolvimento destes seres vivos (Figura 18)¢* ¢

. Consequentemente, os processos
fitoquimicos e fisiologicos das plantas ficam comprometidos, levando a redugao das taxas
fotossintéticas, degradagao da clorofila, assim como, a inibicao e oxidagao da auxina, que é a

©. Por outro lado, o glifosato

hormona vegetal responsavel pelo crescimento da planta
origina um défice de producao de alguns compostos aromaticos, como a fitoalexina, que
apresenta um papel importante na resisténcia da planta e funciona como antimicrobiano
sobre microrganismos presentes no solo®® .

Passados alguns dias ou semanas, as folhas das espécies infestantes ficam amareladas,

descoloradas, seguindo-se o desenvolvimento da cor acastanhada e necrose da folhagem®”.
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FIGURA 18 - Via metabdlica do chiquimato®.




8. GLIFOSATO: CARACTERISTICAS FiSICO - QUIMICAS

No que diz respeito a sua natureza quimica, o glifosato pertence ao grupo dos compostos
organofosforados. A ligagao covalente entre os atomos de carbono e fosforo confere-lhe

certas propriedades fisicas e quimicas (Figura 19)®®.

O 0
Iy
Ho \C/N \C/P\"‘“‘*OH

H> M2 o

FIGURA 19 - Estrutura quimica do glifosato(®).

O glifosato caracteriza-se por ser um sélido branco, inodoro e cristalino. E um composto
que apresenta baixa volatilidade, dificultando a sua evaporagao e, consequentemente
permanece suspenso no ar durante pouco tempo apos a sua aplicagao. Por sua vez, possui
propriedades quelantes, ou seja, tem a capacidade de se ligar a varios minerais, como o
calcio, o magnésio e o cobre, tornando-os inacessiveis para as varias espécies vegetais''?. E
soluvel em agua, mas insollivel em solventes organicos, como a acetona, o etanol e o xileno

™. Algumas destas caracteristicas estio enumeradas na Tabela 10.

TABELA 10 - Propriedades fisicas e quimicas do glifosato(69).

Caracteristicas fisico- quimicas

Nome IUPAC N - (Fosfonometil) glicina
Classe quimica Organofosforado
Formula molecular C;HNO,P

Massa molecular 169,1 g/mol

Estado fisico

Ceristal incolor a 20°C

Odor Inodoro
Densidade 1,705 g/mL a 20°C
Solubilidade Agua: 10,5 g/L a 20°C

Insoliivel em solventes organicos

Ponto de fusdao

184,5°C

Ponto de ebulicdo

187°C

Tempo de semi — vida no solo

7 - 60 dias
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9. TOXICOCINETICA DO GLIFOSATO NO HOMEM

A toxicocinética consiste na agao/comportamento do organismo perante um determinado
agente toxico. E constituida pelas seguintes etapas: absorgio, distribuigio,

biotransformacio/metabolismo e excrecio™.

9.1. Absorcao

7

A absorgao é a primeira etapa da toxicocinética. E um processo no qual o agente toxico
atravessa as membranas celulares para alcangar a circulagao sanguinea, por meio de distintas

vias de exposi¢ao?.

9.1.1. Vias de exposicao e individuos vulneraveis

O ser humano pode estar exposto aos HBG através da via oral, da via dérmica e da via
respiratéria (Figura 20)!°.

Os agricultores, jardineiros e as suas familias podem estar expostos aos HBG de diferentes
formas, seja através do contacto durante a preparagao da calda, da inadequada armazenagem
dos mesmos ou do local onde residam. Também os trabalhadores que estejam envolvidos no
processo de fabrico, na armazenagem e no transporte destes produtos quimicos sao
considerados individuos vulneraveis”".

Existem diferentes fatores que podem influenciar a suscetibilidade de cada individuo a
exposi¢ao de uma determinada substancia quimica. Estao incluidos, a composigao genética, a

idade, o estado de salde e nutrigao e a exposi¢ao a outras substancias toxicas (ex.: fumo de

cigarro)®?,
Via oral — "
3 g
S =
g 5
3 Via dérmica >_ £ ¢ > Variabilidade da resposta biolégica
3 > (Fatores de suscetibilidade)
© 8
& , 2
> Via respiratéria =
- 2

FIGURA 20 - Principais vias de exposicao.

9.1.1.1. Via oral

A ingestao de alimentos que contenham residuos de glifosato é considerada uma importante

fonte de exposicio da populagio geral®?.
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A exposicao oral pode ocorrer indiretamente, através do consumo de alimentos e de agua
contaminados com residuos de glifosato e do seu produto de degradagio primaria’>’?). Esta
contaminagao pode resultar da aplicagao direta dos HBG nas sementeiras; da sua migragao
para outras culturas por via aérea; durante a colheita dos alimentos e através do transporte
feito por animais, como as abelhas”®. A aplicagio dos HBG em lavouras geneticamente
modificadas e a sua utilizagao no tratamento pré - colheita resultou numa maior quantidade
destes residuos em varios géneros alimenticios’?. Os griaos secos e alguns cereais sio
exemplos de alimentos que podem possuir elevadas quantidades de residuos de glifosato”.
Face ao exposto, apods a aplicagao de um produto fitofarmacéutico é necessario aguardar
algum tempo antes de ser realizada a colheita. Esse periodo que decorre entre a ultima
aplicacao de um pesticida e a colheita da respetiva cultura denomina-se por Intervalo de
Segurancga (IS) e encontra-se definido no rotulo da embalagem, garantindo que os possiveis
residuos existentes no produto agricola se encontram abaixo do Limite Maximo de Residuos
(LMR) exigido"®. Para tal, a UE estabeleceu varios LMR para diferentes géneros alimenticios,
conforme esta estipulado no Regulamento (UE) n.° 293/2013 da Comissao de 20 de margo
de 201377,

E de salientar, que apenas 20 a 30% de glifosato administrado por via oral é absorvido pelo
trato gastrointestinal”®.

Também o ato de fumar durante a manipulagao e aplicagao destes produtos quimicos e a
introdugao de pegas na boca dos equipamentos que estiveram em contacto com os mesmos,
sio consideradas atitudes que contribuem para a exposicio direta aos HBG"". Por outro
lado, a exposicao oral pode ser feita de forma direta, através da ingestao acidental devido ao
armazenamento inadequado do produto quimico ou de forma intencional, por criangas e

adultos 7> 73,

9.1.1.2. Via cutinea

A exposicao cutianea acontece quando os trabalhadores ou outros individuos manipulam os
HBG durante o seu transporte, armazenamento e aplicagao. O nivel e gravidade do risco de
exposicao podem ser condicionados pela toxidade da substancia ativa, tipo de formulagao e
parte do corpo exposta, como as maos, os bracos e os olhos™.

E de salientar, que a presenca de lesdes na pele permitira uma entrada facilitada do glifosato
no organismo'". Note-se que apenas | a 3% do glifosato é absorvido a nivel cutineo.
Contudo, estudos de exposicao profissional a pesticidas sugerem que a via de exposicao

dérmica é importante, sendo responsavel por até 99% das exposicoes®*®.
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9.1.1.3. Via respiratoria

A exposicao por inalagio pode ocorrer através de particulas de pequenas dimensoes
(aerossois, goticulas, pd) que se depositam na mucosa respiratoria e advém de tratamentos

em locais com pouca ventilagio, como as estufas”" .

9.2. Distribuicao

Apos a entrada da substancia téxica na corrente sanguinea, ficara disponivel para ser
transportada para vérios locais do organismo”.

O glifosato nao se acumula no organismo e nao sofre circulagao enterohepatica. Os érgaos
onde se detetaram maior quantidade de glifosato foram os ossos, o figado, o intestino

delgado e os rins®* 7%,

9.3. Biotransformacao/Metabolismo

De forma a diminuir a possibilidade de um determinado agente desencadear uma resposta
toxica, o organismo possui mecanismos de defesa com o intuito de diminuir a quantidade e o
tempo de permanéncia da substincia no sistema biologico™.

O glifosato nao sofre metabolismo significativo nos mamiferos. No entanto, foram
identificadas duas potenciais vias metabolicas desta substancia quimica no nosso organismo,
conforme Figura 21. Nesse sentido, sao formados dois metabolitos principais: o AMPA e o
glioxilato. Apenas 1% é metabolizado a AMPA®>%Y,

Numa primeira etapa, algumas bactérias gram-negativas (ex.: Escherichia coli, Pseudomonas sp,
Enterobacter sp.) utilizam a enzima C - P liase para quebrar a ligagao carbono- fosfato. Esta
enzima juntamente com agua ira quebrar o grupo fosfato do glifosato, originando sarcosina
(COOHCH, - NH - CH,). O excesso deste aminoacido pode provocar sarcosinemia ou
hipersarcosinemia que sao doengas metabdlicas causadas por uma concentragao exagerada
de sarcosina no sangue e na urina. Por sua vez, a presenga de glifosato ird promover um
desequilibrio microbiano, eliminando algumas bactérias e promovendo o desenvolvimento de
outras. Portanto, quanto mais glifosato for consumido, mais bactérias gram-negativas havera
no intestino e, consequentemente, mais glifosato serd metabolizado®.

A segunda via metabdlica do glifosato é também considerada a principal via de degradagao
desta substancia por microrganismos do solo. As bactérias Geobacillus caldoxylosilyticus T20 e
Flavobacterium sp produzem a enzima glifosato-desidrogenase, responsavel pela quebra do

grupo carboxilo, formando-se o AMPA e o glioxalato. Entretanto, a enzima C-P liase
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juntamente com agua ira fragmentar o grupo fosfato do AMPA, formando-se metilamina e

formaldeido® .

I* Via metabdlica 2* Via metabdlica
P P
COOH-CH;—NH-CH;-P-OH COOH-CH;—NH-CHyP-0H
OH OH
C-P liase + H,O H Glifosato desidrogenase
?H OH HO._ _CHa
HO=>R=—0 HZN/\F’ZO T
| I + o)
OH OH _
AMPA Glioxalato
C-P liase + H,O
COOH—CH;—MNH—CH; OH
|
Sarcosina HO— | <O
OH

HoN—CHg

Metilamina

ﬁ Metilamina desidrogenase

H,C=0

FIGURA 21 - Vias metabdlicas do glifosato. Formaldeido
9.4. Excrecao

A excregao é a ultima etapa da toxicocinética e baseia-se na eliminacao do xenobidtico

presente no organismo"?.

As principais vias de excrec¢ao sao as fezes e a urina, sendo que a excregao biliar e pulmonar
sao insignificantes. Ao fim de 48 horas, a grande maioria do glifosato e dos seus metabolitos
sao excretados e apos uma semana verifica-se uma eliminagao quase total destas substancias

do organismo® ",
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10. EFEITOS NA SAUDE HUMANA: TOXICODINAMICA

Apos a entrada do agente toxico no organismo e quando este alcanga o seu alvo na
concentragao adequada, desencadeara alteragoes fisiologicas e bioquimicas. Face ao exposto,
é indispensavel estudar a agao toxica exercida por estes agentes sobre o sistema bioldgico,

recorrendo-se a toxicodinamica?,

A crescente utilizagao de glifosato no nosso quotidiano tem gerado alguma preocupagao e
controvérsia relativamente a possivel toxicidade desta substancia na saude humana, tanto a
nivel ambiental como ocupacional. Isto deve-se a falta de consenso entre os resultados dos
estudos cientificos e entre as préprias entidades reguladoras e agéncias internacionais®). Sao
varios os fatores que apontam para a incerteza quanto a seguranga do glifosato, incluindo: a
escassez de estudos de toxicologia animal e de carcinogenicidade e a falta de estudos

(@8)

epidemiologicos que correlacionem a salde com os niveis de glifosato™. Além disso,

enquanto alguns estudos testam produtos formulados a base de glifosato, outros

concentram-se apenas no ingrediente ativo®” *”

. Note-se que os HBG possuem outros
componentes  (ex..  alquifendis, sulfonatos de  alquilbenzeno, cloreto de

dioctadecildimetilaménio) que aumentam a sua toxicidade®".

Inicialmente foram realizados estudos pela industria que indicavam que os HBG possuiam

baixo risco para as espécies nio-alvo®> )

. Apesar da via metabdlica do chiquimato estar
ausente em espécies vertebradas, pressupos-se que o glifosato seria seguro para os
mamiferos, incluindo o ser humano®®. Todavia, esta abordagem tem sido alvo de discussio
cientifica, 2 medida que se desenvolvem estudos que sugerem possiveis efeitos deletérios no

ser humano e noutras espécies®”.

A toxicidade é a capacidade de uma determinada substancia (ex.: medicamentos, pesticidas),
provocar danos bioldgicos no organismo. Por sua vez, os efeitos toxicos de um produto

fitofarmacéutico dependem de varios fatores, tais como!" "

e Toxicidade da substancia ativa, ou seja, o grupo quimico a que pertence (ex.:
organoclorado < organofosforado < piretiroide);
e Dose da substancia;
e Tempo de exposicao;
- Toxicidade aguda, que consiste numa Unica ou varias exposi¢oes

durante um periodo de tempo muito curto (ex.: 24 horas);
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- Toxicidade a curto prazo ou subcroénica, que corresponde a
uma exposicao repetida durante um periodo de tempo mais longo (ex.: | a 3
meses);
- Toxicidade croénica, que se baseia numa exposicao repetida
diariamente, durante um periodo de tempo muito longo.
e Condigoes de manipulagao e aplicagao;
e Condigoes ambientais;
e Via de exposigao (ex.: ingestao, inalagao, dérmica);

e Caracteristicas individuais (ex.: idade, existéncia de doengas).

10.1. Toxicidade aguda

A toxicidade aguda é determinada através da DL, ou seja, a concentragao do pesticida que
€ capaz de matar 50% dos organismos testados. Note-se que quanto menor for a dose letal

de uma determinada substincia, maior ser2 a sua toxicidade®?.

As intoxicagoes agudas sao frequentemente observadas em situagoes de suicidio ou de
forma acidental. Foram relatados eventos cardiovasculares adversos, tais como: choque
cardiogénico, disritmia ventricular ou paragem cardiaca entre pacientes que ingeriram

glifosato®?

. Varios individuos referiram apresentar diferentes distlrbios gastrointestinais,
nomeadamente: nauseas/vomitos, dor abdominal, falta de apetite, diarreia e danos no tecido
mucoso da boca e eséfago® . Apds a ingestio acidental de 100 mL de glifosato, uma mulher
apresentou hipoxemia, hipercalemia, hipotensio e hemoconcentragio®. Um homem de 55
anos de idade que ingeriu 200 mL de uma formulagao de glifosato apresentou insuficiéncia
renal aguda®. Numa série de casos relacionados com 1513 exposi¢des oculares ao glifosato,

foram observados os seguintes sintomas: lacrimejamento, visdo turva, irritagao transitoria

e/ou persistente, dores oculares, queimaduras ou abrasdes da cérnea de baixo grau®.

Face ao exposto, a Entidade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA) determinou uma

8 enquanto

que a Organizagao Mundial de Saude (OMS) e a FAO definiram uma DL, de 5600 mg/kg

DL, superior a 2000 mg/kg de peso corporal para exposi¢oes oral e cutanea

para a via oral e superior a 2000 mg/kg de peso corporal para a via cutinea””.

No que diz respeito a exposicao por inalagio, utiliza-se a medida de concentracao letal
média (CL ), ou seja, a concentragao de uma substancia existente no ar, capaz de provocar

a morte a 50% da populagio num determinado periodo de tempo!?. A EFSA definiu uma
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CLs, superior a 5 mg/L de ar para um periodo de exposicio de 4 horas’® e a FAO

determinou uma CL, superior a 5,46 mg/L de ar para o mesmo tempo de exposicao””.

10.2. Toxicidade cronica

Xposico oni u XPpOSico i is continu , ocupacionais ou
As exposicoes cronicas surgem em exposicdes ambientais continuadas, ocupacionais em
estudos animais mais prolongados®®.

oxici oni : oci vario ito verso u u , po o
A toxicidade cronica esta associada a varios efeitos adversos na saude humana dend

07)

afetar varios orgaos e sistemas do nosso organismo"”. Estao incluidos efeitos no sistema

endocrino, renal, respiratério, reprodutivo, desenvolvimento de cancro, entre outros“.

10.2.1. Hepatoxicidade e nefrotoxicidade

O figado e o rim sao considerados os principais orgaos responsaveis pelo metabolismo e
eliminagdo de xenobidticos e poluentes ambientais, como é o caso do glifosato,

apresentando maior vulnerabilidade aos seus efeitos toxicos®®.

Num estudo com ratos Sprague-Dawley, adicionaram-se varias concentragoes de glifosato
(Roundup®) a sua agua de consumo, verificando-se que o figado e o rim foram os érgios mais
afetados. No figado foi detetada congestio hepatica e necrose, com aumento da enzima
GGT (Gama Glutamil Transferase), o que reflete uma disfungao deste 6rgao. Por outro lado,
verificou-se um aumento da atividade de enzimas do citocromo P450 hepatico, que sao
responsaveis pela sintese e metabolismo de xenobidticos (susbtancias capazes de induzir
efeitos nocivos no organismo). No rim, foi observada um aumento da concentragao urinaria
de sodio e cloro e diminuigao de creatinina urinaria, evidenciando uma potencial doenga

renal crénica®.

Outro estudo verificou uma elevada prevaléncia de doenga renal cronica em agricultores do

Sri Lanka, cujos niveis de glifosato na urina eram elevados!®.
10.2.2.  Problemas respiratorios

A rinite foi associada a utilizagado de glifosato entre os aplicadores profissionais e os

(10D

agricultores'"". Foi encontrada uma associagao entre o uso de glifosato e o risco de asma

atépica entre as mulheres agricultoras, mas nio houve associagio com asma nao atépica‘'%?.
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10.2.3. Problemas cardiovasculares

Alguns estudos demonstraram os efeitos cardiotoxicos do glifosato, nomeadamente o

aparecimento de arritmias ap6s exposi¢des repetidas a doses concentradas dos HBG!** ',
10.2.4. Carcinogenicidade e genotoxicidade

Existem evidéncias cientificas limitadas e algumas controvérsias quanto a carcinogenicidade e

(105)

genotoxicidade desta sustancia quimica nos seres humanos'™. Estas divergéncias podem

estar relacionadas com o tipo de estudo realizado, o método de colheita de dados e a

utilizacdo de informacio cientifica mais ou menos robusta‘'%.

Em 1985, a Agéncia de Protegao Ambiental dos Estados Unidos (EPA), referiu que o
glifosato era um “suspeito carcinogéneo humano”, incluindo-o na categoria C. Apos seis
anos, este mesmo organismo demonstrou que, afinal, esta substancia nao tinha qualquer

potencial carcinogénico (categoria E)'?.

Entretanto, em setembro de 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancro (IARC),
publicou um relatorio em que classificava o glifosato como uma substancia pertencente ao

grupo 2A, ou seja, como sendo um potencial carcinogénico para o Homem“?,

Diversos estudos confirmaram os efeitos adversos do glifosato na salde, incluindo os
processos envolvidos na génese do cancro. Em estudos in vitro, a injegao desta substancia em
doses elevadas promovia a quebra de cadeias de ADN (acido desoxirribonucleico) e

aumentava as alteracées cromossoémicas'?”.

Outro estudo relatou uma associagao positiva entre o uso de glifosato e o linfoma de células
B®4

Uma meta-analise evidenciou que individuos com exposi¢cao ocupacional a herbicidas que
tivessem glifosato na sua formulagiao apresentariam maior risco de possuirem linfoma nao-
Hodgkin (LNH)!®®. Segundo a Associagio Nacional de Conservagao da Natureza (Quercus),
Portugal apresenta uma taxa de mortalidade superior a média da UE, sendo considerado o
sétimo pais europeu onde mais se morre de LNH. O LNH é o 9° cancro mais frequente a
nivel nacional, surgindo 1700 novos casos anualmente!”. Este tipo de exposi¢io também

pode aumentar o risco de mieloma multiplo e leucemia'® """,

Nao obstante, nesse mesmo ano, a EFSA, apos uma exaustiva andlise de varios estudos

cientificos, concluiu que o glifosato nao apresenta qualquer potencial genotoxico. Por outro
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lado, se for utilizado de forma correta e de acordo com a sua finalidade nao se espera que
exista um risco carcinogénico, de acordo com o Instituto Federal de Avaliagao de Risco

Alemio (BfR)7® "2,

Em maio de 2016, a OMS e a FAO, também concluiram que era improvavel que o glifosato

fosse cancerigeno para os seres humanos, através da exposicao dietética'®),

Em margo de 2017, foi adotada e tornada publica, a avaliagao final e a opiniao do Comité de
Avaliagao dos Riscos (RAC) da Autoridade Europeia das Substancias Quimicas (ECHA),
relativa a classificagao harmonizada do glifosato. Assim sendo, aquela entidade considerou
que deve ser mantida a classificagao atual da substincia. No entanto, deve ser tida em
consideragao, a possibilidade do surgimento de efeitos adversos a nivel ocular, assim como, a

sua toxicidade croénica nos seres que vivam em ambiente aquatico.

Face ao exposto, as evidéncias cientificas disponiveis nao sustentam o facto de este produto
quimico ser classificado como carcinogénico, mutagénico ou toxico, dissipando assim, as
conjeturas mencionadas pela IARC. Consequentemente surgiram varias polémicas em torno
desta classificagao, tendo sido necessario, a publicacido de legislagao que restringisse as

condi¢des de utilizagio do glifosato!'?.

Todavia, em 2019, a Agéncia para o Registo de Substancias Téxicas e Doengas dos Estados
Unidos da América (ATSDR), emitiu um relatério onde mencionou que o glifosato apresenta
um potencial risco de cancro. Nesse mesmo ano, a Monsanto pagou uma indeminizagao de
80 milhdes de euros a Edwin Hardeman, um agricultor da Califérnia que desenvolveu o

LNH, apo6s décadas de exposicio ao glifosato® ''?.

10.2.5. Neurotoxicidade

O glifosato pode atravessar a barreia hematoencefalica danificando o sistema nervoso e,
consequentemente agravar o autismo e a doenca de Alzheimer®). Além destes efeitos

(115

neurotéxicos, pode afetar a diferenciagio axonal e o crescimento de neurénios!''®). Alguns
estudos epidemioldgicos relataram associagoes entre a proximidade residencial de gravidas a
plantagoes pulverizadas com HBG e um aumento da probabilidade de defeitos do tubo
neural do feto!''®. Por outro lado, filhos de aplicadores de pesticidas do género masculino,
apresentam maior risco de possuirem um transtorno do deficit de atengao/hiperatividade

(TDAH)!".
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10.2.6. Desregulagdao endécrina

Um desregular enddcrino (DE) é definido como sendo “uma substancia ou mistura exogena
que altera as fungoes do sistema endocrino e, consequentemente, causa efeitos adversos a
saide num organismo intacto, ou na sua descendéncia, ou (sub) populagées”''®. O glifosato
nao esta incluido na listagem de quimicos que sio considerados disruptores endécrinos’®.
Contudo, diversos estudos tém constatado que a exposigao a baixas concentragoes desta
substancia podera estar relacionada com alteragdes no sistema enddcrino®. Esta substincia
pode afetar a atividade reprodutiva dos seres vivos, em particular a gravidez, ou pode

interferir com a gametogénese!''”.

Um estudo realizado em ratos demonstrou que a exposigao perinatal ao glifosato provocava
alteragoes a nivel do eixo hipotalamo-hipdfise-tirdide, com diminuigao dos niveis de TSH

(Hormona Estimuladora da Tiroéide) .

Algumas evidéncias cientificas constataram que o glifosato interage com o recetor de
estrogénio e induz a atividade estrogénica em células de cancro de mama!?". A exposicio
pés-natal a HBG originou uma reducio na producio de testosterona em homens'*. Em
mulheres, a exposicao pods-natal a HBG causou mudangas morfologicas e alteragoes na

expressio de proteinas envolvidas no desenvolvimento uterino!'*

e maior perda de
embrides pos-implantagio!'?’. Estas alteracdes foram também demonstradas em populagdes

da provincia argentina do Chaco, onde o arroz e a soja sao frequentemente pulverizados

com HBG!?).
10.2.7. Toxicidade reprodutiva

Diversos estudos realizados em agricultores canadenses demonstraram que a exposi¢ao

durante a gravidez pode causar aborto espontaneo tardio™.

Apéds a administracio de Roundup® em ratos fémeas, durante o periodo perinatal até ao
momento da lactagao, verificou-se que este HBG nao induzia toxicidade materna. Todavia,
originava problemas reprodutivos na descendéncia masculina, nomeadamente alteragoes na

espermatogénese e dos niveis de testosterona em adultos!*®).

Um estudo realizado com ratos in vivo mostrou que a exposi¢cao a HBG promovia alteragoes
no desenvolvimento uterino pés-natal, no periodo neonatal e pré - puberdade. Por sua vez,
estas alteragoes poderiam afetar a fertilidade feminina e potenciar o desenvolvimento de

neoplasias'*”.
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10.2.8.

Teratogenicidade

Estudos epidemioldgicos realizados em humanos constataram que existe um acréscimo de

malformagoes congénitas, abortos espontaneos, partos pré-termo e defeitos do tubo-neural,

em locais onde sio aplicadas grandes quantidades de HBG!?®.

Na tabela seguinte, encontram-se alguns estudos em seres humanos, que analisaram

determinados efeitos provenientes da exposigao aos HBG.

TABELA 11 - Estudos populacionais para avaliar a associagdo da aplicagao de HBG e os efeitos na salde.
Populacido Tipo de exposicdo Efeitos na saude Referéncia
bibliografica
., . . Morte (7/93); Leses nos
Individuos com intoxicagao — . . - 7
. _ Intoxicagao aguda oral intestinos, pulmaes, figado, .
por glifosato (n=93) - X (129)
coragao e rim.
~ - Aumento do risco de
Populagio sueca (n=121) Cronica . (130)
leucemia.
Habitantes rurais dos EUA - :
Crénica Aumento do risco de aborto. 30
(mulheres)
Associacao entre a exposicao
. . ao glifosato e maior risco de
Filhos de aplicadores de - 8 . .
- _ Cronica anomalias congénitas e
pesticidas (n=1532)
problemas de (132
neurodesenvolvimento.
Aplicadores de pesticidas nos - Sem associagdao do enfarte de e
Cronica

EUA (n=54609)

miocardio.

Individuos com intoxicagao
por glifosato (n=13)

Intoxicacao aguda oral

Morte (6/13); sintomas
gastrointestinais (nauseas,
vomitos, ulceragao
orofaringea); arritmia cardiaca;
insuficiéncia renal.

(134)

Populagio com autismo (n=

2961)

Croénica

Aumento do risco de autismo
associado com exposigio pré-
natal ao glifosato e deficiéncia

intelectual.

(135)
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Il. OCORRENCIA DE GLIFOSATO EM ALIMENTOS

O ser humano esta indiretamente exposto ao glifosato, através da ingestao de diferentes

géneros alimenticios que contenham residuos desta substincia*®. Sdo exemplos, os frutos,

os produtos horticolas, as leguminosas, os cereais, os chas, os produtos de origem animal,

entre outros'*”.

Conforme referido anteriormente, a UE tem estabelecido LMR para o glifosato, de forma a

garantir a protegao e a seguranga alimentar dos consumidores. Na Tabela 12, podem-se

observar exemplos desses limites para alguns grupos de alimentos.

TABELA 12 - Limites maximos de residuos referentes ao glifosato em diversos alimentos(2) .

Grupo alimentar

Matriz alimentar

LMR glifosato (mg/kg)

Laranjas e tangerinas 0,5

Limoes 0,1

Nozes 0,1

Frutos secos ou congelados; frutos de Uvas 0,5
casca rija Morangos 0,1

Azeitonas I

Batatas 0,5

Produtos horticolas frescos ou Mllhc? doce 3
congelados ErV|Iha's 0,1
Cogumelos silvestres 50

Feijoes 2

Leguminosas secas Lentilhas 10
Tremogos 10

Amendoins 0,1

Sementes de girassol 20

Sementes e frutos de oleaginosas Sementes de soja 70
Frutos de palma 0,5

Cevada 20

_ Trigo (Espelta) 10

Cereais Milho I

Arroz (8]

Cha 2

Cha, café, infusdes de plantas e cacau Graos de café (8]

InfusGes de plantas 2

Anis (8]

Especiarias Vagens de baunilha 0,1

Canela (8]

) Beterraba sacarina 15

Plantas agucareiras Cana-de-actcar o
Carne 0,05
Leite 0,05
Produtos de origem animal Ovos 0,05
Mel 0,05

Bebidas Agua 0,1 pg/L
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Nos ultimos anos, varios estudos publicados na literatura cientifica, em diversos paises,

reportam a ocorréncia do glifosato em diferentes matrizes alimentares (Tabela 13).

Zooler et al. (2018) procederam a analise do glifosato em diferentes géneros alimenticios

disponiveis no mercado suigo.

No que diz respeito as bebidas alcodlicas, nomeadamente na cerveja, verificou-se que duas
das amostras analisadas (13%) apresentavam residuos de glifosato acima do LOQ (0,0005
mg/kg). Por outro lado, todas as amostras de vinho estavam contaminadas com esta
substancia'*®).

Neste mesmo estudo, nio foi detetada a presenca do glifosato em dguas de superficie!?®.
Contudo, num estudo realizado no México, em 2017 foi possivel verificar que as aguas

(subterrinea e engarrafadas) apresentavam valores nio conformes!*” "%,

De acordo com os resultados obtidos no estudo suico conduzido por Zooler et al., verificou-
se que apenas as amostras de leite e ovos possuiam teores inferiores ao LOQ (0,0005
mg/kg). Quinze das dezasseis amostras de mel analisadas apresentavam teores superiores
deste limite, mas inferiores ao LMR estabelecido, de 0,05 mg/kg. Relativamente as amostras
de carne e peixe, cerca de 23% apresentavam residuos de glifosato, apesar de nenhuma

manifestar valores superiores ao LMR"”'3®),

Quanto aos produtos horticolas e tubérculos, Zooler et al. constataram a presenca de
residuos de glifosato em 30% das amostras examinadas, com valores abaixo dos LMR
estabelecidos para este tipo de géneros alimenticios, ou seja, 0,1 mg/kg e 0,5 mg/kg,

definidos para legumes e batatas, respetivamente” "%,

A presenca de glifosato em valores superiores aos legalmente permitidos foi detetada em
duas amostras de cereais de pequeno-almoco analisadas em Franca, em 20137” '*"). Um
outro estudo realizado em lItalia, em 2019, reportou teores de glifosato superiores ao valor

do LMR estipulado (10 mg/kg), numa amostra de sementes de trigo!”” '*?.

No estudo suico mencionado anteriormente, foi detetada a presenca de glifosato em vinte e

uma amostras de leguminosas, mas em teores inferiores ao legalmente permitidos (10

mg/kg)("‘ 138)

Os resultados obtidos em seis amostras de fruta, num estudo realizado em Franca, em 2017,

refletem a auséncia de vestigios de glifosato nas amostras analisadas*".
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O Plano Nacional de Controlo de Residuos de Pesticidas em Produtos de Origem Vegetal
(PNCRPPOV) tem como finalidade, a divulgagao da situagao nacional respeitante aos
residuos de pesticidas nos géneros alimenticios de origem vegetal. Este plano baseou-se no
Programa Coordenado Plurianual da UE para o triénio (2019-2021), definido pelo
Regulamento de Execugao (EU) n.° 2018/555, de 9 de abril. No total das amostras analisadas
ocorreram 43 infragoes relativas aos LMR (4,41%), mas nenhuma estava relacionada com o
glifosato('*,

Segundo o dltimo relatério emitido em 2019 pelo Sistema de Alerta Rapido para Alimentos
e Ragoes (RASFF), foram detetadas 253 amostras de alimentos com residuos de pesticidas,
mas nenhuma continha glifosato. A maioria destas notificagoes estava relacionada com o
grupo “frutas e legumes”. O pesticida mais reportado foi o clorpirifos, um inseticida proibido
na UE, devido a sua genotoxicidade e neurotoxicidade. O pais que mais notificou foi a

Bulgaria, sendo que Portugal apenas apresentou 6 notificagdes relativas a pesticidas'*?.

11.1. Avaliacao da exposicao

I1.1.1. Ingestdao Diaria Aceitavel

A ingestao diaria aceitavel (ADI) é uma estimativa quantitativa de uma substancia presente
nos géneros alimenticios que pode ser consumida diariamente ao longo da vida, sem
apresentar um risco apreciavel para a salde do consumidor. Geralmente € expressa em

|(145)

miligramas da substancia por quilograma de peso corporal'™’. Esta estimativa deve ser

estabelecida com base numa revisao completa da informagao disponivel, nomeadamente:

propriedades bioquimicas, metabdlicas e toxicoldgicas do pesticida®®.

No ano de 2000, foi realizado um estudo no Reino Unido, com a finalidade de avaliar a
exposi¢ao de criangas (I a 6 anos) e adultos expostos ocupacionalmente ao glifosato, AMPA
(metabolito mais téxico) e POEA (surfatante mais téxico) ao longo da sua vida,
considerando o pior cenario possivel (soma das exposi¢coes mais elevadas por via alimentar e

outras vias de exposicio) ©”.

Os aplicadores de HBG estao diretamente envolvidos durante a pulverizagao, de forma
frequente. Todavia, as criangas apresentam uma maior exposi¢ao alimentar, uma vez que
ingerem mais alimentos por quilograma de peso corporal face a outros grupos etarios. Por
outro lado, as criangas que habitem nas proximidades de campos agricolas, apresentam

maior probabilidade de estarem expostas a residuos de pesticidas®’.
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Nesse mesmo estudo, a exposigao crénica baseou-se na ingestao de géneros alimenticios e
agua potavel que tivessem vestigios de HBG, para além das exposi¢coes resultantes da
pulverizagao. A exposicao aguda incluiu vias de exposicao ocasionais, inadvertidas e
involuntarias (ex.: consumo de frutos silvestres e cogumelos pulverizados inadvertidamente,
nadar num tanque com residuos de pesticidas)®’.

Contudo, é expectavel que a real exposicao da populagao a estas substancias quimicas seja

inferior aos valores obtidos, conforme demonstra a Tabela 4.

TABELA 14 - Avaliagdo da exposicdo cronica de adultos e criangas ao glifosato, AMPA e POEA(”).
Exposicdo croénica i
(mglkg p.c./dia) Margem de exposicao
Substancias S
v (mglkg Adultos Criancas Adultos Criancas
quimicas -
p.c./dia)
175 5420 3370
Glifosato 0,0323 0,052
209 - 4020
400 83300 38500
AMPA 0,0048 0,0104
<28 <583 <259
I5 461 577
POEA 0,0325 0,026
36 - 1380

De forma a proceder a avaliagao do risco nestes grupos etarios, foi calculada a margem de
exposicao (MOE), através do quociente do Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis

(NOAEL) pelas estimativas conservadoras alcancadas (pior cenario) ®”.

Relativamente ao glifosato, obtiveram-se valores de exposicao cronica de 0,0323 mg/kg
p.c./dia para os adultos e de 0,052 mg/kg p.c./dia para as criangas. A exposi¢cao ao metabolito
AMPA oscilou de 0,0048 a 0,0104 mg/kg p.c./dia. A exposi¢ao crénica para o POEA foi de
0,0325 mg/kg de peso/dia para os adultos e de 0,026 mg/kg de peso corporal/dia para as
criancas®?.

Segundo o estudo citado, as trés substancias analisadas nao produziram efeitos adversos na
saude humana, pelo que as mesmas nao representaram um risco elevado para a saude

publica®.

Estimativas através do pior cenario possivel requerem o uso dos LMR de glifosato e dos seus
metabolitos nos géneros alimenticios, ou seja, a concentragao mais elevada de residuos que
¢ permitida legalmente. Todavia, se fossem considerados os niveis reais de residuos
presentes nos géneros alimenticios ao invés dos LMR, assim como outros fatores (ex.:
percentagem de cultura tratada, redugao dos residuos durante o armazenamento,
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preparagao, processamento e confegdo; residuos em porgoes comestiveis; padroes de
consumo de alimentos), estas estimativas de exposicao dietética seriam substancialmente
reduzidas®**?.

Assim, a previsao da ingestao de residuos de pesticidas deve refletir os habitos de consumo

de alimentos a longo prazo e nio as variagdes do dia-a-dia®®.

Em 2015, a EFSA determinou que a ADI de glifosato seria de 0,5 mg/kg de peso corporal por
dia. Esta estimativa foi calculada com base no NOAEL de 50 mg/kg p.c./dia, através de
estudos de toxicidade em coelhos. Como sao observadas respostas diferentes entre
individuos de uma mesma espécie, espera-se que ocorram diferengas importantes nas
respostas entre individuos de espécies diferentes. Nesse sentido, foi aplicado um fator de
incerteza (FI) de 100, tendo em consideragao a variabilidade inter e intra- espécies. Esta
variabilidade pode ser determinada pelo estado fisiologico ou pela composicao genética do

organismo®* 478,

12. COMPORTAMENTO E DESTINO DO GLIFOSATO NO AMBIENTE

A utilizacao intensiva de HBG tem originado um crescente nivel de residuos no ambiente,
designadamente no solo, no ar, no meio aquatico (lengdis freaticos, lagos e rios) e nos
alimentos. Alguns estudos indicam que o glifosato pode ser disperso no ambiente pela
erosao hidrica e edlica do solo. O seu principal produto de biodegradagao ambiental é o
AMPA. Virios estudos laboratoriais demostraram que cerca de 45% desta sustancia quimica
presente no solo, pode ser absorvido pelas plantas. Geralmente, a presencga de glifosato no
meio ambiente pode persistir de 4 a 180 dias, tornando-o poluente para o solo e para a agua
(10,42, 66, 146-19) A degradacio do glifosato pode ser feita através da acio de microrganismos, da

fotodegradacio e da degradacio quimica”?.

12.1. No solo

A permanéncia de glifosato no solo pode oscilar de dias a meses, dependendo da interagio
estabelecida entre o solo e as condigoes ambientais existentes (ex.: precipitagao, vento,

temperatura)"’?

. As propriedades fisico-quimicas do solo, designadamente a acidez, a textura
e quantidade de matéria organica existente sao fatores que influenciam amplamente a reacao
de adsorgio do glifosato no solo!*” *"). E fortemente adsorvido pela argila e pela matéria
organica, ficando relativamente imével no solo e inacessivel a degradagao microbiana,
: (152-154) . .
acumulando-se no meio terrestre ao longo do tempo . Assim, em solos argilosos, o

glifosato e o seu principal metabolito podem persistir mais de um ano neste meio e
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154)

desaparecer rapidamente em solos arenosos!** Por outro lado, a capacidade de

adsor¢ao desta substancia quimica e do seu metabolito, diminui com o aumento do pH,

(59 Relativamente a sua mobilidade no solo, constatou-se

salinidade e temperatura do solo
que o AMPA é mais movel, sendo frequentemente detetado tanto em aguas superficiais

como subterraneas®¢ %7,
12.2. Na agua

A precipitagao mais intensa e o fenomeno de erosao sao responsaveis pelo transporte de
glifosato e AMPA para as aguas superficiais. Por sua vez, estas substincias acabam por
incorporar-se nos sedimentos do fundo dos lagos/rios, através do processo de lixiviagao,

onde a sua degradagio é mais lenta”?.

12.3. No ar

Devido a sua forte afinidade com as superficies solidas, o glifosato pode contaminar as

(97, 158)

particulas de poeira existentes no ar e ser depositado na neve . Também foram

detetados vestigios desta substincia na poeira de casas “nio agricolas”("*”.

13. EFEITOS NO MEIO AMBIENTE

Alguns microrganismos utilizam o glifosato como fonte de nutrientes e energia. Todavia,
constatou-se que solos tratados com HBG apresentam um acréscimo populacional de
determinadas espécies de bactérias e fungos, alterando as fungoes do ecossistema terrestre

e prejudicando a salide das espécies vegetais®

. Devido as suas propriedades quelantes, o
glifosato pode formar complexos metdlicos, dificultando a absorgao de nutrientes pelas
plantas?. Nas culturas geneticamente modificadas e tolerantes ao glifosato tem-se verificado
que os agricultores aumentam a dose e a frequéncia da aplicagao de HBG. Esta adigao tem
contribuido para o aparecimento e disseminagao generalizada de espécies infestantes
(88)

resistentes ao glifosato, exigindo que os agricultores pulverizem herbicidas adicionais™.

Nesta figura, podem ser observadas as principais vias de poluicao ambiental do glifosato.

57



& rontamlnaﬁon Contamination I
qv

%
‘ 2
/ TARGET J{ PLANT / E‘:/ §

GLYPHOSATE

GBH

4"741. mwmi‘(‘\q‘x
H-(0-C-C)y-N-(-C-C-0),-H
|

%
"ﬂckooacm\s“(’

IMPACT ON SOIL NUTRIENT SUPPLY

\ &l
Sediment Bed
Reposit Qamer Half life 76 to 290 davs 4,4,""‘ i

FIGURA 22 - Vias de poluigao ambiental do glifosato®.

Num estudo, foram analisadas varias amostras de agua, tendo sido detetados residuos de
glifosato e AMPA em quantidades de 15% e 12%, respetivamente!®”. Segundo o Decreto-Lei
n.° 306/2007 de 27 de agosto, na sua redagao atual, as entidades gestoras devem “controlar
os pesticidas cuja presenga seja provavel numa determinada zona de abastecimento, tendo
em conta a localizagio das suas origens de agua”'®". Apesar do glifosato nio preencher a
totalidade de critérios estabelecidos para a selegao de pesticidas a explorar em aguas
destinadas a consumo humano (ex.: baixa mobilidade no solo), aconselha-se que a sua
pesquisa seja realizada uma vez por ano, em aguas destinadas a consumo humano com

origem superficial'*?,

Esta substancia quimica também pode afetar a comunidade microbiana marinha. A
concentragao de HBG encontrada nas zonas costeiras pode ser suficiente para causar
mudangas notaveis no ecossistema, influenciando a transferéncia de biomassa para os
diferentes niveis tréficos'®. A adicio de glifosato em tecidos vegetais de Lemna minor
(lentilha-d'agua comum) originou uma redugao da sua producio e do seu crescimento,

impedindo a sintese de carotenoides e clorofila’*®.

Por outro lado, estas formulagoes foram consideradas téxicas para varios seres vivos, como
. . . ’ . , (72) . A .

minhocas, peixes, anfibios, répteis, passaros, entre outros”. A existéncia de solos tratados

com HBG pode ser prejudicial para as minhocas, causando danos as células e ao ADN®),

Estudos sugerem que o glifosato apresenta toxicidade cardiovascular e neurotoxicidade em

peixes (ex. peixe-zebra). Nao obstante, esta substancia quimica pode também afetar a sua
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fertilidade, reduzindo a qualidade do esperma e interferindo com o comportamento
natatério dos peixes juvenis e adultos™”. Em mexilhdes, foi demonstrada que a exposigio a
glifosato “puro” (1-676 mg/L) suprimiu a atividade da acetilcolinesterase, fomentando o
aparecimento de problemas neuroldgicos'*®). Em anfibios, induziu alteragdes morfolégicas no
desenvolvimento do girino, modificando as suas respostas anti predadoras!®”. A exposi¢io
da enguia europeia a uma concentragao de 3,6 mg/L durante 4 horas provocou danos no

(%8 No México, foi constatado um aumento da mortalidade das

ADN, branquias e figado
abelhas, junto das culturas onde era aplicado HBG"*". Foram correlacionadas situagdes de
infertilidade e malformagoes fetais com concentragoes detetdveis deste xenobiotico no
figado e rins e com residuos na alimentagio, em suinos!’".

Outros estudos relacionados com os impactos do glifosato no meio ambiente estao

ilustrados na tabela seguinte.

TABELA 15 - Estudos sobre os efeitos no ambiente®.

Ser vivo/fonte de agua Resultados obtidos I.ief.ererjaa
bibliografica
Ratos e murganhos Nao é cancerigeno. (171)
Ratos Alteragdes neurocomportamentais. (172)
Bovinos e caprinos Alteragdes gastrointestinais e neurolégicas. Os rins e o
trato gastrointestinal foram os orgaos-alvo mais (173)
afetados.
Suinos dinamarqueses Diminuicio da taxa de sobrevivéncia de leitdes. (173)
Malformagdes nos leitoes
Agua de superficie | O glifosato foi detetado em cerca de 30% das amostras,
(Europa) sendo que 23% estavam acima de 0,1 pg/L. O AMPA foi (174)
detectado em cerca de 50% das amostras, sendo que
45% estavam acima de 0,1 pg/L.
Furos (Dinamarca) O glifosato e o AMPA foram encontrados em
concentragoes acima de 0,1 pg /L, com 26,7% e 38,2%, (175)
respetivamente.
Lencois freaticos O glifosato foi encontrado em todas as amostras de
- A (176)
agua subterranea: 1,42 pg /L.
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14. CUIDADOS NA MANIPULACAO E APLICACAO DE PRODUTOS
FITOFARMACEUTICOS

Devem ser tomadas algumas medidas de prevengao e protegao, com o intuito de minimizar

possiveis riscos provenientes da manipulagio e aplicagao de produtos fitofarmacéuticos,

especialmente dos HBG que sao o alvo deste estudo. Dessas medidas, destacam-se as

seguintes
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O local de armazenamento deve ser isolado e estar sinalizado. Deve possuir
ventilagao, piso impermeavel e dotado de bacia de retencao;

Os HBGs devem ser conservados na sua embalagem de origem ou em
recipientes hermeticamente fechados e devidamente rotulados;

O local da sua preparagao deve ser feito longe das habitagoes, animais e sem a
presenca de criangas;

Ler atentamente o rotulo, respeitando as suas indicagoes (dose, modo de
preparagao da calda, espécie-alvo, intervalo de seguranga);

Nao comer, beber ou fumar no momento em que se manipula e/ou se aplica
o herbicida;

Os individuos que possuam feridas ou lesdes na pele nao devem estar
expostos;

Ter atengao as condigoes meteoroldgicas no momento da aplicagao, uma vez
que podem afetar a eficicia e seguranga do tratamento (temperatura,
humidade, velocidade do vento);

Utilizacdo de Equipamentos de Protegao Individual (EPI), como &culos,
mascara, luvas, fato de protegao e botas;

Limpar e fazer a manutengao de todo o equipamento utilizado durante a
preparagao e aplicagao;

Lavar todo o EPI utilizado.



I5. PROCESSO DE RENOVAGAO DO GLIFOSATO

Em 2017, a CE permitiu o uso de glifosato na UE por um periodo de cinco anos, ou seja, até
I5 de dezembro de 2022. Contudo, esta autorizagao esta sujeita a um processo de avaliagao

de risco deste ingrediente ativo, que sera efetuado por varias entidades'””.

Em 10 de maio de 2019, a CE nomeou um Grupo de Avaliagio do Glifosato (GAG),
constituido por 4 estados membros (Franga, Hungria, Paises Baixos e Suécia)!'’®. Este grupo
de trabalho ficou responsavel pela avaliagio cientifica de um conjunto de
informagoes/estudos cientificos relevantes, submetidos pelo Grupo de Renovagao do

Glifosato (GRC), em 8 de junho de 20207,

Entretanto, em |5 de junho de 2021, o GAG apresentou a EFSA e a ECHA, um relatorio
preliminar com as suas avaliagdes relativamente as informagdes fornecidas pelo GRC’®, O
GAG considerou que as informagoes que foram disponibilizadas sobre o glifosato cumpriam
com os critérios de aprovagao estabelecidos no Regulamento (CE) n.° 1107/2009, do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 21 de outubro. Por outro lado, este grupo de
avaliagdo manteve a classificagao do glifosato que tinha sido adotada pela ECHA: “causa

danos oculares graves e é “toxico para a vida aquatica com efeitos duradouros”'®”,

A EFSA e a ECHA irao organizar consultas publicas sobre o projeto dete relatério, na
primeira semana de setembro. Assim que a ECHA tiver emitido o seu parecer, a EFSA
finalizara a sua avaliagdo com a revisao de pares e publicara as suas conclusoes. Por fim, a CE
tomara uma decisao sobre a renovagao do glifosato, baseando-se na avaliagao de risco destas

entidades!®,
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16. BIOMONITORIZAGCAO HUMANA

A sociedade estd constantemente exposta a diversas substancias quimicas que podem estar
presentes na alimentagao, nos produtos de consumo, no ambiente e no local de trabalho“".

Como ja foi referido anteriormente, a utilizagao frequente de HBG tem contribuido para um
aumento da exposi¢ao ambiental e humana ao glifosato e ao seu principal metabolito, assim
como, aos varios adjuvantes usados nesta tipologia de herbicidas, resultando em varios
efeitos nocivos no organismo!'®". Para tal, deve-se ter em consideragdo a protecio da salde
relativamente aos riscos decorrentes das varias vias de exposigao, com o intuito de prevenir
certas doengas ja mencionadas neste trabalho. Assim, surgiu a Iniciativa Europeia de
Biomonitorizagado Humana (HBM4EU) financiada pela UE e coordenada pela Agéncia Federal
do Ambiente Alema. Este projeto tem como principal objetivo, estabelecer evidéncias sobre
a exposicao dos cidadaos europeus a substancias quimicas e os seus potenciais efeitos na
salde. Por sua vez, os dados provenientes da biomonitorizagao humana (BHM) contribuem
para apoiar o processo de gestao do risco, fornecendo informagoes e orientagdes na tomada

de decisdes no Ambito da promogio da satde”.

Nesse sentido, existem dois tipos de abordagem que podem ser aplicados, como a
monitorizagao ambiental e a BMH (Figura 23). A monitorizagao ambiental consiste na
determinagao de substancias quimicas em matrizes ambientais, como a agua, o ar, o solo e
os alimentos'®?. A BHM é uma ferramenta essencial em estudos de diversas areas cientificas,

(89 Esta abordagem de avaliagio

como a epidemiologia, a toxicologia e a quimica analitica
interna é bastante relevante, uma vez que pretende averiguar a exposi¢ao humana aos
diferentes produtos quimicos, tendo em consideragao todas as vias de exposi¢ao, assim
como a populagao que esta mais exposta, identificando os individuos mais vulneraveis. Por
sua vez, sao usadas diferentes matrizes bioldgicas (urina, sangue, cabelo, leite materno) para
que se possa obter uma avaliagao das diferentes substancias envolvidas, dos seus metabolitos
ou dos seus produtos de reagio, através da anélise dos biomarcadores de exposicao®"'®?. A
selecao destas matrizes é efetuada de acordo com as caracteristicas do xenobidtico, sendo
que o sangue e a urina sao as amostras biologicas mais utilizadas. O sangue € uma matriz
ideal para a analise da maioria dos produtos quimicos, pois o plasma esta em contacto com
todos os tecidos e orgaos do corpo, sendo util para a determinagao de pesticidas
persistentes (ex.: organoclorados). Contudo, a colheita de sangue é um processo invasivo e
necessita de pessoal com formagao. Para avaliar a exposi¢cao a pesticidas nao persistentes

(ex.: piretrdides, organofosforados), ou seja, que tém um tempo de vida curta no organismo

e por isso sao encontrados em baixas concentragoes no sangue, deve-se proceder a colheita
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de urina. No entanto, devido a variabilidade da concentragao e a rapida eliminagao dos
compostos quimicos através desta matriz, s6 é possivel avaliar exposi¢oes a curto prazo.
Para colmatar estas limitagoes, é Util fazer-se a colheita de cabelo, ja que é possivel detetar
diferentes classes quimicas de pesticidas nesta matriz, obtendo-se “janelas de detegao” mais
longas que podem representar varios meses de exposigao. O leite materno é geralmente
utilizado na monitorizagao da mae e da exposicao infantil a pesticidas organoclorados

lipofilicos e outros poluentes organicos persistentes!'®* '®),

Apesar de a BMH compreender essencialmente uma analise da exposi¢ao do individuo as
varias substancias quimicas, sao utilizados outros indicadores, como os biomarcadores de
suscetibilidade e de efeito, de modo a obter-se uma relagao continua entre a exposigao
ambiental e a doenga. Os biomarcadores de suscetibilidade refletem as carateristicas
intrinsecas de um organismo que sao determinadas essencialmente pela constituigao genética
de cada individuo, tornando-o mais ou menos suscetivel aos efeitos adversos de uma
determinada substancia quimica. Por outro lado, os biomarcadores de efeito permitem
caracterizar os efeitos bioldgicos no organismo, como lesdes no genoma, alteragoes do
metabolismo, resultantes da exposicao a substancias toxicas. Estas alteragoes podem ser

quantificadas através de parametros bioquimicos e fisiologicos (colesterol, glicose, niveis de

iaes)(4l, 182, I86).

I Monitorizagao ambiental 1<:::>| Biomonitorizagdo humana <2:I>| Diagnostico l

Matrizes ambientais Matrizes bioldgicas
Ar, agua, solo, Urina, sangue, leite Doenca
alimentos materno, cabelo

Biomarcadores de

! 1

1

: suscetibilidade :
1

! 1

FIGURA 23 - Monitorizagdo ambiental e BHM.
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16.1. Estudos de Biomonitorizacao Humana

A detecao e quantificagao do glifosato sao dispendiosas e lentas, uma vez que esta substancia
nao pode ser detetada através de métodos que analisam simultaneamente diferentes tipos de
produtos quimicos e seus metabolitos, num Unico ensaio®). O desafio em detetar residuos
de glifosato deve-se essencialmente as suas caracteristicas fisico-quimicas, como o seu
caracter anfotérico, a elevada solubilidade em meio aquoso, a baixa solubilidade em
solventes organicos, a elevada polaridade e a baixa volatilidade!®"*”. Também a auséncia de
grupos cromoforos que absorvam na regiao do ultravioleta e visivel, nao permite a detegao

desta substancia!’"

. Nesse sentido, tém sido desenvolvidas diversas metodologias analiticas
para detetar e quantificar residuos de glifosato em diferentes matrizes. Destacam-se as
seguintes: cromatografia liquida (LC); cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC),
cromatografia gasosa (GC); cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-

) Existem

MS), cromatografia idnica e o ensaio de imunoabsorgio enzimética (ELISA)"
poucos estudos sobre os niveis de exposicao ao glifosato em populagoes potencialmente
expostas a nivel ocupacional, ambiental e residencial. De forma a colmatar esta lacuna
cientifica sao necessarios estudos adicionais para avaliar os niveis desta substancia quimica e

os seus metabolitos, e assim, garantir uma caracterizagio de risco mais precisa‘'?.

Os niveis médios de glifosato urinario em individuos ocupacionalmente expostos podem
oscilar entre valores de 0,26 a 73,5 mg/L, enquanto que os niveis urinarios devido a
exposicio ambiental sio cerca de 0,16 e 7,6 mg/L"?. Um estudo realizado na China Oriental,
em 2020, analisou a urina de 134 trabalhadores que laboravam na zona de produgao de
pesticidas, em quatro fabricas. A concentragao maxima de glifosato urinario foi de 17,2 mg/L,
com uma mediana de 0,292 mg/L. A concentragao urinaria de AMPA foi de 2,730 mg/L com
uma mediana de 0,068 mg/L. Os valores médios oscilaram entre 0,262 mg/L e 0,072 mg/L
para glifosato e AMPA, respetivamente””. Em Portugal, os primeiros estudos de
biomonitorizagao humana para a detecio de glifosato, foram realizadas pela Plataforma
Transgénicos Fora, em colaboragao com o Detox Project. Foi feita uma medicao deste
ingrediente ativo na urina, em 26 voluntarios, sendo que todas as amostras foram positivas
para a presencga de glifosato. O valor médio de glifosato na urina destes participantes foi de
26,2 ng/mL. Por sua vez, os valores encontrados oscilaram entre 12,5 e 32,5 ng/mL(*), Um
estudo analisou de forma retrospetiva, amostras de urina congelada de dez homens e dez
estudantes do género feminino colhidas nos anos de 1996 e 2012, na Alemanha. O LOQ do
método de ensaio foi de 0,15 pg/L. Foi excedido para o glifosato, em 22 das 40 amostras

totais, com um valor maximo de 0,65 pg/L. Para o AMPA, |10 dos 40 resultados foram
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superiores ao LOQ, com um valor maximo de 1,31 pg/L"**. Para além da realizagio destes

estudos de biomonitorizagao humana, foram realizados outros, conforme a tabela seguinte.
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17. A PROTEGCAO INTEGRADA

De forma a controlar eficazmente o surgimento das varias infestantes torna-se necessario
modificar o tipo de agricultura praticado, introduzindo novas técnicas agricolas ou, em

alternativa, substituir esta substincia quimica por outra menos nociva'®.

Nesse contexto, a protegao integrada procura controlar os “inimigos” de uma determinada
cultura de forma econdmica, eficaz e com menores riscos para o Homem e para o ambiente.
Deste modo, privilegia o desenvolvimento de “culturas saudaveis” e estimula a adogao
racional de meios de luta disponiveis (culturais, biologicos, biotécnicos e quimicos), com a
finalidade de manter as populagoes que afetam os ecossistemas agricolas com niveis que nao

causem prejuizos®®.

Sio vérios os principios que podem ser aplicados, tais como!'%2%;

|. Medidas de prevencao e/ou controlo dos organismos nocivos

e Rotagao de culturas.

e Técnicas adequadas de cultivo (ex.: enrelvamento, sementeira direta e poda).

e Sementes certificadas.

e Utilizagao equilibrada de praticas de fertilizagao e de irrigagao/drenagem.

e Protegao e refor¢o de organismos Uteis importantes (ex.: infraestruturas ecologicas

incluindo bordaduras com vegetagao espontanea).

2. Métodos e instrumentos de monitorizacao adequados

e Observagoes “in loco”.

e Aconselhamento técnico.

3. Tomada de decisao

e Aplicagdo ou nao de medidas fitossanitarias e em que momento, tendo em

consideracao os resultados da monitorizagao e a estimativa do risco.

4. Métodos de controlo ndo quimico (luta fisica; cultural; biologica; biotécnica)

e Luta fisica (ex.: mobilizagao e nivelamento do solo; controlo mecanico das infestantes

através da monda manual ou com o auxilio de alfaias agricolas; processos térmicos).
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e Luta cultural (ex.: fertilizagao; enterramento de frutas contaminados com a mosca da
fruta; selecao de espécies).

o Luta biolégica (ex.. largada de auxiliares que contribuem para a diminuigao
consideravel da populagio das pragas de determinada cultura - ourigo cacheiro;
coruja; sapo; joaninhas...).

e Luta biotécnica (ex.: colocagao de difusores/armadilhas que libertam feromonas e

promovem a confusao sexual entre os insetos, permitindo a sua captura).

5. Aplicar produtos fitofarmacéuticos mais seletivos

e Selecao do produto fitofarmacéutico para o alvo biolégico em causa e que apresente

reduzidos efeitos secundarios no Homem e no meio ambiente.

6. Reduzir o uso de produtos fitofarmacéuticos

e Aplicar a dose minima indicada no rotulo, reduzindo o niumero de aplicagoes.

e Optar por aplicagoes parciais ou localizadas.

7. Recorrer a estratégias anti resisténcia

e Meios de luta culturais.
e Respeitar as indicagoes mencionadas no roétulo do produto fitofarmacéutico (dose,

época e nimero de aplicagoes).

8. Verificar o éxito das medidas fitossanitarias aplicadas

e Com base nas informagoes registadas no “caderno de campo”, deve ser avaliado o

sucesso das medidas que foram descritas neste conjunto de principios.
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18. CAMPANHA “AUTARQUIAS SEM GLIFOSATO/HERBICIDAS”

No ano de 2014, a QUERCUS em colaboragao com a Plataforma Transgénicos Fora, langou
a iniciativa “Autarquias sem Glifosato”. Esta campanha pretende que os municipios se
comprometam a abandonar a utilizagio de HBG e que apostem na aplicagio de medidas
ecoldgicas para o controlo de infestantes. Sao varias as autarquias que aderiram a este

projeto, conforme o mapa seguinte®®),

oo
7,

AUTARQUIAS SEM
GLIFOSATO/HERBICIDAS

FIGURA 24 - Mapa das autarquias subscritoras(!).
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19. PARTE EXPERIMENTAL

19.1. Objetivos do estudo

Os HBG sao frequentemente utilizados a nivel mundial, nomeadamente na agricultura,
silvicultura e jardinagem. Nesse sentido, toda a populagao estara potencialmente exposta a
esta tipologia de herbicidas, e, consequentemente poderao surgir efeitos deletérios na saude
humana. Por outro lado, a utilizagao intensiva e inadequada de HBG pode ser prejudicial
para o meio ambiente (ex.. poluicao dos recursos hidricos e solo; alteragao dos

ecossistemas).

Como ja mencionado anteriormente, existe uma certa controvérsia entre algumas entidades,
como a IARC e a EFSA, relativamente aos efeitos toxicologicos desta substancia ativa. Desta
forma, torna-se imperativo o desenvolvimento de estudos cientificos, com o intuito de

promover uma avaliagao de risco harmonizada na populagao exposta ao glifosato.

A regiao do Baixo Mondego apresenta uma vasta cultura agricola (ex.: arroz, milho, etc.),
onde sao aplicados diferentes pesticidas, incluindo os HBG, pelo que a populagao residente

possui uma maior probabilidade de exposigao a estas substancias quimicas.

Face ao exposto, o presente estudo, apresenta os seguintes objetivos:

Conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas do glifosato;

Identificagao das principais vias de exposicao da populagao aos HBG;

Enumeracao dos efeitos na saiide humana e ambiental;

- Avaliagao do grau de exposicao de individuos adultos residentes na zona do Baixo
Mondego (Alhadas, Maiorca e Montemor - o - Velho), através da analise cromatografica de

amostras de urina e da aplicagao de um questionario socioeconémico e alimentar;

- Promocgao de sessoes de sensibilizagao e esclarecimento sobre os pesticidas.
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19.2. Amostragem

A colheita de amostras de urina foi realizada nos meses de fevereiro e junho de 2020, na
regiao do Baixo Mondego, designadamente nas zonas de Maiorca, Alhadas e Montemor - o -
Velho. Estas duas fases de colheita foram escolhidas, tendo em consideragao a época de

aplicagao de pesticidas na cultura orizicola.

Foram colhidas 74 amostras de urina de individuos adultos agricultores e nao agricultores,
em dois momentos distintos: 37 amostras no inverno e 37 amostras no verio. E de salientar
que os individuos que participaram na primeira fase do estudo também cooperaram na
segunda fase. Por outro lado, recorreram-se aos seguintes critérios de inclusao: individuos

com idade superior a 18 anos (inclusive) e que residissem no Baixo Mondego.

Inicialmente foi feita uma breve abordagem dos varios pressupostos do estudo de
investigacao, na qual foi solicitado aos participantes, que assinassem um termo de
consentimento informado, livre e esclarecido, de acordo com a OMS, a declaragao de
Helsinquia e a convencio de Oviedo. Este projeto teve a aprovacio da Comissio de Etica e

Bem-Estar Animal da Escola Universitaria Vasco da Gama (EUVG; parecer n.°1/2019).

O questionario subdividiu-se em trés partes, onde se pretendiam obter informagoes relativas
aos dados antropométricos e caracteristicas individuais; dados sociodemograficos e
relacionados com o consumo de alimentos nos ultimos 7 dias previamente a colheita de

urina.

Apos o preenchimento do questionario, os participantes foram elucidados dos cuidados a
ter no momento da colheita de urina. Foi colhida a primeira urina da manha, apos descarte
do primeiro jacto, em frascos pré-etiquetados com codigos numéricos para garantir o
anonimato dos participantes. Entretanto, essas amostras foram refrigeradas e entregues na
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, onde foram posteriormente congeladas

a -20°C.

19.3. Materiais utilizados

19.3.1. Padroes e reagentes

Os padroes (glifosato e AMPA) e o padrao interno (1,2 - 13C, - I5N-glifosato) foram
obtidos no Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). Ja o 2,2,2-trifluoroetanol (99%) e o

anidrido trifluoroacético (99%) foram adquiridos na Sigma- Aldrich (Seelze, Germany).
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19.3.2. Material/Equipamentos laboratoriais
e Viais;
e Marcador permanente;
e Micropipetas;
e Parafilme;
e Bloco de aquecimento com sistema de evaporagao de azoto;

e Cromatografo gasoso acoplado ao detetor de massa quadrupolo triplo (GC -

MS/MS).

19.4. Metodologia analitica

19.4.1. Preparacao das amostras

Inicialmente identificaram-se os diversos viais com o codigo interno e a época de colheita
(inverno ou verao). Apds a sua identificagao, pipetou-se 50 pL de urina previamente
homogeneizada para os viais e adicionou-se | mL de acetonitrilo (ACN) e 25 pL da solugao
de padrao interno 1,2 - 13C, - I5N - glifosato (4 pl/L em acetonitrilo).

Apos agitagao em vortex, a mistura foi evaporada sob corrente de azoto a temperatura
ambiente. Apos a evaporagao total, foram adicionados cuidadosamente ao residuo 500 pL de
2,2,2 - trifluoroetanol e 1000 pL de anidrido trifluoroacético (congelado a -40°C). A
derivatizacao dos analitos foi realizada num bloco de aquecimento a 85°C, durante | hora.
Posteriormente, apos arrefecimento, a mistura foi evaporada até a secura, sob corrente de
azoto a 40°C. Finalmente, o extrato obtido foi dissolvido em 50 pL de metanol e | pL foi

injetado no sistema GC - MS/MS.

19.4.2. Analise por GC - MS/MS

Para a determinagio do glifosato e do AMPA recorreu-se a GC-MS-MS, conforme
condigdes descritas por Conrad et al. 2017%Y. Na separacio cromatografica usou-se uma
coluna capilar de silica fundida internamente e revestida com dimeltipolisiloxano com 5% de
grupo fenilo — DB5MS (J&W, Agilent, CA, Estados Unidos). Esta coluna possuia 30 mm de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de fase estacionaria. O
hélio foi o gas de arraste, a um fluxo constante de | mL/min. A injecao foi efetuada por
injetor automatico, tendo sido injetados | pL em splitless (60 s). A temperatura do injetor
foi de 225°C. A temperatura do forno foi de 75°C por 0,5 min com um incremento de 20
°C/min até 260°C e manutengao durante 5 min. O espectrometro de massa tandem (Agilent

7000) operou em ionizagao quimica negativa com a utilizagio de metano. Como gas de
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colisao foi usado o argon. A temperatura da linha de transferéncia foi de 280°C. No glifosato
foi usado para quantificagao, a transigao 370 > 245 com uma energia de colisao de 10. Para a
identificagao, utilizou-se a transicio 351 > 268 com uma energia de colisao 5. Para a
quantificagao do AMPA foi usada a transicao 35| > 228 e para a identificagao, utilizou-se a
transicao 271 > |88, ambos com energia de colisao 5. No 1,2 — I13C, - I5N - glifosato foi

usada a transigao 371 > 246 como quantificagao de energia de colisao de 5.

19.4.3. Validacao da metodologia analitica

A validagao de um método analitico consiste na avaliagao de todos os procedimentos de um
determinada técnica laboratorial, de forma a identificar e quantificar um composto numa

determinada matriz**®.

A metodologia analitica utilizada, baseada no método Conrad et al. (2017), foi validada para a
determinagao do glifosato e AMPA em amostras de urina. Foram avaliados os seguintes
parametros de validagao: linearidade e limites de detegao (LOD) e quantificagao (LOQ),

exatidao e precisao.

A linearidade de um método analitico é dada pela capacidade de se estabelecer uma
proporcionalidade direta entre a concentragio do analito e o sinal emitido®®. Neste
trabalho foi construida uma curva de calibragdo em matriz, com 6 pontos em que se
aumentou a concentragao dos analitos. Esses pontos foram de 0,2; 0,5; I; 2,5; 5; e 10 pg/L. A

analise foi feita em duplicado, para cada ponto da curva.

O limite de detecao ¢ o valor da menor concentragao de analito que é possivel detetar, nao
sendo necessariamente quantificado. Quanto ao limite de quantificagao, este é definido como
a menor concentracao de analito que pode ser quantificada com exatidao e precisao
aceitaveis®®. Os limites de detecio e quantificacio foram determinados com base na curva
de calibracao. O LOD foi 3x o sinal/residuo. No caso do LOQ foi calculado como o

correspondente a 10 x a razao sinal ruido.
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19.5. Avaliacdo de risco

Os HBG sao utilizados em diferentes situagées do nosso quotidiano, nomeadamente na
agricultura, sendo expectavel que o ser humano e os animais ingiram pequenas quantidades
desta substincia através dos alimentos ou das ragoes. Nesse sentido, a quantidade de
glifosato que é eliminada através da urina pode ser util para se obter uma estimativa da
exposicao dietética de um determinado individuo. Por sua vez, através da realizagao do
calculo da ingestao didria provavel/dose interna e da sua comparagao com o valor da ADI
estabelecido pela EFSA, foi possivel avaliar o risco para a saide de cada participante do

estudo®”,

Para tal, foram determinados os melhores, médios e piores cenarios,
considerando as seguintes categorias: género, estagao do ano e tipo de exposi¢ao. Foram
utilizados os pesos médios corporais dos participantes e os valores minimos, médios e
maximos de glifosato quantificados na urina (concentragoes acima do LOQ), para os varios
cenarios. Relativamente a excregao média diaria de urina por um adulto, teve-se em
consideragao o volume médio de urina mencionado em estudos anteriores (l1,5L-2L). Para
tal, optou-se por aplicar um volume de urina de 1,5 L, uma vez que a ingestao de liquidos é
variavel de individuo para individuo e a sua perda pode ser feita por outras vias, como o

suor e as lagrimas. Assim, o célculo da PDI foi realizado através da seguinte equagao®” 2%

EQUAGAO I- Cilculo da ingestio diaria provavel.

Curina X Vurina

Pc

PDI (pg/kg pc) =

C,.na = concentragao de glifosato na urina (pg/L)
Vina = Volume médio de urina excretada por dia (1,5 L/dia)

pc = peso corporal médio (kg)

De forma a comparar os valores da PDI obtidos com a ADI estabelecida pela EFSA,

procedeu-se ao seguinte calculo:

EQUACAO 2 - Célculo da % ADI.

PDI X 100 %

%ADI = 0S
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19.6. Metodologia estatistica

Para se efetuar o tratamento estatistico dos dados recolhidos, recorreu-se ao software IBM
SPSS 21 e Excel, recorrendo-se a algumas medidas de estatistica descritiva, nomeadamente: a

analise de medidas de frequéncia, a média e o desvio padrao.

20. RESULTADOS E DISCUSSAO

20.1. Caracterizacdao da amostra

Os participantes tinham idades compreendidas entre os |9 e 74 anos, sendo 51,4% (n=19)
do género feminino e 48,6% (n=18) do género masculino.

No que diz respeito ao nivel educacional, 32,4% (n=12) dos individuos possuiam habilitagoes
primarias, 54,1% (n=20) tinham um grau académico igual ou inferior ao 12° ano de
escolaridade e 13,5% (n=5) tinham licenciatura.

Relativamente a distancia da residéncia as zonas industrial, agricola e vias de comunicagao
(vias rapidas e auto-estradas), todos os participantes referiram que estavam a mais de | km.
Na Tabela seguinte, podem ser observadas as informagoes antropométricas e

sociodemogrificas.

TABELA 17 - Dados antropométricos e sociodemograficos.

I* fase (inverno)/ 2* fase (verdo)
Idade (anos)
56 (19-74
Média (minimo - maximo) ( )
Género [n (%)] 19 (51,4%)
- Feminino
- Masculino 18 (48,6%)
Peso (kg)
72 (44 - 98
Média (minimo - maximo) ( )
Alt
_Altura (em) ¢ 165,16 (154 -183)
Média (minimo - maximo)
Nivel educacional [n (%)] 12 (32,4%)
- Ensino primario 20 (54,1%)
-<12°
._|2 .ano 5 (13,5%)
- Licenciatura
- Mestrado/Doutoramento 0 (0%)
Residéncia [n (%)] 4 (10,8%)
- Alhadas
- Maiorca 31 (83,8%)
- Montemor - o - Velho 2 (5/4%)
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A maioria dos individuos do estudo (70,3%) referiu tomar medicagao para o tratamento de
algumas doengas cronicas. A hipertensao arterial (45,9%), a dislipidémia (24,3%) e a diabetes
mellitus (10,8%) foram as patologias frequentemente mencionadas pelos participantes (Tabela

18).

TABELA 18 - Estado de saude geral.

I1* fase (inverno) / 2° fase (verdo)
Toma da medicacdo [n (%)] 26 (70,3%)
Hipertensao arterial [n (%)] 17 (45,9%)
Dislipidémia [n (%)] 9 (24,3%)
Patologia cardiaca [n (%)] I (2,7%)
Patologia circulatéria [n (%)] I (2,7%)
Patologia psiquiatrica [n (%)] 3 (8,1%)
Patologia endocrina [n (%)] I (2,7%)
Diabetes mellitus [n (%)] 4 (10,8%)
Patologia oncoloégica [n (%)] 3(8,1%)
Patologia respiratoria [n (%)] I (2,7%)
Patologia 6ssea [n (%)] 3(8,1%)

Quanto a aplicagao de pesticidas, constatou-se que na primeira fase do estudo, cerca de
10,8% dos participantes responderam que aplicavam pesticidas no seu quintal/horta,
enquanto que na segunda fase, 45,9% utilizavam este tipo de produtos quimicos. Os
pesticidas mais frequentemente aplicados foram os herbicidas e os fungicidas (Tabela 19). A

mascara e as luvas foram os EPl mais usados.

TABELA 19 - Aplicacio de pesticidas.

1* Fase (inverno) 2? Fase (verao)
Aplicacdo de pesticidas [n (%)] 4 (10,8%) 17 (45,9%)
- Herbicidas 4 (10,8%) 15 (40,5%)
- Fungicidas 3 (8,1%) 10 (27%)
- Inseticidas/acaricidas
3 (8,1%) 4 (10,8%)

De forma geral, os géneros alimenticios mais consumidos durante as duas fases do estudo,
foram os seguintes: vegetais (sopa, legumes fruta); pao e cereais (pao brancol/integral, arroz e
massas) laticinios (leite, iogurte, queijo); ovos, carnes e peixe (aves, porco, peixe) e doces

(bolachas).
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20.2.

Parametros de validacao

20.2.1. Linearidade

A linearidade obtida pela andlise de correlagao linear, nomeadamente pelo valor do

coeficiente de determinagio (R*) foi de 0,9993 para o glifosato e de 0,997 para o AMPA,

conforme as Figuras 25 e 26, respetivamente. Os resultados obtidos demonstram uma boa

linearidade do método, nas gamas de concentragoes estudadas. Assim, pode-se afirmar que

existe proporcionalidade direta entre a concentragao e a razao da area do analito e a area

do padrao interno (A/A PI).

60

50

40

20

10

Glifosato/IS

y=5.065x - 0.2345 @
R* =0.9993

6
Concentracdo pg/L

12

FIGURA 25 - Curva de calibragio do glifosato na matriz.

AMPA/IS

y=3.3713x-0.5932
R?=0.9971

(=]

10

2 4 5

Concentracao (ug/L)

FIGURA 26 - Curva de calibracio do AMPA na matriz.
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20.2.2. Limites de detecdo e quantificacdo

O LOD estimado através das curvas de calibragao foi de 0,079 e 0,197 pg/L para o glifosato
e AMPA, respetivamente. O LOQ foi de 0,239 e 0,596 pg/L para o glifosato e AMPA,
respetivamente. Estes resultados sao ligeiramente superiores aos obtidos pelo Conrad et al.
2017. Os valores superiores obtidos neste trabalho sao justificados pelas condigoes
cromatograficas, nomeadamente a utilizagao de uma coluna cromatografica ligeiramente mais
apolar e pela ocorréncia de interferentes da matriz.

TABELA 20 - Resultados da validagao analitica para o glifosato e respetivo metabolito em amostras de urina
fortificadas.

Recuz‘/e;a;ao Precisdo intra-dia (%) Precisdo inter-dia (%)
Linearidade | LOD | LOQ °
2
) (gl) | (ngi) 5 15 |75 |15 | 1,5 |75 15
ng/L pg/l | pg/l [ pg/ll | pg/l | pg/L ng/L
Glifosato | 1 0,079 0,239 10922 | 681 | 441 |[358 |802 |336 3,49
AMPA 0,9998 0,197 0,596 85,91 411 | 283 |[615 | 474 | 1236 11,91

20.3. Detecdao e quantificacdo de glifosato e AMPA nas amostras de
urina
A medicao dos niveis urinarios de glifosato e do seu metabolito AMPA é um procedimento
interessante e Util para avaliar uma possivel exposicao ocupacional, ambiental e dietética a

esta substincia quimica '>2%,

Face ao exposto, este estudo pretende descrever a exposi¢ao de individuos adultos ao
agente quimico mencionado, fornecendo desta forma, informagdes importantes para o

desenvolvimento deste assunto na comunidade cientifica.

Apos a recolha dos dados auferidos nos questionarios e da validagado do método analitico
foram analisadas 74 amostras de urina (37 no inverno e 37 no verao) de individuos que
detinham uma exposicao ocupacional profissional, doméstica ou que nao estavam expostos

diretamente aos HBG.

Na Tabela 22, estao detalhadas algumas caracteristicas (antropométricas, estado de salde e
sociodemograficas) dos participantes que apresentaram concentragdes urindrias acima do
limite de detecao e quantificagio do método analitico. Estas caracteristicas foram baseadas

consoante as informagoes obtidas no questionario aplicado pela equipa de investigacao.
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Apesar de nao estarem incluidas no inquérito, questoes relativas ao “tipo de doengas” e
“quais os EPI'S usados”, a equipa de investigagao considerou que estas informagoes poderiam

ser Uteis para o desenvolvimento deste ou de outros estudos futuros.

Quanto ao estado de saude geral, constatou-se que |8 dos participantes possuiam certas
doengas cronicas, destacando-se a hipertensao arterial (HTA) e a dislipidémia, estando a ser
polimedicados. De facto, individuos com idade mais avangada apresentam uma maior
tendéncia em desenvolver inUmeras comorbilidades, contribuindo de certa forma, para um
possivel enviesamento na associagao entre as variaveis “exposi¢ao” e ‘“doengas”. Por
exemplo, a HTA é mais prevalente nos homens do que nas mulheres, afetando mais de 71%
dos portugueses no grupo etario dos 65 aos 74 anos. Quanto ao colesterol total, sao 63,3%
os portugueses (25 - 74 anos) que manifestam niveis mais elevados®®”. Apesar de prevalecer
alguma controvérsia e incerteza cientifica, tém surgido questoes relacionadas com a possivel
toxicidade na saude humana, particularmente com a exposigao de individuos que manipulem,
apliquem ou residam em zonas proximas de culturas agricolas onde foi feita a pulverizagao
com HBG ou que consumam alimentos contaminados com residuos desta substancia* %),
Face ao exposto, varios estudos tém revelado que a exposigao ao glifosato esta associada a
problemas de desenvolvimento neurolégico e congénitos (ex.: Alzheimer, Parkinson), efeitos
enddcrinos (ex.: tiroide, diabetes mellitus), cardiovasculares, nefrotoxicos, imunotéxicos,

genotdxicos e carcinogénicos!? 2'2'2),

Das 31 amostras positivas, |6 participantes afirmaram ter pulverizado ou ter estado em
contacto com pesticidas, principalmente na segunda fase do estudo. No entanto, nao existe
informagao exata quanto a data de aplicagio dos HBG. Esta informagao foi solicitada
posteriormente, na qual os participantes mencionaram que a aplicagao foi efetuada no fim de
maio e durante o més de junho. Dos herbicidas utilizados, foi também pedido que
informassem a equipa de investigagao sobre o nome/composi¢ao quimica de cada herbicida,
o método/local de aplicagao e o uso de EPI's. Nesse sentido, os participantes indicaram que
recorriam a varios produtos comerciais, como: Montana®, RoundUp®, Aura®, Basagran®,
Pulsar®, Viper Max® Stam® Lumax®, Oristar®, Loyant®, kaos®, entre outros. Contudo, apos a
consulta do rétulo de cada herbicida, apenas os produtos comerciais Montana e RoundUp
continham glifosato na sua composicao. Por sua vez, estes herbicidas eram usados em
diferentes culturas agricolas (arrozais, milheirais, pomares), na silvicultura e em jardins
domésticos. A sua aplicagao era feita préximo do solo ou a superficie das infestantes, através
do uso de pulverizadores (manuais e/ou acoplados a tratores) que tém a capacidade de

espalhar uma solugao aquosa em goticulas de tamanho variavel. E de salientar que alguns
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destes tratores possuiam cabine de protegao, sendo uma barreira fisica importante para a
protecao do operador durante a aplicagao dos pesticidas. No que diz respeito ao uso de EPI,
os agricultores utilizavam essencialmente luvas e mascara, apesar de afirmarem que existia
algum “relaxamento” no cumprimento destas medidas de prote¢io. O manuseamento e
aplicagao de produtos fitofarmacéuticos requerem o uso de EPI, como luvas, fato-macaco,
botas, viseira e mascara. Todos os EPl devem possuir a marcacao «CE» e estar
acompanhados de declaragao de conformidade, emitida pelo fabricante ou fornecedor do
equipamento. Apos a aplicagao do pesticida, devem ser limpos ou substituidos, caso nao se
encontrem em boas condicdes ou se forem de utilizacio descartavel®™. Num estudo, foram
medidas as concentragoes urinarias de 48 agricultores, dos seus conjuges e de 79 filhos (4-18
anos), que residiam e tinham quintas em Minnesota e na Carolina do Norte. A colheita foi
realizada na véspera, no dia e nos trés dias apos a aplicagao de HBG. O método analitico
usado foi a HPLC com um LOD de | pg/L. No dia da aplicagao, 60% dos agricultores tinham
niveis detetaveis de glifosato (3,2 pg/L) e o valor maximo atingido foi de 233 pg/L. No estado
de Minnesota, verificou-se uma concentragao média de 1,4 pg/L e na Carolina do Sul, uma
concentragao média de 7,9 pg/L. Segundo o autor, esta diferenga pode ser explicada pela
frequéncia de utilizagao de EPI’s, ou seja, os agricultores que nao usavam luvas de borracha
tinham concentragoes superiores aos que usavam. O uso de luvas era mais frequente em
Minnesota. Para os conjuges, 4% tinham niveis detetaveis de glifosato na sua urina. O valor
maximo obtido foi de 3 pg/L. Nas criangas, 12% testaram positivo, com uma concentragao
maxima de 29 pg/L. A maioria destas criangas tinham ajudado na preparacao da calda, no seu

transporte e estavam presentes no momento da aplicagio'*®.

Um aspeto curioso neste processo de investigagao foi o facto de nao terem sido detetados
quaisquer residuos deste ingrediente ativo nas amostras de urina de um individuo que
aplicava HBG em grande escala. Esta situagao pode ser explicada, tendo por base, algumas
caracteristicas particulares deste xenobiotico. O glifosato é uma substancia pouco volatil,
permanecendo pouco tempo em suspensao no ar, pelo que a contaminagao atmosférica é
diminuta"?. Outro fator que pode explicar tal situagio é o caracter hidrossolivel da
molécula®, que sofre pouca metabolizagio e é excretada ao fim de 48h, praticamente
inalterada”® . Note-se que o dia da aplicagio do HBG nio foi questionado no momento da
colheita de urina, podendo a mesma ter sido efetuada alguns dias antes da colheita de urina

e, consequentemente nao existirem vestigios desta substancia neste individuo.

Na generalidade, os participantes envolvidos neste estudo referiram que grande parte das

refeicoes eram realizadas em casa e os alimentos consumidos tinham origem caseira e/ou
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local. Devido ao surgimento da pandemia por Covid -19 e as medidas impostas pelo estado
de emergéncia, constatou-se que houve uma maior adesao a confegao de refei¢coes caseiras
em detrimento das idas aos estabelecimentos de restauragao e bebidas. Salienta-se que o seu
consumo alimentar nao foi totalmente controlado, apenas registado. Os alimentos que
ingeriram nao foram testados quanto a presenga de glifosato, existindo um potencial
consumo adicional de pequenas quantidades desta substincia, podendo causar uma
subestimagao da exposicao alimentar. Nenhum individuo referiu ter qualquer tipo de
restricao alimentar, adotando muitas vezes, os principios inerentes a dieta mediterranea.
Este padrao alimentar promove a pratica de atividade fisica diaria, o convivio, a utilizagao e o
consumo de alimentos frescos, sazonais e locais. Nao obstante, a dieta mediterranea
privilegia o consumo de alimentos de diversos grupos, dando especial énfase as proporgoes
e frequéncia de ingestao. Caracteriza-se pelo consumo de fruta, produtos horticolas, cerais,
oleaginosos e leguminosas, agua e pela utilizagao de azeite como principal fonte de gordura.
Ja os laticinios, peixe e vinho devem ser consumidos de forma moderada. Por outro lado,
deve ser privilegiado o consumo de carnes brancas e ovos, face a carne vermelha, produtos
de charcutaria e produtos agucarados®?. Constatou-se que os participantes estavam
sensibilizados para a importancia deste tipo de dieta, relativamente aos beneficios ao nivel da

saude, ambiente e da economia.

Os HBG sao amplamente utilizados numa gama de culturas agricolas, como milho, soja, trigo,
(88) . . ~ A . .

cevada, arroz, entre outras“ . Apods a sua aplicagao, esta substancia quimica pode acumular-

se em folhas, graos ou frutos. Os residuos deste ingrediente ativo que estiverem presentes

num determinado género alimenticio podem ser reduzidos através da lavagem, cozedura e

remoc¢ao da casca. Podem permanecer estdveis nos alimentos durante um ano ou mais,

170 Uma anélise do

mesmo que os alimentos sejam congelados, secos ou processados'
glifosato e de AMPA em produtos alimentares na Suica, identificou os cereais e leguminosas
(ex.: feijao, lentilhas, grao-de- bico) como sendo os principais alimentos que contribuem para
a exposicao dos consumidores*®. Em 2017, a EFSA analisou varias amostras de cereais
cultivados no continente europeu. Os resultados obtidos revelaram que | amostra de arroz,
4 de pseudocereais e 6 de centeio, excediam os LMR estabelecidos pela UE. Quanto as
leguminosas (lentilhas secas, feijao e soja), somente foram encontrados vestigios desta
substancia quimica. A EFSA também analisou amostras de diferentes frutas, verificando-se a
presenca de glifosato num nimero reduzido de amostras. Apenas uma amostra de pera tinha

valores superiores ao legalmente permitido®®. Na Franca e na China nio foram detetados

residuos de glifosato em diversos legumes'*" *'*), J4 na Suica foram encontradas amostras
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positivas, mas nenhuma estava acima dos LMR. Num estudo europeu foram analisadas
amostras de aguas. Cerca de 30% das amostras de aguas superficiais, continham residuos de
glifosato, sendo que a maioria destas, apresentavam valores muito superiores ao LMR. Nas
aguas subterraneas, apenas |% das amostras estavam positivas. Contudo, mais de metade
destas amostras tinha valores que excediam o LMR®'®). Perante estes resultados, pode-se
afirmar que o glifosato esta presente em varias tipologias de alimentos. Neste estudo,
importa relembrar que nao foi medido qualquer teor desta substincia nos alimentos
ingeridos pelos participantes. No entanto, pode-se inferir que a exposigao dietética tera tido

influéncia nos resultados alcancados.
Os resultados analiticos foram obtidos através de GC-MS-MS e estao expressos em pg/L.

Na primeira fase do estudo (inverno), 22 das amostras (59,46%) apresentavam niveis
detetaveis de glifosato, sendo que |5 eram superiores ao LOD (0,95 * 3,01 pg/L) e 7
encontravam-se acima do LOQ (2,72 + 3,01 pg/L). Os valores minimo e maximo obtidos
estavam compreendidos entre 0,12 e 8,74 pg/L, respetivamente. Relativamente ao AMPA foi
detetado em 23 das amostras (62,16%), sendo que 22 eram superiores ao LOD (0,50 + 3,01
pg/L) e apenas | possuia uma concentragao superior ao LOQ (4,83 *= 3,01 pg/L). Foram

encontradas concentragoes minimas e maximas de 0,30 pg/L e 4,83 pg/L.

No verao, foram identificadas 23 amostras (62,16%) que possuiam concentragoes de
glifosato: 19 estavam acima do LOD (0,30 + 1,57 pg/L) e 4 tinham niveis urinarios superiores
ao LOQ (I,14 = 1,57 pg/L). Os valores obtidos estavam compreendidos entre 0,12 e 3,50
pg/L, respetivamente. Quanto ao seu metabolito, 23 das amostras (62,16%) eram superiores
ao LOD (0,30 + 1,57 pg/L), mas nenhuma amostra se encontrava acima do LOQ. A

concentragao maxima obtida foi de 0,30 pg/L.

Face aos resultados obtidos (Tabela 21), nao se verificaram diferencas significativas entre as
duas estacoes do ano. Porém, era expectavel que no inverno se obtivesse um menor
numero de amostras positivas, uma vez que nesta altura do ano, existe uma reduzida

aplicacao de produtos fitofarmacéuticos nas culturas agricolas.
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TABELA 21 - Ocorréncia de glifosato e AMPA em amostras de urina no inverno e no verao.

Inverno Verao
AMPA Glifosato AMPA Glifosato

Média total 0,34 0,58 0,22 0,20
Média positivas > LOQ 4,83 2,72 -— I,14
Desvio-padrao 3,01 1,57

(amostras positivas)

Média positivas > LOD 0,50 0,95 0,30 0,30
Frequéncia (%) 62,16 59,46 62,16 62,16

Varias investigagoes cientificas também demonstraram que algumas das amostras analisadas
estavam contaminadas com glifosato e o seu metabolito.

Na Alemanha, foi realizado um estudo que analisou os niveis de glifosato e AMPA em urina
de 24h de adultos jovens entre 2001 e 2015, recorrendo a GC — MS - MS. Das 399 amostras
de urina analisadas, 127 (31,8%) e 160 (40,1%) continham concentragoes de glifosato e de
AMPA, iguais ou superiores ao LOQ de 0,] pg/L. Os valores maximos de glifosato detetados
foram de 2,80 pg/L (ano de 2013) e |,78 pg/L (ano de 2014). Relativamente ao AMPA, as
concentragoes maximas obtidas foram de 1,88 pg/L e 1,54 pg/L, em 2013. Os niveis de
glifosato urindrio e de AMPA foram mais elevados no género masculino®. Um estudo
realizado em 18 paises europeus (UE e nao UE) avaliou 182 amostras de urina para pesquisa
de glifosato e AMPA, através de GC - MS - MS. O LOQ foi de 0,15 pg/L para ambos. Da
totalidade das amostras analisadas, cerca de 80 tinham concentragoes de glifosato acima do
LOQ, enquanto que 65 amostras continham AMPA com niveis superiores a este limite.
Foram encontrados valores maximos de 1,82; 1,64 e 1,55 pg/L para o glifosato, em amostras
obtidas na Letdnia, no Reino Unido e Malta, respetivamente. Para o AMPA, os valores
maximos de 2,63; 1,26 e 0,89 pg/L foram medidos em amostras da Croacia, Bélgica, e
Malta®'”. Na Tailindia, foram analisadas urina de 38 produtores de arroz, de 31 produtores
de longan (fruto) e de |7 produtores de vegetais expostos a varios pesticidas, através de
HPLC (LOD,j0: 0,5 Hg/L). No caso do glifosato, 10% dos produtores de arroz, tinham
concentragoes urinarias superiores ao LOD (2,01 = 0,81 pg/L), com um valor maximo de
1,89 pg/L. Foi detetado glifosato em 30% dos produtores de longan (2,88 * 1,46 pg/L) e em
23,5% nos produtores de vegetais (3,11 £ |,15 pg/L). Os valores maximos obtidos foram de
2,55 pg/L e 2,92 pg/L, respetivamente. Em 2018, foram analisadas amostras de urina de
portugueses adultos que praticavam uma dieta essencialmente a base de alimentos
“biolégicos”, nos meses de julho e outubro. O método analitico utilizado na |*fase (julho) foi

a GC - MS - MS com um LOD de 0,03 pg/L e um LOQ de 0,] pg/L, tanto para o glifosato

85



como para o AMPA. Na 2° fase do estudo (outubro) recorreu-se a HPLC - MS/MS com um
LOD de 0,02 pg/L para o glifosato e 0,013 pg/L para o AMPA. O LOQ foi de 0,05 pg/L para
ambos. Das 46 amostras analisadas na |* fase (julho), constatou-se que 28% e 50% dos
individuos apresentavam niveis detetaveis de glifosato e AMPA, com valores médios de 0,25
e 0,16 pg/L, respetivamente. Das 33 amostras estudadas na 2° fase (outubro), 73% e 97%
possuiam niveis detetaveis de glifosato e AMPA, com valores médios de 0,13 e 0,10 pg/L,

respetivamente®'®,

A presente investigacao desenvolvida na regiao do Baixo Mondego revelou que os individuos
apresentam uma exposigao frequente e, possivelmente croénica, ao glifosato. De forma geral,
as concentragoes obtidas nas amostras de urina dos participantes foram superiores aos
valores obtidos nos estudos realizados noutros paises. Esta diferenga pode ser explicada pela
diferente tipologia da dieta praticada ou por praticas agricolas distintas entre paises. Todavia,
o glifosato nunca € utilizado sozinho, sendo combinado com adjuvantes que possibilitam a
penetragao e absorgao deste ingrediente ativo nas plantas. Muitas vezes, estes adjuvantes

apresentam uma toxicidade superior face ao proprio glifosato.

Apesar de ser ainda um estudo preliminar, demonstrou-se que este ingrediente ativo

presente na composicao de varios herbicidas é amplamente utilizado no nosso quotidiano.
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20.4. Ingestdo diaria provavel (PDI) e avaliacao de risco

As concentragoes obtidas no presente estudo, quando comparados com a ADI foram

relativamente baixas (Tabela 23).

No pior cenario possivel, verificou-se que a PDI foi mais elevada no género masculino, com
um valor de 0,01728 mg/kg pc/dia, o que corresponde a cerca de 3,46% da ADI estabelecida
pela EFSA. De facto, os homens eram os individuos que aplicavam ou estavam mais

diretamente expostos aos HBG.

No que diz respeito a estagao do ano, constatou-se que foi no inverno que os participantes
do estudo possuiam uma maior PDI (0,0174] mg/kg pc/dia), representando 3,48% do valor
da ADI. Ja no verao, obteve-se uma PDI mais baixa (0,00712 mg/kg pc/dia), correspondendo
a 1,42% da ADI. Estes resultados permitem-nos deduzir que a exposicao em causa sera
devida a ingestao de alimentos contaminados com residuos de glifosato, uma vez que nesta
época do ano, nomeadamente no més de fevereiro, a aplicagio de pesticidas € nula ou

praticamente diminuta.

Na exposicao ocupacional (profissional), verificou-se um valor de PDI (0,01777 mg/kg pc/dia)
superior aos outros tipos de exposi¢ao (nao ocupacional e doméstico), representando 3,55%
do valor da ADI. De facto, individuos que manipulem ou apliquem HBG terao maior
probabilidade de apresentarem residuos de glifosato na urina, ja que estao diretamente em

contacto com o herbicida em questao, nomeadamente na preparagao da calda.

Face aos resultados obtidos, considerou-se que nao houve um risco elevado para a saude
publica, na medida em que as concentracoes obtidas no presente estudo, quando
comparadas com o valor da ADI preconizado pela EFSA, foram relativamente reduzidas.
Contudo, e seguindo o principio da precaugao, caso exista “uma possibilidade de efeitos
nocivos para a saude, mas persistam incertezas a nivel cientifico, podem ser adotadas as
medidas provisérias de gestio dos riscos necessarias para assegurar o elevado nivel de

»@19 E fundamental que sejam efetuados novos estudos nesta area de

protecao da saude...
investigacao, de forma a obter conclusdes mais robustas, através da identificagao das fontes
de contaminagao e das vias de exposi¢ao. Desta forma, devem ser implementadas medidas
capazes de reduzir a exposicao de toda a populagio, sobretudo os individuos vulnerareis
(ex.: criangas, gravidas, agricultores, idosos). S6 assim, havera uma avaliagio mais exaustiva

do risco.

89



(z=u)
980 ¥T¥00°0 6T°T | wNm <0 ¥9700°0 T4l S1860°0 | 6¥000°0 9970 18 (o213spwiop)
|euoidednoo
L (s=u)
§s‘e | 24210 F7A:} ppsz| | L9000 980‘€ VLEEI'0 | £9000°0 62€'0 8'€L (jeuoissyoud) | oedisodx3
[euoednoQ
_ (z=u)
(440 711000 9/+0 0261 66000°0 L1¥°0 €1691°0 [ 98000° 85€°0 q'€9 [euordedndo
-OEN
‘ 3 €, ‘ 3 1 3 3 ‘ ‘ Ah“:V
8y'¢ 17£10°0 1¥L°8 S80I €¥500°0 €ULT S9T¥1°0 [ 1£000°0 89€0 6CSL ouJsAU| oue
. . . S . ; ‘ ‘ ‘ ‘ op og3eisy
W 14000 66¥'E 6950 €000 34N 8.L01°0 ¥5000°0 S9C°0 SLEL (b=u) oraoA
9‘€ 8100 1¥2‘8 _ 105000 €€9°C 8%01°0 7S000°0 9970 986/ (L=v)
£100°1 wawoH
0J42UlD)
[440) 711000 9/+°0 ok_ ‘0 66000°0 L1¥°0 €1691°0 [ 980000 85€°0 q‘€9 (z=u) a9y
(7/38n) euwn (7/3n) euan (7/38n) euun
(e1pyod eu ojesoyl|3 1av (e1p/od eu ojesoyl|3 (e1p/od U 0jesoyl|8 (e el0333e)
1av % | 3y3w) SpLetl|Ketl] o By/3w) Splelpaul 1av % | 343w) spret(UILy ep
< ° e $ eipaw) 3y
1ad oeleajusaduo) 1ad oeleJjusaduod) 1ad oele.ajusaduod) e

olieuad Jold

oIpaW oLIeua)

OlJBU3D JOY|D|

“2l103918D BpEd 9p Olpaw 0sad ou aseq Wod oedisodxs ap eidojodn o oue op oedelss ‘0usauad Sp BlI0SIIED BpEd BJed [9AIssod olieuad Joid 9 olpsw ‘Joypw op ojndfe) - €7 V139V.L

o
o



21. CONCLUSAO

Os HBG tém sido amplamente utlizados em todo o mundo, sendo que o seu ingrediente
ativo ja é considerado ubiquitario no meio ambiente. Embora este grupo de herbicidas seja
usado para eliminar a vegetagao indesejada, tem-se constatado algumas alteragoes nefastas
nos diferentes ecossistemas. Os impactos na salde humana dependem essencialmente da

presenca, duragao e exposigao aos HBG.

Com este estudo, pode-se concluir que a populagao adulta residente em 3 freguesias da
regiao do Baixo Mondego estava exposta a HBG, estando envolvidas diferentes vias de

exposigao (ocupacional, ambiental e dietética).

O glifosato e o seu principal metabolito, AMPA, foram analisados por GC-MS-MS, na urina

de individuos residentes na area em estudo, no inverno e no verao.

Nesta investigagao obtiveram-se concentragoes muitas vezes superiores quando comparadas
com valores encontrados em estudos similares realizados em individuos adultos. Foram
detetados valores maximos de 8,74 pg/L (inverno) e de 3,50 pg/L (verao) para o glifosato.
Para o seu metabolito, obtiveram-se concentragoes maximas de 4,83 pg/L (inverno) e 0,30

pg/L (verao).

De forma a estimar uma possivel exposicao dietética, foram previstos varios cenarios, onde
se calcularam valores de ingestao diaria provavel que foram comparados com a ADI
estabelecida pela EFSA (0,5 pg/L). Face ao exposto, constatou-se que nao existe um risco

elevado para a salude destes individuos, ja que estes valores foram inferiores a percentagem

de ADI.

Tendo em consideragao os efeitos deletérios desta substancia quimica no ser humano e no
ambiente, devera ser adotado o principio da precaugao, adotando medidas restritivas do seu
uso.

Apesar de estar prevista a proibicao da utilizacio de HBG na UE, é imperativa a realizagao
de estudos adicionais para a avaliagdo dos niveis de exposicao ao glifosato e ao seu
metabolito, da populagao em geral, como em individuos vulneraveis (criangas, agricultores,

idosos...) e assim, assegurar uma caracterizagao e avaliagdo do risco mais precisa.

Os principais constrangimentos do presente estudo foram: a pequena dimensao da amostra,

”»

devido ao custo elevado dos reagentes usados na andlise laboratorial e o “desconhecimento
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da(s) data(s) exata da aplicagao dos produtos fitofarmacéuticos e do teor de glifosato
potencialmente presente nos alimentos ingeridos pelos individuos. A atual pandemia por
também dificultou o desenvolvimento deste trabalho, na medida que diminuiu o contacto

entre a equipa de investigagao e os participantes do estudo.
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Anexo | - Termo de consentimento informado.

ANEXOS
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CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPA(;AO NO ESTUDO INTITULADO
“BIOMONITORIZACAO DE AGROQUIMICOS E MICOTOXINAS”

DE ACORDO COM A ORGANIZAGAO MUNDIAL DE SAUDE", A DECLARAGAO DE HELSINQUIA® E ACONVENGAO DE OVIEDO®

Investigador Principal: Professora Doutora Angelina Pena

Organizagdo do I.P.: Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra

NOTA PREVIA: Leia com atengdo a seguinte informacdo. Se achar que algo estd incorreto ou que ndo estd claramente explicado, solicite mais
informagées ao investigador presente. Antes de decidir, poderd falar com qualquer pessoa com a qual se sinta confortdvel. Se concordar com a
proposta que lhe é apresentada, valide o presente documento assinando o Termo de

Consentimento.
PARTE I: PAGINA DAS INFORMAGOES

Introdugdo

O presente estudo é conduzido pelo LAQV-REQUIMTE,
Laboratério de Bromatologia e Farmacognosia, na Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, e pelo Centro de
Investiga¢do Vasco da Gama (CIVG)/ Escola Universitaria Vasco da
Gama (EUVG), no ambito da investigagdo na biomonitorizacdo de
pesticidas, bisfendis, poluentes, micotoxinas e outros
contaminantes nas populagées.

E importante conhecer o grau de exposicio a alguns
contaminantes, de origem natural (como as micotoxinas) ou
artificial (como os agro-quimicos) da populagdo e, se possivel,
relaciona-lo com outros fatores de satde ou doenca.

Objectivo

O objetivo do presente projeto é analisar amostras de urina e de
cabelo de adultos e quantificar a eventual presenca de
contaminantes de origem natural e artificial, que reflitam a
exposi¢do a estes contaminantes por parte dos participantes.

Tipo de intervencdo
Recolha de cabelo e urina e preenchimento de questionario.

Selecgdo de participantes

Os participantes incluidos no estudo devem cumprir os

seguintes critérios: serem sauddveis; com idade superior a 18
anos (inclusive).

Procedimento

A recolha da urina é realizada por micg¢do voluntéria, de modo
auténomo, conforme o procedimento descrito pelo Profissional de
Satide ou membro da Equipa de Investigacdo. Deve ser recolhida a
primeira urina da manh3, ap6s descartar o primeiro jacto. Apos a
recolha, a amostra é refrigerada e entregue pelo participante até
24 horas ap0s a colheita, na Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra ou na Escola Universitdria Vasco da
Gama (EUVG).

Recolha de 3 cm de cabelo.

No dia de recolha da amostra de urina e cabelo é também
preenchido pelo participante o questiondrio composto por 3
partes: |. Dados antropométricos e caracteristicas individuais; II.
Dados sociodemograficos e Ill. Dados relativos a alimentagdo. O
questiondrio demora cerca de 3 minutos a preencher.

Condigdes de Partici
A participacdo no presente estudo é voluntaria e facultativa. A
qualquer momento o participante podera abandonar o estudo,

sem qualquer prejuizo.

Beneficios

N3o existird nenhum beneficio imediato e direto para o
participante, sob a forma de pagamento ou de outras
contrapartidas.

Confidencialidade e partilha dos resultados de investigacdo

A confidencialidade dos participantes é garantida ao abrigo da Lei
58/2019, de 8 de agosto, relativo a protecdo das pessoas
singulares:

- O questionario e a amostra serdo identificadas por um cédigo,
com um numero correspondente, que ndo sera do conhecimento
de ninguém, para além da equipa de investigacdo.

- Sera garantida a confidencialidade e anonimato no tratamento
dos dados, assegurando que nunca sera tornada publica a
identificagdo dos participantes em nenhum momento da
investigacdo ou em nenhuma publicacdo que eventualmente se
venha a produzir.

Os dados e amostras recolhidos servirdo para a elaboragdo deste
trabalho cientifico, sem prejuizo de poderem vir a ser incluidos em
estudos retrospetivos e prospetivos relacionados com o tema. No
final dos estudos, serdo partilhados os resultados com os
participantes (informagdo individual) e a comunidade cientifica
(informagdo coletiva, sem identificacdo dos participantes).

Quem contactar

Em caso de alguma questdo adicional, em qualquer momento do
desenvolvimento do estudo, deverd ser contactada a Prof. Dr.2
Angelina Pena, através do e-mail apena@ci.uc.pt ou telefone 239
488 400

1 http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/

2 Declaragdo de Helsinquia https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/

3 Conveng&o de Oviedo https://dre.pt/web/guest/pesquisa/-/search/235127 /details/maximized
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PARTE II: Termo de consentimento

Fui questionado sobre a possibilidade de participagdo no estudo de biomonitorizagdo de agroquimicos e micotoxinas.
Li a informagdo anterior ou a informagdo anterior foi-me lida. Tive a oportunidade de colocar questées e, se
eventualmente coloquei questées, foram respondidas satisfatoriamente. Consinto voluntariamente em participar neste
estudo.

Nome (legivel) do participante:

Assinatura do participante:

Data: / /20

Se participante iletrado:
(sera assinado por uma testemunha, letrada, selecionada pelo participante e sem relacdo com a equipa de investigacao)

Eu testemunhei a leitura exacta do formulario de consentimento ao participante, o qual teve oportunidade de colocar
questoes. Eu confirmo que o mesmo concedeu o consentimento livremente.

Nome (legivel) da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data: / 20

Declaracao do investigador que obteve consentimento
Eu li de forma exacta a pagina de informagées ao potencial participante, e que todas as questoes colocadas foram
respondidas correctamente. Eu confirmo que o consentimento foi cedido livre e voluntariamente.

Uma cdpia deste Formulario de Consentimento foi entregue ao participante: [JSIM

Nome (legivel) do investigador que obteve consentimento:

A preencher conforme questionario correspondente:

Nome (préprio):

Cddigo interno:

1 http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/
2 Declaragdo de Helsinquia https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
3 Conveng&o de Oviedo https://dre.pt/web/guest/pesquisa/-/search/235127 /details/maximized




Anexo 2 - Questionario “Biomonitorizagao de Agroquimicos e Micotoxinas”.

¥ escolar
- Universitaric
o vasco da gama
HEALTH & SCIENCE SCHOOI

Questionario para participantes no estudo intitulado

“BIOMONITORIZACAO DE AGROQUIMICOS E MICOTOXINAS”

Nome (proprio): Recolha de urina:
Data: / 20
Cédigo interno: Hora: h

DADOS ANTROPOMETRICOS E SAUDE

Sexo: [ Feminino [J Masculino

Idade: anos
Peso: Kg
Altura: cm

Medicagao na tltima semana: [JNao [ Sim: qual:
Exposicao a fumo de tabaco: CONao [J Sim

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

Distancia da residéncia a indistria/ zona industrial mais proxima:

1 <100m 1 500m 1 >1km

Distancia da residéncia a0 campo agricola (cultivado) mais proximo:

0 <100m 1 500m 0 >1km

NIVEL EDUCACIONAL:
[1 Ensino primario [I<l12°ano [J Licenciatura [1Mestrado/ Doutoramento
RESIDENCIA: Localidade: Concelho: Distrito:

(v.24.Fev.2020)

(Adaptado de http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/)
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Distancia da residéncia a autoestrada/via rapida mais proxima:

0 <100m 1 500m 0 >1km

Utilizagao de agroquimicos (quando aplicavel):
[ONgo [ Sim
Se sim, no: [ Jardim 1 Quintal/ horta
Se sim, os seguintes agroquimicos:
[ Pesticidas [ Fungicidas [ Herbicidas

1 Outros, quais:

DADOS ALIMENTACAO

Responder com base na alimentagao nos ultimos sete (7) dias:

ORIGEM dos alimentos consumidos:
0<25% [050% [075% [0100% Caseiro/ Produtores locais
O<25% [050% [075% [J100% Superficies comerciais/ Supermercado

LOCAL:
Casa: nimero/ semana
Restauragdo: numero/ semana
QUESTIONARIO ALIMENTAR:

Este questionario tem como objectivo avaliar uma potencial correlagao entre o consumo de
determinados alimentos e os niveis de agroquimicos e micotoxinas presentes na urina e
cabelo dos participantes.

Procure responder as questdes de uma forma sincera, indicando aquilo que realmente a
crianca comeu e nao o que pensa que seria correcto comer.

O questionario pretende identificar o consumo de alimentos da tultima semana, i.e. dos
ultimos sete dias previamente a recolha de urina e cabelo. Assim para cada alimento, deve
assinalar, preenchendo com um X a respectiva op¢ao, quantas vezes por semana, comeu em
média, cada um dos alimentos referidos nesta lista, ao longo da ultima semana (sete dias).
Nao se esqueca de assinalar na op¢ao respectiva os alimentos que nunca come, ou come
menos de 1 vez por semana.

Nao se esqueca de ter em conta as vezes que o alimento é consumido sozinho e aquelas em
que ¢ adicionado a outros alimentos ou pratos (exemplo: os ovos das omeletas, etc.).

(v.24.Fev.2020)
(Adaptado de http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/)




Nos ultimos sete (7) dias qual foia frequéncia e a quantidade consumida de (assinale com X):

Grupo | Alimento (porgdo média) FREQUENCIA MEDIA
Nunca ou < 1semana | 1 por semana | 2 por semana | 3 por semana | 4 por semana | 5 por semana | 6 por semana | 27 por semana
> LEITE (1 chdvena = 250 ml)
S o | IOGURTE (Um =125§)
ge QUENO (Uma fatia=30g)
3 GELADO (Um ou 2 bolas)
FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (porgdo média) Nuncaou<1 1por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
» | PAO BRANCO OU TOSTAS (1-2 UNIDADES)
< | PAO (OU TOSTAS) INTEGRAL OU OUTROS (1-2
& | UNIDADES)
o | BROA (1fatia=80g)
,2 FLOCOS DE CEREAIS (1 chavena sem leite)
% | 'ARROZ e MASSAS (% prato)
FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (por¢do média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
OVOS (1 UNIDADE)
b AVES (FRANGO E PERU) (2 pegas ou % frango)
o VACA (1 porgdo = 120g)
g % | PORCO (1 porgdo = 120g)
& | OUTRAS CARNES (1 porgdo = 120g)
§ ENCHIDOS E FUMADOS (e.g. FIAMBRE, CHOURIGO, SALPICAO,
o PRESUNTO, SALSICHAS, TOUCINHO, BACON) (2 fatias ou 3 rodelas)
PEIXE ((1 porgdo = 120g)
(v-24.Fev.2020)
FREQUENCIA MEDIA
Glupa Alimento (porgéo média) Nunca ou < 1semana | 1 por semana | 2 por semana | 3 por semana | 4 por semana | 5 por semana | 6 por semana | 27 por semana
. SOPA (1 prato)
g & | LEGUMES/ SALADAS (1 porgéio)
FRUTA (4 pecas)
FREQUENCIA MEDIA
oripo Alinenito (poretio madia Nunca ou <1semana | 1porsemana | 2 por semana | 3 por semana | 4 por semana | 5 por semana | 6 por semana | 27 por semana
w BOLACHAS (3 unidades)
8 v | CHOCOLATE E DERIVADOS
9 (3 quadrados; 1 colher de sobremesa)
Grupo | Porgdo média (porgdo média) FREQUENCIA MEDIA
Nunca ou < 1semana | 1porsemana | 2 por semana | 3 por semana | 4 por semana | 5 por semana | 6 por semana | 27 por semana
v
2 8 | % chavena (descascados)
20
g &
(v.24.Fev.2020)
(Adaptado de _ X
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