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Biomonitorizagdo de glifosato em urina de criangas em diversas regioes de Portugal Continental

Resumo

A utilizagao de glifosato tem vindo a aumentar ao longo dos anos, tornando-o num dos
herbicidas mais consumidos do mundo. Os seus efeitos no organismo humano e no meio
ambiente tém sido analisados e mostram-se preocupantes, a medida que a exposi¢ao ao
herbicida aumenta.

O objetivo do presente estudo foi determinar glifosato em urina de criangas de diversas
regices de Portugal, incluindo zonas urbanas e rurais, para identificar niveis de exposicao e
relacionar com os padroes alimentares.

Das 41 criangas participantes, 46,34 % (n = 19) eram do sexo masculino, com idades
entre 2 e |12 anos, e 53,66 % (n = 22) eram do sexo feminino, com idades entre 2 e |3 anos.
A recolha das amostras (urina da primeira micgao do dia) ocorreu entre julho de 2018 e
fevereiro de 2019. Para além do termo de consentimento, foi preenchido um questionario
pelos pais das criangas, com caracteristicas antropométricas, habitos alimentares, estilo de vida
e uso de pesticidas. O glifosato foi analisado, através do método ELISA (LOD= 0,6 ug/L) e foi
detetado em 95,12 % das amostras, com valores médios de |,77 + 0,86 pg/L e valores minimos
e maximos de 0,87 e 4,35 pg/L, respetivamente.

Dos |3 estudos mais recentes que determinaram glifosato em urina, apenas 4 utilizaram
amostras de criangas, 3 dos quais apresentaram valores médios superiores aos do presente
estudo. No entanto, 2 dos casos apresentaram incidéncia superior a mencionada neste estudo.

As diferencgas entre as concentragoes de glifosato na urina de criangas com idades iguais
ou inferiores a 3 anos (1,20 + 0,32 pg/L), comparativamente as concentragoes encontradas
em criangas entre os 7 e os 9 anos de idade (2,12 + 1,00 pg/L) estiveram proximas da
significancia estatistica (p = 0,0631), o que pode ser justificado pelo aumento da atividade da
enzima PONI, a partir dos 7 anos de idade. Verificaram-se teores de contaminagao superiores
em criangas que residiam préximo de zonas agricolas (<I km, 2,0 £ 0,97 pg/L), com
percentagem superior de consumo de alimentos caseiros (75-100%, 2,72 + 0,45 pg/L) e cujos
pais aplicavam herbicidas no quintal (2,5 + 1,17 pg/L), quando comparado com o jardim (1,4 +
0,43 pg/L). Além disso, verificaram-se diferencas significativas relativamente ao consumo de
alguns alimentos como o gelado, os cereais e as bolachas tipo Maria.

A exposicao ao glifosato € preocupante, principalmente tendo em conta as idades dos

participantes e a toxicidade do herbicida.



Afigura-se necessario realizar estudos adicionais com maior niUmero de amostras e

maior diversidade geogrifica.

Palavras Chave
Anilise de risco, Criangas, Exposicao Glifosato, Pesticidas, Toxicidade, Urina.
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Biomonitoring of glyphosate in the urine of children in different regions of mainland Portugal

Abstract
The use of glyphosate has been increasing over the years, making it one of the most

consumed herbicides in the world. Its effects on the human organism and on the environment have
been analyzed and are of concern, as exposure to the herbicide increases.

The aim of the present study was to determine glyphosate in the urine of children from
different regions of Portugal, including urban and rural areas, to identify levels of exposure and to
relate to dietary patterns.

Of the 41 children, 46.34 % (n = 19) were male, aged between 2 and |2 years old, and
53.66 % (n = 22) were female, aged between 2 and |3 years old. The collection of samples (first
urine of the day) occurred between July 2018 and February 2019. In addition to the consent form, a
questionnaire was filled by the children's parents, with anthropometric characteristics, eating habits,
lifestyle and use of pesticides. Glyphosate was analyzed using the ELISA method (LOD = 0.6 ug/L)
and was detected in 95.12 % of the samples, with mean values of 1.77 + 0.86 ug/L and minimum
and maximum values of 0.87 and 4.35 uglL, respectively.

Of the |3 most recent studies that determined glyphosate in urine, only 4 used samples
from children, 3 of which showed higher average values than the present study. However, only 2
reported a higher incidence than that mentioned in this study.

The differences between the glyphosate concentrations in the urine of children aged 3 years
or less (1.20 £ 0.32 pg/lL), compared to the concentrations found in children between 7 and 9 years
(2.12 £ 1.00 pg/L) were close to statistical significance (p = 0.0631), and can be justified by the
increased activity of the enzyme PONI, at 7 years. Higher levels of contamination were found in
children living near agricultural areas (<I km, 2.0 + 0.97 pgl/L), with a higher percentage of
consumption of homemade foods (75-100%, 2.72 + 0.45 ug/L) and whose parents applied herbicides
in the yard (2.5 £ .17 pgl/L), when compared to the garden (1.4 + 0.43 ug/L). In addition, there
were significant differences regarding the consumption of some foods such as ice cream, cereals and
Maria-like cookies.

Exposure to glyphosate is worrying, especially considering the ages of the participants and
the toxicity of the herbicide.

It appears necessary to carry out additional studies with a larger number of samples and

greater geographical diversity.

Key Words
Children, Exposure Glyphosate, Pesticides, Risk analysis, Toxicity, Urine.
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I. Nota historica

O inicio do uso de pesticidas remonta ao ano 500 a.C. Acredita-se que o primeiro
pesticida conhecido tenha sido o enxofre. Os padroes de uso revelaram que a maioria dos
produtos de controlo de pragas eram venenos naturais e basicos, de natureza nao seletiva,
persistentes e toxicos para muitas formas de vida (Rakesh, Ramachandran e Mathew, 2015).
Os inseticidas incluiam arsénico, chumbo e fluoreto. Os herbicidas incluiam cinzas, sais e iodo
de fundicao. Os fungicidas incluiam giz, madeira e enxofre (Bhattacharyya, Barik, 2009).

A historia dos pesticidas pode ser dividida em trés fases (Wenjun Zhang, FuBin Jiang e
Ou, 201 1):

¢ A primeira fase (antes da década de 1870), quando se utilizavam pesticidas
naturais, por exemplo, o enxofre, na Grécia antiga.

e A segunda fase (periodo entre 1870-1945), correspondente a era dos
pesticidas inorganicos sintéticos. Em 1939, Paul Miiller descobriu a eficacia do
insecticida diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Jarman e Ballschmiter, 2012). O
DDT transformou-se rapidamente no pesticida mais usado no mundo.

e A terceira fase (desde 1945) corresponde a era dos pesticidas organicos
sintéticos. Na década de 1960, descobriu-se que o DDT provocava danos
a saude de diversas espécies de aves, prejudicando a sua reprodugao e
apresentando grandes riscos para biodiversidade (WenJun Zhang, FuBin Jiang e
Ou, 2011). Atualmente, o DDT ¢é proibido em pelo menos 86 paises. Em
Portugal, o DTT nao esta autorizado desde 1973. No entanto, admite-se o seu
uso para controlo de vetores, fundamentalmente, o mosquito transmissor da
malaria (ASAE, 2020). A partir de 1945, pesticidas sintéticos como o DDT 2,4-
D e, mais tarde, o HCH dieldrin, terminaram a era dos pesticidas inorganicos e
naturais. Desde entdo, a maioria dos pesticidas foi sintetizada por seres

humanos, sendo nomeados pesticidas sintéticos.

A figura | ilustra o consumo de herbicidas no mundo (1990-2014) (Hedlund, Longo e
York, 2020).
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Figura I. Consumo de herbicidas no mundo (Hedlund, Longo e York, 2020).

2. Pesticidas

Etimologicamente, “pesticida” € uma palavra que deriva do latim “pestis” que significa
peste e “cide” que, por sua vez, € originario da palavra “caedere” que significa “o que mata”.
Os pesticidas sao todas as substincias ou misturas que tém como objetivo, impedir, destruir,
repelir ou mitigar qualquer praga, como por exemplo insetos, acaros, nematodides, ervas
daninhas e ratos (Vagi e Petsas, 2020).

Os pesticidas sao potencialmente toxicos para outros organismos, incluindo seres
humanos, por isso, precisam ser usados com seguranga e descartados adequadamente (OMS,
2020). Com o aumento da populagao mundial e as alteragoes climaticas, a necessidade de
controlar as pragas, por parte dos agricultores, € uma preocupagao crescente, para poderem
responder com o respetivo aumento de produgao (Carvalho, 2017). Desta forma, o uso de

pesticidas tem vindo a aumentar exponencialmente nas uUltimas décadas (Figura 2).
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Figura 2. Producao de pesticidas no mundo, entre 1945 e 2005 segundo dados da FAO (adaptado de Carvalho, 2017)

2.1. Classificacao

A Organizagao Mundial de Satide (OMS) recomendou, em 2020 que os pesticidas sejam

classificados de acordo com o perigo que apresentam (tabela ).

Tabela |. Classificagdo dos pesticidas de acordo com o perigo que apresentam (Adaptado de OMS, 2020)

LD50 para ratos (mg/kg de peso)

Classe Oral
Extremamente
<5
perigoso
Muito perigoso 5-50
Moderadamente
50-2000
perigoso
Ligeiramente perigoso <2000
Improvavel de causar
<5000

dano

(LD50 - Dose Letal Média (do inglés Lethal Dose 50%)

Dérmico

<50

50-200

200-2000

<2000

<5000

Os pesticidas podem, também, ser classificados de acordo com a praga que atacam,

como indica a tabela 2.
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Tabela 2. Classificagdo de pesticidas de acordo com a praga alvo.

Pesticida Praga
Acaricidas Acaros
Bactericidas Bactérias
Fungicidas Fungos
Herbicidas Ervas
Inseticidas Insetos
Nematicida Nematoides (vermes)
Rodenticidas Roedores
Moluscicidas Molusculos

Quanto a sua origem, os pesticidas podem ser considerados: |) organicos, como os
azotados, clorados, fosforados e os clorofosforados; 2) inorganicos, a base de arsénio, talio,
bario, azoto, fésforo, cadmio, ferro, selénio, chumbo, cobre, mercurio e zinco; 3) ou
botanicos, a base de nicotina, piretrina, sabadina ou rotenona.

Os herbicidas podem ainda ser classificados por atividade, uso, modo de agao, grupo
quimico ou tipo de vegetagao controlada. Classificando através da sua atuagao, podem ser de
contato ou sistémicos. Podem ser aplicados antes ou depois da praga se ter instalado (pré ou
pos-emergentes, respetivamente). Através do mecanismo de agao, podemos classifica-los
como: inibidores da acetil-coenzima A-carboxilase; inibidores da acetolacto-sintase; inibidores

da enolpiruvil-chiquimato 3-fosfato-sintase; auxina sintética; ou inibidores do fotossistema.

3. Poluentes Organicos Persistentes

Os Poluentes Organicos Persistentes (POP) sao substancias quimicas de sintese muito
toxicas produzidas para utilizagdo na agricultura e na industria ou que resultam, como
subprodutos, de processos industriais. Estas substancias resistem a degradagao sob condi¢oes
naturais e, uma vez dispersas no ambiente, propagam-se através dos elementos (vento, chuva
e agua) ou de vetores animais, a distancias consideraveis das suas fontes, sendo por isso
extremamente estaveis e persistentes (ASAE, 2020).

Os POP, sao bioacumulaveis, isto €, uma vez absorvidos pelos seres vivos expostos ao
ar, agua, solo ou alimentos, tém a capacidade de se acumularem nos seus tecidos gordos,

principalmente no leite de amamentagao e podem passar através da placenta (ASAE, 2020).
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Além disso, provocam um efeito de biomagnificagao, ou seja, acumulam-se na cadeia
alimentar, fazendo com que os animais dos niveis tréficos superiores cheguem a atingir niveis
muito elevados destas substancias. Desta forma, podem por em risco a saude humana e o
meio ambiente (ASAE, 2020).

Sao conhecidos varios problemas resultantes dos POP no desenvolvimento e
reprodugao, na supressao do sistema imunitario, e no desenvolvimento de diversos tipos de
cancro (Alharbi et al,, 2018).

Os POP correspondem a 12 substancias, 8 das quais sao pesticidas, principalmente
inseticidas. Desta forma, os pesticidas constituem um problema grave tanto para a saude
humana como para a satlde ambiental (Park et al., 2020). O glifosato apresenta uma toxicidade
como neurotoxina e desregulador endécrino que indica o seu potencial para agir de forma
semelhante aos POP, tornando especialmente perigoso para a saude do ecossistema (Kissane

e Shephard, 2017).

4. Glifosato

O glifosato € um herbicida nao-seletivo, sistémico, poés-emergente (Fogliatto, Ferrero
e Vidotto, 2020). E de amplo espectro e é utilizado principalmente no controlo de ervas
daninhas na agricultura, no controlo da vegetagao em areas nao agricolas, e na ajuda a colheita
como dessecante. O seu uso na agricultura aumentou consideravelmente devido ao
desenvolvimento de variedades geneticamente resistentes ao glifosato (Tarazona et al., 2017).
O glifosato tem também sido usado para controlar culturas ilegais através de aplicagoes aéreas
(Ware Solomon et al, 2007). Desde 1971, quando foi descrito pela primeira vez como
herbicida, tém sido comercializados trés tipos de glifosato: glifosato-isopropilamonio, glifosato-
sesquisddio, e glifosato-trimesium (Amarante Junior et al., 2002). Destes, apenas o glifosato

isopropilaménio esta autorizado em Portugal (DGAYV, 2020).
O consumo mundial de glifosato tem vindo a aumentar ao longo dos anos, sendo

atualmente o herbicida mais utilizado no mundo (Bozzini, 2020; Tarazona et al., 2017). A tabela

3 indica a quantidade de glifosato utilizado na agricultura entre 1994 e 2014 (Benbrook, 2016).
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Tabela 3. Uso de glifosato 1974-2014 (Adaptado de Benbrook, 2016).

Uso total Aumento relativo  Proporgao de uso total
(milhdes de kg) ao periodo anterior 1994-2014 (%)
1974 3,2 NA 0,0
1975-1984 130,5 127 1,5
1985-1994 387,3 257 4,5
1995-2004 1909 1522 22,3
2005-2014 6133 4224 71,6
Total 8563 100

Em todo o mundo, entre 2014 e 2015, o glifosato foi aplicado em cerca de 43 % da
aplicacao geral de herbicidas em culturas de soja, 45 % em culturas de algodao e 26 % em
culturas de milho (Fogliatto, Ferrero e Vidotto, 2020). Globalmente, o glifosato é usado
principalmente em plantagées convencionais, que representam cerca de 55 % do volume total
do uso de glifosato em 2015. Entre os utilizadores, verifica-se que os paises do Pacifico Asiatico
utilizam a maior parte do produto (cerca de 3| % do volume total), seguido pela América

Latina (cerca de 20 %) e Europa (cerca de |6 %) (Fogliatto, Ferrero e Vidotto, 2020).

4.1. Caracteristicas fisico-quimicas
O glifosato tem féormula molecular C;HgNOSP (figura 3) e uma massa molecular de
169, g/mol. Na forma de sal de isopropilamonio, apresenta-se acrescido do grupo
(CH3)2CHNH?*, perfazendo uma massa molecular de 228,2 g/mol. O glifosato é um
organofosforado pertencente ao grupo dos aminoacidos fosforados e, assim como o seu

precursor, a glicina, apresenta comportamento zwiterionico (Amarante Junior et al., 2002).
0 OH
o ‘\\F /
H—HC = oM

Figura 3. Estrutura quimica do glifosato (Amarante Junior et al., 2002).
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O glifosato € um herbicida que, a temperatura ambiente, se apresenta sob a forma de
cristais sélidos, muito soluveis em agua (12 g/L a 25 °C) (Piccolo e Celano, 1994). Por outro
lado, sao quase insoluveis em solventes organicos comuns, como por exemplo a acetona ou
o etanol (Zhang et al., 2019).

Este herbicida tem uma temperatura de fusao de 200 °C. Além disso, é bastante estavel
na presenca de luz, inclusive em temperaturas superiores a 60 °C (Amarante Junior et dl,

2002).

As propriedades fisicas e quimicas do glifosato encontram-se resumidas na tabela 4.

Tabela 4. Propriedades fisicas e quimicas do glifosato. Adaptado de (OMS, 1996)

Propriedade Valor Observacoes
Estado a temperatura ambiente Po cristalino
Cor Branco
Odor Nenhum
Ponto de fusao 200 °C (Amarante Junior et al., 2002)
Densidade 1,704 a20°C
Pressao a vapor < | x 10° Pascal a25°C
Solubilidade em agua 10 100 mg/L a20°C
pK. <2;26;5,6; 10,6
pH 2,5 | % solugao

4.2. Formulagoes comercializadas a base de glifosato

Quando se discute a toxicidade dos herbicidas, o foco é principalmente no composto
ativo sendo, no caso concreto do glifosato, o acido de glifosato ou sais de glifosato (Luis,
Solange e Mir, 2011). Os herbicidas comerciais a base de glifosato (HBG) contém outros
componentes, denominados “ingredientes inertes”, nomeadamente, surfactantes, solventes e
compostos anti-espuma (Luis, Solange e Mir, 2011). De uma forma geral, os surfactantes sao
produtos quimicos que tém atividade em solugoes aquosas, diminuindo a tensao superficial e
perturbando a permeabilidade da membrana ou a fung¢ao de transporte das membranas,

incluindo permeabilidade ao glifosato, através de emulsificagao. Compostos anti-espuma sao

19



aditivos quimicos que reduzem e dificultam a formagao de espuma no processo industrial
(Oliveira et al., 2018).

Numerosos trabalhos publicados demonstraram que os ingredientes inertes nas
formulagoes a base de glifosato tém toxicidade varias vezes superior ao proprio glifosato, nos
organismos nao-alvo (Bokony et al., 2017; Bringolof, R.B.; Cope, W.G.; Mosher, S.; Barnhart,
M.C.; Shea, 2007; Defarge, Spiroux de Vendomois e Séralini, 2018; Ma et al., 2019; Mesnage,
Benbrook e Antoniou, 2019; Prosser et al., 2017). Nesse contexto, esses mesmos ingredientes
devem ser sujeitos a estudos de toxicidade de uma forma isolada, bem como em mistura,
conforme formulagoes comercializadas.

A concentragao de glifosato, bem como a natureza e a concentragao de aditivos
inertes, dependem da formulagdo comercial em especifico. No entanto, as informagoes
disponiveis sobre os ingredientes inertes nos produtos a base de glifosato geralmente nao
estao listadas no roétulo (Oliveira et al., 2018).

A formulagao comercial de glifosato Roundup®, é a marca mais popular de herbicidas
de glifosato. O Roundup® contém sal Isopropilamina (IPA) de glifosato (35-50 %) e, também,
ingredientes inertes (Krause et al, 2020). A concentragao do Roundup® é comumente
expressa como mg de ingrediente ativo (a.i., do inglés active ingredient)/L ou mg de equivalentes
de acido (a.e, do inglés acid equivalent)/L de glifosato, enquanto também como mg de
Roundup® (produto completo)/L. Considerou-se | mg a.i/L, equivalente a 0,75 mg a.e/L
(Oliveira et al.,, 2018).

O surfactante no Roundup®, bem como em alguns outros produtos a base de glifosato,
€ o composto de sebo-amina polietoxilado altamente toxico. Este material é referido na
literatura como MONO8I18, ou polioxietilenamina (POEA), presente em cerca de 15 % no
Roundup® (Krause et al,, 2020). O surfactante POEA é um derivado do tecido adiposo de
bovinos ou ovinos (Oliveira et al., 2018).

Os ingredientes encontrados em HBG mais comuns sao: POEA com etoxilagao média
de 15 carbonos (POE-15, CAS 61791-26-2, Emulson AG GPE 3SS®, Lamberti) e POEA
formulado (GenaminT200®, Monsanto, 8500170, que contém 70 % de POE -15 na sua
formulagao); POE-APE, uma mistura de éter fosfatos de alquil (C8-10) polioxietileno (68130-
47-2), polioxietileno alquil (50769-39-6), conhecido como Rolfen Bio® (de Lamberti), e alquil
poliglucosideo (APG, 383178-66-3/110615-47-9, Plantapon LGC®, Reino Unido); e compostos
de aménio quaternario (QAC, 66455-29-6, Emulson AG CB30®, Lamberti) (Defarge, Spiroux
de Vendomois e Séralini, 2018).

Acredita-se, portanto, que o ingrediente inerte POEA seja responsavel pela maioria da

toxicidade relatada pelos HBG.
20



4.3. Toxicocinética
O metabolismo do glifosato no homem ainda nio se encontra bem compreendido. E
reconhecida a formagao de dois metabolitos principais, o acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA) e o glioxilato, sendo que o AMPA apresenta maior toxicidade que
o glioxilato (Sviridov et al, 2015). Este herbicida é principalmente excretado na urina
(Amarante Junior et al., 2002).

A toxicocinética do glifosato em humanos encontra-se esquematizada na figura 4.

Glyp hosate
C-Plyase 4+ HO Glyphosate dehydrogenase 4 OH
Sarcosine + Phosphate
Sarcosine dehydrogenase

+ oETF , 4+ HO + H +H+2e

AMPA + Glyoxylate

Glycene C-Plyase + HO

L]

+ Formaldehyde  Phosphate + Methylamine

Methylamine dehydrogenase
+ RETF o
+ NH + reduced amicyanin
‘ Formaldehyde
Tavoreatain + Ammonia

Figura 4. Via metabdlica do glifosato. (Swanson, Hoy e Seneff, 2016)

A via metabdlica no lado esquerdo da Figura 4 foi identificada como a via primaria do
glifosato, no caso do microrganismo Pseudomonas sp., uma bactéria que causa infegoes
pulmonares e esta associada ao desencadeamento de autoimunidade neuronal. Estas bactérias
proliferam em pH baixo (~ 4,5) e, 2 medida que a quantidade de glifosato aumenta, alteram o
metabolismo de aerdbio para anaerdbico (Lima et al., 2014; McLean et al., 2012). A enzima C-
P liase, juntando-se a uma molécula de agua, separa a molécula de glifosato, deixando o grupo
fosfonato separado da sarcosina. Por sua vez, o excesso de sarcosina pode resultar em
sarcosinemia ou hipersarcosinemia, um disturbio metabdlico causado pelo comprometimento
da sarcosina desidrogenase (Swanson, Hoy e Seneff, 2016).

O glifosato pode interromper a distribuicio das bactérias intestinais, destruindo
seletivamente algumas e nao afetando outras (Shehata et al., 2013). Algumas das bactérias
intestinais sao particularmente eficientes a metabolizar o glifosato, portanto, quanto mais
glifosato for consumido, mais bactérias Gram-negativas havera no intestino e mais glifosato

sera metabolizado (mecanismo de feedback positivo) (McLean et al., 2012).
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Relativamente a via metabolica do lado direito da figura 4, foi demonstrado que varias
espécies bacterianas sao capazes de usar o AMPA como fonte de fosforo, incluindo E. coli,
Arthrobacter sp. e Pseudomonas sp.. O mecanismo é o mesmo da via metabdlica do lado
esquerdo da figura (via C-P liase), no entanto, o fosfonato é fracionado a partir do subproduto,
AMPA, em vez da molécula primaria de glifosato (Hove-Jensen, Zechel e Jochimsen, 2014).

Esta segunda via metabolica foi identificada como a principal via de degradagao do
glifosato nos solos. As bactérias que produzem a enzima glifosato-desidrogenase sao
Geobacillus caldoxylosilyticus T20 (encontrado no solo e na agua) e Flavobacterium sp., que sao
ubiquitarias, inclusive no corpo humano (Swanson, Hoy e Seneff, 2016).

Este herbicida aumenta os niveis de consumo de oxigénio, da atividade adenosina
trifosfato-ase (ATP-ase), interrompe a atividade da enzima aromatase (responsavel pela
producao de estrogenos), gera alteragao dos niveis do acido ribonucleico mensageiro (RNAm)
e reduz os niveis hepaticos do citocromo P450. Devido a redugiao deste ultimo, ha uma
interferéncia no metabolismo de alguns farmacos, que pode resultar numa predisposicao para
porfirias (Swanson, Hoy e Seneff, 2016).

Como apresentado na tabela 4, os niveis de pK, nao sao elevados, por isso, tanto o
glifosato como o seu principal metabolito sao absorvidos no limen intestinal (Qiu et al., 2020)

Contudo, apenas 15-36 % da dose oral administrada repetidamente ou unicamente, é
absorvida maioritariamente no intestino delgado. Desta maneira, tanto o glifosato como o
AMPA s3ao mal absorvidos, mesmo em condig¢oes favoraveis (Williams, Kroes e Munro, 2000)

Num estudo em ratos Anadon e col. (2009), demonstraram que quando o glifosato e
o APMA sao absorvidos, sao distribuidos pelo organismo, sendo que o pico da concentragao
plasmatica ocorre duas horas apos a administragao por via oral.

Ja num estudo em 601 humanos expostos a uma toxicidade aguda a herbicidas a base
de glifosato, Roberts e col. (2010) verificaram que, na maioria dos individuos, a amostra de
plasma inicial era a que apresentava a concentragao maxima de glifosato, o que sugere
uma absorgao rapida deste. O tempo de semi-vida aparente do glifosato foi de 3,1 horas (IC
95 % 2,7-3,6 horas).

A reabsorgao sistémica do glifosato no intestino € bastante reduzida. Anadén e col.
(2009) sugere uma taxa de absorgao de cerca de 20 %, o que indica que essa ingestao possa
ter sido até cinco vezes maior que a dose interna resultante. Este calculo pode ser obtido a

partir da formula:

100x dose interna

Dose Externa (ﬁ x massa corporal) = -
kg %absorgao oral

Equacdo |. Calculo da reabsorgio sistémica do glifosato (Anadén et al., 2009)
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Desta forma, a partir de uma dose interna de 12 pg, estima-se uma quantidade ingerida
total de 60 pg, correspondente (num individuo de 60 kg) a uma dose externa de | pg/kg.
Assim, 0,001 mg/kg de massa corporal representaria 0,2 % da dose diaria aceitavel (ADI;
Niemann et al.,, 2015). No mesmo estudo Niemann e col. (2015), ao realizar analises de urina
de agricultores consumidores com contato direto com o pesticida glifosato, verificaram que
alguns dos agricultores apresentaram niveis de exposicao até 233 ng/mL, no dia da exposicao.
Os autores deste estudo verificaram ainda que alguns agricultores nao tiveram concentragoes
de glifosato detetaveis nas amostras de urina. De uma maneira geral, a taxa de valores
detetaveis foi de 60 % no dia da aplicagao e 27 % até o terceiro dia ap6s a aplicagao. Mais
recentemente, o estudo de Zoller e col. (2020) demonstrou que a taxa de absor¢ao pode ser
ainda mais baixa do que a estudada por Anadon e col. (2009).

Apods a absorcao, o glisofato é rapidamente eliminado na urina; considerando as
variagoes inter-individuais na excregao, a meia-vida biologica estimada de glifosato na urina
humana é entre 3 e 14 horas (Connolly et al., 2019; Zoller et al., 2020).

Um estudo realizado com amostras biologicas de enfermeiras demonstrou que em
nenhuma das amostras analisadas foram encontrados niveis detetaveis e quantificaveis de
glifosato, para um limite de detecao de 10 ng/mL (Cowell, 1992).

Wester e col. (1991) estudaram uma possivel via de exposicao do glifosato através da
pele. Os autores demonstraram in vitro que, sem os cuidados corretos de protegao, a absorgao
dérmica do glifosato, por parte de animais e humanos poderia acontecer, ainda que numa
probabilidade diminuida (<2 %).

O mecanismo de agao do glifosato e suas formulagoes ainda sao pouco conhecidos.
Uma das razoes deve-se ao facto de que existe uma grande variedade de sais de glifosato (Qiu
et al, 2020). Além disso, ha uma grande variedade de produtos inertes e concentragoes
presentes nestes produtos, o que torna ainda mais dificil elucidar seu modo de agao (Richard

et al.,, 2005).

4.4. Efeitos toxicos
A toxicidade aguda deste pesticida é considerada baixa em humanos. De acordo com
a classificagao da OMS, o glifosato, com uma dose letal média (LD50) de 4230 mg/kg de peso
encontra-se na classe Il (pesticidas ligeiramente perigosos), com uma baixa toxicidade aguda

(OMS, 2020).
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Apesar do glifosato ser considerado pouco toxico, ha evidéncias de efeitos negativos
no ambiente, principalmente devido a resisténcia adquirida por algumas espécies de ervas,
apos o uso prolongado do herbicida (Abreu, De, Matta, Da e Montagner, 2008).

A atividade biocida do glifosato esta associada a inibicao da enzima 5-enolpiruvil-
chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) (Bruggen, Van et al., 2018). Assim, o glifosato interrompe
o sexto passo na via do chiquimato (conversao de chiquimato-3-fosfato em EPSPS), necessario
para a produgao de aminoacidos aromaticos e compostos secundarios com fungoes de defesa
em plantas e muitos microrganismos (Funke et al., 2007; Philipp Schledorn, 2014; Schrodl et
al,, 2014).

Em ambientes aquaticos, a toxicidade do glifosato é acentuada com o aumento da
temperatura e do pH (Amarante Junior et al., 2002).

Os efeitos do glifosato e do AMPA em plantas incluem a diminuigao da fotossintese,
através do aumento da degradacao da clorofila por parte do glifosato e da perturbacao da
biossintese da clorofila por parte do AMPA. Estas alteragoes no metabolismo das plantas
resultam no amarelecimento e necrose das folhagens. Além disso, as plantas tratadas com
glifosato nao produzem substincias aromaticas secundarias, incluindo fitoalexinas
antimicrobianas, que defendem as plantas contra microrganismos patogénicos existentes no
solo, resultando na morte das mesmas (Bruggen, Van et al,, 2018).

O crescimento das culturas resistentes ao glifosato tem levado os agricultores a
aumentarem as doses e a frequéncia de aplicagao deste herbicida, o que pode levar a efeitos
secundarios posteriores (Skelton et al., 2017).

A toxicidade do glifosato em mamiferos e passaros é considerada relativamente baixa.
A base desta afirmagao é a auséncia da via do acido chiquimato (Amarante Junior et al., 2002;
Anadon et al., 2009; Bruggen, Van et al., 2018).

No entanto, sendo nao seletivo, o largo espectro de atividade do herbicida conduz a
destruicao de ambientes naturais e de fontes de alimento de alguns passaros e anfibios, levando
a reducao das populagoes. Um exemplo extremo é uma espécie de sapo da regiao de Houston,
considerada espécie em perigo de extingao devido a destruicao do seu habitat pelo glifosato
(Amarante Junior et al., 2002).

Apesar da toxicidade relativamente baixa do glifosato, alguns dos componentes dos
seus produtos formulados apresentam-na mais elevada, para humanos, que o ingrediente ativo
(Bradberry, Proudfoot e J. Allister Vale, 2004). As formulagoes encontradas no mercado
contém, geralmente, surfactante, cuja finalidade é impedir a formagao de gotas e diminuir o
alcance do produto, de forma a atingir apenas as folhas pulverizadas. Os tipos mais

extensamente usados em formulagoes do glifosato sao as etilaminas. Os compostos deste
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grupo de surfactantes sao significativamente mais toxicos do que o glifosato (Bradberry,
Proudfoot e J. Allister Vale, 2004).

Foram aplicados dois tipos de abordagens na investigagao dos efeitos crénicos: estudos
de correlagao e estudos experimentais. Foram encontradas correlagdes entre o aumento do
uso de glifosato e numerosas doengas humanas, incluindo varias formas de cancro, lesdes nos
rins e condicoes mentais, como autismo, Alzheimer e doenga de Parkinson (Fluegge e Fluegge,
2016; Fortes et al,, 2016; Jayasumana, Gunatilake e Siribaddana, 2015; Mesnage et al., 2015).

Em humanos, foram relatados problemas respiratérios, dermatologicos e abortos
espontaneos apods aplicagao do glifosato em plantagoes ilegais de cocaina, na Colémbia
(Camacho e Mejia, 2017).

O pior caso de exposicao que causou intoxicagao aguda em humanos adultos foi
relatado como 125 e 5 pg/kg/dia para glifosato e AMPA, respetivamente (Williams, Kroes e
Munro, 2000). A morte por exposicao a essa ordem de valores ocorreu em 3,2 % dos casos,
com tempo médio de obito de 20 horas, principalmente devido a toxicidade no sistema
cardiovascular (Bai e Ogbourne, 2016).

O glifosato apresenta, também, efeitos mutagénicos, visto que causou danos no acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés, Deoxyribonucleic Acid) e nos cromossomas humanos,
embora tenha dado resultados negativos nos testes com bactérias (IARC, 2015).

As formulagoes a base de glifosato demonstraram serem potentes disruptores
endocrinos, bem como eficazes na alteracio da funcio das mitocondrias e no dano na
membrana epitelial (Koller et al, 2012; Martini et al, 2016; Richard et al, 2005;
Thongprakaisang et al., 2013). Um estudo demonstrou que o glifosato aumenta a probabilidade
do corpo humano vir a desenvolver doengas graves como disturbios gastrointestinais,
obesidade, doengas cardiacas, depressao, autismo, diabetes, infertilidade e até cancro (Samsel
e Seneff, 2013).

Sob condigoes experimentais com culturas celulares, o glifosato e os seus produtos de
decomposicao AMPA aumentaram as espécies reativas de oxigénio (ROS) em culturas de
eritrocitos humanos em concentragoes moderadamente altas (42 mg/L de glifosato puro ou
AMPA) durante 24h (Kwiatkowska, Nowacka-Krukowska e Bukowska, 2014).

Noutros estudos laboratoriais, a exposicao de células de sangue periférico humano ao
glifosato resultaram em danos no DNA em leucécitos a altas concentragoes (85 a 1690 mg/L)
e diminuicao da metilagao do DNA (em 42 mg/L de glifosato in vitro) (Kwiatkowska, Nowacka-
Krukowska e Bukowska, 2014). As alteragdes na metilagio do DNA podem perturbar o

equilibrio entre a proliferagao celular tumoral e a morte celular programada (apoptose)
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(Hervouet et al,, 2013). Como consequéncia, as disfungoes na metilagio do DNA podem levar
a ativagao de oncogenes, enquanto a hipermetilagao pode silenciar os genes supressores de
tumor. Assim, o glifosato e o AMPA podem perturbar neurotransmissao normal e perturbar
o delicado equilibrio entre a proliferagao celular e a morte celular programada (Bruggen, Van
etal, 2018).

Em suinos, os aumentos na infertilidade e as malformagoes fetais foram correlacionados
com concentragoes detetaveis de glifosato no figado e rins e com residuos na alimentagao
(Philipp Schledorn, 2014).

Num estudo em ratinhos gestantes, a exposigao croénica ao glifosato colocado na agua
de abeberamento (| % de HBG, correspondendo a 0,36 % de glifosato, durante 60 dias), levou
a stress oxidativo e excitotoxicidade por glutamato, diminuindo a atividade da
acetilcolinesterase no cérebro. Adicionalmente, verificaram-se comportamentos depressivos
na descendéncia dos ratinhos expostos ao glifosato durante 60 dias (Cattani et al., 2017).

Num outro estudo de exposi¢ao cronica, envolvendo tratamento didrio de ratos com
dose baixa (56 mg/kg) de herbicida a base de glifosato durante 5 semanas foram demonstrados
alteragoes bioquimicas e anatomicas no figado (Caglar e Kolankaya, 2008). Por outro lado, a
exposigao cronica na agua potavel, durante 2 anos ao mesmo herbicida com doses de 50 ng/L
(equivalente a 4 ng/kg de peso corporal), causou lesoes hepaticas, renais e varios tumores em
ratos de laboratorio (Mesnage et al., 2015; Séralini et al., 2014). No entanto, estas conclusoes
sobre o possivel efeito cancerigeno, foram contestadas por investigadores associados a
industria (Bruggen, Van et al.,, 2018).

O glifosato juntamente com os surfactantes POEA e MON (75 % POEA) pode ter
impactos negativos na saude de uma variedade de animais da cadeia alimentar aquatica,
incluindo protozoarios, mexilhoes, crustaceos, sapos e peixes. (Bringolof, R.B.; Cope, W.G;
Mosher, S.; Barnhart, M.C.; Shea, 2007; Li et al., 2017; Moreno, Sofia e Martinez, 2014; Prosser
etal., 2017).

As formulagoes de glifosato com POEA siao geralmente mais tdxicas que as
formulagoes sem esse surfactante (Bringolof, R.B.; Cope, W.G.; Mosher, S.; Barnhart, M.C;
Shea, 2007; Prosser et al., 2017). Por exemplo, formulagdes com POEA demonstraram maior
toxicidade para o microcrustaceo Artemia salina e para o peixe-zebra Danio rerio
comparativamente a formulagdes sem POEA (Brito Rodrigues, de et al., 2017).

Num estudo em mexilhoes, por exposicao a glifosato puro, demonstrou-se que o
herbicida suprimiu a atividade da acetilcolinesterase em baixas concentragoes (I1-676 mg/L).

A supressao desta enzima esta associada a problemas neurolodgicos (Sandrini et al., 2013).
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De forma semelhante aos efeitos do glifosato em animais terrestres, a exposi¢cao de
peixes dourados (Carassius auratus) a niveis moderadamente baixos de glifosato (34 mg/L)
perturbou o metabolismo em varios tecidos, levou a superprodugao de ROS e stress oxidativo.
Foi igualmente verificada lesao renal grave (Li et al., 2017).

Concentragoes ainda inferiores de um herbicida a base de glifosato (3,6 mg/L por 4h)
resultaram em danos no DNA no sangue, branquias e figado da enguia europeia (Anguilla
anguilla) (Guilherme et al., 2009). A exposicao da carpa de agua doce (Cyprinus carpio) a niveis
mais altos do mesmo herbicida a base de glifosato induziu alteragoes nas células hepaticas e
nas mitocondrias (Szarek et al., 2000).

Além dos efeitos diretos em animais aquaticos acima mencionados, o glifosato pode
afetar as interagoes entre os peixes e seus agentes patogénicos, incluindo parasitas. Um estudo
em peixes-gato, demonstrou que a exposi¢ao a concentragoes subletais de glifosato reduziu
os niveis de eritrocitos, trombocitos, linfécitos e leucdcitos totais no sangue, além da
diminuicao da fagocitose das células imunitarias e aumento da suscetibilidade ao agente
patogénico Aeromonas hydrophila, resultando na diminui¢ao na taxa de sobrevivéncia dos peixes
(Kreutz et al,, 201 1).

Noutro estudo, concentragoes ambientalmente relevantes (0,36 mg/L) de glifosato
resultaram num aumento da infecao de peixes de dgua doce Galaxias anomalus pelo parasita
trematode Telogaster opisthorchis (Kelly et al., 2010).

Assim, baixos niveis de glifosato na agua de superficie podem perturbar o equilibrio
entre os hospedeiros e agentes patogénicos. Isso pode resultar em mudancas inesperadas nos
ecossistemas aquaticos.

Desde a sua descoberta em 1974, todas as investigagoes cientificas caracterizaram o
glifosato como um pesticida com uma toxicidade baixa (Tarazona et al.,, 2017).

No entanto, em Margo de 2015, um grupo de 17 cientistas especializados, da Agéncia
Internacional para a Investigagao do Cancro (IARC, do inglés International Agency for Research
on Cancer) concluiram que o glifosato e os HBG se enquadram no grupo 2A, identificando-os
como provavelmente cancerigenos para humanos (categoria usada quando nao ha evidéncia
cientifica suficiente em humanos, mas ha evidéncia cientifica que cause cancro em animais
experimentais).

Apods analisar as descobertas significativas da Agéncia de Protegao Ambiental
Americana (que, em 1991, tinha classificado o glifosato como nao carcinogénico para humanos)
e alguns estudos mais recentes, a IARC concluiu que havia evidéncia cientifica suficiente para

definir o glifosato como cancerigeno para animais experimentais (IARC, 2015).
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Apods revisao da publicagao da IARC, a Autoridade Europeia para a Seguranga
Alimentar (EFSA — European Food Safety Authority), em Outubro de 2015, concluiu que nao ha
evidéncia cientifica suficiente para considerar o glifosato possivelmente cancerigeno para
humanos, contrariando a decisao da IARC (EFSA, 2016).

Por outro lado, em 2016, numa conferéncia conjunta da Organizagao das Nagoes
Unidas para Alimentagao e Agricultura (FAO - Food and Agriculture Organization of the United
Nations) e da OMS sobre Residuos de Pesticidas, as duas instituigdes concluiram que o glifosato
nao é cancerigeno em ratos, mas nao podiam excluir a possibilidade de ser cancerigeno em
ratos em doses muito altas. Esta informacao foi usada na avaliagao de risco, concluindo que é
improvavel que o glifosato represente um risco carcinogénico para seres humanos.
(FAO/WHO, 2016; Tarazona et al., 2017).

As divergéncias cientificas descritas podem provir de diferentes conjuntos de
evidéncias, diferentes abordagens e métodos ou interpretagoes diferentes ao analisar

resultados ambiguos (Tarazona et al., 2017).

4.5. Glifosato e Linfoma Nao-Hodgkin

O Linfoma de Hodgkin corresponde a células linfoides normais que sofrem alteragoes
neoplasicas nos tecidos linfoides, enquanto no Linfoma Nao-Hodgkin (LNH) as altera¢oes
geram um processo de malignidade, porém as caracteristicas iniciais das células sao
preservadas (Pasqualetto, Soriano e Stuchi, 2018). Este dltimo apresenta-se frequentemente
com lesoes do tipo extra nodal, afetando pulmao, pele e cavidade oral, embora também possa
ser observada a lesao nodal (Jares, Colomer e Campo, 2012).

A ligagao entre o glifosato e o LNH esta bem estabelecida na literatura, mas as
conclusoes nem sempre sao as mesmas. Como mencionado anteriormente, a IARC, defende
haver alguma evidéncia cientifica, ainda que limitada, que justifica o risco aumentado de LNH,
devido a exposi¢ao ao glifosato, classificando-o como provavelmente carcinogénico para
humanos e inserindo-o grupo 2A (IARC, 2015). A exposigao ao glifosato foi associada ao risco
aumentado de desenvolvimento de LNH em dois trabalhos publicados recentemente (Pahwa
et al, 2019; Zhang et al.,, 2019).

Contrariamente, a EFSA sugere que o glifosato nao é carcinogénico para humanos
(EFSA, 2016). Em concordancia, trés trabalhos recentes (Acquavella et al., 2016; Crump, 2020;
Donato et al.,, 2020) consideram a evidéncia cientifica limitada para concluir que o glifosato é
responsavel pelo risco aumentado de desenvolver LNH.

A evidéncia cientifica existente em humanos, a qual a IARC recorreu para declarar a

associagao positiva entre glifosato e risco de desenvolver LNH, em 2015, foi constituida por
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cinco estudos caso-controlo (Eriksson et al., 2008; Hardell, Eriksson e Nordstrom, 2002;
McDuffie et al., 2001; Orsi et al, 2009; Roos, De et al, 2003) e dois estudos de coorte
(Andreotti et al, 2018; Roos, De et al.,, 2005). Segundo Crump (2020), os estudos de caso-
controlo tiveram viés de memoria, prejudicando os resultados e, consequentemente, a decisao

da IARC.

4.6. Ocorréncia e significado atual

Sendo um herbicida sistémico e o mais comumente utilizado no mundo, o glifosato
pode ser encontrado um pouco por todo o meio ambiente, em animais, plantas, aguas e solos.
Por conseguinte, através dos alimentos e 4gua ingeridos, a exposi¢cao humana ao glifosato tem
vindo a ganhar uma preocupagao crescente por parte dos investigadores cientificos, nas
ultimas décadas.

O glifosato pode ser detectado em alimentos como frutos frescos ou congelados ou
frutos de casca rija (ex. laranjas, uvas de mesa e uvas para vinho, azeitonas); produtos
horticolas frescos ou congelados (batatas, milho doce, cogumelos silvestres); leguminosas
secas (ex: feijoes, lentilhas, ervilhas, tremogo); sementes e frutos de oleaginosas (ex: sementes
de linho, sementes de sésamo, de girassol, colza, soja, mostarda, algodao); cereais (ex: cevada,
aveia, arroz, sorgo, trigo; chas, café, infusoes de plantas, cacau e alfarrobas; lupulos; especiarias;
plantas agucareiras; produtos de origem animal) (ASAE, 2016). Na tabela 5 encontram-se
alguns estudos de determinagao de glifosato em diversos alimentos, bem como em agua. A
incidéncia reportada, &, no geral, bastante elevada, apesar de com niveis inferiores ao Limite
Maximo de Residuo (LMR).

O cenario mais preocupante ¢, sem duvida, o da agua, visto que as concentragoes de
glifosato ultrapassam excessivamente os LMR. Como bem essencial a vida e, uma vez que a
exposi¢ao humana a agua € bastante elevada, estas concentragoes detetadas sao uma potencial
ameaga a saude publica.

Os estudos em humanos sao escassos e é crucial o aumento dos mesmos de forma a
compreender melhor a exposicao humana ao glifosato e as suas potenciais implicagoes para a
saide. Na tabela 6, destacam-se os estudos de biomonitorizagao humana mais recentes

relativos a exposigao humana de glifosato, em adultos.
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Tabela 5. Estudos que analisam a presenca de glifosato em alimentos

N° de amostras

positivas/n°® de

Pais (ano) Matriz alimentar

amostras (%)

Cereais de Pequeno 8/10 (80 %)

almoco
Suica (2018) Trigo 16/18 (88,9 %)
Pao 7/10 (70 %)
Outros cereais 2/13 (15,4 %)
Farinha de trigo 0/4 (0 %)
Italia (2019)
Sementes de trigo I/1 (100 %)
Canada (2019) Mel 197/200 (98,5 %)
EUA (2013- o
2016) Mel 24/84 (28,2 %)
Suica (2018) Sumos de fruta [1/711 (100 %)
Franca (2017) Frutas 0/6 (0 %)
Portugal Laranja O/11 (0 %)
(2017) Pera 0/13 (0 %)
Suica (2018) Leguminosas 21/41 (51,2 %)

Intervalo de
contaminagao Min-
Méx (ug/Ke)
<[-291

<|-421
<|-45,8
<|-12,4
<30
243000

1-49,8

15-342
0,5-3,5

<5

<100
<100

<1-2948

Teor

Médio(pg/Kg)

50,8

134,9
6,9
1,2
<30
243000

4,9

92,4

<5

<100
<100

173,3

LOD/
LOQ (pg/Kg)

Referéncia

0 ool]?n(gg,}(g | (Zoller etal, 2018)
0 |r|1-1§/(k2g:|00 (Gotti et al., 2019)
(Thompson,
LOQ: | Heever, van den e
Limanowka, 2019)
LOQ:
I5ng/mL1 5x107 (Bergetal, 2018)
0 oécf;ﬁ;,kg (Zoller et al, 2018)
tgg Ifg (Liao et al., 2018)
N.D. (DGAV, 2019)
0 I(;(?,%g/lkg (Zoller et al, 2018)
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Tabela 5. Estudos que analisam a presenca de glifosato em alimentos (cont)

Matriz alimentar

Pais (ano)

N° de amostras
positivas/n°® de
amostras (%)

Intervalo de
contaminagao Min-
Méx (ug/Ke)

Teor

Médio(pg/Kg)

LOD/
LOQ (pg/Kg)

Referéncia

Franga (2018) Legumes
Italia (2017) Legumes

Leite

Suica (2018) Ovo
Carne/

peixe

Alimentos para

Suica (2018) e

Alimentos para

ltalia (2017) o

Agua subterrinea

México (2017)
Agua engarrafada

Diversos paises Agua de superficie

europeus . i
(1993-2009) Agua subterranea
EUA (2014) Diversos tipos de

aguas

(*valores em pg/L; LOD = Limite de Detecdo; LOQ = Limite de Quantificagdo; N.D. = Nio Detetado)

0/14 (0 %)

15/83 (18,1 %)

0/3 (0 %)
0/1 (0 %)

3/13 (23,1 %)
0/11 (0%)

2,15 (13,3 %)
26129 (89,7 %)
13/15 (86,7 %)
4682/50805 (28,9 %)
472/36298 (1,3 %)

1470/3732 (39,4 %)

<5

3-300

<0,5

<l

<I1-4,9

<l

<2
<0.05-1,7
<0,05-0,78
<0,003-50
<0,01-24

<0,02-476

<5

N.D.

<0,5

<l

0,8

<l

<2
0,94
0,48
N.D.
N.D.

N.D.

LOD: 1,7
LOQ: 10

LOQ: 3
0,003mg/kg

LOQ: 0,5

LOQ: 0,5

LOD: 1,7
LOQ: 10

LOD: 50%*
LOQ: 130*

LOD: 0,2*

LOQ: 0,003*

N.D.

(Liao et al., 2018)

(Savini, Bandini e
Sannino, 2019)

(Zoller et al., 2018)

(Zoller et al., 2018)

(Liao et al., 2018)
(Rendén-Von Osten
e Dzul-Caamal,

2017)

(Horth e
Blackmore, 2009)

(Battaglin et al.,
2014)
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Tabela 6. Estudos de biomonitorizagdo recentes relativos a exposicdo humana ao glifosato, em adultos.

Pais (ano) Amostra  Caracteristicas N° de Positivas (%) Intervalo de Teor Técnica Referéncia
amostras contaminagao Médio £ DP Analitica
(hg/L) (hg/L)
EUA, 2019  Urina mulheres gravidas 71 93% (66) > LOD 0,5-7,20 3,40 LC- MS/MS LOD: (Parvez et dl,
0,1 2018)
Irlanda Urina trabalhadores 20 75 % acima do 1,9-7,4 2,5 LC- MS/MS LOQ: (Connolly et
(Setembro adultos na area LOQ 0,5 al, 2018)
2016 - das horticolas,
setembro aplicadores de
2017) pesticidas com
glifosato
México, Urina agricultores 8l 81 (100 %) N.D. Menor ELISA 0,05/ (Rendon-Von
2017 adultos, entre os Média 0,13 Osten e Dzul-
30 e os 50 anos determinada Caamal, 2017)
(regiao de
Francisco |.

Mujica): 0,22

Maior Média
determinada
(regiao de
Campeche):
0,47

(LOD = Limite de Detegao; LOQ = Limite de Quantificagao; N.D. = Nao Detetado)
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Tabela 6. Estudos de biomonitorizagdo recentes relativos a exposicdo humana ao glifosato, em adultos (cont.)

Pais (ano)  Amostra  Caracteristicas N° de Positivas Intervalo de Teor Técnica Referéncia
amostras ) contaminagao  Médio + DP  Analitica
(ng/L) (ng/L)

Irlanda, 2017 Urina adultos saudaveis 50 10 (20 %) 0,80-1,35 0,87 LC- LOD 0,5 (Connolly et

MS/MS al, 2018)
Dinamarca, Urina 13 maes adultas 13 13 (100 %) 0,49-3,22 1,28 ELISA 0,0751/0,1 (Knudsen et
2011 al, 2017)
Tailandia, Urina mulheres gravidas 82 82 (100 %) 0,2-189,1 17,5 HPLC LOD: 0,4 (Kongtip et al.,
201 | saudaveis, no 2017)

sétimo meés de
gravidez, entre os

19-35 anos
Irlanda, 2015 Urina trabalhadores na 31 I7>LOD  0,32-7,23 0,64 LC- LOD 0,5 (Connolly et
area das horticolas, MS/MS al,, 2017)
aplicadores de
pesticidas com
glifosato
Alemanha, Urina adultos saudaveis 399 127 (31,8 <LOQ-2,8 N.D. GC — LOQ=0,l (Conrad et dl.,
2001-2015 entre os 20 e os 29 %) MS/MS 2017)

anos de idade
(LOD = Limite de Detegio; LOQ = Limite de Quantificagdo; N.D. = Nao Detetado)
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Tabela 6. Estudos de biomonitorizagdo recentes relativos a exposicdo humana ao glifosato, em adultos (cont.)

Pais (ano) Amostra  Caracteristicas N° de Positivas Intervalo  de Teor Técnica Referéncia

amostras (%) contaminagao . v Dp  Analitica

(ng/L)
(ng/L)

EUA, Maio Urina e Mulheres lactentes 41 Leite: Urina: LOD- Leite: <LOD HLPC Leite:1/10  (Mcguire et
2014 — leite amostras <LOD 1,93 al, 2016)
Margo 2015 materno de leite Urina: 0,28 =+ Urina:0,02/

materno Urina: 37 0,38 0,10

e 40 (92,5 %),
amostras dos  quais
deurina 29> LOQ

Sri Lanka, urina grupo |: 10 agricultores 30 30 (100 %)  grupo I: 28, - grupo |: 56,8; ELISA LOD 0,6 (Jayasumana,
2015 adultos com doenca >80; grupo 2: 73,5; Gunatilake e
renal crénica grupo 2: 40,2 - grupo 3: 3,3 Siribaddana,
(expostos), grupo 2: 10 >80; 2015)
adultos saudaveis grupo 3: 1,2 -
(expostos), grupo 3: 10 5,5
adultos saudaveis (nao
expostos)
Franga, 2012 Urina familia de agricultores, 5 5 I (20 %) N.D.-9,5 4,35, nodia0; HPLC - LOD=lI; (Mesnage et
elementos, dos quais 2 0,95, no dia I MS LOQ=2 al, 2012)
adultos e 1,9, no dia 2

(LOD = Limite de Detegao; LOQ = Limite de Quantificagao; N.D. = Nao Detetado)
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Em 2019, segundo o relatorio anual RASFF (The Rapid Alert System for Food and Feed),
da Comissao Europeia, foram notificados 253 alertas relativos aos pesticidas. Em Portugal,
foram registados |9 alertas. Em anos anteriores, os alertas relativos as micotoxinas eram
sempre superiores, comparativamente aos pesticidas. Mas, em 2019, o nosso pais registou
uma diminuicao de notificagdes relativas as micotoxinas e um aumento nas notificacoes
relativas aos pesticidas. Desta forma, houve 6 alertas para os pesticidas e 6 para as micotoxinas
(UE, 2019).

A evolucao de alertas relativos aos pesticidas em Portugal sofreu um aumento no
ltimo ano. Em 2017 houve 30 alertas no total, nenhum relativo aos pesticidas. Em 2018 houve
23 alertas, 2 relativos aos pesticidas. E em 2019, subiram para 6 os alertas relativos aos

pesticidas, num total de 19 (UE, 2019).

4.7. Avaliagao da exposicao

4.7.1.Ingestao Diaria Estimada

De acordo com os estudos consultados, de uma forma geral, a exposi¢ao do herbicida
a populagao é baixa e ocorre principalmente através da dieta.

Num estudo recente, no Reino Unido, foram considerados dois grupos de individuos
que poderiam ser mais expostos ao glifosato durante a sua vida: homens e mulheres com
ocupagao profissional que envolve aplicagao do herbicida em culturas agricolas e as respectivas
familias (nomeadamente criangas entre primeiro e o sexto ano de vida) (Williams, Kroes e
Munro, 2000).

Devido a toxicidade dos metabolitos ser superior a do proprio glifosato, na tabela 7 é
incluida a exposigao diaria estimada (no pior cenario possivel), NOAEL e Margem de
Exposicao do glifosato e de um dos seus metabolitos (AMPA) e do surfactante mais toxico

(POEA), segundo o estudo citado.
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Tabela 7. Sumario de NOAEL, Estimativas do Pior Cenario Possivel e Margem de Exposigao, para o Glifosato, AMPA e POEA (Adaptado de Williams, Kroes e Munro, 2000)

Pior Cenario de Exposicao Margem de Exposicdao
Croénica (mg/kg p.c./dia) (mgl/kg p.c./dia)
Quimico NOI':\EI; d(iI:)g/kg Bases do NOAEL Adultos Criangas Adultos Criangas
Toxicidade materna, num estudo de
175 toxicidade de desenvolvimento 5,420 3,370
Glifosato 0,0323 0,052
209 Estudo de 90 dias em ratinhos i 4020
Estudo de 90 dias em ratinhos e
400 estudos de to>‘(|C|dade de 83,300 38,500
desenvolvimento
cl Baseado no conteido de AMPA no 0,0048 0,0104
<2.8 glifosato tfsgdo para um estudo <583 <259
croénico em ratos
Toxicidade materna, num estudo de
15 toxicidade de desenvolvimento 461 577
POEA 0,0325 0,026
36 Estudo de 90 dias em ratinhos i 1380

(AMPA- Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazolpropiénico; POEA- Polioxietilenamina)



Contudo, a real exposicao da populagao ao glifosato, ao AMPA e ao POEA devera ser
apenas uma pequena fragao do estimado na tabela 7. De facto estimativas de exposi¢ao
baseadas em permissas mais realistas que as descritas na tabela 7, produziriam valores
substancialmente inferiores aos determinados nesta avaliagao e, portanto, as estimativas de
exposi¢ao, no pior caso possivel, representam estimativas superiores a realidade (Williams,
Kroes e Munro, 2000).

Além disso, estas avaliagoes extremamente conservadoras mostraram que a exXposigao
na dieta é aceitavel em comparagao com as dosagens que originaram os estudos toxicologicos
experimentais (Williams, Kroes e Munro, 2000).

Calculando as exposi¢oes do glifosato e dos seus metabolitos, verificou-se que estas
eram muito baixas. Relativamente ao glifosato, calculou-se a exposicao aguda e cronica de
0,125 de 0,0323 mg/kg p.c./dia para adultos e de 0,097 e 0,052 mg/kg p.c./dia para criangas,
respetivamente. A exposi¢cao ao metabolito AMPA variou de 0,0048 a 0,0104 mg/kg p.c./dia.
O calculo da exposicao aguda e cronica do POEA foi de 0,026 mg/kg de peso corporal/dia
para a exposi¢ao cronica em criangas e de 0,0163 mg/kg de peso/dia para exposi¢ao aguda em
adultos aplicadores de herbicida.

Estimativas através do pior cenario possivel requerem o uso dos LMR de glifosato e
dos seus metabolitos nosgéneros alimenticios, baseado nos valores do Comité de Residuos
de Pesticidas do Codex Alimentarius da FAO. Desta forma, se os niveis reais de residuos
medidos forem usados em vez dos valores de LMR e forem considerados outros fatores (por
exemplo, percentagem de culturas tratadas, redugio de residuos na lavagem e no
processamento), as estimativas de exposigao alimentar seriam substancialmente (cerca de 10
a 100 vezes) inferiores (Williams, Kroes e Munro, 2000).

Em Portugal, nao foi ainda publicado nenhum estudo semelhante ao mencionado

anteriormente, aplicado a populagao Portuguesa.

4.7.2. Exposicao em criangas

Existem poucos estudos que elucidem acerca do impacto dos herbicidas nas criancas.
A maior suscetibilidade deve-se, principalmente, a ingestao de comida e bebida, mais elevada
por quilograma de peso relativamente aos adultos, as suas atividades no exterior e ao facto
dos seus 6rgaos ainda estarem em desenvolvimento (Trasande et al., 2020).

As investigagoes indicam que as criangas sao menos eficientes na metabolizagao de

certos pesticidas organofosforados, levantando uma importante linha de investigagao
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relativamente ao glifosato. Estudos demonstraram que a suscetibilidade das criangas aos
pesticidas organofosforados e stress oxidativo pode ser aumentada, relativamente aos adultos
(Karen Huen, 2010). Isto pode ser explicado pela baixa atividade da enzima paraoxonase |
(PONI) nos recém-nascidos, cuja fungao é impedir a oxidagao de lipoproteinas de baixa
densidade e desintoxicar derivados de certos pesticidas organofosforados neurotéxicos, em
comparagao com adultos (Chen et al., 2003; Huen et al., 2009). Segundo estudos publicados,
esta enzima so esta presente em concentragoes suficientes depois dos 7 anos de idade (Huen
et al., 2009). Este aumento da atividade enzimatica de PON| dependente da idade é modificado
por polimorfismos genéticos. De facto, verificou-se que criangas com alelos PONI192 R e
alelos PONI-108 C experimentaram um aumento mais acentuado na atividade enzimatica a
medida que envelheciam em comparagao com criangas com alelos PONI192 Q e alelos
PONI-108 T. Tais evidéncias sugerem que a janela de suscetibilidade tanto ao stress oxidativo
quanto a exposicao pesticidas organofosforados neurotoxicos pode ser muito mais
prolongada, comparativamente ao descrito anteriormente e as criangas com certos genotipos

podem ser particularmente vulneraveis (Huen et al., 2010).

4.7.3.Biomonitorizacao

A biomonitorizagao humana (BMH) da exposigao € a avaliagao sistematica dos niveis de
quimicos e dos seus metabolitos através analise de amostras biologicas humanas, como sangue,
urina, cabelo ou leite materno (Connolly, Coggins e Koch, 2020). A BMH, sendo uma medida
de exposigao interna real, é considerada uma ferramenta essencial para exposicao e avaliagoes
de risco (Sexton, Needham e Pirkle, 2004). A BMH pode ser usada para identificar novas
exposi¢oes a produtos quimicos, informar mudangas temporais e a distribuicao da exposigao
entre os grupos, especialmente os grupos vulneraveis (por exemplo, criangas). Além disso, €
um método capaz de vincular a potencial exposicao externa (frequentemente descrita ou
determinada nos piores cenarios) as concentragoes internas reais, proporcionando assim uma
exposicao confiavel, com informagoes (extensao e magnitude) a serem associadas a dados
toxicoldgicos para caracterizagao de risco (Angerer, Ewers e Wilhelm, 2007; Bahadori et al.,
2007).

A BMH desempenha um papel decisivo na prevengao da salde e gestio de riscos,
fornecendo informagdes para agéncias reguladoras e formuladores de politicas. A avaliagao e
gestao de risco sem BMH levam a estimativas de risco erradas e estao na origem de medidas

inadequadas (Angerer, Ewers e Wilhelm, 2007).
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O glifosato pode ser determinado analiticamente de varias formas. No entanto, a sua
molécula apresenta propriedades que dificultam a sua determinagao, como o seu caracter
anfotérico, a elevada solubilidade em meio aquoso, a baixa solubilidade em solventes organicos,
a elevada polaridade, a baixa volatilidade e a auséncia de grupos croméforos que absorvam na
regiao do ultravioleta e visivel, tornando-o um dos herbicidas mais dificeis de determinar
analiticamente (Khrolenko e Wieczorek, 2005; Qiu et al, 2020). O facto de ser o herbicida
mais comum no mundo e, simultaneamente, um dos mais dificeis de analisar, originou o
conceito “O Paradoxo do Glifosato” (Valle et al., 2019).

A selecao da matriz bioldgica para analisar pesticidas em humanos (bem como outros
produtos quimicos) é efectuada de acordo com as propriedades quimicas da substancia
monitorizada e a sua toxicocinética. Até o momento, as matrizes mais utilizadas sao o sangue
e urina (Yusa et al, 2015). O sangue é uma boa matriz para a grande maioria dos produtos
quimicos porque o plasma sanguineo esta em contato com todos os tecidos e orgaos do
organismo e &, portanto, utilizado para analisar a exposi¢ao interna a pesticidas persistentes,
como inseticidas organoclorados que tém meias-vidas bioldgicas longas (até varios anos) (Barr,
2008). A principal desvantagem do uso de sangue na biomonitorizagao é o facto de ser uma
matriz invasiva, e sua colheita necessitar da participagcao de pessoal qualificado (Yusa et dl.,
2015). Por outro lado, para avaliar a exposicao a pesticidas nao persistentes, como piretroides,
inseticidas organofosforados, ou outras classes de herbicidas, que tém um tempo de vida curto
no corpo humano e, consequentemente, sao encontrados em baixas concentragoes no sangue,
a urina é a matriz de eleicao. Desta forma, os metabolitos hidrofilicos dos pesticidas nao
persistentes e, em alguns casos, o composto original, sao determinados na urina. Esta € uma
matriz bastante abundante e de facil recolha. Uma matriz de urina é representativa da
exposi¢ao recente porque os pesticidas nao persistentes sao metabolizados e eliminados em
poucos dias (Yusa et al., 2015). Em geral, os investigadores concluem que a recolha de amostras
de 24h é mais dificil que a recolha das amostras pontuais, portanto, estas Ultimas sao utilizadas
com mais frequéncia. Para compensar o volume variavel e as concentragoes do composto em
amostras pontuais, € efectuado um ajuste do nivel de exposi¢ao, com base no nivel de
creatinina (Bossi et al., 1999).

Alguns trabalhos mais recentes de detegao de glifosato em urina de humanos, incluem
um trabalho recente, que detetou uma exposigao de glifosato em agricultores no México, por
uso excessivo do herbicida nas culturas (Rendén-Von Osten e Dzul-Caamal, 2017). Num
estudo realizado nos Estados Unidos da América, uma investigacao numa familia verificou uma

grande exposicao ao glifosato, principalmente nas criangas (Shaw, 2017). Adicionalmente, na
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Alemanha, um estudo igualmente recente (Knudsen et al., 2017) analisou niveis de glifosato na

urina de maes e criangas, com as Ultimas a apresentarem valores mais elevados.

4.8. Determinacao analitica

Conforme descrito anteriormente, devido as suas caracteristicas quimicas, a determinagao
analitica de glifosato € um verdadeiro desafio. Para detetar a sua presenga na agua, solo e
materiais alimentares em niveis residuais, este herbicida deve ser derivatizado com grupos de
cromoforo, permitindo assim que os seus quocientes sejam detetados com a ajuda de métodos
espectrofotométricos (Gill, Sethi e Mohan, 2017).

A elevada capacidade do herbicida de adsorver a particulas minerais ou organicas da
argila, bem como a sua elevada afinidade com os catides metalicos que se interligam com o
glifosato, dificultam a dete¢ao sem pré-tratamento das amostras (Valle et al., 2019).

Desta forma, é necessario o uso de um agente de derivatizagao. O mais usado é o
acido cloroformico 9H-fluoren-9-ilmetil éster (FMOC-CI) (Koskinen, Marek e Hall, 2016). A
derivatizagio com FMOC-CI envolve uma substituicao nucleofilica, no segundo grupo amino,
realizada em condigoes alcalinas. O FMOC-CI tem baixa solubilidade em agua e baixa
estabilidade, por isso, deve ser preparado em solventes organicos que sejam misciveis em agua,
como o acetonitrilo (Okada et al, 2019). O FMOC-CI pode ser rapidamente hidrolisado em
FMOC-OH e também pode formar outros aminoacidos, o que reduz o desempenho da reagao
com glifosato e AMPA e, por essa razao, deve ser adicionado em excesso (Botero-Coy et al.,
2013). Apos a etapa de derivatizagao ser concluida (cerca de 3 a 24h depois), é necessario
adicionar uma etapa de limpeza para extrair o excesso de FMOC-CI e quaisquer impurezas
organicas remanescentes. Estes procedimentos de derivatizagao sao demorados, visto
envolverem uma grande quantidade de manipulagao de amostra, e apesar de caros, sao
necessarios (Koskinen, Marek e Hall, 2016).

Relativamente aos métodos de analise, a detecao fotométrica e fluorométrica do
glifosato e dos seus metabolitos nao é viavel devido a auséncia de grupos cromoforo ou
fuorodforo nas suas estruturas (Valle et al., 2019).

Os métodos cromatograficos podem ser utilizados para detetar residuos de glifosato,
como a cromatografia liquida (LC, do inglés Liquid Chromatography) ou liquida de elevada
eficiencia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography), cromatografia gasosa (GC,
do inglés Gas Chromatography) e cromatografia de ides (Zelenkova e Vinokurova, 2008). A LC
€ um método rapido, sensivel e repetivel, mas necessita de processos de derivatizagao e

requer equipamentos de Ultima geragao. No entanto, varios autores optam por usar este
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método para determinar glifosato em matrizes biologicas, como urina, sangue ou leite materno
(Connolly et al, 2017, 2019; Jensen et al., 2016; Philipp Schledorn, 2014; Soukup et al., 2020;
Tsao et al,, 2016). A GC normalmente nao é utilizada, devido a complexidade dos processos
de derivatizagao necessarios (Valle et al., 2019).

O teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utiliza a identificacao por
anticorpos que reconhecem o glifosato (antigénio), apos a respectiva derivatizagao. Através
de uma reagao colorimétrica, a degradagao enzimatica do substrato permite identificar a
presenca do herbicida. Por ser um método relativamente rapido, tem vindo a ser amplamente
utilizado (Clegg, Stephenson e Hall, 1999; Gonzalez-Martinez et al.,, 2005; Lee et al., 2002;
Rubio et al, 2003). Este método oferece algumas vantagens relativamente aos restantes
métodos quimicos, uma vez que os anticorpos marcados podem ser usados em reagoes
competitivas para detetar herbicidas. E um método seletivo e sensivel para determinar o
glifosato em amostras biologicas, alimentares e ambientais. Apesar dos limites de detegao
serem normalmente superiores aos alcancados em cromatografia liquida associada a
espetrofotometria de massa (LC-MS), sao inferiores aos obtidos na GC e até mesmo
semelhantes aos obtidos por HPLC, na detecao de glifosato em agua (Rubio et al., 2003; Valle
etal, 2019).

De acordo com a tabela 6, os métodos analiticos mais utilizados para determinar
glifosato em matrizes bioldgicas sao LC-MS, HPLC e ELISA.

Foram publicados alguns estudos que descrevem a andlise de glifosato em amostras de
agua, contudo foram muito poucos os estudos de determinagao de glifosato em amostras de
géneros alimenticios (Khrolenko e Wieczorek, 2005).

Nos estudos em que a amostra analisada é a agua, o glifosato € maioritariamente
analisado através de LC-MS, sendo utilizado o agente de derivatizagao mais comum, o FMOC-
Cl (Okada et al., 2019; Poiger et al., 2017; Ronco et al., 2016; Skeff, Recknagel e Schulz-Bull,
2016).

Relativamente a amostras de alimentos, dois estudos analisaram a presenga de glifosato
em campos de milho de campo, forragem de soja e nozes e em sementes de soja (Alferness
e Iwata, 1994; Duke et al., 2003). No primeiro, o método utilizado foi GC-MS, tendo verificado
que as amostras de milho, soja e nozes apresentaram uma concentragao de 0,050, 0,40, e 2,0
mg/kg, respetivamente.

Duke e col. (2003) determinaram analiticamente glifosato presente em sementes de
soja através de cromatografia gasosa associada a espetrofotometria de massa (GC-MS) e o

valor mais elevado encontrado foi de 3,08 pg/g.
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Zoller e col. (2018) determinaram glifosato em algumas amostras alimentares de um
supermercado através de LC-MS. Utilizando o mesmo método analitico, Liao e col. (2018)
determinaram glifosato em alimentos a base de leite para bebés.

Através do método ELISA, dois estudos analisaram glifosato em alimentos (Selvi,
Sreenivasa e Manonmani, 201 1) e em agua (Mortl et al., 2013).

Mais recentemente, em 2020, foram publicados dois estudos com novos métodos de
detecao de glifosato em amostras alimentares. O primeiro, realiza a determinagao do herbicida
em amostras de ervilhas e tremocos, recorrendo ao uso de uma nova sonda fluorescente de
nanoparticulas de prata com pontos quanticos de grafeno (Jiménez-Lopez et al, 2020). O
segundo utiliza uma sonda dupla de lantanideos baseada em redes de polimeros de
coordenacao com o objetivo de detetar glifosato em amostras de arroz, milho, soja, leite, agua

da torneira e agua da nascente (Qu, Wang e You, 2020).

4.9. Legislagao aplicavel

Segundo a EFSA (2016), a Ingestao Diaria Aceitavel (ADI) de glifosato é de 0,5 mg/kg
de peso corporal por dia, com base no Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis (NOAEL, do
inglées No Observed Adverse Effect Level) de 50 mg/kg p.c./dia do estudo de toxicidade de
desenvolvimento em coelhos e com a aplicagao de um Factor de Incerteza (Fl) de 100.

A avaliagao anterior da UE, em 1991, havia estabelecido uma ADI de 0,3 mg/kg de peso
corporal por dia, com base nos quatro estudos de toxicidade de longo prazo em ratos
disponiveis a data (UE, 1991). De acordo com a pratica regulatéria anterior, foram usados os
niveis sem efeitos observaveis (NOELs, do inglés No Observed Effect Levels), em vez de
NOAELs. Foi, inicialmente, estabelecido um NOEL geral de 30 mg/kg peso corporal por dia.
Mas, devido as baixas doses testadas (o NOEL é a dose mais alta testada neste estudo e na
avaliagao atual, um NOAEL geral de longo prazo é 100 mg/kg), o estudo ficou desatualizado
(EFSA, 2016).

O peso corporal é baseado em seis estudos validos de carcinogenicidade a longo prazo
em ratos. A Dose Aguda de Referéncia (ARfD) é de 0,5 mg/kg p.c./dia, com base no mesmo
valor de NOAEL de 50 mg/kg p.c./dia que determinou a atual ADI (da toxicidade de
desenvolvimento em coelhos) devido a ocorréncia de toxicidade grave, incluindo mortalidade
observada em gestantes e o aumento da incidéncia de perdas pos-implantagao observada em
dois dos sete estudos de toxicidade do desenvolvimento em coelhos, aplicando um Fl de 100.

Na avaliagao anterior da UE, nao tinha sido definido um ARfD (UE, 1991).
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O nivel aceitavel de exposicao do operador (AOEL, do inglés Acceptable Operator
Exposure Level) é 0,1 mg/kg p.c./dia na mesma base do ADI e ARfD, aplicando um fator de
corregao para contabilizar a absorcao oral limitada de 20 %. A avaliagao anterior da UE
estabeleceu um AOEL de 0,2 mg/kg p.c./dia com base em um NOEL materno (assumido como
sendo um NOAEL) de 75 mg/kg p.c./dia de um estudo de desenvolvimento em coelhos, com
um Fl de 100 e 30 % absorcao oral.

Os LMR sao valores definidos legalmente (que servem de base a avaliagao de risco e
considerados aceitaveis) a partir dos quais o alimento em questao ja passara a apresentar
concentragoes de um determinado contaminante superiores ao permitido por lei e, por isso,
potencialmente perigosos para a saude publica (DGAYV, 2020). Os LMR referentes ao glifosato
em alimentos estao apresentados na tabela 8.

Relativamente a autorizacao do glifosato, a EFSA, a 12 de Novembro de 2015 divulgou
uma linha cronolégica (esquema 1) relativa a avaliagao de risco do glifosato (EFSA, 2016). Mais
recentemente, em 2020, a EFSA emitiu, no seu site oficial, a cronologia dos eventos mais
recentes (esquema 2).

Actualmente, o glifosato esta banido em 18 paises da Europa, incluindo Portugal. No
entanto, é permitida a utilizagdo, com algumas excepgoes autorizadas pela DGAYV, de

herbicidas que contenham glifosato (DGAYV, 2020).
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Tabela 8. Limites Maximos de Residuos referentes ao glifosato em diversos alimentos (Comissao Europeia, 2020).

Grupo alimentar Alimento

Laranjas e tangerinas

Frutas

Legumes/ Vegetais

Leguminosas

Cereais

Produtos de origem animal

Outros

(*agua: pg/L)

Uvas
Azeitonas
Oleaginosas
Outras frutas
Batatas
Milho doce

Outros legumes/vegetais

Feijao
Lentilhas
Ervilhas
Tremocgos

Outras leguminosas

Centeio

Trigo sarraceno

Milho
Millet
Aveia
Arroz
Centeio
Sorgo
Trigo
Outros cereais
Ovos
Carne
Peixe
Leite
Mel
Pao
Oleo
Azeite
Agua

Alimento para bebés

LMR glifosato
(nglkg)

500
500
1000
100
100
500
3000
100
2000
10000
10000
10000
100
20000
100
1000
100
20000
100
10000
20000
10000
100
50
50
50
50
50
10
100
100
0,1*
10
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* Alemanha, como estado-membro (EM) relator, recebe um dossier para uma possivel renovag¢ao da autorizagdo
do glifosato

WM+ Alemanha envia um esbogo da renovagdo da autorizagdo do glifosato para EFSA

2013

¢ Inicia-se uma revisdo dos pares. O documento de renovacgao é enviado aos EM para consulta e comentarios

Janeiro
2014

*EM relator avalia todos os comentarios

Qi< 4

SpAE « EFSA organiza uma consulta de especialistas nas areas de toxicologia de mamiferos, residuos e ecotoxicologia

+E iniciada uma consulta dos EM decorrente das conclusées da revisdo de pares

/| -EM relator prepara avaliagdo da monografia, que circula pelos EM para comentarios

2015

oM -EFSA inicia uma segunda consulta de especialistas nos temas: carcinogenicidade e toxicologia nos mamiferos
2018

Y + Autorizagdo do glifosato extendida provisoriamente para Junho de 20186, até finalizagdo da revisdo dos pares

2018

K4

Esquema |. Cronologia da avaliagao da autorizagao do Glifosato na Europa( Adaptado de EFSA, 2016)

N
« A EFSA publica uma declaragao, solicitada pela Comissdo Europeia, que descreve o quadro legislativo
da UE relativo a apresentacdo de literatura cientifica aberta para a avaliagdo de substancias ativas.

8/6/2017

7

* A pedido da Comissdo Europeia, a EFSA e a ECHA (European Chemicals Agency) respondem a uma
letra do Professor Christopher Portier ao Presidente Juncker sobre a sua avaliagdo da

carcinogenicidade do glifosato. )

« Artigos na imprensa Europeia levantam duvidas sobre a integridade da avaliagdo de risco do glifosato.‘
EFSA responde e defende a robustez da avaliagdo e aponta que algumas acusagdes foram baseadas em

incompreensdes do processo de revisdo de pares. )

N
» Comissédo Europeia aponta 4 estados membros como relatores na préxima avaliagdo do glifosato -
Franga, Hungria, Paises Baixos e Suécia (Grupo de Avaliagdo do Glifosato — GAG).

* Um grupo de empresas que procura a renovagado da autorizagdo do glifosato na Europa submete uma
aplicagdo para aprovagao pos 2022.
7

- - A - N
* O grupo de empresas mencionado anteriormente submete dossiés suplementares contendo literatura e

estudos cientificos. Todos esses dossiés e informagdes disponiveis serdo transmitidos a EFSA em Junho
AIPVPOS  de 2021, quando a revisdo de pares comegar.

7

Esquema 2. Cronologia da avaliagdo da autorizagdo do Glifosato na Europa (Adaptado de EFSA, 2020).
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Il - PARTE EXPERIMENTAL
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|. Significado e objetivos do estudo

O glifosato € o herbicida mais utilizado no mundo e, como tal, toda a populagao estara
transversalmente e potencialmente exposta a este pesticida. O glifosato € facilmente adsorvido
no solo e é altamente soluvel em agua, o que pode causar a contaminagao das aguas superficiais
e subterraneas por escoamento e erosao do solo, especialmente apds chuvas fortes. O
impacto de longo prazo no meio ambiente e na salde humana sao preocupagoes crescentes,
principalmente nas faixas etdrias mais vulneraveis (Connolly, Coggins e Koch, 2020).

As criancas sao consideradas uma das faixas etarias mais vulneraveis aos efeitos do
glifosato, porquanto os seus sistemas e 6rgaos ainda estao em desenvolvimento. As alteragoes
provocadas nesta idade sdao ainda mais graves no futuro, pelo que os limites maximos dos
contaminantes nos produtos que servem de base ou fazem parte dos alimentos que os bebés
consomem devem ser os mais restritos possivel (Trasande et al., 2020).

No ambito da iniciativa europeia denominada HMB4EU (Human Biomonitoring for
Europe), é encorajada a avaliagdo da exposicao dos cidadaos europeus a determinados
contaminantes, sendo os pesticidas considerados substancias prioritarias. Neste projeto de
cinco anos (2017-2021), do qual fazem parte varios estados membros da UE, sao incentivadas
politicas de seguranga alimentar. Esta ponte entre a politica e a investigagao trara inUmeros
beneficios a sociedade, de diversas faixas etarias, no que diz respeito a seguranca alimentar e
visara diminuir a exposigao futura aos contaminantes mais perigosos do mundo.

Devido a auséncia de consenso entre as avaliagoes dos efeitos toxicos do glifosato
entre a IARC e da EFSA, este herbicida gera, atualmente, muita polémica, dividindo os paises,
organizagoes e a sociedade civil em opinioes diversas. Acredita-se que ainda leve algum tempo
para as organizagoes encontrarem perspectivas mais consesuais. Desta forma, € importante
salientar a incerteza relativamente ao perigo e biomonitorizar as suas concentragoes numa das
faixas etarias mais sensiveis aos seus potenciais efeitos toxicoldgicos.

O presente estudo pretendeu avaliar o grau de exposicao de criangas portuguesas,
residentes em diferentes regioes de Portugal continental, ao glifosato através da analise de
amostras de urina, juntamente com o preenchimento de um inquérito socioeconémico e
alimentar, que visou identificar potenciais fatores de risco neste grupo populacional de grande
vulnerabilidade.

Este tipo de estudos é muito escasso, principalmente em criangas, e é de extrema

importancia para minimizar futuros problemas de seguranga alimentar e de saide publica.
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2. Materiais e métodos
2.1. Caracterizacao das amostras

As 41 amostras de urina foram obtidas em criangas, saudaveis, residentes em diversas
regioes de Portugal. Dos 4| participantes envolvidos, 46,34 % (n = 19) eram do sexo
masculino, com idade entre 2 e 12 anos, e 53,66 % (n = 22) eram do sexo feminino, com idade
entre 2 e |3 anos (tabela 9). A colheita das amostras (de conveniéncia) ocorreu entre julho
de 2018 e fevereiro de 2019. Os participantes receberam recipientes de plastico esterilizados,
com tampa de rosca, para colheita de urina na primeira micgao da manha. As amostras,
refrigeradas, foram devolvidas ao laboratério, no proprio dia, onde foram distribuidas em
aliquotas e armazenadas a -20 °C até a extragao.

Todos os pais das criangas participantes foram informados sobre o ambito e objetivos
deste estudo. Um consentimento informado e por escrito foi obtido de todos pais dos
participantes que também preencheram um questionario fornecendo informagoes sobre )
Dados antropométricos e Saude (género, idade, peso, altura, medicagao e exposi¢ao a fumo
de tabaco); 2) Dados Sociodemogrificos (nivel educacional dos pais, residéncia, distancia da
residéncia a zona industrial, campo agricola, autoestrada/via rapida mais proximos; utilizagao
de agroquimicos); 3) Dados da Alimentagao relativos aos 7 dias anteriores ao momento da
recolha (Origem dos alimentos consumidos, local de consumo e um questionario de
frequéncia alimentar (QFA) de lacticinios, pao e cereais, ovos, carne, peixe, vegetais, doces e
frutos secos). As amostras e QFAs foram codificados em numeros para garantir o anonimato
dos participantes.

Os principios de autonomia e confidencialidade encontram-se assim salvaguardados ao
longo do projeto de investigagao e de acordo com o disposto na regulamentagao aplicavel,
nomeadamente a Lei n.° 58/2019, de 8 de agosto, e a Declaragao de Helsinquia de 2013 da
World Medical Association. O projeto mereceu, assim, a aprovacio da Comissio de Etica e Bem-

Estar Animal da EUVG (Decisao n° 01/2019).

Tabela 9. Dados antropométricos da amostra populacional

Idade (anos) Altura (cm) Peso (kg)
N° Min-Max MédiatDP Min-Max Média+DP Min-Max MédiatDP
Meninos 19 2-12 7,42+2,64 91-16l 126,83£19,71 14-54  28,64+10,69
Meninas 22 2-13 6,45+£3,13  90-150 119,66+16,10 12-43  23,25+8,58
Total 41  2-13 6,90+2,95 90-161 123,58+18,50 [2-54 25,85+10,00

(Min: minimo; Max: maximo; DP: desvio padrio)
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2.2. Procedimento experimental

A determinagao analitica foi efectuada com recurso ao kit comercial de determinagao
de glifosato (Abraxis Glyphosate ELISA Plate Kit®, ABRAXIS, EUA), dentro do prazo de validade.
Foram utilizados apenas os reagentes incluidos no kit, de acordo com as instrugdes e nota de
aplicacao em urina fornecidas pelo fabricante.

Para a analise de glifosato em amostras de urina humana, a etapa realizada inicialmente
foi a filtracao das amostras.

Foram colocados filtros Millipore Amicon Ultra em tubos de 2 mlL, devidamente
rotulados. Foram pipetados 500 pL da amostra de urina para os tubos. De seguida, foram
centrifugados a 8000 g, durante |5 minutos. Apds a centrifugagao (Sigma 3—16K, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Alemanha), foram colocados 300 pL do filtrado para um novo tubo,
devidamente rotulado, e adicionou-se 200 pL de acetato de etilo a esse tubo. De seguida, foi
colocado no vortex durante 30 segundos e novamente centrifugado a 8000 g, desta vez apenas
por 3 minutos.

Para finalizar a primeira etapa do procedimento experimental, 50 pL da solucao
anterior foram diluidos em 350 pL de Diluente de Amostra.

A etapa seguinte correspondeu a derivatizagao. Para diluir o regente de derivatizagao,
foram adicionados 3,5 mL do diluente ao reagente de derivatizagao, sendo, posteriormente,
centrifugado, a 5444 g a 4 °C por |5 minutos.

Depois, adicionou-se 250 pL de cada padrao, controlo e amostra aos respetivos tubos
rotulados e, de seguida, | mL de tampao. Os tubos foram centrifugados por 2 segundos,
aproximadamente.

Foram adicionados 100 pL do reagente de derivatizagao diluido, preparado
anteriormente, em cada tubo rotulado (padrao, controlo e amostra), usando uma micropipeta.
Cada tubo foi centrifugado durante 15-30 segundos. De seguida, os tubos foram incubados a
temperatura ambiente, durante 10 minutos.

Para iniciar a analise por ELISA, foram adicionados, primeiramente, 50 pL de cada
concentragao padrao (0, 0,075, 0,2, 0,5, | e 4 ng/mL), controlo (0,75 + 0,2 ng/mL) e amostras
derivatizados aos respetivos pogos da placa, conforme distribuicao definida. Em seguida foi
adicionado, a todos os pogos, 50 pL do anticorpo anti-glifosato. Os tubos foram cobertos com
papel de aluminio e homogeneizados através de rapidos movimentos circulares, por 30
segundos. De seguida, foram incubados a temperatura ambiente, por 30 minutos, protegidos

da luz solar direta.
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Posteriormente, foram colocados 50 pL de conjugado enzimatico em todos os pogos
individuais, usando uma pipeta de precisao. A microplaca foi novamente coberta, agitada e
incubada durante 60 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz.

Seguidamente, foram adicionados 150 pL de substrato. A microplaca foi novamente
coberta, agitada e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz.

Finalmente, foram adicionados 100 pL de solugao stop e foi efetuada leitura da
absorbancia a 450nm, através de um leitor de microplaca ELISA. De acordo com o fabricante,

o limite de detegao do kit corresponde a 0,6 pg/L.

2.3. Avaliagao da exposicao e analise de risco

Com base na excregao urinaria, foi possivel estimar a dose interna de glifosato
(sistemicamente disponivel), para a comparagao da exposicao estimada pela via alimentar com
a ingestao diaria aceitavel (ADI; Niemann et al., 2015).

A ingestao de glifosato foi calculada assumindo que cerca de 20 % de o glifosato
ingerido é absorvido e que a absor¢ao ocorre rapidamente, sendo posteriormente eliminado
pela urina, nao apresentando potencial para bioacumulagao (Anadon et al., 2009; EFSA, 2016).
Desta forma, os dados de excrecao urinaria de glifosato foram multiplicados por 5, e o valor
obtido multiplicado pelo volume médio de urina excretada por dia (considerado como 1,5 L
por dia; Zoller et al. (2018)). O resultado foi dividido pela média dos pesos corporais em cada
categoria de idade considerada, para calcular dose interna através da dose diaria provavel (PDI,

do inglés Probable Daily Intake), através da equagao 2 (Niemann et al., 2015).

Curina X 5 X Vurina
pc

Dose Interna (ug/kg pc) =

Curina = concentragio de glifosato na urina (ug/L)
Vurina = volume médio de urina excretada por dia (1,5 L/dia) (Zoller et al., 2018)
pc = peso corporal médio (kg)

Equagdo 2. Calculo da dose diaria provavel (PDI)

Considerando a dieta como a mais provavel via de exposicao ao glifosato e tendo em
conta a absor¢ao oral de 20 % referida anteriormente, a dose externa de glifosato foi calculada
através da equagao 3 (Niemann et al,, 2015).

100 % Dose Interna
% Absorc¢ao Oral

Dose Externa (ug/kg pc) =

Equacdo 3. Calculo da Dose Externa
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2.4. Analise estatistica
Os dados foram editados e categorizados em Microsoft® Excel (Versao Microsoft Office
Professional Plus 2016) e realizada a analise descritiva preliminar. Posteriormente foi realizada
a analise estatistica através do Programa GraphPad Prism 8®. No caso dos dados com
distribuicao nao-normal, foram aplicados testes nao-paramétricos para comparagao entre
amostras independentes (teste de Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney). No caso dos dados
com distribuicao normal foi aplicado o teste Wilcoxon signed-rank. Foi considerado o valor de

prova de p<0,05.

3. Resultados e discussao

3.1. Performance analitica
Para o calculo da concentragao de glifosato nas amostras foi aplicada a folha de calculo
em excel, fornecida pelo fabricante. O coeficiente de correlagio (r?) foi 0,9976, apresentando,
por isso, uma tendéncia linear. Calculou-se uma concentragao de 0,8 ng/mL na solugao

controlo incluida no kit (0,75 + 0,2 ng/mL).

3.2. Ocorréncia de glifosato nas amostras de urina

O presente estudo representa o primeiro relato de exposi¢ao de glifosato na urina de
criangas portuguesas. Os participantes estiveram expostos a uma quantidade elevada de
glifosato. Foram detetados niveis de glifosato em 39 amostras (95,12 %), de um total de 4|
(1,77 £ 0,86 pg/L). Estes valores vao de encontro aos poucos estudos existentes em criangas,
nos quais a incidéncia é bastante elevada (Knudsen et al.,, 2017; Mesnage et al., 2012; Sierra-
Diaz et al, 2019), exceptuando o estudo mais recente realizado na Eslovénia, no qual a
percentagem de positivos foi inferior (Stajnko et al., 2020)

Os valores minimos e maximos encontrados nas amostras positivas foram 0,87 e 4,35
pg/L, respetivamente. Os valores minimos encontrados em criangas do sexo feminino e do
sexo masculino, foram 0,87 e 0,95 pg/L, respetivamente. Relativamente aos valores maximos
encontrados, foram 4,35 pg/L nas meninas e 3,18 pg/L nos meninos. Nos outros quatro
estudos realizados em criangas, dois nao especificavam as concentragoes de glifosato
relativamente ao genéro das criangas (Knudsen et al., 2017; Mesnage et al., 2012) e outros dois
descreveram concentragoes de glifosato superiores em meninos (Sierra-Diaz et al, 2019;
Stajnko et al., 2020), ao contrario do que foi determinado no presente estudo. Estes valores

podem ser explicados através da exposicao alimentar, visto que peso médio das meninas
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(23,25 kg *+ 8,58) ¢ inferior ao dos meninos (28,64 kg + 10,69). Desta forma, podemos inferir
que a quantidade de alimentos consumidos pelas meninas seja inferior a dos meninos,
resultando numa menor exposigao.

Conforme ilustrado na tabela 10, o teor médio de glifosato aumentou com a idade.
Comparando as duas ultimas categorias de idades (criangas mais velhas), detetou-se uma
diferencga estatisticamente significativa, com um valor p de 0,0631. Esta diferenga pode ser
explicada pelo aumento da atividade enzimatica de PONI, a partir dos 7 anos de idade, que,
consequentemente, aumenta a metabilizacao do glifosato. Estes valores vao de acordo com o
estudo realizado na Eslovénia, que detetou glifosato em concentragoes superiores na categoria
de criangas com idades entre os 7 e os 10 anos, comparativamente a categoria de criangas
com idades entre os |2 e os |5 anos.

Outro aspecto a considerar é relativo aos alimentos consumidos. A média de glifosato
encontrado em urina de criangas que nunca comem gelado (1,48 + 0,49 pg/L) é
significativamente inferior (p=0,0156) a média de criangas que comem gelados |-3 vezes por
semana (2,24 *+ 0,90 pg/L). No entanto, o valor mais elevado de glifosato detetado no presente
estudo encontra-se na categoria de criangas que consumiam gelado |-3 vezes por semana.
Considerandoo que o numero de criangas nesta categoria € idéntico ao da categoria de
criangas que nunca comem gelado, pode-se inferir que o valor de 4,35 pg/L tenha aumentado
o valor médio da categoria de criangas que consomem gelado -3 vezes por semana. No que
diz respeito ao consumo de bolachas do tipo Maria, verificou-se que o teor médio de glifosato
encontrado em urina de criangas que nunca consomem este alimento (2,84 + 0,92 pg/L) é
estatisticamente superior a média de glifosato encontrado em urina de criangas que consomem
| a 3 vezes por semana (1,69 = 0,73 pg/L; p= 0,0396) e todos os dias (1,48 + 0,42 pg/L;
p=0,0188). Relativamente aos cereais, a média de glifosato encontrado em urina de criangas
que nunca consomem este alimento (2,30 + 1,00 pg/L) € inferior a média de criangas que
comem |-3 vezes por semana (1,35 + 0,51 pg/L), com um valor p de 0,0747, muito préximo
da significancia estatistica (p =0,05). No estudo semelhante realizado na Eslovénia, as
diferengas estatisticamente significativas encontraram-se em alimentos como o arroz integral
e as nozes, o que nao se verificou no presente estudo (Stajnko et al, 2020). Os restantes
estudos em criangas nao discriminam a relagao das concentragoes de glifosato na urina com o
padrao alimentar. Estes valores podem ser explicados pelo facto de o gelado, as bolachas do
tipo Maria e os cereais serem alimentos mais processados, caracteristicos de uma alimentagao
com menos alimentos caseiros, nos quais nao existe controlo da aplicagao de herbicidas, como
o glifosato. Esta justificagao pode servir igualmente para o resultado verificado no aumento

nas concentragoes médias de glifosato, a medida que a percentagem de consumo de alimentos
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caseiros também aumenta. Nenhum dos restantes estudos anteriores em criangas mencionou
a origem dos alimentos consumidos.

Todas as criangas participantes no presente estudo residiam em autarquias que
subscreveram a campanha “Autarquias sem Glifosato”, uma iniciativa com o objetivo de
diminuir a utilizacao de glifosato nas vias publicas. De forma mais detalhada, 82 % (32) dos
participantes residiam em Coimbra, regiao onde foi encontrado o valor maximo (4,35 pg/L)
do presente estudo. Este valor pode ser explicado através proveniéncia das amostras ser de
areas geografias onde o glifosato é aplicado nas culturas de milho e arroz, predominantes no
vale do Mondego. O valor mais baixo quantificado no presente estudo (0,87 pg/L) e, também,
dois resultados inferiores ao LOD, corresponderam a amostras de urina de criangas residentes
em Aveiro. O valor mais elevado encontrado em Aveiro foi 1,54 pg/L. A Unica amostra
analisada do Porto correspondeu a um valor de 1,25 pg/L. E finalmente, em Lisboa, regiao de
onde provieram duas amostras, os valores encontrados foram 1,24 e 1,87 pg/L.

Relativamente a distancia aos campos agricolas, mais de metade dos participantes
tinham residéncia no campo. Das 39 amostras positivas, 56 % (22) das criangas residiam a |
km ou menos de zonas agricolas, 31 % (12) a 5 km e apenas 10 % (4) a 10 km. Conforme
apresentado na tabela 10, verificou-se um aumento do teor de glifosato na urina de criangas
que residiam a | km ou menos de zonas agricolas, resultados coerentes com o estudo
realizado na Eslovénia (Stajnko et al., 2020), no México (Sierra-Diaz et al., 2019) e na Dinamarca
(Knudsen et al., 2017).

Analisando o nivel de escolaridade, 5 % (2) dos pais tinham escolaridade igual ou
superior a mestrado, 46 % (18) obtiveram o grau de licenciados e 41 % (16) completaram o
12° ano ou inferior. Por outro lado, 46 % (18) das maes possuiam habilitagoes literarias iguais
ou superiores a mestrado, 38 % (15) completaram licenciatura e 15 % (6) possuem o 12° ano
ou inferior. Verificou-se que a medida que o nivel de escolaridade dos pais vai aumentando, as
concentragoes de glifosato na urina das criangas vao diminuindo, o que pode ser explicado
através do facto de o local de residéncia mais comum de pessoas com maiores habilitagoes
literarias ser mais distanciado das zonas agricolas. Nenhum dos estudos anteriores realizados
em criangas discriminou o nivel de escolaridade dos pais.

Finalmente, 64 % (25) dos pais mencionaram utilizar agroquimicos. Destes, 24 % (6)
utilizavam herbicidas e outros pesticidas. Houve apenas | caso no qual os pais declararam o
uso apenas de herbicidas. Além disso, obtiveram-se concentragoes de glifosato superiores na
urina das criangas cujos pais mencionaram utilizar agroquimicos no quintal (2,5 * 1,17 pg/L),
comparativamente ao jardim (1,4 + 0,43 pg/L), o que pode ser explicado através do facto de

os alimentos para consumo serem normalmente plantados no quintal, nomeadamente nas
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hortas e pomares. Contrariamente ao expectavel, foram encontrados valores superiores de
glifosato na urina de criangas cujos pais declararam nao utilizar agroquimicos (2,09 + 1,05
pg/L), comparativamente com os pais que declararam a utilizagao de pesticidas 1,75 + 0,71
pg/L). No entanto, dos 25 casos de utilizagao de agroquimicos, 6 dos pais declararam utilizar
fertilizantes, herbicidas e agroquimicos biologicos, nao especificando a percentagem de uso de
cada um. Acresce que, conforme descrito na tabela 10, apenas | caso reportou o uso exclusivo
de herbicidas (cujo valor foi o mais elevado reportado no estudo, 4,35 pg/L). Tal facto pode
explicar os resultados, com base no obvio erro de preenchimento do questionario por parte
dos pais da crianga com o nivel mais elevado de glifosato detetado no presente estudo uma

vez que assinalaram que nao utilizam agroquimicos, mas especificam o uso de herbicidas.

Tabela 10. Variaveis mais significativas na analise estatistica

Variavel N° de amostras  Média = DP (ug/L)  [min-max] (pg/L)
<3 anos 6 1,20 £ 0,32 [0,87 - 1,72]
4-6 anos 12 1,99 £ 0,90 [0,88 - 3,81]
7-9 anos I 2,12+ 1,00 [0,95 - 4,35]
[0-13 anos 10 1,74 £ 0,54 [1,21 - 3,04]
<| km 22 2,0 £ 0,97 [0,87 - 4,35]
2-6 km 12 1,58 £ 0,51 [0,88 - 2,58]
7-14 km 4 1,57 £ 0,55 [1,10-2,32]
Sim 25 1,75 £ 0,71 [0,87 — 3,81]
Nao 12 2,09 £ 1,05 [1,03 — 4,35]
Fertilizantes 2 1,60 £ 0,40 [1,32 - 1,89]

Herbicidas I 4,35 4,35

Bioldgicos 2 2,72 + 0,45 [2,10 — 3,04]
Fertilizantes, herbicidas e 6 .84 + 0.88 [1,18 — 3,56]

outros pesticidas
Se utiliza Agroquimicos, onde ?

Quintal 7 25+ 1,17 [1,18 — 4,35]
Jardim 3 4 + 0,43 [1,03 - 1,89]
<25% 4 1,83 + 0,72 [0,88 — 2,58]
26-49 2 1,78 £ 1,16 [0,95 — 4,35]
50-74 3 1,76 + 0,41 [1,33-2,15]
75-100 2 2,72 £ 0,45 [2,40 — 3,04]

5

=



Quantidade de vezes por semana: consumo de gelado

<Nunca/l vez por semana 17 1,48 + 0,49 [0,87 — 2,58]
|-3 vezes por semana 16 2,24 + 0,90 [1,21 — 4,35]
4-6 vezes por semana 5 1,97 + 0,98 [1,25 - 3,56]

Quantidade de vezes por semana: consumo de cereais

<Nunca/l vez por semana 12 2,30 + 1,00 [1,18 —4,35]
|-3 vezes por semana 7 1,35+ 0,51 [0,87 — 2,25]
4-6 vezes por semana I 1,83 + 0,82 [0,95 — 3,56]

Todos os dias 8 1,57 £ 0,44 [0,88 — 2,16]

Tabela 10. Variaveis mais significativas na analise estatistica (cont.)

Quantidade de vezes por semana: consumo de bolachas do tipo Maria

~ <Nunca/| vez por semana 5 2,84 + 0,92  [2,15-435]
[-3 vezes por semana 18 1,69 £ 0,73 [0,88 — 3,56]
4-6 vezes por semana 6 2,03 £0,93 [1,30 - 3,81]
Todos os dias 10 1,48 £ 0,42 [0,87 — 1,99]

3.3. Comparagao com outros estudos

No presente trabalho foi detetado glifosato na urina de todas as criangas que
participaram, nas diferentes regioes de Portugal, com valores entre 0,87 e 4,35 pg/L (1,77 £
0,86 pg/L), conforme resumido na tabela I1.

Além do presente trabalho, existem muito poucos estudos com a mesma tematica
realizados em criangas. Na tabela |I, encontram-se quatro estudos mais recentes.
Nomeadamente, o estudo realizado na Eslovénia, entre 2016 a 2019, no México em 2019, na
Franga em 2012 e na Dinamarca em 2011 (Knudsen et al., 2017; Mesnage et al., 2012; Sierra-
Diaz et al.,, 2019; Stajnko et al., 2020).

No estudo realizado na Eslovénia (Stajnko et al., 2020), que analisou glifosato em urina
de criangas saudaveis entre 2016 e 2019, foi determinado um valor médio de 0,10 pg/L,
portanto muito inferior ao determinado no presente estudo. O método utilizado foi diferente
relativamente ao presente estudo, visto que os autores determinaram glifosato nas amostras
de urina através GS-MS (LOD e LOQ de 0,1 pg/L). O estudo realizado na Eslovénia teve 246
participantes residentes em zonas agricolas do pais, divididos em dois grupos: criangas dos 7-
|0 anos de idade e adolescentes dos 12 aos |5 anos de idade. As amostras foram recolhidas
em dois periodos diferentes do ano: janeiro a margo (altura de baixo uso de pesticidas) e maio
a junho (altura de alto uso de pesticidas). Foram distribuidos questionarios de avaliagao do

padrao alimentar dos participantes. Apesar de ter mais participantes, este estudo revelou
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valores bastante inferiores aos do presente estudo, o que é preocupante quando analisadas as
idades das criancas nos dois estudos. O presente estudo detetou niveis de glifosato superiores
em criangas mais novas (2 aos |3 anos). Além disso, 72 % dos participantes do estudo realizado
na Eslovénia viviam em zonas agricolas, (onde se encontravam a maior percentagem de
concentragoes de glifosato acima do LOQ, tornando o estilo de vida mais homogéneo, ao
contrario do presente estudo que analisa glifosato em urina de criangas que vivem em diversas
zonas de Portugal (rurais e urbanas).

De uma forma geral, os valores apresentados no estudo realizado no México (Sierra-
Diaz et al,, 2019) em 28I criangas, sao muito superiores aos apurados no presente estudo,
com valores minimos e maximos de 6,51 e 2630 pg/L, respetivamente. As regides de
Ahuacapan e Agua Caliente apresentaram médias de 606 e 363 pg/L, respetivamente. Contudo
apenas na regiao de Ahuacapan foi determinado glifosato em todas as criangas envolvidas no
estudo. O método utilizado para analise de glifosato na urina de criangas no México foi HPLC-
MS. No entanto, importa realcar que, apesar da populagao ter sido semelhante em idades e
do estudo ter analisado a mesma matriz biologica, foram trabalhos realizados em paises e
regioes diferentes, com alteragoes ao nivel da legislagao aplicada, da exposi¢ao da populagao
ao glifosato, bem como alteragdes ao nivel do recurso as praticas agricolas. No México, as
regioes estudas foram regides agricolas, cuja populagao em causa depende maioritariamente
da agricultura para subsistir, o que significa uma maior exposicao comparativamente as regioes
estudadas no presente trabalho, mais urbanas. Inclusive, a regiao de Agua Caliente situa-se no
Jalisco, um dos trés estados mexicanos com o maior indice de intoxicagoes por aplicagao de
pesticidas. Por outro lado, a legislagao aplicada no México é bastante diferente da legislagao
em vigor na Europa, visto que nao existe regulamentagao adequada sobre a comercializagao
de agrotodxicos, nem formagoes direcionadas a produtores e trabalhadores, com a finalidade
de os informar acerca do risco de exposicao aos pesticidas para eles e para a sua familia.
Recentemente, foi divulgado pelo governo mexicano que o glifosato iria ser gradualmente
retirado dos mercados, com o objetivo de ser erradicado até 2024, juntando o México a lista
de paises que opta por banir o glifosato (Sierra-Diaz et al., 2019).

Outro ponto importante a real¢ar no presente estudo € a distribuicao do questionario
de frequéncia alimentar, que ajuda a relacionar a alimentagao da populagao em estudo com as
concentragoes de glifosato analisadas na urina dos participantes. No estudo realizado no
México (Sierra-Diaz et al., 2019) essa associagao nao foi efectuada, visto que o grande objetivo
era relacionar com a mudanga dos padroes de agricultura. Deste modo, apesar do numero de
participantes no estudo ser superior, bem como as concentragoes de glifosato encontradas na

urina, nao ha forma de relacionar as mesmas com o padrao alimentar das criangas,
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mencionando apenas a exposicao direta ao herbicida, sem oportunidade de analisar a
exposic¢ao indireta, através do padrao alimentar.

O estudo realizado na Dinamarca (Knudsen et al., 2017) foi, na generalidade, conduzido
de uma forma mais semelhante ao presente estudo, na medida em que o teste utilizado foi o
ELISA (LOD de 0,075 pg/L) e, além disso, também foram distribuidos questionarios para
averiguar o estilo de vida e dieta dos participantes, apesar de nao terem encontrado diferengas
significativas entre as zonas rurais e urbanas. Neste estudo realizado em 201 |, dos vinte e sete
participantes, catorze eram criangas. As concentragoes de glifosato encontradas na urina das
criangas, tiveram uma média de 1,96 pg/L, um valor minimo de 0,85 pg/L e um valor maximo
de 3,31 pg/L. Em Portugal, apesar da média ser ligeiramente inferior, o nUmero de amostras é
bastante superior e foram encontrados valores maximos cerca de duas vezes mais elevados,
relativamente aos encontrados no estudo realizado na Dinamarca.

Noutro estudo realizado na Franga (Mesnage et al, 2012), foram analisadas
concentragoes de glifosato na urina de uma familia particularmente exposta ao herbicida, visto
que o agricultor estava encarregue de pulverizar as colheitas com HBG e, no fim do dia, voltava
para casa, situada a |,5 km dos campos pulverizados, e convivia com a sua mulher e os seus
trés filhos. Foram encontradas concentragoes de glifosato na urina do pai e numa das criangas,
com valores maximos de 9,5 e 2 pg/L, respetivamente (LOQ de 2 pg/L). Setenta e duas horas
depois ainda foram detetados, através de HPLC-MS, niveis de glifosato na urina dos
participantes. A grande limitacao deste estudo é o facto de retratar apenas a situagao de uma
familia. O presente estudo tem a vantagem de analisar glifosato em urina de 41| criancas de
diferentes regioes de Portugal, relacionando-as com os padroes alimentares.

H4a muito poucos estudos em criangas que, sendo uma das faixas etdrias mais
vulneraveis, € muito importante que seja estudada para prevenir potenciais ameagas a saude
publica. De facto, dos estudos apresentados na tabela 6 , realizados em adultos, quatro foram
realizados na Europa, dois nos EUA, um na Tailandia, um no México e um no Sri Lanka. Destes
estudos realizados em adultos, quatro apresentaram valores médios inferiores aos
apresentados tanto nos trés estudos realizados em criangas (no México, Dinamarca e Franga),
como no presente trabalho, o que é bastante preocupante, tendo em conta as caracteristicas
fisicas e metabdlicas das criangas.

De uma forma geral, os valores determinados em estudos realizados na Europa sao
inferiores aos estudos realizados fora desse continente, o que, naturalmente, vai de encontro
a importancia da legislagao mais restritiva aplicada na Europa.

O valor médio mais baixo reportado, é de 0,28 + 0,38 pg/L, num estudo realizado nos

EUA (Parvez et al,, 2018) em 40 mulheres lactentes. As regioes de estudo foram a cidade de
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Moscow, no estado Idaho, e a cidade de Pullman, no estado Washington. O valor maximo
detetado neste estudo foi de apenas 1,93 pg/L. O método utilizado foi HPLC (LOD e LOQ
de 0,02 e 0,10 pg/L, respetivamente). Os autores distribuiram as participantes um
questionario, de forma a tentar avaliarem a exposicao ao glifosato, quer através do meio
ambiente, quer através da dieta. Este estudo apresenta algumas limitagoes, nomeadamente o
facto de a populagio em estudo ser bastante homogénea (no que diz respeito aos dados
antropomeétricos, habilitagoes literarias, ao estilo de vida e padrao alimentar), bem como o
facto de o estudo internacional no qual tiveram origem as amostras analisadas, nao ter sido
projetado para detetar pequenas diferengas de glifosato na urina, baseadas nas escolhas
alimentares, localizagdo de residéncia (urbana ou rural), ou exposicao ao glifosato das
participantes.

O valor médio mais alto reportado foi verificado num estudo realizado no Sri Lanka
(Jayasumana, Gunatilake e Siribaddana, 2015). O estudo determinou glifosato na urina de 30
participantes, divididos em 3 grupos: |10 participantes eram adultos com doenga renal crénica
e estavam expostos ao glifosato, numa zona de nefropatia agricola (endémica), |10 participantes
eram adultos saudaveis, expostos ao glifosato na zona endémica e 10 eram adultos saudaveis,
fora da zona endémica, com valores de 127,6, 82,6 e 2,4 pg/L, respetivamente. O método
utilizado foi ELISA (LOD de 0,6 pg/L). E natural que este estudo represente o valor médio
mais alto, visto que foi realizado numa zona especifica do Sri Lanka, onde foi identificada uma
nova doenga renal cronica, entre os produtores de arroz. A Nefropatia Agricola do Sri Lanka
também é conhecida como doenca renal cronica de etiologia desconhecida ou doenga renal
cronica por causas nao tradicionais. Além disso, 10 dos participantes nao eram saudaveis.

O valor minimo mais baixo (>LOD) foi determinado num estudo realizado na
Alemanha (Conrad et al, 2017), no qual os autores determinaram a exposi¢ao cronica ao
glifosato durante quinze anos (2001-2015), de 399 adultos saudaveis, com idades entre os 20
e os 29 anos. Apesar de ser um estudo com uma recolha de amostras bastante prolongada no
tempo, o valor maximo detetado foi apenas 2,8 pg/L, no ano de 2013. O método utilizado foi
GC-MS (LOQ de 0,1 pg/L).

Apesar das concentragoes de glifosato encontradas no estudo realizado no México
serem superiores, em comparagao com os outros nove trabalhos em adultos, a concentragao
média de glifosato encontrado na urina dos participantes €, em quatro estudos, inferior a
encontrada no presente trabalho em criangas. Esta comparagao, do ponto de vista da saude
publica, é preocupante visto que as criangas sao muito mais vulneraveis aos efeitos do glifosato

no organismo.
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Em Portugal, este é o unico estudo publicado, do conhecimento da autora, que analisa

a presenca de glifosato em amostras de urina de criangas.
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Tabela | 1. Comparagio do presente estudo com outros estudos com a mesma tematica, em criangas.

Pais (ano) Amostra  Caracteristicas N° de Positivas Intervalo de Teor Técnica Referéncia

amostras (%) contaminagao Médio + DP  Analitica

(bg/L) (bg/L)

Portugal, Urina Criangas saudaveis 95,12 % 0,87-4,35 [,77£0,86  ELISA LOD: 0,6  Estudo
2018-2019 entreos 2 eos |3 (39) presente
anos
Eslovénia,  Urina Criangas saudaveis: 246 [°: <LOQ - 0,39 0,1 GC- LOQ: 0,  (Stajnko et
2016-2019 Grupo I: 7-10anos;  grupo  1: grupo I- 27 MsMs  FOPOL o 9000)
Grupo 2: 12-15 anos; 149; % (40);
retiradas em dois grupo 2: grupo 2-50
periodos do ano: |1° de 97 % (48);
Janeiro a Margo e 2° 2°: grupo |
de Maio a Junho -22 % (33)
e grupo 2 —
56 % (54)
México, Urina criangas saudaveis 28| Ahuacapan: 2- 2630 Ahuacapan: HPLC- N.D. (Sierra-Diaz
2019 entre os 5 os |5 anos 100 % (89); 606; MS/MS et al, 2019)
Agua Agua
Caliente: 73 Caliente:
% (140) 363

(LOD = Limite de Detegao; LOQ = Limite de Quantificagao; N.D. = Ndo Detetado)
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Tabela | 1. Comparagio do presente estudo com outros estudos com a mesma tematica, em criangas (cont.)

Pais (ano) Amostra  Caracteristicas N° de Positivas Intervalo de Teor Técnica Referéncia
amostras (%) contaminagao .. o4 Dp  Analitica
(hg/L)
(ug/L)
Dinamarca, Urina I3 de maes e 14 de 27 27 (100 %) maes:  0,49— maes: 1,28; ELISA 0,0751/0,1  (Knudsen et
201 | criangas 3,22; criangas: 1,96 al, 2017)
criangas: 0,85—
3,31
Franga, 2012 Urina familia de agricultores, 5 3 I (20 %) N.D-2,0 N.D. HPLC - LOD=I; (Mesnage et
elementos, dos quais 3 MS LOQ=2 al, 2012)

criancas (a |.5km da
fonte de glifosato)

(LOD = Limite de Detegio; LOQ = Limite de Quantificagdo; N.D. = Ndo Detetado)

61



3.4. Ingestao diaria provavel (PDI) e avaliagao de risco

Foram determinados os melhores, médios e piores cenarios, considerando os teores
minimos, médios e maximos de glifosato detectados na urina, utilizando os pesos médios das
criangas participantes de acordo com cada categoria de idades, como indica a tabela 12.

Dos restantes 4 estudos em criangas, apenas num se obtiveram valores inferiores aos
reportados no presente estudo: 0,1 pg/L (SLOQ - 0,39 pg/L) (Stajnko et al., 2020).

As concentragoes encontradas no presente estudo, quando comparados com a ADI,
sao relativamente baixos. No pior cenario possivel, na categoria de idades entre os 4 e os 6
anos verificou-se a PDI mais elevada, com um valor de 0,001393 mg/kg, o que corresponde a

cerca de 0.28 % da ADI estabelecida.

4. Conclusoes

O presente estudo detetou valores elevados de glifosato em urina de criangas em
diversas regices de Portugal continental, principalmente tendo em conta as idades dos
participantes. Este estudo demonstrou resultados muitas vezes superiores quando
comparados com valores encontrados em estudos similares em adultos.

O glifosato foi analisado, através do método ELISA (LOD= 0,6 pg/L) e foi detetado em
95,12 % das amostras, com valores médios de |,77 *+ 0,86 pg/L. e valores minimos e maximos
de 0,87 e 4,35 pg/L, respetivamente.

Dos |3 estudos mais recentes que determinaram glifosato em urina, apenas 4 utilizaram
amostras de criangas, 3 dos quais apresentaram valores médios superiores aos do presente
estudo. No entanto, 2 dos casos apresentaram incidéncia superior a mencionada neste estudo.

As diferencgas entre as concentragoes de glifosato na urina de criangas com idades iguais
ou inferiores a 3 anos (1,20 + 0,32 pg/L), comparativamente as concentragoes encontradas
em criangas entre os 7 e os 9 anos de idade (2,12 + 1,00 pg/L) estiveram proximas da
significancia estatistica (p = 0,063 1), e pode ser justificado pelo aumento da atividade da enzima
PONI, a partir dos 7 anos de idade. Verificaram-se teores de contaminagao superiores em
criangas que residiam proximo de zonas agricolas (<I km, 2,0 £ 0,97pg/L), com percentagem
superior de consumo de alimentos caseiros (75-100%, 2,72 + 0,45 pg/L) e cujos pais aplicavam
herbicidas no quintal (2,5 + 1,17 pg/L), quando comparado com o jardim. Além disso,
verificaram-se diferengas significativas relativamente ao consumo de alguns alimentos como o

gelado, os cereais e as bolachas tipo Maria.
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Tabela 12. Célculo do melhor, médio e pior cenario possivel para cada categoria de idades, com base no peso médio de cada categoria

Melhor cenario possivel Cenario médio Pior cenario possivel
Concentragao Concentragao Concentragao
PDI PDI PDI
minima de média de maxima de %
Idade (mg/kg | % ADI (mg/kg | % ADI (mglkg
glifosato na glifosato na glifosato na ADI
pc/dia) pc/dia) pc/dia)
urina (pg/L) urina (pg/L) urina (pg/L)
<3 anos
0,87 0,000453 | 0,09 1,20 0,000625 | 0,12 1,72 0,000895 | 0,18
(14,4 kg)
4-6 anos
0,88 0,000321 | 0,06 2,04 0,000746 | 0,14 3,81 0,001393 | 0,28
(20,5 kg)
7-9 anos
0,95 0,000323 | 0,06 2,10 0,000537 0,1 4,35 0,001113 | 0,22
(29,3 kg)
10-13 anos
1,21 0,000243 | 0,04 1,60 0,000313 | 0,06 1,99 0,000389 | 0,08
(38,3 kg)




Estas implicagoes serao consideradas, no ambito da iniciativa europeia HMB4EU.
A exposicgao ao glifosato é preocupante, principalmente tendo em conta as idades dos
participantes e a toxicidade do herbicida. Afigura-se necessario realizar estudos adicionaiscom

maior nimero de amostras e maior diversidade geografica.
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Anexos
Termo de Consentimento Informado distribuido aos pais

7 escola
ik universitéria
& vasco da gama
HEALTH & SCIENCE SC R

& SCIENCE SCHOOT. - COTMBRA

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO INTITULADO
“BIOMONITORIZACAO DE AGROQUIMICOS E MICOTOXINAS EM CRIANCAS”

DE ACORDO COM A ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE?, A DECLARAGAO DE HELSINQUIAZ E A CONVENCAO DE OVIEDO?
Investigador Principal: Professora Doutora Angelina Pena
Organizagdo do I.P.: Faculdade de Farmdcia da Universidade de Coimbra

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

PARTE I: PAGINA DAS INFORMAGOES

Introducao

O presente estudo é conduzido pelo LAQV-REQUIMTE,
Laboratério de Bromatologia e Farmacognosia, na
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, e
pelo Centro de Investigagdo Vasco da Gama (CIVG)/
Escola Universitaria Vasco da Gama (EUVG), no ambito
da investigagdo na biomonitorizagdo de pesticidas,
bisfendis, poluentes, micotoxinas e outros
contaminantes nas populagdes. O grau de exposi¢ao a
alguns contaminantes, de origem natural (como as
micotoxinas) ou artificial (como os agroquimicos) de um
grupo da populagdo vulneravel como as crianc¢as nao é
atualmente conhecido, ndo sendo por isso possivel
relaciona-los com outros fatores de satide ou doenga.

Objetivo
O objetivo do presente projeto € analisar amostras de
urina de crianga e quantificar a eventual presenga de
contaminantes de origem natural e artificial, que
reflitam a exposigao a estes contaminantes por parte de
criangas.

Tipo de intervencdo

Recolha de urina por micg¢do ndo invasiva e voluntaria
da crian¢a, de modo auténomo ou com assisténcia do
tutor, e preenchimento de questionario pelo tutor.

Selecdo de participantes

Os participantes incluidos no estudo devem cumprir os
seguintes critérios: serem saudaveis; com idade inferior
a 12 anos (inclusive).

Procedimento

A recolha da urina é realizada por mic¢do voluntaria da
crianga, de modo auténomo ou com assisténcia do tutor,
conforme o procedimento descrito pelo Profissional de
Satude ou membro da Equipa de Investigagdo. Deve ser
recolhida a primeira urina da manha, apés descartar o
primeiro jacto. Apds a recolha, a amostra é refrigerada
e entregue pelo tutor do participante até 24 horas apos
a colheita, na Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra e na Escola Universitaria Vasco da Gama
(EUVG). No dia de recolha da amostra de urina é
também preenchido pelo tutor o questionario, sobre a
crianga, composto por 3 partes: [. Dados
antropométricos e caracteristicas

individuais; II. Dados sociodemograficos e III. Dados
relativos a alimentagdo. O questionario demora cerca
de 3 minutos a preencher.

Condigdes de Participagdo

A participagdo no presente estudo é voluntaria e
facultativa. A qualquer momento o participante podera
abandonar o estudo, sem qualquer prejuizo.

Beneficios

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

Confidencialidade e partilha dos resultados de
investigagdo

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

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

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

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

Quem contactar

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

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica e Bem-
Estar Animal da Escola Universitaria Vasco da Gama
(CEBEAEUVG), em 29 de Novembro de 2019

! http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/
Declaragdo de Helsinquia https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
Convengdo de Oviedo https://dre.pt/web/guest/pesquisa/-/search/235127/details/maximized
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PARTE II: Termo de consentimento
Declaro que:

Fui questionado sobre a possibilidade de participagdo do meu filho/ minha filha no estudo de biomonitorizacdo de agroquimicos e
micotoxinas em criangas.

Li a informagéo anterior ou a informacgdo anterior foi-me lida.

Tive a oportunidade de colocar questdes e, se eventualmente coloquei questbes, foram respondidas satisfatoriamente. Foi-me
garantida a possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste estudo sem qualquer tipo de consequéncias.

Recebi o material necessdrio para a recolha da amostra de urina: frasco estéril de 100mL com tampa estanque e etiqueta de
identificagdo.

Tomei conhecimento do(s) procedimento(s) a adotar antes, durante e apos a recolha de urina, bem como do local onde devo
entregar a amostra de urina.

Assim, consinto voluntariamente que o meu filho/ minha filha participe neste estudo e permito a utilizacdo dos dados e amostras que,
de forma voluntdria, forneco, confiando que apenas serdo utilizados para os fins indicados e nas garantias de confidencialidade e
anonimato que me sdo dadas pela equipa de investigacéo.

Nome (legivel) do tutor legal da crianca:

Assinatura do tutor legal da crianca:

Data: / /20__
Se tutor legal iletrado:
(serd assinado por uma testemunha, letrada, selecionada pelo participante e sem relagdo com a equipa de investigagao)

Eu testemunhei a leitura exata do formuldrio de consentimento ao pai/representante legal do potencial participante, o qual teve
oportunidade de colocar questdes. Eu confirmo que o mesmo concedeu o consentimento livremente.

Nome (legivel) da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data: / /20__

Declaragdo do investigador/ colaborador da investigacdo que obteve consentimento

Euli de forma exata a pagina de informacdes ao potencial participante ou seu tutor legal, e que todas as questdes colocadas
foram respondidas corretamente. Eu confirmo que o consentimento foi cedido livre e voluntariamente.

Uma cépia deste Formulario de Consentimento foi disponibilizada ao participante ou seu tutor legal.

Nome (legivel) do investigador/ colaborador da investigacdo que obteve consentimento:

Assinatura do investigador/ colaborador da investigagao:

Data: / /20

A preencher conforme questionario correspondente:

Nome (préprio) da crianga:

Cédigo interno:
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Questionario distribuido aos pais

requimte

Questionario para pais das criancas participantes no estudo intitulado

“BIOMONITORIZAQAO DE AGROQUIMICOS E MICOTOXINAS EM CRIANGAS”

I Nome (proéprio) da crianca:

Cddigo interno:

Recolha de urina:
Data: / 20
Hora: ___h__

Nota prévia: perguntas relativas a crianca participante no estudo

DADOS ANTROPOMETRICOS E SAUDE

Sexo: L1 Feminino [J Masculino

Idade: anos
Peso: Kg
Altura: cm

Medicacdo na tltima semana: [IN&o 1 Sim: qual:

Exposicao a fumo de tabaco: [1N&o [1 Sim

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

NiVEL EDUCACIONAL DOS PAIS:

Pai: [C Ensino primario [ <12°no
Mae: [ Ensino primario [ <12°no
RESIDENCIA: Localidade: Concelho:

™ Licenciatura [ Mestrado/ Doutoramento

[ Licenciatura [ Mestrado/ Doutoramento

Distrito:

Distancia da residéncia a industria/ zona industrial mais préxima:

~ <100m ~ 500m

" >lkm

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

" <100m — 500m

~ >1km

(v.6.0ut.2019) (Adaptado de http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/)
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Distancia da residéncia a autoestrada/via rapida mais proxima:

" <100m ~500m " >1km

Utilizacdo de agroquimicos (quando aplicavel):
Né&o Sim
Se sim, no: C Jardim " Quintal/ horta
Se sim, 0s seguintes agroquimicos:
[ Pesticidas [ Fungicidas [ Herbicidas

QOutros, quais:

DADOS ALIMENTACAO

Responder com base na alimenta¢do da crianca nos ultimos sete (7) dias:

ORIGEM dos alimentos consumidos:
[1<25% [150% [175% [1100% Caseiro/ Produtores locais

[1<25% [150% [175% [1100% Superficies comerciais/ Supermercado

LOCAL:
Casa: numero/ semana
Restauragdo/ Cantinas escolares: nimero/ semana

QUESTIONARIO ALIMENTAR:

Este questionario tem como objectivo avaliar uma potencial correlacdo entre o consumo de
determinados alimentos e os niveis de agroquimicos e micotoxinas presentes na urina da crianga.

Procure responder as questdes de uma forma sincera, indicando aquilo que realmente a crianga comeu
€ ndo 0 que pensa que seria correcto comer.

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

N&o se esqueca de ter em conta as vezes que 0 alimento é consumido sozinho e aquelas em que é adicionado a outros alimentos ou
pratos (exemplo: os ovos das omeletas, etc.).
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Nos ultimos sete (7) dias qual foi a frequéncia e a guantidade consumida de (assinale com X):

FREQUENCIA MEDIA

Grupo | Alimento (por¢do média)
Nunca ou <1semana | 1 porsemana | 2 por semana | 3 por semana | 4 por semana | 5 por semana | 6 por semana | 27 por semana
= LEITE (1 chavena = 250 ml)
O n
E © | IOGURTE (Um = 125 g)
—

QUENO (Uma fatia=30g)

GELADO (Um ou 2 bolas)

OUTRAS CARNES (1 porg¢do = 120g)

FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (por¢do média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por >7 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
g PAO BRANCO OU TOSTAS (1-2 UNIDADES)
E PAO (OU TOSTAS) INTEGRAL OU OUTROS (1-2
: UNIDADES)
Q | BROA (1 fatia = 80 g)
= FLOCOS DE CEREAIS (1 chavena sem leite)
ARROZ e MASSAS (% prato)
FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (por¢do média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
w | OVOS (1 UNIDADE)
% w | AVES (FRANGOE PERU) (2 pecas ou % frango)
S E VACA (1 por¢do = 120g)
S | PORCO (1 porgao = 120g)
o

ENCHIDOS E FUMADOS (e.g. FIAMBRE, CHOURICO, SALPICAO,
PRESUNTO, SALSICHAS, TOUCINHO, BACON) (2 fatias ou 3 rodelas)

PEIXE ((1 por¢do = 120g)
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FREQUENCIA MEDIA
Alimento (por¢ao
Grupo média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
6 2 SOPA (1 prato)
L F
= LEGUMES/ SALADAS (1
porgdo)
FRUTA (4 pecas)
FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (por¢do média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
b BOLACHAS (3 unidades)
o
Q CHOCOLATE E
DERIVADOS (3
quadrados; 1 colher
de sobremesa)
L . FREQUENCIA MEDIA
Porg¢do média (porgcdo
Grupo média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
(%)
8 (%)
2 8 % chavena
iy (descascados)
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