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1. Apresentacao e Motivacoes para Reavaliacao

A Nota Técnica visa cumprir uma das etapas da reavaliacio toxicoldgica, prevista na RDC
n° 10/2008 e detalhada na RDC n° 48/2008. Esta nota foi elaborada com o apoio técnico de
especialistas da equipe de pesquisadores da Fundag¢do Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

A partir da data de sua publicacdo, a mesma ficard em Consulta Publica por 60 (sessenta)
dias, conforme disposto pela RDC n°® 48/2008 e decisdo da Diretoria colegiada da ANVISA e as
contribui¢des, apds consolidagdo, serdo analisadas conjuntamente pela comissido de reavaliagdo
integrada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria), IBAMA (Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) e MAPA (Ministério da Agricultura,

Pecudria e Abastecimento).

O controle da producdo, da comercializacdo e do emprego de técnicas, métodos e
substancias que comportem risco para a vida, a qualidade de vida e o meio ambiente, é uma
incumbéncia do Poder Publico, atribuida pelo artigo 225 da Constitui¢do Federal, regulamentado no

caso especifico dos agrotoxicos, pela Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989.

De acordo com a Lei n°® 7.802/89, os agrotoxicos, como o nome aduz, sdo substancias que
comportam risco a vida e a satide, tanto dos trabalhadores expostos a essas substincias, quanto a
dos consumidores de culturas tratadas e populacdo em geral. Estes produtos necessitam de uma
detalhada avaliagdo para obtengdo de registro, a qual é procedida pelos Ministérios da Agricultura,

da Satde e do Meio Ambiente, cada um em suas respectivas dreas de atuacao.

O legislador reconheceu a possibilidade de efeitos danosos dos agrotdxicos ao estabelecer,

no § 6°, do art. 3°, da Lei n® 7.802/89, as proibicdes de registro'. Dessa forma os agrotxicos, para

' Redagio dada pela Lei 7.802/89 - Art. 30 - § 6° - “Fica proibido o registro de agrotéxicos, seus componentes
e afins:

a) para os quais o Brasil ndo disponha de métodos para desativagdo de seus componentes, de modo a impedir
que os seus residuos remanescentes provoquem riscos ao meio ambiente e a saude publica;

b) para os quais ndo haja antidoto ou tratamento eficaz no Brasil;

¢) que revelem caracteristicas teratogénicas, carcinogénicas ou mutagénicas, de acordo com os resultados
atualizados de experiéncias da comunidade cientifica;

d) que provoquem distirbios hormonais, danos ao aparelho reprodutor, de acordo com procedimentos e
experiéncias atualizadas na comunidade cientifica;



a obtencdo do registro, sdo avaliados quanto aos aspectos de impactos a saide humana e ao meio

ambiente e de eficdcia agrondmica.

A ANVISA € o 6rgdo responsdvel no dmbito do Ministério da Saide por avaliar a
toxicidade dos agrotdxicos e seus impactos a saide humana, emitindo um parecer toxicoldgico
favoravel ou desfavordvel a concessdo do registro pelo Ministério da Agricultura. Os estudos
exigidos para efetuar a avaliacdo toxicoldgica dos agrotdxicos seguem parametros e metodologias
adotadas internacionalmente, em particular pela ONU/OMS - Organizagdo Mundial de Satide,
OECD - Organization for Economic Co-operation and Development, USA/EPA — Environmental
Protection Agency e ONU/FAO — Food and Agriculture Organization. A avaliacdo toxicoldgica
leva também em conta as condi¢des brasileiras de uso e consumo de culturas tratadas com

agrotoxicos e o impacto desses produtos na saide humana de trabalhadores e consumidores.

Uma vez concedido o registro de determinado agrotdxico este possui validade ad eternum,
sem previsdo de qualquer prazo para renovagdo ou revalidacdo do mesmo. Entretanto, como o
conhecimento técnico cientifico, sobre os ingredientes ativos e especialmente sobre o surgimento de
perigos e riscos associados ao uso, tende a ser desenvolvido a partir da colocagdo dos agrotéxicos
no mercado, a Lei n° 7.802, de 1989 e o Decreto n° 4.074, de 2002 prevéem a reavaliacdo

toxicoldgica’.

e) que se revelem mais perigosos para o homem do que os testes de laboratério, com animais, tenham podido
demonstrar, segundo critérios técnicos e cientificos atualizados;

f) cujas caracteristicas causem danos ao meio ambiente”.

? Redaciio dada pelo Decreto n® 4.074/02 - Art 2°, inciso VI .

“Art. 20 Cabe aos Ministérios da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, Saide e do Meio Ambiente, no
ambito de suas respectivas dreas de competéncias:

VI - promover a reavaliag@o de registro de agrotoxicos, seus componentes e afins quando surgirem indicios da
ocorréncia de riscos que desaconselhem o uso de produtos registrados ou quando o Pais for alertado nesse
sentido, por organizagdes internacionais responsaveis pela saide, alimentagdo ou meio ambiente, das quais o
Brasil seja membro integrante ou signatério de acordos.”

10) Na Instrucdo Normativa Conjunta n° 2, de 27 de setembro de 2006 (Art. 1°, incisos de I a III), essa
previsdo € refor¢ada, conforme segue:

“Art. 1° As reavaliacdes dos agrotoxicos, seus componentes e afins serdo efetuadas nas seguintes situagdes:



Cabe ainda aos trés Ministérios, no ambito de suas respectivas dreas de competéncia,
promover a reavaliacdo de registro de agrotdéxicos, seus componentes e afins quando surgirem
indicios da ocorréncia de riscos que desaconselhem o uso de produtos registrados ou quando o Pais
for alertado nesse sentido, por organizacdes internacionais responsaveis pela saide, alimentagdo ou
meio ambiente, das quais o Brasil seja membro integrante ou signatdrio de acordos (Decreto 4.074,

de 2002, Art. 2°, inciso VI).

Em relagdo aos aspectos toxicoldgicos, de competéncia da ANVISA, a reavaliacdo de
agrotéxicos ocorre quando hd alguma alteracdo de perigo ou risco a saide humana, em comparacio
aos avaliados durante a concessdo de registro. Essas alteracdes podem ser detectadas através do
avango dos conhecimentos cientificos, alertas em funcdo de observacdes epidemiolégicas que
apontem a situagdes ndo evidenciadas nos estudos experimentais conduzidos em animais de

laboratério, entre outras possibilidades.

O ¢6rgao federal responsdvel pelo aspecto a ser reavaliado, neste caso em especifico suspeita
de efeitos a saude, diante de alertas ou suspeitas de efeitos adversos, que se configuram dentre os
proibitivos de registro, inserindo o ingrediente ativo acefato na reavaliacdo e cuja andlise técnica € o

objeto da presente nota.

2. Introduciao:

O acefato (O,S-dimetil acetilfosforamidotioato) pertence ao grupo dos agrotoxicos
(pesticidas) organofosforados (OPs) e € ingrediente ativo (IA) de vérios produtos
inseticidas e acaricidas.

Os OPs agem fosforilando a enzima acetilcolinesterase (AChase) e bloqueando - de
forma irreversivel, ou apenas muito lentamente reversivel - a sua atividade catalitica.

Diferentemente do que ocorre com outros neurotransmissores (e.g. noradrenalina,

I - quando ocorrer alerta de organizacdo internacional responsavel pela satide, alimenta¢do ou meio ambiente,
da qual o Brasil seja membro integrante ou signatirio de acordo ou convénio, sobre riscos ou que
desaconselhem o uso de agrotéxico, componente ou afim;

II - por iniciativa de um ou mais dos 6rgédos federais envolvidos no processo de avaliagdo e registro, quando
houver indicios de redug@o de eficiéncia agrondmica, alteracdo dos riscos a saide humana ou ao meio
ambiente, e

III - a pedido do titular do registro ou de outro interessado, desde que fundamentado tecnicamente.* (grifado)



dopamina, serotonina), a acetil-colina liberada na fenda sindptica ndo € transportada de
volta para o interior do terminal pré-sindptico. Nas sinapses colinérgicas € a colina, um dos
produtos da hidrélise enzimadtica da acetil-colina, que € transportada o interior do terminal
pré-sindptico. A hidrélise da acetilcolina mediada pela AChase €, portanto, evento
fundamental para interromper a transmissdo do impulso nervoso nas sinapses colinérgicas
dos Sistemas Nervosos Central (SNC) e Autdnomo (SNA), e da jun¢ido neuromuscular. Em
virtude deste fato, o bloqueio irreversivel da acetil-colinesterase pelos OPs desencadeia um
quadro neurotéxico agudo, caracterizado por uma ampla gama de sinais e sintomas
(sindrome colinérgica) que resultam da exacerbacdo da funcdo colinérgica aos niveis do
SNA (pré- e pos-ganglionar), jun¢ido neuromuscular e SNC.

O modo de a¢do dos OPs € semelhante em invertebrados (insetos) e em vertebrados.
Os OPs inibem, de forma similar, tanto a AChase dos organismos alvo (insetos / dcaros)
como a de espécies ndo alvo (incluindo o homem), e por isso exibem, de um modo geral,
(com a possivel excecdo do malation) uma baixa seletividade quanto a acdo téxica. Esta
caracteristica toxico-dinamica, aliada a certas propriedades tdxico-cinéticas (pronta
absorcdo dérmica), confere aos agrotéxicos OPs elevada periculosidade, em termos de
exposi¢des ocupacionais, acidentais e intencionais (tentativas de suicidio). Nos paises em
desenvolvimento, os OPs se destacam por serem os principais responsiveis pela
significativa morbidade e mortalidade associada ao uso de agrotoxicos.

Além do quadro neurotoxico (sindrome colinérgica) que aparece nas intoxicagoes
agudas, a toxicidade resultante da exposi¢cdo aos OPs se manifesta também de outras
formas.

Alguns OPs causam um quadro neurolégico (axonopatia sensitivo-motora distal),
conhecido como polineuropatia retardada induzida por organofosforados (OPIDP,
“organophosphate-induced delayed polyneuropathy’), e caracterizado por formigamento de
pés e maos, seguido de perda da sensibilidade, fraqueza muscular progressiva, flacidez dos
musculos das extremidades dos membros superiores e inferiores, e perda da coordenacgio
motora. Esse quadro tem inicio alguns dias, em geral duas a trés semanas, apds uma
exposi¢cdo pontual ao OP, quando os sintomas cldssicos da sindrome colinérgica ja
diminuiram ou desapareceram. Na OPIDP, a lesdo primaria € uma degeneracdo da parte
distal de axoOnios e seus terminais, que afeta principalmente as fibras mielinizadas mais

longas e de maior didmetro. A OPIDP ndo estd relacionada diretamente a inibicdo da



AChase, mas parece estar associada a inibicdo de uma outra esterase, a NTE (“neuropathy
target esterase’), ou esterase neuropdtica alvo.

Outro quadro neuroldgico grave, desencadeado por exposi¢cdes aos OPs, foi
identificado mais recentemente, e passou a ser conhecido como “sindrome intermedidria”.
A Sindrome Intermedidria (SI) caracteriza-se pela acentuada fraqueza dos misculos
respiratdrios, e diminui¢ao da for¢a dos musculos do pescoco e das extremidades proximais
dos membros. Esses sintomas aparecem algumas horas apds o inicio dos sintomas de hiper-
estimulacdo colinérgica (intoxicac¢do aguda). O comprometimento respiratério na SI, se ndo
houver pronto atendimento em hospitais equipados com aparelhos de respiragdo assistida,
pode levar a morte. Acredita-se que a SI resulte da dessensibilizacdo dos receptores
colinérgicos, em virtude da prolongada estimulagao.

Alguns aspectos da neurotoxicidade dos OPs ainda s@o motivo de debate entre os
especialistas. Uma dessas questdes ainda em aberto, € a suspeita que a exposi¢do cronica a
niveis baixos de OPs, que ndo causam o aparecimento dos tipicos sintomas colinérgicos
(i.e., intoxicagOes sub-clinicas), possa resultar em efeitos adversos a longo-prazo,
principalmente neuropsicologicos ou neuropsiquidtricos. Nesse sentido, hd evidéncias
origindrias de estudos neurocomportamentais em animais, mas a comprovagdo dessa
possibilidade através de estudos epidemioldgicos em seres humanos € dificil (Costa, 2006).
Outra questdo preocupante, é o fato de estudos experimentais sugerirem que criancas
(organismos ainda em desenvolvimento) possam ser mais vulnerdveis aos efeitos de OPs.
Ha indicios claros de que a exposi¢do continua de animais em fase de desenvolvimento a
baixas doses de OPs pode afetar adversamente o crescimento € a maturacdao
neurocomportamental (Eskenazi et al, 1999, Costa, 2006).

Em virtude da elevada periculosidade e do impacto sanitdrio, os OPs estdo sendo
alvo de reavaliagdes periddicas em todo o mundo, com vistas a atualizagdo do perfil
toxicoldgico e a substitui¢do dos ingredientes ativos — sempre que possivel — por outros
mais seguros. A presente reavaliacdo toxicoldgica do ingrediente ativo acefato se situa

neste contexto.



3. Caracterizacio Quimica:

Nome comum: Acefato

Nome quimico: O, S-dimetil acetilfosforamidotioato

Numero de registro no CAS (Chemical Abstracts Service): 30560-19-1
Foérmula empirica: C4H;(NOsPS

Estrutura quimica:

O O
H;C . /’ P ~H
S /N CH,
OCH, )

Peso molecular: 183,16 g/mol

Pressao de vapor: 1,7 x 10° mm Hg (24 °C)

O acefato técnico € sélido (incolor / branco), tem ponto de fusdo situado
entre 81 e 91°C, e ¢ altamente soliivel em dgua, acetona e etanol. No ambiente, o
acefato degrada-se em metamidofés, composto organofosforado que também ¢é

usado como IA de produtos inseticidas / acaricidas.

4. Avaliacao Toxicolégica:
4.1 Toxicocinética:

A cinética do acefato (25 e 100 mg/kg) foi estudada em grupos de ratos Sprague-
Dawley (grupos de 03 ratos machos e 03 fémeas por dose) que receberam o produto
radiomarcado ([14C-S-metil]acefat0, pureza radioquimica >95%), dissolvido em d&dgua
deionizada, por entubacdo géstrica. A radioatividade foi determinada no plasma sanguineo,
coletado entre 30 minutos e 168 horas apds a administragdo oral.

Em ratos dos dois sexos, duas fases de eliminacdo do acefato do plasma foram
identificadas, uma fase rdpida durante as duas horas iniciais apés a administracdo, com uma

meia-vida (t;») estimada em 1,4 horas, e outra posterior (terminal), muito mais lenta, com



uma meia vida estimada em aproximadamente 50 horas. Os demais parametros cinéticos

determinados nesse estudo sdo apresentados no quadro que se segue.

Tabela 1. Pardmetros cinéticos do acefato determinados em ratos Sprague-Dawley (machos e fémeas)

apOs administracao de uma tnica dose por via oral.

Dose (mg/kg) Cruax (Ug/2) Tmix (h) AUC g.i680 (ug-h. g-) | i (h) typterminal (h)
25 22-25 0,5 150 1,4 50
100 83-98 0,5 560 1,4 50

O metabolismo e a distribui¢do do acefato foram investigados em outro segmento
do estudo, em grupos de ratos (4 machos e 4 fémeas / dose) tratados uma unica vez, por via
oral, com as mesmas doses do pesticida radiomarcado (25 e 100 mg/kg). Os ratos foram
mortos 0,5, 1, 2, 8 e 24 horas ap06s o tratamento. Neste estudo constatou-se que o acefato se
distribuiu amplamente por todos os tecidos dos ratos, e que os niveis mais elevados foram
alcancados entre 30 min e 1 hora apds o tratamento, tanto no caso dos machos como no das
fémeas. As concentra¢des mais elevadas do radionuclideo foram encontradas nos érgaos
com mais alta perfusio, tais como figado, rins e cora¢cdo, que continham niveis semelhantes
aos do plasma. Vinte e quatro horas apds a administracdo, as concentra¢des de acefato nos
tecidos cairam a niveis dez ou mais vezes menores do que os niveis maximos alcangados. A
excrecdo urindria correspondeu a 83-89% da dose, a eliminagdo pelas fezes a 2%, e a
eliminacao pelo ar expirado (como CO,) a 5-9% da dose administrada. O metabolismo do
acefato foi minimo e, nesse estudo, nos ratos dos dois sexos e nas duas doses, quase 90%
da radioatividade encontrada na urina, coletada durante 24 horas apds o tratamento,
correspondeu ao acefato que ndo foi biotransformado. O metamidofds correspondeu a cerca
de 5% da radioatividade recuperada na urina dos ratos, mas, como o material administrado
continha aproximadamente a mesma percentagem de metamidofés, ndo foi possivel
concluir que ele tenha resultado da biotransformacao do acefato. Pequenas quantidades de
outros potenciais metabdlitos do acefato (e.g. O,S-dimetil fosforotioato, O-desmetil acefato,
e outros) também foram encontradas na urina, mas nesses casos, como no do metamidofos,
hd a possibilidade deles serem origindrios de impurezas presentes no material que foi

administrado aos animais (Johnson, 2004, apud JMPR 2005).




Em outro estudo realizado com ratos, a cinética do acefato radiomarcado (S-metil
C-acefato) foi investigada apds a administracdo repetida, por entubagdo gastrica, durante
7 dias consecutivos (25 mg/kg/dia). Neste estudo, as maiores concentragdes de residuos
marcados foram encontradas no figado e na pele. A eliminacdo ocorreu principalmente
através da urina (82-95% da dose administrada) e, secundariamente, pelo ar exalado (1-4%)
e pelas fezes (1%). Na urina, foram identificados o acefato inalterado (73-77%), o O,S-
dimetil fosforotioato (3-6%) e o S-metil acetil fosforoamidotioato (3-4%), nao tendo sido
detectado o metamidof6s. Setenta e duas horas apds a ultima dose, menos do que 1% foi

detectado como residuo em 6rgaos e tecidos (Lee 1972, apud JIMPR, 2005).

4.2Toxicidade aguda:

A toxicidade aguda do acefato foi investigada em roedores (ratos e camundongos),
lagomorfos (coelhos), cdes e em outras espécies ndo alvo. Os sinais e sintomas
apresentados por roedores, coelhos e cides apds a administracdo de uma unica dose de
acefato foram, de um modo geral, aqueles tipicos da sindrome colinérgica e incluiram
hipoatividade, tremores, fraqueza muscular, letargia, ataxia, salivacdo excessiva,
lacrimejamento, cromodacriorréia, diarréia, exoftalmia, incontinéncia urindria, e
diminui¢do da ingestdo de alimentos (ratos). Nos ratos e camundongos que sobreviveram
ao tratamento com acefato, via de regra, os sintomas haviam desaparecido por volta dos
dias 8 e 9 pos-tratamento, respectivamente. As doses letais 50% (DLsg) agudas para
exposicao oral situaram-se entre 360 (camundongos) e 1400 mg/kg de peso corporal
(ratos). Nos cdes da raca Beagle, a dose oral minima que produziu vomitos foi 220 mg/kg
peso corporal, e a dose oral minima que causou mortes foi 680 mg/kg de peso corporal
(JMPR, 2005).

Nao foram evidenciadas irritagdo dérmica ou irritacdo ocular significativa com o
acefato técnico (JMPR, 2005). O acefato foi ndo sensibilizante em aplicagdao dérmica (teste

de sensibilizacdo dérmica de Magnusson & Kligman) (JMPR, 2005)



Tabela 2. Estudos da toxicidade aguda do acefato

Animal Linhagem Sexo Via de Pureza DL, CLs
administracao (%) (mg/kg de peso (mg/L de ar)
corporal)
rato Sprague- | Machos e oral 97 1400 -
Dawley fémeas 1000
rato Sprague- | Machos e Inalacao 97,8 - > 15
Dawley fémeas (4h, nariz
apenas)
camundongo NE Machos e oral 88,9 360 -
fémeas
cio Beagle | Machos e oral 89.6 210° -
fémeas 680°
coelho New Machos percutinea 98,3 >10.000 -
Zealand
coelho New Machos e | percutanea 97,8 >2.000 -
Zealand fémeas

NE: néo especificada; “ minima dose emética; > minima dose letal
Adaptado de JMPR 2002

4.3 Toxicidade de doses repetidas de curta e média duracao e neurotoxicidade

4.3.1 Estudo especial da neurotoxicidade aguda em ratos

Ratos Sprague-Dawley Crl:CD® BR, dois machos e duas fémeas por grupo,
receberam acefato (99,0% de pureza) diluido em 4gua deionizada, por via oral (entubacgdo
gdstrica), nas doses de 5, 25, 125 ou 500 mg/kg/dia, enquanto o grupo controle (dose 0)
recebeu apenas dgua deionizada. Em uma segunda parte do estudo, grupos de cinco fémeas
receberam 0; 0,5; 2,5 ou 5 mg de acefato por kg de peso corporal.

Na primeira parte do estudo, todos os animais sobreviveram até o momento do
sacrificio, i.e., 2 hs e 30 min apés o tratamento. Os principais achados relacionados ao
tratamento foram tremores da boca, das patas dianteiras e traseiras e/ou do corpo inteiro, e
alteracdo da locomocd@o dos animais que receberam as doses de 125 e 500 mg/kg de peso
corporal. Esses sinais clinicos comegaram a ser observados 1-2 h apds a exposicdo e
persistiram até o sacrificio. Apenas um rato macho tratado com 25 mg/kg apresentou

tremores. Além desses sinais clinicos, foi registrado salivagdo excessiva em ratos que
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receberam 125 e 500 mg/kg; e contracdo das orelhas em ratos expostos a 25, 125 e 500
mg/kg. Esses sinais clinicos foram observados em um nimero limitado de animais 1, 2 e 2
h e 30 min apds a exposi¢do. Outros sinais clinicos relacionados ao tratamento, tais como
hipotermia e hipoatividade foram vistos na dose de 500mg/kg. Nenhum sinal clinico foi
registrado na dose de 5 mg/kg/dia.

A atividade da colinesterase plasmatica, eritrocitaria e cerebral foi inibida de modo
dose relacionado, nos machos e nas fémeas tratados com as doses de 5, 25, 125 e 500
mg/kg. O valor médio da colinesterase plasmdtica sofreu reducdo de 30%, 55-56%, 75—
77% e 84% em machos, e 25-26%, 41-44%, 69-70% e 91% em fémeas, nas quatro doses
respectivamente. A atividade colinesterdsica eritrocitdria dos animais tratados foi menor do
que a registrada no grupo controle, sendo a diminuicdo de 15-25%, 29-32%, 45-50% e
49-55%, em machos, e de 13-14%, 31-41%, 46-52% e 50-58% em fémeas, nas doses de
5, 25, 125 e 500 mg/kg, respectivamente. A diminui¢do da atividade colinesterdsica foi
semelhante nas diferentes regides do cérebro examinadas. Entre os tratados, a atividade
colinesterdsica cerebral foi menor do que as dos grupos controles em 18-32%, 50-59%,
66-77% e 75-81%, nos machos, € 25-31%, 55-66%, 711-79% e 79-85% nas fémeas, nas
doses de 5, 25, 125 e 500 mg/kg/kg, respectivamente.

Na segunda parte do estudo, todos os animais sobreviveram até o momento do
sacrificio, 2 hs e 30 min apdés o tratamento, € nenhum sinal clinico foi observado. A
atividade da colinesterase plasmatica foi reduzida em 14% na dose de 2,5 mg/kg e em 10%
na dose de 5 mg/kg. Na dose de 5 mg/kg, a atividade da colinesterase eritrocitéria foi 19%
menor do que a registrada nos controles. A atividade colinesterdsica do cérebro nos tratados
foi menor do que nos controles, em 13-22% na dose de 2,5 mg/kg, e em 30-34% na dose
de 5 mg/kg. Nao foram observadas alteracdes da atividade colinesterdsica plasmadtica,
eritrocitdria e cerebral nas fémeas tratadas com uma tnica dose de 0,5 mg/kg. O NOAEL
(“nivel maximo de dose em que ndo foram observados efeitos adversos”) neste estudo
agudo (dose unica) foi fixado em 2,5 mg/kg levando em conta a inibicdo da atividade

colinesterasica (Nemec, 1995).
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4.3.2 Estudo da neurotoxicidade em ratos: Exposicao de curta duracao.

Ratos Sprague-Dawley (Crl:CD(SD) IGS BR), divididos em grupos de 12 machos e
12 fémeas, foram alimentados com dieta contendo acefato técnico (99.1%), nas
concentracdes de 0, 50, 100, 250, 500, 700 ou 1000 ppm (equivalentes a 0, 3,4, 6,7, 17,6,
36,5, 50,8 e 74,2 mg/kg por dia para machos, e 0, 3,8, 7,5, 19,3, 40,9, 57,2 e 89,7 mg/kg
por dia para fémeas), por 49 dias consecutivos. Todos os animais sobreviveram ao
tratamento, e nenhum sinal clinico, comportamental, ou achado por ocasido da necropsia,
foi registrado nos animais expostos ao acefato. O ganho de peso corporal dos machos
durante os 8 primeiros dias de tratamento foi menor nos grupos expostos aos niveis >250
ppm. Nos machos expostos a 1000 ppm, a reducdo consistente do peso corporal se
prolongou além dos 8 dias iniciais de tratamento. Ao final do periodo de tratamento, o peso
do grupo exposto a 1000 ppm apresentou reducio de 11%, em comparag@o aos controles. O
consumo de alimentos dos animais expostos a 1000 ppm também diminuiu. O ganho e o
peso corporal das fémeas ndo foram alterados. Nao foram observadas alteracdes clinicas,
comportamentais, motoras, do peso dos cérebros, e em uma bateria de observacdes
funcionais entre os expostos ao acefato.

O efeito da exposi¢do sobre a atividade das colinesterases plasmadtica, eritrocitéria e
cerebral é mostrado na tabela 3. Entre os ratos expostos as menores concentragdes (50 e
100 ppm), a atividade da colinesterase cerebral foi proporcionalmente mais inibida do que a
eritrocitaria e a plasmatica. Nos ratos expostos as concentracdes maiores, a inibicdo das
colinesterases eritrocitaria e cerebral foi similar. Em todos os grupos, foi observada reducao
(>20%) dose-dependente das atividades de todas as colinesterases, em ambos 0s sexos, com
excecdo da atividade eritrocitdria em machos expostos a 50 ppm, e da plasmdtica em
fémeas expostas a 50 e 100 ppm. Em que pese a acentuada reducdo da atividade
colinesterasica cerebral (40-80%), ndo foram observadas alteracdes neurocomportamentais.
O NOAEL nao pode ser fixado, e o LOAEL (“menor nivel de dose em que foram notados
efeitos adversos”) foi 3,4 mg/kg por dia (50 ppm) com base na inibi¢do da colinesterase

cerebral (Foss, 2004 apud JMPR, 2005).
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Tabela 3: Inibicdo da atividade colinesterdsica (% de redug@o em relagdo ao controle,
controle = 100%) em ratos expostos ao acefato por 49 dias

Concentragdo de acefato na dieta (ppm)
Tecido: 50 100 250 500 700 1000
Machos
Cérebro -46,8 -50,9 -68,2 -68,2 -75,6 -79,3
Plasma -21,6 -27,7 -374 -44,1 -53,1 -60,7
Eritrdcitos 2,7 -39,2 -63,5 -52,0 -86,1 -60,3
Fémeas
Cérebro -39,6 -51,3 -61,7 -71,1 -69,7 -76,5
Plasma -13,5 -17,6 -42,2 -52,0 -46,8 -71,9
Eritrdcitos -29,8 -38,3 -67,0 -81,3 -73,0 -81,3
Adaptado de Foss, 2004 apud JMPR, 2005.

4.3.3 Estudo da toxicidade oral em ratos: Exposicao por 13 semanas.

Ratos Sprague-Dawley (30 machos e 30 fémeas por nivel de dose) foram expostos
ao acefato, adicionado a racdo (concentragdes nominais do acefato: 0, 2, 5, 10, e 150 ppm),
por 13 semanas consecutivas. Quando a exposi¢do teve inicio, os ratos tinham 45 dias de
vida. Levando em conta a ingestdo média de alimento, as doses didrias de acefato foram:

machos: 0; 0,12; 0,28; 0,58, 8,90 mg/kg/dia; fémeas: 0; 0,15; 0,36; 0,76; 11,48 mg/kg/dia.

Ao final das 13 semanas de exposicdo, foi constatada uma inibi¢do da atividade
colinesterdsica cerebral em todos os grupos expostos ao acefato. Embora no grupo tratado
com a dose mais baixa a atividade colinesterdsica no tecido cerebral tivesse sido
estatisticamente menor do que a atividade da enzima nos respectivos controles, a agéncia de
prote¢do ambiental americana (US-EPA) considerou este nivel de dose como o NOAEL do
estudo (i.e., 2 ppm ou 0,12 mg/kg/dia nos machos e 0,15 mg/kg/dia nas fémeas). A agéncia
americana considerou que, apesar da andlise estatistica ter detectado uma inibi¢do da
colinesterase cerebral na menor dose testada (i.e. o NOEL para inibicdo de colinesterase

cerebral seria < 0,12 mg/kg/dia), este nivel de dose representaria, de fato, o limiar para o
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aparecimento deste efeito e fixou-o como NOAEL do estudo. Pesou nesta avaliacdo da US-
EPA, a constatacdo de que a curva dose-efeito era muito achatada nesta regido, tornando-se
praticamente paralela ao eixo dos ‘x’. No grupo dos ratos expostos a 150 ppm de acefato
(doses: machos, 8,9 mg/kg/dia, e fémeas, 11,48 mg/kg/dia), houve uma inibicio
estatisticamente significante, tanto da colinesterase cerebral, quanto da eritrocitdria. As
medidas da colinesterase plasmdtica variaram amplamente, e apenas um subgrupo exibiu
uma diminuic¢io estatisticamente significativa da atividade (Fémeas apds 13 semanas de
exposi¢cdo a 150 ppm). O NOEL para a inibi¢ao das colinesterases eritrocitdria e plasmética
foi fixado em 10 ppm (0,58 mg/kg/dia para machos e 0,76 mg/kg/dia para fémeas).
(Nemec, 1997 apud IPCS, 2002).

4.3.4 Estudo da toxicidade oral em ratos: Exposicio por 13 semanas.
(submetido a ANVISA para avaliacdo toxicoldgica do IA pela CHEMINOVA). Estudo
realizado em condi¢des de observancia das Boas Préticas de Laboratério (Good Laboratory

Practices, GLP).

Ratos Wistar (HsdBrl Han) machos e fémeas foram expostos, por via oral, ao
acefato, incorporado a rag@o, nas concentragdes de 0 (controle), 1, 25 e 150 ppm. Dez ratos
machos e dez fémeas foram alocados em cada grupo (nivel de dose) e expostos a ragdo
contendo acefato, ou a ragdo controle por 13 semanas consecutivas. Com ratos de uma
segunda remessa recebida pelo laboratério contratado, foram constituidos grupos andlogos
de 10 ratos de cada sexo, que foram mortos apds 6 semanas de exposi¢ao ao acefato (estudo
satélite). Nos dois estudos (principal e satélite):

— Nao ocorreram mortes e ndo foram observados sinais clinicos relacionados ao
tratamento com acefato.

— Nao foram registradas alteracdes de peso corporal, consumo de ragdo e eficiéncia
alimentar.

— Nao foram evidenciadas alteracdes oftalmoldgicas.

— Nao foram encontradas alteracdes hematoldgicas e de pardmetros bioquimicos
do sangue (exceto pela inibi¢cdo da colinesterase) atribuiveis ao tratamento.

— A necrdpsia ndo revelou alteracdes de peso de 6rgdos. Nao foram achados nos

exames macroscoOpico e histopatdlogico das visceras alteragdes atribuiveis ao tratamento.
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— Diminui¢do da atividade motora (alteracdo funcional) foi constatada na semana
12, em machos e fémeas expostos a 150 e 25 ppm de acefato, respectivamente. As fémeas
expostas a 150 ppm de acefato também exibiram diminui¢do da atividade motora em
diferentes épocas do estudo. Essas alteragdes foram interpretadas como sendo resultantes da
inibi¢do da atividade colinesterdsica.

— Inibi¢Ges da atividade colinesterdsica do plasma, eritrocitos e tecido cerebral
foram registradas nos ratos (machos e fémeas) expostos a 25 e 150 ppm de acefato. Uma
discreta inibi¢do foi notada também entre os ratos expostos a 1 ppm de acefato, mas essa
inibicao nao foi associada a alteragdes funcionais, e foi considerada pelos responsdveis pelo
estudo como sendo desprovida de significado bioldgico.

— Com base na inibicdo da atividade colinesterasica e nas alteracoes motoras
em ratos machos e fémeas, 0 NOAEL (nivel maximo de dose em que nao se observam
efeitos adversos) para o acefato foi fixado pelos responsaveis pelo estudo em 1 ppm, ou
seja, considerando o consumo diiario de racao: 0,08 mg/kg/dia para machos e 0,09
mg/kg/dia para fémeas (Rees, 2001).

4.3.5 Estudo da neurotoxicidade em primatas nao-humanos: Exposicao de

curta duracao.

Macacos cynomolgus (Macaca fascicularis) (2 machos e 2 fémeas) receberam
apenas o veiculo (0), ou o acefato técnico (pureza: 98.7%) na dose 2,5 mg/kg/dia, por via
oral (entubacdo géstrica), durante 34 dias consecutivos. Nao foram observadas diferencas
entre tratados e controles, com relagc@o a sinais clinicos, ao peso corporal, ao consumo de
alimentos ou dgua, aos exames fisicos, hematoldgicos e de urina, ao peso de 6rgdos e as
alteracOes patoldgicas macroscOpicas na autdpsia final. As atividades colinesterdsicas
eritrocitaria e plasmatica foram avaliadas a cada 2 dias, e a atividade da colinesterase
cerebral, apenas no momento do sacrificio. As atividades das colinesterases eritrocitdria e
plasmaética foram reduzidas pelo tratamento. A inibi¢do maxima foi atingida apds 6 dias
para a enzima plasmatica, e 14 dias para a eritrocitdria. A inibicdo entre os dias 6 e 34 de
tratamento foi em média de 42% em machos € 43% em fémeas, no caso da colinesterase
plasmadtica, e de 37 e 40%, nos machos e nas fémeas, respectivamente, no caso da
butirilcolinesterase. A colinesterase eritrocitdria apresentou redu¢do de 53% nos machos, e

47% nas fémeas, entre os dias 14-34 de tratamento, enquanto a atividade colinesterdsica
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cerebral, apds 4 semanas de exposi¢do, diminuiu em todos os animais tratados, 16 e 32% no
caso da butirilcolinesterase, € 50 ¢ 43% no caso da acetilcolinesterase, em machos e
fémeas, respectivamente. Apesar da acentuada inibi¢do, ndo foram observados os sinais e

sintomas caracteristicos da sindrome colinérgica (Cummins, 1983 apud JMPR, 2005).

4.3.6 Estudo da neurotoxicidade em humanos: Exposiciao de curta duracio.

Neste estudo, voluntarios receberam doses orais diarias de acefato (0,1; 0,2; 0,3 ¢
0,4 mg/kg/dia; misturas Monitor: Acefato, 1:4, 1:9) durante 37 a 73 dias. Nao foram
observados efeitos do tratamento sobre a colinesterase eritrocitdria, parametros
hematoldgicos, bioquimica clinica, pressdo arterial, freqiiéncia cardiaca, didmetro pupilar,
reflexo fotomotor, acomodagdo ocular, ausculta tordxica, tonus muscular, reflexo patelar,
tremor da lingua, e tremor dos dedos. As atividades da colinesterase plasmética foram
significativamente inibidas nos grupos 1:4 e 1:9. A inibi¢do no grupo 1:4 foi inicialmente
observada ap6s 16 dias de administracdo, na dose de 0,2 mg/kg/dia, em todos os sujeitos
estudados. A magnitude da depressdao em relagdo a atividade média pré-teste (basal) foi
maior do que dois desvios padrdo (DP). A primeira inibi¢do significativa no grupo 1:9 foi
registrada apenas em individuos do sexo masculino, 21 dias apds o inicio do tratamento
com a dose de 0,3 mg/kg/dia. Na dose de 0,4 mg/kg/dia, 2 de 3 mulheres tratadas exibiram
uma reducio significativa da colinesterase, com 10 dias de tratamento. Todas as atividades
colinesterdsicas inibidas retornaram aos niveis pré-tratamento durante o periodo de

recuperacdo de 7 dias (Chevron Chemical Co., 1973 MRID No. 00015160 apud US-EPA).

4.4 Toxicidade reprodutiva:

A toxicidade reprodutiva e a toxicidade para o desenvolvimento do acefato foram
avaliadas em seis estudos, dentre os quais quatro sdo relativamente antigos (realizados na
década de 1980) e constam de relatérios do IPCS (2002), e dois, mais recentes (Farag et al,
2000 ,,b), que foram publicados no periddico especializado Reproductive Toxicology.

Os estudos da toxicidade reprodutiva incluiram uma avaliac@o dos efeitos do acefato
sobre camundongos machos, expostos durante quatro semanas antes do acasalamento

(Farag et al 2000,), e dois estudos, realizados em ratos, sobre os efeitos da exposicao
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multigeracdo (2 ou 3 geragdes consecutivas) (IPCS, 2002). A investigacdao da toxicidade
para o desenvolvimento pré-natal (potencial embriotéxico ou teratogénico) foi conduzida
em ratos e coelhos (estudos ndo publicados relatados no IPCS, 2002) e, também, em
camundongos (Farag et al 2000y).

Detalhes desses seis estudos de toxicidade reprodutiva realizados com o acefato sdo

comentados a seguir.

3.4.1 Toxicidade Reprodutiva. Estudo dos efeitos sobre parametros

reprodutivos de camundongos machos.

A toxicidade reprodutiva do acefato foi estudada em camundongos ICR machos.
Camundongos adultos foram tratados por via oral (entubac@o gdstrica) com as seguintes
doses didrias de acefato: 0; 7; 14 e 28 mg/kg de peso corporal/dia. O tratamento foi
realizado durante 4 semanas consecutivas antes do acasalamento com fémeas nao tratadas.

Sinais de efeitos colinérgicos (salivagdo, tremores, € diminui¢do da atividade da
colinesterase cerebral e muscular) foram observados na maior dose (28mg/kg). Neste
estudo, o tratamento com acefato foi associado a diminui¢cao do nimero de implantagdes e
de fetos vivos, e aumento do nimero de reabsor¢des precoces na maior dose testada (28
mg/kg). Nos ratos tratados com a maior dose, e naqueles que receberam a dose
intermedidria (28 e 14 mg/kg), houve uma diminui¢do do peso dos testiculos.

O percentual de espermatozéides morfologicamente normais nao estava alterado em
nenhum dos grupos tratados com acefato, mas a contagem de espermatozdides e
espermatides, bem como a mobilidade espermadtica estavam diminuidas nas doses de 14 e
28 mg/kg, quando comparadas ao controle. O exame histolégico do cérebro ndo revelou
qualquer anormalidade. Os achados histolégicos em animais tratados incluiram
degeneracdo da fibra muscular e alteracdes dos testiculos. O indice de acasalamento
(machos que cruzaram / machos postos para cruzar) diminuiu na maior dose (28 mg/kg),
enquanto o indice de fertilidade (nimero de machos que engravidaram as fémeas / nimero
de machos que acasalaram) diminuiu nas duas maiores doses (14 e 28 mg/kg).

Este estudo sugeriu que, nas duas maiores doses, o acefato afetou a producdo
espermética e reduziu a fertilidade de camundongos machos. Ndo foram observados efeitos

na dose de 7 mg/kg/dia, que poderia ser considerado o NOAEL deste estudo. A dose em
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que o acefato causou toxicidade testicular neste estudo (14 e 28 mg/kg) correspondeu a
1/64 e 1/32 da DLs, para camundongos. Segundo os autores do estudo, uma exposi¢cdo
dessa magnitude pode ocorrer ocupacionalmente, principalmente se medidas de protecao

individual ndo forem seguidas (Farag et al, 2000,).

4.4.2 Toxicidade Reprodutiva. Estudo da exposiciao de ratos machos e fémeas

por duas geracoes consecutivas.

Grupos de 12 ratos machos e 24 fémeas Crl: COBS CD(SD) BR foram expostos ao
acefato (pureza ndo indicada), incorporado na dieta nas concentragdes de 0, 50, 150 e 500
ppm durante duas geracdes. A exposi¢cdo comecou 100 dias antes do acasalamento da
geracdo Fy e 120 dias antes do acasalamento da geracdo F;. Cada gerac@o correspondeu a
somente uma ninhada gerada pelos pais. Entre os animais expostos a 500ppm, foi
observada uma redu¢do do ganho de peso corporal nos machos (geracdes Fy e F;) e nas
fémeas durante a gestacdo e lactagdo. Nos ratos expostos a 150 ppm (ambos os sexos e
geracdes) e entre os expostos a 500 ppm (ambos os sexos da geracdo Fy e fémeas da
geragdo F;) foi constatado um aumento do consumo de ragdo. N@o ocorreram mortes
relacionadas ao tratamento.

Foram registradas reducdes do desempenho sexual, do nimero e tamanho de
ninhadas ao nascimento e ao desmame nos grupos expostos a 150 e 500 ppm. Com base
nesses efeitos reprodutivos e na geragdo parental constatados no grupo exposto a 150 ppm,
o NOAEL do estudo foi fixado em 50 ppm, o equivalente a 3,3 mg/kg/dia (Palmer et al.,
1983 apud 1PCS, 2002).

4.4.3 Toxicidade Reprodutiva. Estudo da exposicao de ratos machos e fémeas

por trés geracoes.

Grupos de 30 ratos machos e 30 fémeas (Charles River) receberam alimento
contendo acefato (98,7% de pureza) nas concentragdes de 0, 25, 50 ou 500 ppm,
equivalente a 1,7, 3,3 e 33 mg/kg, 75 dias antes dos acasalamentos que deram origem as
ninhadas Fj, e Fjp, € F2, € Fa,. Devido a baixa fertilidade de todos os grupos, incluindo o

controle, a terceira geracdo (Fs,) foi produzida a partir das ninhadas F,, Efeitos
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relacionados ao tratamento foram observados somente na dose de 500 ppm, e incluiram
diminuicdo do peso corporal e/ou diminuicdo do ganho de peso dos adultos (machos em
cada geracdo, e fémeas em algumas geracodes) e dos filhotes das geracdes F,, e F3, aumento
do consumo de alimentos (machos e fémeas) durante o periodo pré-acasalamento e
diminui¢do do consumo de alimentos durante a gestacdo e a lactacdo das fémeas. Os sinais
clinicos observados nos animais expostos envolveram um aumento da incidéncia de
alopecia (perda de pélos) na primeira geracdo, e da ocorréncia de fezes amolecidas ou
liquidas na segunda e terceira geracdes (machos). Foram observados ainda um
comprometimento do desempenho sexual, a diminuicao do tamanho médio da ninhada (25—
30%), e a reducgdo significativa da sobrevivéncia dos filhotes entre os animais expostos ao
acefato. Baseado nos efeitos registrados no grupo exposto a 500 ppm, o NOAEL do estudo

foi fixado em 50 ppm, equivalente a 3,3 mg/kg (Hoberman, 1987 apud IPCS, 2002).

4.4.4 Toxicidade para o desenvolvimento. Estudo do potencial embriotéxico em

coelhos.

Fémeas de coelhos foram inseminadas artificialmente e receberam injecdo de
gonadotrofina coridnica para induzir a ovulacdo. Os animais (16 por grupo) foram tratados
com acefato (92,8% pureza) nas doses de 0, 1, 3 ou 10 mg/kg/dia por via oral (entubacao
géstrica, volume: 1 m/kg) do dia 6 ao dia 27 de gestagdo.

Duas fémeas que receberam a maior dose (10 mg/kg) abortaram e foram
sacrificadas e descartadas (sem terem sido avaliadas) nos dias 25 e 27 de gestacdo. Um
discreto aumento de corrimento nasal atribuido ao tratamento foi observado em fémeas
grividas tratadas com as doses de 3 e 10 mg/kg. A razdo sexual fetal (machos:fémeas) foi
alterada na maior dose (controles: 49,5: 50,5; 10 mg/kg: 63,6: 36,4). Nao foram
registradas diferengas significativas entre controles e tratados com relag@o as frequéncias de
reabsor¢des precoces ou tardias, e de perdas pds-implantagcdo, e quanto ao nimero médio
de corpos luteos, ou peso médio fetal. Foram detectados anasarca em 3/66 fetos (todos da
mesma ninhada), e malformacdo do cranio (““dome-shaped head’) em um feto de outra
ninhada, no grupo exposto a dose de 10 mg/kg. Essas anomalias ndo foram observadas nos
grupos controles, no grupo tratado com a dose mais baixa, ou nos 741 fetos das 118

ninhadas do controle histérico do laboratério. Nao houve aumento significativo da
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freqiiéncia de outras malformacdes, embora um aumento ndo dose relacionado da
incidéncia total de malformacdes (esqueléticas + viscerais) tenha sido encontrado em todos
os grupos tratados quando comparados aos controles do experimento. Nao houve aumento
da ocorréncia de malformacdes, quando as freqii€éncias observadas nos grupos expostos ao
acefato foram comparadas com as registradas nos controles histéricos. O NOAEL foi
fixado em 3 mg/kg, com base na toxicidade materna e em 10 mg/kg com base na toxicidade

para o desenvolvimento (Rodwell, 1980 apud 1PCS, 2002).

4.4.5 Toxicidade para o desenvolvimento. Estudo da embriotoxicidade em ratos

Fémeas de ratos Crl: CD® (SD) BR receberam acefato (99,7% de pureza) em dgua
deionizada, nas doses de 0, 5, 20 ou 75 mg/kg/dia, por via oral (entubagdo géstrica) do dia 6
ao dia 15 de gestacdo. A cesdrea foi realizada no dia 20 de gravidez. Foram observadas
diminui¢des do peso corporal e do ganho de peso materno nas duas maiores doses (20 e 75
g/kg). No grupo tratado com a maior dose (75 mg/kg), as ratas apresentaram sinais de
neurotoxicidade, tais como, aumento de tremores e diminui¢do da atividade motora.
Toxicidade para o desenvolvimento foi observada no grupo exposto a maior dose. As
alteragdes fetais incluiram uma diminui¢cdo discreta do nimero médio de centros de
ossificagdo das vértebras caudais, das esternébras, e dos metacarpos e falanges dianteiras e
traseiras. O NOAEL foi fixado em 5 mg/kg para toxicidade materna e 20 mg /kg para
toxicidade para o desenvolvimento (Lochry, 1989 apud IPCS, 2002)

4.4.6 Toxicidade para o desenvolvimento. Estudo da embriotoxicidade em

camundongos

Neste estudo, a embriotoxicidade do acefato, administrado por via oral, foi avaliada
em camundongos. Fémeas gravidas de camundongos ICR (CD-1) receberam doses de O
(dgua destilada), 7, 14 e 28 mg/kg de acefato, por entubacdo géstrica, do dia 6 ao dia 15 de
gestacdo. A toxicidade materna foi evidente na dose de 28 mg/kg e manifestou-se por sinais
colinérgicos, diminui¢do do peso corporal nos dias 15 e 18 de gestac@o, e diminui¢io dos
pesos absoluto e relativo do cérebro (duas maiores doses). Na maior dose, o peso da

placenta diminuiu e o peso do figado materno aumentou. Nenhum efeito adverso materno
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foi observado na dose de 7 mg/kg. A exposicdo materna ao acefato (28 mg/kg) durante a
organogénese reduziu o nimero de implantagdes e o niimero de fetos vivos, aumentou o
numero de reabsor¢des precoces, diminuiu o peso médio fetal, e aumentou a incidéncia de
malformacdes esqueléticas e externas (polidactilia). Nao foram observadas malformacdes
viscerais. O acefato causou toxicidade materna e foi toxico para o desenvolvimento na dose

de 28 mg/kg. O NOAEL fixado neste estudo foi de 7mg/kg (Farag et al, 2000,)

4.5 Toxicidade genética:

O potencial genotoxico do acefato foi avaliado por uma série de ensaios in vitro e in

vivo que estdo relacionados nos Quadros 1A e 1B, respectivamente.

4.5.1 Ensaios in vitro

Como pode ser visto no Quadro 1A, em vérios ensaios in vitro para mutagenicidade,
realizados com as linhagens TA100 e JK947 de Salmonella typhimurium e WP2 de
Escherichia coli, amostras de acefato técnico apresentaram resultados positivos. Essas
respostas positivas, obtidas com e sem adic¢ao de sistema extrinseco de ativacdo metabdlica
(mistura S9), foram, na maioria dos casos, descritas como fracas (Moriya et al.,1983;
[Simon 1979, Bullock et al, 1982,,] apud WHO — IPCS, 1984 e Carver et al, 1985 apud
IPCS,1990 e US-EPA Index, Tox Review 003756). Alguns testes realizados com S.
typhimurium TA100 e E. coli WP2 produziram resultados negativos. Os resultados foram
consistentemente negativos para outras linhagens de S. typhimurium (TA98, TA1535,
TA1537, TA1538, JK3).

Em um dos ensaios de mutacdo reversa em Salmonella typhimurium TA100 foram
testadas amostras de acefato com diferentes graus de pureza (variando de 85 a 100%),
sendo o resultado negativo para a amostra de maior pureza (100%), e positivo para as de
menor pureza (Bullock et al 1982, apud WHO-IPCS 1984 e US-EPA Index. ToxReview
003756). Esses resultados sugerem que a atividade mutagénica ndo se deve ao acefato, mas
sim a contaminantes do acefato técnico.

Além da positividade em ensaios com procariotos, o acefato também foi positivo em

testes realizados com células eucaridticas, induzindo mutagdes em células L5178Y de
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linfomas de camundongos, aumentando as freqiiéncias de troca de crométides irmas (em
células CHO) e de recombinac¢do mitética/conversdo génica na levedura Saccharomyces
cerevisiae, ¢ aumentando a sintese ndo programada de DNA em fibroblastos humanos
([Jotz and Mitchell, 1980, Evans and Mitchell, 1980, Kirby et al, 1982,;, Mortelmans et al.,
1980, Simmon, 1979] apud WHO-IPCS, 1984 e US-EPA Index Tox Reviews 003756;
Wang et al, 2003).

4.5.2 Ensaios in vivo

A maioria dos ensaios in vivo para avaliagdo do potencial genotéxico do acefato
apresentou resultados negativos. Entretanto, um efeito clastogénico do acefato foi
evidenciado por Behera e Bhunya (1989) em dois testes (freqiiéncia de aberracdes
cromossOmicas e indugdo de micronucleos) realizados com camundongos Swiss Webster
machos. Um estudo empregando o ensaio cometa em leucdcitos de camundongo também

forneceu resultado positivo (Rahman et al, 2002).

4.5.3 Conclusoes:

A andlise desse conjunto abrangente de estudos in vitro e in vivo indica que o
acefato puro, ou com elevado grau de pureza, ndo € genotéxico. A positividade encontrada
ocasionalmente em alguns estudos, € uma investigacdo que comparou amostras de acefato
com diferentes graus de pureza, sugerem que os produtos técnicos podem, eventualmente,

apresentar contaminag¢do com substancias mutagénicas.
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Quadro 1A: Estudos in vitro realizados para avaliagdo da genotoxicidade do acefato.

Desfecho:

Microorganismo / linhagem de células

Dose / Concentracao

Pureza (%)

Resultado

Referéncia

Mutagdo reversa

S. typhimurium:cepas TA100, TA98, TA1535,
TA1537 e TA1538;

E. coli, cepa WP2

Ensaio realizado na presenca e na auséncia de
mistura de ativacdo metabdlica (S9).

0,01 — 10 mg/placa, para
cepas TA100 e WP2

93,5

Fracamente positivo,
para S.typhimurium
TA100 e E.coli WP2:
até 10 mg/placa, com
e sem S9.

Negativo para demais
cepas

Simmon (1979),
apud IPCS,
1984 ¢ US-EPA
Index, Tox
Review 003756

Mutagao reversa

S. typhimurium: cepas TA100, TA98 e TA1537.

Ensaio realizado na presenca e na auséncia de
mistura de ativacdo metabdlica (S9).

Cepa TA100: amostras de 1
a 7 testadas nas doses de 2-
50 mg/placa; amostra 8
testada nas doses de 0,01-50
mg/placa;

Cepas TA98 e TA1537: 10
e 50 mg/placa

(8 amostras )

- 85
2- 86
3- 90
4- 93
5- 95
6- 98
7- 99,6
8- 100

TA100: 7 amostras
fracamente positivas,
nas doses de 2 a 50
mg/placa, sem S9; 1
amostra negativa
(pureza de 100%).

TA98 e TA1537:
negativo (sem S9)

Bullock, Carver
& Wong
(1982a),

apud 1PCS,
1984 e
US-EPA Index,
Tox Review
003756

Mutagao reversa

S. typhimurium, cepa TA100

Amostras 1, 2, 3, 4 ¢ 6

(6 amostras )

Amostras fracamente

Bullock, Carver

testadas nas doses de 2-50 L o6 positivas, nas doses & Wong
mg/placa; amostra 5 testada 5 930 de 2 a 50 mg/placa, (1982b),
nas doses de 0.01-1 3 961 sem S9; amostra 5 foi apud IPCS,
me/placa ’ 4 980 inconclusiva. 1984 e
&P ’ 5- 99:() US-EPA Index,
6- 99,6 Tox Review
003756
Mutagdo reversa S. typhimurium TA1535, TA1537, TA98 e 0 - 5000 pg/placa Positivo para | Moriya, et al.
TA100; E. coli WP2 her Styphimurium - | (1983)
ind TA100 (-S9) e E.coli

Ensaio realizado na presenca e na auséncia de
mistura de ativacdo metabdlica (S9).

WP2.
Negativo para as
demais cepas.
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Continuacao do Quadro 1A Estudos in vitro realizados para avaliacdo da genotoxicidade do acefato.

Desfecho Microorganismo / linhagem de células Dose / Concentraciao Pureza Resultado Referéncia
(%)
- Machado et
Mutagdo reversa S. typhimurium TA100 10 - 94 mg/placa in.d. Positivo em todas as | 5] (1984),
doses testadas, com e 4 TPCS
sem S9. apu >
2002
Mutagao reversa S. typhimurium TA100 0 - 93,5 mg/placa, sem S9 Positivo Carver et al.,
in.d. (1985), apud
S. typhimurium TA98 e TA 1537 sem S9 Negativo IPCS, 1990
in.d.
Mutacao reversa S. typhimurium TA100 e TA98 0,1,0,5,1, 2,5 e 5 mg/placa, 98,5 Negativo Vargas &
com e sem S9 Bonetti
(1993), apud
IPCS, 2002
Mutacio reversa S. typhimurium TA100, TA1535, JK947 e JK3 0,1, 1, 10 e 100 pg/placa, JK947: positivo (dose- Hour, et al.
sem S9 dependente). (1988)
ind. TA98, TA100 e JK3:
negativo.
Recombinagdo S. cerevisiae D3 1-5 % (p/v), com S9; 93.5 Aumentou recombinagdo Simmon
mitética, nas concent. de (1979),
Ensaio realizado na presenca e na auséncia de | 0,1-5 % (p/v), sem S9. (155;/;’ (+59) ¢ 0,5% ¢ 5% apud IPCS,
mistura de ativagdo metabdlica (S9). ‘ 1984 ¢
US-EPA Index,
Tox Review
003756
Recombinagao/ S. cerevisiae D7 1-5% 93,5 Aumentou recombinagdo | Mortelans,
Conversio oénica/ mAlt(.)tlca e conversiao Riccio &
~ g Ensaio realizado na presenca e na auséncia de génica nas concent. de 3- Shepherd
Mutagdo reversa : de ativacio metabslica (SO 5%, com e sem S9; p
mistura de ativagdo metabdlica (S9). induziu mutagdo reversa | (1980), apud
na presenga de S9. IPCS. 1984.
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Continuacio do Quadro 1A Estudos in vitro realizados para avaliagdo da genotoxicidade do acefato.

Desfecho Microorganismo / linhagem de células Dose / Concentraciao Pureza Resultado Referéncia
(%)
Mutagﬁo Linhagem de células de linfoma de camundongos - | 1000-5000 ug/placa, com Aumen_tg dose-relacionado Jotz &
L5178Y (TK+/ TK-). S9; da freqiiéncias de mutagdes Mitchell
no locus TK/+TK-, na
2000-5000 pg/placa, sem | in.d. faixa de 1000-5000 pg/mi, | (1980). apud
Ensaio realizado na presenca e na auséncia de | S9. com e sem S9. IPCS, 1984 ¢
mistura de ativagdo metabdlica (S9). US-EPA
fndex, Tox
Review
003756
Mutagéo Linhagem de células de linfoma de camundongos - 98,7 Aumento dose-relacionado Kirby et al.,
L5178Y (TK+/ TK-). 0 a 5000pg/placa da frequéncias de mutagdes | (19824 e b),
no locus TK/+TK-, na
faixa de 500-5000 pg/ml, apud IPCS,
Ensaio realizado na presenca e na auséncia de com e sem S9. 1984
mistura de ativagdo metabdlica (S9).
Mutagao Linhagem de células de linfoma de camundongos - | 0 a 5000 ug/placa Positivo Carver et al.,
L5178Y (TK+/TK -). i.n.d. (1985), apud
IPCS, 1990
Ensaio realizado na presenca e na auséncia de
mistura de ativagdo metabdlica (S9).
Mutagao Células de ovério de hamster chinés (CHO-W8) 0a 5,0 mg/ml 97.0 Negativo Wang et al
(2003)
Ensaio realizado na auséncia de mistura de ativacio
metabdlica (S9).
Toxicidade S. typhimurium: cepas SL4700, TA1538 (deficientes | 1 e 5 mg, em discos de filtro 93,5 Negativo Mortelmans &
diferencial em reparar o DNA), SL4525 e TA1988 (capazes de Riccio (1981),
reparar o DNA) apud TPCS,
1984
Toxicidade E. coli: cepas W3110 e p3478 1 e 5 mg, em discos de filtro 93,5 Inconclusivo Simmon
diferencial - (1979),
B. subtilis: cepas H17 e M45 apud US-EPA
Index, Tox.
Ensaio realizado na presenca e na auséncia de Review
mistura de ativagdo metabdlica (S9). 003756
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Continuacio do Quadro 1A Estudos in vitro realizados para avaliagdo da genotoxicidade do acefato.

Desfecho Microorganismo / linhagem de células Dose / Concentraciao Pureza Resultado Referéncia
(%)
Sintese ndo | Fibroblastos humanos — WI-38 0,1 —4000 pg/ml 93,5 Fracamente
programada do DNA Positivo, sem S9 Simmon
(UDS) Ensaio realizado na presenca e na auséncia de (1979),
mistura de ativacdo metabdlica (S9). apud US-
EPA Index,
Tox. Review
003756
Aberragoes Células de ovario de hamster chinés (CHO-W8) 0a5,0 mg/ml 97.0 Negativo Wang et al
Cromossdmicas (2003)
Ensaio realizado na auséncia de mistura de ativacdo
metabdlica (S9).
Ensaio Citogenético- | Linhagem de células de ovdrio de hamster chinés | 125-2000 pg/ml, sem S9; Positivo Evans &
Troca de cromitides | (CHO) in.d. , Mitchell
irmas . . .| 312:5-5000 pg/ml, com S9 2 Trequéncias de woca de | (1980), apud
Ensaio realizado na presenca e na auséncia de crométides irmas, com e | IPCS, 1984
mistura de ativagdo metabdlica (S9). sem S9.
Ensaio Citogenético- | Células de ovirio de hamster chinés (CHO-W8) 0a 5,0 mg/ml 97,0% Positivo Wang et al
Troca de cromatides (2003)
(Aumento dose-

irmas

Ensaio realizado na auséncia de mistura de ativacio
metabdlica (S9).

relacionado da freqiiéncias
de troca de cromadtides
irmas)
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Quadro 1B: Estudos in vivo realizados para avaliacdo do potencial genotéxico do acefato

Desfecho Animais / tecido Dose Pureza Resultado Referéncia
(%)
Ensaio citogenético | Camundongos, células da medula dssea 75, 150 e 300 mg/kg, via Negativo Kirkhart
— Inducdo de MN oral in.d. (1980), apud
IPCS, 1984
Ensaio citogenético — | Camundongos machos Swiss Webster, células de | 2x75, 2x150 e 2x300 mg/kg Negativo Carver et al.,
Indugdo de MN medula 6ssea i.n.d. (1985), apud
IPCS, 1990
Ensaio citogenético — | Camundongos Swiss Webster, células de medula | 2x150, 2x200 e 2x250 Positivo na maior dose Behera &
Inducdo de MN Ossea mg/kg, i.p. in.d. testada Bhunya
(1989)
Ensaio citogenético | Camundongos Swiss Webster, machos e fémeas 160, 320, e 480 mg/kg 95,3 Negativo Vargas &
— Indugiio de MN Rodrigues
(1993), apud
IPCS, 2002
Aberracdes Camundongos, células da medula éssea 11,2 - 112 mg/kg 98,7 Negativo em doses de 11,2- Esber (1982),
Cromossdmicas 112 mg/kg apud 1PCS, 1984
Aberracgdes Camundongos Swiss Webster, células da medula | 150, 200, 250 e 2x50 mg/kg, Positivo em 3 doses, 3 Behera &
CromossOmicas dssea i.p. in.d. rotas, € 3 horas apds o Bhunya
tratamento (1989)
Aberragdes Macacos fémeas, linfocitos 2,5 mg/kg 98,7 Negativo Cummins
CromossOmicas e (1983), apud
indu¢do de SCEs IPCS, 1984
Ensaio citogenético | Camundongos, células da medula 6ssea 29-96 mg/kg 98,7 gzgﬁéngzgve deaumfrl(l)t((:)a dgz Cimino &
— Indugﬁo de SCEs cromatides irmds, nas doses de | Brusick (1983),

29-96 mg/kg

apud IPCS, 1984
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Continuaciao do Quadro 1B Estudos in vivo realizados para avaliacdo do potencial genotoxico do acefato

Desfecho Animais / tecido Dose Pureza Resultado Referéncia
(%)
Mutagdo  Dominante | Camundongos 0-500 mg/kg 99,0 Negativo, nas doses de 0- | Eisenlord (1982),
Letal 500, na dieta apud TPCS, 1984
Mutacdo Dominante | Camundongos Swiss Webster 5x40 e 5x50 mg/kg, i.p. Negativo Behera &
Letal i.n.d. Bhunya
(1989)
Mutacdes em células | Camundongos machos da linhagem T; fémeas da | 50, 200, 600 e 800 ppm 98.0 Negativo Moore,
somaticas linhagem C57BL/6 (1986), apud
IPCS, 2002
Mutagdo recessiva | Machos de D. melanogaster 10 ppm Negativo Valencia
letal ligada ao sexo in.d. (1981), apud
IPCS, 2002
Dano e reparo do | Ratos Fischer 344 machos 150, 300 e 500 mg/kg Negativo Golzio
DNA - UDS in.d. (1999), apud
IPCS, 2002
Dano e reparo do | Camundongos Swiss Webster, leucocitos Administragdo oral de doses 97,0 Positivo Rahman et al.,
DNA -  Ensaio de 12,25 - 392 mg/kg (2002)
Cometa Aumento significativo e dose
relacionado da cauda do
cometa, principalmente 24 h
apods o tratamento

i.n.d. = Informacao nao disponivel.
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4.6 Toxicidade cronica / carcinogenicidade:

A Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (Environmental Protection
Agency — EPA) classificou o acefato como Possivel Carcinégeno Humano, ou classe C. A
agéncia americana EPA inclui nessa classe as substincias para as quais hd evidéncias de
carcinogenicidade obtidas em estudos experimentais, mas que nao foram adequadamente
avaliadas em estudos com seres humanos. A classificacdo C para o acefato foi baseada nos
estudos experimentais em que se observou aumento da incidéncia de carcinomas e
adenomas hepatocelulares em camundongos fémeas. Nao existem, até o momento, estudos
epidemioldgicos que tenham investigado a associacdo entre exposi¢cdo ao acefato e a
ocorréncia de cancer em seres humanos. (US-EPA). Os estudos que investigaram o

potencial carcinogénico do acefato em animais serdo comentados a seguir.

4.6.1-Estudo de carcinogenicidade a longo-prazo em camundongos. Estudo
realizado em condi¢des de observancia das Boas Préticas de Laboratério (Good Laboratory

Practices, GLP):

Neste estudo, camundongos CD-1 (75 machos e 75 fémeas por grupo) foram
alimentados durante 104 semanas com dieta contendo acefato (92,6% de pureza), nos niveis
de 0, 50, 250 e 1000 ppm, que corresponderam as doses didrias de 0, 7, 36 e 150 mg/kg/dia
para os machos, e a 0, 8, 42 e 170 mg/kg/dia para as fémeas (Chevron Chemical, 1982a
apud US-EPA: IRIS 0354). Dez animais de cada sexo foram mortos e necropsiados no
meio do estudo (semana 52) para avaliacdo da toxicidade crOnica, enquanto os animais
restantes foram acompanhados até o final do experimento.

No final do experimento, a dose mais elevada (1000 ppm ou 170 mg/kg/dia)
provocou um aumento significativo do peso relativo do figado, ovdrios e cérebro (nas
fémeas), e dos testiculos e cérebro (nos machos). Além disso, houve, em relagdo ao grupo
controle, um aumento significativo da freqiiéncia de adenomas e carcinomas
hepatocelulares, bem como de nddulos hiperplésicos, em fémeas tratadas com a maior dose.
Dos 15 tumores observados no grupo de fémeas expostos a maior dose, 12 eram

carcinomas. Nos machos, as incidéncias de massas ou nddulos hepdticos foram
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compardveis em todos os grupos. A sobrevivéncia nido foi afetada pela ocorréncia de
tumores. Baseado no aumento da incidéncia de carcinomas hepatocelulares na dose mais
alta (1000 ppm), o acefato foi carcinogénico para fémeas de camundongos (US-EPA: IRIS
0354; WHO-IPCS, 1984).

Tabela 4. Incidéncia de tumores hepdticos em
camundongos fémeas expostas ao acefato durante 104
semanas.
Acefato Incidéncia de tumores
Niveis na dieta (ppm) (adenomas +carcinomas)
0 1/62
50 3/61
250 0/62
1000 15/61

4.6.2 - Estudo de carcinogenicidade a longo-prazo em ratos. Estudo realizado em

condi¢Oes de observancia das Boas Praticas de Laboratorio (Good Laboratory Practices,

GLP):

Ratos Sprague-Dawley (75 / sexo / grupo de dose) foram alimentados durante 28
meses com dieta contendo acefato (92,4% de pureza), nas concentragdes de 0, 5, 50 e 700
ppm, que corresponderam as doses de 0, 0,25, 2,5 e 35 mg/kg/dia ([Chevron Chemical,
1981] apud US-EPA: IRIS 0354).

Foi observada uma inibi¢do dose-relacionada da atividade da colinesterase cerebral
dos animais tratados, a partir da concentracdo de 5 ppm (0,25 mg/kg/dia). As atividades das
colinesterases eritrocitaria e plasmatica foram inibidas apenas na maior dose.

Nos ratos machos houve uma incidéncia espontdnea relativamente alta de tumores
das adrenais (feocromocitomas), freqii€ncia esta que aumentou nos tratados em relacio aos
controles (os niveis de 0, 5, 50 e 700 ppm causaram aumento de 2,7%, 9,7%, 16% e 12%,
respectivamente). Todos os tumores das adrenais, exceto dois, foram considerados
benignos. Apesar do aumento em relagdo ao controle do estudo, a incidéncia desses
tumores encontrava-se dentro da faixa observada nos controles histéricos do laboratorio

que realizou o ensaio (0,9-15%). Nas fémeas, a incidéncia de feocromocitomas foi igual ou
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inferior a observada nos controles. Analisando este estudo, a Agéncia de Protecao
Ambiental dos EUA (US-EPA) concluiu que o aumento da incidéncia de feocromocitomas
nao poderia ser considerado como indicativo de um efeito carcinogénico da substancia em
ratos. Esta conclusdo foi posteriormente confirmada por outro veterindrio patologista que
reavaliou histopatologicamente as amostras dos tecidos.

Os valores de NOAEL e LOAEL estabelecidos neste estudo foram de 5 ppm (0,25
mg/kg) e de 50 ppm (2,5 mg/kg), para machos e fémeas, sendo fixados com base nos dados
de inibicdo das atividades das colinesterases eritrocitdria, plasmatica e cerebral (US-EPA:

IRIS 0354; WHO-IPCS, 1982).

4.6.3- Estudo de carcinogenicidade a longo-prazo em caes.

Neste estudo, grupos de caes da raga Beagle (4 animais/sexo/dose) foram
alimentados com dieta contendo 10, 30 ou 100 ppm de acefato (87-94% de pureza),
durante 2 anos. Nao foram observados efeitos sobre a mortalidade, peso corporal, peso de
orgaos, consumo de alimento, comportamento, pardmetros hematolégicos e bioquimicos,
patologia grosseira e histopatologia. No grupo alimentado com 100 ppm de acefato houve
inibicdo da atividade colinesterdsica eritrocitdria em cies de ambos os sexos, e da atividade
da colinesterase cerebral nas fémeas. O NOAEL estabelecido neste estudo foi 0,75
mg/kg/dia (30 ppm) e o LOAEL 2,5 mg/kg (100 ppm), tendo sido fixado com base nos
efeitos inibitérios do acefato sobre as colinesterases. A dose de 2,5 mg/kg/dia (100 ppm)
correspondeu também ao NOAEL para toxicidade sistémica (outros efeitos), em cades de

ambos os sexos (http://www.epa.gov/opp00001/foia/reviews/103301/103301-002.pdf).

4.6.4 - Estudo de carcinogenicidade a longo-prazo em camundongos.

Camundongos (Swiss Webster) — 50 fémeas e 50 machos por grupo — receberam
acefato através da dieta (0, 300 e 600 ppm), durante 18 meses. Neste experimento, foi
incluido um controle positivo para carcinogénese quimica (10 ppm de N-
nitrosodimetilamina), administrado aos animais de forma semelhante. Foram realizados
exames patologicos macroscopicos e histopatologicos em todos os animais (que morreram

durante o tratamento ou mortos ao final do estudo). Esses exames nao forneceram
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evidéncias de carcinogenicidade decorrentes do tratamento com o acefato. ([Reyna et al.,

1973] apud WHO-IPCS, 1976).

4.6.5 Estudo de carcinogenicidade a longo-prazo em ratos (submetido a

ANVISA para avaliagao toxicoldgica do IA pela SINON)

Neste estudo, ratos Sprague-Dawley foram alimentados durante 104 semanas com
dieta contendo acefato (0, 10, 500 e 1500 ppm) e, levando em conta o consumo de racao, as
doses de acefato técnico (96,9 e 97,8 % de pureza) foram as seguintes: machos: 0, 0,47,
24,69 e 77,03 mg/kg/dia; f€meas: 0, 0,57, 29,51 e 93,70 mg/kg/dia. O tratamento com o
acefato causou uma série de alteracdes na cavidade nasal que estdo listadas na tabela a
seguir. Os achados histopatoldgicos, notados nos ratos expostos a 500 e 1500 ppm,
incluiram danos difusos do epitélio olfatério e cavidade nasal, alteragOes proliferativas
(hiperplasia) e tumores (adenomas, papilomas e carcinomas). Ndo foram evidenciadas
toxicidade sistémica e oncogenicidade relacionadas ao tratamento em outros 6rgdos ou

tecidos.
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Tabela 5. Alteragdes histopatoldgicas encontradas na cavidade nasal de ratos Sprague-Dawley expostos
durante 104 semanas ao acefato (96% puro) através da dieta. Estudo principal.

Grupos/sexo Machos Fémeas

Nivel na dieta (ppm) 0 10 500 1500 0 10 500 1500
Dose (mg/kg/dia) 0 0,47 24,69 77,03 0 0,57 29,51 93,70
N° inicial de animais 50 50 50 50 50 50 50 50
Degeneracio/regenera¢io 0 1 49> | 497P 2 0 50 | 502P
do epitélio olfatério

Adesio das  conchas 0 1 40*° | 437 0 0 36> | 392P
nasais

Luminal debris 1 4 11° 9° 3 1 8" | 18*¢
Rinite 8 6 8 18 *P< 4 3 6 14
Hiperplasia adenoescamosa 0 0 3 3 0 0 2 6°
Hiperplasia cistica 0 0 0 2 0 0 0 2
queratinizante

Papiloma de células 0 0 0 1 0 0 0 0
e€scamosas

Adenoma 1 0 1 0 0 0 0 1
Carcinoma neuroepitelial 0 0 1 1 0 0 2 0
Carcinoma de células 0 0 0 0 0 0 0 1
e€scamosas

Rabdomiosarcoma 0 0 0 0 0 0 0 1

O teste da probabilidade exata de Fisher foi empregado para detectar diferencgas de freqii€ncia entre dois grupos. Os
efeitos considerados relevantes foram os que diferiram significativamente dos controles, em uma ou mais das doses
testadas (p<0,05). * diferente do observado no controle; *: diferente da grupo exposto a 10 ppm; ©: diferente do grupo

exposto a 500 ppm.

De acordo com os dados acima apresentados, o acefato produziu, em animais dos

dois sexos, aumento dose-relacionado da degeneragao/regeneracdo do epitélio olfatério, e

da freqiiéncia de um tipo de deformidade, a adesdo das conchas nasais. Nas fémeas tratadas

com a maior dose, houve um aumento da incidéncia de hiperplasia adenoescamosa nasal

em relagdo ao observado no grupo controle. Este efeito ndo foi encontrado nos machos.

Para as lesdes da cavidade nasal, o NOAEL estabelecido neste estudo foi a dose de 0,47

(machos) / 0,57 (fémeas) mg /kg peso corporal /dia, que correspondeu ao nivel de 10 ppm

de acefato na dieta.

Os resultados deste estudo sugerem que o acefato nao € carcinogénico para ratos.
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4.6.6-Estudo de carcinogenicidade a longo-prazo em camundongos (submetido a

ANVISA para avaliagao toxicoldgica do IA pela SINON)

Neste estudo, camundongos Crl:CD-1(ICR) BR foram alimentados com dieta
contendo 0, 50, 160 e 500 ppm (machos: 0, 7,85, 25,05 e 81,38 mg/kg/dia; fémeas: 0, 9,67,
30,55 e 90,13 mg/kg/dia) de acefato (96,9% e 97,8% de pureza).

Ao final do estudo, os achados macroscopicos grosseiros (necropsia) relacionados
ao tratamento inclufram:

» aumento de focos descorados no pulmao de machos tratados com 500 ppm, e
de fémeas tratadas com 160 e 500 ppm;

» aumento da incidéncia de manchas no figado dos animais tratados com a
maior dose;

» aumento da quantidade de focos descorados e de massas hepdticas, em

fémeas tratadas com 500 ppm.

A avaliacdo histopatoldgica registrou a ocorréncia de vdrias alteracdes no trato
respiratdrio e no figado de animais tratados com o acefato. A principal lesdo observada,
“degeneragao/regeneracao”, ocorreu na cavidade nasal de animais de ambos os sexos, a
partir de 50 ppm, acompanhada de inflamacdo aguda. Além disso, foram registrados um
adenoma microscopico e um carcinoma anapldstico em um macho e uma fémea, tratados
com a maior dose. Esses tumores, por serem incomuns em camundongos, foram associados
ao tratamento com o acefato, embora as sua freqiiéncias ndo tenham diferido
estatisticamente das observadas nos grupos controles. Outras lesdes no trato respiratorio
incluiram aumento de histiécitos pigmentados no pulmio de machos e fémeas de todos os
grupos tratados. Os efeitos neopldsicos e ndo neoplasicos dose-relacionados, observados na
cavidade nasal, foram interpretados como sendo resultado direto da exposi¢c@o continua das
mucosas nasal e oral a dieta contendo concentracdes crescentes de acefato, devido a
inalacdo de suas microparticulas. Esses efeitos ndo foram atribuidos a um efeito sist€émico
seletivo do acefato sobre os tecidos da cavidade nasal.

No figado, foram observados citomegalia/cariomegalia hepatocelular e aumento do

numero de histidcitos pigmentados em machos e em fémeas expostos a 160 e 500 ppm,
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bem como um aumento significativo de tumores hepatocelulares nas fémeas tratadas com a

maior dose.

Os efeitos mais relevantes e suas respectivas freqii€éncias estao resumidos na tabela

a seguir.

Tabela 6. Principais alteracdes observadas no exame histopatologico dos camundongos tratados durante 80

semanas com acefato (96% puro) incorporado a dieta.

Camundongos: Machos Fémeas

Nivel na dieta (ppm) 0 50 160 500 0 50 160 500
Dose (mg/kg/dia) 0 7,85 25,05 81,38 0 9,67 30,55 90,13
N° inicial de animais 50 50 50 50 50 50 50 50
Achados

Cavidade Nasal:

Degeneragio/regeneragio | 3/50 | 22/50* | 49/50*° | 50/50 *P 2/50 24/50° | 45/49*° | 49/50*°
do epitélio nasal

Inflamagdo Aguda nasal 4/50 | 21/50* | 46/50*° | 43/50 * 4/50 17/50% | 44/49*° | 44/50*°
Atrofia respiratéria 0/50 | 1/50 3/50 8/50 *° 1/50 0/50 1/49 13/50 *P¢
Adenoma 0/50 | 0/50 0/50 1/50 0/50 0/50 0/49 0/50
Carcinoma anapldstico 0/50 | 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50 0/49 1/50
Figado:

Células Necrosadas 3/50 | 4/50 5/50 14/50 **€ | 6/50 0/50 3/49 5/50
Histidcitos pigmentados 2/50 | 4/50 7/50 | 37/50*™C | 12/50 8/50 17/49 | 45/50 *P¢
Citomegalia/cariomegalia 1/50 | 3/50 7/50 27/50 *°€ 1/50 0/50 | 17/49* | 28/50 *"¢
Focos de basofilia 5/50 | 3/50 3/50 2/50 0/50 1/50 1/49 10/50 P¢
Adenoma hepatocelular 2/50 | 5/50 4/50 5/50 1/50 1/50 1/49 11/50 *P¢
Carcinoma hepatocelular 2/50 | 0/50 4/50 1/50 0/50 0/50 0/49 6/50
Pulmao;

Histi6citos pigmentados 1/50 | 13/50* | 29/50*" | 44/50 *P< 2/50 7/50 | 37/49*° | 45/50*°
Bronquiolite 0/50 | 0/50 4/50 13/50 < 1/50 1/50 2/49 5/50

O teste da probabilidade exata de Fisher foi empregado para avaliar diferencas de freqiiéncia entre dois grupos. Os efeitos
considerados relevantes foram os que diferiram significativamente dos controles, em uma ou mais doses testadas (p<0,05). *: diferente
do observado no controle; *: diferente do grupo exposto a 50 ppm; ©: diferente do grupo exposto a 160 ppm.

Os outros efeitos registrados, relacionados ao tratamento com o acefato foram:

>
>

dificuldade respiratdria e perda de peso corporal (500 ppm);

diminuicdo do consumo de alimento acompanhada de retardo do

crescimento (160 e 500 ppm);

diminuicdo das atividades das colinesterases eritrocitdria, plasmética e

cerebral, em todos os grupos tratados.
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Os valores de NOAEL estabelecidos neste estudo foram 7,85 mg/kg/dia (machos) e
9,67 mg/kg de peso corporal/dia (fémeas) (50 ppm), excluindo os efeitos sobre as
colinesterases, e <7,85 mg/kg de peso corporal/dia (ambos os sexos) (<50 ppm), incluindo
os efeitos inibitérios sobre essas enzimas. O NOAEL para lesdes neopldsicas foi 25,05
mg/kg de peso corporal/dia, para machos, e 30,55 mg/kg de peso corporal/dia, para fémeas
(i.e. 160 ppm na dieta).

Os resultados deste estudo indicaram que o acefato foi carcinogénico para

camundongos CD-1, tendo causado lesoes neoplasicas hepaticas e na cavidade nasal.

5. Situacao do Acefato no Contexto Regulatério Internacional.

Em virtude da acentuada neurotoxicidade e das suspeitas de carcinogenicidade, o
uso do acefato tem sido alvo de restricdes em vdrios paises. Em marco de 2003, a Unido
Européia determinou a nao inclusido do acefato no Anexo I da Diretiva 91/414/CEE, que
trata das substancias que podem ser usadas no controle de pragas na agricultura. A Diretiva
2003/219/EC (“Concerning the non-inclusion of acephate in Annex I to Council Directive
91/414/EEC and the withdrawal of authorisations for plant protection products containing
this active substance ) sugere aos paises membros, a adocdo das seguintes medidas: 1) ndo
renovar os registros dos produtos que contenham acefato, 2) ndo conceder novas
autorizacoes de uso, e, 3) proibir o armazenamento, a comercializa¢do e a utilizacdo de
substancias que contenham acefato até marco de 2004. Além dessas restricdes ao uso do
acefato na Unido Européia, as importacdes de produtos agricolas de outros paises que
utilizam acefato também estdo sendo restringidas. O LMR (limite mdximo de residuos) foi
estabelecido como o limite de deteccdo do método analitico, ou seja, residuos de acefato
niao podem ser detectados em produtos agricolas por nenhuma metodologia aplicada. Em
fevereiro de 2008 a Unido Européia publicou um documento mantendo essas determinagdes
(COMMISSION DIRECTIVE 2008/17/EC)

A Agéncia Ambiental Americana (US-EPA) fixou a dose limite de 0,0012
mg/kg/dia para a ingestdo cronica aceitdvel, com base em um estudo de neurotoxicidade
(NOEL de 0,12 mg/kg/dia), cujo desfecho foi a inibi¢do da acetilcolinesterase neste caso, o

fator de seguranca adotado foi 100.
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6. Recomendacoes

6.1 Fixacao da Ingestao Diaria Maxima Aceitavel (IDA) para o acefato

A andlise do conjunto dos estudos toxicoldgicos disponiveis, reunindo os
encontrados na literatura cientifica e os submetidos a ANVISA pelas empresas registrantes,
demonstra claramente que o acefato é ingrediente ativo (IA) de elevada periculosidade,
tanto em termos de exposi¢cdes agudas, como cronicas.

As doses letais 50% (DLsp) ap6s administragdo oral tnica a roedores situaram-se
entre 360 (camundongos) e 1400 mg/kg peso corporal (ratos), mas efeitos ndo letais,
incluindo sinais de neurotoxicidade e manifestagdes da sindrome colinérgica, apareceram
em doses bem inferiores as letais. Nos estudos de exposicdo repetida, os niveis maximos de
dose em que nio foram observados efeitos adversos (NOAEL) foram, via de regra, menores
do que 5 mg/kg peso corporal/dia e, frequentemente, inferiores a 1 mg/kg peso corporal/
dia. Entre os efeitos adversos causados pelo acefato destacam-se, pela severidade e
freqliéncia, os efeitos sistémicos e neurotdxicos secunddrios a inibi¢cdo da atividade
colinesterasica. Nesse cendrio, e seguindo a conduta internacionalmente aceita de escolher,
para fins de fixacdo da IDA, o menor NOAEL entre aqueles estabelecidos por estudos
metodologicamente vélidos, selecionamos o NOAEL de 0,08 mg acefato/kg peso
corporal/dia. Este NOAEL foi fixado em um estudo em que ratos foram expostos por 90
dias ao acefato incorporado a ragdo, nas concentracdes de 0, 1, 25 e 150 ppm (submetido a
ANVISA para avaliagdo toxicoldgica pela CHEMINOVA). O efeito considerado para
fixacdo do NOAEL neste estudo foi a inibi¢do da atividade da colinesterase no plasma,
eritrocitos e cérebro. Dividindo-se o NOAEL fixado no estudo pelo fator de seguranca
padrao de 100 (i.e., 10 para incertezas de extrapolacdo entre espécies vezes 10 para
diferencas de susceptibilidade entre individuos) obtém-se a IDA recomendada nesta
reavaliacao que é de 0-0,0008 mg/kg de peso corporal para o IA acefato.

Esta IDA € proxima, embora um pouco mais restritiva, que a IDA fixada
anteriormente pela agéncia norte-americana US-EPA para o acefato (0-0,0012 mg/kg peso
corporal), a partir de um outro estudo em ratos que alcangou resultados semelhantes. No
estudo selecionado pela agéncia americana (US-EPA), os ratos foram expostos durante 90

dias ao acefato incorporado a dieta, tendo sido fixado o NOAEL de 0,12 mg/kg de peso
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corporal / dia e o LOAEL (menor dose que apresentou efeito adverso) de 0,15 mg/kg de
peso corporal/dia. No caso do estudo escolhido pela agéncia US-EPA (MRID 40504819), o
desfecho considerado para estabelecer a IDA foi a inibi¢do da atividade colinesterdsica
cerebral e, como de praxe, também foi usado o fator de seguranga de 100.

O efeito (inibi¢c@o da colinesterase) considerado pela Agéncia Americana US-EPA e
pela ANVISA, no ambito desta reavaliacdo, é o evento primdrio que leva ao aparecimento
da toxicidade sistémica (sindrome colinérgica) e da neurotoxicidade, embora algumas
manifestacOes especificas desta ultima (e.g. neurotoxicidade tardia) sejam mediadas pela
inibicdo de outras esterases (NTE, esterase neuropatica alvo). A inibi¢do da colinesterase
mostrou ser, nos estudos analisados nessa reavaliacao e em outros trabalhos cientificos, um
indicador sensivel do efeito téxico do acefato e outros OPs, que é detectdvel em doses em
que outros sinais e sintomas clinicos ainda nio sdo evidentes. O fato da inibicdo da
colinesterase ser detectada, numa escala crescente de doses, antes de outros sinais clinicos
mais dramdticos de intoxica¢do, ndo a torna um efeito “ndo—adverso”. E bem conhecido
que, em virtude de mecanismos compensatdrios € do desenvolvimento de tolerincia ao
nivel dos receptores (dessensibilizagdo dos receptores) da acetil-colina, o aparecimento da
sintomatologia da sindrome colinérgica depende da velocidade de progressdo da inibig¢do
das colinesterases. A neurotransmissio colinérgica desempenha importante papel em vdrias
fungdes do Sistema Nervoso Central, nas esferas motora e cognitiva (e.g. memoria), e ha
fortes suspeitas de que a intoxicagdo subclinica (inibi¢do de colinesterase) duradoura possa
estar associada as alteracdes cognitivas e neuropsiquidtricas. Embora esta questdo ainda
permaneca em aberto, ela é plausivel, e ndo se pode hoje afirmar que a inibi¢do subclinica
da colinesterase pelo acefato e outros OPs seja segura a longo prazo. Faltam estudos
experimentais e epidemiol6gicos que comprovem que esta inibi¢do subclinica da atividade
colinestesdrica pelo acefato e outros OPs ndo traz conseqiiéncias adversas a longo-prazo

nas esferas da cognicdo e da emocionalidade.

6.2 Outras recomendacoes

Em conjunto, as evidéncias oriundas tanto de ensaios in vitro, quanto dos testes in
vivo, sugerem que o acefato técnico com elevado grau de pureza (proximo a 100%) nao €

genotoxico. Entretanto, como anteriormente comentado, vérios estudos de mutagenicidade
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relataram resultados positivos para o acefato técnico com variados graus de pureza. Esta
positividade ocasional aparentemente se deveu, em parte, as deficiéncias metodoldgicas ou
de interpretagdo dos resultados e, em parte, as impurezas presentes na amostra de acefato
técnico utilizada no teste. Esta tltima possibilidade foi claramente demonstrada no estudo
de Bullock, Carver & Wong (1982, apud WHO-IPCS, 1984) que consta do quadro 1A.
Empregando o ensaio com S.typhimurium, Bullock et al (US-EPA Index Cleared Sciences
Reviews Acephate - Tox Review 003756) investigaram a mutagenicidade de 8 amostras de
acefato técnico, com variados graus de pureza, e verificaram que, exceto pela amostra de
maior pureza (aproximadamente 100%), todas as demais foram positivas no teste realizado
com a linhagem TA100. Este resultado, e a positividade ocasional em vérios outros estudos
com acefato técnico, sugerem que impurezas mutagénicas podem aparecer com freqiiéncia
em amostras de acefato técnico. Os possiveis mutdgenos que eventualmente contaminam o
acefato técnico ndo foram identificados nesses estudos. A presenga desses contaminantes
pode depender da origem, da rota de sintese e do controle de qualidade do IA técnico.
Recomenda-se, portanto, controle rigoroso da pureza, identificacdo de contaminantes e
ensaios de mutagenicidade (teste de mutacio reversa em S.typhimurium) do acefato técnico
usado em diferentes produtos.

Ainda, a exclusdo da monografia da aplica¢do costal e/ou manual e exclusdo das
culturas amendoim, batata, brocolis, couve, couve-flor, cravo, crisdntemo, fumo, meldo,
pimentdo, repolho, rosa e do uso em jardins, com vistas ao controle de pragas de plantas

ornamentais em vasos e jardins residenciais ndo comerciais.
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7. Conclusoes

As principais conclusdes alcancadas nesta reavaliacdo toxicoldgica do acefato sdo
destacadas a seguir.

— O potencial mutagénico do acefato foi investigado por uma ampla série de
ensaios in vitro e in vivo realizados por laboratérios contratados pelas empresas
registrantes, ou por pesquisadores independentes. Embora os resultados desses ensaios de
genotoxicidade tenham sido predominantemente negativos, ha também alguns resultados
claramente positivos. A andlise do conjunto dos resultados disponiveis sugere que o acefato
com elevado grau de pureza (= 100%) ndo € genotéxico, e que a positividade
ocasionalmente encontrada pode dever-se a presenca de eventuais contaminantes
mutagénicos.

— O potencial carcinogénico do acefato (estudo a longo-prazo) foi avaliado em
vérios estudos em roedores (ratos e camundongos) e em um estudo em cées. Os resultados
de pelo menos dois estudos em camundongos CD-1 encontraram evidéncias de
carcinogenicidade, o que fundamenta a classificacdo do acefato pela agéncia ambiental
americana (US-EPA) como ‘“Possivel Carcinégeno Humano (classe C)”.

— Estudos de exposicdo ao acefato através da dieta, realizados com roedores,
mostraram que, a longo-prazo, doses didrias muito baixas deste IA sdo capazes de inibir a
colinesterase, incluindo a Acetilcolinesterase cerebral. Baseado no NOAEL para esses
efeitos adversos, e na aplicacdo de fatores de seguranca, as IDAs fixadas pela EPA e a que
serd fixada pela ANVISA sdo, 0.0012 mg/kg e 0,0008 mg/kg, respectivamente. Em pelo
menos um desses estudos, alteracOes clinicas (diminuicdo da atividade motora) foram
observadas nestes niveis baixos de exposicio. E importante destacar que hd uma
preocupacdo em relacdo a exposicdo cronica a doses baixas (exposi¢des sub-clinicas) de
agrotoxicos OPs e aos possiveis efeitos sobre a saide humana. Suspeita-se que essas
exposicdes continuas a OPs possam levar a distirbios cognitivos e neuropsiquidtricos. Ha
também indicios, originarios de estudos em animais, indicativos de que criancas sdo mais
vulnerdveis que adultos aos efeitos adversos de OPs, e de que a exposicdo durante o
desenvolvimento neurocomportamental pode levar a alteragdes permanentes. A IDA
sugerida nesta Nota Técnica para o acefato leva em conta os resultados de estudos

experimentais adequadamente conduzidos, e as incertezas e suspeitas apontadas acima, e
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visa proteger individuos expostos cronicamente e sub-populacdes humanas mais
vulneraveis.

— Em funcdo disso, € necessdria a exclusdo da monografia da aplicacdo costal e/ou
manual e exclusdo das culturas amendoim, batata, brdcolis, couve, couve-flor, cravo,
crisantemo, fumo, meldo, pimentdo, repolho, rosa; bem como excluir o uso domissanitario
em jardins, com vistas ao controle de pragas de plantas ornamentais em vasos e jardins

residenciais ndo comerciais.
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9. Glossario de termos, siglas e abreviaturas.

AChase: Enzima acetil-colinesterase

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AUC: Area sob a curva (“area under the curve”)

BPL (GPL): Boas praticas de laboratério (“good laboratory practices™)

CLs: Concentracao letal 50%

Cmax: Concentracdo maxima

DLsy: dose letal 50%

DP: Desvio padrao da média

GLP (BPL): “Good laboratory practices” (Boas praticas de laboratério)

IA: Ingrediente ativo de agrotoxicos (pesticidas)

IDA (ADI): Ingestdo didria (maxima) aceitavel (‘“acceptable daily intake”)

i.n.d.: Informagdo nao disponivel

LOAEL: menor nivel em que se observou efeito adverso (“lowest observed adverse effect
level”)

LMR: Limite maximo de residuos

NOAEL: maior nivel em que ndo se observou efeito adverso (“no observed adverse effect
level”)

NOEL: maior nivel em que ndo se observou efeito (“lowest observed effect level”)

NTE: esterase neuropdtica alvo (“neuropathic target esterase’)

OP: Pesticida organofosforado

OPIDP: Polineuropatia tardia induzida por organofosforados (‘“organophosphate-induced
delayed polyneuropathy”).

ppm: parte por milhdo (concentracio)

SI: Sindrome intermedidria

SNA: Sistema Nervoso Autdbnomo

SNC: Sistema Nervoso Central

Tmax : tempo (laténcia) para alcancar concentragdo méixima

ti2: meia-vida de eliminacdo (tempo para concentracdo cair a metade durante a
eliminacdo)

US-EPA: Agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (“US Environmental

Protection Agency”)
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