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RAMA, Elkiane Macedo. Avaliacdo do risco a saude decorrente da exposicao
ocupacional e dietética ao agrotoxico carbendazim no Brasil. 2013. 142f.
Dissertacao (Mestrado Profissional em Toxicologia Aplicada a Vigilancia Sanitaria) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2013.

RESUMO

O carbendazim é um agrotoxico fungicida do grupo quimico benzimidazol e esta entre
os dez agrotéxicos mais comercializados no Brasil. O modo de agdo desse fungicida
consiste na inibicdo da polimerizagdo dos microtubulos, por interagir com as unidades
de B-tubulina. As tubulinas sdo estruturas muito conservadas nas mais diferentes
espécies de eucariotos e tém um papel fundamental na divisdo celular, sendo
responsaveis pela segregacao cromossdémica, bem como pela organizagao, transporte e
posicionamento de organelas, como o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi.
Pela sua alta conservacdo, €& esperado que os inibidores de polimerizacdo de
microtubulos atuem negativamente nas mais diferentes espécies. Os resultados mais
recentes do Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA)
revelaram que o carbendazim foi o principal agrotéxico com o uso irregular, tanto por
estar presente em culturas ndo autorizadas, como em quantidades de residuos muito
acima daquelas permitidas. Diversas sao as evidéncias de que o carbendazim causa
toxicidade reprodutiva e, recentemente, que poderia atuar como um desregulador
endocrino. O objetivo deste estudo foi avaliar o risco a saude humana decorrente da
exposicao ocupacional agricola e dietética ao carbendazim. Para a identificacdo de
perigo e avaliagdo dose-resposta, foi feita uma revisdo bibliografica da literatura, sem
restricdo temporal, na base de dados PubMed e no relatério do IPCS/OMS, para
avaliacao da exposicao ocupacional foram utilizados o PHED e o SeedTropex e, por fim,
para avaliagdo dietética foram utilizados os valores de limites maximos de residuos
(LMRs) para cada cultura autorizada e os dados de consumo alimentar do IBGE. Os
resultados da avaliagdo ocupacional da exposi¢gdo ao carbendazim mostraram por meio
das margens de exposi¢dao (MOE) calculadas, que a grande maioria dos cenarios de
exposicao apresentaram riscos inaceitaveis. Apenas trés cenarios apresentaram riscos
aceitaveis: a atividade combinada (Misturador/Abastecedor) sendo que a seguranga se
da apenas com a utilizacdo de sistema fechado e equipamento de protegao individual
(EPI) completo, uma realidade pouco usual no Brasil e, quando o trabalhador exerce
apenas uma funcéo, de aplicagcdo com trator com barra de pulverizagdo em cabine
fechada (EPI intermediario ou completo), o que também n&o é realidade comum do
Brasil. O risco decorrente da exposi¢ao ocupacional durante o tratamento de sementes
e pela ingestdo alimentar excederam os valores seguros. Ademais, a avaliagdo da
toxicidade frente aos estudos levantados revelou que o carbendazim foi carcinogénico
para duas linhagens de camundongos, apresentou efeitos toxicos reprodutivos, efeitos
sobre o desenvolvimento embriofetal, desregulagéo enddcrina, neurotoxicidade aguda e
imunotoxicidade. Assim, a presente avaliacdo de risco mostra que esse agrotoxico
apresenta riscos inaceitaveis para as condi¢gdes de uso brasileiras. Ainda, considerando
a Lei n°® 7802/1989 e os efeitos toxicos descritos, a manutengdo do registro deste
fungicida contraria o arcabougo legal brasileiro ora vigente.

Palavras-chave: Carbendazim. Toxicidade reprodutiva. Desregulacdo enddcrina.
Avaliagdo do risco. Exposi¢ao ocupacional. Exposicéo dietética.



RAMA, Elkiane Macedo. Human Health Risk Assessment of Carbendazim due to
Occupational and Dietary Exposures in Brazil. 2013. 142f. Dissertagao (Mestrado
Profissional em Toxicologia Aplicada a Vigilancia Sanitaria) - Universidade Estadual
de Londrina, Londrina. 2013.

ABSTRACT

Carbendazim is a fungicide from the chemical group of benzimidazole and is one of
the top ten largest selling pesticides in Brazil. Its mode of action consists in binding to
the B-tubuline molecules, disrupting the normal formation of microtubules. The tubulin
structures are highly conserved in different eukaryotic species and play an essential
role in cell division, being responsible for chromosome segregation, during mitosis
and meiosis, and the organization, transport and placement of organelles, such as
endoplasmic reticulum and Golgi complex. Since the high conservation of these
structures, it is expected that the microtubule polymerization inhibitors may act
negatively in different species. The latest results of PARA (Brazilian Pesticide
Monitoring Program) revealed that carbendazim was the most irregularly used
pesticide, being detected not only in unauthorized crops but also well above the
allowed residues quantities. There are many evidences that carbendazim causes
reproductive toxicity and recently, that it could act as an endocrine disrupter. The aim
of this study was to evaluate the human health risk resulting from occupational and
dietary exposures to carbendazim. For the hazard identification and dose-response
evaluation, a literature review was conducted, without time restriction, in the PubMed
database and the report of IPCS/WHO; for occupational exposure assessment PHED
and SeedTropex were used and finally, to evaluate dietary exposure the values were
taken from MRLs (Maximum Residue Levels) for each authorized crop and food
consumption data from the IBGE (The Brazilian Institute of Geography and
Statistics). The results of occupational exposure show that most of the exposure
scenarios exhibited unacceptable risks. Only three scenarios resulted in acceptable
risk: the combined activity (Mixing/Loading) using all the recommended PPE
(Personal Protection Equipment) and closed system, a very unusual scenario in
Brazil, and when the worker has only the activity of application with ground boom
tractor and closed cabin (intermediate or complete PPE), which is also very
uncommon in Brazil. The risk resulting from occupational exposure during treatment
of seeds and food intake are unacceptable. Moreover, the evaluation of the hazard
revealed that carbendazim was carcinogenic to two strains of mice, induced
reproductive and developmental toxicity, endocrine disruption, acute neurotoxicity as
well as immunotoxicity. The present risk assessment shows that this pesticide
presents unacceptable risks to the Brazilian conditions of use. Moreover, taking into
account the Federal Law of pesticides n° 7802/1989, the maintenance of its
registration contradicts the Brazilian legal framework.

Key words: Carbendazim. Reproductive toxicity. Endocrine disruption. Risk
assessment. Occupational exposure. Dietary exposure.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Durante décadas, a American Conference of Governamental
Industrial Hygienists (ACGIH) e a Food and Drug Administration (FDA) tém
estabelecido valores limites para a exposi¢cdo ocupacional a agentes quimicos e
ingestdo diaria de residuos de agrotoxicos e aditivos quimicos alimentares. Em
1947, foi publicado o Federal Inseticide, Fungicide and Rodenticide Act (FIFRA) por
meio do qual se tornou obrigatdrio o registro, junto ao Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos, de produtos contendo agrotoxicos anteriormente a sua
comercializacdo para uso doméstico (ROSS et al., 2001). Em 1958, o Congresso
Americano apresentou a FDA a emenda Delaney (elaborada pelo congressista
James Delaney, de Nova York), segundo a qual se proibia a adicdo de aditivos
guimicos em alimentos quando esses causassem cancer em animais ou humanos.
De forma pragmatica, essa nova politica possibilitou que fontes alimentares que
possuissem niveis ndo detectaveis desses aditivos fossem consideradas “seguras”.
Como os avangos da quimica analitica revelaram que os niveis “ndo detectaveis”
nao eram equivalentes a “ausentes”, as agéncias regulatérias foram forcadas a
estabelecerem “niveis de tolerdncia” bem como “niveis que produzissem riscos
aceitaveis”. As metodologias para analise de risco foram desenvolvidas sob este
contexto, na década de 70 (ALBERT, 1994). Neste mesmo ano foi criada a United
States Environmental Protection Agency (EPA). Em 1972, o Congresso Americano
publicou uma emenda ao FIFRA que estabeleceu que os produtores de agrotoxicos
deveriam demonstrar que o uso do produto ndo causaria efeitos adversos a saude
humana nem ao ambiente (ROSS et al., 2001).

Juntamente com as agéncias regulatérias federais, o Escritorio de
Ciéncias e Tecnologia da Casa Branca desenvolveu um arcabouco para apoiar as
decisfes regulatorias (CALKINS et al.,1980). O Conselho de Pesquisa Nacional dos
Estados Unidos detalhou quatro passos para a avaliagdo do risco: identificacdo do
perigo, avaliacdo dose-resposta, anélise da exposicao e caracterizacao do risco, no
documento Risk Assessment in the Federal Government: Managing the Process,
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conhecido como “livro vermelho”. Inicialmente, tal arcabouco objetivou avaliar o risco
de desenvolvimento de cancer mas, posteriormente, outros endpoints tém sido
avaliados por meio da mesma metodologia (NRC, 1983).

No Brasil, a legislacdo vigente que define o termo agrotoxico foi
publicada em 1989. Os agrotoxicos e afins foram definidos como sendo produtos e
agentes obtidos por processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de
outros ecossistemas, e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais.
Apresentam como finalidade alterar a composicdo da flora ou da fauna a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos. Além disso,
também podem ser substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989).

Os agrotéxicos podem ser divididos, de acordo com sua finalidade
agrondmica (classe de uso), em: herbicidas, inseticidas, fungicidas, acaricidas,
bactericidas, nematicidas, reguladores de crescimento, espalhantes adesivos, dentre
outros. Por sua vez, para cada classe de uso, 0os agrotoxicos sao subdivididos de
acordo com o grupo quimico a que eles pertencam (BRASIL, 2002).

Assim como nos EUA, no Brasil os agrotéxicos sé sao autorizados
guando seu uso nao cause riscos inaceitaveis a saude humana. Cabe aos 6rgaos
federais estabelecerem diretrizes e exigéncias para minimizar os riscos decorrentes
do uso de agrotoxicos e ainda, especificamente ao Ministério da Saude, realizar a
avaliacao toxicologica e determinar niveis seguros de exposicdo a saude humana.
Além disso, no Brasil, a legislagédo veta o registro de agrotoxicos com caracteristicas
teratogénicas, carcinogénicas, mutagénicas, que provoguem distarbios hormonais
ou danos ao aparelho reprodutor, independentemente dos niveis de exposicao
(BRASIL, 1989, 1992, 2002).

A autorizagdo de uso de um agrotoxico pela Anvisa para uma
determinada cultura depende basicamente de dois fatores: 1) a empresa detentora
de registro do agrotoxico em questdo ter interesse em desenvolver os estudos de
residuos necessarios para a autorizacdo daquela cultura e, 2) a partir desses
estudos, seja verificado que o residuo presente no alimento ndo gera riscos

inaceitaveis a salde humana.
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O agrotoxico carbendazim pertence ao grupo quimico benzimidazol
e é um fungicida sistémico autorizado no Brasil para as culturas de algodéo, arroz,
citros, feijdo, maca, milho, soja e trigo. Sua estrutura quimica esta apresentada na
Figura 1 (ANVISA, 2012).

H
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N

Figura 1: Estrutura quimica do carbendazim

A primeira monografia publicada pela entdo Secretaria Nacional de
Vigilancia Sanitaria (SNVS) do Ministério da Saude autorizando o uso do
carbendazim no Brasil data de 1985 (BRASIL, 1985).

Segundo o relatério de comercializacdo de produtos agrotoxicos
publicado pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), o carbendazim foi o 10° ingrediente ativo de agrotoxico mais
comercializado no Brasil no ano de 2009 (IBAMA, 2010).

O carbendazim, bem como outros agrotoxicos do grupo
benzimidazol, sédo inibidores especificos da polimerizacdo dos microtibulos e agem
ligando-se a subunidade heterodimérica da molécula de tubulina. Esse mecanimo de
acdo foi comprovado pela administracdo de um estabilizador de microttubulos (D-0),
que reverteu os efeitos sobre a polimerizacdo dos microtubulos causados pelo
carbendazim. E por esse mecanismo que o carbendazim age inibindo a divisdo
celular nos fungos (acdo fungicida), bem como em diversos outros organismos
eucariotos (DAVIDSE, 1986; HOWARD; AIST, 1980). Em Saccharomyces cerevisiae
também foi demonstrado que o carbendazim inibe a polimerizagcdo de microtubulos,
levando a auséncia desses componentes no citoplasma, bem como nas fibras do
fuso mitético (QUINLAN et al., 1980)

Posteriormente, esse mecanismo de acdo do carbendazim foi
melhor detalhado. A inibicdo da polimerizagdo dos microtubulos foi atribuida a
interacdo do carbendazim a B-tubulina, no residuo de tirosina 167, o Tyr-167, em
Saccharomyces cerevisiae (LI; KATIYAR; EDLIND, 1996). Ainda, um outro estudo

feito em ratos detalhou que o carbendazim inibe a ligacdo da guanosina trifosfato
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(GTP) a B-tubulina, sugerindo que o carbendazim interfira nos eventos iniciais da
polimerizacao dos microtubulos (WINDER; STRANDGAARD; MILLER, 2001).

Os microtubulos exercem papéis crucias para as células. Sao
cilindros protéicos, formados por heterodimeros, que consistem de subunidades de
tubulinas denominadas de a-tubulina e B-tubulina, que se interagem por ligacdes
nao-covalentes. Cada mondmero a e B possui um unico sitio de ligagcdo a uma
molécula de GTP. No monémero de a-tubulina a ligagdo com GTP nunca é
hidrolisada ou alterada, enquanto que no monémero de B-tubulina, o nucleotideo
pode estar tanto na forma de GTP como de GDP (guanosina difosfato), e essa
hidrélise do GTP a GDP ¢é essencial na dinamica de polimerizacdo e
despolimerizacdo dos microtubulos (ALBERTS et al., 2002).

Os microtdbulos tém um papel fundamental para divisdo celular,
sendo responsaveis pela segregacdo cromossémica, tanto nos eventos de mitose,
como de meiose. Além disso, sdo responsaveis pela organizacdo, transporte e
posicionamento de organelas, como o reticulo endoplasmatico e o complexo de
Golgi (ALBERTS et al., 2002).

As tubulinas s&o estruturas bastante conservadas durante a
evolucdo dos eucariotos. Estdo presentes em todos os eucariotos e 75% da
sequéncia de aminoacidos de fungos e humanos € idéntica. A maior parte da
variacdo da sequéncia esta na por¢cao C-terminal, o que afeta predominantemente a

hY

associacdo dos microtubulos a proteinas acessérias e ndo a polimerizacdo dos
microtubulos (ALBERTS, et al., 2002). Assim, é esperado que substancias que
interfiram na polimerizacdo do microtubulos tenham esse efeito nos mais diferentes
organismos eucariéticos, devido a alta conservacdo dessas estruturas nas diferentes
espécies.

Ha trabalhos que mostram que o carbendazim é um inibidor da
polimerizacdo de microtubulos parecido com a colchicina (colchicina-like) e que esse
mecanismo molecular € responsavel por efeitos reprodutivos durante a
espermatogénese de ratos (MARKELEWICZ; HALL; BOEKELHEIDE, 2004).

Ainda, ha trabalhos mais recentes que indicam efeitos reprodutivos
adversos a saude, bem como um potencial efeito endocrino do carbendazim. Ele
induz a enzima aromatase, uma enzima microssomal responsavel pela aromatizagédo

de andrégenos a estrégenos (MORINAGA et al., 2004). No caso desses tipos de
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efeitos, se confirmados, tal ingrediente ativo seria impedido de registro de acordo
com o Art. 3° paragrafo 6° inciso “d” da Lei n° 7.802/1989 (BRASIL, 1989).
Considerando os efeitos reprodutivos e enddcrinos, ha ainda demanda do Ministério
Publico Federal para incluir o carbendazim na proxima reavaliacdo toxicolégica da
Anvisa, com o intuito de revisdo dos estudos toxicolégicos e banimento da molécula
no pais caso o risco a saude seja inaceitavel.

Em 2002, ja houve uma reavaliacdo toxicolégica do carbendazim,
feita pela Anvisa. Nessa ocasido, esse agrotoxico nao foi objeto de proibicdo, mas
sim de medidas de restricdo de uso, como por exemplo, a proibicdo da aplicacéo por
equipamento manual ou costal, restricdo de culturas autorizadas e de doses de
aplicacao (ANVISA, 2002).

Além disso, o relatério mais recente do Programa de Monitoramento
de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA) da Anvisa aponta o carbendazim
como o principal agrotéxico com o uso irregular, tanto por estar presente em culturas
nao autorizadas, como em quantidades de residuos muito acima daquelas
permitidas (Figura 2). Foram 176 amostras insatisfatorias, sendo destas 90 amostras
de pimentdo (cultura ndo autorizada) e as demais das culturas de abacaxi, alface,
beterraba, couve, maméo, morango e repolho (ANVISA, 2011). Além dos residuos
nesses alimentos serem irregulares, esse resultado também indica que as medidas
adotadas pela Anvisa, durante a reavaliacdo toxicoldgica de 2002, ndo estdo sendo
cumpridas, pois muitas dessas culturas tém como principal tipo de aplicacdo a costal

ou manual.
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Figura 2 — Principais ingredientes ativos com uso irregular detectados em amostras
insatisfatorias
Fonte: PARA, 2010

Nesse contexto, considerando a importancia de seu uso como
fungicida, o amplo uso irregular em culturas ndo autorizadas ou em quantidades
acima das permitidas, e as suspeitas de riscos adversos a saude, nessa dissertacéo
foi conduzida uma avaliacédo do risco a saude humana do carbendazim, decorrente
da exposicdo ocupacional agricola e dietética nos cenarios brasileiros,

principalmente no que se refere ao efeitos reprodutivos e a desregulacdo endocrina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA DA AVALIACAO DO RISCO

A avaliagdo do risco € um dos trés componentes da andlise do risco,
sendo 0s outros dois o0 gerenciamento do risco e a comunicacdo do risco. A
avaliacdo do risco é o componente cientifico da analise; o gerenciamento do risco,
diferentemente da avaliagdo, tem um componente s6cio-econdmico, responsavel por
verificar as alternativas para a tomada de decisdo baseadas na avaliacao do risco; ja
a comunicacao do risco consiste na troca de informacdes e opinides sobre o risco,
suas percepcbes entre os avaliadores, consumidores e todas as partes
interessadas, incluindo a explicagcdo dos resultados da avaliacdo do risco e das
consideracOes feitas para o gerenciamento do risco e a tomada de decisao (WHO,
2009).

A avaliacdo do risco € uma caracterizacdo cientifica sistematizada
de potenciais efeitos adversos a saude resultantes da exposicdo humana a agentes
ou situacdes perigosas (NRC, 1983). Risco é definido como probabilidade de
ocorréncia de um evento adverso. O termo perigo, por sua vez, refere-se as
propriedades toxicas intrinsecas do agente. A avaliacao do risco requer informacdes
qualitativas acerca do peso das evidéncias levantadas e sua natureza, avaliagao
qguantitativa da exposicédo, fatores de susceptibilidade do exposto e magnitude
potencial do risco, bem como descricdo das incertezas nas estimativas e conclusdes
(NRC, 1993).

O principal desafio para a avaliacdo do risco é trabalhar segundo
sua multidisciplinaridade, indispensavel para demonstrar a plausabilidade biologica e
a significancia clinica das conclusdes provenientes de estudos epidemiolégicos,
estudos de longa e curta duracdo em animais, estudos in vitro ou estudos acerca da
relacdo estrutura-atividade (FAUSTMANN; OMMEN, 2001). Biomarcadores de
exposicado, de efeito ou de susceptibilidade individual podem correlacionar a
presenca de um agente quimico em um ambiente com a resposta do sujeito exposto.
Estudos mecanisticos acerca da acdo de agentes quimicos podem ajudar a
entender a ocorréncia de um determinado efeito (endpoint) durante um bioensaio.

Por meio de um melhor entendimento dos mecanismos de toxicidade dos agentes
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quimicos bem como da susceptibilidade individual, consegue-se ampliar a protecao
aos subgrupos mais susceptiveis (FAUSTMANN; OMMEN, 2001).

No que diz respeito a avaliacdo qualitativa do risco, deve-se levar em
consideracdo a concordancia (entre diferentes estudos toxicoldgicos) e consisténcia
(entre espécies e 0rgaos alvos) dos dados encontrados, bem como a adequabilidade
do experimento para a deteccdo do efeito (endpoint) de interesse (FAUSTMANN;
OMMEN, 2001).

Conforme proposto pelo Conselho de Pesquisa Nacional dos
Estados Unidos, em 1983, a avaliagdo quantitativa do risco tem quatro elementos: a
identificacdo do perigo, a avaliacdo dose-resposta, a avaliacdo da exposicéo e a

caracterizacao do risco (NRC, 1983).

2.1  IDENTIFICACAO DO PERIGO

O primeiro passo na avaliacdo do risco é a identificacdo do potencial
efeito danoso a salde humana em decorréncia da exposicdo a um agente quimico
(EPA, 2007).

Para a identificacdo do perigo, deve-se proceder a uma revisao de
todos os dados de toxicidade disponiveis. As evidéncias devem ser avaliadas com o
uso de critérios de causalidade da associacdo, ou procedimentos similares que
permitam avaliar o peso das mesmas. Tais dados sdo provenientes de estudos de
relacdo estrutura-atividade, estudos in vitro, estudos com animais ou
epidemioldgicos. Se 0 agente sob estudo ndo apresentar perigo, entdo ndo se deve
proceder a avaliacao de risco (SAMET, 2004).

Dois principios fundamentais permeiam todos os testes de toxicidade
animal. Primeiro, o efeito induzido por um determinado toxicante em animais de
laboratorios, quando apropriadamente qualificado, também deve ocorrer em seres
humanos. Com relacé@o a dose por superficie de area corporea, os efeitos toxicos em
humanos séo, frequentemente, de mesma magnitude que aqueles apresentados por
animais experimentais. Entretanto, quando se utiliza dose por peso corpéreo,
assume-se que 0s seres humanos sdo mais vulneraveis que 0s animais
experimentais, e convencionalmente, adota-se um fator de vulnerabilidade de

aproximadamente 10. O segundo principio € que exposi¢cdo de animais em estudos
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experimentais a altas doses do toxicante € um método necessario e valido para
identificagdo do perigo para humanos. Esse principio € baseado no conceito de
dose-resposta quantal, pelo qual a incidéncia de um efeito em uma populacédo é
maior quando a dose ou exposi¢cdo ao toxicante aumenta. Consideracdes praticas
no desenho experimental dos estudos toxicolégicos requerem o uso de uma amostra
pequena de animais quando comparado ao tamanho da populagdo humana sob
risco. Assim, para a obtencdo de resultados estatisticamente validos faz-se
necessario o uso de doses relativamente altas para que o evento esperado seja
detecado. Entretanto, o uso de altas doses gera problemas de interpretagao,
principalmente quando a resposta obtida ndo ocorre em exposi¢cdo a baixas doses.
Assim, € de extrema importancia considerar 0s mecanismos moleculares,
bioquimicos e celulares responsaveis pela resposta toxicolégica quando da
extrapolacdo para baixas doses e interespécies (EATON; KLAASSEN, 2001).

E importante frisar que os testes de toxicidade ndo sdo desenhados
para demonstrar que um agente quimico € seguro, mas para caracterizar seus
efeitos tdxicos. Nado ha um conjunto pré-estabelecido de testes toxicoldgicos para se
testar cada nova molécula a ser introduzida no mercado. Dependendo do seu uso,
dos efeitos toxicos produzidos por estruturas analogas assim como dos efeitos
toxicos especificos do toxicante sob estudo, um conjunto de testes toxicol6gicos
pode ser selecionado (EATON; KLAASSEN, 2001).

Entretanto, a FDA, EPA e a Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD) desenvolveram padrdes de boas préaticas laboratoriais
(BPL). Tais guias devem ser seguidos quando testes de toxicidade sdo conduzidos
para embasar o registro de um novo produto (AULETTA, 1995; HAYES, 2001).

Os principais estudos para a identificacdo do perigo serdo discutidos

a sequir.

a. Estudos de relagéo estrutura-atividade (REA)

A estrutura do agente quimico, sua solubilidade, estabilidade,
sensibilidade a mudancas de pH, eletrofilicidade, volatilidade e reatividade quimica
sao informacdes importantes antes mesmo da conducado de testes toxicologicos e

podem fornecer alertas para o delineamento apropriado dos estudos para a
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identificacdo do perigo. Os estudos de REA podem determinar a necessidade de
conducédo de algum estudo especial relacionado aquela preocupacao toxicoldgica de
interesse (WHO, 2009).

Historicamente, certas estruturas moleculares chave fornecem ao
regulador indicios sobre qual o tipo de perigo potencial. Por exemplo, oito de
quatorze carcinbgenos ocupacionais possuem em sua estrutura um grupamento
amina aromatica. Algumas estruturas quimicas como N-nitroso ou aminas
aromaticas, estruturas amino azo e nucleos fenantrenos apresentam potencial efeito
carcinogénico. A limitacdo dos bancos de dados restringe a andlise de REA a
apenas algumas classes quimicas (FAUSTMANN; OMMEN, 2001).

b. Estudos de Toxicocinética

O termo toxicocinética descreve o movimento da substancia no
corpo e relaciona a absorcao a partir do sitio de administracéo, sua distribuicdo pela
circulacdo geral para e dos tecidos e, sua eliminacdo, que ocorre tanto pela
biotransformacao como pela excrecéo da substancia inalterada (WHO, 2009).

Os estudos de toxicocinética ou ADME (absor¢do, distribuicao,
metabolizacdo ou biotransformacdo e excrecdo) fazem parte da identificagdo do
perigo e sdo fundamentais para o desenho de estudos de toxicodindmica
apropriados, bem como para a interpretacdo dos resultados em relacdo ao
mecanismo ou modo de acdo da substancia. Historicamente, esses estudos sao
feitos com a substancia radiomarcada e usam técnicas nao-especificas de
mensuracdo da radioatividade total, combinada a métodos de separagdo, como
cromatografia, para identificar os constituintes radiomarcados nas diferentes
amostras biolégicas. Além disso, fornecem uma descricdo matematica de
concentracéo plasmatica ao longo do tempo, a partir da exposi¢cado (WHO, 2009).

A absorcao é o processo pelo qual a substancia é transferida do sitio
de administracdo para a circulagdo. As principais vias pelas quais os humanos estao
expostos as substancias quimicas séo os alimentos ou agua de beber, a inalacdo e
através da pele, sendo que essas duas Ultimas sdo as de maior relevancia para
exposicdo ocupacional aos agrotoxicos (WHO, 2009). Para absorcdo oral de um

xenobidtico sdo necessarias duas etapas: atravessar a membrana do epitélio
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gastrintestinal, geralmente por via transcelular ou paracelular, acessando a
circulacdo sistémica e passar pelo sistema porta hepatico intacto, alcancando a
circulacao sistémica. Caso haja a biotransformacéo antes de alcancar a circulacéo
sistémica, diz-se que houve eliminacdo pré-sisttmica ou efeito de primeira
passagem. Ainda, a absorcdo depende da permeabilidade da substéncia pelas
membranas, da sua solubilidade, da area de superficie, da circulacdo local, do pH do
local da absorcéo, do pka e concentracdo do xenobidtico e das suas propriedades
fisico-quimicas, como por exemplo, o tamanho das particulas (STORPIRTIS, 2011).

A distribuicdo é o processo pelo qual a substancia ou seus
metabdlitos presentes na circulacdo sdo transferidos para os diversos tecidos e
orgaos e, vice-versa, dos tecidos e oOrgaos para a circulacdo (WHO, 2009). A
distribuicdo depende dos fluxos sanguineo e linfatico nos diferentes érgéos, da
ligacdo a proteinas palsmaticas, das diferengcas de pH nos varios tecidos e da
lipossolubilidade, e, o equilibrio da distribuicdo é atingido mais rapidamente em
tecidos de alta perfusdo (coracdo, figado e pulmdes, por exemplo) e lentamente
naqueles pouco irrigados (OGA, 2003).

A biotranformacdo ou metabolizacdo é o processo pelo qual a
substancia é alterada estruturalmente, originando moléculas que serdo eliminadas
do corpo (WHO, 2009). Essas reacdes enzimaticas sao didaticamente divididas em
duas fases: a) Fase |, que corresponde a reacdes ndo sintéticas cataliticas por
enzimas microssomais que envolvem oxidacdo, reducdo e hidrélise e, b) Fase II,
com reacdes sintéticas intermediadas por enzimas citossélicas envolvendo
conjugacao ou sintese (STORPIRTIS, 2011). Ambas as fases | e Il geralmente
geram produtos de menor toxicidade e mais faceis de eliminar, no entanto, podem
gerar espécies quimicas mais reativas, de toxicidade maior que a molécula original,
chamados de metabolitos ativos (WHO, 2009).

A excrecado descreve 0s processos envolvidos na eliminacdo da

substéancia, pela urina, fezes ou ar exalado, por exemplo (WHO, 2009).

C. Estudos de genotoxicidade

Uma ampla variedade de testes, entre 0s quais estdo 0s ensaios

diretos ou indiretos de mutagenicidade, tanto in vitro quanto in vivo, tém sido
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desenvolvidos e utilizados na identificacdo de potenciais carcindgenos. Entretanto,
virtualmente todos esses métodos sdo de uso limitado no estabelecimento de
estimativas diretas do risco que determinados toxicantes apresentam a populacao,
haja vista que as células neoplasicas apresentam ubiquas variedades de mutacdes.
Em funcdo da maioria dos agentes carcinogénicos serem biotransformados em
mutdgenos, estabelece-se a importancia das mutac6es no desenvolvimento de
processos neoplasicos. Por isso, ensaios, in vitro e in vivo, para a deteccdo de
mutagenicidade foram desenvolvidos para a identificacdo de potenciais agentes
carcinogénicos capazes de induzir mutacdes no DNA das células (PITOT; DRAGAN,
2001).

c.1 Teste de Ames

Trata-se de ensaio de mutagenicidade, desenvolvido por Bruce
Ames e colaboradores (1975) em que células bacterianas, originalmente cepas de
Salmonella typhimurium, deficientes no processo de reparo de DNA e desprovidas
da habilidade de crescimento na auséncia do aminoacido histidina sdo tratadas com
diferentes doses do composto sob teste em um meio de cultura desprovido de
histidina. Somente ocorrerd crescimento bacteriano no caso de ocorréncia de
mutacdo capaz de reverter a dependéncia total da célula por histidina (fenétipo
histidina positivo) (AMES et al., 1975).

Considerando que as bactérias diferem dos mamiferos na
capacidade de biotransformacdo de toxicantes, adiciona-se um sistema de
biotransformacdo de toxicantes no meio de cultura. Frequentemente utiliza-se o
sobrenadante 9000 G (S9), resultante da centrifugacdo de homogenatos de figado
de rato tratados com indutores de citocromo P-450, como Aroclor 1254 em
combinagdo com sistemas regeneradores de NADPH (AMES et al., 1975).

Diferentes linhagens de Salmonella foram geradas para permitir a
deteccdo de mutagdes pontuais (TA100, TA1535) e mutagdes capazes de alterar o
cédon e consequentemente a transcricdo da fita de RNA mensageiro (TA98,
TA1537, TA1538). Normalmente, cinco doses do composto teste sao utilizadas,
juntamente com um controle negativo (solvente) e um controle positivo (dependentes
de ativagéo e independentes de ativacdo) (PITOT; DRAGAN, 2001).
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Certos tipos de carcindgenos ndo sédo detectados por esses ensaios
de mutagenicidade bacteriana, incluindo carcinbgenos hormonais, metais, agentes
com multiplos mecanismos de acdo O0rgao especifico e agentes ndo-genotdxicos
(PITOT; DRAGAN, 2001).

c.2 Teste de mutagenicidade em células de mamiferos

Diversos ensaios de mutagenicidade in vitro utilizando células de
mamiferos foram desenvolvidos, incluindo ensaio com linfoma de camundongo
L5178Y (MOLY) e o ensaio com células do ovéario de hamster chinés (CHO) (PITOT;
DRAGAN, 2001).

Tais ensaios de mutagenicidade utilizam como alvos o0os genes
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT) ou timidina quinase (TQ). O
ensaio € similar ao teste de Ames, segundo o qual a expressdo de fendtipo
especifico € comparada entre células tratadas e néo tratadas com o composto teste.
Frequentemente utiliza-se fontes exdgenas de biotransformacao, como uma camada
celular epitelial irradiada (PITOT; DRAGAN, 2001).

Tais ensaios utilizam a deteccdo de dano no material genético capaz
de resultar em perda de fendtipo, por exemplo, crescimento na presenca do
toxicante (PITOT; DRAGAN, 2001).

Em células CHO, o locus HPGRT é utilizado como gene alvo para
andlise. Essa enzima é importante no armazenamento da purina e permite a
incorporacao de analogos toxicos da purina, como 6-tioguanina e 8-azaguanina no
DNA, resultando na inibicdo do crescimento e morte celular. Alternativamente, uma
mutacdo nesse gene resulta em fendtipo de ndo armazenamento, permitindo a
formacéo da colbnia na presenca de analogos toxicos da purina (PITOT; DRAGAN,
2001).

Ensaios baseados na mutacdo do gene TQ produzem fendtipos de
perda similares ao descrito acima, possibilitando a formag&o da colénia na presenca
de agentes capazes de danificar o DNA e de analogos toxicos da pirimidina (PITOT;
DRAGAN, 2001).

Dado que esses testes de curta duracado baseiam-se na premissa de

gue carcindgenos danificam o DNA sua concordancia com os testes crénicos em
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animais estédo, apenas, entre 30% a 80%. Entretanto, os resultados desses testes
sao concordantes entre si (PITOT; DRAGAN, 2001).

c.3 AlteracOes cromossdmicas — ensaio de micronucleos e troca de cromatides irmas

Alteracdes cromossémicas sdo extremamente comuns e até mesmo
ubiquas em neoplasmas malignos. A inducdo de anormalidades cromossémicas por
toxicantes em um ensaio relativamente curto, in vitro ou in vivo, é considerada como
um excelente teste para avaliar o potencial carcinogénico (PITOT; DRAGAN, 2001).

O ensaio de curta duracdo mais utilizado para avaliacdo de
clastogénese € o ensaio de micronucleos. Tal teste mensura a inducdo de
clastogénese na medula 6ssea de roedores por meio da avaliacdo dos micronucleos
contidos nos fragmentos de cromossomos da preparacao celular da medula 6ssea
(HEDDLE et al., 1983). Toxicantes que requerem ativacdo metabdlica,
especialmente no figado, induzem uma menor quantidade de alteracdes
cromossObmicas nas células de medula 6ssea quando comparado as células
somaticas (ITO et al., 1994).

Outro teste de curta duragcdo para avaliacdo da estrutura
cromossdmica é a técnica de troca de cromatides irmds. Durante a metafase, as
cromatides irmas (cada qual sendo uma coOpia completa do cromossomo), estao
ligadas por mecanismos envolvendo proteinas especificas (NASMYTH, 1999). A
troca de cromatides irmas reflete o intercambio entre moléculas de DNA dentro de
cromatides diferentes de um loci homélogo de um cromossomo replicante (LATT,
1981). A deteccdo da troca de cromatides irmas requer metodologias para a
marcacdo diferencial de cada cromatide irma. A técnica mais utlizada é a
incorporacdo, em um ciclo de replicacéo, de derivados halogenados da pirimidina,
como a bromodeoxiuridina (BrdU). Tal procedimento é utilizado tanto in vivo quanto
in vitro (DUFRAIN et al., 1984).

d. Estudos toxicol6gicos com animais

Dados provenientes de estudos em animais sdo elementos chave

para o processo de identificacdo do perigo. A premissa basica para a avaliagdo de
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risco de agentes quimicos € que se eles séo capazes de causar efeitos toxicos em
animais poderdo causar efeitos toxicos em humanos (FAUSTMMAN; OMMEN 2001).

Em geral, os estudos mais apropriados sédo aqueles conduzidos por
vias de exposicdo de maior relevancia para predizer a exposicdo humana. Tais
estudos devem incluir no minimo duas espécies de ambos 0s sexos, com numero
adequado de animais por grupo. Escolhas importantes envolvem a selecdo da
linhagem de ratos ou camundongos utilizados, o niumero e o nivel das doses
utilizadas (tipicamente 90%, 50%, 25% e 10% da dose maxima tolerada) bem como
a necessidade de estudo histopatolégico (FAUSTMMAN; OMMEN, 2001).

Entretanto, alguns problemas sérios podem ocorrer em estudos com
animais, tidos como padrdo ouro para predicdo de risco toxicolégico em humanos.
Primeiramente, a toxicidade pode ocorrer apenas quando do emprego da maior dose
testada, a qual usualmente encontra-se préxima a dose causadora de toxicidade
sisttmica (AMES; GOLD, 1990). Ademais, mesmo quando ndo € observada
toxicidade sistémica quando do emprego da maior dose testada, esta podera
desencadear acOes diferentes daquelas produzidas pela exposicédo a baixas doses.
Outras considerac¢des quantitativas importantes na determinagéo da relevancia para
humanos de dados produzidos por estudos com animais sédo: doses do agente
quimico tdo elevadas que excedem a solubilidade do mesmo no trato urinério, com
consequente ocorréncia de preciptacdo de cristais na bexiga e desenvolvimento de
hiperplasia por irritacdo local dos cristais (exemplos: sacarina e acido nitroacético);
doses elevadas de material particulado por via inalatéria, resultando em
desenvolvimento de tumores pela agéo irritante local (NTP, 2000).

Ratos e camundongos apresentam concordancia de resultados
positivos em apenas 70% dos estudos com animais. Desta forma, espera-se que a
concordancia de resultados roedores/humanos seja menor (LAVE et al., 1988).

Em estudos de carcinogenicidade, Haseman e Lockhart (1993)
concluiram que a maioria dos sitios alvos apresentaram uma forte correlacdo (65%)
entre machos e fémeas, especialmente para tumores de estdbmago, figado e tiredide.
Entretanto, mesmo quando concordancias de resultados séo obtidas, ainda se pode
observar diferencas na dose desencadeadora da resposta, por exemplo, aflatoxina
B1 induz tumores de figado em ratos e camundongos. Entrentanto, os camundongos

s&0 mais resistentes, suportando doses até 10° vezes maiores. Diferencas genéticas
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na expressao do citocromo P450 e glutationa-S-transferase podem explicar tal
divergéncia, sugerindo que humanos sdo tdo sensiveis a inducdo de tumores de
figado por aflatoxina B1 quanto os ratos (EATON; GALLAGHER, 1994).

d.1 Testes de toxicidade aguda

O primeiro teste de toxicidade conduzido com uma nova substancia
guimica € o teste de toxicidade aguda. A dose letal para 50% dos animais (DLso) €
outros efeitos toxicos agudos sdo determinados depois da administracdo do
toxicante por uma ou mais vias € em uma ou mais espécies animais. As espécies
mais comumente utilizadas sdo ratos e camundongos, mas algumas vezes
cachorros e coelhos séo utilizados. O numero de animais que morrem durante um
periodo de 14 dias ap6s administracdo de dose Unica é registrado. Outros endpoints
sdo avaliados diariamente como sinais de intoxicacdo, letargia, modificacdes
comportamentais, morbidade, consumo alimentar (EATON; KLAASSEN, 2001).

Os objetivos do teste de toxicidade aguda séo calcular a DLso.
identificar 6rgdos alvo e outras manifestacées de toxicidade aguda; estabelecer a
reversibilidade do efeito toxico e orientar a escolha do intervalo de doses para outros
estudos.

A determinacdo da DLsy tornou-se uma questdo preocupante,
principalmente perante organismos de protecdo dos animais, pois o efeito esperado
€ 0 mais drastico de todos: a morte. Ainda mais, a DLsp ndo € uma constante
bioldgica, assim, muitos fatores (linhagem, idade e peso dos animais, alimentacéo,
método de administracdo do toxicante, volume e tipo de suspensdo do veiculo de
administracdo e duracao das observacbes) podem afetar a determinacdo da DLsg
em um estudo particular (DOULL, 1980).

Em funcéo dessas caracteristicas, reconhece-se que para a maioria
dos propoésitos faz-se necessario apenas a caracterizagdo da DLsp dentro do
seguinte intervalo de magnitude: 5 a 50 mg/kg, 50 a 500 mg/kg (EATON;
KLAASSEN, 2001).

Se existe a exposicdo dérmica ou inalatéria ao toxicante em
humanos, faz-se necessario o desenvolvimento de testes dérmicos e inalatérios

agudos. Quando os animais sao expostos ao toxicante por inalacéo do ar respirado,
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a dose de exposi¢do ndo é conhecida. Para essas situacdes deve-se determinar a
concentracédo letal 50 (CLsp), que é a concentracao do toxicante no ar que causa a
morte de 50% dos animais. Em estudos de CLsp € imperativo descrever o tempo de
exposicao (EATON; KLAASSEN, 2001).

O teste de toxidade aguda dérmica geralmente é conduzido em
coelhos. Deve-se tricotomizar a regido corpérea a ser testada. O toxicante deve ser
mantido em contato com a pele por um periodo de 24 horas utilizando material
plastico para oclusdo. Ao final do periodo de 24 horas, a pele deve ser limpa e todo
residuo do toxicante deve ser removido. Os animais devem ser avaliados por um
periodo de 14 dias, ao fim dos quais a DLsy € calculada. Se ndo existe toxicidade
evidente para doses de 2g/kg, ndo se conduz mais nenhum teste de toxicidade
dérmica (EATON; KLAASSEN, 2001).

O teste de toxicidade aguda inalatéria é similar aos demais, exceto
pela rota de exposi¢cdo. O periodo de exposicdo dos animais ao toxicante é de 4
horas (EATON; KLAASSEN, 2001).

Apesar da DLsp e CLsy apresentarem significancia limitada, estudos
de letalidade aguda sdo essenciais para a caracterizacdo dos efeitos toxicos do
agente quimico sob estudo bem como seu perigo potencial para humanos. Assim, as
principais informacgfes cientificas derivadas dos testes de letalidade aguda provem
das observacdes clinicas e andlises postmortem, em detrimento da DLso (EATON;
KLAASSEN, 2001).

d.2 Testes de toxicidade subaguda (estudo de dose repetida)

Estudos de toxicidade subaguda séo conduzidos para a obtencéo de
informagdes sobre a toxicidade de um toxicante apds administracdo repetida, bem
como para o estabelecimento das doses a serem utilizadas no estudo subcrénico.
Um protocolo tipico prevé a administragdo de trés ou quatro diferentes doses de um
toxicante misturado a alimentag&o ou por gavagem a um grupo de 10 animais (10 de
cada sexo/dose). Estudos de toxicocinética e histopatolégicos sdo conduzidos apos
14 dias de exposicado (EATON; KLAASSEN, 2001).
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d.3 Testes de toxicidade subcrénica

Frequentemente utiliza-se um periodo de exposicdo de 90 dias. O
principal objetivo do teste subcronico é o estabelecimento do NOAEL e LOAEL e a
caracterizacdo dos 6rgaos especificos ou 6rgdos afetados pelo toxicante (EATON;
KLAASSEN, 2001).

Um estudo subcrbnico é frequentemente conduzido com duas
espécies animais (ratos e cachorros) pela rota de exposicdo pretendida
(frequentemente a oral). No minimo trés doses devem ser empregadas (a maior
dose deve ser aguela que produza o efeito toxico mas nao apresente mais que 10%
de letalidade, uma dose intermediaria, e uma dose baixa, que ndo cause efeitos
toéxicos) em no minimo 10 a 20 ratos e 4 a 6 cachorros, de cada sexo/dose. Os
animais devem ser observados uma ou duas vezes ao dia em busca de sinais de
toxicidade, incluindo alteracdes no peso corpéreo, alteragdo na cor ou textura do
pelo, estresse respiratorio ou cardiovascular e mudancas comportamentais. Todas
as mortes prematuras devem ser encaminhadas para a necropsia. Animais que
apresentem morbidades severas devem ser mortos imediatamente para a
preservacao dos tecidos e reducdo de sofrimento. Ao final de 90 dias todos os
animais devem ser mortos, com coleta de sangue e tecidos para andlise. As
condicbes dos principais 6rgdos bem como seus pesos devem ser registrados.
Exames hematoldgicos (hematdcrito, contagem eritrocitaria, leucécitos totais e
diferenciais, contagem de plaquetas e tempo de pro-trombina) e bioquimicos
(glicose, calcio, potassio, uréia, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama-glutamiltranspeptidase (GGT), sorbitol
desidrogenase, lactato desidrogenase, fosfatase alcalina, creatinina, bilirrubina,
triglicerideos, colesterol, albumina, globulina e proteina total) devem ser conduzidos.
Uranalise deve ser conduzida durante o periodo do estudo (meio e fim), incluindo as
seguintes analises: densidade, osmolaridade, pH, proteinas, glicose, cetonas,
bilirrubina e exames microscopicos (EATON; KLAASSEN, 2001).

Se existe a exposicdo humana pela via dérmica ou inalatoria,
estudos subcrénicos dérmicos e inalatérios devem ser conduzidos. Além de

caracterizar a relacdo dose-resposta do toxicante, os estudos subcrdnicos fornecem
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dados para a selecdo das doses a serem utilizadas nos estudos de exposicao
cronica (EATON; KLAASSEN, 2001).

d.4 Testes de toxicidade crbnica e de carcinogenicidade

Estudos de exposicao de longa duragédo ou cronicos séo conduzidos
similarmente aos estudos subcrénicos, exceto pelo periodo de exposicdo que deve
ser de 6 meses a 2 anos. Estudos crénicos em espécies de nao roedores séo
conduzidos usualmente durante um ano. Se é esperada uma exposicado humana por
curto periodo de tempo, como no caso de um agente antimicrobiano, uma exposicao
cronica de 6 meses é suficiente, por outro lado, se o agente é um aditivo alimentar
com potencial de exposicdo humana durante toda a vida, um estudo de exposi¢cao
cronica de 2 anos deve ser conduzido (EATON; KLAASSEN, 2001).

Os estudos cronicos sao conduzidos para a avaliacdo da toxicidade
cumulativa do toxicante, mas o desenho e avaliacdo do estudo incluem
consideracdes sobre o potencial carcinogénico do toxicante (EATON; KLAASSEN,
2001).

N&o apenas as substancias com potencial mutagénico devem ser
avaliadas em estudos de carcinogenicidade. Existe um dogma de que o cancer é
causado primariamente por um efeito genético, ja que todos os neoplasmas contém
mutacBes de algum tipo ou algum outro dano genético. No entanto, substancias que
nao atuam diretamente no DNA, como por exemplo, aquelas que causam alteracdes
nas funcdes do fuso mitético, induzindo aneuploidias, também podem levar a efeitos
carcinogénicos. Os eventos genéticos, epigenéticos, as alteragdes na regulacédo de
hormonios, inducdes/inibicbes enzimaticas, entre outros devem ser considerados
cOmo mecanismos possiveis que podem levar a carcinogénese (WHO, 2009).

Os estudos crbnicos e de carcinogenicidade sado conduzidos em
ratos e camundongos por um periodo de tempo que representa a média de vida
dessas espécies (em geral, 18 meses para camundongos e 2 anos para ratos). Para
garantir um tamanho amostral minimo de 30 animais ao final do estudo, deve-se
incia-lo com 60 animais, por grupo/sexo/dose. Exames patologicos devem ser
executados em todos os animais que morrem prematuramente durante o estudo
(EATON; KLAASSEN, 2001).
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A selecdo da dose é critica em estudos crbnicos, uma vez que nao
deve ocasionar morte prematura para a maioria dos animais. A maior parte dos
guias regulatorios requer que a maior dose administrada seja a dose maxima
tolerada estimada (MDT). Essa é geralmente derivada dos estudos subcrénicos.
MDT é definida por algumas agéncias regulatérias como a dose capaz de suprimir
levemente o ganho de peso (por exemplo, 10%) em um estudo subcronico de 90
dias. Entretanto, outros parametros podem ser considerados como indicadores da
MDT como por exemplo, consideracdes toxicocinéticas e fisiologicas e perfis
metabdlicos urinarios. Geralmente, uma ou duas doses adicionais, frequentemente
fracbes da MDT (%2 ou ¥ da MDT) e um grupo controle sdo testados. O uso de MDT
em carcinogenicidade tem sido controverso. A premissa pelas quais altas doses sao
necessarias para testar o potencial carcinogénico dos toxicantes é derivada de
limitagBes experimentais e estatisticas dos estudos crénicos. Um aumento de 0,05%
na incidéncia de cancer nos Estados Unidos resultaria em 1 milhdo de mortes
adicionais por cancer ao ano, considerando, obviamente, um risco claramente
inaceitavel. Entretanto, para a deteccdo de um aumento de incidéncia desta
magnitude em um estudo crénico, no minimo, dever-se-ia utilizar 2000 animais,
assumindo que nenhum tumor ocorra no grupo nao exposto. Em funcédo da
impossibilidade pratica de se utilizar um nimero tdo grande de animais para se
testar o potencial carcinogénico de toxicantes em doses as quais a populacdo esta
usualmente exposta, a alternativa encontrada pelos toxicologistas foi assumir que ha
uma relacdo entre a dose administrada e a resposta tumorigénica. Assim, a dose do
toxicante administrada aos animais deve ser alta o suficiente para produzir resposta
tumorigénica mensuravel em um grupo experimental razoavel, de 40 a 50
animais/dose (EATON; KLAASSEN, 2001).

A incidéncia de tumores, tanto benignos quanto malignos, deve ser
relatada em um estudo cronico. Deve-se avaliar a significancia estatistica da
incidéncia de tumores entre o grupo controle e o grupo que recebeu o toxicante.
Para alguns tipos de tumores os dados histéricos de incidéncia sé&o
surpreendentemente elevados. Algumas consideracdes acerca dos dados historicos
de tumorigénese merecem destaque:

e A ocorréncia natural de tumores, malignos e benignos, em animais nao é

incomum;
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e Ha numerosos tipos diferentes de tumores que se desenvolvem
espontanemante em ratos e camundongos de ambos os sexos, mas em
diferentes frequéncias;

e Tumores comuns em uma espécie podem ndo o ser em outras (por
exemplo, ratos machos comumente apresentam adenomas intersticiais
testiculares, entretante tal tumor € raro em camundongos);

e Mesmo dentro de uma mesma espécie e linhagem, grandes diferencas
entre 0s géneros podem ocorrer;

e Mesmo quando o protocolo geral, dieta, ambiente, linhagem e fonte dos
animais permanecem constantes, a incidéncia de tumores naturais pode
variar.

Tais dados demonstram a importancia de se avaliar
concomitantemente dados provenientes de um grupo de animais controle, em
detrimento de se utilizar dados provenientes de séries histéricas (EATON,;
KLAASSEN, 2001).

d.5 Testes de toxicidade reprodutiva e sobre o desenvolvimento embriofetal

Os efeitos dos toxicantes sobre a reproducdo e o desenvolvimento
embriofetal também devem ser determinados. A toxicologia do desenvolvimento
estuda os efeitos adversos sobre o desenvolvimento dos organismos, resultante da
exposicao ao toxicante durante o periodo pré-concepcdo (ambos os pais), periodo
pré-natal e pos-natal até a puberdade. Teratologia € o estudo das malformacgdes
causadas durante o periodo de desenvolvimento compreendido entre a concepcéao e
0 nhascimento. A toxicologia reprodutiva estuda a ocorréncia de efeitos adversos
sobre o sistema reprodutor de machos e fémeas resultante da exposicdo a
toxicantes (EATON; KLAASSEN, 2001).

Diversos tipos de testes com animais séo utilizados para examinar o
potencial de um toxicante em alterar o desenvolvimento e a reprodugéo. Geralmente
testes de fertilidade e reproducdo séo conduzidos (segmento |I) em ratos com duas
ou trés doses (10 ratos/sexo/dose) do toxicante. Os machos sdo expostos durante
60 dias e as fémeas durante 14 dias antes do acasalamento. As fémeas continuam

expostas ao toxicante durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Tipicas
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observacgbes incluem: porcentagem de fémeas prenhas, ndmero de natimortos,
peso, sobrevivéncia e condi¢cdes gerais da prole durante as trés primeiras semanas
de vida. O potencial do toxicante em bloquear o desenvolvimento embrionario e/ou
fetal (efeitos teratogénicos) também é determinado em animais de laboratorio
(segmento Il). Tal estudo deve avaliar no minimo duas espécies, sendo uma de néo
roedores (normalmente coelhos). Substancias teratogénicas sdo mais efetivas
guando administradas durante o primeiro trimestre da gestacéo, correspondente ao
periodo da organogénese. Assim, 24 ratos ou camundongos e 12 coelhos por
grupo/dose sdo expostos a trés diferentes dosagens durante a organogénese (dias 7
a 17 para roedores e 7 a 19 para coelhos), e os fetos removidos por cesariana um
dia antes do tempo estimado do nascimento (periodo gestacional de 29 dias para
coelhos, 20 para ratos e 18 para camundongos). O (tero € excisado e pesado, e
entdo examinado quanto ao numero de filhotes vivos, mortos e reabsorcoes
(abortos). Os fetos vivos sdo pesados e metade avaliada quanto a anormalidades
esqueléticas e a outra metade, quanto a anomalias teciduais (EATON; KLAASSEN,
2001).

A toxicidade perinatal e pés-natal dos toxicantes sdo examinadas
nos estudos de segmento lll. Esse teste € conduzido administrando-se o toxicante
do décimo quinto dia da gestacdo até o periodo de lactacdo. Avalia-se o efeito do
toxicante sobre o peso do recém nascido, sobrevivéncia e crescimento da prole
durante as trés primeiras semanas de vida.

Em alguns casos, em vez de conduzir estudos do segmento |l
podem ser usados estudos de multigeragcdo. S&o administrados, no minimo, trés
niveis de doses a grupos de 25 fémeas e 25 machos (cada um com 30 — 40 dias de
idade). Esses ratos sdo denominados como geracéo Fo. A exposicdo estende-se até
140 dias de idade. A prole gerada por esta geracdo Fo sera denominada F;. A
geracao F; foi exposta ao toxicante durante sua vida uterina, lactacao e alimentacao.
Quando a geracdo F; atinge 140 dias de idade, 25 machos e 25 fémeas sédo
selecionados para originar a geragdo F,. A geracdo F, é exposta durante a vida
uterina e periodo de lactacdo. A prole F; e F, sdo examinadas imediatamente ap0s o0
nascimento. A porcentagem de fémeas F( e F; que se tornaram prenhas é avaliada,
assim como o tamanho de cada prole, o nimero de natimortos, o namero de

nascidos vivos e contagem de viabilidade e peso dos recém nascidos néao
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registrados durante os dias 4, 7, 14 e 21 apds o nascimento. O indice de fertilidade
(porcentagem de coitos resultantes em fémeas prenhas), indice gestacional
(porcentagem de fémeas prenhas resultando em prole nascida viva) e o indice de
lactacdo (porcentagem de animais vivos durante os dias 4 — 21 pds-nascimento) sao
calculados. Estudos histopatoldgicos sdo conduzidos nas geragdes parentais (Fo
F1) com grande atencédo sobre os 6rgaos reprodutores (CHRISTIAN, 1997).

e. Estudos de desregula¢cédo enddcrina

Os testes de toxicidade reprodutiva e sobre o desenvolvimento
embriofetal descritos ndo necessariamente contemplam todos os efeitos que podem
ser induzidos por substancias que interferem no sistema endécrino (WHO, 2009).

Atualmente, ainda ndo ha um consenso internacional sobre quais
estudos conduzir e como avaliar a desregulacdo enddcrina.

Nessa area o Unico consenso entre os paises € quanto a definicdo
cientifica de desregulador enddcrino, proposta pela IPCS/OMS: “um desregulador
enddcrino € uma substancia ou mistura de substancias que altera a(s) funcao(6es)
do sistema endocrino e consequentemente causa efeitos adversos em um
organismo intacto ou sua progene ou (sub)populagdes” (WHO, 2002).

A EPA possui um Programa de screening para a avaliacdo de
desreguladores endécrinos (Endocrine Disruptor Screening Program - EDSP) que
tem como atribuicdo validar métodos de screening para avaliar o potencial de
substancias quimicas causarem esse tipo de efeito. A EPA selecionou uma lista de
substancias que devem passar por uma bateria de testes, em uma abordagem
passo a passo. No entanto, apesar de o sistema enddcrino ser bastante complexo e
ter importancia em inUmeros processos fisiolégicos do organismo, 0 programa tem
por objetivo focar apenas sobre os efeitos enddcrinos envolvendo androgenos,
estrogenos e hormonios tireoidianos (EPA, 2011).

Assim como no Brasil, o atual regulamento europeu define que
agrotoxicos que causem quaisquer efeitos hormonais devem ser objeto de proibi¢céo
de registro (BRASIL, 1989; UNIAO EUROPEIA, 2009). Dessa forma, a bateria de
testes proposta pela EPA, que restringe apenas a trés categorias de hormoénios nao
é suficiente para avaliar esse efeito de acordo com o arcabougo legal.
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Na Europa, atualmente ndo ha ainda um documento Unico de
requerimentos para avaliagdo de desreguladores endodcrinos. Existem duas
propostas, uma elaborada pela Alemanha e Reino Unido e a outra, pela Dinamarca.

A primeria ressalta a importancia de se avaliar todos os estudos
toxicologicos classicos e, a partir dos resultados encontrados, solicitar estudos
especificos que confirmem que tal efeito € decorrente de uma acado hormonal. Com
isso, as evidéncias iniciais partem de estudos in vivo, em consonancia com a
definicdo de desreguladores endodcrinos da OMS que afirma que os efeitos
enddcrinos tém que ocorrrer em organismos intactos (ou seja, evidéncias apenas em
estudos in vitro ndo seriam suficientes) e ainda, ndo se restringem a uma bateria de
testes que avaliam apenas trés classes de hormdnios. Tais estudos podem ser
requeridos como acessorios para a investigacao, caso o efeito de interesse envolva
esses horménios, mas no caso de outros efeitos, estudos especificos de mecanismo
de acdo poderdo ser requeridos. Ainda, o documento propde que haja uma
avaliacdo da poténcia dessas substancias em serem desreguladores enddcrinos
(BfR, 2011).

O documento dinamarqués ja propfe uma avaliacdo totalmente
diferente, que se baseia em um sistema de classificacdo das susbtancias em serem
desreguladores enddcrinos. Esse sistema € parecido com a classificacdo ja
existente para outros efeitos, como o0s efeitos carcinogénicos e mutagénicos
(DANISH MINISTRY OF THE ENVIRONMENT, 2011).

A Comissdo Europeia tem um prazo até 14 de dezembro de 2013
para definir uma proposta Unica a ser utilizada no continente todo (DANISH
MINISTRY OF THE ENVIRONMENT, 2011).

No Brasil, atualmente, ainda ndo foram definidos critérios nem
estudos para avaliacdo desse tipo de efeito, apesar de haver a previsdo de que
agrotoxicos que causem esse efeito sejam proibidos de registro (BRASIL, 1989).

f. Estudos de neurotoxicidade

A neurotoxicidade é definida por um efeito adverso que altera a

estrutura ou fungdo do sistema nervoso central e/ou periférico, decorrente da
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exposicdo a uma substéncia quimica. Os efeitos neurotdxicos incluem
anormalidades bioquimicas, morfolégicas, comportamentais e fisioldgicas
consequentes de uma exposicao imediata ou reatardada e cuja duracdo pode ser
transitoria ou persistente (WHO, 2009).

Estudos toxicoldgicos gerais podem avaliar a neurotoxicidade, no
entanto, fornecem pouca informac¢do quando o efeito é pouco severo, por iSso a
necessidade de conducéo de testes toxicoldgicos especificos de neurotoxicidade. A
literatura cientifica tem relatado varias anormalidades funcionais associadas a
alteracbes quimicas moleculares e celulares que podem ocorrer na auséncia de

alteracdes estruturais evidentes (WHO, 2009).

g. Estudos de imunotoxicidade

A imunotoxicologia foca na modulagdo n&o intencional do sistema
imune. Os efeitos que podem ocorrer sdo a imunossupressao, imunoestimulacéo,
hipersensibilidade e autoimunidade. A imunotoxicologia foca na modulacdo néao
intencional do sistema imune. Os efeitos que podem ocorrer sdo a
imunossupressao, imunoestimulacdo, hipersensibilidade e autoimunidade. As
avaliacdes de imunotoxicidade priorizam: 1) o potencial das substancias em suprimir
0 sistema imune, ja que é bem aceita a alta relevancia da imunossupressiao em
experimentos animais para a determinacdo do risco em humanos; 2) a identificacéo

de alérgenos que causam sensibilizacdo de contato (WHO, 2009).

h. Estudos epidemiolégicos

As principais evidéncias de risco a saude humana pela acdo de um
agente quimico provém de estudos epidemiolégicos bem conduzidos, nos quais uma
associacao positiva entre a exposicao e o desenvolvimento da doenca foi observada
(NRC, 1993). Estudos epidemioldgicos sdo essencialmente oportunisticos. Tais
estudos comecam com uma exposicdo conhecida ou previsivel, comparando-se
individuos expostos e ndo expostos, ou casos com pessoas que ndo possuam a
doenca (ndo casos). Este tipo de estudo apresenta algumas limitacbes importantes.

Quando o estudo € do tipo exploratério, as hipéteses sdo fracas. As estimativas de
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exposicao sdo frequentemente retrospectivas, especialmente para condicbes que
apresentam elevado periodo de laténcia antes da manifestacdo clinica surgir.
Geralmente existem multiplas exposicées, especialmente quando um longo periodo
de vida dos individuos €é considerado. Ha sempre variagbes no grau de
detalhamento das informagdes provenientes dos individuos participantes do estudo.
Fatores de confundimento, como tabagismo e habitos alimentares atipicos podem
estar presentes (FAUSTMMAN; OMMEN, 2001).

Dentre os estudos epidemioldgicos, trés variantes destacam-se:
estudo transversal, estudo de coorte e estudo de caso-controle.

Os estudos transversais utilizam-se do inquérito investigativo para
identificar fatores de risco (exposicdo) e doencas, mas nao sdo Uteis para o
estabelecimento de causa e efeito. Trata-se na maioria das vezes de estudo de caso
tnico (CHECKOWAY, 1994).

Os estudos de coorte selecionam individuos de acordo com sua
exposicao ao agente quimico em estudo. Baseado no status da exposicdo, esses
individuos sdo monitorados no que se refere ao desenvolvimento da doenca
estudada. Trata-se de estudo prospectivo, que monitora, durante um determinado
periodo de tempo, os individuos inicialmente saudaveis e estabelece a taxa de
incidéncia da doenca (CHECKOWAY, 1994).

Nos estudos de caso-controle, os individuos sédo selecionados de
acordo com a manifestacdo ou ndo do efeito estudado. Os casos sao os individuos
acometidos pela doenca em estudo, jA& os controles sdo os individuos que nao
apresentam tal doenca. A partir da divisdo dos grupos, traca-se um perfil histérico de
exposicdo as variaveis em estudo objetivando o estabelecimento de correlagdes.
Trata-se de estudos retrospectivos (CHECKOWAY, 1994).

Os estudos epidemiologicos devem ser avaliados quanto a: forca da
associacdo, consisténcia da observacdo (reprodutibilidade dos dados no tempo e
espaco), especificidade, relagcdo temporal apropriada (a exposicdo precede a
resposta observada?), relacdo dose resposta, plausabilidade biolégica e analogia
(extrapolagéo biologica) (HILL, 1965). Adicionalmente, o desenho do estudo
epidemioldgico deve ser avaliado quanto ao seu poder de deteccdo (calculado
usando o tamanho amostral, a variabilidade dos dados e o nivel de significancia
especificado), eliminacdo dos fatores de confundimento, definicdo inequivoca da
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resposta em estudo (diagnéstico preciso da doenca) e aplicabilidade da resposta
observada em outras populagdes sob risco (DEAN et al., 1995).

O valor potencial dos estudos conduzidos em humanos foi
reconhecido desde os primeiros encontros da JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives) e JMPR (Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide
Residues). Desde 1987, a JECFA reconhece o valor dos dados em humanos e que
sempre sdo usados quando disponiveis para a avaliacdo toxicolégica geral de
agrotoxicos e de seus residuos presentes nos alimentos (WHO, 2009). No dltimo
EHC (Environmental Health Criteria — IPCS, 2009), também foi ressaltado o valor
dos dados em humanos, que sempre que disponiveis, devem ser utilizados
prioritariamente, e que os dados em animais e 0s in vitro devem ser usados para
fornecer evidéncias faltantes nos estudos em humanos. Ainda ressaltam que é
fundamental e mandatério que os estudos em humanos sejam conduzidos
observando todos os principios éticos, em consonancia com a Declaracdo de
Helsinki (IPCS, 2009).

2.2  AVALIACAO DOSE-RESPOSTA

As caracteristicas da exposicdo e o0 espectro dos efeitos
apresentam-se sob uma relacdo de correlacdo denominada relacdo dose-resposta.

Sob uma perspectiva pratica, existem dois tipos de relacdo dose-resposta:

¢ Relagcao dose-resposta individual ou quantitativa, que descreve a resposta de
um organismo individual em relacdo a dose de um toxicante, tal relacdo &
frequentemente denominada como resposta graduada por causa da
mensuracao continua do efeito sobre um intervalo de dose;

e Relacdo dose-resposta quantal, que descreve a distribuicdo da resposta de

uma populacdo de organismos individuais em relacéo a dose de um toxicante.
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a. Relacéo dose-resposta individual

Relacbes dose-reposta individuais sdo caracterizadas por um
aumento dose dependente na gravidade da resposta. Tal relacdo frequentemente
resulta de uma alteracdo de um processo bioquimico especifico. Entretanto, para
muitos toxicantes, a resposta pode ser derivada de acdo em multiplos
orgdos/tecidos. Quando essa relacdo dose-resposta € plotada utilizando-se na
abscissa o log da dose consegue-se um melhor ajuste dos dados, atingindo-se uma
equacdao de reta linear (EATON; KLAASSEN, 2001).

b. Relacéo dose-resposta quantal

Em contraste com a escala gradual ou continua da relagdo dose-
resposta individual, a relacdo dose-reposta em uma populacdo € definida como do
tipo tudo ou nada. Ou seja, sob a exposicdo a uma dose de um toxicante, um
individuo em uma populagédo é classificado como responsivo ou ndo responsivo.
Apesar dessa distingdo de “populagdo quantal” e “gradagao individual” ser util, os
dois tipos de respostas sdo conceitualmente idénticas. A ordenada em ambos o0s
casos é simplesmente registrada como resposta, que pode ser o grau de uma
resposta individual ou a fracdo da populacdo responsiva, ficando na abscissa o
intervalo de dose testado (EATON; KLAASSEN, 2001).

Em toxicologia, a relacdo dose-resposta quantal é extensivamente
utilizada. A determinacdo da mediana da DLso é usualmente o primeiro experimento
conduzido para um novo agente quimico (EATON; KLAASSEN, 2001).

Respostas quantais ou do tipo tudo ou nada ndo séo limitadas a
letalidade e também podem ser obtidas para incidéncia de cancer, dano hepatico e
outros tipos de respostas toxicas (EATON; KLAASSEN, 2001).

O formato da curva dose-resposta tem implicagbes importantes na
avaliacdo da toxicidade. Por exemplo, substancias que sao requeridas para o
funcionamento normal de funcdes vitais (vitaminas, cromo, cobalto e selénio)
apresentam curva dose-resposta em formato de U. Ou seja, a exposicdo a doses
muito baixas desencadeia efeitos adversos pela falta da substancia, os quais
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diminuem com o aumento da dose. Essa regido da curva dose-resposta para
nutrientes essenciais € comumente referida como deficiéncia. Com o aumento da
dose atinge-se um ponto onde ndo mais existe a deficiéncia e nenhuma resposta
adversa é detectada no organismo. Trata-se do estado de homeostase (parte mais
baixa da curva). Entretanto, com o0 continuo aumento da dose a niveis
anormalmente altos, uma resposta adversa (usualmente qualitativamente diferente
daquela observada na regido de deficiéncia) aparece e aumenta proporcionalmente
com a dose, assim como ocorrido para outras substancias toxicas (EATON;
KLAASSEN, 2001).

Para efeitos decorrentes da desregulacdo enddcrina, ja foi descrito
na literatura que muitas subtancias que tém esse modo de acdo ndo apresentam
curva dose-reposta monotbnica, pois esses efeitos ocorrem em doses muito baixas
e tém um comportamento de hormese (ASHBY, 2003; WELSHONS et al., 2003). O
documento da agéncia reguladora dinamarquesa sobre estabelecimento de critérios
para avaliacdo de desreguladores enddécrinos afirma que é fato que os
desreguladores enddcrinos podem exibir curvas dose-resposta em U, apresentando
efeitos em baixas doses e ndo apresentando curvas dose-respostas monotonicas
(DANISH MINISTRY OF THE ENVIRONMENT, 2011). O documento de definicao
regulatéria para avaliagdo de desreguladores enddcrinos publicado pela Alemanha e
Reino Unido também reitera que os desreguladores enddcrinos podem ndo exibir
curvas monotdnicas e por isso causam efeitos em doses muito baixas, muitas vezes
ndo avaliadas em estudos toxicoldgicos classicos, mas que esse conceito de ndo-
linearidade ainda ndo esta incorporado as praticas regulatorias de avaliacao (BfR,
2011).

E geralmente reconhecido que, para a maioria das respostas toxicas,
existe uma dose limiar (NOAEL, non observed adverse effect level) de tal sorte que
abaixo deste limiar ndo ha toxicidade evidente. A identificacdo do limiar depende da
resposta particular mensurada, da sensibilidade da medida, do tamanho amostral e
das doses selecionadas para o estudo. As bases biolégicas para o estabelecimento
de limiares para respostas agudas sdo bem estabelecidas e podem ser
frequentemente demonstradas por meio de informac6es mecanisticas (ALDRIDGE,
1986).
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A abordagem tradicional para o estabelecimento de niveis aceitaveis
de exposicdo a toxicantes é diferente para respostas que apresentam limiares e
aguelas que nao possuam limiares de seguranca (toxicantes genotoxicos). Para a
avaliacdo completa da curva dose-resposta, além do limiar e formato da curva faz-se
necessario a avaliacdo da infleccdo da mesma (inclinacdo), haja vista que a
inclinacdo da curva dose-resposta a altas doses poder ser diferente da inclinacéo a
baixas doses. Tal resultado pode ser explicado pela saturacdo de rotas de
biotransformacéao, sitios de ligacdo a proteinas ou receptores, deplecéo intracelular
de co-fatores, etc (EATON; KLAASSEN, 2001).

Algumas respostas téxicas, mais notadamente aquelas
desenvolvidas ap0s a exposicdo a carcindbgenos genotoxicos, sdo frequentemente
lineares em baixas doses e ndo exibem limiares, ou seja, ndo ha dose associada
com risco zero, entretanto, o risco diminui proporcionalmente a diminuicdo da dose.
A existéncia ou inexisténcia de limiar de dose para carcindbgenos tem implicacdes
regulatorias e € um consideravel ponto de controvérsia quando da avaliacdo de risco

para carcindbgenos.

C. Premissas envolvendo a dose resposta

Varias premissas devem ser assumidas antes da relacdo dose-
resposta ser utilizada de maneira apropriada (EATON; KLAASSEN, 2001):

e A resposta observada deve-se a exposicdo ao toxicante — relagdo causal.
Para alguns conjuntos de dados essa relagdo causal ndo é aparente. Por
exemplo, estudos epidemiolégicos podem resultar em descobertas de
associacdo da resposta (doenca) a uma ou mais variaveis. O uso da relacao
dose-resposta neste contexto ndo é correto, a menos que evidéncias
convincentes embasem a conexao causal.

¢ A magnitude da resposta € de fato relacionada a dose. Essa premissa possui
pelo menos trés subdivisoes.

o Existe um sitio alvo molecular com o qual o toxicante interage para

iniciar a resposta.
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o O desencadeamento e o0 grau da resposta correlacionam-se a
concentracdo do toxicante no sitio alvo.
o A concentragao no sitio alvo correlaciona-se com a dose de exposicao.
e Existéncia de métodos de quantificacao e selecdo precisa do efeito (endpoint)
de interesse. O endpoint ideal € aquele associado aos eventos moleculares

resultantes da exposicao ao toxicante.

Em suma, a base fundamental para o estabelecimento da relacao
quantitativa entre a exposicdo a um agente quimico e a incidéncia de eventos
adversos € a analise dose-resposta. A analise da dose-resposta deve iniciar com a
determinacdo do efeito (endpoint) a ser quantitativamente avaliado. Comumente
escolhe-se o conjunto de dados representativos do efeito desejado provenientes da
exposicdo as menores doses. Abordagens para a caracterizacdo desta relacédo
dose-resposta incluem a identificacdo do NOAEL (maior dose testada sem resposta
com significancia biologica e/ou estatistica), LOAEL (menor dose testada com
significancia bioldgica e/ou estatistica), DLsg ou CLso (BARNES; DOURSON, 1988).

A relacdo dose-resposta descreve como a probabilidade de
ocorréncia de um evento adverso varia em relacdo a exposicdo ao toxicante. O
formato da curva dose-resposta reflete o processo de dano causado pelo toxicante
(quanto maior o coeficiente angular, mais sensivel é a resposta frente as alteracfes
de exposicéo). A presenca ou auséncia de limites, o padrédo de aumento da resposta
diante da exposicdo (linear ou nao linear) sdo pontos chaves da avaliacdo da
relacéo dose-resposta (SAMET, 2004).

Para a maioria dos toxicantes os dados provenientes de estudos
epidemiologicos sédo limitados, sendo os experimentos conduzidos com animais a
principal fonte de informacgéo toxicologica. Assim, deve-se destacar as incertezas
envolvidas no processo de extrapolagdo dos dados provenientes de animais para
humanos (FAUSTMMAN et al., 1994).

Geralmente, estudos com animais sdo conduzidos empregando-se
um numero suficiente de animais para a deteccdo do menor nivel de resposta
biolégica. A significancia bioldgica e estatistica € dependente do nimero de doses
testadas, do numero de animais utilizados para cada dose e da incidéncia do efeito
selecionado no grupo controle (FAUSTMMAN et al., 1994).
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2.3  AVALIACAO DA EXPOSICAO

O objetivo primario da avaliacdo da exposicdo é determinar a fonte,
tipo, magnitude e duracdo do contato com o agente de interesse. Obviamente este &
um elemento chave na avaliacdo do risco quimico, uma vez que 0 perigo intrinseco
de um toxicante ndo é relevante na auséncia de exposi¢cdo. Entretanto, é também
identificado frequentemente como um ponto de incerteza na determinacao do risco,
uma vez que ndo existe um padrdo Unico de exposicdo (FAUSTMMAN; OMMEN,
2001).

Deve-se destacar que o0 objetivo da avaliagdo da exposicdo ndo é
apenas calcular a quantidade de exposi¢cdo total, mas também conhecer
especificamente a quantidade que pode atingir o tecido alvo (dose interna). O passo
chave para a avaliacdo da exposicdo é determinar a(s) via(s) de exposicao
relevante(s) para o cenario de risco sob andlise. Os passos subsequentes versam
sobre quantificar a exposicédo potencial relevante para cada via selecionada, para
finalmente calcular-se a exposicéo total. Tal calculo podera estimar a exposicao total
para uma populacdo especifica assim como para individuos altamente expostos
(EPA, 1992).

Conceitualmente, o calculo de exposicdo representa uma estimativa
plausivel para individuos expostos até o limite superior do nonagésimo percentil da
distribuicdo de exposicdo. Basicamente existem dois processos de estimativa de
exposicdo: estimativa pontual (como por exemplo, o parametro lifetime average daily
dose — LADD) e distribuicdo probabilistica da exposigdo (como, por exemplo, o
modelo de Monte Carlo) (EPA, 1989).

Consideracdes adicionais para avaliacdo da exposicdo incluem a
periodicidade e a duracdo da exposicdo. Geralmente estimativas acerca do risco de
cancer utilizam-se da exposicdo media durante a vida. No caso de toxicidade do
desenvolvimento, um evento Unico pode ser suficiente para produzir o evento
adverso, assim deve-se usar a dose diaria (EPA, 1991).

O FQPA de 1996 destacou a necessidade de avaliar a exposicéo
total por meio da determinacdo de mensuracdes de exposicdes agregadas para

cada toxicante. Avaliagdo de exposicdo cruzada, como no caso do chumbo e
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mercurio, € um exemplo de avaliagdo da exposicao total. Exposi¢cdes cumulativas e
risco cumulativo refere-se a exposicdo total a um grupo de agentes com
mecanismos de toxicidade similares. Os organofosforados exemplificam uma classe
de toxicantes para 0s quais deve-se empregar a abordagem da exposicao

cumulativa e risco cumulativo (EPA, 1998a).

a. Exposicao agregada

A avaliacdo de risco agregado deve considerar a exposicado de trés
fontes principais: alimentos, dgua para beber e residencial (ndo ocupacional/nédo
dietético). Em uma avaliacdo agregada, a exposicdo a partir dessas trés fontes
devem ser somadas e comparadas para a estimativa quantitativa do perigo (NOAEL,
RfD, etc). Diversos fatores devem ser considerados quando o0s riscos Ssao
agregados. Primeiro, a via de exposicdo (basicamente oral, dérmica e inalatéria). A
exposicdo oral resulta da ingestdo de agua e alimentos, e da ingestdo acidental no
caso de criancas (por exemplo, criancas lambem os dedos apds brincarem em um
jardim tratado com agrotoxicos). Exposicdo dérmica e inalatéria resultam da
aplicacado residencial de inseticidas, fungicidas ou rodenticidas. Para alguns
agrotoxicos, outras exposicfes nao-ocupacionais sdo possiveis, como aquelas
resultantes da aplicacdo de agrotdéxicos em escolas, parques ou areas recreacionais
(EPA, 1997).

Ademais, exposi¢gbes provenientes de diferentes vias e rotas
somente devem ser agregadas se resultarem em um mesmo efeito adverso (EPA,
1997).

Os endpoints de toxicidade e NOAEL selecionados para uso na
avaliacao de risco podem ser provenientes de estudos orais, dérmicos ou inalatorios,
sendo que a via utilizada determinard o método para a avaliacédo de risco agregada.

Trés metodologias séo possiveis (EPA, 1997):

e Meétodo 1
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Quando os dados de toxicidade estdo disponiveis para cada via de
exposicdo e 0 mesmo endpoint ocorre em todas as exposicfes, a agregacao de

risco devera ser feita utilizando-se a seguinte equacao:

Margem de exposicdo (MOE) total = 1/[(1/MOEoa) + (L/MOEgsmico) +
(llMO Einalatério)

Onde, MOE, = NOAEL,/Exposicaoy

Podem ocorrer casos nos quais o menor NOAEL para o efeito
adverso (endpoint) em um determinado estudo ndo seja o endpoint comum entre 0s
trés estudos, e para o0 qual a agregacao esta sendo feita. Nesse caso, o NOAEL
para o endpoint comum devera ser utilizado (EPA, 1997).

Destaca-se que enquanto é aceitdvel a conversdo de exposicoes
dérmicas e inalatérias em uma exposicdo oral equivalente, a conversdo de
exposicao inalatéria em uma exposicdo dérmica equivalente para a comparacéo de

um endpoint dérmico nao é aceitavel (EPA, 1997).

e Método 2

Quando um endpoint oral é escolhido para a avaliacdo de risco
agregado pelas trés vias de exposicao. Isso ocorre em funcdo do evento adverso
selecionado ter sido avaliado apenas em estudos de exposi¢ao oral, ou no caso de
resultados inconclusivos para estudos com exposi¢ao dérmica ou inalatéria. Nesses
casos, a exposicdo dérmica e/ou inalatoria deve ser ajustada para uma exposi¢ao
oral equivalente, utilizando-se a taxa de absor¢cdo dérmica e/ou inalatéria. A

agregacdao de risco devera ser feita utilizando-se a seguinte equacao:

IVIOEtotaI = 1/[(:I-/MOEoral) + (1/M0Edérmico) + (1/MOEinaIatc')rio)

Onde, MOE, = NOAEL,/(Exposicaox x taxa absorcaoy)

e Meétodo 3
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Quando estdo disponiveis dados de toxicidade por duas das trés
vias agregadas. Nesse caso, tem-se uma combinacdo dos métodos 1 e 2. A

agregacao de risco devera ser feita utilizando-se a seguinte equacao:

IVIOEtotaI = 1/[(1/MOEoral+derm ou inal) + (1/M0Edérmic0 ou inal)

b. Modelos Preditivos de Exposicdo Ocupacional

No caso de cenarios de risco para exposicdo ocupacional de
aplicadores/manipuladores de agrotoxicos existem modelos preditivos de exposicao,
como, por exemplo, o PHED (Pesticides Handlers Exposure Database), o Modelo
Aleméo e o0 UK-POEM. A premissa desses modelos € que o nivel de exposicao se
correlaciona com o tipo de equipamento utilizado durante a aplicacdo/manipulacéo
do agrotoxico (como aplicador costal, trator com cabine fechada, etc), com a forma
fisica do produto (liquido, pd, granulos, etc) e com o tipo de vestimenta utilizada pelo
trabalhador exposto (EPA, 1998b).

bl. PHED (Pesticides Handlers Exposure Database)

O PHED teve seu desenvolvimento iniciado durante a década de 80,
e congrega inumeros dados de quantificacdes de exposicao: face, maos, ar inalado,
entre outros (EPA, 1998b).

No inicio, o PHED resultou de um trabalho colaborativo entre EPA,
Canadian Pest Management Regulatory Agency, Californian Department of
Pesticides Regulation e as industrias de agrotoxicos (EPA, 1998b).

O PHED possui tabelas contendo dados de exposicdo de
trabalhadores de quatro categorias: misturadores, aplicadores, banderinha e
misturador/aplicador. As vias de exposi¢cdo consideradas por este banco de dados
sdo: dérmica e inalatoria. As estimativas de exposicdo dérmica sdo baseadas em

trés cenarios de vestimentas (EPA, 1998b):
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e Sem EPI (No clothes) — o qual produz estimativa de exposicdo para
trabalhadores que ndo fazem uso de material de protecdo. Trata-se do
cenario mais conservador. A coleta de dados é feita por meio de
doseadores/adesivos colados sobre a roupa. Apresenta-se como boa opgéo
para estimar a exposi¢cao de trabalhadores de paises em desenvolvimento.

e Macacao;

e Macacéo e luvas.

Avalia também trés secfes do corpo, facilitando a identificacdo das
regibes corpbéreas mais vulneraveis em cada cenario:

e Cabeca e pescoco;

e Bracos, peito, costas e pernas;

e Maos.

Todos os estudos utilizados na criacdo do PHED foram avaliados de
acordo com o0 peso das evidéncias. De acordo com o0 numero de replicatas
analisadas por parte corporea, bem como coeficiente de variacdo obtido em cada
estudo, os mesmos foram agrupados em cinco categorias, de A (estudos de melhor
qualidade) a E (estudos de pior qualidade) (EPA, 1998b).

Nem todos os cenarios de exposicdo apresentados pelo PHED
(combinacdo de trabalhadores, vias de exposicdo, vestimentas e se¢des do corpo)
possuem dados confiaveis. Assim, algumas vezes far-se-4 necessario a utilizacédo
de procedimentos matematicos para a elaboracdo de estimativas de exposicéo,
como por exemplo, o apresentado no Quadro 1.

Se a estimativa da unidade E se deseja: A estimativa de exposicao é:

de exposicao é:

“sem luvas” Com luvas 0,130x0,1 = 0,013 mg/lb ia
a exposicao da mao € 0,130

mg/Ib ingrediente ativo (ia)

Exposicao inalatéria = 0,023 | Usando mascara 0,023x0,2 = 0,0046 mg/lb ia

mg/lb ia

Adicao de uma segunda camada de roupa sobre partes relevantes do corpo

reduz a exposicdo em 50% - multiplicar o valor da estimativa de exposi¢éo por 0,5.

Quadro 1 - Célculo das estimativas de exposi¢cédo nao definidas pelo PHED
Fonte: EPA (1998)
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Caso 0 objetivo seja estimar um cenario oposto, por exemplo,
deseja-se calcular a exposicdo sem uso de luva, e o dado presente no PHED indica
uso de luva, basta dividi-lo pelo fator supra (EPA, 1998b).

A exposicao dérmica é calculada pela seguinte formula:

Exposi¢do dérmica = [(unidade de exposi¢cdo do PHED)x(taxa de aplicacédo)x(area de
aplicacdo)x(taxa de absor¢do dérmica)]/peso corpéreo

A exposicao inalatoria € calculada pela seguinte formula:

Exposicao inalatéria = [(unidade de exposicao do PHED)x(taxa de aplicacéo)x(area de
aplicacdo)x(taxa de absorcéo inalatéria)]/peso corpéreo

A dose pode entdo ser calculada a partir da exposicdo. Quando da
caracterizacdo do risco, caso o NOAEL utilizado tenha sido obtido de estudos
dérmicos, ndo se deve multiplicar a exposi¢cdo dérmica pela taxa de absorcao do
toxicante através da pele (EPA, 1998b).

b2. SeedTropex®

O SeedTropex® (ZENECA, 2008) é um modelo que foi criado para
estimar a exposicdo ocupacional dos trabalhadores durante o tratamento de
sementes. Ele apenas pode ser utilizado no caso de preparacfes na forma liquida.
Os valores de exposicao calculados pelo modelo sdo comparados ao AOEL
(Acceptable Operator Exposure Level, calculado dividindo o NOAEL pelos Fatores
de Incerteza). O modelo foi construido a partir de estudo de medicbes feito na
Franca e Reino Unido, em 1993, nas seguintes condi¢cOes de exposicao: calibracéo,
preparo e abastecimento, ensacamento das sementes tratadas e limpeza dos
equipamentos e do local onde foi feito o tratamento. Todos os estudos foram feitos
sob condi¢des de Boas Praticas de Laboratério (FERA, 2011).

As exposicbes dérmica e inalatéria foram feitas a partir de
dosimetrias realizadas no corpo total do individuo. O programa também dispde de
valores padrao (default) para a duracdo de cada operacdo que gera o cenario de

exposicao. Além disso, para as taxas de absorcdo dérmica e inalatoria o programa
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tem como valores padrao de 10 e 100%, respectivamente, mas estes valores podem
ser alterados pelo usuério (FERA, 2011).

C. Exposigéo dietética

A exposicéo dietética combina os dados de consumo de alimentos
com a concentracdo de substancia quimica nos alimentos. A exposicao dietética
estimada € entdo comparada com valores de referéncia para a caracterizacdo do
risco (WHO, 2009).

A equacdo geral para a avaliagdo da exposicado dietética esta
expressa a seguir (WHO, 2009):

Exposicao dietética = Y (Concentracédo da substancia quimica no alimento X Consumo do alimento)

Peso corpéreo (kg)

Os dados de consumo devem ser estimados a partir de pesquisas
de consumo de alimentos no nivel individual ou domiciliar, ou ainda de estimativas
estatisticas aproximadas a partir de dados de producéo de alimentos. As pesquisas
de consumo alimentar podem incluir registros diarios, questionarios de frequéncia de
alimentacdo, recordacédo do que foi ingerido, entre outros. A qualidade dos dados da
pesquisa alimentar depende do seu desenho, do método e ferramentas utilizadas,
da motivacdo e memodria dos entrevistados, do tratamento estatistico e da
representatividade dos dados (alimentos adquiridos versus alimentos consumidos).
As limitacBGes de utilizar os dados a partir de estimativas estatisticas de producédo de
alimentos sdo que, por definicdo, eles representam o0s alimentos que estao
disponiveis para o consumo pela populacdo em geral, e tipicamente fornecidos na
forma bruta, como séo produzidas (WHO, 2009).

A concentracdo da substéncia nos alimentos a ser utilizada nos
calculos dependera se a avaliagdo é durante o pré-registro ou o pos-registro da
substancia em questdo. No primeiro caso, ela se baseia nos limites maximos de
residuos definidos, ja no segundo, os valores podem ser provenientes dos dados de

monitoramento de residuos dos alimentos (WHO, 2009).
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2.4  CARACTERIZACAO DO RISCO

O NOAEL é tradicionalmente utilizado para célculos de avaliacdo de
risco, como a dose de referéncia (RfD) ou ingestao diaria aceitavel (IDA) ou nivel de
exposicao aceitavel do operador (AOEL). RfDs, IDAs, AOELs sao estimativas da
exposicdo didria a um agente quimico que ndo causam impacto adverso na saude
da populacao. Tais parametros sao calculados dividindo-se o valor de NOAEL pelos
fatores de incerteza (FI) e/ou de modificacdo (FM) (EPA, 1991; WHO, 2009; EC,
2006):

IDA, RfD ou AOEL = NOAEL / (FIXFM)

a. Fatores de incerteza

No inicio utilizavam-se apenas os fatores de incerteza interespécies
(animal—-humano) e intraespécie (humano—humano mais susceptivel) com valor
padrdo de 10 cada. Um fator de incerteza adicional é utilizado para corrigir
inadequabilidades experimentais, por exemplo, para se extrapolar um valor de
NOAEL proveniente de um estudo de curta duracéo (agudo ou subcrénico) para uma
situacdo de longa duracdo (crénica), para corrigir um provavel tamanho amostral
inadequado ou outras limitagcdes experimentais. Se apenas o valor de LOAEL esta
disponivel deve-se acrescentar mais um fator de incerteza (corre¢do de LOAEL para
NOAEL) (FAUSTMMAN; OMMEN, 2001).

Fatores de modificagdo podem ser usados para ajustar fatores de
incerteza se dados sobre o mecanismo de acdo do toxicante, toxicocinética ou
relevancia da resposta animal para o estabelecimento do risco para humanos
justificar tal modificacdo. Por exemplo, se a informacé&o sobre a cinética do toxicante
sugere que a biotransformacdo em ratos e humanos é similar, produzindo o mesmo
metabalito ativo, entdo, ao invés de dividir-se o NOAEL por um fator de incerteza de
10 (interespécie) pode-se usar um fator de 3 (FAUSTMMAN; OMMEN, 2001).
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Outro fator de incerteza foi criado por meio do FQPA para garantir a
protecdo de recém-nascidos e criangas. Tal fator de incerteza foi elaborado em
funcdo de potencial toxicidade de agentes quimicos durante as fases pré e pés-natal
(FAUSTMMAN; OMMEN, 2001).

Alguns autores propdem a substituicdo do fator de incerteza de base
10 tradicionalmente utilizado para o calculo da RfD e IDA. Renwick (1991) separou o
fator de incerteza inter e intra-espécie em dois componentes: toxicocinético (TK —
referente a variabilidade nos processos de absorcao, distribuicdo, eliminacdo e/ou
biotransformacdo de um toxicante) e toxicodinamico (TD — referente a variabilidade
na acdo do toxicante, na sua interacdo com sitios alvo). Inicialmente foi proposto um
fator de incerteza de 4 para a TK e um fator de 2,5 para a TD (RENWICK; WALKER,
1993). Entretanto revisdes subsequentes mantiveram os fatores supra apenas para
a componte de variabilidade interespécies, alterando os fatores de incerteza intra-
espécies para 3,2 (TK e TD, cada) (WHO, 1994).

b. NOAEL x BMD para o célculo da RfD e MOE

Os valores de NOAEL tém sido utilizados para o calculo da MOE. O
NOAEL determinado em estudos com animais e expresso como mg/kg p.c./dia é
comparado com o nivel de exposicao de seres humanos. Baixos valores de MOE
indicam que o nivel de exposicdo a que os seres humanos estdo submetidos esta
muito proximo do NOAEL. Valores de MOE menores que 100 tém sido utilizados
pelas agéncias regulatorias como um sinal de alerta (FAUSTMMAN; OMMEN, 2001).
A utlizagdo do NOAEL na caracterizagdo do risco recebe as
seguintes criticas:
e O NOAEL deve, por definicdo, ser uma das doses escolhidas para serem
testadas em estudos com animais;
e Uma vez determinado o NOAEL o restante da curva dose-resposta €&
ignorado, inclusive seu coeficiente angular;
e Estudos com animais que empregam um pequeno tamanho amostral
geram elevados valores de NOAEL e, consequentemente, elevados
valores de MOE e RfD;

e A abordagem do NOAEL nao identifica a resposta verdadeira;
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e Os valores de NOAEL variam de acordo com o desenho experimental.

Em funcdo das limitacbes expostas, uma alternativa ao uso do
NOAEL é o método da dose de Benchmark (BMD) (CRUMP, 1984; KIMMEL;
GAYLOR, 1988).

Leisering e Ryan (1992) demonstraram que 0S niveis de risco
estabelecidos com o uso do NOAEL estariam subestimados. O risco de exposi¢ao
verdadeiro, calculado utilizando-se o NOAEL, poderia variar de zero a mais de 20%,
dependendo do efeito adverso escolhido, espacamento das doses e numero de
animais utilizados.

Por meio da abordagem de BMD a curva dose-resposta € modelada
matematicamente (modelo quantal ou continuo, dependendo do conjunto de dados)
e o limite inferior do intervalo de confianga 95% para uma determinada dose sob
uma resposta especifica (resposta de Benchmark — BMR) é calculado. A BMR é
frequentemente especificada como 1, 5 ou 10%. A BMDx (x representa o percentual
da resposta de Benchmark) € usado como alternativa ao NOAEL para o célculo do
MOE e RfD. Assim, o célculo da RfD seria (EPA, 2000):

RfD = BMDy/ FIXFM

Pela abordagem da BMD a curva dose-resposta é utilizada em sua
totalidade, ou seja, sob toda a faixa de exposicdo. Para tal, € necesséria a utilizacao
dos dados brutos de incidéncias do efeitos.

Em 2000, a EPA publicou um guia sobre a aplicacdo da abordagem de
BMD na determinacédo do ponto de partida para todos os tipos de dados acerca de
eventos adversos (EPA, 2000; CASTORINA; WOODRUFF, 2003).

Apesar da resposta de Benchmark 10% ser a mais utilizada, BMR de 1
ou 5% seriam mais apropriados para determinados efeitos (EPA, 2000;
CASTORINA; WOODRUFF, 2003).

Ademais, o guia detalha que a substituicio do NOAEL no calculo da
RfD ou MOE seria o limite inferior do intervalo de confianca 95% da BMD (BMDL).
Com isso, garante-se, com 95% de confianca, que o BMR néo seria ultrapassado
(EPA, 2000; CASTORINA; WOODRUFF, 2003).
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A abordagem da BMD tem sido aplicada em diversos estudos que se
utilizam de efeitos adversos nao carcinogénicos, incluindo toxicidade do
desenvolvimento e reprodutiva (AUTON, 1994).

As vantagens da abordagem da BMD incluem:

e Utilizacdo de toda a curva dose-resposta;

¢ Inclusdo de uma medida de variabilidade (intervalo de confianca);

e Extrapolacdo da resposta para doses mais baixas, nao testadas
experimentalmente;

Obviamente, limitagbes dos estudos animais com relagdo ao pequeno
tamanho amostral testado e grande espacamento entre as doses poderao limitar a
utiidade desta abordagem numa avaliacdo quantitativa de risco (FAUSTMMAN;
OMMEN, 2001).

A EPA utiliza varios modelos para calcular a BMD, por exemplo, gamma
dicotdbmico, probit, logit, K power, linear, quantal linear, exponencial polinomial e
Weibull. O melhor ajuste de dados é aquele que gera um elevado coeficiente de
correlacdo (r*> 0,95) e valor de qui-quadrado de p significativo, utilizando 0,05 como
critério de rejeicdo (CASTORINA & WOODRUFF, 2003).

C. Abordagem para efeitos que ndo possuam limite de seguranca —

carcindgenos genotoéxicos

Diversas curvas dose-resposta podem ser propostas na regido de
baixa dosagem da curva dose-resposta caso um limite de seguranca nédo possa ser
estabelecido. Para essas respostas, metodologias de avaliacdo dose-resposta
utilizam-se de modelos para extrapolacdo até o minimo nivel de risco (10™ — 10°) a
baixas dosagens, muito abaixo da resposta biolégica observada. Dois tipos de
modelos de curva dose-resposta existem: estatistico (modelo de distribuicdo de
probabilidades) e modelo mecanistico (KREWSKI; VAN RYZIN, 1981).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o risco da exposicdo ocupacional agricola e alimentar ao

agrotoxico carbendazim.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 caracterizar a toxicidade do carbendazim para diferentes espécies animais;

3.1.2 estimar a dose de referéncia para exposicéo oral cronica;

3.1.3 estimar a margem de exposicdo para diferentes cenarios de exposicdo

ocupacional agricola;

3.1.4 estimar o risco dietético decorrente da exposicdo aos alimentos consumidos

por toda a populacao;

3.1.5 estimar o risco decorrente da exposicdo ocupacional agricola dos

trabalhadores que usam o agrotoxico carbendazim.
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4 METODOS

O processo de avaliacdo do risco envolve quatro etapas:
identificacdo do perigo, avaliagéo da relagdo dose-resposta, avaliacdo da exposicao
e caracterizacao do risco (NRC, 1983).

Para as primeiras duas etapas, a identificacado do perigo e avaliagao
da relacdo dose-resposta, foi feita uma revisao bibliografica, sem restricdo temporal,
na base de dados PubMed utilizando as seguintes combinacdes de palavras chave:
‘carbendazim and toxicity”, “carbendazim and endocrine”, “carbendazim and
mutagenic”, “carbendazim and reproduction” e “carbendazim and neurotoxic”.

Nesta revisdo, as seguintes exclusdes foram feitas: a) artigos que se
referiam a eficacia ou sobre resisténcia a pragas; b) artigos sobre os efeitos
ecotoxicolégicos; c) artigos sobre desenvolvimento de metodologias analiticas; d)
artigos que relatam a exposicdo concomitante ao carbendazim e a outras
substancias, e) artigos sobre possiveis tratamento dos efeitos causados pelo
carbendazim e f) artigos que ndo estavam nos idiomas Portugués, Inglés ou
Espanhol.

Além desses estudos para a identificacdo do perigo e avaliagdo da
relacdo dose-resposta, foram levantados também aqueles constantes do relatério do
International Programme of Chemical Safety (IPCS, 1993), que relatam, além dos
estudos de dominio publico, estudos toxicolégicos aportados em dossiés de
registros de agrotdoxicos a base de carbendazim. Nesse segundo levantamento,
também foram excluidos os estudos ecototoxicolégicos e aqueles sobre eficacia
desse agrotoxico.

Nessa etapa, foram descritos os estudos de toxicocinética e
tabelados os principais parametros dos estudos de toxicidade aguda,
genotoxicidade, toxicidade subcronica, toxicidade reprodutiva, toxicidade sobre o
desenvolvimento embriofetal, estudos de desregulacdo enddcrina, neurotoxicidade e
imunotoxicidade. Nos estudos em que o0s autores nao definiram os valores de
NOAEL, os mesmos foram determinados, sempre que possivel, de acordo com 0s

dados disponibilizados.
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A determinacdo de um nivel maximo de dose sem efeito adverso, a
ser utilizado na caracterizagdo do risco foi feita a partir do valor mais critico
encontrado de nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL - no observed
adverse effect level) no grupo de estudos toxicolégicos subcrdnicos ou crénicos.

A exposigao tedrica alimentar foi estimada por meio dos dados de
consumo alimentar fornecidos pela Pesquisa de Orgcamentos Familiares (POF) do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 1995 (IBGE, 1995) e dos
valores de limites maximos de residuos (LMR) de carbendazim estabelecidos pela
monografia da ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA, 2012).

A avaliacdo tedrica da exposicdo ocupacional para diferentes
cenarios foi feita com base nos dados constantes no banco PHED - Pesticide
Handlers Exposure Database (EPA, 1998b), nas doses maximas de aplicacédo
(DMA) desse agrotoxico constantes na base de dados do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento - Agrofit (MAPA, 2012) e nos valores de area maxima
tratada (AMT) no Brasil, quando disponiveis.

O calculo da dose de exposicdo diaria ocupacional correspondeu a
multiplicacdo da unidade de exposicdo dérmica (UED) ou da unidade de exposi¢cédo
inalatéria (UEI), ambas obtidas pelo banco PHED, pela DMA e pela AMT por dia,
divididas pelo valor padrao da massa corporal de um trabalhador, definido como 70
kg.

Para a caracterizacdo do risco ocupacional, foi calculada a margem
de exposicdo (MOE) para cada cenério do PHED.

Para avaliacdo da exposicdo ocupacional durante o tratamento de
sementes, que também € um uso autorizado do carbendazim, por ndo existir esse
cenario no PHED, foi utilizado o programa SeedTropex®. O valor de dose maxima
recomendada para essa atividade foi retirada na base de dados do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - Agrofit (MAPA, 2012) e para o tempo de
tratamento foram utilizados os valores padrbes recomendados pelo programa. A
massa corporal do trabalhador para essa atividade também foi definida como sendo
70 kg. O programa gera valores de exposi¢céo pelas vias dérmica e inalatoria, e para
calculo do risco esses valores foram comparados ao nivel aceitavel de exposicéo do
trabalhador (AOEL — Acceptable Operator Exposure Level), calculado pela divisdo

do NOAEL pelos fatores de incerteza.
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Para a caracterizacdo do risco dietético, foi comparada a ingestéao
diaria aceitavel, IDA (NOAEL dividido pelos fatores de incerteza), com a ingestédo
diaria maxima tolerada (IDMT) do carbendazim em culturas autorizadas no Brasil. A
IDMT foi calculada pela multiplicacdo da ingestdo/consumo per capita de tais
culturas pelo LMR de cada uma, e considerou-se a massa corpérea media da
populacdo em geral como sendo 60 kg.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

O levantamento gerado pela revisédo bibliografica na base de dados
PubMed, considerando os critérios de exclus@es citados na sec¢do anterior, totalizou
50 artigos completos. Destes, 44 artigos foram resultantes da busca com os
indexadores “carbendazim and toxicity”, 5 artigos dos indexadores “carbendazim and
endocrine” e 1 artigo resultante da busca “carbendazim and mutagenic” (excluindo
os artigos que a primeira busca ja havia encontrado). Os indexadores “carbendazim
and reproduction” resultaram em 13 artigos, sendo que todos ja haviam sido
encontrados com o0s outros indexadores. Ja a combinagdo “carbedazim and
neurotoxic” ndo resultou em nenhum artigo disponivel nessa base de dados. Nessa

busca, 12 artigos foram perdidos por ndo estarem disponiveis em nenhuma

biblioteca publica brasileira (Figura 3).

205 artigos

carbendazim
and toxicity

carbendazim
and endocrine

carbendazim and Total:
reproduction 53 artigos 13 artigos 50 artigos
completos

carbendazim and
mutagenic

| /

carbendazim and
neurotoxic

Figura 3 - Representacéo esquematica dos artigos gerados pela revisdo no PubMed



63

Os artigos encontrados nessa busca foram tabulados sendo
classificados de acordo com o tipo de estudo toxicolégico (genotoxicidade,
toxicidade subcronica, toxicidade cronica, toxicidade reprodutiva, toxicidade sobre o
desenvolvimento  embriofetal,  desregulacdo  enddcrina,  imunotoxicidade,
neurotoxicidade ou estudo epidemiol6gico).

Ainda, para a identificacdo do perigo e avaliacdo da relacdo dose-
resposta, foram levantados os estudos constantes no relatério do IPCS (IPCS,
1993). Esse levantamento, excluindo os artigos ja encontrados no PubMed, resultou
em 92 estudos toxicologicos (sendo 18 estudos de toxicocinética, 11 de toxicidade
aguda, 6 estudos subcronicos, 8 estudos cronicos/carcinogenicidade, 2 de
toxicidade reprodutiva, 10 de toxicidade sobre o desenvolvimento embriofetal, 1 de

neurotoxicidade e 36 de genotoxicidade).

5.2 IDENTIFICACAO DO PERIGO E AVALIACAO DA RELAGCAO DOSE-RESPOSTA DO

CARBENDAZIM
5.2.1 Identidade Quimica e Propriedades Fisico-Quimicas

Nome: Carbendazim (ANVISA, 2012)

Nomenclatura IUPAC: methyl benzimidazol-2-ylcarbamate (ANVISA, 2012)
Numero CAS: 10605-21-7 (ANVISA, 2012)

Formula Estrutural: (ANVISA, 2012)

H
|

N
»— NHCO,CH,

N
Formula Molecular: CgHgN3O, (ANVISA, 2012)
Grupo Quimico: Benzimidazol (ANVISA, 2012)
Classe Agronémica: Fungicida (ANVISA, 2012)
Aparéncia e coloracao: solido cristalino branco (IPCS, 1993)
Odor: negligenciavel (IPCS, 1993)
Ponto de ebulicdo: fusdo a -250°C (IPCS, 1993)
Peso Molecular: 191,2g/mol (IPCS, 1993)
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Press&o de Vapor: <1.10”7 Pa (< 1 x 10 mbar), a 20°C (IPCS, 1993)

Solubilidade: 28, 8 e 7Tmg/L (pH 4, 7 e 8, respectivamente) em agua, 0,5mg/L em
hexano, 36mg/L em benzeno, 68mg/L em dicloroetano, 300mg/L em etanol,
300mg/L em acetona e 100mg/L em cloroformio (IPCS, 1993)

Coeficiente de particdo (log octanol-agua): 1,49 (IPCS, 1993)

5.2.2 Impurezas de Sintese

Durante o processo de sintese e sob certas condi¢bes, o
carbendazim pode gerar impurezas da classe das fenazinas. Essas impurezas séo
mutagénicas mesmo em concentragfes muito baixas no teste de Ames em
Salmonella typhimurium e também no ensaio de mutacdo génica em linfoma de
camundongos Y5178Y TK™. Concentragbes maiores que 4ppm de DAP
(diaminofenazina) ou de 10ppm de AHP (aminohidroxifenazina) levam a resultados
positivos nesses estudos (IPCS, 1993).

De acordo com a monografia do carbendazim, as impurezas DAP e
AHP nao podem ultrapassar 3,5 ppm no total (ANVISA, 2012).

5.2.3 Toxicocinética
5.2.3.1  Absorcéo

Ratos machos albinos foram expostos ao carbendazim-C** a dose
Gnica oral de 12mg/kg, em uma solucdo de dietil-glicoetanol. Baseado na eliminagéo
urinria do carbendazim-C** e seus metabolitos, o 5-HBC (methyl (5-hydroxy-1H-
benzimidazol-2-yl)-carbamate) e 2-AB (2-aminobenzimidazole), a absor¢do foi
estimada como sendo ao redor de 85% (IPCS, 1993).

Em outro estudo, ratos Sprague-Dawley jovens, fémeas e machos,
foram expostos a uma dose Unica por gavagem com a radiomarcacdo *C de
[fenil(U)-'*C]-carbendazim (94% de pureza, suspenso em o6leo de milho) a dose
baixa de 50mg/kg e alta de 1000mg/kg e a eliminacdo da radiomarcacédo foi
monitorada a cada 12 horas, por 72 horas. As porcentagens da radioatividade
originalmente administrada foram: a) na urina - 61,7% (machos) e 53,8% (fémeas)
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para baixa dose, 41,4% (machos) e 40,7% (fémeas) para dose alta e b) nas fezes —
24,4% (machos) e 33,2% (fémeas) para baixa dose e 61,9% (machos) e 69,5%
(fémeas) para a dose alta. Mais de 98% da dose administrada foi recuperada nas
fezes e urina em todos os grupos testados e a absorcdo do carbendazim foi de
aproximadamente 80% da dose administrada, para todos os niveis de dose,
baseado nos niveis de radioatividade encontrados na urina e na soma de

metabalitos na fezes, resultantes do metabolismo hepatico (IPCS, 1993).

5.2.3.2  Distribuicéo

Em um estudo com ratos Sprague-Dawley, expostos pela via oral
(gavagem) a [fenil(U)-**C]-carbendazim (5 ratos/sexo/grupo), usando 3 regimes de
doses: dose Unica oral de 50mg/kg; doses mdltiplas pela via oral de 50mg/kg por 14
dias; e uma dose Unica oral de 1000mg/kg. A analise da distribuicdo pelos tecidos
mostrou pouca bioconcentracdo do composto radiomarcado. As maiores
concentracfes de residuos radiomarcados nos tecidos (menor que 1% da dose)
foram detectados na carcaca e figado (IPCS, 1993).

Ratos machos albinos foram expostos por gavagem a uma dose
Unica de 12mg/kg de carbendazim e seus metabdlitos e a distribuicdo nas fragcdes
hepaticas subcelulares foi analisada 1,5h apés a exposi¢cdo. A maior concentracao
relativa do composto parental foi encontrada na mitocéndria. A distribuicdo nao foi
uniforme e ndo dependeu do conteudo lipidico das fracdes. A maior concentracdo do
metabolito 5-HBC estava no citosol e do metabdlito 2-AB nos microssomos (IPCS,
1993).

Dez aves foram expostas por 6 dias consecutivos, a 5mg/kg de [2-
14C]-carbendazim pela dieta. Foram adicionadas mais 10 aves expostas diariamente
a 120mg/kg. O carbendazim foi altamente biotransformado a 5-HBC e a metil-(4,5-
dihidro-4,5-dihidroxi-1H-benzimidazol-2-il)-carbamato. A concentracao de
radioatividade, na maior dose, mensurada em mg/kg de carbendazim foi de 2,63
(figado), 1,74 (rins), 0,06 (musculo da coxa), 0,05 (musculo do peito), 0,03 (gordura)
e 0,63 (ovos produzidos no 6° dia). Aproximadamente 73% da radioatividade total
nos ovos foi proveniente do metabdlito 5-HBC (0,26mg/kg) e do composto parental
(0,15mg/kg) (IPCS, 1993).
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Em um outro estudo, grupos de 20 aves foram expostos a doses
diarias de carbendazim pela dieta, nos niveis de 0, 5, 15 e 100mg/kg, por 28 dias.
Apos as administracdes, 15 aves de cada grupo foram mortas e analisadas. A maior
parte de carbendazim foi rapidamente eliminada como composto parental ou como
5-HBC. Os unicos residuos encontrados em sangue, gordura, figado, rins, tecidos ou
ovos foram nos animais expostos a 100mg/kg. No entanto, os residuos diminuiram a
menos de 0,05mg/kg em até 4 dias ap0s a retirada do tratamento (IPCS, 1993).

Uma vaca em periodo de lactacdo foi exposta a 50mg/kg de
carbendazim radiomarcado veiculado em cépsulas por 2 vezes ao dia, por 5 dias
consecutivos. Pouca radioatividade de carbendazim ou seus metabdlitos foi
encontrada no figado (2,62mg/kg) e rins (0,45mg/kg) e quantidades néo significantes
(<0,09mg/kg) foram detectados em outros tecidos ou na gordura. Apenas 2,7% da
radioatividade no figado foi atribuida ao metabdlito 5-HBC, enquanto que 41% e 3%
da radioatividade correspondeu a 5-HBC e 4-HBC, respectivamente. Residuos
radioativos no leite corresponderam a 0,25mg/kg de carbendazim, sendo na
verdade, 0,11mg/kg de 5-HBC e 0,05mg/kg de 4-HBC. N&o foi encontrado o
carbendazim inalterado no leite (IPCS, 1993).

Doze cabras néo-lactantes foram expostas a pelo menos 50mg/kg
de carbendazim radiomarcado, uma vez ao dia, por até 30 dias. Um platbé de
residuos radiomarcados (9,48mg/kg) no figado foi alcancado em 2 semanas. Os
residuos radiomarcados diminuiram para 5,17; 3,55 e 1,67mg/kg em 1, 2 e 3
semanas, respectivamente, apos a exposicdo ter sido cessada. A meia-vida de
eliminacdo do figado foi de aproximadamente 9 dias. A meia-vida de remogéo do
carbendazim da circulagdo geral foi de aproximadamente 10h. Os resultados
sugerem que os residuos derivados de carbendazim ndo acumulam apés 2
semanas, mesmo em exposicdo constante de 50mg/kg. Além disso, a
descontinuidade da exposicdo leva ao desaparecimento dos residuos no figado
(IPCS, 1993).

5.2.3.3  Biotransformacao
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O estudo com ratos expostos ao carbendazim por gavagem
demonstrou que 0 mesmo € altamente biotransformado (IPCS, 1993).

Camundongos (NMRI) e ratos (Wistar) de ambos os sexos foram
expostos ao carbendazim, via gavagem, em dose Unica de 3 e 300mg/kg,
respectivamente. Quase todos os metabdlitos na urina estavam conjugados com
acido sulfurico. A clivagem desses conjugados pelas B-glucuronidase e arilsulfatase
liberam o 5-HBC como o unico metabdlito extraido em agua. As amostras de urina
de camundongos continham maior quantidade de compostos que permaneceram
polares ap6s o tratamento enzimatico que as amostras de urina de ratos. As
analises nado revelaram diferencas entre os sexos (IPCS, 1993).

Em outro estudo, ratos machos albinos foram expostos a dose Unica
intravenosa de 12mg/kg de carbendazim em uma solucdo de dietilenoglicol. A
andlise da urina ap6s 12h revelou 94% da radioatividade como 5-HBC, 3% como 2-
AB e 3% como carbendazim (IPCS, 1993).

Em aves expostas diariamente a 5 e 120mg/kg de carbendazim
radiomarcado, o mesmo foi biotransformado a 5-HBC, 4-HBC (methyl-(4-hydroxy-
1H-benzimidazol-2-yl)-carbamate), 4,5-dihidrodiol-carbendazim e seu conjugado de
acido sulfurico, bem como a 2-AB (IPCS, 1993).

A biotransformacdo do carbendazim no figado foi avaliada em
fémeas de cabras nédo lactantes expostas a 50mg/kg da substancia radiomarcada,
uma vez ao dia, por 30 dias. A extracdo de homogenato do figado dos animais
sacrificados ap6s 4 semanas de exposi¢do, indicou que o residuo mais
representativo foi o 5-HBC (2 a 3 mg/kg) e o proprio carbendazim (aproximadamente
0,2mg/kg) (IPCS, 1993).

Outro estudo permitiu avaliar a liberacdo de residuos radiomarcados
ligados em figado de vacas (76% de ligacdo antes da dessulfurizacéo e 36% ligados
apos a dessulfurizacéo) e de aves (58% de ligacao antes da dessulfurizacéo e 19%
ligados apds a dessulfurizacdo). A maior parte dos residuos reduzidos foi
identificada como 5-HBC, 5-6-HOBC (methyl-(6-hydroxy-5-oxo-5H-benzimidazol-2-
yl)-carbamate) ou carbendazim, sugerindo que os residuos ligados ao figado
consistiam de conjugados de produtos benzimidazoélicos e ndo de produtos naturais

resultantes da quebra e incorporacéo (IPCS, 1993).
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5.2.3.4  Eliminacao e excrecao

Foi conduzido um estudo com ratos Sprague-Dawley, expostos pela
via oral (gavagem) a [fenil(U)-**C]-carbendazim (5 ratos/sexo/grupo), usando 3
regimes de doses: dose Unica oral de 50mg/kg; doses multiplas pela via oral de
50mg/kg por 14 dias; e uma dose Unica oral de 1000mg/kg. No estudo preliminar
com a dose Unica de 50mg/kg, 95% da radioatividade foi eliminada na urina e fezes
em 72h e menos que 1% da dose foi eliminada como metabdlitos volateis. No estudo
completo, mais que 98% da radioatividade foi eliminada no sacrificio, ou em 72h, por
exemplo. A eliminacdo urinaria foi de 62-66% da dose em machos e 54-62% da
dose no grupo exposto a menor dose de carbendazim radiomarcado seguido de nao
radiomarcado. No grupo exposto a maior dose, a eliminacéo por essa via foi de 41%
da dose. A eliminacdo pelas fezes foi virtualmente o restante da fracao
radiomarcada (IPCS, 1993).

Uma vaca foi exposta duas vezes ao dia, por 5 dias, a cépsulas
contendo 50mg/kg de carbendazim radiomarcado e amostras de urina, fezes e leite
foram coletadas a cada administracdo. Apés 5 dias da administracao inicial, 65% da
radioatividade foi eliminada na urina, 21% nas fezes e 0,4% no leite (um total de
86,4%). Os residuos encontrados na urina foram atribuidos 48% ao 5-HBC e 3% a
metabalitos polares hidrossoluveis (IPCS, 1993).

Em outro estudo, vacas em periodo de lactacdo foram expostas
diariamente pela dieta a 0, 2, 10 e 50mg/kg de carbendazim. No grupo exposto a
maior dose houve os maiores niveis de metabolitos na urina e fezes, sendo na urina
12,56 mg/L de 5-HBC e 1,29mg/L de 4-HBC. Nas fezes 3,81mg/kg de 5-HBC e
0,99mg/kg de carbendazim foram detectados. Nao houve residuos de carbendazim
na urina (IPCS, 1993).

Grupos de aves expostas diariamente pela dieta a 5 e 120mg/kg de
carbendazim radiomarcado, por 6 dias consecutivos foram eutanasiadas apos 24h
da ultima administracdo e, em média 95% e 92% da radioatividade foi eliminada na
baixa e alta doses, respectivamente (IPCS, 1993).

N&o ha dados de toxicocinética em humanos.

5.2.4 Toxicidade Aguda
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Varios estudos de toxicidade aguda estdo descritos na tabela a
seguir (Tabela 1). Os valores de dose letal 50% (DLsg) foram de 2.000 a
15.000mg/kg, dependendo da espécie e da via utilizadas. Na via inalatoria, a
concentracgéo letal 50% (CLsp) foi maior que 5,9mg/L em ratos.

O carbendazim n&o causou irritagdo ocular em coelhos, nem
sensibilizacdo dérmica em cobaias (IPCS, 1993).

De acordo com a monografia da Anvisa, do ponto de vista de
toxicidade aguda, o carbendazim esta classificado como Classe Il — Medianamente
Toxico (ANVISA, 2012).

Tabela 1 - Estudos de toxicidade aguda em animais de laboratério

Ndmero de
£ N N ' Resultado
Espécie Género animais/ Via (mg/kg p.c. ou mg/L)
grupo
Ratos de? 10 Oral DL50 > 15000
Camundongos 3 10 Oral DL50 > 15000
Céaes de? 2 Oral DL50 > 5000
Cobaias 3 10 Oral DL50 > 5000
Ratos Q 5 Dérmica DL50 > 2000
Coelhos 3 10 Dérmica DL50 > 10000
Ratos 4 10 Intraperitoneal DL50 > 2000
Camundongos de? 10 Intraperitoneal DL50 > 15000
Ratos 4 6 Inalatéria (1h) CL50 >5,9
& machos
Q: fémeas

Fonte: IPCS (1993)

5.2.5 Genotoxicidade

Muitos estudos foram conduzidos para avaliar o potencial
mutagénico do carbendazim (Tabela 2). A maioria dos estudos tiveram resultado
negativo para mutacdo génica, mas houve alguns estudos cujos resultados foram
positivos. Conforme ja pontuado no item 5.2.2, no processo de sintese do
carbendazim podem ser geradas impurezas da classe das fenazinas que tém
atividade mutagénica mesmo em concentragdes muito baixas. No entanto, em varios
desses estudos cujos resultados foram positivos, ndo foi informada ou analisada a
presenca dessas impurezas, que podem ter sido as responsaveis pelo resultado

positivo do teste.



70

O estudo de Sarrif et al. (1994a), para detectar mutacdes génicas
em Salmonella, demonstrou que a atividade mutagénica nao foi devido a presenca
de metabdlitos de carbendazim. No entanto, nas amostras contendo carbendazim
com as impurezas DAP e AHP, em concentra¢fes iguais ou maiores que 5 e 10ppm,
respectivamente, sem ativagdo metabolica, houve atividade mutagénica (SARRIF et
al., 1994a).

Assim, o conjunto de evidéncias ndo possibilta demonstrar que o
carbendazim provoque mutacdes génicas herdaveis, exceto quando ha as
impurezas de sintese da classe das fenazinas.

Na Tabela 2, também séo relatados os estudos encontrados para a
avaliacdo dos efeitos do carbendazim sobre os cromossomos. O conjunto de dados
demonstra que o carbendazim causou aberraces cromossémicas numéricas, mas
nao causou aberracbes cromossdmicas estruturais. Aneuploidias, poliploidias, e
microndcleos resultantes dessas aberracdes cromossémicas numéricas foram
relatadas em diferentes modelos experimentais, in vitro e in vivo, sendo consistentes

com o modo de acgéo desse agrotoxico.
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Concentracéo

Teste Espécie ou Linhagem Ativacéo Resultado Referéncias
Bacillus subtilis 20-1.000pg/disco Sem Negativo IPCS, 1993
Salmonella typhimurium 125-2.000ug/placa NI Negativo
Dano ou reparo ao (TA1535, TA1938) '
DNA
Escherichia coli, K-12 125-2.000ug/placa NI Negativo IPCS, 1993
E. coli, WP2 125-2.000ug/placa NI Negativo
0,13-40,0 pg/mL Sem Negativo
Células CHO IPCS, 1993
Troca de cromatides 1,25-40,0pg/mL Com Negativo
irmas
Linfécitos humanos 0,03-30,0pg/mL Sem e Com Negativo IPCS, 1993
Linfécitos humanos 1—60u,g/n_1L Sem e Com Positivo (em 30 pg/mL e acima) IPCS, 1993
(grau técnico)
pmgrse'l’;zzz gzODN A Hepatécitos de ratos 1,04-104,0ug/mL NI Negativo IPCS, 1993
S. typhimurium
(TA1535, TA1537, TA98, 4-2.500ug/placa Sem e Com Negativo IPCS, 1993
TA100)
S. typhimurium i s Fraca atividade mutagénica em
(his G46, TA1530, TA1950) 50-100pg/sitio NI 100ug/sitio IPCS, 1993
Mutagéo génica S W?RT;%“U”‘ 50-200pg/placa NI Negativo IPCS, 1993
(in vitro) ( - )_
S. typhimurium
(his G46, TA1530, TA1535, 0,25-10.000pg/mL NI Negativo IPCS, 1993
TA1950)
S. typhimurium
(TA1535, TA1537, TA1538, 5-1.000ug/placa Sem e Com Negativo IPCS, 1993
TA100)

Continua
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Concentracéo

Teste Espécie ou Linhagem Ativacédo Resultado Referéncias
E. coli (WP2 hcr) 5-1.000pg/placa Sem e Com Negativo IPCS, 1993
S. typhimurium i .
(TA98, TA100) 1-300pg/placa Sem e Com Negativo IPCS, 1993
Positivo em TA1537 e TA97 (teste
S. typhimurium com pré-incubacgao)
(TA1537, TA1538, TA97, TA98) 5.000ug/placa Sem e Com Positivo em TA1538 e TA98 com IPCS, 1993
ativacao
S. typhimurium .
(TA1535, TA1537, TA9S, 100-10.000ug/placa Sem e Com Positivo em 5000g/placa com IPCS, 1993
ativacao
TA100)
S. typhimurium
(TA1535, TA1537, TA9S, Até 10.000bug/placa Sem e Com Negativo IPCS, 1993
TA100)
Positivo se carbendazim com as
Mutagzo génica S. typhimurium NI NI impurezas: 4pzr;1£§Fl)DAP ou 10ppm IPCS, 1993
(in vitro)
Camundongos machos ICR 1.000 ou 4.000mg/kg NI Negativo IPCS, 1993
S. typhimurium
(TA1535, TA1537, TA9S, 100-10.000ug/placa Sem e Com Negativo IPCS, 1993
TA100)
Saccharomyces cerevisiae 10-40pg/mL NI Negativo IPCS, 1993
. 3-628uM Com .
Células CHO 3-654M Sem Negativo IPCS, 1993
Células de linfoma de 50-250uM Sem e Com Positivo com ativagéo em ~100pM, IPCS, 1993
camundongo L5178Y negativo sem ativacao
Célula germinativa de : LAMB; LILLY,
Drosophila melanogaster 0,5mg/mL NI Negativo 1980
Drosophila melanogaster 400-50.000ppm NI Negativo IPCS, 1993
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Concentracéo

Teste Espécie ou Linhagem Ativacédo Resultado Referéncias
Mutagéo génica Embriﬁ_es de camundongqs~ N
(in vivo) tratados in utero pela exposi¢édo 100-300mg/kg (oral) NI Positivo em 200mg/kg IPCS, 1993
materna
Maxima resposta para ganho
Saccharomyces cerevisiae 0,001-0,100mg/mL NI cromossomal mitético e meidtico em IPCS, 1993
0,05 e 0,025mg/mL
Saccharomyces cerevisiae 5pg/mL NI Positivo: aneuploidia IPCS, 1993
Linfécitos humanos 0,1-10,0uM Sem e Com Micronucleos em >10,0uM IPCS, 1993
Linfécitos humanos 0,5mg/mL Sem Nao aumentou a erequenma de IPCS, 1993
aberragéo
Indug&o de aneuploidia, (dose-
0, 300, 400, 500, 600, 700, resposta), ndo-disjuncdo, perda e
Linfécitos humanos 800, 900, 1.000 1.100, Sem ganho cromosgﬁmico e poliploidia. O | BENTLEY et
1.200, 1.400 ou 1.500 endpoint mais sensivel foi a ndo- al., 2000
Efeitos sobre os ng/mL disjuncéo. Foi possivel determinar um
Cromossomos nivel sem efeito de 200 ng/mL
(in vitro) A nao-disjunc¢éo € o principal
mecanismo de aneuploidia induzida
elos inibidores do fuso como o
cargendazim e como a nao-disjuncéo ELHAJOUJL
0. 0,157; 0,262, 0,523, ocorre em c'oncentragc”)es menores TIBALDI,
Linfécitos humanos 1,046; 1,569; 2,615; 3,923, Sem KIRSCH-
5,231: 7.846 ou 10,46 1M que a perda de Cromossomo, 0s VOLDERS,
niveis sem efeito devem ser
; ~ 1997
determinados com base na nao-
disjungédo em vez da frequéncia de
microndcleos (perda de cromossomo)
ELHAJOUJI;
0; 0,03; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; Aneugenia que levou a indugéo de CUNHA;
Linfocitos humanos 0,5;0,75;1,0; 1,50u 2,0 Sem micronudcleos em células KIRSCH-
pg/mL mononucleadas e binucleadas VOLDERS,

1998



Continuacao da Tabela 2

74

Teste

Concentracéo

Espécie ou Linhagem Ativacéo Resultado Referéncias
VAN
HUMMELEN,;
s Inducéo de micronicleos em todas as | ELHAJOUJI;
Linfécitos humanos 0, 5, 10, 15, 20 e 25uM Sem doses, com dose-dependéncia KIRSCH-
VOLDERS,
1995
o 0:0.5: 1: 5: 10: 50: 100 ou A pgrtlr da dpse'd.e 10uM: mdqgao de BANDUHN:
Linfécitos humanos 500uM Com e sem mitose, poliploidias e micronucleos OBE. 1985
Efeitos sobre os H (sem aberragdo cromossfmica) '
Cromossomos Alterou a organizacgéo dos
(in vitro) centrossomos durante a mitose
Células aranulosas de ovario (fusos mitéticos tri a multipolares, CAN;
9 0 e 30pM Sem alteracdo no fromato do fuso e na ALBERTINI,
de humanos - : .
composi¢ao dos microtubulos), 1997
levando a organizacéo anormal dos
Cromossomos
Aberrac@o numérica em todas as
Células CHO 0, 25,50 e 100 uM Sem doses, mas sem quebras VISREQJ%H
cromossémicas ’
Ratos machos e fémeas ~ A
(Sprague-Dawley) — células 300mg/l§g_ (dose oral NA N&o aumentou a fr~equenC|a de IPCS, 1993
medula 6ssea Unica) aberragéo
- Inducéo de micronucleos e MATSUO;
Ratos - espermatides 100mg/kg NA - NAKAI; NASU,
aneuploidia 1999
Efeitos sobre os inloidi -
TOMOSSOMOS B 0. 50, 150, 450 ou Diploidia dp_se dependente Plos DE
e Ratos — espermatozoides e 800mgkg (dose oral NA espermatozéides, sem inducgéo de STOPPELAAR
(in vivo) eritrocitos periféricos g’kg microntcleos nos eritrécitos
Unica) el . et al., 1999
periféricos (menos sensivel)
Camundongos ICR — células 1.000mg/kg (2 doses - Atraso cromossémico, formacéo de
. NA - : IPCS, 1993
nucleadas em anéafase oral) pontes, formacé&o de fuso tripolar, etc
Camundongos — medula éssea 500mg/kg NA N&o detectou micronucleos

IPCS, 1993
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Concentracéo

Teste Espécie ou Linhagem Ativacédo Resultado Referéncias
Camundonaos — medula 6ssea 0, 66, 1.646 e 3.293mg/kg NA Inducéo de micronucleo por SARRIF et al.,
9 (dose oral Unica) aneuploidia (todas as doses) 1994b
. Intraperitoneal: 0,5mg/kg; Indugao d~e mmronuclgo; (sem BARALE et al.,
Camundongos — medula 6ssea Oral: 0.5a/k NA aberracdo cromossomica), 1993
- 0,00/Kg aneugenia, hiper e diploidia
VANHAUWAERT
. o . , ; ; VANPARYS,
Camundongos — células 0, 500 ou 1.000mg/kg NA Indug&o de micronucleo em células KIRSSCH-
intestinais (dose oral Unica) intestinais (todas as doses) VOLDERS:
2001
Camundongos suigos albinos > 20063.2%%,0%].1098, 009 NA Aumento dose-dependente de IPCS, 1993
Efeitos sobre os 9 ¢ int : " 9 ? micronudcleos '
Cromossomos (in rap.en oneg)
(in vivo) Camundongos NMRI (teste | 500mg/kg (intraperitoneal, NA Sem efeito dominante letal IPCS 1993
dominante letal) por 5 dias) '
Camundongos NMRI (teste 3000mg/kg (gavagem, por NA Sem efeito dominante letal IPCS, 1993
dominante letal) 5 dias) '
ADLER;
Camundongos nj_achos h 500 ou 1.00_0mg/kg Apenas na dose de 500: diploidia dos SCHMID;
espermatozoides (durante a meiose | e Il, NA espermatozéides BAUMGARTN
(espermatdcitos) peritoneal) P ER 2002
Hamster chinés - células 1.000mg/kg (dose oral NA N&o indiziu quebra cromossémica IPCS, 1993
medula 6ssea Unica) '
Hamster chinés machos- 0, 100, 500 ou 1.000mg/kg NA Sem efeito sobre a hiperploidia IPCS. 1993

medula 6ssea

(intraperitoneal)

NI: Ndo informado
NA: Nao se aplica

CHO: células de ovario de hamster chinés

DAP: diaminofenazina

AHP: aminohidroxifenazina
& Concentragéo de fenazina no carbendazim : 9ppm de DAP, 5ppm AHP
b Concentracgdo de fenazina no carbendazim : <0,6ppm de DAP, <4ppm AHP
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5.2.6 Toxicidade Subcrbénica

A Tabela 3 apresenta os resultados dos estudos de toxicidade geral
apos administracdo repetida subcronica do agrotéxico carbendazim. Os efeitos
toxicos observados foram alteragBes hematoldgicas, bioquimicas, danos hepaticos e
renais, alteracdo de peso do timo, reducdo de ingestdo alimentar e diminuicdo de
peso corporeo. A administracdo pela via dérmica resultou em danos na derme, mas
nao foram relatados efeitos sistémicos por essa via. A dose diaria de carbendazim

gue ndo causou nenhum efeito toxico (NOAEL) foi de 100mg/kg p.c./dia.



Tabela 3 — Toxicidade geral apés administracéo repetida subcrénica de carbendazim
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Espécie

Via

Tempo de
Exposicéo

NUmero de
animais

Pureza do
ingrediente
ativo

Doses

(mg/kg
p.c./dia)

Resultados

NOAEL

(mg/kg
p.c/dia)

Referéncias

Ratos
(ChR-CD)

Oral
(gavagem)

14 dias
(5
vezes/semana)

6 machos/grupo

NI

0, 200, 3.400
ou 5.000

- Todos os grupos: Efeitos
adversos na histologia dos
testiculos e | ou auséncia de
espermatozoide nos epididimos

<200*

IPCS, 1993

Ratos
(Wistar)

Oral
(gavagem)

90 dias

10/sexo/grupo

NI

0, 16, 32 ou
64

- Vérias alteragfes
hematolégicas, mas sem
relac@o dose-resposta

- Os relatores afirmam que
houve dificuldade em analisar
os dados, pela auséncia de
dados brutos a alta variacéo
dos resultados

ND

IPCS, 1993

Ratos
(ChR-CD)

Oral (dieta)

90 dias

16/sexo/grupo

72%

0, 100, 500 ou
2.500**

- A dose média de exposicdo do
grupo de maior dose foi de

360 mg/kg no inicio e de 123-
152mg/kg no final.

- N&o houve alteracéo no peso
dos testiculos em nenhum
grupo testado

- Maior dose: 1 da razéo de
peso do figado/peso corpoéreo
em fémeas

ND

IPCS, 1993

Ratos

Continua

Oral

15 semanas

10/grupo

98%

0, 150, 300 ou
600

- Dose intermediaria: danos
renais e hepaticos

- Maior dose: 1 albumina,
glicose, creatinina, colesterol,
hemoglobina e células de
Kupffer, | leucdcitos e linfdcitos,
degeneracéo no figado e danos
renais

150

SELMANOGLU
etal., 2001
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Espécie

Via

Tempo de
Exposicéo

NUmero de
animais

Pureza do
ingrediente
ativo

Doses
(mg/kg
p.c./dia)

Resultados

NOAEL

(mg/kg
p.c/dia)

Referéncias

Cées
(Beagle)

Oral (dieta)

3 meses

4/sexo/grupo

53%

0; 100, 500 ou
1.500-2.500

- Maior dose: foi reduzida para
1500mg/kg, em funcdo da
diminuig&o da ingestao
alimentar e do peso corpéreo e
houve interrupcdo da exposi¢éo
por alguns dias

- Fémeas: tendéncia de 1 de
colesterol (dose intermediaria) e
1 de colesterol (maior dose)

- Em machos, 1 do peso relativo
e absoluto do timo (doses
menor e intermediaria) e
préstata (dose intermediéria)

100*

IPCS, 1993

Cées
(Beagle)

Oral (dieta)

13 semanas

4/sexo/grupo

NI

0; 100, 300 ou
1.000-2.000

- Maior dose: ap6s 6 semanas
esse grupo passou a receber
2000mg/kg

- Dose intermediaria e maior
dose: | nos niveis de albumina
- Maior dose: 1 contagem
bacteriana na urina, 1 do peso
relativo do figado e tiredide e |
do peso relativo do coragao

300

IPCS, 1993

Coelhos
(New
Zealand,
albinos)

Dérmica

10 dias
(6h/dia)

6/machos/grupo

50% da pasta
aquosa

0 ou 2.000

- Grupo teste: Em 5/6 coelhos
tratados, houve necrose focal
da epiderme e infiltracdo celular
polimorfonuclear da derme

ND

IPCS, 1993

O grupo exposto a dose 0 foi denominado de grupo controle; quando havia até 3 grupos expostos a substancia teste, estes foram denominados como grupos
de maior dose, dose intermediaria e menor dose; quando havia dois grupos expostos a substéncia teste, foram denominados de grupos de maior dose e

menor dose e; quando houver somente um grupo exposto a substancia teste sera denominado de grupo teste.
| diminuicdo e 1: aumento
ND: ndo determinado; NI: ndo informado
*: NOAEL nao informado pelos autores do estudo; **: dose foi expressa em mg/kg de ragéo
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5.2.7 Toxicidade Crbnica e Carcinogenicidade

Os resultados dos estudos cronicos e de carcinogenicidade estéao
descritos na Tabela 4. O carbendazim foi carcinogénico para duas linhagens
diferentes de camundongos e as incidéncias dos adenomas e carcinomas tiveram
uma relacdo dose-resposta. Em ratos e cdes, houve alteragdes bioquimicas e
hematoldgicas, perdas de peso corporeo, alteracdes hepaticas, entre outras. Apesar
de ndo ser um estudo de toxicidade reprodutiva, ja houve evidéncia em ratos de
atrofia testicular. Para camundongos, ndo foi possivel estebelecer a dose diaria que

ndo causou nenhum efeito téxico.



Tabela 4 — Toxicidade cronica e carcinogenicidade do carbendazim
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' _ Tempo de Numero' de _Purezg do Doses NOAEL .
Espécie Via Exposicao animais ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
/sexo/grupo ativo racdo/dia) p.c/dia)
- A sobrevivéncia no 2° ano de
exposicao foi de 50% em fémeas e
39% em machos
- A dose média de 500mg/kg
apresentou variacfes grandes, sendo
incialmente medida como 65mg/kg p.c.,
18mg/kg p.c. até o fim do primeiro ano
205018205880* e 15mg/kg p.c. no segundo ano de
Ratos (ChR- Oral DUV LY. exposicao
CD) (dieta) 104 semanas 36 50-70% ou 5.000 | _ Nas duas maiores doses: | ganho de ND IPCS, 1993
S:&%ﬁég peso corpéreo, sem alteracdo na
ingestao alimentar, | contagem de
eritrécitos e nos valores de
hemoglobina e do hematdcrito, 1 no
peso relativo do figado (devido a |do
peso corpéreo)
- Maior dose: 1 na incidéncia de atrofia
testicular e prostatite em machos
- Menor dose: | peso corpéreo
(machos)
0,150, 300 | . Maior dose: | peso corpdreo, | niveis
0;0288*0' de hemoglobina e do hematdcrito, 1 na
. Oral . - atividade de TGP sérica, | nos niveis
Ratos (Wistar) (dieta) 2 anos 60 99% 10.000** | de proteina total, 1 no pesg relativo do ND IPCS, 1993
’ apﬁsal oA | figado e 1 na incidéncia de proliferagao
Sempanas difusa das células parafoliculares da
tiredide (fémeas) e; | na atividade de
TGO sérica (machos)
Cées (Beagle) (gé?;) 1 ano 5 NI 0,013(;0%00 - Maior dose: 1 colesterol sérico ND IPCS, 1993

Continua
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Tempo de

Espécie Via Exposicao

NUmero de
animais
/sexo/grupo

Pureza do
ingrediente
ativo

Doses
(mg/kg
racao/dia)

Resultados

NOAEL

(mg/kg
p.c/dia)

Referéncias

Oral

(dieta) 2 anos

Caes (Beagle)

53%

0, 100, 500
ou 2.500

- A dose média de 500mg/kg foi na
verdade de 15-20mg/kg inicialmente,
14-18mg/kg apds 1 ano e 10-16mg/kg
apos 2 anos de exposicao

- Menor dose: Em 2/4 animais houve
atrofia testicular difusa e auséncia de
espermatogénese (machos)

- Dose intermediaria (500mg/kg): 1 nos
niveis de colesterol, de nitrogénio-

uréico sanguineo, proteina total e TGP.

Um animal apresentou vacuoliza¢do
das células hepaticas e proliferacao
marginal das triades portais com
infiltrag&@o celular.

- Maior dose: alteracdes ficréticas e
inflamatérias do figado (ndo avaliado
pela incerteza da dose testada, tempo
de exposicao e pequeno nimero de
animais)

ND

IPCS, 1993

Oral

(dieta) 2 anos

Caes (Beagle)

NI

0, 150, 300
ou 2.000-
5.000*

* ap0ls 33
semanas

- Dose intermediéaria: | peso corpéreo
(machos e fémeas)

- Maior dose: | peso corpoéreo, | tempo
de coagulagdo sanguinea, 1 dos niveis
da fosfatase alcalina, 1 dos pesos
absoluto e relativos do figado e dos
pesos relativos da tiredide e pituitaria
(machos e fémeas). Um macho teve
infiltrados de células inflamatérias
mononucleares intersticiais e atrofia
tubular dos testiculos. Uma fémea foi
sacrificada por estar moribunda

ND

IPCS, 1993
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Tempo de Nimero de | Purezado Doses NOAEL
Espécie Via E -~ animais ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
XPOSIGA0 1 s oy o/grupo ativo racdo/dia) .c/dia)
grup ¢ p
- Menor dose: | pesos absoluto e
relativo do timo (fémeas), | pesos
absolutos do timo e rins (machos)
- Dose intermediaria; |sobrevivéncia, |
pesos absoluto e relativo do timo
(fémeas), 1 peso relativo do figado
(fémeas), | pesos absolutos do timo e
rins (machos), alteracdes histoldgicas
no timo (deplecéo linféide) e acumulo
de pigmento amarelo-amarronzado nos
tubulos renais (machos), 1 incidéncia
de estase espermatica
- Maior dose: mortalidade dose-
0, 500, 1.500 | relacionada em machos, 1 pesos
ou 7.500- | absoluto e relativo do figado (fémeas),
3.750* | pesos absoluto e relativo do timo e
Camundongos | Oral 2 anos 80 99% *reducaoda rins (machos), alteragdes histolégicas ND IPCS, 1993
(CD-1) (dieta) dose para |no timo e acimulo de pigmento
machos apds | amarelo-amarronzado nos tdbulos
66 semanas | renais (machos), 1 estase espermatica

(mortalidade)

- Cancer: Em machos, nas doses
intermediaria e maior, houve hipertrofia
centrilobular, necrose e dilatacdo
hepatica, 1 significativo de carcinomas
hepatocelulares na dose intermediéria,
lsobrevivéncia na maior dose,
impossibilitando afirmar auséncia de
carcinogenicidade. Em fémeas, 1
significante de tumores hepaticos
(carcinomas e adenomas
hepatocelulares, e hepatoblastomas)
em todos os grupos testados.
Carbendazim foi carcinogénico para
figado.
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Tempo de Nimero de | Purezado Doses NOAEL
Espécie Via E po ¢ animais ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
Xposicdo ; o .
/sexo/grupo ativo racdo/dia) p.c/dia)
- Maior dose: 1 nos pesos relativos do
0. 150, 300 figado (machos e fémeas)
ou 1000- . .
. «+ | - Carcinogenicidade: 1 dose-
Camundongos Oral 20007-5000 relacionado na incidéncia combinada
. - 80 semanas 100 NI * apos 4 - ND IPCS, 1993
(SPF - suicos) | (dieta) semanas de adenomas e carcinomas
** ap6s 8 hepatocelulares (machos e fémeas).
Em machos, a inducdo de tumores
semanas " o
hepaticos foi mais frequente.
- As doses reais consumidas foram 5,8
a7,1;17,1a21,2;34,4a41,9 ou548,4
a 682,3mg/kg.
- Maior dose: 1 pesos absoluto e
relativo do figado (machos e fémeas).
Todos os animais apresentaram
0, 50, 150, | hipertrofia centrilobular, com necrose
300 ou 1000- | celular, células mitéticas e células
Camundongos Oral 2000*-5000** | pigmentadas de Kupffer, e pronunciada
(SPF 71- HOE (dieta) 96 semanas 100-120 NI *apos 4 hipertrofia celular hepatica. ND IPCS, 1993
NMRKI) semanas - Carcinogenicidade: adenomas,
**ap0s 8 | carcinomas, fibrossarcomas e outros
semanas tumores no figado foram observados

em todos os grupos tratados. Nao
houve relagéo dose-resposta evidente
para o hemangioma no figado.
Adenomatose pulmonar teve inicdéncia
igualmente distribuida em todos os
grupos.

O grupo exposto a dose 0 foi denominado de grupo controle; quando houver até 3 grupos expostos a substancia teste, estes foram denominados como
grupos de maior dose, dose intermediaria e menor dose; quando houve dois grupos expostos a substancia teste, foram denominados de grupos de maior
dose e menor dose e; quando houve somente um grupo exposto a substéncia teste, foi denominado de grupo teste.

l: diminuicéo; 1: aumento

TGO: transaminase glutdmica oxalacética; TGP: transaminase glutdmica pirdvica; NI: ndo informado; ND: ndo determinado
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5.2.8 Toxicidade Reprodutiva

A Tabela 5 descreve os estudos de toxicidade reprodutiva. O
carbendazim tem um potencial téxico-reprodutivo bastante elevado, sendo um dos
principais endpoints decorrentes de sua exposicdo. Os machos sdo bastante
afetados, sendo os principais efeitos a infertilidade, as alteracbes do peso testicular,
aumento do diametro e atrofia dos tubulos seminiferos (contendo espermatogdnias e
fragmentos de células de Sertoli), obstrucdo dos dutos eferentes, descamacao das
células germinativas, anomalias morfoldégicas das espermatides, acrossomos
descontinuos ou ausentes, diminuicAo na contagem e motilidade dos
espermatozoides, alteracdo morfologica dos espermatozoides e inibicdo da
espermatogénese. E interessante notar que, quanto as alteracdes no peso do
testiculo, existem estudos que relatam ganho, perda ou auséncia de efeito.
Infelizmente, ndo temos acesso aos dados brutos dos estudos para avaliarmos de
maneira mais pormenorizada o que pode ter ocorrido. Uma possibilidade é que
como os resultados referem-se ao peso testicular bruto e nao relativo, alteracdes no
peso corporeo poderiam estar influenciando os resultados. Também é digno de nota
que, aparentemente, aumento no peso de testiculos em ratos foi observado ap6s
exposicao aguda a doses altas. Assim, o regime de exposi¢cado poderia ser outro fator
gue estaria influenciando o resultado.

As fémeas expostas que acasalaram com machos expostos
apresentaram perdas poés-implantacdo e, em estudo in vitro, houve inibicdo do

crescimento do endomeétrio.
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Espécie ou
tipo celular

Via

Tempo de
Exposicéo

NUmero de
animais

Pureza do
ingrediente
ativo

Doses

(mgl/kg
p.c/dia)

Resultados

NOAEL

(mgl/kg
p.c/dia)

Referéncias

Ratos (ChR-
CD)

Oral (dieta)

3 geragOes

3 machos e
16-20
fémeas/grupo

NI

0, 100, 500,
5.000 ou
10.000

- Nas duas maiores doses: | no
peso médio das ninhadas em
desmame, de todas as geractes

100*

IPCS, 1993

Ratos
(Sprague-
Dawley)

Continua

Oral
(gavagem)

10 dias
consecutivos

24
machos/grupo

98,1%

0 ou 400

- 10/24 animais tiveram | fertilidade
durante a 12 semana ap0s o periodo
de exposicéo, 16/24 animais
estavam inférteis na 52 semana. Dos
16 animais, apenas 4 recuperaram a
fertilidade apds estarem inférteis por
6 semanas consecutivas (da 52 a
112 semana), os demais
permaneceram inférteis até a 322
semana apos o periodo de
exposicao.

- Dos animais inférteis, 245 dias
apoés a exposicao, atrofia tubular dos
seminiferos (>85% dos tubulos
estavam atréficos) além da
presenca de apenas células de
Sertoli (sindrome do epitélio com
espessamento de membrana basal)
- < 2% dos tdbulos continham
espermatozéides no liimen e
animais que recuperaram a
fertilidade, muitos tabulos atréficos
(13-85%), 245 dias apos a
exposicao

<400

CARTER;
HESS;
LASKEY,
1987
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Espécie ou ' Tempo de Nimero de Pureza do Doses NOAEL A
- Via . e ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
tipo celular Exposicéo animais . . .
ativo p.c/dia) p.c/dia)
- Grupo teste: | peso testicular, |
testosterona sérica, | estradiol, |
Ratos Oral . 10 o atividade das enzimas RAJESWARY
(Wistar) (gavagem) 48 dias machos/grupo 99% Oou2s esteroidogénicas e antioxidantes, 1 <25 et al., 2007
peroxidacao lipidica e 1 das
espécies reativas de oxigénio
Ratos - Grupo teste: Os efeitos deletérios
(Sprague- Oral Unica 6 NI 0ou100 |Sobre os testiculos ocasionados <100 GOTOH et
(gavagem) machos/grupo pelo carbendazim dependem da al., 1999
Dawley) ~
obstrucdo dos dutos eferentes
- Duas maiores doses: | potencial
reprodutivo (efeitos na producéo de
esperma e da viabilidade fetal),
alteragc6es da morfologia, nimero
(Jcontagem) e motilidade dos
espermatozéides, peso dos
Do desmame, testiculos e epididimos, histologia
a puberdade, i testicular, niveis hormonais e da
Ratos Oral acasalamento, 8 95% 0,50, 100, " ¢ ijigade. <50 GRAY etal,
(gavagem) ~ 12/sexo/grupo 200 ou 400 . 1988; 1990
gestacdo e - Em todas as doses: | contagem de
lactacéo espermatozéides na extremidade

caudal do epididimo

- Em fémeas: perdas pos-
implantacdo na maior dose e filhotes
com malformacdo em ninhadas dos
grupos das doses de 100 e
200mg/kg
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Espécie ou
tipo celular

Via

Tempo de
Exposicédo

NUmero de
animais

Pureza do
ingrediente
ativo

Doses
(mg/kg
p.c/dia)

Resultados

NOAEL

(mg/kg
p.c/dia)

Referéncias

Ratos
(Sprague-
Dawley)

Oral

Unica

8
machos/grupo

NI

0 ou 400

- Grupo teste: 1 do peso testicular 8h
apos a exposicdo até o 4° dia. No 8°
dia | maxima na contagem de
espermatozéides com cabeca por
testiculo (muitos apresentavam
cabeca separada do flagelo ou
auséncia de cabeca) e | da
motilidade

<400

NAKAI et
al., 1992

Ratos
(Sprague-
Dawley)

Oral

Unica

20
machos/grupo

NI

0, 50, 100,
200, 400 ou
800

- Dose de 50: células germinativas
imaturas no epitélio dos tubulos
seminiferos (efeito mais brando)

- A partir da dose de 100: |severa
das células germinativas, 1 dose-
dependente do peso testicular e 1 do
diametro dos tubulos seminiferos,
ocluséo dos dutos eferentes
(contendo granulomas espermaticos,
mineralizagfes e tecido conectivo
fibrosado no limen), atrofia dos
tubulos seminiferos (contendo
células de Sertoli primérias e
espermatogobnias cercadas por uma
membrana basal espessa)

<50

NAKAI et
al.,1992

Ratos
(Sprague-
Dawley)

Oral
(gavagem)

Unica

5
machos/grupo

NI

0 ou 400

- Regido basal das células de
Sertoli: | microtibulos e formacéo
de agregados de mitocondrias

- Regido apical das células de
Sertoli: 1 microtlbulos e
fragmentagdo dessa porcao celular
com descamacdao das células
germinativas, para o limen do tubulo
seminifero

- Efeito similar ao da colchicina

<400

NAKAI et
al., 1994
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Espécie ou
tipo celular

Via

Tempo de
Exposicédo

NUmero de
animais

Pureza do
ingrediente
ativo

Doses
(mg/kg
p.c/dia)

Resultados

NOAEL

(mg/kg
p.c/dia)

Referéncias

Ratos
(Sprague-
Dawley)

Oral

Unica

23
machos/grupo

NI

O ou 100

- Anomalias no formato do nucleo e
do acrossomo nas espermatides
circulares e alongadas, invaginacao
nuclear

- Acrossomos descontinuos,
multivesiculares e auséncia de
acrossomos

- Efeitos atribuidos as manchetes
(anel de microtubulos responsavel
pelo alongamento celular durante a
espermiogénese)

<100

NAKAI et al.,
1997

Ratos
(Sprague-
Dawley)

Oral
(gavagem)

Unica

43 machos
(total)

NI

0 ou 100

- N&o ocluséo dos dutos eferentes

- Descamacao das espermatides
alongadas, leséo das células de
Sertoli, necrose dos espermatécitos
em divisdo, megaespermatides
circulares e espermatides
binucleadas e, espermatides
alongadas com formato anormal

- Atua diretamente na meiose dos
espermatécitos e os efeitos latentes
nas espermatides levam a
anormalidades morfolégicas e
impedem a espermatogénese,
independetemente da ocorréncia de
ocluséo dos dutos

<100

NAKAI;
HESS, 1997

Ratos
(Sprague-
Dawley)

Oral
(gavagem)

Unica

20
machos/grupo

NI

0 ou 100

- Desenvolvimento anormal dos
acrossomos das espermatides
circulares, ocorrido nas fases iniciais
das espermiogénese

<100

NAKAI et al.,
1998
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Espécie ou ' Tempo de Nimero de Pureza do Doses NOAEL .
- Via . T ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
tipo celular Exposicédo animais ; . )
ativo p.c/dia) p.c/dia)
Ratos - Des_cama(;éo da,s pélulas ;
(Sprague- Oral Unica 25 NI 0 ou 400 gerr'nlna}tl'vqs., %staglo-espemflco e <400 NAKAI et al.,
Dawley) (gavagem) machos/grupo de.V|do,a inibicao na montagem do_s 2002
microtUbulos das células de Sertoli
- Nas 3 maiores doses: 1 peso dos
testiculos, 1 diametro do tabulo
Ratos (Fischer Oral Unica NI Grau 0, 40, 67, |seminifero, descamacéo das céluas 40 MOFFIT et
344) (gavagem) técnico 100 ou 200 |germinativas al., 2007
- Patologias testiculares iniciaram 4h
apos a exposicao
- IP: os pré-puberes tiveram | dano
testicular, mas nos adultos o efeito
foi bastante pronunciado.
- Nao houve a diferentes padrdes de
ligagcdo aos microtdbulos entre os
grupos.
- Animais pré-puberes, os niveis de
carbendazim no testiculo foram
3-4 animais muito menores que nos adultos
Ratos " pré/— P 164 (rper_ws que }/3), quuantc_J q_Llje 0s M MILLER
(Sprague- P ou IT Unica plberes/grupo >97% markg niveis sanguineos foram similares. ND ; ,
Dawley) e 3-4 animais IT: 26219 |- IT: nos jovens houve 1 na 1997
pos- vacuolizacdo e desprendimento do
puberes/grupo epitélio seminifero, mas outros

efeitos foram mais brandos que nos
adultos.

- As diferentes sensibilidades
também se devem a outros fatores,
gue ndo apenas a cinética dessa
substancia em adultos e jovens (por
exemplo, diferentes composicdes
das células testiculares).
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Espécie ou Tempo de Numero de Pureza do Doses NOAEL
-SP Via o ¢ S ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
tipo celular Exposicédo animais ; . )
ativo p.c/dia) p.c/dia)
- O carbendazim atinge os testiculos
Camundongos dos camundongos nas mesmas
(suicos) 2.000 doses ou em doses acima das
. - . CORREA et
Ratos Intraperitoneal Unica NI NI (camundongo) | medidas em ratos, mas 0s ND al.. 2002
(Sprague- 164 (rato) | camundongos aparentemente sdo "
Dawley) insensiveis aos agentes disruptores
de microtubulos.
- Maior dose: | peso dos testiculos,
. recuperacdo 39 dias apos a
Camundongos Oral S d|a§ 12 NI 0, 250, 500 exposi¢cdo, bem como alteragéo nas 500* IPCS, 1993
(gavagem) consecutivos | machos/grupo ou 1.000 :
porcentagens de tipos celulares das
espermatides
- Grupo teste: | contagem de
Do desmame, espermatozéides e pesos dos
Hamsters Oral a puberdade, testiculos, vesicula seminifera e na GRAY et al
(sirios) (gavagem) acasalamento, | 12/sexo/grupo 98,1% 0 ou 400 contagem de espermatozoides no <400 1990 N
gavag gestacéo e epididimo
lactacédo - Efeitos menos pronunciados do
gue os vistos em ratos
Células do 6 45 - .
endométrio NA 48h de cultura NA NI 0, 10 ,_410 - |n|bl(;6}0 _do crescimento do ND CHANG et
humano ou1l0™M |endométrio al., 2010

l: diminuicéo; 1: aumento
NA: ndo se aplica; NI: ndo informado; ND: ndo determinado
IP: intraperitoneal; IT: intratesticular

* NOAEL néo informado pelos autores do estudo
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5.2.9 Toxicidade sobre o desenvolvimento embriofetal

Os resultados detalhados dos estudos de toxicidade sobre o
desenvolvimento embriofetal estdo descritos na Tabela 6. Mesmo quando os
machos nédo sdo expostos ao carbendazim, a gestacdo de fémeas expostas é
bastante afetada, bem como o desenvolvimento embriofetal. Os principais efeitos
foram as perdas gestacionais (diminuicdo do tamanho das ninhadas), diminuicdo no
namero dos sitios de implantacdo, aumento de reabsorcbes, embrioletalidade,
diminuicdo do peso fetal, atrasos de ossificagdo e malformagdes diversas em ratos e
coelhos. Em hamsters, foi evidenciado que os od6citos nédo fertilizados apresentavam
aneuploidias. O carbendazim provocou malformacdes embriofetais em coelhos,
ratos e camundongos. O valor mais critico de NOAEL para o desenvolvimento
embriofetal, tanto em coelhos como em ratos, foi cerca de 10mg/kg p.c./dia (nivel em

que nao houve toxicidade materna).
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Espécie ou Tempo de Nimero de Pureza do Doses NOAEL
-SP Via ho @ S ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
tipo celular Exposicéo animais . A .
ativo p.c/dia) p.c/dia)
- Até a dose de 400: tendéncia de
Ratos Oral Durante a 8 0, 25, 50, TOI\I/Eljls' rezbSOVIQOGS ho d
gestacdo (dias | . NI 100, 200, 400 |- Maior dose: | ganho de peso ND IPCS, 1993
(Holtzmann) (gavagem) fémeas/grupo materno, | sitios de implantacéo, |
l1a8) ou 1.000 T TR
niveis de LH e 1 nos niveis séricos
de estradiol
Oral Durante a - Fémeas pseudogravidas®
Ratos gestacao (dias NI NI 0 ou 400 tratadas: | resposta celular uterina <400 IPCS, 1993
(gavagem) .
laB8) decidual
- Todos os grupos: auséncia de
toxicidade materna
- A partir da dose de 200: |
distancia cabeg¢a-cauda, | tamanho
da cabeca, | metdmeros e de
embrides por fémea; neurdporos
posteriores com abertura e
anomalias nos membros
- Todas as doses: 1 reabsorcdes, |
Durante a tamanho das ninhadas, | peso
Ratos Oral . 12-13 o 0, 100, 200, e ' CUMMINGS
(Holtzmann) (gavagem) gestagdo (dias fémeas/grupo 95% 400 ou 600 fetal e osNS|f|cagao retardada <100 et al., 1992
1a8) - AlteracBes sobre o

Continua

desenvolvimento embriofetal
ocorreram em todos os estagios,
dose-dependente, e 0s atrasos no
desenvolvimento permaneceram
mesmo apds o término da
exposicao, sugerindo que a
exposi¢cdo nos estagios iniciais do
desenvolvimento é critica para
ocorréncia dos efeitos
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Espécie ou Tempo de Numero de Pureza do Doses NOAEL
-SP Via PO ¢ S ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
tipo celular Exposicédo animais ; : .
ativo p.c/dia) p.c/dia)
owaries | 05000 | s dese e e
(Sprague- Oral pseudogestacdo® | .. 98% ' : prot <500 CHI; zU,
; fémeas/grupo 1.000 uterino, sem alterar os niveis de
Dawley) (dias5a9) : 1996
estradiol e progesterona
- Maior dose: toxicidade materna (|
ganho de peso), 1 pesos absoluto
e relativo do figado, | taxa de
gestacdo, 1 reabsorcdes, |
tamanho da ninhada, | peso fetal,
1 incidéncia de malformagdes
Durante a fetais (hidrocefalia, microftalmia, Materno:
(Crll_\')?:tgsBR) ( a\?z;avlam) gestacao (dias 7 fémeazssl Do NI 0, ?),ulgf) 20 anoftalmia, escapula malformada, 20 IPCS, 1993
' gavag a 16) grup malformac6es axiais esqueléticas | Fetal: 10
nas vértebras e costelas, fusées
do esterno, exencefalia,
hemivértebras e hiperplasia de
costela)
- Dose de 20: | peso fetal,
variagdes esqueléticas
Raos | oy | owmea | s
(Sprague- gestacédo (dias 8 | .. NI Ooul9,1 o ! & <19,1 IPCS, 1993
(gavagem) fémeas/grupo esqueléticas e externas, | peso
Dawley) a 15) fetal
- Duas maiores doses: toxicidade
materna, embrioletalidade, defeitos
Ratos Oral Dur?nte a 18-20 0. 8. 35 ou congénitos, desenvolwmerjto _fetal SITAREK,
(iImp:Lodz) (gavagem) gestacéo (dias 6 fameas/aruno 98% 160 retardado, encefalocele, hérnia 8 2001
P: gavag a 15) grup umbilical, cauda encurtada ou

ausente, malformacéo do cérebro,
rins, costelas e vértebras
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Espécie ou . Tempo de Nimero de Pureza do Doses NOAEL .
tino celular Via EXD0SICE0 animais ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
P POsIG ativo p.c/dia) p.c/dia)
-Taxa de fetos nascidos mortos e
reabsorcées: 29%, 48%, 64%, 73%
Durante a respectivamente
Ratos ( a\(/)aralem) gestacéo (dias fémezslloru o 98% 0, zoég Oou 1. Mortalidade pés-parto: nas duas ND IPCS, 1993
gavag 6 a 15) grup maiores doses foi,
respectivamente, 3 e 3,5 vezes
maior que no controle
Ratos Durante a 27.28 0,8,9;45,9; |- Maior dose: | ingestédo de
Oral (dieta) gestacgédo (dias | .. 53% 218,4;431,6; |alimento (periodo da exposi¢&o) ND IPCS, 1993
(ChR-CD) 6 a 15) fémeas/grupo 625 5 ou 746.9 ¢
Durante a - Potencial teratogénico ou
(Wigc:i?;PF) Oral (dieta) gestacédo (dias féméei/zzru o NI 0, 53% 56%00 fetotoxico ndo pbde ser avaliado ND IPCS, 1993
6 a 15) grup ' (sem dados brutos)
Durante a -Taxa de fetos nascidos mortos e
Coelhos ( a\(/Jara(Iam) gestacéo (dias fémeil-slloru o 98% 0, 4?L,6E(3)0 ou reabsorcées: 0%, 15%, 21,7%, ND IPCS, 1993
gavag 6 a 18) grup 33,3% respectivamente
- Dose intermediaria: | taxa de
implantacdo, | tamanho da
ninhada
- Maior dose: | peso materno, | )
Coelhos Durante a X ~ Materno:
(Albinos, New ( a\?aratlem) gestacdo (dias fémeazscl) rupo NI 0, 12’2%0 ou :ax:; derlrpplant?grio,nL d 20 IPCS, 1993
Zealand) gavag 7al9) grup eabsorcoes, | tamanho da Fetal: 10
ninhada, 1 fetos com
malformag¢Bes por ninhada
(costelas, vértebra toréxica
proximal e cervical)
- Maior dose: 1 numero de costelas
Coelhos Durante a supranumerarias (bilateral) e
. . ~ ) 3-11 0, 600, 2.000 | atraso ou auséncia na ossificacido
(Alggngz,ngl)ew Oral (dieta) gestéaga&()mas fémeas/grupo NI ou 6.000 - Potencial teratogénico ou ND IPCS, 1993

fetotoxico ndo pbde ser avaliado
(sem dados brutos)
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Espécie ou ' Tempo de Numero de Pureza do Doses NOAEL A
- Via - T ingrediente (mg/kg Resultados (mg/kg | Referéncias
tipo celular Exposicéo animais . . :
ativo p.c/dia) p.c/dia)
- Menor dose: perdas p0s-
implantagdo (dentro dos valores
histéricos)
- Doses intermediaria e maior: |
peso corpéreo, ganho de peso,
Camundongos | Oral | oG8 Ses | 30 s | 0:150.300 | ool | 1s0 | FARAGe
(CD-1) (gavagem) 6a 15) fémeas/grupo ou 600 triglicerideo, glicose, proteina, e al., 2011
creatinina, e | niveis de estradiol e
progesterona, | nimero de fetos
nascidos vivos e 1 reabsorgdes e
malformacgdes esqueléticas,
viscerais e externas
- Exposicéo I: | numero de fémeas
gravidas, e as que tiveram sucesso
Uni I: 0, 250, 500, | | numero de fetos nascidos vivos
(periglggde 750 ou 1.000 | (todas as doses), perdas pré e pés
e impl a
oral perifertilizacao: 10 (durante a |implantagao , PERREAULT
Hamsters : N 95% meiose 1) - Exposicéo II: | no nimero de <250
(gavagem) meiose, fémeas/grupo . : . etal., 1992
ovulagio e [I: 0ou 1.000 |fetos nascidos vivos
fertilizaco) (durante a |- Exposicdo durante os eventos da
meiose Il) | meiose dependentes de
microtUbulos afetam
negativamente a gestacéo
- Odcitos nao fertilizados 1
- loidi
Unica (na fase aneup oidia . ~
proestro, na - 1 numero de embrides que nao
Hamsters Oral maturacio i 10 95% 0 ou 1.000 atingiram 0 estagio esperado de ND JEFFAY et
(gavagem) meidtica dos fémeas/grupo desenvolvimento e | nUmero de al., 1996
obeitos) sitios de implantacdo

- Perda gestacional ocorre pela
inducéo de aneuploidia nos odécitos

| diminuicdo; 1: aumento; NA: ndo se aplica; NI: ndo informado; ND: ndo determinado; LH: hormdnio luteinizante
# pseudogravidez/gestacao: falsa gravidez, induzida por meio da estimulacio do cérvix uterino com uma pequena haste, nas fases proestro e estro
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5.2.10 Desregulacado Enddcrina

Os estudos sobre o potencial de causar desregulacdo endocrina
estdo descritos na Tabela 7. O carbendazim foi capaz de alterar os niveis de
diversos hormonios, tais como a testosterona, LH, FSH, GnRH e T3. Essas
alteracdes sdo acompanhadas de mecanismos compensatorios (alcas de feedback).
Além das alteracdes dos niveis hormonais, que nem sempre sdo detectadas em
funcdo dos mecanismos compensatorios, ha um estudo que descreve que 0S
efeitos reprodutivos (diminuicdo de espermatozéides) e sobre o desenvolvimento
embriofetal do carbendazim podem ser revertidos com a administragdo concomitante
de um antagonista androgénico (LU et al., 2004). Esse estudo demonstra que a acao
do carbendazim envolve mecanismos androgénicos podendo ser, portanto,
considerado um desregulador enddécrino.

Héa ainda um estudo in vitro que sugere que o carbendazim levaria a
feminilizagdo dos animais in vivo por induzir a aromatase, uma enzima do citocromo
P450 que sintetiza estrogenos pela hidroxilacdo de andrégenos (MORINAGA et al.,
2004). Entretanto, esse efeito (feminilizagdo) n&o foi confirmado pelo conjunto de
dados in vivo existentes. Na verdade, o estudo in vitro ndo tem muito peso pois foi
realizado com uma Unica concentracdo e, além disso, o0 proprio autor menciona que
o resultado era surpreendente ja que outras substancias quimicas do grupo imidazol

inibiram a atividade aromatase.
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Espécie ou
tipo celular

Via

Tempo de
Exposicéo

NUmero de
animais

Pureza do
ingrediente
ativo

Doses
(mg/kg p.c/dia)

Resultados

NOAEL

(mg/kg
p.c/dia)

Referéncias

Ratos

Oral
(gavagem)

85 dias
(a partir de 21
dias de idade)

NI

NI

0, 50, 100, 200
ou 400

- 50 a 100: sem efeito na pituitaria ou
sobre hormonios testiculares

- 200: Ttestosterona no fluido do
tubulo seminifero e tabulo da ABP,
sem afetar os niveis séricos de
testosterona ou de ABP

- 400: ttestosterona no fluido do
tabulo seminifero e do tdbulo da ABP,
dos niveis séricos da ABP, sem afetar
0s niveis séricos de testosterona

- Alteracbes hormonais consistentes
com atrofia testicular

100

REHNBERG
etal., 1989

Ratos
(Crl:(LE)BR)

Oral
(gavagem)

85 dias

7-12/grupo

98,1%

0, 50, 100, 200
ou 400

- 1 dose relacionado aos niveis
séricos de LH e FSH, sem alteracéo
nos niveis de PRL e TSH

- Sem alterac¢des nos niveis de GnRH
(hipotadlamo medio-basal), mas houve
1 GnRH (hipotadlamo anterior) seguido
de declinio, dose-relacionado, que
sugere que os danos testiculares,
causados pelo carbendazim, sdo
acompanhados de alteracbes
compensatorias na regulacéo do
hipotalamo e pituitaria sobre os
testiculos (células de Sertoli)

ND

GOLDMAN et
al., 1989

Ratos
(suicos,
albinos)

Continua

Oral
(gavagem)

15 semanas

10
machos/grupo

98%

0, 150, 300 ou
600

- 300: 1 niveis séricos de T3

- 300 e 600: lesBes histoldgicas,
dose-relacionadas, na tiredide
paratiredide e glandulas adrenais,
levarando ao hipotireoidismo e atrofia
tecidual da tiredide

150

BARLAS et
al, 2002
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Espécie ou ' Tempo de Nimero de Pureza do Doses NOAEL .
. Via . L ingrediente . Resultados (mg/kg | Referéncias
tipo celular Exposicéao animais . (mg/kg p.c/dia) )
ativo p.c/dia)
l) &: 675mg/kg |- 1) | peso dos testiculos, co-
e 50 ou tratamento com antagonista de
100mg/kg de | receptor androgénico evitou |
flutamida — | concentracdo de espermatozoides e
antagonista de | alteracdo da morfologia celular
receptor de |- 1l) efeitos androgénicos como o
andrégeno (28 |incompleto desenvolvimento das
dias) trompas uterinas, o alargamento da
Ratos Oral ) 28 1)} IPré- gretra, aus_énci? dde vagipa Ie inducdo |
Unica, ou acasalamento € aparecimento de vesiculas LU et al.,
(ggrv"\’}%;g' (gavagem) 56 dias S/grupo 99% de P e d: seminiferas nas fémeas da prole ND 2004
200mg/kg (28 |- Ill) 1 dose-dependente nas
dias) concentracdes de receptores
1) &: 25, 50, |androgénicos nos testiculos e
100, 200, 400 e | epididimo
800mg/kg (56 |- 1V) Extrato de testiculo de ratos:
dias) carbendazim substituiu a ligag&o da
IV) Extrato | [3H]-5-dihidrotestosterona ao receptor
testiculo: 5, 50 | androgénico de modo concentracéo
e 500M dependente
- Duas maiores doses: 1 taxa de
acasalamento, mas | fertilidade, |
80 dias peso dos testiculos e | contagem de
Ratos Oral consecutivos 16- 98% 0, 20, 100 ou |espermatozoéides, tubulos seminiferos 20 YU et al.,
(Wistar) (até o 22/sexolgrupo 200 atréficos, | células germinativas, 2009
acasalamento) degeneracdo e descamacéodas

células germinativas
- Maior dose: | LH
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Espécie ou ' Tempo de Nimero de Pureza do Doses NOAEL .
- Via o o ingrediente . Resultados (mg/kg | Referéncias
tipo celular Exposicéo animais . (mg/kg p.c/dia) )
ativo p.c/dia)

Linhagem

de células
tumor’al_s de NA 24 horas NA f;ra}u Ooul0 M |” Inducdo da atividade da aromatase ND MORINAGA

ovario técnico et al., 2004

“granulosa-

like” (KGN)

l: diminui¢do; 1: aumento

NI: ndo informado; NA: néo se aplica; ND: ndo determinado
ABP: proteina ligadora de andrégenos; LH: hormonio luteinizante; FSH: horménio foliculo-estimulante; PRL: prolactina; TSH: horménio estimulador da

tiredide; GnRH: hormdnio liberador de gonadotrofina
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5.2.11 Neurotoxicidade

Um estudo de neurotoxicidade aguda em galinhas (Leghorn)
demonstrou que o carbendazim causou sinais clinicos agudos (fraqueza de
membros inferiores, ataxia) com reversibilidade e baixa severidade. Ainda mais, nao
houve evidéncia de neuropatia (degeneracdo axonal ou demielinizagdo), sendo o
NOAEL nesse estudo de 2.500mg/kg p.c./dia (IPCS, 1993).

5.2.12 Imunotoxicidade

Também foi encontrado um estudo de imunotoxicidade em galinhas
(Leghorn). Nesse estudo, a dose de 200mg/kg p.c./dia provocou uma diminui¢do nos
niveis de linfécitos B e das imunoglobulinas G, M e A, demonstrando que o

carbendazim diminuiu (downregulation) a resposta humoral (SINGHAL et al., 2003).

5.3  AVALIACAO DA EXPOSICAO AO CARBENDAZIM

No Brasil, de acordo com o Agrofit (MAPA, 2012), ha 33 produtos
comerciais formulados registrados a base de carbendazim. Destes, 26 produtos
possuem o carbendazim como o Unico ingrediente ativo, os demais estdo
associados a outros ingredientes ativos (MAPA, 2012).

Dos 26 produtos formulados contendo apenas carbendazim, 24 séo
formulagbes liquidas (suspensdo concentrada) e 2 sdo formulacdes solidas
(granulado dispersivel em agua) que serdo aplicadas apos diluicdo em veiculo, ou
seja, também na forma liquida (MAPA, 2012).

Em relacdo as concentracdes de ingrediente ativo, as apresentacdes
comerciais variam de 34% a 75% de ingrediente ativo. Essa maior concentragao
refere-se a formulagéo solida (MAPA, 2012).

Para coleta das doses recomendadas em bula, também foi feita
consulta na base de dados do Agrofit para cada produto aprovado e, foram
convertidos os valores de volume por hectare para gramas de ingrediente ativo por

hectare, a depender da concentracdo da formulagdo. Assim, as recomendacfes de
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dose preconizadas em bula sdo diversas, sendo que a dose méaxima recomendada
para aplicacéo foliar € de 500 gramas por hectare. A dose média recomendada é de
250 gramas por hectare (MAPA, 2012).

Ainda, analisando as recomendacdes nesse banco de dados, os
equipamentos de aplicacdo preconizados sao: trator com barra de pulverizacao
(culturas baixas), trator com turbo atomizador (culturas altas, como citros) e
aplicacao aérea (MAPA, 2012). Desde a Reavaliacdo Toxicoldgica do Carbendazim
pela Anvisa em 2002, ficou proibida a aplicacdo costal ou manual de produtos a
base desse ingrediente ativo (ANVISA, 2002). A maioria dos produtos constantes no
Agrofit tém como recomendagédo “Proibida a aplicagdo manual ou costal”, no
entanto, em varios produtos ndo € mencionado sobre essa proibicdo e é
recomendada a aplicacdo “terrestre”. Outros possuem como recomendacao “esse
produto ndo deve ser aplicado com equipamento manual ou costal’, mas néo
enfatizando que esse uso é proibido (MAPA, 2012).

Para o tratamento de sementes a dose maxima recomendada € de
50 gramas de ingrediente ativo por kilograma de semente (MAPA, 2012).

De acordo com a monografia da Anvisa, a aplicacao foliar esta
autorizada nas seguintes culturas: algodao, citros, feijado, maca, soja e trigo. No caso
do tratamento de sementes estdo autorizados: algodao, arroz, feijao, milho e soja
(ANVISA, 2012).

A exposicdo pode ser caracterizada basicamente em duas

situacdes: exposi¢cao ocupacional e exposicao dietética.

5.3.1 Exposi¢céo Ocupacional

A exposigcado ocupacional ao carbendazim pode ocorrer por meio do
contato inalatério ou dérmico, nos ambientes de trabalho. Essa avaliacdo da
exposicdo ocupacional focou no ambiente agricola e no tratamento de sementes.

Ha, pelo menos, dois cenarios gerais em que esse primeiro tipo de
exposicao pode ocorrer: (a) durante a manipulacéo e a aplicacdo (misturadores, que

preparam a calda a partir do produto formulado concentrado; abastecedores, que

sdo responsaveis por abastecer os equipamentos de aplicacdo com essa calda ja
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preparada e os aplicadores) e; (b) pessoas que entram na area tratada, ap0s a
aplicacéo.

Em relacdo ao primeiro cenario geral, deve-se considerar também
trabalhadores com funcées combinadas, por exemplo, o mesmo trabalhador que
exerce a atividade de misturador e abastecedor, ou até mesmo de misturador-
abastecedor-aplicador e, por ultimo os diferentes tipos de aplicagdo terrestre
(tratorizada com barra de pulverizacédo, tratorizada com turbo atomizador ou aérea,
por exemplo), que levardo a exposicoes diferentes.

A avaliacdo dos diferentes cenarios de exposicao foi feita com base
no PHED (EPA, 1998b), que apresenta 37 cendrios possiveis de exposicao.
Considerando as recomendacdes autorizadas no Brasil, coletadas no Agrofit (MAPA,
2012) e descritas no item 5.3, foram identificados os seguintes cenarios de
exposicdo do PHED que seriam possiveis no Brasil:

a) Cenério n° 1. Misturador e abastecedor (M/Ab) de gréanulos dispersiveis em
sistema aberto;

b) Cenario n° 3: Misturador e abastecedor (M/Ab) de liquidos em sistema aberto;

c) Cenério n° 6: Misturador e abastecedor (M/Ab) de liquidos em sistema fechado;

d) Cenério n° 7: Aplicador (Ap) utilizando aeronave de cabine fechada;

e) Cenério n° 11: Aplicador (Ap) utilizando trator com turbo atomizador de cabine
aberta;

f) Cenéario n° 12: Aplicador (Ap) utilizando trator com turbo atomizador de cabine
fechada;

g) Cenario n° 13: Aplicador (Ap) utilizando trator com barra de pulverizacdo de
cabine aberta;

h) Cenério n® 14: Aplicador (Ap) utilizando trator com barra de pulverizacdo de
cabine fechada;

i) Cenario n° 27: Misturador, abastecedor e aplicador (M/Ab/Ap) utilizando trator
com turbo atomizador de cabine aberta;

j) Cenario n° 28: Misturador, abastecedor e aplicador (M/Ab/Ap) utilizando trator
com barra de pulverizacéo de cabine aberta;

k) Cenario n° 29: Misturador, abastecedor e aplicador (M/Ab/Ap) utilizando trator

com barra de pulverizacéo de cabine fechada.
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Ainda, para cada cenario, deve-se considerar a utilizacdo dos
equipamento de protecéo individual — EPI. Nesse caso, foram consideradas para o
calculo trés situacfes distintas de uso de EPI: a) sem EPI; b) com macacao, sem
luvas e com mascara simples para po/névoas e c) com todos os EPIs: macacao,
luvas e méscara para vapores organicos.

As Unidades de exposicdo dérmica e inalatéria (UED e UEI) foram
obtidas do PHED, de estudos com resultados de alta confianca e qualidade (EPA,
1998b). Nesse banco de dados ha valores para a maioria dos cenarios mencionados
incluindo as questdes dos EPIs. Aqueles cenarios em que informacdes de
determinados EPIs ndo estdo disponiveis, foram feitos calculos de estimativas de
protecdo conforme recomendacdo do PHED, considerando que o macacéo fornece
50% de reducdo da exposicédo, luvas 90% de reducdo de exposicdo, mascara para
pés/névoas fornecem 80% de reducdo da exposicdo e mascara para vapores
organicos 90% de reducéao da exposicao (EPA, 1998b).

N&do estdo disponiveis no PHED trés cenarios de exposi¢ao
possiveis no Brasil que séo a atividade combinada de M/Ab de granulos dispersiveis
em sistema fechado, M/Ab/Ap utilizando aeronaves e M/Ab/Ap utilizando trator com
barra de pulverizacdo em cabine fechada. No entanto, 0s cenarios existentes no
PHED ja permitem uma avaliagdo critica e fornecem subsidio para inferir que as
atividades combinadas levam a exposi¢cfes ainda maiores e os sistemas fechados
minimizam a exposicao.

Além disso, ndo ha dados no PHED para o cenario de exposi¢ao
potencial pés-aplicagao.

Os valores de unidades de exposi¢cdo para cada cendrio exposicao
possivel no Brasil e disponiveis no PHED estdo descritos na Tabela 8.

Conforme ja relatada, a dose maxima de aplicacéo (uso), de acordo
com a autorizacao/registro no Brasil € de 500 gramas de ingrediente ativo por
hectare.

N&o existem valores padrdes oficiais de areas diarias tratadas no
Brasil, uma vez que 0s 0rgados governamentais ainda n&do regulamentaram a
avaliacao de risco ocupacional no Brasil. No Workshop “Avaliagdo da exposicao de
Misturadores, Abastecedores e Aplicadores de agrotoxicos”, organizado pela
Associacdo Nacional de Defesa Vegetal — ANDEF, foi discutido e proposto padrdes
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brasileiros de areas tratadas por dia. A proposta para a atividade combinada de
M/Ab foi de 32 ha/dia e de Ap por equipamento tratorizado de 121 ha/dia (CANEZ,
2009). Nessa ocasido, ndo se propds valores para area tratada por equipamento
aéreo.

Diante disso, para fins de célculo de exposicédo, foram adotados
esses valores propostos pelo setor produtivo nessa ocasidao e, para a aplicacao
aérea, foram adotados os valores norte-americanos utilizados nas avaliacdes de
risco da EPA e disponiveis no documento “Standard values for daily acres treated in
agriculture” (SACP, 2001), que para cenarios de culturas como a soja e algodao é
estabelecido como sendo 1200 acres/dia, equivalente a 485 ha/dia.

A estimativa da exposicdo diaria pela via dérmica - EDD (em mg

i.a./kg p.c./dia) pode ser calculada pela seguinte férmula:

Exposicéo diaria pela via dérmica (mg i.a./kg p.c./dia)=

= unidade de exposicdo dérmica(ma/kg ia) x uso(kq ia/ha) x Area Diaria Tratada(ha/dia)

Peso corporeo (kg)

De modo similar, a estimativa da exposicéo diéria pela via inalatoria -

EDI (em mg i.a./kg p.c./dia) pode ser calculada da seguinte férmula:

Exposicéo diaria pela via inalatéria (mg i.a./kg p.c./dia)=

= unidade de exposicdo inalatéria(mag/kg ia) x uso(kg ia/ha) x Area Diaria Tratada(ha/dia)

Peso corporeo (kg)

Além disso, nessa formula de exposicdo dérmica, pode ainda ser
multiplicado no numerador a taxa de absor¢éo da substancia em humanos. No caso
do carbendazim, ndo foram encontrados estudos para avaliar a taxa de absorgéao
dérmica em humanos nas bases de dados utilizadas.

Segundo o guia Sanco/222/2000 da Comissao Europeia (EC, 2004),
intitulado “Guidance Document on dermal absorption”, deve-se ter critérios para a
tomada de decisdo em relagdo as taxas de absorcdo a serem utilizadas nos
calculos. Esses critérios estabelecem que se a molécula possuir um peso molecular

maior que 500 e o coeficiente de particdo Oleo/agua (log octanol-agua) for menor
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que -1 ou maior que 4 utiliza-se 10% como valor de taxa de absor¢édo dérmica, caso
contrario, assume-se 100% de taxa de absorcédo dérmica (DE HEER, 1999). No caso
do carbendazim, foi considerada uma taxa de absorcéo dérmica de 100% em funcéao
de ter o peso molecular de 191,2 (menor que 500), coeficiente de particdo de 1,49
(entre -1 e 4) e pela auséncia de estudos de absor¢cdo dérmica em humanos.

A Tabela 8 mostra a estimativa da EDD e EDI. O peso corpéreo do

trabalhador foi assumido como 70 kg.
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Tabela 8 - Exposicao diaria pela via dérmica (EDD) e inalatéria (EDI) nos diferentes
cenarios de exposicao

c Eppe UED UEI D(Okse Areg EDD EDI
enarios . . g tratada | (mgiakg | (mgiakg
(mo/kgia) | (M9/kgia) | ;oma) | (hasd) | pc/dia) | p.cidia)
M/Ab — Granulos Sem 2,425 1,698 0,55431 | 0,00039
Dispersiveis - | Intermediario | 0,146 0,340 0,5 32 | 0,03326 | 0,00008
Sistema Aberto [ 00 leto 0,146 0,170 0,03326 | 0,00004
o Sem 6,834 2,646 1,56213 | 0,00060
M/ADb — Liquido - "\ ormediario | 6,393 0,529 05 32 | 1,46135 | 0,00012
Sistema Aberto
Completo 0,051 0,265 0,01159 | 0,00006
o Sem 0,379" 0,183 0,08667 | 0,00004
M/AD — Liquido - [, oo diario | 0,190° 0,037 05 32 | 0,04334 | 0,00001
Sistema Fechado
Completo 0,019 0,018 0,00433 | 0,00000
Sem 0,011 0,150 0,03819 | 0,00052
Ap Agreo - Intermediari 0,011 0,030 05 485 | 0,03819 | 0,00010
Cabine Fechada |€rmediaro d d ' d d
Completo 0,005 0,015 0,01680 | 0,00005
Ap -Tratorizado Sem 4,850 9,921 4,19193 | 0,00857
Turbo Atomizador | Intermediario 0,794 1,984 0,5 121 0,68595 | 0,00171
- Cabine Aberta | completo 0,529 0,992 0,45730 | 0,00086
b
Ap -Tratorizado Sem 0,838 0,992 0,72406 | 0,00086
Turbo Atomizador | Intermediario 0,419° 0,198 0,5 121 0,36203 | 0,00017
- Cabine Fechada [ completo 0,042 0,099 0,03620 | 0,00009
Ap -Tratorizado Sem 0,101 1,631 0,08765 | 0,00141
Barra de Intermediario | 0,031 0,326 0,5 121 | 0,02668 | 0,00028
Pulverizacéo -
Cabine Aberta Completo 0,031 0,163 0,02668 | 0,00014
Ap -Tratorizado Sem 0,022 0,095 0,01905 | 0,00008
Barra de . 05 121
Pulverizagao - Intermediario 0,011 0,019 , 0,00953 | 0,00002
Cabine Fechada Completo 0,011 0,009 0,00972 | 0,00001
M/Ab/Ap Sem 57,320 46,297 49,54102 | 0,04001
Tratorizado Turbo | |htermediario | 28,660 9,259 05 121 |24,77051| 0,00800
Atomizador - 5 ’
Cabine Aberta Comp|e'[0 2,866 4,630 2,47705 0,00400
M/Ab/Ap Sem 1,940 2,866 1,67677 | 0,00248
Tratorizado Barra .
de Pulverizacéo - Intermediario 0,816 0,573 0,5 121 0,70501 | 0,00050
Cabine Aberta Completo 0,126 0,287 0,10861 | 0,00025
M/Ab/Ap Sem 0,485 0,772 0,41919 | 0,00067
Tratorizado Barra | |ntermediario | 0,196 0,154 05 121 | 0,16958 | 0,00013
de Pulverizacao - '

% “Sem”: ndo utilizacdo de qualquer EPI; “Intermediario”: utilizagdo de macac&o, sem luvas e com
mascara para pos/névoas, e, “Completo”: utilizagdo de macacédo, luvas e mascara para vapores
organicos.

® Dados extrapolados a partir de estimativas de protecdo conforme recomendacdo do PHED
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Conforme ja comentado, o PHED ndo possui o cenéario de
tratamento de sementes. Para essa atividade foi utilizado o programa SeedTropex®.
Para essa avaliacdo da exposicdo 0s seguintes cenarios sdo combinados:
calibracdo, M/Ab (preparo da calda e abastecimento), ensacamento das sementes
tratadas e limpeza dos equipamentos e do local onde foi feito o tratamento. Para os
valores de frequéncia da operacao foram utilizados os valores padrdes do programa,
considerando para cada atividade o pior cenario de 1lh/dia (calibracdo), 5h/dia
(M/Ab), 8h/dia (ensacamento) e 1lh/dia (limpeza). As taxas padrbes de absorcdo
dérmica e inalatéria do programa sdo de 10% e 100%, respectivamente. O peso
corpéreo do trabalhador foi mantido em 70 kg e a dose méxima tratada de 50g
i.a./kg semente, conforme consta em bula.

Considerando esses calculos, o valor total de exposi¢do pelas vias
dérmica e inalatéria para o tratamento de sementes, gerado pelo SeedTropex®, foi
de 0,0253mg/kg p.c./dia (Tabela 9).

Tabela 9 - Exposicao total pelas vias dérmica e inalatéria gerada pelo SeedTropex®

- . Frequéncia x o
Exposigéo Exposicéo d Exposicéo Exposicéo
o . ; . a . 2
Atividade dérmica inalatoria exXDOSICAo dérmica Inalatéria
(mg/h) (mg/h) (a/diia;) (mg/dia/pessoa) | (mg/dia/pessoa)
Calibracao 0,71 0,05 1 0,7114 0,05
M/Ab 0,260 0,006 5 1,2980 0,032
Ensacamento
das sementes 0,698 0,054 8 5,58 0,432
Limpeza 4,17 0,08 1 4,1682 0,08
Taxa de 10% 100%
absorcao
Total
exposicao
(ma/kg 0,0253
p.c./dia)

5.3.2 Exposicéo Dietética

A populagdo em geral pode estar exposta ao carbendazim por meio
da ingestéo de alimentos e agua contendo residuos desse agrotoxico. Pela auséncia
de limites de residuos em &agua, leite, ovos e carne para essa substancia, a
avaliacdo da exposicao dietética se focou apenas na exposicdo de alimentos de

origem vegetal (culturas agricolas).
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De acordo com a monografia da Anvisa o carbendazim esti
autorizado para as culturas de algodéo, arroz, citros, feijao, maca, milho, soja e trigo
e para cada cultura esta estabelecido o limite maximo de residuos (LMR), conforme
consta no Quadro 2 (ANVISA, 2012).

Cultura | LMR (mg/kQ)
Algodéao 0,1
Arroz 0,05
Citros 5,0
Feijao 2,0
Maca 5,0
Milho 0,05
Soja 0,5
Trigo 0,1

Quadro 2: Culturas autorizadas para o carbendazim e respectivos LMRs
Fonte: ANVISA, 2012

De acordo com a POF do IBGE (IBGE, 1995), no Brasil, e
considerando os LMRs de cada cultura, o consumo maximo diario de residuos de
carbendazim em culturas autorizadas € de 0,845mg de carbendazim por pessoa.

E valido ressaltar ainda que o carbendazim é um metabolito gerado
apos a aplicacdo do agrotoxico tiofanato-metilico, que possui outras culturas
autorizadas além dessas de uso direto do carbendazim. Assim, o carbendazim pode
ainda estar presente em outras culturas. No entanto, nesse primeiro momento e
considerando o0 objetivo dessa avaliacdo, apenas serdo avaliadas as culturas em
que o carbendazim é aplicado diretamente, e ndo 0 uso de outros agrotoxicos que
também podem gerar carbendazim. Os dados de monitoramento do PARA ainda
revelam que além das culturas autorizadas para o uso do carbendazim, e das
culturas autorizadas para o tiofanato-metilico, que também geram carbendazim,
outras culturas também apresentavam residuos de carbendazim, além daquelas
autorizadas, mas com residuos acima dos limites maximos permitidos. O relatorio
apontou o carbendazim como o principal agrotoxico com o uso irregular (ANVISA,
2010).
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5.4  CARACTERIZACAO DO RIScO AO CARBENDAZIM

5.4.1 Principais Aspectos da Toxicidade

Com base nos estudos avaliados, o carbendazim é altamente
absorvido (mais que 80% da dose administrada), amplamente distribuido aos tecidos
e com um baixo potencial de bioacumulacdo. E bastante biotransformado e
excretado principalmente pela urina.

A toxicidade aguda do carbendazim é relativamente baixa, e, de
acordo com a monografia da Anvisa esta classificado como “lll — Medianamente
Toxico”. Assim, a toxicidade aguda ndo € o principal ponto de preocupacao
toxicoldgica.

O conjunto de evidéncias apresentadas nao possibilita demonstrar
que o carbendazim causa mutac¢des génicas herdaveis. Os resultados positivos para
mutagenicidade parecem decorrer da presenca de impurezas de sintese da classe
das fenazinas.

Os principais efeitos do carbendazim s&o consequentes da sua
interacdo com o0s microtubulos. Todos os eventos celulares dependentes de
microtUbulos sédo afetados em funcdo desse modo de acdo (MOA).

O primeiro efeito que pode ser relatado decorrente dessa interacao
com os microtubulos sdo as aberracdes cromossdmicas numeéricas. O carbendazim
causou aneuploidias, poliploidias e micronucleos resultantes das aberracfes
cromossOmicas numeéricas, em estudos in vitro e in vivo, em diferentes modelos
experimentais (Tabela 2). A polimerizacdo dos microtubulos é essencial para a
correta segregacdo cromossémica, tanto no processo de mitose como de meiose. A
polimerizacao incorreta desses microtubulos, em funcéo da ligagcdo do carbendazim
a B-tubulina, impede que a segregacdo cromossdmica ocorra adequadamente. Esse
efeito € dose-dependente, conforme relatados nos préprios estudos, pois quanto
mais moléculas de carbendazim se ligarem a B-tubulina, mais prejudicada sera a
polimerizacdo dos microtubulos e a segregacdo cromossomica.

Ainda analisando os dados da Tabela 2, é possivel verificar que o
carbendazim ndo causou aberra¢cdes cromossOmicas estruturais e que, em alguns

estudos especificos para avaliagdo de micronucleos, os resultados foram negativos.
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E valido ressaltar o estudo de De Stoppelaar et al. (1999) que demonstrou que 0s
modelos experimentais em ratos tém uma sensibilidade menor para detectar
micronucleos em eritrécitos periféricos do que diploidias em espermatozoides. Isso
pode explicar os resultados negativos encontrados em alguns estudos, quando
avaliada apenas a presenca de micronucleos em eritrocitos periféricos, ja que esse
efeito n&o seria 0 mais critico para machos, por exemplo.

As aberracdes cromossdmicas numéricas podem levar ao
aparecimentos de tumores em células somaticas. Os estudos cronicos e de
carcinogenicidade demonstraram que o carbendazim tem um potencial
carcinogénico para figado de duas linhagens diferentes de camundongos, com dose-
dependéncia. Em ratos, o carbendazim causou aumento do peso do figado, atrofia
testicular e proliferacdo nas células parafoliculares da tiredide, mas néo foi
considerado carcinogénico pelos autores. Em caes, também houve atrofia testicular
e inibicdo da espermatogénese (Tabela 4). Assim, o carbendazim foi considerado
carcinogénico para duas linhagens diferentes de camundongos.

A revisdo de McCarroll et al. (2002) sobre a aneuploidia causada
pelo carbendazim indicou que n&do ha evidéncia de um MOA alternativo além da
aberracdo cromossdmica numérica. No entanto, segundo esses autores, a relacéo
desse MOA e a carcinogenicidade em camundongos ndo esta esclarecida, pela
auséncia de estudos dessa natureza em camundongos, de estudos in vivo sobre
aneuploidia no figado, gerando incertezas se a carcinogenicidade em camundongos
é de fato causada por esse MOA (MCCARROLL et al., 2002).

Em relagdo a toxicidade reprodutiva, o carbendazim causa efeitos
adversos bastante severos e também relacionados a interagdo com a B-tubulina, e
todas as consequéncias da polimerizacdo ndo adequada dos microttbulos.

E valido ressaltar toda a cadeia de efeitos causados a reproducéo de
machos, em especial as células germinativas e todas as etapas da
espermatogénese.

Durante a formacdo do embrido, as células germinativas migram
para os tubulos seminiferos dos testiculos e se tornam espermatogonias, que sao
células germinativas imaturas. A espermatogénese € o processo pelo qual as
espermatogbnias se tornam espermatozéides maduros e é estimulada por meio da

liberacdo de horménios gonadotroficos produzidos pela pituitaria. A partir dessa



111

estimulacdo, as espermatogbnias (2n) entram em mitose, se diferenciam em
espermatécitos primarios (2n) que por sua vez entram em meiose | produzindo os
espermatocitos secundarios (n). Uma segunda divisdo meidtica ocorre produzindo
espermatides haploides esféricas (n). A partir desse processo, comeca a
espermiogénese em que as espermatides esféricas se diferenciam a espermatides
alongadas e, posteriormente se diferenciam em espermatozéides maduros
(GUYTON; HALL, 2011).

Praticamente todos o0s eventos da espermatogénese sao
dependentes de microtubulos, o que explica o motivo pelo qual o carbendazim causa
tantos efeitos adversos a reproducéo dos machos.

Primeiramente, nas etapas de mitose e meiose, conforme ja
discutido, a interagdo do carbendazim com a B-tubulina prejudica a segregacao
adequada dos cromossomos. A consequéncia desse evento sdo espermatozoéides
com aberragdes cromossdémicas numeéricas ou mesmo células imaturas com esse
efeito. A inibicdo da espermatogénese, ja relatada em estudos cronicos de caes e
ratos (Tabela 4), a diminuicdo da fertilidade observada em iniumeros estudos de
reproducdo (Tabela 5), podem ser consequéncia desse primeiro efeito. Ainda, as
perdas gestacionais e malformacdes vistas nas fémeas (GRAY et al., 1990) também
podem ser resultantes de espermatozdides com poliploidias, por exemplo. Ou seja,
esse efeito na segregacdo cromossdmica ja € um passo crucial para a inibicdo da
espermatogénese causada pelo carbendazim ou para a producdo de
espermatozéides com aberra¢cdes cromossdmicas numéricas que podem levar tanto
a embrioletalidade como a malformacgdes embriofetais.

Além disso, a atuacdo do carbendazim durante a meiose dos
espermatocitos, levando a anormalidades morfolégicas das espermatides e inibindo
a espermatogénese é um evento que ocorre independentemente da oclusdo dos
dutos eferentes, que também é um efeito causado pelo carbendazim (NAKAI,
HESS., 1997).

Outro evento na toxicidade reprodutiva do carbendazim é a
descamacéao de células germinativas e fragmentos de células de Sertoli para o
lmen dos tdbulos seminiferos, levando ao aumento do didmetro dos tubulos e
atrofia, conforme demonstrado em diversos estudos (NAKAI et al., 1992, NAKAI et
al., 1994, NAKAI et al., 2002, MOFFIT et al., 2007).
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As células de Sertoli tém muitas fun¢gBes importantes, entre elas de
sustentacdo e de transporte, em dire¢cdo ao lumen dos tdbulos, das
espermatogobnias durante sua diferenciacéo e desenvolvimento. No estudo de Nakai
et al. (1994), foi demonstrado que a por¢cdo basal das células de Sertoli tem o
namero de microtdbulos bastante reduzido enquanto que na apical ha uma
concentracdo dos microtubulos que acabam por fragmentar essa porcdo celular
levando conjuntamente para o limen do tubulo as células germinativas, que perdem
a adesdo ao tubulo. Ou seja, esse efeito de descamacédo também é dependente da
ligacdo do carbendazim aos microtubulos, similar ao efeito da colchicina (NAKAI, et
al., 1994).

As consequéncias dessa descamacdo das células de Sertoli e
células germinativas sdo vistas em diversos estudos, pelo aumento do diametro dos
tubulos seminiferos, atrofia tubular, oclusdo dos dutos eferentes e alteracdo no peso
dos testiculos (Tabela 5).

O acrossomo dos espermatozdides é formado a partir das vesiculas
de lisossomos do complexo de Golgi. Essa formacao e transporte para a cabeca dos
espermatozoéides pela migracdo das vesiculas de Golgi, bem como a redistribuicdo
do citoplasma e alongamento celular sdo processos dependentes das manchetes,
que sdo anéis de microtubulos responsaveis pela diferenciacdo celular de
espermatides circulares para alongadas (FAWCETT et al., 1977). Assim, outro efeito
do carbendazim decorrente da interacdo com a B-tubulina também ocorre durante a
espermiogénese na formacdo dos acrossomos dos espermatozoéides. Nakai et al.
(1997, 1998) demonstraram que o carbendazim leva a anomalias no formato do
nacleo e da morfologia dos acrossomos nas espermatides, resultando em
acrossomos descontinuos, multivesiculares ou ausentes, e que essa configuracao
anormal dos acrossomos € causada pela configuracdo anormal das manchetes.
Esses autores ainda sugerem que € possivel que esse efeito sobre as manchetes
resulte na inibicdo da sintese e transporte de proteinas necessarias para a formacéo
do acrossomo a partir do aparelho de Golgi (NAKAI et al., 1997).

Ainda, foi visto em varios estudos a diminuicdo da motilidade dos
espermatozoides (Tabela 5). Esse efeito ndo foi elucidado a fundo pelos autores,

mas pode ser decorrente das anormalidades morfoldégicas causadas pelas
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aberrac6es cromossdmicas numéricas dos espermatozoéides, bem como pelo efeito
direto sobre os microtibulos presentes no flagelo.

A partir do conjunto de evidéncias dos efeitos do carbendazim sobre
0s microtubulos durante a espermatogénese, foi possivel gerar uma representacéo
esquematica propondo os diversos modos de acao desse agrotéxico em cada etapa
da espermatogénese (Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do modo de acdo do carbendazim em cada etapa da
espermatogénese, decorrente de sua interacdo com os microtibulos. A) Efeitos durante a mitose das
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espermatogOnias e meioses | e Il que geram as espermatides circulares hapléides, B) Efeitos sobre a
espermiogénese, C) Efeitos sobre as células de Sertoli e germinativas. Sinalizagbes em vermelho
indicam os potenciais modos de acdo do carbendazim e, as informac8es nos retangulos, as
consequéncias possiveis dessa acao.

Quando machos e fémeas foram expostos ao carbendazim, além
dos efeitos ja descritos em machos, houve perdas pés-implantacdo e malformacdes
dos filhotes (GRAY et al., 1988; 1990). Esse efeito pode ser decorrente de
espermatozoides com aberracdes cromossémicas numeéricas, bem como erros nas
segregacdes cromossdmicas durante as inUmeras mitoses do periodo de
embriogénese.

Essa segunda hipétese é confirmada quando apenas as fémeas sdo
expostas ao carbendazim e ainda sim sdo vistos inUmeros efeitos como: diminuicéo
no numero de sitios de implantacdo, perdas poés-implantacdo, reabsorcoes,
embrioletalidade, retardos de ossificacdo e malformagdes embriofetais (Tabela 6).
Mesmo quando as fémeas sdo expostas no inicio da gestacdo (1® semana), 0S
efeitos sobre o desenvolvimento embriofetal sédo severos (Tabela 6). O carbendazim
provocou malformacdes embriofetais para trés espécies distintas: coelhos, ratos e
camundongos.

Ainda, quando as fémeas sédo expostas durante a maturacdo dos
odcitos, também é possivel observar aneuploidias desse tipo celular, justificando a
sua nao-fertilizacdo. Novamente, esse efeito é consequéncia da acdo direta do
carbendazim interferindo na polimerizacdo dos microtdbulos, impedindo a correta
segregacao cromossomica (PERREAULT et al., 1992, JEFFAY et al., 1996).

Além dos efeitos diretos sobre a polimerizagdo dos microtubulos, os
efeitos toxico-reprodutivos também parecem relacionar-se a uma acéo direta do
carbendazim como desregulador enddcrino. Esse efeito pode ser confirmado por Lu
et al. (2004) que demonstraram que o carbendazim tem uma acao direta sobre os
receptores de androgenos, e os efeitos androgénicos foram revertidos quando se
administrou um antagonista de receptor de andrégeno. Além disso, muitos autores
mostram a estimulagcéo de varios hormoénios como testosterona, LH, FSH, GnRH e
T3, alteracOes que estdo acompanhadas de mecanismos compensatorios, as alcas
de retroalimentacdo ou feedback (Tabelas 6 e 7). Para essas alteracfes, ndo se
sabe ao certo como elas ocorrem, principalmente porque 0S mecanismos

compensatorios acabam confundindo quais eventos ocorrem primeiro e quais sao
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causa ou consequéncia de outros. Por exemplo, o fato de o carbendazim inibir a
espermatogénese por efeito direto na polimerizacdo dos microtubulos poderia
estimular o aumento nos niveis de FSH, para que a espermatogénese seja induzida
pelas células de Sertoli e, posteriormente a essa estimulacdo, poderia ocorrer algum
mecanismo compensatorio de controle. O estudo de Goldman et al. (1989)
demonstra um aumento inicial de FSH, bem como de GnRH e LH, mas descrevem
que, posteriormente, ha um declinio de GnRH, como mecanismo compensatoério.
Esses efeitos também poderiam ser devido ao fato de o carbendazim agir
diretamente sobre o0s receptores androgénicos, assim esses mecanismos
compensatoérios poderiam ser consequéncia dessa acao direta nos receptores,
independentemente do efeito sobre os microtubulos.

Além disso, é valido ressaltar o trabalho de Yu et al. (2009) que
refor¢a o efeito androgénico direto do carbendazim. Nesse trabalho, houve aumento
na taxa de acasalamento dos animais, enquanto que a fertilidade foi diminuida e
ambos os efeitos podem ser explicados pela acdo androgénica do carbendazim,
tanto sendo um efeito direto sobre os receptores androgénicos ou aumentando
inicialmente os niveis de testosterona, que por feedback negativo, levam a
diminuicdo dos niveis de LH. Nesse segundo caso, a hipétese levantada é que o
carbendazim estimule diretamente as células de Leydig a aumentar a sintese de
testosterona, diminuindo os niveis de LH, explicando o efeito androgénico pelo
aumento da taxa de acasalamento, mas diminuicdo da fertilidade. A diminuicdo da
fertilidade, por sua vez, também pode ser decorrente da a¢do do carbendazim sobre
a polimerizacdo dos microtubulos durante a espermatogénese, inibindo-a
diretamente.

Os efeitos androgénicos diretos também foram observados em
filhotes fémeas, pelo desenvolvimento incompleto das trompas uterinas,
alargamento da uretra, auséncia de vagina e presenca de vesiculas seminiferas.
Além disso, o carbendazim aumentou a expressao de receptores androgénicos in
Vivo e substituiu a ligacdo de dihidrotestosterona nos receptores de andrégeno in
vitro, de modo concentragdo-dependente. Os autores concluem que o carbendazim
€ um desregulador endocrino e que isso se comprova por seus efeitos androgénicos

e/ou dependentes de receptores de androgenos (LU et al., 2004).
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A representacdo esquematica da Figura 5 ilustra os principais modos
de agdo do carbendazim em machos, levando a desregulacdo enddcrina, a partir

dos dados avaliados.
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Figura 5 - Representagédo esquematica do modo de acdo do carbendazim, decorrente de sua acgao
enddcrina. Sinalizacdo em vermelho: A inibicdo da espermatogénese leva ao aumento nos niveis de
FSH, para que a espermatogénese seja estimulada pelas células de Sertoli e, em um segundo
momento, por feedback negativo, pode haver sua diminuicdo. Sinalizacdo em verde: Carbendazim
compete pelos receptores de andrégenos e aumenta a expressdo desses receptores, levando a
efeitos androgénicos diretos, que por sua vez levam a efeitos comportamentais e por feedback
negativo, diminui os niveis de GnRH, LH e FSH. Sinalizagdo em amarelo: O carbendazim estimula
diretamente as células de Leydig a aumentarem a sintese de testosterona, o que leva aos efeitos
androgénicos, aumenta a taxa de acasalamento e por feedback negativo, diminui GhnRH, LH e FSH e
a fertilidade.

A definicdo cientifica de desregulador enddcrino estabelecida pela
IPCS/OMS é: “um desregulador enddcrino € uma substancia ou mistura que altera a
funcdo(des) do sistema enddcrino e consequentemente causa efeitos adversos em

um organismo intacto ou sua progene ou (sub)populag¢des” (WHO, 2002).
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Considerando as evidéncias de efeitos androgénicos sobre os
machos, fémeas e a prole, bem como essa definicdo, o carbendazim pode ser
considerado como um desregulador enddcrino.

Além desses efeitos, o0 carbendazim também causou
neurotoxicidade aguda e efeitos sobre o sistema imunoldgico.

Em dois estudos em humanos, feito com trabalhadores de fabricas
expostos ao carbendazim ndo houve relato de efeitos adversos, no entanto, nao foi
feita a avaliacdo da espermatogénese dos trabalhadores, que é um dos principais
alvos do carbendazim (IPCS, 1993). Em outro estudo, apesar do baixo tamanho da
amostra e de a exposi¢cdo ao carbendazim ocorrer concomitantemente com outros
agrotoxicos, houve um aumento do risco para abortos espontaneos de esposas de
trabalhadores em estufa expostos a carbendazim, benomil, atrazina, carbaril ou
DDT, apresentando uma razdo de chances - odds ratio - ajustada de 11,8 com
intervalo de confianca de 2,3 a 59,6 (PETRELLI et al., 2003). Apesar das limitagbes
desse estudo, 0 mesmo parece reforcar os resultados dos estudos conduzidos em
animais experimentais de que um dos principais efeitos do carbendazim é sobre o
sistema reprodutor, afetando inclusive mulheres ndo expostas, cujos maridos foram
expostos ocupacionalmente.

A toxicidade reprodutiva e sobre o desenvolvimento embriofetal
foram os efeitos mais pronunciados decorrentes da exposicdo ao carbendazim. O
valor de NOAEL mais critico observado foi cerca de 10mg/kg p.c./dia, de estudos de
toxicidade sobre o desenvolvimento embriofetal em coelhos e ratos. Além disso,
essa avaliacao de risco partiu da premissa que o MOA do carbendazim possui uma
relacdo dose-resposta, com uma dose a partir da qual os efeitos ocorrem
(threshold), considerando as evidéncias apontadas por Kirsch-Volders et al. (2003),
bem como dos diversos estudos desse levantamento, incluindo o referido estudo

mais critico, cujo NOAEL foi de 10mg/kg p.c./dia.
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5.4.2 MOE nos Diferentes Cenarios de Exposi¢cdo Ocupacional e o Risco durante o
Tratamento de Sementes

Baseado nos calculos de exposicao diaria dérmica e inalatéria para
o carbendazim nos diferentes cenérios (Tabela 8), é possivel quantificar a Margem
de Exposicéo para cada situacéo especifica (Tabela 10).

O valor de NOAEL de 10mg/kg p.c./dia proveniente dos estudos de
toxicidade sobre o desenvolvimento embriofetal conduzido em ratos e coelhos foi o
escolhido, jA que o efeito reprodutivo e sobre o desenvolvimento embriofetal sédo
aqueles mais criticos dessa molécula.

Foi utilizado o “Método 2” do documento da EPA para calcular o
MOE total, em que versa sobre a escolha de um endpoint oral para a avaliagdo de
risco agregado pelas outras vias de exposicdo, inalatéria e dérmica (EPA, 1997).
Isso ocorre em funcdo do evento adverso selecionado ter sido estudado
experimentalmente apenas em estudos de exposi¢cao oral, que foi o caso do efeito
sobre o desenvolvimento embriofetal ter sido conduzido apenas pela via oral de
ratos e coelhos.

A agregacdo de risco foi feita utilizando-se a seguinte equacgéo,
adaptada ao Método 2:

MOE otal = 1/[ (1/MOEdérmico) + (1/M0Einalatério)]

Onde, MOEx = NOAEL/Exposicao diaria pela via x



Tabela 10 - Determinacao

cenarios de exposicao
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da Margem de Exposicdo (MOE) total nos diferentes

EDD EDI
- (mg (mg NSl MOE MOE MOE
Cenarios EPI . . (mg/kg R : 2
ia/kg ia/kg c./dia) dérmico | inalatorio total
p.c./dia) | p.c./dia) |P¢
M/Ab — Granulos Sem 0,55431 | 0,00039 18,04 25772,29 18,03
Dispersiveis - | Intermediéario | 0,03326 | 0,00008 300,68 | 128861,47 | 299,98
Sistema Aberto Completo | 0,03326 | 0,00004 300,68 | 257722,94 | 300,33
o Sem 1,56213 | 0,00060 6,40 16537,22 6,40
M/ADb — Liquido - i ormediario | 1,46135 | 0,00012 6.84 8268611 | 684
Sistema Aberto
Completo | 0,01159 | 0,00006 862,81 | 165372,22 | 858,33
M/AD — Liauid Sem 0,08667 | 0,00004 115,38 | 239092,36 | 115,32
APAD = LIQUIdO = 1 e rmediario | 0,04334 | 0,00001 230,75 |1195461,82| 230,71
Sistema Fechado
Completo | 0,00433 | 0,00000 2307,52 |2390923,64 | 2305,29
Ao A Sem 0,03819 | 0,00052 261,87 19254,98 | 258,35
p Aéreo - —
Cabine Fechada | /Ntermediario | 0,03819 | 0,00010 261,87 96274,91 | 261,16
Completo | 0,01680 | 0,00005 595,15 | 192549,82 | 593,32
Ap -Tratorizado Sem 4,19193 | 0,00857 2,39 1166,26 2,38
Turbo Intermediario | 0,68595 | 0,00171 14,58 5831,31 14,54
Atomizador -
Cabine Aberta Completo | 0,45730 | 0,00086 21,87 11662,61 21,83
Ap -Tratorizado Sem 0,72406 | 0,00086 13,81 11662,61 13,79
Turbo Intermediario | 0,36203 | 0,00017 27,62 58313,07 | 27,61
Atomizador -
Cabine Fechada | Completo | 0,03620 | 0,00009 10 276,22 | 116626,14 | 275,57
Ap -Tratorizado Sem 0,08765 | 0,00141 114,09 7092,13 112,28
Barra de Intermediario | 0,02668 | 0,00028 374,87 35460,65 | 370,95
Pulverizacéo -
Cabine Aberta Completo | 0,02668 | 0,00014 374,87 70921,30 | 372,90
Ap -Tratogzado Sem 0,01905 | 0,00008 524,82 | 122050,61 | 522,57
Barra de o
Pulverizagao - Intermediario | 0,00953 | 0,00002 1049,64 | 610253,04 | 1047,83
Cabine Eechada Completo 0,00953 | 0,00001 1049,05 |1220506,09 | 1048,19
M/Ab/Ap Sem 49,54102 | 0,04001 0,20 249,91 0,20
Tra};ﬁ:‘;gdo Intermediario | 24,77051 | 0,00800 0,40 1249 57 0,40
Atomizador -
Cabine Aberta Completo | 2,47705 | 0,00400 4,04 2499,13 4,03
M/Ab/Ap Sem 1,67677 | 0,00248 5,96 4037,06 5,96
Tratorizado Barra I o iaio T 0 70501 | 0,00050 1418 | 2018529 | 1417
de Pulverizacao -
Cabine Aberta Completo | 0,10861 | 0,00025 92,07 40370,59 91,86
M/Ab/Ap Sem 0,41919 | 0,00067 23,86 14994,79 23,82
Tratorizado Barra | |ntermediario | 0,16958 | 0,00013 58,97 74973,95 58,92
de Pulverizacao -
Completo | 0,05526 | 0,00007 180,97 | 149947,89 | 180,75

Cabine Fechada

Negrito: Cenarios aceitaveis (MOE>1000)
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Um fator de incerteza (FI) de 100 foi considerado para avaliar as
diferengas intra/interespécies em relagdo aos humanos e um fator adicional de 10 foi
agregado em funcdo de: a) presenca de malformacBes embriofetais em duas
espécies e os efeitos embriofetais poderem ocorrer em mulheres expostas
ocupacionalmente, no inicio da gestacdo, periodo em que nem sabem que estédo
gravidas (evidéncia de estudos em animais expostos durante a 12 semana
gestacional - IPCS, 1993 e CUMMINGS et al., 1992); b) efeitos reprodutivos em
exposicoes repetidas a baixas doses, em curto periodo de tempo, sendo que néo foi
possivel determinar um NOAEL para esses efeitos em machos (NOAEL<25 -
RAJESWARY et al., 2007); c) incerteza se a carcinogenicidade em duas linhagens
de camundongos pode ser reproduzida em humanos e d) incerteza de qual a dose
em que se iniciam os efeitos hormonais. Quando esses fatores de incerteza séo
utilizados, para ser considerada uma situacao de risco aceitavel, o MOE deve ser
superior a 1000.

Assim, utilizando-se esse NOAEL de 10mg/kg p.c./dia foram
calculadas as margens de exposicdo (MOE) resultantes, de acordo com cada
cenario de exposicao (Tabela 10).

Apenas dois cenarios em que o trabalhador executa apenas uma
funcdo e um cenéario com atividade combinada apresentaram riscos aceitaveis: 1)
M/Ab de liquidos em sistema fechado, com EPI completo; 2) Ap - Tratorizado Barra
de Pulverizacéo - Cabine Fechada com EPI intermediario e 3) Ap - Tratorizado Barra
de Pulverizacdo - Cabine Fechada com EPI completo.

A atividade combinada M/Ab em sistema aberto n&o forneceu
guaisquer cenarios de risco aceitaveis.

A aplicacdo aérea também nédo forneceu risco aceitavel em nenhum
cenario de exposi¢cdo. Apesar de ndo haver o cenario no PHED desse tipo de
aplicacdo combinada a outras atividades (M/Ab/Ap Aérea), a partir desse resultado,
pode-se inferir que esses cenarios possiveis também nao teriam riscos aceitaveis.

Nenhum cenario em que o trabalhador exerce atividades
combinadas M/Ab/Ap, independentemente do tipo de aplicacdo apresentaram riscos
aceitaveis (valores de MOE variaram entre 0,20 a 180,75).

O pior cenario de aplicacdo tratorizada se da quando é feito com

turbo atomizador, utilizado para culturas altas, como é o caso do citros. Mesmo a
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atividade isolada de aplicacdo, em cabine fechada, ndo fornece cenérios de risco
aceitaveis.

Atividades combinadas M/Ab/Ap, pelo mesmo trabalhador séo
atividades muito comuns nos cenarios de paises em desenvolvimento. Ainda, a
exposicdo dos trabalhadores sem EPI € uma realidade no Brasil, e por isso foi
considerada nos calculos. O préprio PHED afirma que esse cenério deve ser
considerado no caso de paises em desenvolvimento (EPA, 1998b). O uso de
tratores de cabine fechada, bem como de prepraro misturas, abertura de
embalagens e abastecimento de equipamentos em sistema fechado ndo sao a
realidade na maior parte do pais. Assim, considerando tais situa¢cdes comuns no
Brasil, o carbendazim ndo apresenta riscos aceitaveis para exposi¢cao ocupacional.

Uma outra avaliacdo alterando a dose de ingrediente ativo por
hectare pela metade (250g/ha) foi feita e mesmo assim, as atividades combinadas
M/Ab/Ap também n&o apresentaram riscos aceitaveis. Por outro lado, se o
trabalhador utilizar EPI completo é possivel um cenario aceitavel para atividade de
M/Ab tanto em sistema aberto como fechado (MOE 1716 e 4610, respectivamente).
Ou seja, mesmo diminuindo a dose pela metade, muitos cenarios de exposi¢ao
comuns no Brasil (atividade combinada M/Ab/Ap e sem EPI) ndo apresentam riscos
aceitaveis.

Além diso, ndo ha dados no PHED para o cenario de exposicao
potencial pés-aplicacéo e, assim, ndo foi avaliada essa exposicao.

Para o cenario de tratamento de sementes, utilizando o programa
SeedTropex®, conforme ja apresentado, o valor total de exposicdo pelas vias
dérmica e inalatéria foi de 0,0253mg/kg p.c./dia. Comparando esse valor ao AOEL
(NOAEL/FI) de 0,01mg/kg p.c./dia, pode-se notar que essa atividade néo oferece
risco aceitavel, extrapolando o AOEL em 253% aproximadamente. Se for
considerada a taxa de absorcdo dérmica de 100% e ndo a do valor padrao do
programa (10%), o risco fica ainda maior, extrapolando o AOEL em 1765%. Assim, a
atividade ocupacional de tratamento de sementes néo oferece risco aceitavel, de

acordo com esse programa.
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5.4.3 Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e Estimativa de Risco para o Cenario de
Exposicdo Dietética

A ingestédo diaria aceitavel, IDA (NOAEL/FI), para o carbendazim foi
determinada como 0,01lmg/kg p.c./dia, utilizando-se o NOAEL proveniente dos
estudos de toxicidade para o desenvolvimento embriofetal em ratos e coelhos, pela
via oral. O NOAEL desses estudos sédo de 10 mg/kg p.c./dia. Um fator de incerteza
(FI) de 1000 foi utilizado quando do célculo da IDA do carbendazim, conforme ja
discutido no subitem anterior.

N&o foi estabelecida a IDA do carbendazim pelo Canada pois 0 uso
nesse pais ndo é alimentar (HEALTH CANADA, 2011), no entanto, para as outras
exposicoes ela considera um FI de 1000 e NOAEL de 10mg/kg p.c./dia. A EFSA
estabeleceu o valor de IDA de 0,02mg/kg p.c./dia, baseado no mesmo valor de
NOAEL, mas utilizando um FI de 500 (EC, 2007). A Australia estabeleceu no ano de
1979 o valor de IDA de 0,03 mg/kg p.c./dia (baseada em um NOEL de 2,5mg/kg de
um estudo de 2 anos em cées e fator de incerteza de 100) e mesmo apos revisao
em 2009, manteve esse valor (APVMA, 2009). Nos EUA, ndo h& autorizacdo do
carbendazim como agrotoxico, mas para fins de monitoramento de suco de laranja
que podem conter residuos de carbendazim como o metabdlito do benomil e/ou do
tiofanato-metilico, estabeleceu-se como valor de exposi¢do cronica para populacéo
geral de 0,0025mg/kg p.c./dia (EPA, 2012).

A ingestdo diaria maxima do carbendazim em culturas autorizadas
pode ser calculada pela multiplicacdo da ingestdo/consumo per capita de tais
culturas (IBGE, 1995) pelo limite maximo de residuos (LMR) de cada uma,
resultando em 0,845mg de carbendazim por dia, por pessoa.

Conforme supracitado, a IDA foi determinada utilizando-se um
NOAEL de 10 mg/kg p.c./dia e FI de 1000. Considerando o peso corporeo médio da
populacdo em geral com 60 kg, a IDA per capita € de 0,6mg de carbendazim. Desta
forma, a ingestdo diaria maxima impacta em 140,87% da IDA (Tabela 11) e,
portanto, o risco do consumo desses alimentos contendo residuos maximos
autorizados € inaceitavel.

E importante considerar no risco dietético para a populagio em

geral, as outras culturas que também tém residuos de carbendazim autorizados
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decorrentes do uso do tiofanato-metilico, os dados de monitoramento do PARA que
revelaram a presenca de residuos em niveis maiores que os LMRs autorizados e em
culturas ndo autorizadas e, ainda, quando da disponibilizacdo, os dados de consumo
e de limites de residuos de agua e outros derivados alimentares como carnes, ovos,
aves e outras possiveis fontes de exposicdo ao carbendazim. No entanto, apenas

considerando as culturas autorizadas, o risco ja € inaceitavel.

Tabela 11 - Célculo da ingestdo diaria maxima de carbendazim para culturas
autorizadas no Brasil e seu impacto na IDA (em porcentagem)

Ingestdo diaria
Ingestéo Ingestéo maxima de IDA per % de
LMR _ IDA
Culturas | anual per anual per carbendazim capita Impacto
. (mg/kg) . ] (NOAEL/1000)
capita (kg) capitax LMR per capita (mQ) na IDA
(mg)
Algodéo 0,634 0,1 0,063
Arroz 45,953 0,05 2,298
Citros 33,680 5,0 168,400
Feijao 44,882 2,0 89,764
0,845 0,01 0,6 140,87
Maca 6,374 5,0 31,870
Milho 12,218 0,05 0,611
Soja 10,861 0,5 5,431
Trigo 100,602 0,1 10,060

5.4.4 Discusséo sobre a Caracterizacdo do Risco

Conforme discutido nos itens anteriores, o carbendazim provoca
aberracbes cromossdmicas numeéricas, tanto em células somaticas como em
germinativas. E carcinogénico para duas linhagens de camundongos, teratogénico
para coelhos, ratos e camundongos, provocou toxicidade reprodutiva para caes,
ratos, hamsters e camundongos, é um desregulador endocrino tendo como principal
efeito hormonal ser androgénico. Ainda exibiu efeitos neurotéxicos agudos e sobre 0
sistema imunoldgico.

Com base nesse levantamento, o MOA com o0s eventos chaves para
ocorréncia dos efeitos foi possivel de ser estabelecido. As avaliacbes de risco
ocupacional e dietética foram feitas, considerando que o MOA do carbendazim
(interagcdo a B-tubulina) € um efeito dependente da dose.
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A avaliacao de risco ocupacional, utilizando o banco de dados PHED
para avaliagdo dos cenérios de exposi¢cdo, demonstrou que apenas trés cenarios
teriam riscos aceitaveis: a atividade combinada (M/Ab) sendo que a seguranca se da
apenas com a utilizacao de sistema fechado e EPI completo, uma realidade pouco
usual no Brasil e, quando o trabalhador exerce apenas uma funcéo, de aplicacao
com trator com barra de pulverizacdo em cabine fechada (EPI intermediario ou
completo), o que também néo é a realidade comum do Brasil.

A néo utilizacdo de EPI € um cenario que o proprio PHED relata ser
importante para paises em desenvolvimento, como € o caso do Brasil. Para as
condicbes de uso sem EPI, utilizando a dose de 500g/ha, ndo houve nenhum
cenario com risco aceitavel. As atividades combinadas M/Ab/Ap, também bastante
comuns no Brasil, também n&o apresentaram nenhum cenério com risco aceitavel.

Mesmo quando a avaliacao de risco foi feita com metade da dose de
aplicacdo (250g/ha), as atividades combinadas M/Ab/Ap também nao apresentaram
riscos aceitaveis. Por outro lado, se o trabalhador utilizar EPI completo € possivel
um cenario aceitavel para atividade de M/Ab tanto em sistema aberto como fechado.
Ou seja, mesmo diminuindo a dose pela metade, muitos cenarios de exposi¢ao
comuns no Brasil (atividade combinada M/Ab/Ap e sem EPI) ndo apresentam riscos
aceitaveis.

O cenario de exposicao apés a aplicacdo nao foi avaliado, por nao
estar disponivel no PHED, e deve ser revisto caso outros programas para avaliacao
de exposicdo contendo esse cenario sejam disponibilizados.

A atividade de tratamento de sementes, utilizando o programa
SeedTropex®, ndo ofereceu risco aceitavel ao trabalhador, mesmo utilizando o valor
padrdo do programa para a taxa de absor¢cdo dérmica de 10%. Quando se utiliza o
valor de 100% de absorcdo dérmica, como foi feito nos calculos do PHED, o risco é
ainda maior.

A exposicao dietética ao carbendazim representa uma preocupacao
para a populacdo em geral, uma vez que a IDA € menor que a ingestdo diaria
maxima deste agrotoxico. Se ainda considerarmos os dados de monitoramento do
PARA, os residuos de carbendazim decorrentes do uso de tiofanato-metilico e
outras fontes de exposi¢éo alimentares como agua, leite, carne e ovos, o risco fica

ainda maior.
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Apesar de o fator de 1000 ter sido utilizado tanto para avaliacéo de
risco ocupacional como dietética, em funcdo da severidade dos efeitos (ocorréncia
de malformacdes embriofetais e efeitos reprodutivos), as incertezas sobre a
carcinogenicidade ocorrer em humanos e, por fim, as doses em que ocorrem 0S
efeitos hormonais, essa abordagem de avaliagdo merece ser discutida, conforme
segue, para avaliar se ela foi de fato suficiente.

Primeiramente, o estudo de Rajeswary et al. (2007) demonstrou que
os efeitos reprodutivos em machos ocorrem mesmo em doses baixas (25mg/kg
p.c./dia) em exposi¢cdes de 48 dias. Foi observado ainda, toxicidade reprodutiva com
diminuicdo do peso testicular, dos niveis de testosterona sérica e estradiol,
diminuicao da atividade de enzimas esteroidogénicas e antioxidantes, e aumento da
peroxidacao lipidica e das espécies reativas de oxigénio. Nessa dose baixa, apesar
dos efeitos sobre a testosterona e estradiol, ndo houve alteracdo nos niveis de LH, o
gue os autores discutem que 0s mecanimos compensatorios de feedback né&o
ocorreram nesse nivel de dose (RAJESWARY et al, 2007).

Outro estudo gue merece destaque por discutir a exposicdo ao
carbendazim em baixas doses em machos pela via intradérmica, relata que mesmo
em exposi¢cdes a doses muito baixas ha sinais de toxicidade, e que a curva dose-
resposta que descreve os efeitos do carbendazim é uma curva em U, pelo efeito de
hormese (MUTHUVIVEGANANDAVEL et al, 2007).

Além disso, ainda fazendo consideracfes sobre os efeitos em baixas
doses, sabe-se que muitos desreguladores enddcrinos ndo apresentam uma curva
dose-resposta classica, monotdnica. Na literatura, ha trabalhos revelando que
compostos com esse potencial de desregulacdo enddcrina exibem efeitos em doses
muito baixas, ou seja um comportamento hormético (ASHBY, 2003; WELSHONS et
al., 2003). O documento da agéncia reguladora dinamarquesa sobre
estabelecimento de critérios para avaliacdo de desreguladores endodcrinos afirma
gue é fato que os desreguladores enddcrinos podem exibir curvas dose-resposta em
U, apresentando efeitos em baixas doses e nao apresentando curvas dose-
respostas monotonicas (DANISH MINISTRY OF THE ENVIRONMENT, 2011). O
documento de definicdo regulatoria para avaliacdo de desreguladores endocrinos
publicado pela Alemanha e Reino Unido também reitera que os desreguladores

enddcrinos podem nao apresentar curvas monotonicas e por isso causam efeitos em
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doses muito baixas, muitas vezes ndo avaliadas em estudos toxicolégicos classicos,
mas que esse conceito de ndo-linearidade ndo estd incorporado as praticas
regulatorias de avaliacao (BfR, 2011).

Assim, diante das evidéncias de que, mesmo em doses muito
baixas, o carbendazim pode ter efeitos toxicos, a abordagem classica de avaliacao
de risco, que considerou uma avaliagdo dose-resposta linear monotonica, pode néo
ser adequada. Considerando que o carbendazim provoca efeitos hormonais
(desregulador endocrino), podem ocorrer alteracdes em niveis hormonais em doses
muito baixas, mas néo suficientes para levar a mecanismos compensatorios (alcas
de feedback). Em doses baixas, a auséncia de efeitos hormonais pode ser atribuida
a mecanismos compensatérios e, em doses superiores, 0S mecanismos
compensatorios podem ndo ser suficientes, tendo assim uma curva dose-resposta
linear apenas a partir desses niveis. No entanto, a curva com esse formato em U,
ndo linear, pode ndo ser observada nos estudos toxicologicos classicos, por ndo
contemplarem a inclusdo dessa dose muito baixa.

Diante disso, mesmo os cenarios de riscos aceitaveis, determinados
a partir de um NOAEL de um estudo toxicologico classico, podem ainda levar a
efeitos toxicolégicos em doses muito mais baixas, ndo avaliadas nesses estudos,
uma vez que os efeitos podem néo ser lineares as respostas.

No contexto internacional, EUA, Canada, Europa e Austrdlia
avaliaram o carbendazim se utilizando da abordagem toxicoldgica classica assim
como nessa dissertacdo. No entanto, essas ponderacdes que ainda residem no
campo da pesquisa, devem ser incorporadas as discussdes regulatérias, apesar de
ainda nao existirem solugdes para elas (EPA, 2012; HEALTH CANADA, 2011; EC,
2007; APVMA, 2009).

No Brasil, a legislagéo determina que dependendo da caracteristicas
de toxicidade o agrotoxico deve ser proibido, independentemente dos resultados da
avaliacdo de risco (BRASIL, 1989; BRASIL, 2002). Nesse caso, a partir dos
resultados dessa dissertacdo, pelo fato de o carbendazim ser carcinogénico (duas
linhagens de camundongos), teratogénico (coelhos, ratos e camundongos), toxico-
reprodutivo e provocar alteracées hormonais, ele deveria ser reavaliado e ter o

registro proibido.
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O novo regulamento europeu, passou a determinar que
independetemente dos resultados das avaliagbes de risco, critérios de toxicidade
como efeitos téxico-reprodutivos, desregulacdo endocrina e carcinogencidadae
devem ser condicGes proibitivas de registro de agrotoxicos. O carbendazim esta
autorizado na Europa até 2014, mas a luz dessa nova legislacéo e considerando os
resultados sobre a toxicidade do carbendazim avaliados nessa dissertagéo, seu
registro também deveria ser proibido nesse continente (UNIAO EUROPEIA, 2009). O
documento sueco que fez uma andlise preliminar sobre a aplicacdo desse novo
regulamento nas renovacdes de registro, listou o carbendazim como sendo proibido
de registro a luz dessa nova legislacédo (SWEDISH CHEMICALS AGENCY, 2008).

No Canada, ndo ha exposicdo do carbendazim pela dieta, mas foi
feita a avaliacdo de risco classica para exposi¢cdo ocupacional do carbendazim.
Nela, foram adotados os mesmos critérios dessa avaliacdo, se utilizando do NOAEL
de 10mg/kg p.c./dia e fatores de incerteza de 1000. A exposi¢cdo ocupacional foi
considerada aceitavel, no entanto, os cenarios de exposicdo sdo bem distintos dos
brasileiros, apresentando niveis de exposicdo muito menores (HEALTH CANADA,
2011).

Nos EUA, o carbendazim ndo esta autorizado, portanto, ndo ha
avaliacdo de risco ocupacional. As avaliagcbes de risco dietética existentes séo
apenas para avaliar residuos de carbendazim de sucos de laranja vindos de outros
paises (principalmente do Brasil) e também considerando o carbendazim como um
metabdlito do tiofanato-metilico, outro agrotoxico utilizado nessa cultura, mas que
esta autorizado nos EUA. Os niveis de residuos estabelecidos nos sucos de laranja
sdo muito restritivos, assim, muito menores que o0s residuos brasileiros, e a IDA
estabelecida é bem mais restritiva, 0,0025mg/kg p.c/dia (EPA, 2012). A néo
autorizacdo de sucos de laranja contendo carbendazim desde 2009 foi motivo de
rejeicdo do suco de laranja brasileiro, em janeiro de 2012, com grande repercussao
nas midias nacionais e internacionais (BBC, 2012; PORTO, 2012; FREITAS, 2012;
AVILA, DOLAK, GANN, 2012).
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6  CONSIDERACOES FINAIS

A partir dessa avaliagdo de risco, a exposicdo dietética ao
carbendazim pela populacdo brasileira em geral apresenta risco inaceitavel. Se
ainda forem considerados os dados de monitoramento do PARA, os residuos de
carbendazim decorrentes do uso de tiofanato-metilico e outras fontes de exposicao
alimentares como agua, leite, carne e ovos, o risco fica ainda maior.

A avaliacao de risco ocupacional, utilizando o banco de dados PHED
para avaliacdo dos cenérios de exposi¢cao, demonstrou que apenas trés cenarios
teriam riscos aceitaveis: a atividade combinada (M/Ab) sendo que a seguranca se da
apenas com a utilizacao de sistema fechado e EPI completo, uma realidade pouco
usual no Brasil e, quando o trabalhador exerce apenas uma funcado, de aplicacéo
com trator com barra de pulverizacdo em cabine fechada (EPI intermediario ou
completo), o que também néo é a realidade comum do Brasil. Assim, considerando a
maioria dos cenarios comuns no Brasil, o risco foi inaceitavel. Além disso, o risco
ocupacional para o tratamento de sementes também foi considerado inaceitavel, nas
condi¢cdes do programa SeedTropex®.

N&o foi possivel avaliar o cenario de exposi¢cdo pos-aplicacdo, que
deve ser revisto quando da disponibilizacdo de programas que analisem essa
situagcdo comum no Brasil.

Aléem disso, a discussdo de que o carbendazim, apesar de
apresentar efeitos com relacdo dose-resposta monotdnica considerando o MOA
principal ser a inibicdo da montagem dos microtubulos, o fato de ele ser um
desregulador endocrino direto e de evidéncias que, a partir disso, os efeitos
endocrinos teriam uma resposta hormética (curva em U), a avaliacdo de risco
classica pode néo ser suficiente para garantir que em determinadas doses, 0 risco
seja aceitavel. Essas ponderacbes que ainda residem no campo da pesquisa,
devem ser incorporadas as discussdes regulatérias, apesar de ainda ndo existirem
solugdes para elas.

Baseada na presente avaliacdo de risco, esse agrotdoxico nao

oferece risco aceitavel aos trabalhadores na maioria dos cenarios de exposicéo
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coupacional, bem como a populagédo em geral pela dieta. Ainda, considerando a Lei
n° 7.802/1989 (BRASIL, 1989) e as evidéncias relatadas nesse trabalho que o
carbendazim apresenta potencial carcinogénico (duas linhagens de camundongos),
teratogénico (coelhos, ratos e camundongos), toxico-reprodutivo e provoca
alteracdes hormonais, ele deveria ser objeto de reavaliacdo toxicoldgica, por se
enquadrar em caracteristicas proibitivas de registro de acordo com o arcaboucgo

legal vigente.
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