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Resumo

O Brasil é o segundo maior exportador mundial de produtos agricolas no mundo e cerca de um
terco dos produtos agricolas sdo produzidos por influéncia da aplicagdo de agrotoxicos nas
plantagbes. A utilizagdo excessiva desses produtos penetra ou atinge plantas nédo-alvo,
contamina o meio ambiente e deixa residuos em alimentos consumidos pela populagdo. A
exposicao por via alimentar de agrotdxicos tem sido associada a efeitos a saide como problemas
no sistema endocrino, neuroldgico, piora em quadros como asma, sobrepeso e obesidade e até
relacdo com o desenvolvimento de alguns tipos de céncer. Uma alternativa para essa
problemética é o consumo de alimentos organicos, pois sdo proibidos por lei de utilizar
agrotoxicos e fertilizantes de alta solubilidade na producdo. Neste sentido, Ensaios Clincos sdo
0 delinemaneto principal para avaliar exposicao e efeito e preencher a lacuna de conhecimento
nessa area. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de agrotoxicos e os efeitos
da exposicdo a esses compostos através da via alimentar sobre os parametros bioquimicos de
individuos saudaveis em um Ensaio Clinico Randomizado (ECR). Foram incluidos no estudo
adultos saudaveis entre 19-40 anos da Universidade Federal do Rio Grande, Brasil. Os
participantes foram alocados, aleatoriamente, em dois grupos experimentais: 1) consumidores
de alimentos convencionais e 2) consumidores de alimentos organicos e foram fornecidas as
refeicdes de café da manha, almogo, janta e 2 lanches pelo periodo de 14 dias de intervencéo
do ECR. Antes e imediatamente apds o periodo de intervencdo, foram coletados urina para
analise de residuos de agrotoxicos, sangue para determinacdo de parametros bioquimicos e
geneéticos e realizada avaliacdo antropométrica. O grupo convencional foi composto por 70
individuos e o grupo orgénico 78 (N=148), 65,5% da amostra tinha idade entre 21-29 anos e
87,7% apresentaram dieta onivora. Na comparagdo entre os grupos ao fim da intervencdo, o
grupo organico apresentou reducdo na circunferéncia da cintura e o grupo convencional
aumento na circunferéncia do quadril. Para avaliacdo dos niveis urinarios e marcadores
bioldgicos foram incluidos os individuos que apresentaram, pelo menos, um agrotdxico
detectado na urina. Os niveis urinarios de inseticidas diminuiram em ambos 0s grupos, com um
percentual maior no grupo organico (98,6%) comparado ao grupo convencional (66,2%). O
dano de DNA aumentou em ambos 0s grupos, mas os mecanismos de reparo ao DNA por BER
e NER foram maiores no grupo organico. Em suma, os dados obtidos por este estudo sugerem
que o consumo predominante de alimentos convencionais pode ter associacdo com maiores
niveis urindrios de inseticidas, principalmente piretrdides e os individuos com esse hébito
alimentar podem ter menor capacidade de reparo de dano ao DNA comparado a consumidores

organicos.
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Abstract

Brazil is the world's second largest exporter of agricultural products in the world and about a
third of agricultural products are produced under the influence of pesticide application in
plantations. The excessive use of these products penetrates or reaches non-target plants,
contaminates environment and leaves residues in food consumed by population. Exposure to
pesticides through food has been associated with health effects such as problems in endocrine
and neurological system, worsening in conditions such as asthma, overweight and obesity and
even related to development of some types of cancer. An alternative to this problem is the
consumption of organic foods, as they are prohibited by law from using highly soluble
pesticides and fertilizers in production. In this sense, Clinical Trials are the main design to
assess exposure and effect and fill the knowledge gap in this area. Thus, the objective of this
work was to evaluate the presence of pesticides and effects of exposure to these compounds
through food route on the biochemical parameters of healthy individuals in a Randomized
Clinical Trial (RCT). Healthy adults aged 19-40 years from Federal University of Rio Grande,
Brazil were included in the study. Participants were randomly allocated into two experimental
groups: 1) consumers of conventional foods and 2) consumers of organic foods and were
provided with breakfast, lunch, dinner and 2 snacks for the 14-day period of RCT intervention.
Before and immediately after intervention period, urine was collected for analysis of pesticide
residues, blood for determination of biochemical and genetic parameters and an anthropometric
evaluation was performed. The conventional group consisted of 70 individuals and organic
group 78 (N=148), 65.5% of sample was aged between 21-29 years and 87.7% had an
omnivorous diet. Comparing the groups at end of the intervention, organic group showed a
reduction in waist circumference and conventional group showed an increase in hip
circumference. To assess urinary levels and biological markers, individuals who had at least
one pesticide detected in their urine were included. Urinary insecticide levels decreased in both
groups, with a higher percentage in the organic group (98.6%) compared to conventional group
(66.2%). DNA damage increased in both groups, but DNA repair mechanisms by BER and
NER were greater in the organic group. In summary, data obtained by this study suggest that
the predominant consumption of conventional foods may be associated with higher urinary
levels of insecticides, mainly pyrethroids, and individuals with this eating habit may have a
lower capacity to repair DNA damage compared to organic consumers.

Keywords: nutrition; toxicology, randomized clinical trial, agrochemicals.



1. Introducéo

A utilizacdo dos agrotoxicos na agricultura intensificou na década de 1970, durante a
chamada Revolucdo Verde, com o inicio das novas tecnologias agrarias e técnicas de cultivo
que aumentaram a produtividade e modernizaram o sistema agricola. No Brasil, 0s agrotxicos
foram inseridos em grande escala para producédo de alimentos também na década de 1970, em
consequéncia do incentivo para o agricultor atraves da implantacdo do Programa Nacional de
Defensivos Agricolas (Bull et al., 1986). Assim, 0s agrotoxicos auxiliaram no crescimento dos
sistemas agricolas e atualmente mais de 1,8 bilh&o de hectares de terra sdo utilizados para esta
producédo no mundo (EMBRAPA, 2018).

Os agrotdxicos sdo as substancias sintéticas mais utilizadas para o controle eficiente e a
protecdo das culturas contra ataques de pragas, como insetos, fungos e bactérias (Casida et al.,
2009). Séo classificados de acordo com a agdo e a classe toxicoldgica, que incluem os
inseticidas, os fungicidas, os herbicidas, os rodenticidas, os acaricidas, 0os nematicidas, 0s
moluscicidas e os fumigantes (OMS — Organiza¢do Mundial de Saude, 2022). Com relagéo a
classificacdo toxicologica, a RDC n° 294 (2019) no Art. 39 define a nova classificacdo
toxicologica a partir de valores referentes a Dose Média Letal (DLso), por via oral, por
miligramas do ingrediente ativo do produto por quilograma de peso vivo, como: produto
extremamente toxico (faixa vermelha), produto altamente toxico (faixa vermelha), produto
moderadamente toxico (faixa amarela), produto pouco toxico (faixa azul), produto improvavel
de causar dano agudo (faixa azul) e produto nédo classificado (faixa verde). Além disso, frases
e figuras de adverténcia que representam a classificacdo toxicologica sdo obrigatorias na
embalagem.

Segundo a Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura das Nagdes Unidas (FAO), a
China é o maior consumidor de agrotoxicos do mundo, seguido do Brasil e Estados Unidos.
Este protagonismo brasileiro na comercializacdo e uso tem sido estimulado nos ultimos anos.
Em 2019, 475 novos produtos foram autorizados pelo governo brasileiro, entre novos
ingredientes ativos e produtos a partir de ingredientes ativos ja existentes. Em 2020 foram 493
produtos e em 2021 499, o0 maior nimero em 20 anos (MAPA, 2022). Além disso, em julho de
2019, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou um novo regulamento para a
classificacdo de toxicidade em relacdo ao uso de agrotdxicos com a justificativa de que a
classificacdo estava em desacordo com o0 resto do mundo, segundo a base no Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos Quimicos — GHS. Com
isso, a nova classificacdo brasileira alterou o0 numero de agrotéxicos classificados como
extremamente toxico de 702, para apenas 43 (ANVISA, 2022).



Para fiscalizar o uso de agrotoxicos no campo, a ANVISA realiza o Programa de Anélise
de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA). No ultimo relatério do PARA, que
corresponde as analises de alimentos coletadas em todo pais no periodo entre 2017-2018, foram
observadas 28% das amostras analisadas com residuos de agrotoxicos com concentracdes iguais
ou inferiores ao Limite Maximo de Residuos (LMR) e 23% de amostras insatisfatorias. Ou seja,
amostras com residuos acima do LMR, que podem ser um ingrediente ativo proibido para
cultivo ou ainda ndo permitido no pais (ANVISA, 2019).

Segundo o Codex Alimentarius (2009), cerca de 70-80% dos metais pesados como
cadmio, chumbo, mercurio, e também dos agrotoxicos no corpo humano vém dos alimentos
consumidos. Em média anual, o consumidor ingere cerca de 2,5 kg de produtos quimicos
agricolas e alimentares no corpo. Logo, existe uma preocupacdo com as consequéncias a saude
devido ao consumo de alimentos com residuos de agrotoxicos, pois para a populacdo geral a
principal via de exposicdo aos agrotdxicos € através de alimentos (IPCS, 2009). A exposicao
prolongada aos residuos de agrotoxicos nos alimentos pode ocasionar doengas como
malformacdes congénitas, disturbios neurolégicos (Silva et al., 2011; Santos et al., 2014;
Rumiato & Monteiro, 2017), disturbios enddcrinos, diabetes e obesidade (Meira et al., 2019).
Entre as diferentes classes de agrotdxicos que a populacdo pode estar exposta, os inseticidas,
os organofosforados, os carbamatos e os piretroides foram descritos com efeitos neurotoxicos
agudos (Jardim et al., 2018%).

Diante do exposto, um objetivo de longo prazo é desenvolver sistemas alimentares
sustentaveis por varias organizacdes intergovernamentais. Nos ultimos anos, o sistema de
agricultura organica, a produgédo e os mercados de produtos organicos cresceram em todo o
mundo (Vigar et al., 2019). A agricultura organica é cultivada com produtos sintéticos
limitados, como agrotoxicos, fertilizantes ou uso rotineiro de antibioticos e horménios de
crescimento (IFOAM, 2018). Logo, os alimentos obtidos a partir deste cultivo séo geralmente
produtos mais naturais e envolvem menos processamento do que os alimentos convencionais
(Srednicka-Tober et al., 2020).

Estudos comparando alimentos organicos com alimentos convencionais descreveram
niveis mais baixos de agrotéxicos e um maior valor nutricional em culturas organicas, mas
poucos estudos clinicos e epidemioldgicos foram realizados até 0 momentom com o objetivo
de avaliar efeitos a saude entre o consumo dos dois cultivos. Os poucos estudos demonstraram
que a intervencdo dietética apresenta maiores quantidades de alguns compostos bioativos em

alimentos organicos, que podem estar ligados a um diminuicdo do risco de doencas cronicas,
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incluindo doencas neurodegenerativas, obesidade e certos tipos de cancer (Grandjean et al.,
2014; Kesse-Guyot et al., 2017; Badbury et al., 2018).

A nutricdo baseada em evidéncias depende do acumulo sisteméatico de informacdes
sobre como os diferentes tipos de alimentos e dieta afetam a satde do individuo. Estudos
observacionais apresentam desafios para as intervengdes nutricionais, incluindo a dieta como
agente preventivo de doencas e a variedade de ingestdo de nutrientes. Em estudos
retrospectivos, ha o viés de memdria da dieta passada (Colditz, 2010). Os desenhos de ensaio
clinico de grupos paralelos, duplo-cegos e randomizados, sdo considerados o padrdo-ouro para
verificar a eficacia ou efeito de intervencdo dietética, ainda que apresente alto custo e seja
necessario um grande tamanho de amostra (Bridges, 2016). Diante do exposto, é necessario que
sejam realizados mais estudos para estimar como e em que medida os diferentes padrdes de
consumo de alimentos com e sem residuos de agrotoxicos podem afetar a satde. Assim, 0s
resultados provenientes deste Ensaio Clinico podem auxiliar na investigagdo dos potenciais
efeitos a saude da exposigdo aos agrotoxicos pelo consumo de alimentos obtidos pelo cultivo

convencional.
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2. Revisdo Bibliografica
2.1 Agrotoxicos no Brasil

No Brasil, a utilizacdo dos produtos quimicos na agricultura foi regulamentada a partir
do Decreto n° 24.114, de 12 de abril de 1934, instituindo o Regulamento de Defesa Sanitaria
Vegetal. O Decreto s determinava limites para os agrotdxicos da classe agrondmica inseticidas
e fungicidas, pois os ingredientes ativos sintéticos ainda ndo eram utilizadas comercialmente.
Porém, a producéo agricola no pais s6 apresentou crescimento significativo em 1970 durante o
periodo da Revolugdo Verde, devido as novas tecnologias agrarias, técnicas de cultivo,
subsidios e incentivos para os agricultores por parte do governo. Com isso, a agricultura
brasileira cresceu de 39 milhdes de toneladas para 236 milhdes (Rembischevski et al., 2018).
Nessa mesma época, segundo a Portaria do Ministério da Agricultura n® 295 de 1971 foi
determinada a nomenclatura de produtos quimicos para defensivos agricolas.

Novas regulamentac@es surgiram apos a Revolugdo Verde com a publicagdo da Lei n°
7.802/1989, que estabelece da producdo a comercializacdo dos agrotoxicos, além de normas
para pesquisa, registro e fiscalizacdo de agrotdxicos, seus componentes e afins. O termo
agrotoxico foi instaurado no Brasil depois de criticas e negociacdes politicas entre sindicatos,
representantes dos trabalhadores rurais e a sociedade civil na qual discordava do termo -
defensivos agricolas, pois esta terminologia ndo representava 0 perigo que 0S COMPOStos
poderiam ocasionar para salude humana e 0 meio ambiente. Assim, a defini¢do de agrotdxico
segundo a Lei 7.802/89 e Decreto N° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, Art. 1° é:

“Agrotoxicos sdo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de produgéo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosas de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.”

Para o registro de um novo agrotéxico no Brasil é necessaria a avaliacdo dos 3 6rgdos
federais, 0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Ministério do Meio
Ambiente (IBAMA) e a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O papel do MAPA nesta
aprovacdo € por meio do dossié agrondémico no qual analisa a eficiéncia e o potencial para a
utilizag&o na agricultura, o IBAMA avalia os efeitos ao meio ambiente e a ANVISA analisa a
toxicidade em seres humanos. O registro final € concedido pelo MAPA, sob a aprovacao
obrigatéria do IBAMA e da ANVISA (ANVISA, 2022).
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Depois da aprovacdo do produto, € obrigatorio que na bula contenha as informagdes

toxicoldgicas. Recentemente, a ANVISA publicou um novo marco regulatério para

classificacdo e padronizacédo de rotulagens dos agrotdxicos proposta pelo Sistema Globalmente

Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS). A descrigdo e

classificacdo da gravidade do perigo quimico é realizada por classe de perigo e categoria de

perigo, e sdo estabelecidas como demonstrado abaixo:

* Classe de perigo: significa a natureza do perigo, podem ser fisicas para a saude ou para

0 ambiente.

* Categoria de perigo: ¢ a divisdo de critérios dentro de cada classe de perigo

As trés classes de perigo GHS, Perigo fisico, Riscos a salde e Riscos ambientais,

divididas em 29 categorias de perigo estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Categorias de classificacdo de perigos determinadas pelo GHS e suas classes de

riscos.

Classe de perigo

Categorias de perigo

Perigos Fisicos

Explosivos

Gases Inflamaveis

Aerossois

Gases Oxidantes

Gases sob pressao

Liquidos inflaméaveis

Sélidos inflamaveis

Substéancias auto-reativas
Liquidos piroféricos

Solidos piroféricos

Substéncias de auto aquecimento
Em contato com 4&gua, emitem
inflamaveis

Liquidos oxidantes

Peroxidos organicos

Corrosivos para metais

Explosivos dessensibilizados

gases

13



Toxicidade Aguda (Oral — Dérmica —

Inalatéria)

Corroséo — Irritacéo da pele

LesOes oculares graves — Irritagdo ocular

Sensibilizacdo respiratoria ou cutanea
Riscos a Saude Mutagenicidade em células germinativas

Carcinogenicidade

Toxicologia reprodutiva

Toxicidade sistémica em o6rgdo alvo —

exposi¢éo Unica

Toxicidade em o6rgdo alvo — exposicdo

repetida

Toxicidade por aspiragdo

Riscos Ambientais Perigoso para o ambiente aquatico

Perigoso para a camada de 0zonio

Com a nova classificacdo de riscos dos agrotdxicos no Brasil em 2019 podemos observar
uma alteragdo em algumas categorias. Do total de 1942 produtos registrados, 702 produtos que
eram classificados como extremamente tdxicos (classe I, Portaria n° 3/1992 Ministério da
Saude) foram reclassificados para classes menos perigosas (Figura 1). Na nova classificacdo
do GHS, apenas 43 produtos continuam classificados como agrotdxicos extremamente tdxicos

a saude publica, ou seja, uma reducéo de 93,87%.
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Classificacio segundo Portaria n°03/1993

m Classe |
Classz Il
m Classe Il
m Clase V
= N3o determinado
= N30 informado

m N0 bocalizado

Classificacio de acordo com GHS

mCategoria 1
mCategoria 2
Categoria 3
mCategoria 4
mCategoria 5
N&o classficado
mN&o nformado

mNZo bocalizado

Figura 1. Classificacdo dos agrotdxicos no Brasil pela Portaria do Ministério da Saude n°
3/1992 e a reclassificagdo segundo GHS.

Segundo os dados do relatério do IBAMA para o0 ano de 2020, os principais agrotoxicos
comercializados no sistema agricola brasileiro foram os herbicidas (60,35%), os fungicidas
(15,80%) e os inseticidas (11,77%). Dentre os herbicidas, o glifosato e seus sais s&o 0 agrotoxico
mais utilizado no Brasil (246.017,51 toneladas de Ingrediente Ativo), e o segundo herbicida
mais utilizado no pais é o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D) com 57.597,57 toneladas de
Ingrediente Ativo (IBAMA, 2022).

Os principais cultivares da producdo agricola no Brasil representados por rendimento
médio por ano da safra 2021 sdo a cana-de-acuUcar (68.778 kg por hectare), milho (9.508 kg por
hectare), arroz (6.919 kg por hectare), soja (3.462 kg por hectare) e café arabica (1.341 kg por
hectare), sendo que esses sdo alimentos também exportados para o mercado internacional.
(IBGE/SIDRA, 2022). A expanséo destes cultivos tornou o Brasil o segundo maior exportador
de soja e milho e o maior exportador de agucar e café. O aumento na exportacdo desses
alimentos pode ser um dos fatores que explica 0 aumento no consumo de agrotdxicos no pais
(FAOSTAT, 2022).
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Diante do exposto, podemos observar que os agrotdxicos quando bem utilizados
controlam fatores indesejados na agricultura, como pragas, fungos e infestacdes de ervas
daninhas. Porém, devem ser tomados os cuidados necessarios na aplicacao, respeitando a
legislacdo brasileira vigente com relagdo aos niveis e culturas permitidas, bem como o tempo
de acdo e caréncia dos produtos. O uso intensivo de agrotéxicos pode causar a degradacdo dos
recursos naturais como do solo e da 4gua, em alguns casos de forma irreversivel, podendo levar
a desequilibrios bioldgicos e ecoldgicos (FAO; OMS, 2016). Além disso, a utilizacdo excessiva
dos agrotdxicos na agricultura pode ocasionar a contaminacao dos alimentos, sendo capaz de

acarretar em efeitos adversos a sadde por intoxicagdes agudas ou cronicas.

2.2 Residuos de agrotoxicos em alimentos e na dgua de consumo humano

A FAO salienta que a demanda global por alimentos tem aumentado constantemente,
juntamente com o crescimento populacional, as colheitas recorde e a diversidade das dietas. Os
dados também mostram que a populagdo mundial em 2024 excedera 8 bilhdes de pessoas e, em
2050, mais de 9,5 bilhdes, representando a necessidade de 60% a mais de alimentos e 50% a
mais de energia (FAO, 2022). Neste sentido, ha beneficios na utilizacdo de agrotoxicos para a
producdo de alimentos em grande escala. No entanto, nos ultimos anos tem se observado
residuos de agrotoxicos no ambiente, contaminando diferentes ecossistemas e comprometendo
os recursos alimentares e hidricos (Tudi et al., 2021). Nota-se que essa contaminac¢do vem do
crescimento populacional, uma vez que tal crescimento ndo seria possivel sem um aumento na
producdo de alimentos, e isso estd intimamente ligada ao uso de agrotdxicos e fertilizantes
(Carvalho, 2017).

Os residuos dos agrotoxicos podem permanecer nos tecidos vegetais, como por
exemplo, em alimentos como as frutas. O controle desses residuos é realizado pelas agéncias
reguladoras de cada pais, como a EPA — Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos,
EFSA — Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar ou a ANVISA no Brasil, e é baseado no
Limite Maximo de Residuo (LMR), variando de acordo com o principio ativo e a cultura
pretendida (EPA, 2022; EFSA, 2022; ANVISA, 2022).

No ultimo relatério do PARA (ANVISA, 2019), foram analisados 14 alimentos,
coletados entre agosto/2017 a junho/2018, o que representa 30,86% dos alimentos de origem
vegetal consumido pelos brasileiros e foram pesquisados residuos de 270 ingredientes ativos de
agrotoxicos. Os alimentos em inconformidade para os residuos de agrotoxicos representaram
23%, os alimentos com residuos até o limite permitido 28% e com auséncia de residuos 49%.

Dentre os 23% dos alimentos irregulares, 17,3% eram de ingredientes ativos ndo permitidos
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para cultura, 2,9% com mais de uma inconformidade, 2,3% eram com Limite Maximo de
Residuos e 0,5% com ingredientes proibidos pela legislacdo. Foram detectados 122 residuos de
ingrediente ativos em amostras de alimentos, sendo o imidacloprido (total de detec¢des = 713),
o0 tebuconazol (570) e o carbendazim (526) os mais encontrados. Mediante os resultados, o
relatério apresenta algumas recomendaces como restringir o registro de ingredientes ativos
que tenham elevados indices de irregularidade e situagdo de risco, ampliar os programas de
monitoramento na esfera estadual, entre outras.

Quando comparamos os dados brasileiros com relat6rios de outros paises, observamos
que a porcentagem de residuos de ingredientes ativos nos alimentos é semelhante a o Brasil. O
relatério do Programa de Controle coordenado pela Unido Europeia (EUCP) realizado no ano
de 2019 também apresentam dados em inconformidade para legislacdo do pais. Foram
selecionados 12 produtos alimentares, entre alimentos de origem vegetal e animal, e foram
analisados 182 residuos de agrotoxicos. Das amostras analisadas, 53% estavam em
conformidade, ou seja, sem niveis quantificaveis de residuos (residuos < limite de
quantificacdo), 45% continham um ou mais residuos de agrotoxicos em concentracdo acima do
LOQ (Limite de Quantificacdo) e abaixo ou igual ao Limiar Maximo de Residuos (LMR) e
apenas 2% continham residuos superiores aos seus respectivos LMR (EFSA, 2022).

Os alimentos brasileiros apresentam niveis de inconformidade maiores quando
comparados com os do FDA (Food and Drug Administration) dos EUA. O estudo de Liang et
al (2021) realizaram um compilado dos relatorios da FDA com mais de 56.000 amostras de
alimentos entre 2009 a 2017. Os dados dos relatorios mostraram que 98% dos alimentos
nacionais e 90,9% dos alimentos importados estavam em conformidade com os limites exigidos
no pais. Entre os alimentos com inconformidade, a taxa de violacgao foi de 2,0% para amostras
nacionais, 9,1% para amostras importadas e 7% para todas as amostras combinadas. A
incompatibilidade entre a toleréncia estipulada pelos EUA e 0os LMRs internacionais podem
levar a essas violagOes, pois de maneira geral a maioria das violagdes se deve a residuos de
agrotdxicos ndo autorizados para uso nos EUA e permitido em outros locais.

Ainda que o PARA apresente dados de residuos de ingredientes ativos superior ao de
outros programas, ndo temos dados suficientes para afirmar que os residuos de ingredientes
ativos apresentam efeitos negativos a saude dos brasileiros. Oliveira et al (2021) simularam
modificacBes dietéticas com a finalidade de atingir a adequac&o nutricional sem que isso levasse
ao aumento da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de agrotdxicos. Os autores observaram que a

adequacao nutricional pelo aumento de frutas, hortalicas, laticinios e frutos do mar, e a reducéo
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de arroz, carne vermelha e bebidas agucaradas levou a um aumento na ingestédo de agrotoxicos,
mas sem exceder a IDA.

O PARA é um programa importante no Brasil e tem avancado muito nos ultimos anos,
com o aumento do nimero de amostras analisadas, aumento no nimero de ingredientes ativos
e aumento da rede de laboratérios contratadas para essas analises. Além disso, os resultados
apresentados pelo PARA sdo fundamentais para subsidiar acGes de fiscalizacdo de vigilancia
sanitaria e dar suporte a uma estimativa de exposicao alimentar aos agrotoxicos (Lopes et al.,
2021). No entanto, o programa ainda precisa ampliar o nimero de amostras de alimentos, visto
que ndo h& anélise de alguns alimentos essenciais como o feijao, presente na alimentacdo de
60% dos brasileiros (IBGE, 2022), nem produtos de origem animal. Da mesma maneira, é
necessario ampliar o nimero de ingredientes ativos, pois atualmente o programa detecta apenas
270 ingredientes ativos dos mais de 500 existentes no pais (MAPA, 2022).

Segundo os conceitos do ultimo Guia Alimentar para Populacdo Brasileira (2014), a
alimentacdo deve ser baseada em alimentos in natura ou minimamente processados. O Brasil
produz anualmente cerca de 43 milhdes de toneladas de frutas e hortalicas, porém os estudos
com alimentos brasileiros detectam principalmente residuos de agrotoxicos nesse grupo de
alimentos. A revisdo de Andrade et al (2021) observaram que 67% dos residuos detectados séo
de uso irregular em 28 tipos de frutas e hortalicas comumente consumidos e exportados pelo
Brasil e os principais residuos sdo das classes de organofosforados e piretrdides. Outros estudos
que avaliaram multiresiduos de ingredientes ativos detectaram residuos de clorpirifés em 20%
das amostras de goiaba brasileira (Guedes et al., 2016), metil paration, buprofezim, ametrina e
fenpropatrina em amostras de abacaxi (Barbosa et al., 2018), imidaclopride e carbendazim, e
metamidofds em pelo menos uma das amostras de maracuja (Mozzaquatro et al., 2021).

Outros grupos alimentares brasileiros sdo estudados com menor frequéncia e em geral
se encontram de acordo com os limites de seguranca dos valores aceitaveis de ingestdo diéria.
No grupo de alimentos oriundos de proteina animal, foram detectados organoclorados em
peixes, principalmente compostos relacionados ao DDT (Ferreira et al., 2020). Na carne
vermelha, frango, ovos e leite principalmente clorpirifos, cipermetrina (Dallegrave et al., 2018).
Além disso, ja foi encontrado residuo de aldicarbe em amostras de arroz e bifentrina em massa,
pdo salgado e feijao (Jardim et al., 2018a). Além disso, 0 estudo realizado pelo Instituto
Brasileiro de Defesa do Consumidor (IDEC, 2020), analisou produtos ultraprocessados e
detectaram pelo menos um agrotoxico em 59,3% das amostras, aproximadamente metade dos
produtos continham residuos de glifosato ou glufosinato e todos os produtos que continham

trigo apresentaram agrotoxicos.
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Algumas medidas podem ser parcialmente eficazes na minimizagdo da contaminagéo,
como por exemplo, as praticas domésticas de lavagem em agua, solugdes ou descascamento de
alimentos. A ANVISA (2022) orienta que os consumidores utilizem os procedimentos de
lavagem dos alimentos em &gua corrente e a retirada de cascas e folhas externas. O estudo de
Rodrigues et al (2017) obseravam que a lavagem dos tomates com &gua removeu
aproximadamente 44% do residuo de clorotalonil, 26% de difenoconazol e 17% de
azoxistrobina, solugdes de bicarbonato de sodio e acido acético removeram entre 32 e 83% dos
residuos, enquanto o descascamento removeu de 68 a 88% dos agrotoxicos. E importante
ressaltar que essas medidas contribuem para reducdo dos residuos de agrotéxicos presentes no
exterior, porém, sdo incapazes de eliminar aqueles contidos no interior do alimento.

Além dos alimentos, a &gua prépria para o consumo humano também deve ser livre de
contaminantes, pois isso é essencial para uma dieta saudavel e equilibrada. A contaminacéo da
agua por residuos de agrotéxicos é causada por produtos quimicos persistentes utilizados em
atividades agricolas, uso urbano e fabricas de produgédo de agrotoxicos (Sharma et al., 2019).
Aguas superficiais sdo contaminadas principalmente pela deriva de pulverizacdo, agua de
escoamento, agua de drenagem e deposicdo atmosférica, enquanto que as aguas subterraneas
pode ser devido ao campo tratado com agrotoxicos, o local de descarte de residuos e locais de
fabricagdo de agrotoxicos (Syafrudin et al., 2021). J& foram detectados residuos de,
aproximadamente, 113 agrotoxicos em agua para consumo humano em 31 paises em todo
mundo (El-Nahhal et al., 2021).

No Brasil, a Coordenacdo Geral de Vigilancia Sanitaria coordena o Programa Nacional
de Monitoramento da Qualidade da Agua para Consumo Humano (Vigiagua), programa de
monitoramento da agua em quantidade suficiente e qualidade compativel com o padrdo de
potabilidade, estabelecido através da legislacdo do Anexo XX da Portaria de Consolidacdo n°
5/2017 do Ministério da Saude (PRC n° 05/2017, Anexo XX). O programa funciona por meio
da ferramenta do Sistema de Monitoramento da Qualidade da Agua para Consumo Humano
(Sisagua). Sdo armazenadas informacdes sobre a qualidade da &gua para consumo humano,
inseridas por empresas prestadoras de servico de abastecimento da Vigilancia Sanitaria.

O estudo realizado por Barbosa et al (2015) identificaram que apenas 9 a 17% dos
municipios brasileiros registraram seus dados no Sisagua até o ano de 2014, dificultando a
avaliacdo real da exposicdo para a populacgao a agrotdxicos por via agua potavel. Recentemente,
duas agéncias brasileiras de jornalismo, a Reporter Brasil e a Agéncia Publica, em parceria com
uma organizacdao suica, a Public Eye, solicitaram ao Ministério da Satde os dados brutos atraves

da Lei de Acesso a Informacdo. Os dados eram referentes aos anos entre 2014 a 2017 e
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apontaram a presenca de 27 agrotoxicos na agua para consumo humano ofertada em 1.396
municipios brasileiros, dos 2.300 analisados. O Sisagua é uma ferramenta que ainda apresenta
limitacdes, como a falta de informacdes de varias cidades do Brasil, maior nimero de detec¢édo
de ingredientes ativos, a falta de conhecimento da ferramenta nacional e internacionalmente e
a facilidade de compreensdo na apresentacdo dos resultados. Ainda assim, ¢ uma fonte
promissora de dados e vem apresentando dados preocupantes com relagdo a agua para consumo

humano.

2.3 Efeitos a salde pela exposi¢ao aos agrotdxicos

A exposicdo aos agrotoxicos podem desencadear efeitos adversos a saude, com
sintomas agudos ou cronicos. Os sintomas agudos surgem rapidamente ap0s a exposicdo
excessiva, e podem incluir fraquezas, enjoo, ndusea ou vomito, tonteiras, tremores, dores de
cabeca, dificuldade respiratoria e outros. Por outro lado, os sintomas crénicos tem o
aparecimento mais lento, devido a uma exposi¢cdo moderada por longo periodo de tempo,
incluindo o desenvolvimento de problemas neurodegenerativos, cancer, alteracdes
cromossomiais e outros (OMS, 1996).

No Brasil, os agricultores e trabalhadores rurais estdo entre as populagdes mais expostas,
aproximadamente 1,5 milhdo de trabalhadores sofrem intoxica¢bes no campo (Moura et al.,
2014). Os dados do Departamento de Informatica do Sus (DataSus), no periodo entre 2007 a
2021, apresentaram 97.118 mil casos de intoxicacGes registradas por agrotoxicos no Brasil na
populacédo adulta (20 a 59 anos). O agente toxico mais registrado sdo 0s agrotoxicos agricolas,
seguido dos raticidas, agrotéxicos domésticos e agrotoxicos de saude publica. Destes, 39% dos
casos notificados estdo presentes na regido Sudeste, 22% da regido Sul, 20,5% na regido
Nordeste, 10,5% no Centro-oeste e 6% dos casos no Norte (DataSus, 2022).

Ainda que 0s nimeros sejam preocupantes, a subnotificacéo € historicamente expressiva
no Brasil, em particular as mais graves como as intoxicagdes cronicas, para cada caso notificado
por intoxicacao outros 50 n&o sdo inseridos no sistema (Peres et al., 2001). Segundo o Protocolo
de Avaliacdo das IntoxicacBes Cronicas por Agrotdxicos (2013), a subnotificacdo por falta de
registro impossibilita o investimento na prevencdo e no tratamento rapido de intoxicacBes por
agentes toxicos no Sistema Unico de Salde (SUS), assim como inviabilizam acBes de
prevencao e promocao saude para a populacéo.

Neste sentido, as intoxica¢Bes cronicas sao ainda mais preocupantes, pois além de nao
termos notificagbes expressivas nos bancos de dados, os efeitos adversos a salde sdo mais

dificeis de serem identificados. Recentemente, alguns estudos encontraram correlacdo entre a
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exposicdo ocupacional por agrotoxicos e problemas neuroldgicos. Os resultados apresentados
mostram que um ter¢o das mulheres gravidas que viviam a menos de 1,5 km de areas de
aplicacdo de agrotdxicos ou que tivessem contato com organofosfatos estava associada a 60%
de aumento de risco de desenvolvimento de autismo pelo bebé (Shelton, 2014; Pelch et al.,
2019). Este cenario preocupante levou o Ministério da Saude, através da Vigilancia em Saude
de PopulagBes Expostas a Agrotoxicos, a desenvolver uma publicacdo com as Diretrizes
Brasileiras para Diagnostico e Tratamento de Intoxicacfes por Agrotoxicos com a finalidade
de auxiliar os profissionais de Saude da Atencdo Basica, média e de alta complexidade na
escolha de intervencgdes adequadas para o atendimento de pacientes intoxicados por agrotoxicos
(Ministério da Saude, 2020).

Além disso, ha resultados positivos quanto a presenca de agrotoxicos no leite materno,
como os piretrdides (Corcellas et al. 2012) e metabolitos de piretroides, como 3-PBA (Acido
3-fenoxibenzoico) (Thiphom et al. 2014). Os agrotdxicos organoclorados também foram
encontrados em amostras de leite materno (18 residuos), inclusive altas concentracdes de
metoxicloro, agrotoxico proibido no Brasil por mais de 30 anos. Os autores também relataram
a deteccao simultanea de dois ou mais residuos por amostra analisada (Souza et al., 2020). Os
organoclorados apresentam alta lipofilicidade, o que facilita a absorcdo e distribuicdo nos
tecidos podendo se difundir entre as membranas, internalizar as células e se acumular em 6rgaos
com elevada gordura como figado, rins, cérebro e o tecido mamario (Schaefer et al., 2015;
Souza et al., 2020).

No entanto, quando se refere a exposicao pelo consumo de alimentos com residuos de
agrotoxicos os dados na literatura ainda ndo sdo suficientes para realizar uma associagdo com
os efeitos a saude. A maioria dos trabalhos existentes de exposic¢do por via alimentar avalia o
desfecho - niveis de concentragcdes urinarias de individuos expostos a dieta convencional
comparado com um periodo de dieta organica (Ye et al., 2015; Berman et al., 2016; Holme et
al., 2016; Chiu et al., 2017; Sutris et al., 2017; Hyland et al., 2019). Esses estudos foram
realizados principalmente na América do Norte (Canada e Estados Unidos), na Asia (Malésia)
e paises de area limitrofe como Israel e Georgia.

Os principais metabolitos de agrotoxicos urinarios encontrados nos estudos foram
metabdlitos de inseticidas para organofosforados e piretréides como dimetilfosfato (DMP),
dimetiltiofosfato (DMTP), dimetil-ditiofosfato (DMDTP), dietilfosfato (DEP), e
dietiltiofosfato (DETP), dietilditiofosfato (DEDTP) é&cido dicarboxilico malatido (MDA),
metabdlito do malation; 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCPy) e 3-PBA. Logo, sabe-se que ha

diferenca na excrecao dos niveis urinarios de agrotdxicos com relacdo ao consumo de alimentos
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convencionais comparado aos organicos. Mas, ainda ndo sabemos se essa exposi¢do via
alimentar pode apresentar riscos a saude no que se refere aos efeitos crénicos de danos
geneéticos, cancer, problemas neurodegenerativos e outros.

Estudos realizados pelo Laboratorio de Toxicologia da Universidade de Brasilia (UnB)
demonstraram que ndo ha riscos a salde pela exposicdo de agrotdxicos por via alimentar.
AvaliacGes cumulativas de risco dietético agudo para organofosforados, carbamatos e
piretrdides foram realizados para amostras de alimentos de programas nacionais de
monitoramento. Laranja, suco de laranja, macarrdo e pao salgado foram os alimentos que mais
contribuiram para a ingestdo de organofosforados, o arroz para carbamatos e massas, paes e
feijdo para piretroides. No entanto, nenhum indice ultrapassou ARfD estipulada e ndo
apresentam riscos de exposicdo preocupantes para saude (Jardim et al., 2018?).

Outro estudo realizado pelo Laboratdrio de Toxicologia da UnB avaliou o risco a saude
estimado a partir de dados de residuos para triazdis e ditiocarbamatos em mais de 30 alimentos
utilizando o software de avaliagdo de risco de Monte Carlo. Os autores evidenciaram que 0
ingrediente ativo flusilazol é responsavel pela exposicdo aguda cumulativa de 0.5% da ARfD
em mulheres em idade fértil para os efeitos de malformacao cranio-facial e variacao esquelética,
porém sem apresentar um problema relevante de satide. Os mesmos achados foram encontrados
para exposi¢do cronica com o ciproconazol para os efeitos hepatoxicidade e tileno-
bisdititiocarbamatos para toxicidade da tiredide) (Jardim et al., 2018).

E importante estimar a quantidade de agrotoxicos ingerida por via alimentar, pois desta
forma é possivel avaliar o risco real para a populacdo. A quantificacdo de 17 piretroides e
clorpirifés foi realizada em produtos de origem animal com elevado teor de gordura em
amostras de alimentos brasileiros. Os inseticidas foram encontrados nas amostras analisadas e
a avaliacdo de risco mostrou que os residuos de inseticidas detectados nao constituem risco para
o0 cidadao brasileiro, pois os valores estimados ficaram abaixo da IDA (Dallegrave et al., 2018).
Porém, de maneira geral os estudos com avaliacdo de risco a salde para agrotdxicos sao
baseados em modelos matematicos.

Uma alternativa ao uso das praticas agrondmicas convencionais é a agricultura organica.
Estudos mostraram que a populacdo tem optado por alimentos organicos por compreender que
seria uma opcao mais saudavel, aléem de também serem motivados a consumir pela preocupacéo
com a saude ambiental, o bem-estar animal, ou pela percep¢do que os alimentos organicos tém
maior valor nutricional do que os produtos convencionais (Oates et al. 2012; Smith-Spangler et
al. 2012).
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2.4 Alimentos organicos
Segundo a Organizacédo das Nacdes Unidas para Alimentacdo a definicdo de agricultura

organica é:

“A agricultura organica ¢ um sistema holistico de gestdo da producdo que promove e
melhora a saude do agroecossistema, incluindo a biodiversidade, os ciclos bioldgicos e a
atividade biologica do solo. Ele enfatiza o uso de préaticas de gestdo em detrimento do uso de
insumos fora da fazenda, considerando que as condi¢des regionais exigem sistemas adaptados.
Isso € feito usando, sempre que possivel, métodos agrondmicos, bioldgicos e mecénicos, em
oposicdo a usando materiais sintéticos, para cumprir qualquer fungdo especifica dentro do
sistema” (FAO/OMS Codex Alimentarius Commission, 1999).

No Brasil, a producdo organica foi estabelecida pela Lei 10.831/2003, na qual define
que é proibida a utilizacdo de agrotoxicos e fertilizantes quimicos de alta concentracdo e
solubilidade. Assim, sdo substituidos por biofertilizantes, adubos organicos, defensivos
alternativos como Gleos e extratos naturais, adubacdo verde, rotacdo de culturas e plantio direto.
O sistema de cultivo organico tem por objetivo ser menos prejudicial ao meio ambiente
comparado ao convencional e, consequentemente, menos nocivo a saude humana.

O mercado dos alimentos organicos tem apresentado um aumento significativo, e ha
evidéncias de que isto esteja relacionado com a preocupacdo dos consumidores com as
implicacOes de saude, éticas e ambientais de suas escolhas alimentares (Padilla Bravo et al.
2013). Os alimentos organicos possuem alto valor nutricional, garantindo consumo seguro, sem
residuos nocivos de fertilizantes e conservantes, e exclui modificagcdes genéticas. Deste modo,
o0 consumo destes alimentos é compreendido como mais saudavel, mais ecoldgico e mais seguro
gue os alimentos produzidos pelo sistema convencional (Soroka et al., 2021).

Em 2018, a producdo de alimentos organicos é realizada em mais de 180 paises e ocupa
71,5 milhdes de hectares (Willer et al., 2020). A Austrélia ocupa o primeiro lugar em area
agricola organica (50% com 35,7 milhdes de hectares), seguida pela Argentina (3,6 milhdes de
hectares) e a China (3,1 milhdes de hectares) (Paull, 2019; Willer et al., 2020). Nos Estados
Unidos, as vendas de produtos organicos apresenta um aumento de mais de 100% nos ultimos
10 anos, US$ 20,39 em 2008 e US$ 47,9 bilhGes em 2019 (Adamchak, 2020). No Brasil, as
unidades de produc¢do organica no pais estdo distribuidas em todas as regides brasileiras com
maior concentragdo na regido Nordeste, principalmente entre Bahia, Pernambuco, Piaui e
Ceara, na regido Sul e em parte dos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Além

disso, 0 numero de produtores organicos registrados no MAPA apresentou aumento médio
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anual de quase 17% entre os anos de 2010 a 2018 (Instituto de Pesquisa e Economia Aplicada,
2020).

As vendas mundiais dos produtos organicos atingiram, aproximadamente, 97 bilhdes de
dolares em 2017, um aumento de 10% nas vendas comparado a 2016. Apesar do mercado de
organicos apresentar crescimento, a producdo e o consumo de alimentos orgéanicos ainda
apresentam maior custo e menor produtividade em relagéo a agricultura convencional (Willer
et al., 2020. Além disso, ndo ha consenso se existe diferenca da composicdo nutricional e
contetdo de metabdlitos secundarios dos alimentos organicos comparado com alimentos
convencionais. Uma revisdo sobre o contetdo de metabdlitos secundérios afirmaram que em
termos de composigdo nutricional ainda é ndo é possivel concluir que um sistema de producao
organico é melhor do que um sistema convencional (Baranski et al., 2017).

Alguns estudos in vitro encontraram maior teor de polifendis em macas cultivadas
organicamente e alguns cultivares de morangos (Young et al., 2005; Srednicka-Tober et al.,
2020) quando comparados com os alimentos do cultivo convencional. No entanto, estes
resultados ndo foram observados para os compostos fenolicos em ameixas e groselhas
(Mikkonen et al., 2001). A diferenca na composicao fitoquimica encontrada por alguns estudos
pode ocorrer devido as diferentes praticas de fertilizacao do solo, no qual o plantio convencional
gera maior biodisponibilidade de nitrogénio, através dos fertilizantes sintéticos e isso acelera o
processo de plantio, podendo alterar a composi¢do dos alimentos. Outra razdo, € que 0S
alimentos no cultivo orgénico estdo expostos a mais situacdes estressantes resultantes da falta
de agrotdxicos, e isto pode aumentar a defesa natural e gerar mais metabolitos secundarios
(Faller e Fialho, 2009).

Devido a restricdo de agrotoxicos no cultivo de alimentos orgénicos, € comum a
utilizacdo de esterco de animais e isso pode aumentar o risco de contaminacdo microbioldgica
em vegetais organicos crus (Williams, 2002; Johannessen et al., 2004). Os trabalhos realizados
no Brasil detectaram contaminacdo microbiologica em alfaces e cenouras organicas (Arbos et
al., 2010; Abreu et al., 2010). Neste sentido, o uso de agrotdxicos é considerado como fator de
protecdo, pois sdo capazes de inibir o crescimento de alguns micro-organismos (Oliveira et al.,
2010). Em ambos os cultivos, a préatica de producédo e processamento devem ser realizadas de
maneira segura, pois essa contaminacdo pode ocorrer no plantio, N0 manuseio ou no pés-
colheita (Bourn et al., 2002). Kuan et al (2017) demonstraram que com 0 manuseio adequado
ndo hé diferengas no plantio para a contaminagéo de vegetais com diferentes micro-organismos
(Escherichia coli O157:H7, E. coli produtora de toxina, Listeria monocytogenes, Salmonella

typhimuium e Salmonella Enteritidis).
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As pesquisas atuais sobre os efeitos do consumo de alimentos organicos na salide sdo
escassas em comparacdo com outros tépicos de epidemiologia nutricional. Em particular,
faltam estudos de intervencdo de curto e longo prazo e isso ocorre principalmente devido ao
alto custo. Estudos clinicos realizados em diferentes paises geralmente sdo baseados em
populacOes pequenas, restritos a substituicdo de um grupo ou um alimento organico e de curta
duracdo, limitando assim o poder estatistico e a possibilidade de identificar efeitos de longo
prazo. Estudos de intervencdo com apenas um alimento organico ndo encontraram diferenca
significativa entre a dieta dos individuos com relagdo a concentracdo antioxidante plasmatica,
oxidagdo de LDL e danos de DNA (Briviba et al., 2007; Stracke et al., 2009?; Stracke et al.,
2009b; Caris-Veyrat et al., 2004). E importante ressaltar, que a acio antioxidante dos alimentos
néo se restringe apenas a um alimento ou grupo de alimentos (Heimler et al., 2005).

Em estudos observacionais, a dificuldade de associacdo entre consumo e efeito € que
individuos que consomem alimentos organicos tendem a escolher mais vegetais, frutas,
produtos integrais e menos carne e apresentam padrdes alimentares mais saudaveis (Mie et al.,
2017). Assim, dependendo da questdo do estudo, as associag¢des entre o consumo de alimentos
organicos comparado com convencionais e o resultado de satde precisam ser cuidadosamente
ajustadas para diferencas na qualidade da dieta e fatores de estilo de vida. No estudo
prospectivo que incluiu 62.000 participantes com a variavel consumo de alimentos organicos,
o Indice de Massa Corpérea (IMC) e a obesidade (31%) ao longo do tempo foi menor entre
consumidores frequentes de alimentos organicos em comparagdo com guem consumia menos
produtos (Kesse-Guyot et al., 2017). Portanto, ensaios de intervencédo dietética controlados,
randomizados e de longo prazo comparando alimentos orgénicos e convencionais da mesma
variedade sdo necessarias para determinar os possiveis efeitos benéficos da dieta organica na

saude humana.

2.4.1 Estudos comparativos de alimentagdo convencional e organica

Os estudos observacionais recentes que caracterizaram o0s efeitos do consumo de
alimentos convencionais e organicos em adultos estdo apresentados na Tabela 2. Os
delineamentos mais utilizados foram o transversal (N = 8) e as coortes (N = 6), com desfecho
para biomonitoramento na urina através de residuos de agrotoxicos, associado a questionarios
autorrelatados de frequéncia alimentar. Em geral, os estudos ja realizados associaram o maior

consumo de alimentos convencionais, principalmente frutas e vegetais, com maiores niveis
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urinérios de agrotoxicos. Os organofosforados foram os agrotdxicos mais investigados,
especificamente os metabolitos de DAPs.

Os estudos de coorte sdo mais robustos comparado aos transversais e constituem uma
maneira viavel de examinar associagdes, como os relatados nos estudos da Tabela 2 sobre
menor IMC, melhora no sistema reprodutivo masculino e menor risco de alguns tipos de cancer.
Porém, é um delineamento que apresenta desafios, como o tempo de duracdo e custo. Além
disso, se dois ou mais grupos forem comparados em estudos observacionais pode ocorrer
diferencas sistematicas entre os grupos e ndo se pode afirmar que o resultado final por essas
diferencas pela intervencdo realizada no estudo (Howards, 2018).

O Ensaio Clinico Controlado Randomizado (ECR) é o delineamento que apresenta
causalidade baseada em evidéncias, isto €, uma intervencdo causa uma mudanca direta em um
resultado clinico, além de serem valorizados por seu rigor estatistico e mecanismos para evitar
vieses (Brocklehurst et al., 2017). Os Ensaios Clinicos (EC) descritos na literatura que
abordaram a associacdo entre o consumo de alimentos convencionais e salde sao
predominantemente cruzado ou duplo-cego e, com menos frequéncia, simples-cego (Tabela 3).
O procedimento de cegar os participantes (simples cego) ou ambos participantes e
investigadores (duplo cego) minimiza o viés de informacdo inconsciente. O EC cruzado
apresenta a vantagem de aumentar o ndmero amostral pois utiliza 0 mesmo nimero de
individuos nas duas intervencdes (fase convencional e fase orgénica). Por outro lado, 0 ECR
duplo-cego diminui a possibilidade de vieses (Bhide et al., 2018).

Baseado nos dados dos estudos encontrados, foi realizado um ECR duplo-cego. Porém,
para o melhor desenvolvimento do estudo também realizamos um estudo piloto de sete dias
antes da intervengdo, por ser considerado como um periodo de adaptacdo e correcdo de
problemas sem modificar a intervencdo que ja estava estabelecida. O tipo de intervencdo e o
tempo exposicdo sdo dois fatores fundamentais para determinar associacao entre exposicao e
alguns desfechos (Kunz et al., 1998) como, por exemplo, pardmetros bioquimicos, atividade
antioxidante, danos de DNA e desenvolvimento de cancer. Esses desfechos avaliados pelos
ECR existentes necessitam de um tempo maior para que seja observada a reducdo de risco ou
danos. Devido a semelhanca nos desfechos, optamos por uma intervencdo de 14 dias,
semelhante alguns dos estudos. A revisdo bibliografica embasou as escolhas na construgédo do
delineamento do ECR, com relacdo a nimero amostral, randomizacdo, tipo de intervencéo,

tempo de exposicdo e aspectos metodoldgicos.
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Tabela 2. Estudos observacionais que avaliaram os efeitos do consumo de alimentos com residuos de agrotoxicos.

Referéncias  Pais Delineamento Numero  Idade Desfechos para Resultados
amostral alimentos e saude

Kimata et al., Japéo Transversal 535 61,5+0,4 QFA; Associacdo significativa entre a concentragdo do

2009 Amostra de urina 3-PBA e a frequéncia de consumo de tomate
com uma tendéncia linear positiva significativa
para mulheres.

Berman et Israel Transversal 247 20-74 Recordatério de 24 Metabdlitos de OP foram detectaveis em todas

al., 2013 horas e QFA,; as amostras de urina. Os DAPs totais foram

Amostra de urina maiores nos individuos com consumo de frutas

acima do percentil 75.

Fortes et al., Italia Transversal 55 49,9+13,4 Recordatério de 24 O consumo 5 vezes ou mais por semana de

2013 horas e QFA; vegetais crus e cozidos apresentaram niveis

Amostra de urina médios mais elevados de 3-PBA na urina.

McKelvey et New York Transversal 876 20-59 QFA; As concentraces de DAPs aumentaram com 0

al., 2013 Amostra de urina aumento da idade, para brancos ou negros nédo
hispanicos em comparacdo com 0s hispanicos,
uso profissional de pesticidas e aumento da
frequéncia de consumo de frutas.

Ye et al, Canada Transversal 4.539 20-79 Questionério de Mais de 90% dos participantes tinham pelo

2015 ingestdo de alimentos menos um tipo de DAP e 99,8% tinham

do banco de dados da

metabolitos piretroides detectdvel em amostras

de urina;
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Berman et
al., 2016

Chiu et al,,
2016

Israel Transversal

New York Transversal

42

189

50,7+ 13.7

18-22

Pesquisa Canadense de

Medidas de Saude;

Amostra de urina

Recordatério de
horas;

Amostra de urina

QFA;

Amostra de sémen

24

O DAP entre os participantes com alto consumo
de frutas apresentou concentracdo 1,43 vezes
maior entre aqueles com baixo consumo.

O DAP também foi positivamente associado ao
consumo de hortalicas para aqueles com alto
consumo comparado aqueles com baixo
consumo;

O PYR entre os participantes com alto consumo
de vegetais apresentou ceoncentr¢do 1,42 vezes
maior entre aqueles com baixo consumo de
vegetais.

As concentragbes medianas de creatinina do
total de DAPs e de TCPy foram
significativamente maiores na populagédo
vegetariana comparada a populacdo geral.

Além disso, foi observada associag¢do positiva
entre a ingestdo de vegetais e 0s niveis urinarios
de TCPy. Os niveis médios de dimetil fosfato
totais foram mais baixos em individuos que
relataram o consumo de produtos organicos.

O consumo total de FV ndo teve relagcdo com a
qualidade do sémen. Mas, a ingestdo de FV com

residuos de pesticidas baixos a moderados foram
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Baudry et al.,
2017

Bradbury et
al., 2014

Franca

Reino
Unido

Transversal

Coorte

8174

623,080

Baixo consumo
organicos
59.03 (12.84)

Moderado consumo
organicos
57.96 (12.41)

Alto consumo
organicos

57.50 (11.71)
Nunca consome
59.3 (4.9)

As vezes
59.1 (4.9)

Geralmente/sempre

QFA;
Prevalancia de

sindrome metabdlica

Questionario com a
pergunta:Vocé
consome alimentos
organicos?

Com as respostas:
nunca, as  vezes,

geralmente sempre.

associados a uma maior concentragdo e
contagem total de espermatozoides. E o alto
consumo de frutas e hortalicas com agrotoxicos
ndo apresentou relagdo com a qualidade do
sémen.

O maior consumo de alimentos organicos foi
associado a menor probabilidade de sindrome

metabolica.

No inicio do estudo 30% das mulheres relataram
nunca, 63% as vezes e 7% sempre consumir
alimentos organicos. O consumo de alimentos
organicos ndo foi associado a reducdo da
incidéncia de todos cancer, apenas associado ao

risco reduzido para o linfoma ndo Hodgkin.
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Chiu et al,,
2015

Curl et al.,
2015

Kesse-Guyot
etal., 2017

United Coorte 155
States of

America

6 United Coorte 4,466
States of
America

regions

Franca Coorte 62,224

59.7 (5.0)
36,1(33.0, 39.2)

<65 a>75

45

QFA;
Amostra de sémen

QFA,;

Amostra urina

QFA;
Avaliacao

antropometrica

O consumo de FV com alto teor de residuos de
pesticidas foi associado a menor contagem total
de espermatozdides, volume ejaculado e
porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais. A ingestdo de
pesticidas de baixa a moderada foi positivamente
relacionada com a morfologia do esperma.

O aumento do tercil da exposicdo dietética
estimada a OP foi associada a maiores
concentracdes de DAPs entre os consumidores
de produtos convencionais. As concentragdes de
DAP também foram significativamente menores
nos grupos que relataram consumo mais
frequente de produtos organicos.

O menor IMC e menor risco de excesso de peso
e obesidade foi observado em individuos com
maior consumo de alimentos organicos.

A associacdo permaneceu forte e significativa
com reducdo o risco de obesidade de 37% nesses

individuos.
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Chiu et al.,
2017

Baudry et al.,
2018

Baudry et al.,
2018

Baudry et al.,
2019

United Coorte 90
States of

America

Franca Coorte 68.946
Franca Caso controle 300
Franca Caso controle 300

36.1 (33.8, 40.4)

36,1(33.0, 39.2)

N&o organico:
58,71 + 12,78

Organico:
58,35 + 11,69

N&o organico:
58,71 +12,78

Organico:

QFA;

Amostra de urina

QFA;

Diagnéstico de cancer.

QFA;
Amostra de sangue

(plasma).

QFA;

Amostra de urina

As concentracOes urindrias de pesticidas foram
relacionadas com a alta ingestdo de FV com
pesticidas, mas inversamente relacionadas a

baixas ingestdo de FV de pesticidas.

Pontuacdes altas de alimentos organicos foram
associados negativamente com o risco geral de
cancer. O consumo mais alto de produtos
organicos comparado ao consumo mais baixo
apresentou reducdo de cancer de linfomas
Hodgkin, linfoma e cancer de mama.

N&o houve diferencas significativas entre os 2
grupos para a-tocoferol e retinol, cadmio, cobre,
ferritina ou transferrina. Os consumidores
organicos apresentaram concentracdes maiores
de a-caroteno, B-caroteno, luteina, zeaxantina,
magnésio, acido palmitoleico inferior, acido -
linolénico, e acido docosapentaendico e &cido
linoleico.

Em geral, as concentragdes de agrotdxicos foram
abaixo do LOD. Os metabdlitos de agrotoxicos
DETP, DMTP, DAPs totais e 3-PBA livre foram
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58,35+ 11,69 significativamente maiores entre consumidores

convencionais comparado aos organicos.

Legenda. QFA: Questionario de Frequéncia Alimentar; FV: Frutas e Vegetais; 3-PBA: acido 3-fenoxibenzdico; DAP(s): metabdlitos dialquilfosfato; TCPy : 3,5,6-triclor-2-piridinol; MDA:
acido dicarboxilico malation; DMP: dimetil fosfato; DMTP: dimetil tiofosfato; DMDTP: dimetil ditiofosfato; DEP: dietil fosfato; DETP: dietil tiofosfato; DEDTP: dietil ditiofosfato; LOD:
Limite de detecgéo.
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Tabela 3. Resumo de estudos com delineamento de Ensaio Clinico.

Referéncias Pais Delineamento  Tempo Intervencao Numero Idade Desfechos Resultados
amostral
Grinder- Dinamarca ECR, duplo- 22 dias Dietas idénticas 16 21-35 Atividade Os individuos com
Pedersen et cego com alimentos antioxidante e dieta organica
al., 2003 convencional e amostras de urina apresentaram  niveis
organico (momento 0 e no dia urinarios mais elevados
22 para  dosar de  quercetina, e
flavondides e kaempferol. A analise
flavononas) TEAC foi
significativamente
maior ap0s a ingestdo
de alimentos
convencionais.
Caris- Franla ECR paralelo 21 dias 100 gde puré de 24 21-39 Dosagem de Na&o foram observadas
Veyrant et simples-cego. tomate vitamina ~ C, fB- diferengas
al., 2004 convencional ou caroteno e licopeno significativas O puré

organico
adicionado  ao
almoco ou

jantar (1x/dia)

no plasma sanguineo

de tomate aumentou o
[-caroteno e licopeno

em ambos grupos.

33



Akcay et al., Peru
2004

Di Renzo et Italia
al., 2007

Briviba et Germania

al., 2007

Stracke et Germania

al., 2009

Ensaio

cruzado

Ensaio

cruzado

ECR,
cego

duplo-

ECR, paralelo,
duplo-cego

Consumo

Unico

30 dias

Consumo

Unico

14 dias

Dose Unica de 8 24-45
vinho
convencional ou

organico

Dieta 10 30-65
mediterranea
convencional ou

organica

Consumo Unico
de 1000 g de
maca

convencional ou
organica
200 g

cenouras

de 36 19-54

convencional

Dosagem de
compostos
antioxidantes e

analise antioxidante
em amostras de
sangue no momento
0, 60 e 360 minutos.

Capacidade
antioxidante no

plasma

Atividade
antioxidante,
oxidacdo de LDL,
danos ao DNA

Concentracdo de
carotenoides,

vitaminas E e C no

A SOD aumentou em 1
hora, e em 6 horas no
grupo
comparado com ele

organico

mesmo no momento. A
SOD aumentou em 6
horas no grupo
convencional
comparado com 0
momento inicial.
Aumento significativo
na capacidade
antioxidante em 21%
apos a dieta
mediterranea organica.
N&o foram observadas
diferencas
significativas entre 0s

grupos.

N&do foram observadas

diferencas
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De Lorenzo

etal., 2010

Stracke
al., 2010a

et

Italia

Germania

Ensaio

cruzado

ECR,

cego

duplo-

30 dias

Consumo

Unico

ou organica
consumidas
na refeicdo
principal e

adicional de, no
minimo, 10 g de
gordura.

Grupo Controle:
restrito de
carotendide na

dieta

Dieta 150
mediterranea
convencional ou

organica

1000 g de macds 6
convencional ou

organicas

Organico
29.4+5.6

Convencional

plasma, atividade
antioxidante.
Danos no DNA,

glicose plasmatica,

acido Urico e
colesterol.
IMC, DXA,

concentracGes de
fosforo, glicose no
sangue, perfil
lipidico,

marcadores
inflamatorios,
microalbumindria.
Polifendis da maca e
analise antioxidante

total

significativas entre 0s

grupos.
Diminuicéo

significativa em
colesterol e

microalbumindria apds

dieta organica.

Né&o foram observadas
diferengas
significativas entre 0s

grupos.
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Stracke et
al., 2010b

Soltoft et al.,
2011

Oates et al.,
2014

Germania

Dinamarca

Australia

ECR, duplo-
cego
ECR, duplo-
cego

Randomizado,

cruzado

30 dias

34 dias

7 dias

500 g de maca
convencional ou
organica

Grupo controle:

restricao de
macé e
alimentos ricos
em polifenol

Organico a base
de esterco de
gado, Organico
a base de
adubacdo verde
Convencional

com fertilizantes
minerais
Dieta: de até
80% organica ou

convencional

43

18

13

285+5.38

Controle

274 +£3.1
Organico
29.4+5.6

Convencional
28.5+5.8

Controle
274 +3.1
Organico
251 £ 6.7
(18-40)

Convencional
260 = 71

(19-37)

42,1+10,1

Polifendis da maca,

glicose, colesterol,
leucécitos, acido
arico, analise

antioxidante total.

Dosagem de
conteudo de
carotenoides em
amostras de sangue
(dia 1 e dia 13)

Dosagem de
metabolitos de

agrotoxicos na urina

Né&o foram observadas
diferencas
significativas entre 0s

grupos.

N&o foram observadas
diferencas
significativas entre o0s

grupos.

Os resultados médios
de DAP total na fase

organica foram 89%
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Toaldo et al.,
2016

Goen et al.,
2017

Brasil

Suica

ECR, simples-

cego

Cruzado

Consumo

Unico

29 dias

por 7 dias e

depois  passou
para dieta
alternativa

Dose Unica de
400 mL de suco
convencional ou
organico ou

agua

Dieta
convencional ou

organica

24

20-55

(2 momentos, dia 8

de cada fase de dieta)

Dosagem de GSH,
SOD, TAC, glicose e
acido  drico em
amostra de sangue
(tempo 0 e 60
minutos)

Dosagem urinaria de
metabolitos de
agrotoxicos
(amostra de 4
ultimos dias de EC)

menores do que na fase
convencional.
Para dimetil DAPs
totais houve

uma reducdo de 96%.
Os niveis de DAP na
fase organica eram
metade dos
encontrados na fase
convencional.

Néao foram observadas
diferengas
significativas entre 0s

grupos.

Né&o foram observadas
diferencas
significativas entre o0s

grupos.
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Hyland et California, Cruzado
al., 2019 Minneapolis,
Maryland and

Geodrgia

Rempelos et Reino Unido ECR, simples-
al., 2022 cego

10 dias

14 dias

Dieta
convencional ou

organica

Dieta ocidental
comparada com
a dieta
mediterranea e
tipo de alimento
(convencional

Ou organico)

7

27

42,3+6,1

Organico
Homens: 29
(24-31)
Mulheres: 26
(21-30)

Convencional
Homens:
29 (22-36)

Dosagem de
metabolitos de
agrotoxicos na urina

(dois momentos).

Dosagem de
metabolitos de

agrotoxicos na urina

Houveram  reducgdes
significativas nos
niveis urinarios de 13
metabdlitos de
agrotoxicos apos a
introducdo de uma
dieta organica.

As maiores redugdes
foram observadas para
clotianidina, MDA,
metabolito de MDA,
TCPy, metabolito de
clorpirifés.

Durante o periodo de
intervencdo, 0s niveis
totais de metabolitos de
agrotéxicos na urina
foi de 91%

menor no  grupo

organico.
No grupo
convencional, a

mudanca de dieta

38



Mulheres: 25 ocidental para a

(23-30) mediterranea
aumentou a excrecdo
de inseticida de 7 para
25 ug/d, excrecao de
organofosforados de 5
a 19 pg/d, e excregdo
de residuo de piretroide
de 2,0 a4,5 pg/d.

Legenda. IMC: indice de massa corporal; DAP: dialquilfosfato; DNA: &cido desoxirribonucleico; DXA: absorciometria radioldgica de dupla energia; FRAP: capacidade redutora férrica do
plasma; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; GSH: glutationa; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; MDA: malatido; OP: organofosforado; ORAC: capacidade de absorcéo de
radicais de oxigénio; SOD: superoxido dismutase; TAC: capacidade antioxidante total; TAG: triacilglicerol; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico; TCPy: 3,5,6-tricloro-2-
piridinol; TEAC: equivalentes de trolox capacidade antioxidante.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar a presencga de agrotoxicos e os efeitos da exposi¢do a esses compostos

através da via alimentar sobre os parametros bioguimicos de individuos saudaveis.

3.2 Objetivos especificos
Quantificar os niveis de agrotoxicos dos alimentos ofertados na dieta dos individuos

do grupo exposto (cultivo convencional) e comparar ao grupo controle (cultivo organico);

Quantificar os niveis de agrotdxicos urinarios de individuos expostos a dieta obtida
pelo cultivo convencional e comparar com individuos de exposi¢do dietética do cultivo

organico;
Avaliar os parametros bioquimicos sanguineos e de dano e reparo de DNA de

individuos com consumo dietético de alimentos obtidos pelo cultivo convencional e

comparar com individuos com o consumo dietético do cultivo organico.
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4. Métodos
A descricdo detalhada dos métodos utilizados neste estudo estdo descritas no
manuscrito: Consumption of organic food — aspects of a randomized clinical trial,

apresentado na se¢ao Resultados.

5. Aspectos Eticos

Este estudo respeitou todos os principios éticos estabelecidos pela Resolucéo
466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Salde que regulamenta as
pesquisas envolvendo seres humanos (Ministério da Saude, 2012). O protocolo do estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na Area da Satde da Universidade Federal
do Rio Grande-FURG (CEPAS/FURG) com o parecer nimero 55/2019 (anexo 5).

6. Analise critica de riscos e beneficios

Os métodos de coleta que foram utilizados para o presente estudo apresentaram
riscos (incluindo a coleta de urina e de sangue). A coleta das amostras biologicas foi
realizada em uma sala da Universidade Federal do Rio Grande devidamente equipada,
higienizada e preparada para a coleta. A coleta de sangue foi realizada por profissionais
habilitados, com o material adequado e a coleta de urina foi realizada pelo proprio
participante e armazenada no mesmo momento pelo pesquisador devidamente treinado,
respeitando as normas do Ministério da Saude (2011).

Os procedimentos de coleta foram realizados de forma a ndo comprometer a
integridade fisica e psicoldgica, estando de acordo com as normas éticas e de seguranca
exigidas neste procedimento. No entanto, os participantes foram informados que, se
apesar de todos os cuidados que seriam tomados, se viessem a ter algum tipo de
desconforto, seria encaminhado para a unidade de satide mais préxima de onde estava
ocorrendo a coleta.

Foi garantido o esclarecimento de davidas e dos resultados da pesquisa, também,
foi garantida a liberdade para a retirada do termo de consentimento livre e esclarecido,
sem qualquer prejuizo, a qualquer instante. N&o houve despesas ou compensacdes
pessoais quanto a participacdo da pesquisa. Os dados coletados serdo utilizados apenas
para a pesquisa e os resultados serdo veiculados atraves de artigos cientificos e/ou

congressos, com absoluto sigilo da identificacdo dos participantes.
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7. Responsabilidade dos pesquisadores

O projeto ¢ de inteira responsabilidade dos pesquisadores que assumiram o
compromisso de guardar sigilo sobre a identidade dos participantes da pesquisa e
cumpriram até o momento. Os pesquisadores também sdo responsaveis pela
sistematizacdo e informatizacdo dos resultados obtidos e sobre orientagcOes e
encaminhamentos necessarios. Todos os pesquisadores participantes deste projeto se
comprometeram em desenvolver a pesquisa, conduzindo-a com ética e 0 compromisso de

divulgar os resultados obtidos.

8. Uso e destinacdo dos dados coletados

Os dados coletados neste trabalho serdo conservados por cinco anos no Laboratério
de Ensaios Farmacoldgicos e Toxicoldgicos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da FURG
pelos pesquisadores responsaveis pelo presente projeto, apos este periodo estes serdo

incinerados.

9. Orgamento e financiamento

Os recursos financeiros que foram utilizados para os alimentos orgéanicos do
Ensaio Clinico foram fornecidos pela empresa Korin e Jasmine 0s recursos para as
analises bioquimicas, dano genético e cromatograficas foram provenientes do Laboratorio
de Ensaios Farmacologicos e Toxicoldgicos (Instituto de Ciéncias Bioldgicas —
Universidade Federal de Rio Grande) e parte financiada pelos préprios pesquisadores.

10. Resultados
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Manuscrito 1: Sera submetido a Contemporary Clinical Trials (Fator de impacto: 2,226)

Consumption of organic food — aspects of a randomized clinical trial

Abstract

Randomized Clinical Trials are considered the gold standard for studies with dietary
intervention, mainly because they can establish causal relationships between food
exposure or dietary patterns and body composition measures or biomarkers. Therefore,
guidelines for designing, conducting, documenting and reporting these experimental
designs in the area of nutrition need to be developed and disseminated as a reference for
the academic community. The aim of this study was to perform a double-blind
randomized clinical trial protocol to assess the effects of human food exposure to
pesticide residues in food. Specific aspects of planning (development of a research
question, determination of objectives, selection of participants, randomization and
blinding) and conduction (recruitment of participants, measures to improve adherence,
data collection, follow-up and evaluation of results) are addressed in this study). The
study design proved to be effective in characterizing dietary patterns with foods from
conventional and organic farming. However, difficulties were observed during the
Clinical Trial, such as the recruitment of a larger sample number (total N = 148),
adherence to meals such as breakfast, interference in the food routine and eventual
underreporting of the consumption of extra foods. The practice of evidence-based
nutrition has demanded that trials be well designed and systematically performed in the
field of clinical nutrition. Therefore, this Clinical Trial emphasizes the importance of
improving studies with toxicological nutrition that assess sources of exposure through
food.

Keywords: Clinical trials; trial methodology, nutrition, pesticide.
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Introduction

Diet can be a source of exposure to hazardous environmental chemicals. Food can
be contaminated through residues of substances during food production or processing,
and in marine and agricultural food chains [1]. The application of pesticides in plantations
for pest control has been the subject of numerous discussions, including the detection of
residues in food [2,3]. In this case, fruits and vegetables are expected to contain higher
levels of pesticide residues than other food groups due to the large number of pesticides
used and unprocessed ingestion [4,5]. However, it is important to mention that pesticide
residues have been identified in food even after industrial processing [6].

The concentration of pesticides in food has been associated with adverse health
effects in cohort studies, including decreased cognitive scores in children [7], asthma [8],
cancer [9] and impacts on the reproductive system in a cross-sectional study [10. Some
biomonitoring studies have shown that replacing only conventional fruits and vegetables
with organic items in the diet has been sufficient to reduce urinary levels of pesticides,
including malathion and chlorpyrifos, as well as their metabolites to undetectable levels
[11].

Food and nutrition security is based on the relationship between the supply and
consumption of food by the population, considering its availability and quality access
[12]. Pesticide residues (one or more substances) remaining in the food directly interfere
with the principle of nutritional security of the population. Therefore, there is an increase
need for toxicological studies, focused on health, that monitor the levels of pesticide
residues in foods of daily consumption, as well as the effects of this exposure.

That said, organic products market has grown rapidly in recent decades due to the
significant increase in the demand for these products [13]. Although each country may
have specific legislation on the subject, in general, organic foods do not allow the use of
synthetic fertilizers, pesticides, genetically modified organisms and restrict the use of
veterinary drugs. As a result, organic products are less likely to contain pesticide residues
than foods grown in conventional production systems. The recent systematic review by
Vigar et al [14] shows significant positive health outcomes related to the consumption of
organic foods in observational studies, but emphasizes that long-term clinical trials that

perform a total diet replacement using certified organic foods are extremely needed.

61



Consumption of pesticides and its relationship with health

Observational studies provide evidence that pesticide concentrations in
individuals who consume conventionally grown foods are higher than those in organic
farming and are associated with adverse health outcomes. Most of the prospective cohorts
identified surveyed mother-child, studying outcomes on the influence on fetal
development (preeclampsia, fertility) [15,16] and food allergies in children [17]. Other
cohort studies involving adults have studied outcomes in cancer incidence [18,9] and in
health factors such as obesity [19].

The largest number of studies in adults are observational biomonitoring with
urinary markers. These indicate that the levels of pesticides and their metabolites are
higher in individuals with a diet containing conventionally produced foods when
compared to organic production [20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,11]. The Food
Frequency Questionnaire and the Food Diary are the most used instruments to quantify
the food consumed by the participants during the intervention period (Table 1).

It is important to emphasize that the studies present weaknesses and limitations.
Cohort studies are weak in establishing a causal link between the results, in cross-
sectional studies the time frame is limited or there is an association with high levels of
pesticides based only on food frequency questionnaires. Therefore, it is noted that there
is evidence of an association between exposure to pesticides and health outcomes,

however, more studies are needed to fill the existing gaps.

Clinical trials (partial or total diet replacement)

The Randomized Clinical Trial (RCT) is the experimental design considered the
gold standard to assess efficacy in clinical research and constitute evidence for health
treatment [31]. RCTs provide high quality data, causal relationships in detail and form
the basis of evidence-based treatment. In addition, they have a low risk of confounding
and biasing factors, they are a lot less prone to bias compared to other observational
studies. RCTs have the advantage of reducing bias by allocating each individual to
random groups. Therefore, the probability of receiving treatment is decided by chance
alone [32]. Thus, randomization is the best way to reduce confusion and bias in

experimental studies.
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The RCTs that investigated the effect of replacing only a single conventional food
with organic in a single dose, or in substitution for a few days, did not observe statistically
significant differences. Studies with partial food replacement, in a short period of time or
with a small sample number may not significantly reflect the effects of diet. On the other
hand, RCTs that studied the effect of total replacement from conventional to organic diets
(4 to 22 days) observed health benefits. There was a significant reduction in the amount
of pesticide metabolites excreted in urine during different phases of dietary interventions
(Table 2).

These studies present consistent data on the reduction of urinary levels of
pesticides and their metabolites. However, further studies of health benefits are needed.
In particular, long-term, whole-diet replacement RCTs, using interventions with certified
organic products to provide reliable scientific evidence for the question: Does organic
diet provide real measurable health benefits? In this study, we performed a double-blind
randomized clinical trial protocol to identify, characterize and evaluate effects of human

dietary exposure to pesticide residues in food.

63



Table 1. Data from observational studies with dietary intervention of organic foods.

Reference n Pesticide detected in biological sample Food measuring instrument
[20] 251 --- Food Frequency Questionnaire
[21] 207 DDE Food Frequency Questionnaire
[22] 535 3-PBA Food Frequency Questionnaire
[23] 247 DEP, DETP, DEDTP, DMP, DMTP, DMDTP Food Frequency Questionnaire + 24 hour
record
[24] 55 3-PBA Food Frequency Questionnaire + 24 hour
record
[25] 876 DMP, DMTP, DMDTP, DEP, DETP, DEDTP Food Frequency Questionnaire
4-F-3PBA, trans-DCCA, 3-PBA
[26] 4.466
DMP, DMTP, DEP, 3-PBA, cis-DCCA, cis-DBCA Food Frequency Questionnaire
[27] 4.539 Food Frequency Questionnaire
[28] 42 DMP, DMTP, DMDTP, DEP, DETP, DEDTP, TCPy, IPPX, 24 hour record
Naphtol
[29] 189 --- Food Frequency Questionnaire
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[30] 90 TCPy, PNP, IMPY, 3-PBA, 2,4-D Food Frequency Questionnaire
[11] 7 2,4-D, 3-PBA, cDDCA, Cloathianidin, FPBA, MDA, TCPy, tDCCA Food diary

DDE: dichlorodiphenyldichloroethylene; 3-PBA: 3 phenyl benzoic acid; DEP: diethyl phosphate; DETP: diethyl dithiophosphate; DEDTP: dimethyl dithiophosphate;
DMP: dimethyl phosphate; DMTP: dimethyl thiophosphate; DMDTP: dimethyl dithiophosphate; cis-DCCA: cis-trans-Permethric acid; cis-DBCA: 1,carboxyl-13C2; TCPy:
3,5,6-trichloro-2-pyridinol; IMPY: 2-isopropyl-4-methyl-pyridine; 2,4D: dichlorophenoxyacetic acid; FPBA:4 -fluoro 3-phenoxy benzoic acid.
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Table 2. Data extracted from RCTs with partial and total dietary intervention.
Reference N Exposure Outcomes Results
Partial intervention: Apple polyphenols and their No statistical difference
metabolites, glucose, between groups.
33 43 Conventional or organic apple .
[33] g PP cholesterol, leukocytes and uric
(500g each). The third . L
acid; total antioxidant status;
group as a Contr0|, and Vitamins C, E, and carotenoids.
maintained the diet with an
apple and polyphenol
restriction.
[34] 150 Total intervention: BMI, DXA, phosphorus DXA  showed  differences
concentrations, glucose, lipid between groups for fat mass;
Conventional mediterranean L .
profile, inflammatory markers with an average loss of 6.1 kg.
diet or organic mediterranean ) . L .
and microalbuminuria. Significant decrease in
diet. .
cholesterol, calcium and
microalbuminuria.
Inflammatory parameters
decreased in both groups after
the diet.
[35] 24 Partial intervention: Blood Markers: GSH, SOD, No statistical difference

Gpx, TAC, glucose and uric
acid.

between groups.
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[36]

[37]

(38]

13

40

Single dose of 400 ml of
conventional juice, organic juice

or water.

Blood collection at 0 and 60

minutes after intervention.

Standard conventional diet and

organic diet intervention.

Standard conventional diet and

organic diet intervention.

Total intervention:

Conventional diet or organic
diet.

Urinary pesticide
concentrations, including 6
organophosphate pesticide
metabolites (DMP, DMTP,
DMDTP, DEP, DETP and
DEDTP).

Urinary concentrations of 23
pesticides and metabolites:
organophosphates, pyrethrin
and pyrethroid, insecticides and

herbicides.

Urinary excretion of pesticides,
including DAP, pyrethroid
metabolites, chlorinated
phenoxycarboxylic acids,
glyphosate and AMPA.

Lower urinary levels of DMP
and DMTP, with a tendency
towards DMDTP during the

organic phase.

Most metabolites were <LOD.
Reductions of 40% for total
DAPs, 49% for dimethyl DAPs
and 25% for 2,4-D.

Despite the reduced N, it
presents statistical differences
for organophosphorus,
phenoxychlorine and carboxylic

acids pesticides.
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N: sample number; BMI: Body Mass Index, DXA: dual energy x-ray absorptiometry; GSH: glutathione, SOD: superoxide dismutase, Gpx: glutathione peroxidase, TAC: total antioxidant capacity,
DAP: dialkyl phosphate; DEP: diethylphosphate; DETP: diethylthiophosphate; DEDTP: diethyldithiophosphate; DMDTP: dimethyldithiophosphate; DMP: dimethylphosphate; DMTP:
dimethylthiophosphate

68



Methods
Key aspects of study designs for understand diet effects were considered as
follows:
. Type of trial (randomized controlled trial)
. Control condition and blindness (Double-blind)
. Test duration (14 days of intervention)
. Study population (healthy adults)
. Outcome measures (quantitative)
. Statistical significance e. clinical relevance

. Test report

o N oo o A W DN B

. Ethical aspects of clinical trials

Study Design

This is a randomized double-blind clinical trial with a 14-day intervention carried
out at the Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, Brazil. The
intervention was preceded by a seven-day washout period, in which participants received
the same conventional diet. The study was performed between August and September
2019, in accordance with the ethical standards proposed by Resolution 466/12 of the
National Health Council of the Ministry of Health, which regulates Brazilian research
involving human beings. The study protocol was approved by the Health Research Ethics
Committee of the Universidade Federal do Rio Grande - FURG and approved with the
registry number of 55/2019 (CEPAS / FURG). The RCT was registered under the number
U1111-1232-5349. The study schedule for enrollment, interventions, and assessments is

summarized in Table 3.
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Table 3. Summary of study schedule for enroliment, intervention, and evaluation.

Interventions RCT days
Pré-RCT Pilot study Washout RCT Post RCT
period period period

1-3 4-9 10-23 24

Screening and

enrollment

Consent Term g

with the Study

Organization and N4

delivery of meals

with the RCT

team

Standardization v

of the

participants' diet

Sample N

randomization

Collection of tests
(blood, urine and
nutritional

assessment)

Intervention

Collection of tests
(blood, urine and
nutritional

assessment)
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Study participants
Study participants were students residing in university housing at the
Universidade Federal do Rio Grande.

Recruitment Strateqy

Subjects were invited to participate in the study through posters and
advertisements on the university's website and radio and contacted through meetings
scheduled by University administrators. Interested students provided the researchers with
their data: full name, date of birth, email address, telephone number and other personal

information.

Inclusion and exclusion criteria

Study eligibility criteria included: 1) men and women; 2) age group between 18
and 40 years; 3) healthy individuals, that is, without chronic non-communicable diseases
or autoimmune diseases. Smokers and women who, even within the inclusion criteria,

were pregnant or breastfeeding were excluded from the study.

Pre-RCT
The research was presented to the Dean of Student Affairs and the university
nutritionists. With the consent of these managers, a meeting was scheduled with all the

students representing the houses offered by the university on its campus.

Divulgation
Publications of the study were carried out with banners, pamphlets and plates

which briefly explained the research and contained the researchers' contact details for
questions. The RCT disclosures were performed in the university social environments,
with short messages in classrooms, display of banners in the cafeteria at meal times, in
the coexistence center and throughout the university campus. In addition, space was

provided on the university website and radio to present the research.

Pre-RCT meeting

The meetings were held in the social environments of the university houses. In the

meetings, the benefits of the research, the scientific impact related to the theme, the
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clarification of the eligibility criteria and restrictions during the study period were
discussed. In addition, the possible risks and the appropriate measures that the researchers
would take in case of any discomfort or risks to the participant's health were also
explained. In a meeting prior to the RCT, participants were given the Free and Informed

Consent Form, food diary and exam guidelines.

Training of participating researchers

All researchers involved in the study received two trainings before the start of the
intervention. First, a training for Standards of Good Hygiene Practices at meal production
sites and how to use Personal Protective Equipment was provided by a competent and
registered professional. In addition, a training on RCT, regarding the importance of
complying with the proposed experimental design and respecting the rules of

randomization and blinding, was also performed.

Clinical Trial

The Clinical Trial took place at the University Restaurant of the Campus
Carreiros. Meals were offered at the times usually stipulated by the University, breakfast
from 7:00 to 9:00, lunch from 11:00 to 14:00, dinner from 18:00 to 22:00. Breakfast was
offered at Restaurante Universitario 2 and lunch and dinner at Restaurante Universitario

1, both at Campus Carreiros.

Pilot study and washout period

A three-day pilot study was carried out for researchers, cooks and participants to
adapt to the RCT routine. At this moment, the researchers were taught about the logistics
on the intervention days, job training was carried out and information was passed on to
the team of cooks responsible for preparing the study meals. In the washout period,
performed for seven days, all participants went through a baseline period, in which no
organic or pesticide-free food was offered by the researchers. After this period, the
participants were randomized and allocated to the experimental groups: conventional

(unexposed) and organic (exposed).

Randomization of participants

Simple randomization was performed. The names of all volunteers, with an

informed consent form previously signed, were added in an Excel spreadsheet in
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alphabetical order and numbered from 1 to 148, the total clinical trial volunteers.
Afterwards, the Excel random function was chosen for 0 and 1, where 0 was the

conventional group and 1 the organic group.

Clinical Trial Foods

Food from conventional cultivation was provided by the University, and food
obtained from organic cultivation was provided by Korin and other organic food
companies with a certification seal. Organic fruits and vegetables were obtained daily by
local farmers with an organic certification seal.

The food used to prepare the meals was stored in the kitchen of the university
restaurant. The other foods offered for daily consumption, such as yerba mate, popcorn,
cookies and cakes, were repackaged daily in brown paper envelopes and identified on the

outside with the participant's randomization number.

Diet

The RCT's daily diet was planned together with the university’s team of
nutritionists and is presented in the Table S1. The menu and the amount of food offered
in the diets for both groups (conventional and organic) were identical. For breakfast it
was offered coffee or milk, bread with cold cuts and a portion of fruits, cookies or cakes
were delivered for the afternoon snack. At lunch and dinner, the dish consisted of
vegetables from groups A and B, rice, beans, a side dish, a portion of meat and 2 eggs or
vegetable protein. The daily intake per meal of fats, carbohydrates and proteins for each
meal respected the reference food intake [39]. Individual portions were delivered to
participants according to estimated energy consumption. Participants were encouraged
not to consume foods and beverages other than those provided by the researchers. In
addition, a food diary was provided to describe daily fluid intake and any extra food and

drink that had been consumed.

Meal preparation

All meals for the main meals (lunch and dinner) were prepared in the restaurant's
kitchen by the university staff. Organic food was also prepared inside the kitchen, but in
a separate environment by a cook who was meant to take care of only these meals. In
addition, the pre-preparation, preparation and cooking utensils (pots, cutlery, boards and

vats) of organic food were sanitized and stored separately from the others. After the
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cooking stage, the food was placed in the RCT buffet located inside the kitchen. This
buffet was divided in a way that included conventional foods on one side and organic
foods on the other, both with the same food groups. Breakfast and afternoon snack were
delivered at the same time, during breakfast, inside the cafeteria of the university's

restaurant.

Meal delivery
Study participants identified themselves at the restaurant door with their

randomization number through the identification provided by the researchers (Figure) and
were oriented by researcher 1 to the kitchen door. At this moment, researchers 2, 3
communicated to researchers 4,5,6,7,8 inside the kitchen the number of the requested
dish. Those in charge prepared the dish inside the kitchen, handed it to researchers 2, 3
and the participants received the meals in prepared dishes.

Exams

In order to carry out the exams, a previously sanitized university building was
provided, with all the necessary equipment for the collections. Blood and urine were
collected and anthropometric assessment was performed on the participants on the first
day of the RCT, before the first meal, and on the fifteenth day after the intervention, that
is, on the initial day and on the last day of intervention. Blood collection was performed
by researchers with training in nursing and biomedicine, urine was collected by the
participants themselves in sterile plastic containers and delivered to the researchers.
Anthropometric assessment was performed by researchers trained in nutrition.
Participants were instructed to fast for 8 hours, to not consume alcoholic beverage and

abstain from physical exercise in the 24 hours prior to the collection of the exams.

Blood and urine collection

The blood sample was collected and immediately centrifuged for 10 minutes at
3000rpm in a Sigma centrifuge to obtain the plasma and taken to an ultrafreezer at -80°C
until the time of analysis. Liver indicators (Glutamic-Oxalacetic Transaminase,
Glutamic-Pyruvic Transaminase), protein indicators (urea and creatinine) were evaluated
using Labtest kits and genetic damage through the Comet Assay. The comet assay was

performed right after the collection of the blood samples.
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For urine collection, participants received a sterile plastic container, an universal
collector. Samples were transferred from the universal collector to Falcon tubes and
stored at -80°C in ultrafreezers. Samples were analyzed for pesticide biomarkers and
metabolites according to the method of Arias et al [40]. 5g of sample were used, weighed
in a 15 ml polypropylene tube; then 1 ml of acetonitrile was added to the mixture, which
was mixed by vortex for 1 min. Then, 2g of MgSO4 was added to the mixture, which was
mixed again for 3 min, followed by centrifugation for 5 min at 7000 rpm (7793 x Q).
Finally, 500 pL of the acetonitrile layer was collected and diluted to 1 mL with ultrapure
water in an HPLC vial and 20 pL was injected into the chromatographic system. The
experiments were performed in triplicate. The pesticides and metabolites analyzed are

described in Supplementary Table S2.

Anthropometric assessment

For the anthropometric assessment, weight, height and Body Mass Index (BMI)
were measured, in addition to measurements of waist and hip circumference at the
beginning and end of the intervention, using internationally accepted techniques [41]. The
same measurements were taken with a bioimpedance scale, with percentage of fat, muscle

and basal metabolism rate.

Mechanisms for maintaining adherence to the RCT
Food Diary

The food diary was prepared with the objective of quantifying the extra foods
ingested by the participants during the intervention period of the study. The first page of
the instrument contained guidelines, stressing the importance of specifically describing
the type of food, quantity, brand if fast food was consumed and the amount of water for
each day of intervention. To make it easier to fill in the diary, examples of utensils and

foods have been added to determine quantity and portion size (Supplementary Material).

Application
To contribute to the adhesion of the participants in the study, a free app was

developed. The app contained information about the RCT, pesticides and health, the
complete menu for each day of intervention, options to photograph the dishes of the day,

notepad, calendar with the dates of exams and games.
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Games
A university student sports association organized and promoted games during the
weekends of RCT. Different sports tournaments were held, were only the participants

could compete in the games. The dispute generated symbolic prizes.

Statistical analysis

The sample characterization data were subjected to analysis of assumptions where
normality was evaluated by Shapiro Wilk test; homoscedasticity by Hartley test; and, the
independence of residues by graphic analysis and as they did not fit, they were then
analyzed in a descriptive way. The variables were analyzed quantitatively using the IBM
SPSS Statistics software, version 28.0.0.0, where descriptive statistics were calculated,
such as absolute (n) and relative (%) frequencies, comparing the conventional and organic
groups using Fisher's exact test for variables: Age, sex, type of diet, household and food
allergies. Data from anthropometric measurements were submitted to analysis of variance
(ANOVA) and, as there was statistical significance, the means were compared using t test

at 5% and differences were presented.

Results

Of the 185 individuals who expressed interest in participating in the study, 27
volunteers dropped out after the pre-RCT meeting. Of the total of 158 participants who
received the instructions and signed the Free and Informed Consent Form, 148 completed
the study. Three dropped out during the pilot study and seven did not attend the final
exam collection, totaling 6% of losses or dropouts (Figure 1).

The characteristics of the participants are shown in Table 4. The conventional
group was represented by 47% of the sample (30 men and 40 women) and the organic
group by 52% (39 men and 39 women). The age ranged between 23 and 27 years and
92.6% of the sample lived in the accommodation offered by the University. Individuals
who had any food allergy/intolerance (lactose n=5, basil allergy n=1), or dietary
restrictions due to personal taste, received meals suited to their preferences.

The data from the anthropometric evaluation by bioimpedance for the variables
weight and percentage of fat decreased significantly in the organic group, as well as the
abdominal circumference. However, when the groups were compared for each parameter,
higher percentages of weight and body fat were observed in the bioimpedance in the

organic group in the initial and final evaluation. Still in comparison between the groups,
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there was a reduction in waist circumference in the organic group in the final evaluation
and an increase in hip circumference in the conventional group (Table 5).

In order to assess adverse health effects during the RCT, we added a signs and
symptoms questionnaire at the end of the Food Diary, in which 17.5% of participants in
the conventional group reported diarrhea as the most prevalent effect. In the organic
group, 14% of the participants reported being sick at some point during the study (Table
6). In the conventional group, one person reported having flu-like symptoms, and in the
organic group, three participants reported the same symptoms. The most used medicine
during the study period were analgesics (Conventional = 8, Organic = 14) and antipyretics
(Conventional = 6, Organic =14) All study participants completed the adverse effects
questionnaire and the Food Diary.

Participants' adherence to meal consumption was similar between groups. The
frequency at lunch meals was 88%, at dinner 78% and with less adherence at breakfast
57%. All participants received snacks for the rest of the day, including those who did not

eat breakfast. In addition, all participants received extra foods such as popcorn or yerba

mate.
Individuals: assessment of eligibility criteria
(n=185)
Excluded (n= 37)
L > - Refuse participation(n=27)
- Giveup (n=10)
v
Individuals included in the RCT
(n=148)
Allocated in the
conventional group Allocated in the organic
(n=70) group
(n=78)

tgibitity Flowchart of RCT Participants:
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Table 4. Social characteristics and type of diet of individuals in the Clinical Trial sample, Rio Grande, Brazil (n = 148).

Variables Conventional group (n=70) Organic group (n=78) Total p-value
n (%) n (%) n (%)
Sex
Masculine 30 (20%%) 39 (26.5%) 69 (46.5%)
Feminine 40 (27%) 39 (26.5%) 79 (53.5%) p=0.241
Age
<20 24 (16.2%) 19 (12.8%) 43 (29%)
21-29 41 (27.7%) 56 (37.8%) 97 (65,5%) p=0.098
> 30 anos 6 (4.1%) 2 (1.4%) 8 (5.5%)
Home
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University housing

Own house

Type of Diet

Ominivorous

Vegetarian

Vegan

Lacto-ovo-vegetarian

Food allergies

intolerances

Lactose

Others

or

62 (41.9%)

8 (5.4%)

61 (41.2%)
5 (3.4%)
2 (1.4%)

2 (1.4%)

4 (2.7%)
1 (0.7%)

65 (43.9%)

75 (50.7%)

3 (2%)

69 (46.5%)
8 (5.4%)
0

1 (0.7%)

1 (0.7%)
0

77 (52%)

137 (92.6%)

11 (7.4%)

130 (87.7%)
13 (8.8%)
2 (1.4%)

3 (2.1%)

5 (3.4%%)
1 (0.7%)

142 (95.9%)

p=0.074

p=0.497

p=0.833
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No allergies

intolerances

or

Fisher's exact test (p<0.05)

Table 5. Parameters of Nutritional Assessment pre and post Clinical Trial (N = 148).

Nutritional parameters

Conventional group (n = 70)

Organic group (n =78)

Initial weigh (kg)
Final weigh (kg)

Stature (cm)

Initial BMI (kg/m2)

Final BMI(kg/m?)

Bioimpedance

Initial weigh (kg)

66.44aA

66.91aA

167.62aA

24.33aA

23.32aA

66.06aB

71.31aA

72.63aA

169.20aA

24.92aA

24.84aA

85.3aA
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Final weigh (kg) 66.81aB

Initial fat mass (%) 29.69aB
Final fat mass (%) 28.88aB
Initial lean mass (%) 32.22aA
Final lean mass (%) 32.02aA
Initial hip circumference 99.19bB
Final hip circumference 110.79aA
Initial abdominal circumference 80.52aA
Final abdominal circumference 79.09aA

71.28bA

34.61aA

31.64bA

30.87aA

30.54aA

116.97aA

98.52bB

82.35aA

71.32bB

Means followed by the same letter in the column and capital in the line, do not differ, comparing the initial and final anthropometric measurements, within each food group and comparing the

measurements between the food groups within each of the evaluations, respectively, by the t test (p<0.05).
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Table 6. Adverse effects mentioned during the Clinical Trial period (N = 148)

Adverse effects Conventional group (N = 70) Organic group (N =78)
Dizziness 2 2
Headache 5 4
Nausea 2 2
Vomit 5 -
Motion scikness 3 4
Reflux 2 2
Abdominal pain 1 5
Diarrhea 6 2
Discussion

In this study we developed a double-blind RCT. In the field of human nutrition, RCTs
are considered the gold standard for establishing causal relationships between exposure to
nutrients, foods or dietary patterns and outcome measures pre-specified as biomarkers [42].
Study participants were randomly allocated to experimental groups (conventional or organic).
Randomization in an EC is important due to the selection bias of the participants included in
the study, as differences in individual characteristics can be a confounding factor, and can make
the impact of the intervention difficult or impossible [32].

In addition, we performed the RCT in a double-blind manner, neither the participant nor
the researcher knows the intervention treatment assignment for each group. This additionally
ensures that any care provided during the study by the researcher or participant is not influenced
and thus minimizes bias [31]. However, double-blind RCTs are difficult to perform for
treatments with food, that is, non-pharmacological. Unlike pharmaceutical trials, human
nutrition RCTs often test foods that are identifiable by taste, appearance, texture and/or smell
[43]. To minimize this, we offered the same quality of food to both groups, with the difference
in cultivation (conventional or organic). Other RCTs already performed single blinding [44,45]
and double-blind, similar to the one proposed by this study [46, 33].

In order to minimize bias, we recruited a large sample size (n=148) compared to other

RCTs on this topic (Table 2). The most effective recruitment was through targeted
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correspondence (emails), but it is necessary to highlight the need to combine recruitment
methods to achieve accumulation goals (emails, printed and digital leaflets, etc.) [47]. The study
by De Lorenzo et al [34] had a similar sample number (n=150), however the authors studied
patients with a specific pathology, different from that proposed in this study. With large enough
samples, randomization balances all unknown factors related to the participant and eliminates
possible biases that can be generated by confounding factors [31].

The study examinations were performed before and after the dietary intervention. The
trained multidisciplinary team carried out the collections in an identified way according to
randomization. Nutrition professionals received standardized forms to identify the participant
by randomization number and all parameters to be evaluated. Blood and urine samples were
carefully stored for processing and storage temperature, light exposure, and aliquot volumes for
each sample. Sample labeling schemes were readable without ambiguous information or
personal identification. Participants who attended only the initial collection had their samples
stored separately from the rest until the time of analysis.

Nutritional research presents some unique challenges. The modification of a complete
diet can trigger compensatory changes in the composition of the diet that, in itself, can alter the
results and interpretation of findings [48]. Our data show that study participants adhered more
to lunch (88%) and dinner (78%) meals, and to prevent changes in diet composition from
including compensatory behaviors in total or relative intake, measures of adherence to the RCT
were performed. The food diary was completed by all participants, containing all the extra foods
that were consumed. In addition, the RCT app and interactive games kept participants'
enthusiasm and commitment. Effective communication promotes a strong sense of loyalty and
reinforces the importance of adherence to the study protocol.

However, common barriers to RCT performance are widely recognized and discussed.
In 2008, Duley et al [49] identified the main difficulties in carrying out RCTs: inadequate
funding; complex regulations that sometimes make it difficult to interpret results, monitor and
lack of training and understanding of the methodology. Furthermore, because RCTs are highly
controlled for both the study environment and the inclusion and exclusion criteria, this generates
a homogeneous population of participants and limits the generalization of results to other
populations [50].

From a public health perspective, nutrition is vital to the health, economic development
and lifelong productivity of the population. Therefore, the RCT performed becomes necessary
for the results obtained to contribute to nutritional security and the health of the population.

After all, if we understand that nutrition is a therapy and can prevent and promote health, there
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is a need for an increase in large-scale multicenter RCTs, with robust methodologies, with
transparent reporting and with the development of international research networks to advance
the field, helping to acquire, interpret and apply the best possible evidence on the effects of
consuming foods produced in the conventional system with pesticides.

The present study has some limitations. Although the sample size is large enough to
provide adequate statistical power, it is relatively small for population studies. Although we did
our best to control our participants' food intake, this was difficult because they had free choice
outside of meal times. Routine interference and eventual underreporting are possible method
biases. In addition, pesticide exposure was assessed only for seasonal food groups (fruits and
vegetables), as organic foods were purchased from local producers and are grown at pre-
established periods. Therefore, the observed exposure includes only the foods related to the
moment of the study. Our study methodology also does not measure effects of the generation
of pesticide metabolites that may occur naturally from environmental exposure.

The design carried out in this study confirmed that RCT is a gold standard methodology
for trials in area of nutrition, which requires previously structured planning of the study design
with transparent reports and which still needs more financial support from government and
private companies. The rigor of scientific research is essential to provide quality inputs on
which to base the development of nutritional policies and guidelines. Failure to comply with
methodological and ethical standards may compromise the scientific integrity of the study
results. Thus, improving the quality of clinical research in toxicological nutrition becomes
necessary to clarify the relationship between diet and exposure to contaminants for the

population and determine their health effects.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. 14-day RCT menu.

Foods Days of the
week
Monday Tuesday Wednesday Thursday Friday Saturday Sunday
White rice and White rice and White rice and White rice and White rice and
Rice brown rice brown rice brown rice brown rice brown rice
Legumes Black bean Black bean Black bean Black bean Black bean
Red meat steak
stuffed  with Red meat steak
Meat Chicken bait Red meat steak Roast Chicken vegetables with fried egg
Vegetarian Cabbage cigar Mushrooms
portion Bean cake with soy with onion Chickpea Soy beans
Cooked
vegetables
(broccoli,
carrots,
Baked sweet potatoes, Polenta  with Macaroni in Mashed
Garrison potato onions) sauce red sauce potatoes
Braised
Cooked salad Boiled beetroot Cauliflower Cooked carrot  mustard Cooked carrot
Raw salada Broccoli Radish Cabbage Beet Radish
Mixed leaves Mixed leaves Mixed leaves Mixed leaves Mixed leaves
(lettuce, (lettuce, (lettuce, (lettuce, (lettuce,
Leafy salada arugula) arugula) arugula) arugula) arugula)
Fruit Bergamot Orange Banana Bergamot Orange
White rice and White rice and White rice and White rice and White rice and White rice and White rice and
Rice brown rice brown rice brown rice brown rice brown rice brown rice brown rice
Legumes Black bean Black bean Black bean Black bean Black bean Black bean Black bean
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Meat
Vegetarian
portion

Garrison

Cooked salad
Raw salada

Leafy salada
Fruit

Rice
Legumes

Meat
Vegetarian
portion

Garrison
Cooked salad
Raw salada

Leafy salada
Fruit

Grilled
Chicken Steak
Mushroom in
tomato sauce

Baked
potato

sweet

Boiled beetroot
Cabbage
Mixed
(lettuce,
arugula)
Orange
White rice and
brown rice
Black bean
Fried red meat
steak

leaves

Soy croquette

Manioc puree
Cauliflower
Cabbage
Mixed
(lettuce,
arugula)
Banana

leaves

Red meat in
sauce

Bean cake

Cooked
cassava
Braised
mustard
Carrot
Mixed
(lettuce,
arugula)
Banana
White rice and
brown rice
Black bean

leaves

Roast Chicken

Chickpea
Macaroni with
red sauce
Beet
Carrot
Mixed
(lettuce,
arugula)
Orange

leaves

Red meat with
sauce

Soy beans with
vegetables

Pumpkin puree

Broccoli
Radish
Mixed
(lettuce,
arugula)
Orange

leaves

Crispy  roast

chicken

Chickpea

Macaroni inred
sauce

Cooked carrot
Cabbage
Mixed
(lettuce,
arugula)
Banana

leaves

Fried red meat
steak
Soy
potatoes

with

Corn flour
Potato, carrot
and egg salad
Beet
Mixed
(lettuce,
arugula)
Orange

leaves

Fried red meat
steak
Mushroom
pancake
Cooked
vegetables
(broccoli,
carrots,
potatoes,
onions)

Cauliflower
Radish
Mixed
(lettuce,
arugula)
Banana

leaves

Grilled
Chicken Steak
Chickpea
burger

Baked
potato

sweet

Cooked carrot
Beet
Mixed
(lettuce,
arugula)
Orange

leaves
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Table S2. Pesticides and metabolites measured in the urine of pre and post RCT participants.

1 Transition — Quantification 2 Transition - Confirmation 3 Transition — Confirmatio

Pesticides Retention time Transition EC (V) Transition EC (V) Transition EC (V)
(E)-Chlorfenvinphos 11.746 323.0>267.0 16 267.0>159.0 18 267.0>203.0 12
(2)-Chlorfenvinphos 11.968 323.0>267.0 16 267.0>159.0 18 267.0>203.0 12

2,4'-Methoxychlor 14.261 227.1>121.1 16 121.1>78.0 22 121.1>91.0 12
Acrinathrin-1 16.118 181.1>152.1 26 289.1>93.0 14 181.1>127.1 28
Acrinathrin-2 16.456 181.1>152.1 26 289.1>93.0 14 181.1>127.1 28

Alachlor 10.405 188.1>160.1 10 188.1>132.1 18 160.1>132.1 10

Aldrin 11.090 262.9>191.0 34 262.9>193.0 28 292.9>219.9 26
alpha-BHC 8.378 180.9>144.9 16 218.9>182.9 8 218.9>144.9 20

alpha-Endosulfan 12.540 194.9>160.0 8 194.9>125.0 24 194.9>123.0 22

Ametryn 10.476 227.1>185.1 6 227.1>58.0 14 227.1>170.1 14

Atrazine 8.802 215.1>58.0 14 215.1>173.1 6 200.1>104.1 18

Atrazine-d5 8.764 205.0>105.0 10 205.0>127.0 5
Azoxystrobin 19.807 344.1>329.1 16 388.1>345.1 18 388.1>300.1 20
Benalaxyl 14.251 148.1>105.1 16 148.1>79.1 24 148.1>133.1 14
beta-BHC 8.910 180.9>144.9 16 218.9>182.9 8 218.9>144.9 20
beta-Endosulfan 13.611 194.9>160.0 8 194.9>125.0 24 194.9>123.0 22
Bifenthrin 15.333 181.1>166.1 12 181.1>179.1 12 181.1>153.1 8
Boscalid 18.020 140.1>112.1 12 140.1>76.0 24 342.1>140.1 14
Bromopropylate 15.324 340.9>182.9 18 340.9>184.9 20 340.9>157.0 30

Bupirimate 13.194 273.1>108.1 16 273.1>193.1 8 316.1>208.1 10

Buprofezin 13.139 172.1>57.0 14 175.1>132.1 12 175.1>117.1 24

Cadusafos 8.161 158.9>130.9 8 158.9>97.0 18 126.9>99.0 10

Carbofuran 8.406 164.1>149.1 8 149.1>121.1 10 164.1>103.1 24

Carbophenothion 14.208 157.0>45.0 18 341.9>157.0 14 341.9>199.0 8
Chlorfenapyr 13.433 247.1>227.0 16 139.0>102.0 12 247.1>200.0 24
Chlorothalonil 0.000 263.9>168.0 24 263.9>228.8 18 265.9>168.0 22
Chlorpropham 7.783 127.1>65.0 22 213.1>171.1 6 127.1>92.0 18
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Chlorpyrifos
Chlorpyrifos-methyl
cis-Chlordane
cis-Permethrine
Cyfluthrin-1
Cyfluthrin-2
Cyfluthrin-3
Cyfluthrin-4
Cypermethrin-1
Cypermethrin-2
Cypermethrin-3
Cypermethrin-4
Cyproconazole-1
Cyproconazole-2
Cyprodinil
Deltamethrin-1 (Tralomethrin deg.-1)
Deltamethrin-2 (Tralomethrin deg.-2)
Diazinon
Dichlofluanid
Dichlorvos
Dicloran
Dieldrin
Disulfoton
Endrin
Epoxiconazole
Ethion
Ethoprophos
Etrimfos
Fenamidone
Fenarimol
Fenazaquin

11.192
10.263
12.590
17.038
17.160
17.613
17.697
17.812
17.921
18.011
18.092
18.122
13.498
13.387
11.685
19.334
19.532
0.000
11.087
3.883
8.607
13.033
9.417
13.443
14.984
13.805
7.618
9.615
15.581
16.506
15.605

196.9>168.9
285.9>93.0
374.8>265.9
183.1>153.1
163.1>127.1
163.1>127.1
163.1>127.1
163.1>127.1
163.1>127.1
163.1>127.1
163.1>127.1
163.1>127.1
139.1>111.1
222.1>125.1
224.1>208.1
180.9>151.9
180.9>151.9
304.1>179.1
223.9>123.1
109.0>79.0
206.0>176.0
276.9>241.0
153.0>97.0
262.9>191.0
192.0>138.0
153.0>97.0
200.0>158.0
181.1>153.1
238.1>103.1
251.0>139.0
160.2>145.1

PRNNE N
co B NNERFoococoo o oo

I\ = P 2w =
CRENO2r OO0 ®o

313.9>257.9
287.9>93.0
372.8>263.9
183.1>168.1
163.1>91.0
163.1>91.0
163.1>91.0
163.1>91.0
163.1>91.0
163.1>91.0
163.1>91.0
163.1>91.0
222.1>125.1
139.1>111.1
224.1>197.1
252.9>93.0
252.9>93.0
179.1>137.1
167.1>124.1
185.0>93.0
176.0>148.0
262.9>193.0
153.0>125.0
262.9>193.0
192.0>111.0
230.9>129.0
158.0>97.0
292.1>181.1
268.1>180.1
330.0>139.0
145.2>115.1

14
22
28
14
14
14
14
14
14
14
14
14
24
16
22
20
20
18
10
14
12
34

28
26
24
18
16

24

313.9>285.9
285.9>270.9
372.8>265.9
183.1>165.1
226.1>206.1
226.1>206.1
226.1>206.1
226.1>206.1
181.1>152.1
181.1>152.1
181.1>152.1
181.1>152.1
222.1>82.0
222.1>82.0
224.1>131.1
252.9>171.9
252.9>171.9
179.1>122.1
167.1>97.0
185.0>109.0
206.0>124.0
262.9>228.0
186.0>153.0
244.9>173.0
192.0>165.0
153.0>125.0
158.0>114.0
181.1>56.0
238.1>210.1
251.0>111.0
145.2>91.1

14
22
10
14
14
14
14
22
22
22
22
12
12
14

24
22
14
24
24

32

24
10
26
24
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Fenitrothion
Fenpropathrin
Fenpropimorph
Fenthion
Fenvalerate-1
Fipronil
Fluazifop-P-butyl
Fluguinconazole
Flusilazole
Flutriafol
Fosthiazate-1
Fosthiazate-2
gamma-BHC (Lindane)
Heptachlor
Hexachlorobenzene
Hexaconazole
Indoxacarb
Kresoxim-methyl
lambda-Cyhalothrin
Malathion
Methidathion
Methiocarb
Methoxychlor

Metolachlor (S-Metolachlor)

Mevinphos-1
Mevinphos-2
Mirex
Myclobutanil
0,p'-DDT
Oxadixyl
p,p'-DDT

10.792
15.464
11.135
11.159
18.821
11.977
13.366
17.289
13.150
12.628
11.531
11.579
9.033
10.421
8.528
12.762
19.459
13.214
16.310
10.978
12.310
10.865
15.455
11.111
5.524
5.524
16.247
13.097
13.811
13.828
14.426

277.0>260.0
181.1>152.1
128.1>70.0
278.0>109.0
225.1>119.1
366.9>212.9
282.1>91.0
340.0>298.0
233.1>165.1
219.1>123.1
195.0>103.0
195.0>103.0
180.9>144.9
271.8>236.9
283.8>248.8
214.0>159.0
218.0>203.0
206.1>131.1
181.1>152.1
173.1>99.0
145.0>85.0
168.1>153.0
227.1>169.1
162.1>133.1
127.0>109.0
127.0>109.0
271.8>236.8
179.1>125.0
235.0>165.0
163.1>132.1
235.0>165.0

22
10
20
20
30
18
20
14
14
10
10
16
20
24
20
10
14
24
14

24
16
12
12
18
14
24

24

277.0>109.1
265.1>210.1
128.1>110.1
278.0>169.0
225.1>147.1
368.9>214.9
282.1>238.1
340.0>313.0
206.1>151.1
219.1>95.0
195.0>60.0
195.0>60.0
218.9>182.9
273.8>238.9
283.8>213.8
214.0>172.0
264.0>176.0
206.1>116.1
163.1>91.0
173.1>127.0
145.0>58.0
153.0>109.0
227.1>212.1
238.1>162.1
192.0>127.0
192.0>127.0
273.8>238.8
179.1>152.0
237.0>165.0
132.1>117.1
237.0>165.0

14
12

14
10
30
18
14
16
28
22
22

16
28
20
14

22

14
10
14
12
12
12
18

28
18
28

260.0>125.1
181.1>127.1
128.1>84.0
278.0>125.0
419.1>225.1
366.9>254.9
383.1>282.1
342.0>300.0
233.1>152.1
164.1>95.0
195.0>139.0
195.0>139.0
218.9>144.9
271.8>117.0
285.8>250.8
216.0>161.0
218.0>134.0
131.1>89.0
163.1>127.0
158.1>125.0
125.0>45.0
168.1>45.0
227.1>141.1
238.1>133.1
127.0>95.0
127.0>95.0
271.8>234.8
150.0>123.0
235.0>199.0
163.1>117.1
235.0>199.0

12
28
18
20

22
14
22
14
28

20
32
22
22
22
28
14
10
24
22
28
26
18
18
18
18
16
24
16



Parathion
Parathion-methyl
Penconazole
Pendimethalin
Phenothrin-1
Phenothrin-2
Phenthoate
Phorate
Phosmet
Pirimicarb
Pirimiphos-methyl
Procymidone
Profenofos
Prometryn
Propiconazole-1
Propiconazole-2
Pyraclostrobin
Pyrazophos
Pyridaben
Pyrimethanil
Simazine
Spirodiclofen
trans-Chlordane
trans-Permethrine
Trifloxystrobin

11.210
10.263
11.838
11.812
15.720
15.815
12.038
8.254

15.307
9.837

10.809
12.155
12.883
10.476
14.336
14.452
18.945
16.559
17.179
9.264

8.520

17.066
12.303
17.160
14.377

139.0>109.0
263.0>109.0
248.1>157.1
252.1>162.1
123.1>81.0
123.1>81.0
273.9>125.0
260.0>75.0
160.0>77.0
238.1>166.1
290.1>125.0
283.0>96.0
338.9>268.9
226.1>184.1
173.0>145.0
173.0>145.0
132.1>77.0
221.1>193.1
147.1>117.1
198.1>183.1
201.1>173.1
312.0>109.0
374.8>265.9
183.1>153.1
222.1>190.1

14
26
10

20

24
12
22
10
18
10
16
16
20
12
22
14

20
26
14

291.1>109.0
125.0>47.0
159.1>123.1
252.1>191.1
183.1>153.1
183.1>153.1
273.9>246.0
231.0>129.0
160.0>133.0
166.1>55.0
290.1>233.1
285.0>96.0
336.9>266.9
241.2>184.1
173.0>109.0
173.0>109.0
164.1>132.1
221.1>149.1
147.1>132.1
198.1>118.1
201.1>186.1
312.0>259.0
372.8>263.9
163.1>127.1
222.1>130.1

14
12
22

14
14

24
14
20
12
10
14
12
28
28
14
14
14
28

12
28

12

291.1>137.0
125.0>79.0
248.1>192.1
252.1>208.1
183.1>168.1
183.1>168.1
246.0>121.0
231.0>175.0
160.0>105.0
166.1>96.0
305.1>180.1
283.0>68.0
338.9>310.9
241.2>58.0
259.0>69.0
259.0>69.0
132.1>104.1
221.1>177.1
147.1>119.1
198.1>158.1
186.1>91.0
312.0>277.0
372.8>265.9
183.1>168.1
222.1>162.1

6

14

14
14

12
18
18

24

14
14
14
12
16
10
18

22
14
10
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Food Diary
I_I UNIVERSIDADE FEDERAL DO RI1O GRANDE

FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Consumption of organic food — aspects of a randomized clinical trial

Personal data

Name:

Date of bith: / / Sex: () Masculine ( ) Feminine

Telephone: ()

Email:

Guidelines for filling out the Food Diary

Is important:

- Note specifically the extra FOOD and QUANTITY consumed;
Examples: 1 slice of ham, 1 small slice of chocolate cake, 3 filled cookies, 1 large glass of soda

- Note the MARK of the extra food consumed:;

Examples: Dona Benta chocolate cake (or homemade), Hobby stuffed wafer, Coca-Cola soda

- Record the number of glasses of water ingested per shift;
Example: 3 large glasses, 2 bottles (500 ml)

- Record the consumption of SNACKS (FAST-FOOD) during the study period.
Example: 1 bauru filet, 1 McDonald’s Double Block snack, 1 large fried chicken drumstick
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Utensils and Food portions:

Cups A (250ml), B (278ml), C (150ml), D (150ml) Spoons

A Colher de Café
\-/A

A Colher de Cha

A Colher de Sobremesa
\J

A Colher de Sopa

Small cake slice (60g) = 1 finger thick

) ) ]

Example of a complete Food Diary day:

Name:

Date:

Meals Food The amount Brand Water cups

Morning 500mL  of
water

Evening Two bottles
of water
(500ml)

92



Night Chicken Stroganoff | Two tablespoons of | All food | 250mL  of
with French Fries chicken; prepared at | water
home;
Beer A tablespoon of potato
chips; Polar beer
(brand)
One beer
Food Diary
Name:
Date:  / /
Meals Food The amount Brand Water
cups
Morning
Evening
Night
Comments:
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Manuscrito 2:

Parémetros bioquimicos e dano e reparo de DNA em individuos consumindo dieta
organica e convencional — um Esanio Clinico Randomizado com enfoque em inseticidas

Resumo

Os inseticidas sdo um grupo de agrotéxicos amplamente utilizados em todo mundo para o
controle de insetos nas plantacdes e para o controle de doencas por vetores na saude publica.
Assim, ha uma necessidade de compreender a relacdo entre a exposicdo e os efeitos a saude
entre eles os bioquimicos e genéticos, logo o objetivo do presente estudo foi realizar um Ensaio
Clinico Randomizado (ECR) para analisar os efeitos a salde da exposicdo a dieta em adultos
saudaveis. Realizamos um ECR duplo cego com 14 dias de intervencdo com um grupo de
consumidores de alimentos convencionais e um grupo de consumidores de alimentos organicos.
Foram coletadas urina dos participantes para quantificacdo de inseticidas e sangue para
avaliacdo de efeitos por marcadores bioquimicos e dano de DNA no inicio e no final da
intervencdo. Os 49 participantes do estudo estavam distribuidos de maneira homogénea entre
0s grupos convencional (n=25) e organico (n=24). Inicialmente, detectamos 24 inseticidas nos
niveis urinarios dos participantes e depois do periodo intervencdo houve uma reducao para
ambos 0s grupos: convencional (66,2%) e organico (98,6%). Os inseticidas piretroides
reduziram de 4,6pg/L para ndo niveis ndo detectaveis no grupo organico e aumentaram de
0,18ug/L para 0,34ug/L no grupo convencional. Apds a intervencdo, todos os marcadores
bioquimicos estavam dentro dos limites estabelecidos como normais. O dano genético foi
observado para ambos 0s grupos apos a intervencéo, e o percentual de reparo do dano ao DNA
pelos mecanismos BER e NER foram significativamente maiores no grupo organico apos a
intervencdo. Nossos dados sugerem que a exposicdo a inseticidas, principalmente o0s
piretréides, podem ter associacdo com a dieta e que os alimentos organicos podem ter maior
relacdo com os mecanismos de reparo de dano de DNA. E possivel que esse efeito positivo
resulte da quantidade reduzida de residuos de inseticidas e 0 aumento da ingestao de metabdlitos

secundarios de plantas que caracterizam os alimentos organicos.

Palavras chave: Ingestdo dietética, seguranca alimentar, agroquimicos, biomarcadores de

curto prazo.
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Introducéo

Os agrotoxicos sao um amplo grupo de produtos aplicados na agricultura para proteger
as culturas do ataque de fungos, insetos e plantas concorrentes. Eles sdo vantajosos para a
producdo agricola, pois tem objetivo de atacar pragas especificas. No entanto, é necessario que
os residuos de agrotdxicos em alimentos provenientes da plantacdo estejam abaixo do Limite
Maximo de Residuos (LMR) estabelecidos por érgdos responsaveis para cada pais para serem
considerados seguros para consumo (ANVISA, 2019; Comissdo Europeia, 2022). Apesar do
controle para residuos de agrotoxicos, hd um nimero significativo de amostras de culturas que
contém niveis acima do LMR e consumidores de alimentos provenientes desse cultivo podem
estar continuamente expostos (Oates et al., 2011; Ye et al., 2015). Os efeitos da exposicéo a
agrotoxicos ainda sdo dificeis de interpretar devido a fatores interferentes como a meia-vida
curta e a rapida excrecdo de alguns compostos (Barr, 2008), além de variacdo do estilo de vida
(Vigar et al., 2019) ou habitos alimentares (Baudry et al., 2021).

Os principais grupos de agrogréoxicos estudados sdo herbicidas, fungicidas e inseticidas
piretréides e organofosforados. Muitos estudos apontam gestantes e recém-nascidos como
populacdes de risco (Bouchard et al., 2011; Engel et al., 2016; Van den Dries et al., 2018). No
entanto, alguns efeitos também foram observados para outros individuos, como efeitos
neuroldgicos, respiratorios, dermatoldgicos, digestivos e carcinogénicos (Nicolopoulou-
Stamati et al., 2016; Kim et al., 2017). Além disso, a exposi¢do a grandes quantidades de
agrotoxicos tem sido documentada como fator que afeta o sistema endocrino (Mnifetal., 2011),
causando problemas reprodutivos e efeitos adversos no desenvolvimento, e tambem resultando
em distdrbios metabdlicos (Casals-Casas et al., 2011).

A exposicao a agrotoxicos pode diferir entre populacGes de paises ao redor do mundo,
particularmente entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Silverio et al., 2017; Hyland
etal., 2019). O Brasil é atualmente o lider mundial na producéo de alimentos a base de plantas
para consumo humano e animal (da Silva et al., 2020). Logo, sdo comercializadas mais de 2.300
formulagdes de agrotdxicos, inclusive aquelas proibidas na Unido Europeia. O acefato é um
exemplo de agrotoxicos banido pela Unido Europeia (2002) devido a preocupacdes com a
exposicdo aguda de humanos e animais (Comissao Europeia: Salde e Direcdo-Geral da Defesa
do Consumidor, 2002). Além disso, existem registros de formulacdes de agrotoxicos com o
mesmo principio ativo classificadas em diferentes graus de perigo pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), agéncia de saude responsavel por promover a protecdo as
salde da populacéo (Brasil, 2022).
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A alternativa ao modelo de producdo de alimentos convencional ¢ o consumo de
produtos organicos. O uso de agrotoxicos sintéticos € proibido na producdo de alimentos
certificados como organicos, e 0 US Food Monitoring confirmou que os alimentos cultivados
organicamente geralmente contém menos residuos de agrotoxicos do que os alimentos
cultivados convencionalmente (USDA, 2011). Uma revisao sistematica comparando alimentos
orgénicos com dados de composi¢do de culturas convencionais, demostraram que as culturas
organicas sdo 4 vezes menos propensas a conter residuos de agrotoxicos detectaveis do que as
culturas convencionais (Smitth-Spangler et al., 2012).

Estudos observacionais e experimentais de curto prazo mostraram que 0 consumo de
uma dieta organica esta associado a uma redugdo significativa nos niveis de alguns agrotoxicos,
guando comparado ao consumo de uma dieta convencional (Lu et al., 2006; Oates et al. 2014;
Bradman et al. 2015, Hyland et al., 2019). Além disso, apresentaram menores riscos para
diferentes patologias associado ao consumo de alimentos organicos. Incluindo
sobrepeso/obesidade (Kesse-Guyot et al., 2017), sindrome metabdlica (Baudry et al., 2017) e
cancer (Baudry et al., 2017). No entanto, embora a menor exposi¢do a agrotoxicos na dieta
tenha sido sugerida como um fator importante para esses resultados positivos de satde, ndo ha
ensaios clinicos que confirme esses dados.

O enfoque deste estudo foram os agrotoxicos do grupo dos inseticidas devido as
inimeras aplicacBes e 0 uso crescente desse grupo na Ultima década (Hurtado-Barroso et al.,
2018). As classes quimicas mais perigosas de inseticidas para salde sdo os piretroides e 0s
organofosforados. Os piretroides tem seu mecanismo de acdo semelhante aos inseticidas
organoclorados de geracao anterior, conhecidos por impedir a abertura e fechamento dos canais
de sddio em células nervosas de animais (Riederer et al., 2008). Além disso, sdo encontrados
em muitas formulacGes utilizadas na agricultura para controlar insetos, na horticultura, em
jardins e residéncias, em armazéns e edificios publicos (Saillenfait et al., 2015). Outra classe de
inseticidas importante sdo os organofosforados, pois apresentam toxicidade aguda em altas
doses se ligando a enzimas que inibem a transmissdo sinaptica e essa associa¢do resulta em
piora da qualidade de parametros do sistema reprodutor masculino e no desenvolvimento
neurolégico em criangas (Mancintosh et al., 2001).

A exposicéo de inseticidas ndo ocupacional pode ocorrer mais frequentemente do que a
aplicacdo direta em ambientes agricolas ou profissionais (Alavanja et al., 2004). Nao ha muitos
estudos que investigaram a relacdo entre o consumo dietético e 0s niveis urinérios de
inseticidas, mas 0s poucos existentes mostraram que ha uma associacdo entre consumo e

exposicdo. Os maiores niveis urinarios de inseticidas foram associados com 0 maior consumo
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de alimentos especificos, como vegetais, leguminosas e nozes. (Fortes et al., 2013; Ye et al.,
2015). Assim, é importante estimar a quantidade de agrotoxicos ingerida via alimentos, pois
assim é possivel avaliar o risco real para a populacéo. O objetivo do presente estudo foi realizar
um Ensaio Clinico Randomizado (ECR) para analisar os efeitos a salide da exposicdo pela dieta

em adultos saudaveis.

Métodos

Desing do estudo

Trata-se de um ensaio clinico randomizado duplo-cego com intervencdo de 14 dias
realizado na Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, Brasil. A intervencdo foi
precedida por um periodo washout de sete dias, no qual os participantes receberam a mesma
dieta convencional. O estudo foi realizado entre agosto e setembro de 2019, de acordo com as
normas éticas propostas pela Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saide do Ministério
da Saude, que regulamenta a pesquisa brasileira envolvendo seres humanos. O protocolo do
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Sadde da Universidade Federal do
Rio Grande e aprovado com o numero de registro 55/2019 (CEPAS/FURG). O RCT foi
registrado sob o nimero U1111-1232-5349.

Critérios de incluséo e exclusdo

Os critérios de elegibilidade do estudo incluiram: 1) homens e mulheres; 2) faixa etaria
entre 18 e 40 anos; 3) individuos saudaveis, ou seja, sem doencas crbnicas ndo transmissiveis
ou doengas autoimunes. Fumantes e mulheres que, mesmo dentro dos critérios de inclusdo,
estivessem gravidas ou amamentando foram excluidas do estudo. Além disso, foram excluidos
das andlises seguintes os individuos que nao apresentaram um ou mais agrotoxicos nos niveis

urinarios.

Randomizacao dos participantes

Foi realizada randomizacdo simples. Os nomes de todos os voluntarios, com termo de
consentimento informado previamente assinado, foram adicionados em planilha Excel em
ordem alfabética e numerados de 1 a 148, o total de voluntérios do ensaio clinico. Em seguida,
a funcdo aleatoria do Excel foi escolhida para O e 1, onde 0 era o grupo convencional e 1 0

grupo organico.
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Ensaio Clinico

O Ensaio Clinico foi realizado no Restaurante Universitario do Campus Carreiros. As
refeicGes eram ofertadas nos horarios estipulados pela Universidade, café da manha das 7h00
as 9h00, almocgo das 11h00 as 14h00, jantar das 18h00 as 22h00. A dieta diaria do ECR foi
planejada em conjunto com a equipe de nutricionistas da Universidade. O cardépio e a
quantidade de alimentos oferecidos nas dietas para ambos o0s grupos (convencional e organico)
foram idénticos. No café da manha foi oferecido café ou leite, pdo com frios e uma porcéo de
frutas, biscoitos ou bolos foram entregues para o lanche da tarde. No almogo e no jantar, o prato
era composto por vegetais dos grupos A e B, arroz, feijdo, um acompanhamento, uma porcao
de carne e 2 ovos ou proteina vegetal. A ingestdo diaria por refeicdo de gorduras, carboidratos
e proteinas para cada refeicdo respeitou a ingestdo alimentar de referéncia (Dietary Reference
Intakes — US, 2005). Porcdes individuais foram entregues aos participantes de acordo com o
consumo energético estimado. Os alimentos oriundos do cultivo convencional foram fornecidos
pela Universidade, e os alimentos oriundos do cultivo organico foram fornecidos pela Korin e
outras empresas de alimentos organicos com selo de certificacdo. Frutas e hortalicas organicas
foram obtidas diariamente por agricultores locais com selo de certificacdo organica.

Os alimentos utilizados no preparo das refeicbes eram armazenados na cozinha do
restaurante universitario. Os demais alimentos oferecidos para consumo diario, como erva-
mate, pipoca, biscoitos e bolos, eram reembalados diariamente em envelopes de papel pardo e
identificados na parte externa com o nimero de randomizacéo do participante. Os participantes
foram incentivados a ndo consumir alimentos e bebidas que ndo fossem ofertado pelos
pesquisadores. Além disso, um diério alimentar foi fornecido para descrever a ingestdo diaria
de liquidos e qualquer alimento e bebida extra que fosse consumido no periodo do ECR.

Coleta de sangue

A amostra de sangue foi coletada e imediatamente centrifugada por 10 minutos a
3000rpm em centrifuga Sigma para obtencdo do plasma e levada ao ultrafreezer a -80°C até o
momento da analise. Os indicadores hepéticos (Transaminase Glutamico-Oxalacética,
Transaminase Glutamico-Piravica), indicadores de proteina (creatinina) foram avaliados com
Kits Labtest e danos genéticos por meio do Ensaio Cometa. O ensaio do cometa foi realizado
logo apds a coleta das amostras de sangue essencialmente como descrito por Singh et al. (1988),
com algumas modificages. As laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia
onde 100 ceélulas por individuo foram fotografadas e entdo medidas pelo software de imagem

ImageJ (NIH). Todas as amostras foram realizadas em duplicata, e os resultados apresentados
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em percentual de dano ao DNA. O reparo por excisdo de base (BER) foi avaliado seguindo o
procedimento de Fairbairn e O'Neill (1994). Para o reparo por excisdo de nucleotideos (NER)
foi utilizada a metodologia de Zheng et al (2005). Apo6s o tempo de incubacdo de ambos 0s
procedimentos de reparo (BER e NER), 0s passos seguem 0s mesmos realizados para o ensaio
do cometa.

Coleta de urina

Para coleta de urina, os participantes receberam um coletor universal, recipiente plastico
estéril. As amostras foram transferidas do coletor universal para tubos Falcon e armazenadas a
-80°C em ultracongeladores. As amostras foram analisadas para biomarcadores e metabdlitos
de agrotoxicos no métodos que combina uma etapa de extragdo por Microextracdo Liquido-
Liquido Induzida por Salting-Out (SILLME) e determinacdo por Cromatografia Gasosa em
Espectrometria de Massa (GC-MS/MS). As condic¢des de extracdo foram adaptados de um

método anterior desenvolvido por ARIAS et al (2021).

Analise estatistica

As variaveis foram analisadas quantitativamente por meio do software IBM SPSS
Statistics, versdo 28.0.0.0, onde foram calculadas estatisticas descritivas, como frequéncias
absoluta (n) e relativa (%) e os grupos convencional e organico foram comparados pelo teste
exato de Fisher para as variaveis: idade, sexo e tipo de dieta. As analises dos marcadores
bioquimicos (creatinina, TGO e TGP) e dano e reparo de DNA foram submetidas a analise de
normalidade e as variaveis apresentaram distribuicdo assimétrica. Os testes ndo paramétricos
de Wilcoxon foram realizados para comparar medidas repetidas e o teste de Mann-Whitney

para amostras independentes a 5% de probabilidade.

Resultados

Foram descritos neste estudo os dados referente aos participantes com niveis
quantificaveis de agrotoxicos na urina. A descricdo completa dos 49 individuos esta na Tabela
1. Aidade e o tipo de dieta diferiram significativamente, sendo a faixa etaria entre 21-29 com
maior percentual para o grupo organico (36,7%) e para 0 grupo convencional (28,6%). O tipo
de dieta para 89,8% dos participantes foi a onivora (convencional = 50% e organico = 38,8%)
e apenas 10,2% dos individuos do grupo organico optaram pela dieta vegetariana.

Os niveis de residuos e metabdlitos de inseticidas quantificaveis na urina para ambos 0s

grupos apresentaram reducdo apés a intervengdo. Porém, o grupo organico apresentou reducao
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nos niveis de agrotoxicos de 98,6% e o grupo convencional de 66,2% (Tabela 2). Dos 24
inseticidas detectados no grupo organico, apenas trés foram detectados apos a intervencédo
(aldrin, fipronil e mirex) e no grupo convencional os metabdlitos encontrados ao final da
intervencdo foram Fenotrina-1 e Fenotrina-2. O grupo dos inseticidas piretroides reduziram de
4,6pg/L para niveis ndo detectaveis no grupo organico e aumenataram de 0,18ug/L para
0,34ug/L no grupo convencional. Enquanto os organofosforados foram detectados apenas no
inicio do estudo para ambos 0s grupos.

Os alimentos convencionais ofertados durante o periodo de intervencdo apresentaram o
dobro de agrotoxicos nas amostras comparado aos alimentos organicos (Figura 1), sendo que o
agrotoxico mais detectado entre as amostras foi o pirimifés-metilico. O arroz integral e a
banana, ambos de cultivo convencional, foram os alimentos com maior nimero de agrotoxicos.
No entanto, os niveis de deteccdo de agrotdxicos nos alimentos estdo abaixo dos limites de
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e do LMR. A farinha de trigo convencional (0,251mg/kg p.c)
€ 0 Unico alimento que IDA esta acima do permitido (0,03 mg/kg p.c), mas abaixo do LMR
(5,0mg/kg). Além disso, foram detectados onze agrotdxicos na agua, sendo cinco desses <LOQ
(Limite de Quantificacdo) (Tabela Suplementar 2).

Nos resultados de marcadores de efeito observamos que todos os parametros
bioquimicos analisados estavam em conformidade com os valores de referéncia. Em especial,
TGO (Transaminase Oxalacética) e TGP (Transaminase Pirlvica) apresentaram diferenca
estatistica para o grupo organico inicial e final comparado ao grupo convencional (Tabela 3).
Na andlise do Ensaio Cometa, o percentual de dano de DNA final foi estatisticamente maior
que o inicial em ambos os grupos. O percentual de reparo de dano do DNA por BER e NER

foram maiores no grupo organico final comparado ao grupo convencional final (Tabela 4).
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Tabela 1. Caracteristicas da populacdo estudada, Brasil (n=49).

Grupo Convencional (n=25) Grupo Organico (n=24) Total
Variaveis p-valor
n % n % n %
Sexo p=0,910
Homens 5 10,2 10 20,4 15 30,6
Mulheres 20 40,8 14 28,6 34 69,4
Idade p<0,022*
<20 9 18,4 5 10,2 14 28,6
21-29 14 28,6 18 36,7 32 65,3
>30 2 4,1 1 2,0 3 6,1
Tipo de Dieta p<0,049*
Onivora 25 51 19 38,8 44 89,8
Vegetariana 0 0 5 10,2 5 10,2

* valor p significativo pelo teste exato de Fisher (p<0,05).
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Tabela 2. Residuos de inseticidas e metabolitos, separados por classificacdo quimica, monitorados na urina antes e apds a intervencdo (Grupo

Organico=24; Grupo Convencional = 25).

Inseticidas (ug/L)  Grupo Organico Grupo Organico Pré-teste - Grupo Grupo Pré-teste — P0s-

(Pré-teste) (Pos-teste) Pos-teste* Convencional (Pré- Convencional (Pdés- teste*
teste) test)

Piretroides

Fenotrina-1 3,00 <LOD 3,00 <LOD 0,16 -0,16

Fenotrina-2 0,02 <LOD 0,02 <LOD 0,18 -0,18

Lambda-Cialotrina 0,10 <LOD 0,10 0,18 <LOD 0,18

trans-Permetrina 0,11 <LOD 0,11

Ciflutrina-1 0,06 <LOD 0,06

Ciflutrina-2 0,06 <LOD 0,06

Ciflutrina-3 0,07 <LOD 0,07

Ciflutrina-4 0,08 <LOD 0,08

Cipermetrina-1 0,11 <LOD 0,11

Cipermetrina-2 0,20 <LOD 0,20

Cipermetrina-3 0,11 <LOD 0,11

Cipermetrina-4 0,28 <LOD 0,28

Fenvalerato-1 0,08 <LOD 0,08
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Deltametrina-1
(Tralometrin  deg.-
1)

Deltametrina-2
(Tralometrin  deg.-
2)

Organofosforados
Etoprofos
Etrimfos
Metidationa

Fosmete

Organoclorados
Aldrin
p,p'-DDT

Pirazol
Fipronil

0,10

0,15

0,04
0,32
0,04
1,00

0,02
0,03

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

0,05
<LOD

0,001

0,10

0,15

0,04

0,32 0,01
0,04 0,08
1,00 0,75

-0,03
0,03

-0,004

<LOD
<LOD
<LOD

0,01
0,08
0,75
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Sulfonamidas

Mirex 0,06 0,01 0,04

Piridazinona

Piridabem 0,06 <LOD 0,06

Total inseticidas 6,22 0,08 6,14 1,03 0,34 0,68

* Pré-teste — Pds-teste = niveis de inseticidas detectados antes da intervencdo subtraido dos niveis de inseticidas detectados apos a intervenc¢do
LOD: Limite de Deteccéo
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Figura 1. Deteccdo de agrotoxicos em alimentos e agua agrupados por classe agrondémica.
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Tabela 3. Efeito do consumo de alimentos convencionais comparados intragrupo e intergrupo aos alimentos sobre marcadores bioquimicos (n=49),

Brasil.
Comparacdes
Entre grupos Intragrupos
Marcadores Grupo Convencional  Grupo Orgéanico p-valor? Grupo Convencional  Grupo Organico
p-valor® p-valor®
Creatinina
Pré-teste 1,00 (0,2) 0,90 (0.9) 0,333 0,285 0,257
Pos-teste 1,00 (0,2) 0,90 (0.3) 0,343
TGO
Pré-teste 18,00 (9) 23,00 (12) 0,036 1,000 1,000
Pos-teste 18 (9) 23 (12) 0,046
TGP
Preé-teste 18 (11) 24,00 (11) 0,036 0,131 0,122
Pos-teste 18 (9) 24,00 (11) 0,050

aTeste de Mann-Whitney para amostras independentes (p<0,05)

bTeste de Wilcoxon foi realizado para comparar medidas repetidas (p<0,05)

111



Tabela 4. Efeito do consumo de dieta convencional e organica no dano ao DNA e capacidade de reparo por NER e BER (n=49), Brasil.

Comparacoes
Entre grupos Intragrupos
Marcadores Grupo Convencional  Grupo Organico p-valor? Grupo Convencional ~ Grupo Organico
p-valor® p-valor®
% dano de DNA
Pré-teste 1,68 (0,8) 1,64 (0,5) 0,567 <0,001 <0,001
Pos-teste 2,32 (0,9) 2,64 (0,9) 0,771
% reparo de DNA
(NER)
Pré-teste 95,46 (7,4) 96,55 (4,7) 0,493 <0,001 <0,001
Pos-teste 91,97 (11,6) 94,12 (14,7) 0,043
% reparo de DNA
(BER)
Pré-teste 92,33 (13,5) 93,26 (10,1) 0,317 0,003 0,013
Pos-teste 95,46 (7,73) 97,29 (7,9) 0,046

aTeste de Mann-Whitney para amostras independentes (p<0,05)

bTeste de Wilcoxon foi realizado para comparar medidas repetidas (p<0,05)
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Discussédo

Os dados do ECR mostraram uma exposi¢do a agrotoxicos para os participantes de dieta
convencional e organica. Detectamos 24 inseticidas na urina entre os participantes dos dois
grupos e a classe quimica dos inseticidas predominante foi a dos piretroides (15) e
organofosforados (4). Os principais inseticidas detectados em ambos 0s grupos foram
Fenotrina-1, Fosmete, Etrimfos e Lambda-Cialotrina (Tabela 2). A exposi¢do aos agrotoxicos
durante o periodo de intervencdo foi capaz de revelar uma reducao nos niveis urinarios do grupo
convencional (66,2%) e uma reducdo ainda maior de inseticidas para o grupo organico (98,6%).
Antes da intervencéo, todos os inseticidas foram encontrados em niveis urinarios quantificaveis
nos participantes do grupo organico e apenas trés (aldrin, fipronil e mirex) foram quantificados
apos a intervencdo do ECR (Tabela 2). No total, foram detectados niveis urinarios de aldrin e
mirex em dois consumidores organicos e investigamos os diarios alimentares dos voluntarios
para elucidar a origem desses agrotoxicos ao final da intervengdo. N&o foram encontradas
semelhangas em alimentos extras consumidos que possam explicar esses resultados.

E possivel que os participantes do grupo organico possam ter consumido alimentos com
residuos de inseticidas nos dias que antecederam a realizacdo da coleta de urina final sem
mencionar no diario alimentar ou podem ser provenientes por outra via de exposi¢do que ndo a
alimentar. O grupo dos organofosforados apresentam meia-vida curta entre 24 e 36 horas e a
dos piretroides até trés dias (Balalian et al., 2020). Os niveis dos metabdlitos originais ou
produtos quimicos em amostras de urina de 24 horas sdo considerados o padrdo ouro para
avaliar exposicdo diaria a agrotoxicos e outros produtos quimicos ambientais que Sao
excretados na urina (Lermen et al., 2019). A deteccdo de compostos em niveis urinarios é uma
maneira de medir os niveis de agrotoxicos em todas as vias de exposicdo e € uma parte
importante da avaliacdo das regulamentac@es e restricdes de agrotoxicos existentes (Aylward
et al., 2015; Granzleben et al., 2017).

No entanto, ndo ha valores urinarios de referéncia para a exposicdo humana de
inseticidas e nem legislacdo regulamentadora para comparar esses valores no Brasil. Além
disso, sdo escassos 0s dados sobre os valores de referéncia para inseticidas em 6rgaos e agéncias
toxicoldgicas no mundo, os dados existentes relatam metabolitos na urina, mas esses
metabdlitos podem ser produtos de diversos inseticidas (Ravula et al., 2021). Estudos de
biomonitoramento mostraram que as concentragdes urinarias totais de inseticidas encontradas
no presente estudo sdo semelhantes/inferiores aos valores ja reportados na literatura (Leng et
al., 2005; Leng et al., 2006; Fortes et al., 2013; Ye et al., 2015; Morgan et al., 2106; Baudry et

al., 2018). Os niveis urinarios totais de piretroides detectados para o grupo de dieta organica no
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inicio deste estudo foi de 4,6g/L e apds a intervencdo ndo foram detectados piretrdides neste
grupo. No grupo convencional, ap6s o periodo de intervencdo os niveis de piretroides
aumentaram de 0,18ug/L para 0,34ug/L. Rempelos et al. (2022) com 2 semanas de intervencéo
em Ensaio Clinico, também observaram aumento nos niveis de piretroides de 2,0 para 4.5 pg/L
para o grupo convencional. Além disso, a literatura aponta o 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA)
como principal metabdlito dos piretréides, com niveis urinarios detectaveis de até 3,99ug/L
(Morgan et al., 2016). Alguns piretréides percursores desse metabodlito sdo phenothrin-1,
phenothrin-2 e Lambda-Cyhalothrin (Leng et al., 2005; Leng et al., 2006; Morgan et al., 2016),
detectados neste estudo com niveis inferior a semelhante dos j& encontrados na literatura (0,3 a
3,0ug/L). O grupo dos organofosforados foram detectados apenas no inicio do estudo para
ambos os grupos (0,8ug/L no grupo convencional e 1,4pug/L no grupo organico) e o subproduto
comum do metabolismo da maioria dos organofosforados sao os dialquilfosfato (DAPS) (Curl
et al., 2015). Niveis desses metabdlitos que ja foram reportados na literatura apresentados na
Tabela Suplementar 1 sdo notavelmente superiores ao encontrado neste estudo antes da
intervencéo (Ye et al., 2015; Holme et al., 2016; Simaremare et al., 2019).

A adesdo a dieta proposta pelo ECR pode ter associacdo com a diminuicdo dos
contaminantes em ambos o0s grupos. A dieta ofertada durante o periodo de intervencgéo foi
calculada e planejada para que todos os macro e micronutrientes diarios necessarios fossem
alcancados, baseada em alimentos sazonais, in natura e minimamente processados.
Diferentemente de outros padrdes de dieta, como a dieta ocidental que € caracterizada pela alta
ingestdo de alimentos processados, carboidratos refinados, adicdo de acucar, sodio e baixa
ingestdo de frutas, vegetais e grdos integrais (Varlamov, 2017). Ainda que ndo existam
recomendacdes de padrdes alimentares que promovam a reducdo nos niveis de agrotoxicos, a
dieta planejada com produtos naturais e com restricao de alimentos processados pode ter relacao
com a exposicdo a agrotoxicos pelo tipo de alimento consumido (Brazilian Institute for
Consumer Protection, 2020). Estudos realizados comparando o tipo de dieta apresentaram
associagdo com niveis urinarios de agrotoxicos, como a dieta mediterranea (Rempelos et al.,
2022) e a dieta vegetariana (Baudry et al., 2021; Bernan et al., 2016), ambas ricas em alimentos
in natura, como frutas e hortali¢as, com baixo consumo de carnes e minimamente processados.

A ingestdo dietética de residuos de agrotdxicos varia substancialmente entre os grupos
de alimentos e produtos individuais. Neste estudo, observamos que os alimentos convencionais
apresentaram mais agrotoxicos comparado aos alimentos organicos. Todos 0s ingredientes
ativos encontrados nos alimentos deste ECR sdo avaliados pelo Programa de Analises de

Residuos de Agrotoxicos em Alimentos da ANVISA no Brasil e foram detectados em uma ou
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mais amostra no Ultimo relatério do Programa em 2019. Em especial, o imacloprido,
carbendazim, acetamiprido e tebuconazol encontrados nas amostras deste estudo estdo entre 0s
ingredientes ativos mais detectados nos alimentos do PARA. Alem disso, foram detectados 11
ingredientes ativos na agua que foi utilizada nesse estudo para lavagem e preparo dos alimentos.
E importante ressaltar que todos os alimentos, convencionais ou organicos, do grupo das frutas
e hortalicas eram submetidos a lavagem diaria em agua corrente, depois submetidos a lavagem
com hipoclorito de sodio (2 - 2,5%) por 10 minutos e novamente eram submetidos a lavagem
em agua corrente (ANVISA, 2014). Ainda assim, todos os alimentos e a 4gua do ECR estavam
dentro do LMR permitidos em legislagdes vigentes.

Algumas técnicas podem reduzir os residuos de agrotéxicos nos alimentos, como a
limpeza e a lavagem corretas ou a retirada de cascas, aléem dos métodos como o branqueamento,
cozimento e a pasteurizacdo dos alimentos (Kaushik, Satya e Naik 2009; Zhao et al. 2014).
Wanwimolruk et al (2015) observaram que ao lavar os vegetais em dgua corrente por 2 minutos,
reduz os niveis de profenofds nos vegetais em aproximadamente 55%, enquanto a lavagem com
vinagre é mais eficaz para a reducdo da cipermetrina, Além disso, fatores importantes para a
remocdo de residuos é o modo de acdo de cada agrotoxico, a localizacdo do residuo no alimento,
0 periodo de imersdo em solugdes, a solubilidade e a temperatura em que o alimento ser
submetido durante o processo (Yigi et al., 2019).

Os alimentos podem ser contaminados por agrotoxicos durante a producgéo, transporte,
armazenamento ou até mesmo com a agua propria para consumo humano. Mas, é importante
ressaltar que escolhas e grupos de alimentares isolados também devem ser analisadas, pois
alguns alimentos podem ter um impacto maior nos niveis de exposicdo e efeitos a salde pela
suscetibilidade individual (Riederer et al., 2008). Neste estudo, avaliamos o efeito do consumo
da dieta com alimentos convencionais e organicos em relacdo a marcadores bioquimicos e
notamos que creatinina, TGO e TGP estavam dentro dos valores estabelecidos como normais
para ambos 0s grupos.

A composi¢do e a fonte da dieta também podem influenciar na geracdo de dano
oxidativo ao DNA (Del Bo et al. 2019). Neste sentido, os alimentos organicos sdo
potencialmente mais saudaveis devido a maiores quantidades de fitoquimicos protetores e
niveis mais baixos de agrotoxicos e fertilizantes (Briviba et al. 2007). Alguns desses
fitoquimicos sdo conhecidos pela atividade antioxidante e auxilio a0 mecanismo de reparo do
DNA (Chakraborty et al. 2004), enquanto que agrotoxicos pesticidas e fertilizantes s&o

reconhecidos por possuirem efeitos genotoxicos (Bolognesi 2003; Bull et al. 2006).
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A avaliagcdo no dano de DNA observada ap0s a intervengdo com dieta convencional
versus organica nos permitiu identificar dois principais achados: (a) uma elevagdo no nivel de
dano no final do experimento para ambas as dietas; e (b) uma melhora em ambos 0s mecanismos
de reparo estudadas para a dieta organica. Isso pode ser explicado pelos mecanismos
adaptativos e protetores que podem ser estimulados ao longo do tempo por exposicao a baixas
doses de algum agente genotdxicos que podem prevenir a ocorréncia de mutagdes nas células,
conhecido como a teoria da hormese. A alteracdo repentina da dieta a qual os individuos
estavam acostumados pode ter gerado um efeito metabolico estressor e que eventualmente
levou a um aumento no nivel de dano genético dos participantes. E importante salientar que o
dano ao DNA medido pelo ensaio cometa sdo anormalidades em que 0 DNA humano esta
continuamente exposto como danos de agentes ambientais, produtos genotdxicos ingeridos na
alimentacdo, o componente UV da luz solar, produtos do metabolismo celular e a degradacéo
quimica espontanea das bases no DNA (Milic et al. 2021).

Para lidar com isso nosso organismo desenvolveu mecanismos de reparo que podem
atuar nos diferentes tipos de danos gerados (Lindahl and Wood 1999; Hoeijakers 2001). Dentre
esses mecanismos dois merecem atencdo especial por atuarem em danos possivelmente gerados
pela dieta, o reparo por excisdo de base (BER) e o reparo por excisdo de nucleotideos (NER).
O BER atua na reparacdo de danos ao DNA causados devido a oxidagdo por espécies reativas
de oxigénio, desaminacdo e hidroxilacdo decorrentes do metabolismo celular e depurinacédo
espontanea (Hoeijakers 2001). O NER remove lesdes que causam distorcdo estrutural da hélice
de DNA, exemplos incluem a formacdo de dimeros de pirimidina apds exposicdo a UV e
grandes adutos de hidrocarbonetos de DNA, como aqueles derivados da alimentagéo e do habito
de fumar (Friso and Choi 2002).

Em nosso estudo, a dieta organica apresentou um aumento significativo em ambas as
capacidades de reparo de dano ao DNA (BER e NER) comparada a dieta convencional, tendo
um aumento mais expressivo no mecanismo de reparo por excisao de base. Presume-se que esse
achado decorreu de duas vertentes principais, a presenca de compostos caracteristicos nesse
tipo de dieta, as quais podem possuir em sua composicao elevados niveis de antioxidantes que
podem proteger o DNA e também induzir o reparo do DNA (Chakraborty et al. 2004; Ramos
et al. 2011; Mohanta et al. 2014), e auséncia ou diminui¢do na incidéncia de pesticidas nesse
tipo de alimentacéo, os quais sdo reconhecidos por possuirem representantes genotdxicos e que
possuem a capacidade de afetar o sistema de reparo genético dos organismos (Bolognesi 2003;
Bull et al. 2006; Kaur and Kaur 2018).

116



Apesar dos achados inéditos, algumas limitagdes devem ser descritas em nosso estudo.
A dieta ofertada durante o periodo de intervencado foi programada para atender entre 80-100%
do consumo caldrico diario dos participantes, mas ndo tinhamos como controlar os alimentos
extra consumidos durante o periodo de estudo, ainda que registrados em diério alimentar. Assim
como ndo temos a precisao da extensdo de outras fontes de exposi¢cdo, como a ocupacional ou
a domiciliar. Outra importante limitacdo é a agua utilizada para lavagem e cozimento de todos
os alimentos. E possivel que essa tenha sido uma fonte de contaminacéo a residuos de pesticidas
para o grupo organico. Além disso, ndo quantificamos um dos principais metabélitos do grupo
dos piretroides o 3-PBA e os seis metabolitos DAPs mais comuns para organofosforados:
dimetil fosfato, dietil fosfato, dimetil tiofosfato, dimetil ditiofosfato, dietil tiofosfato e dietil
ditiofosfato. Deve-se notar também que, diante da maioria das fracdes de pesticidas aqui
estudadas estes ndo foram os mais consumidos para agricultura convencional, e as diferencas
na exposicdo geral a pesticidas entre os dois grupos de consumidores sdo provavelmente
subestimados.

Conclusotes

Nossos achados mostraram que individuos com dieta predominantemente de alimentos
convencionais apresentaram maiores niveis urinarios de inseticidas piretroides. Além disso,
sugerem que o consumo de alimentos organicos tem associacdo com biomarcadores de
exposicao através de menores niveis urinarios e com marcadores de efeito através do aumento
dos mecanismos de reparo ao dano de DNA. No entanto, pesquisas clinicas que avaliem outras
fontes de exposicdo sdo necessarias para que possamos determinar com precisdo a
representatividade da dieta nos efeitos a satde. Além disso, recomendamos estudos com outras

classes de agrotdxicos associado ao consumo de alimentos e 0s niveis de metabdlitos na urina.
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Material Suplementar

Tabela S1. Principais metabdlitos de piretroides e organofosforados detectados e valores de referéncia encontrados na literatura.

Agritdxicos Principais metabdlitos Valor de referéncia (pg/L) Referéncias
Piretroides

Phenotrin-1, Phenotrin-2, 3-PBA 0,83£3,99 Morgan et al (2016)
LambdaCyhalothrin, trans- 0,26 - 3,06 Leng et al (2006)
Permethrin, Cypermethrin-1, 8,85+ 1,17 Simaremare et al (2019)
Cypermethrin-2, Cypermethrin-3,

Cypermethrin-4, Deltamethrin-1

(Tralomethrin deg.-1),

Deltamethrin-2 (Tralomethrin

deg.-2)

trans-Permethrin, Cypermethrin-1, trans-DCCA 0,17 -3,35 Leng et al (2005)
Cypermethrin-2, Cypermethrin-3, 19,25 + 3,38 Simaremare et al (2019)
Cypermethrin-4

Cyfluthrin-1, Cyfluthrin-2,

Cyfluthrin-3, Cyfluthrin-4

Cypermethrin-1, Cypermethrin-2, cis-DCCA 0,05-2,33 Leng et al (2006)
Cypermethrin-3, Cypermethrin-4 4,93+1,81 Simaremare et al (2019)
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Fenvalerate-1

Organofosforados

DEP, DETP, DEDTP, DMP, DEP: 2,05+ 2,11, DETP: 7,53+ Simaremare et al (2019)
Ethoprophos, Etrymphos, DMTP, DMDTP 1,71, DEDTP: 3,25 + 1,16, DMP:
Metidathione, Phosmet 8,02 + 4,49, DMTP: 3,91 + 0,83,

DMDTP: 4,49 £ 0,77

3-PBA: 4cido 3-fenoxibenzéic, trans-DCCA: Acido trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilico, cis-DCCA: acido cis-trans-permétrico , DEP: dietil
fosfato; DETP: dietil ditiofosfato; DEDTP: dimetil ditiofosfato; DMP: dimetilfosfato; DMTP: dimetiltiofosfato; DMDTP: dimetil ditiofosfato
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Tabela S2. Quantificacdo de agrotoxicos em alimentos convencionais e organicos utilizados no RCT e respectivos limites de ADI.

LMR IDA
_ Alimentos
Agrotéxicos (mg/kg)*  (mg/kg
(mg/kg) .
p.c./dia)*
Arroz Arroz  Farinha Ovos  Ovos )
) ) ) Gréo de Banana Banana ) ) Laranja
integral integral detrigo fritos  fritos
bico (C) (0)) ©
(©) (©) (©) (©) ©)
Fungicidas
Fenarimol 0,012 0,05 0,01
Epoxiconazol <LOQ 0,003 0,01 0,003
Tebuconazol 0,003 1.0 0,03
Carbendazim 0,012 0,14 0,028 0,5 0,02
Inseticides
Acetamiprid 0,005 0,3 0,02
Pyrimiphos-
0,003 0,251 <LOQ 0,004 0,003 5 0,03
methyl
Imidacloprid 0,006 0,1 0,05
Mecarbam 0,003

0: Organico; C: Convencional; LMR: Limite Maximo de Residuo; IDA: Ingestdo Diaria Aceitavel

* Reference values for authorized monographs - Anvisa (2022)
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Tabela S3. Quantidades maximas permitidas de residuos de ingredientes ativos na agua para consumo humano.

Agrotéxicos Agua (ug/L?) VMP (ug/L) Referéncia
Fungicidas
Ciproconazol <LOQ 30 Portaria n° 888,2021
Flutriafol 0.021 30 Portaria n° 888,2021
Picoxistrobina <LOQ 258 Portaria n°® 320/2014
Triciclazol <LOQ 180 Portaria n°® 320/2014
Herbicidas
2,4D 0,054 30 Portaria n° 888,2021
Atrazina <LOQ 2.0 Portaria n° 888,2021
Clomazone 0,022 36 FIOCRUZ, 2020
Imazetapir <LOQ 1500 Portaria n® 320/2014
Quinclorac 0,152 - -
Saflufenacil 0,034 - -
Inseticidas
Profenofos <LOQ 0.3 ANVISA, 2022

VMP: Valor Méaximo Permitido; LOQ: Limite de Quantificacéo
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11. Conclusbes

O ECR como método desenvolvido neste estudo foi capaz de detectar no periodo de 14
dias a excregdo urinaria de agrotoxicos em consumidores convencionais e organicos. A
intervencdo estabelecida foi capaz de reduzir os niveis de inseticidas para ambos os grupos,
com percentual nitidamente maior nos consumidores organicos (98,6%) comparado aos
consumidores  convencionais  (66,2%). Observamos que individuos com dieta
predominantemente baseada em alimentos convencionais apresentaram maiores niveis de
inseticidas do grupo piretroides do que individuos com dieta organica. Além disso, essa
exposicao a agrotoxicos pode ter associagdo com os marcadores de dano e reparo do DNA. Os
dois grupos apresentaram maiores percentuais de dano ao DNA ap06s a intervengdo, mas 0s
percentuais de mecanismos de reparo (BER e NER) foram maiores significativamente no grupo
organico.

E importante ressaltar que os resultados encontrados neste estudo também podem ter
associacdo com variaveis ndo mensuradas, como a exposi¢cdo ocupacional ou dérmica de
agrotoxicos. Por regulamentagdo da ANVISA, produtos desinfetantes estdo contidos na
categoria de produtos saneantes, sendo destinados a aplicacdo em domicilios e suas areas
comuns ou no interior de edificios publicos para controle de pragas como insetos ou roedores.
Os inseticidas sdo o grupo mais comum incluidos nessa categoria de produtos para uso
domeéstico, veterinario, para empresas especializadas, jardinagens amadoras ou repelentes.
Sendo assim, hd uma limitac&o no estudo pela auséncia de analise das vias de exposi¢ao dérmica
e inalatéria para 0s agrotoxicos e sua representacdo nos niveis urindrios encontrados neste
estudo.

A via alimentar, utilizada como a principal fonte de exposicao neste estudo, também
sofreu interferéncia de alimentos consumidos pelos participantes de ambos 0s grupos que ndo
foram ofertados pela pesquisa. Esses dados foram quantificados no diario alimentar,
instrumento elaborado para mensurar 0s agrotoxicos nos alimentos extra consumidos visto que
os individuos eram livres para realizar suas escolhas alimentares. O autorrelato no diario e o
viés de memdria podem ser limitacGes importantes, principalmente para 0 grupo organico.
Ensaios Clinicos na &rea de nutricdo sdo dificeis de serem controlados, pois os individuos tem
livre escolha no consumo dietético para além daquele ofertado na pesquisa.

Outro ponto importante é a auséncia de analise de alguns metabolitos dos inseticidas
piretréides, como o 3-PBA, 4-fluoro-3-PBA ou metabolitos DAPsS, comuns aos inseticidas

organofosforados. Ainda que esses metabdlitos sejam inespecificos e ndo fornecam a identidade
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e a toxicodindmica do composto original sdo Uteis porque a analise do ingrediente ativo
agregada aos principais metabolitos forneceriam um cenario mais real da exposi¢do humana ao
grupo dos inseticidas. Além disso, utilizamos a técnica de deteccdo de multiresiduos de
agrotoxicos por Cromatografia Gasosa em Espectrometria de Massa (GC-MS/MS), portanto
agrotoxicos que exigem diferentes técnicas e preparo de amostra ndo foram incluidos no estudo
devido ao alto custo.

No entanto, o estudo apresenta pontos fortes. O namero total da amostra € grande,
comparado aos demais estudos, especialmente Ensaios Clinicos com este desfecho. Os
participantes de ambos os grupos residiam dentro da universidade (92,6%), local préximo ao
que era ofertado as refei¢des, proporcionando um controle maior de assiduidade no ECR. Além
disso, o fornecimento de lanches (bolos ou bolachas) e outros alimentos como milho para
pipoca, chimarrdo ou ovos extras evitaram que mais alimentos fora da pesquisa fossem
consumidos. Outro ponto importante é que foram analisados 114 ingredientes ativos na urina e
173 nos alimentos, o que fornece um panorama moderado de exposi¢ao por via alimentar desta
populagéo.

Em suma, os resultados desse ECR evidenciam que individuos que consomem alimentos
convencionais estdo mais suscetiveis a excrecdo de niveis urinarios de inseticidas,
principalmente do grupo piretrdides, além de apresentarem menor percentual de reparo de dano
ao DNA. A intervencéo realizada por 14 dias mostra indicios de que é necessario investigar o
efeito a satde a longo prazo do consumo de alimentos convencionais para que seja garantida a
Seguranca Alimentar e Nutricional e, assim, aplicada a nutricdo baseada em evidénicas para
populacdo. Atualmente, observamos que algumas acOes dificultam isso, como 0s recursos
limitados para a pesquisa cientifica e a extingdo do Conselho Nacional de Seguranca Alimentar
e Nutricional (CONSEA), atraves da Medida Provisoria n° 870. Essa extingdo compromete a
garantia do Direito Humano a Alimentacdo Adequada, como também constitui evidente
retrocesso social quando desmonta um espaco de participacdo social (2/3 dos membros do
CONSEA eram da sociedade civil). E importante salientar que a alimentacdo adequada e
saudavel € um direito humano, e € obrigacdo do Estado brasileiro garantir a Seguranca
Alimentar e Nutricional aos seus cidad3os, estabelecida na Constituicdo Federal. E necessario
uma ampliacdo do debate com a sociedade de facil acesso e entendimento, além de
transparéncia nas informagdes, incluindo os estudos toxicologicos realizados e os critérios

utilizados para a autorizagdo de novos agrotoxicos no Brasil.
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Anexos

Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , concordo

em participar do projeto intitulado “Consumo de alimentos de cultivo organico e
convencional: Ensaio Clinico Randomizado”. Que tem como objetivo Avaliar os efeitos dos
residuos de agrotoxicos em frutas e hortalicas sobre os pardmetros bioquimicos de individuos
saudaveis. Este projeto sera desenvolvido sob responsabilidade dos professores doutores Ana
Luiza Muccillo-Baisch e Flavo Manoel Rodrigues da Silva Junior.

Declaro que fui informado(a), de forma clara dos objetivos, da justificativa, da forma a ser
realizado o trabalho e dos instrumentos e procedimentos de pesquisa. Fui igualmente
informado(a):

» Da garantia de requerer resposta a qualquer pergunta ou duvida acerca dos temas

geradores;

Da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar

do trabalho, sem que traga qualquer prejuizo;

Da seguranca de que eu ndo serei identificado(a) e que se mantera o carater confidencial

das informacdes relacionadas a minha privacidade;

De que serdo mantidos todos os preceitos ético-legais durante e apds o término do

trabalho;

Descricdo do método de coleta para o presente estudo: De que a realizacdo dos

diferentes protocolos utilizados para a coleta dos dados apresenta riscos (incluindo

coleta de urina e de sangue). A coleta das amostras bioldgicas sera realizada em uma

sala da Universidade Federal do Rio Grande devidamente equipada, higienizada e

preparada para a coleta. A coleta de sangue sera realizada por pessoa habilitada e com

material adequado e a coleta de urina serd realizada pelo préprio individuo e

armazenada no mesmo momento pelo pesquisador devidamente treinado, respeitando

as normas do Ministério da Saude (2011). No entanto, se apesar de todos os cuidados
que serdo tomados, eu venha a ter algum tipo de desconforto, serei encaminhado para

a Unidade Bésica de Saude da Familia CAIC, local mais préximo da coleta;

» De que estes procedimentos de coleta serdo realizados de forma a ndo comprometer a
minha integridade fisica e psicoldgica, estando de acordo com as normas éticas e de
seguranca  exigidas neste procedimento, Mas  caso me  sinta
desconfortavel/constrangido serei encaminhado para a Unidade Basica de Salde da
Familia CAIC com apoio total, integral e gratuito;

» Do compromisso de acesso as informagdes em todas as etapas do trabalho bem como
dos resultados, podendo chamar os pesquisadores integrantes da equipe de pesquisa do
Laboratdrio de Ensaios Farmacoldgicos e Toxicoldgicos da FURG pelo telefone
(32336850), ainda que isso possa afetar minha vontade de continuar participando;

» De que este estudo ndo me acarretard nenhum prejuizo e nenhum ganho econdmico,
mas poderd trazer grande beneficio para a saude da populacdo em geral;

Y V VYV V¥V
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» De que caso precise de alguma assisténcia especializada devido os possiveis danos
psicoldgicos acarretados pelo instrumento, os pesquisadores disponibilizaram um
profissional da area para suprir-me.

» De que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Rio Grande, de de 20
Ass. Entrevistado:
Ass. Entrevistador:
Ass. Responsaveis:
Julia Oliveira Penteado Flavio Manoel Rodrigues da Silva
Junior
Email: julia-penteado@hotmail.com Email: f.m.r.silvajunior@gmail.com

Comité de Etica em Pesquisa na Area de Saude — CEPAS

Rua Visconde de Paranagua, 102

Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Corréa Junior - 1° Andar
Telefone: 53 - 3237.4652
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Anexo 2

I I UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Projeto de doutorado:

Consumo de alimentos de cultivo organico e convencional: Ensaio Clinico Randomizado

Nome completo:
Data de nascimento: Idade:

Sexo: () Feminino ( ) Masculino

Dieta
( ) Vegetariana ( ) Vegana ( ) Ovolactovegetariana ( ) N&o vegetariana
( ) Outras:

Alergias alimentares
( ) Gluten () Lactose ( ) Outras

Vocéu utilizou algum medicamento nos dltimos 30 dias? ( ) Sim ( ) Nao
Qual?

Com que frequéncia vocé utilizou este medicamento?

() Ixnasemana ( ) 2xnasemana ( ) 3x nasemana ( ) 4x nasemana ( ) Diariamente

Vocé desenvolveu alguma doenca durante o Ensaio Clinico? ( ) Sim () Néo
Qual?

Vocé sentiu algum desconforto durante o Ensaio Clinico? ( ) Sim () N&o

Qual/ Quais?
() tontura () dor de cabeca ( ) nduseas ( ) vomito ( ) enjoo ( ) refluxo ( ) dor abdominal
() diarreia

Qutros:
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Anexo 3
Orientac0Oes para realizacao dos exames clinicos

Datas da 12 coleta: 26, 27 e 28 de Agosto
Datas da 22 coleta: 11 e 12 de Setembro

Para coleta de sanque

e E necessario jejum de 8 horas;

¢ Durante o periodo de jejum pode consumir agua, apenas evitar consumao excessivo.

Para coleta de urina

e E recomendado realizar a higiene intima usando sabonete e 4gua antes do exame, para evitar
contaminacéo;

e Solicitamos, preferencialmente, a primeira urina da manha para realizagio do exame; o E
indicado que o frasco seja aberto somente na hora da coleta para evitar a contaminacao;

¢ Orientamos para caso esteja menstruada nos dias da coleta informe aos pesquisadores para
identificacdo da amostra;

¢ Orientamos que despreze o primeiro jato de urina no vaso sanitario, colhendo-se o jato médio
em diante (aproximadamente 10mL), desprezando o restante da mic¢do. O primeiro jato de
urina deve ser desprezado porque traz células e secrecdo que podem estar presentes na uretra.
e Verifique se o frasco ficou totalmente fechado para ndo perder amostra. Entregue 0 mais

rapido possivel aos pesquisadores responsaveis.

Para o Exame de Bioimpedancia

A anélise da bioimpedancia é um exame sensivel a presenca de agua no corpo, por este motivo
deve seguir a padronizacdo do seu método, a fim de se minimizar os erros de mensuracdo. Para
isso, devem-se respeitar os seguintes procedimentos:

e E recomendado que o consumo de alimentos e bebidas sejam evitados até 4 horas antes da
realizacdo do teste;

e E necessario que evite a ingestdo de alcool nas 48 horas que antecedem o exame, assim como
0 consumo excessivo de chas, café, chimarrdo na véspera;

e O exame deve ser realizado com o participante em repouso e a pratica de exercicios até 8

horas anteriores ndo é recomendada;
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e E necessario retirar objetos de metal presos ao corpo, como anéis e brincos no momento do
exame;

e E necessario suspender o uso de medicamentos diuréticos no minimo 24 horas antes da
realizacdo do teste;

e Medicamentos que cursem com retencdo hidrica, se possivel, devem ser retirados para a
realizacdo do exame;

e E recomendado que n&o esteja febril no momento do exame.
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Apéndice

Diante da literatura apresentada na tese, a hipotese inicial deste estudo era que 0s niveis
urinarios de agrotoxicos de todas as classes agrondmicas seriam maiores nos consumidores
convencionais comparado ao consumidores organico. Assim como foram observados nos
estudos das Tabela 2 e 3 da se¢do Revisao Bibliogréafica. Os estudos observacionais encontrados
que basearam esta teoria apresentaram delineamento transversal e detectaram maiores niveis
urinarios de metabolitos de agrotoxicos em consumidores convencionais comparado aos
consumidores orgénicos (Kimata et al., 2009; Berman et al., 2013; Fortes et al., 2013;
McKelvey et al., 2013; Ye et al., 2015; Berman et al., 2016). Além disso, os estudos de coorte
e caso controle que também avaliaram esse desfecho encontraram associagéo entre a dieta com
menores indices de agrotdxicos e reducdo nos niveis urinarios desses compostos excretados
(Curl et al., 2015; Chiu et al., 2017; Baudry et al., 2019). Ensaio Clinicos, com desing
semelhante ao realizado por esse estudo, o qual dosaram os metabdlitos de agrotdxicos na urina
observaram reducdo dos compostos estudados entre os consumidores organicos (Hyland et al.,
2019; Rempelos et al., 2022), ainda que sem significancia estatistica devido ao pequeno nimero
amostral do estudo (n=2) de Oates et al (2014).

No entanto, ficaram lacunas a respeito dos resultados de excrecdo urinaria obtidos para
a classe dos herbicidas e fungicidas neste estudo. Os dados mostraram uma reducdo para 0s
consumidores convencionais de 72% para os herbicidas e 94% para os fungicidas, enquanto
que os individuos do grupo organico apresentaram aumento de 38% nos niveis de herbicidas e
25% para os fungicidas (Tabela 1 — apéndice).No ultimo boletim de comercializacdo de
agrotoxicos emitido pelo IBAMA em 2020, os dados de vendas por classes de usos por produtos
formulados (toneladas de ingredientes ativos) dos herbicidas apresentaram valores cinco vezes
maiores que os inseticidas (inseticidas: 80.733,41, fungicidas = 108.366,05 e herbicidas:
413.833,41). Assim, é de dificil compreensdo os resultados encontrados para 0 grupo
convencional que, teoricamente, estavam mais expostos por via alimentar que o0 grupo organico.
Desta maneira, elaboramos o manuscrito 2 (Se¢cdo Resutados: manuscritos prontos para
publicacdo) com foco apenas nos dados de inseticidas diante da importancia desta classe e o
pouco enfoque dos estudos. No Brasil, dentre os dez ingredientes ativos mais vendidos, quatro
sdo inseticidas (Acefato, Malationa, Imidacloprido e Clorpirifés).

Quanto aos herbicidas e fungicidas, algumas inferéncias foram realizadas para elucidar
os resultados encontrados neste estudo: a) os individuos do grupo organico em nosso ECR
podem ter consumido mais alimentos extras que os mencionado no diario alimentar; b) os

individuos podem ter outras vias de exposicdo ndo mensuradas e podem ser um fator de
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confusdo; e c) a auséncia de analise de metabolitos de agrotdxicos importantes podem ter
subestimado a exposi¢cdo. Os Ensaio Clinicos no campo da nutricdo sdo naturalmente mais
suscetiveis a variaveis de confusdo em comparacdo com ensaios farmacéuticos. Um dos
maiores desafios € o controle do consumo alimentar dos participantes ao longo do dia. O
registro no diério alimentar € uma ferramenta util, porém o viés de memdria e o autorrelatado
com falta de informacGes suficientes no diario alimentar também séo limitag6es. Ainda que 0s
alimentos extra consumidos sejam descritos de maneira correta, esses ainda apresentam
associacao direta com o desfecho. A andlise de quantificacdo total de agrotéxicos e seus
metabolitos em niveis urinarios finais ndo diferencia sobre o tipo de alimento (organico ou
convencional) ou a via a qual os participantes foram expostos. Logo, também é possivel que 0s
participantes de ambos 0s grupos apresentem diferentes fontes de exposi¢do para as classes de
herbicidas e fungicidas por via dérmica e inalatéria que ndo foram analisadas neste estudo. De
maneira geral, diferentes fatores relacionados a dieta podem alterar a forma quimica dos
nutrientes e da matriz alimentar e, consequentemente, a excrecdo dos compostos quimicos.
Como exemplo, as interacdes entre nutrientes e aditivos alimentares, métodos de processamento
de alimentos (cozinhar, assar ou fritar), fatores intestinais e sistémicos que podem influenciar a
absorcdo e biodisponibilidade dos compostos alimentares e seus metabolitos excretados.

Em suma, estudos futuros serdo realizados para melhor compreensdo dos resultados
obtidos para herbicidas e fungicidas estratificando por classe quimica e de toxicidade, uso
agricola, tipo de cultura e limite maximo de residuos permitidos. Alem disso, explorar a relacdo
entre 0s agrotoxicos encontrados na dgua, predominantemente herbicidas e fungicidas, com os

niveis urinarios detectados para essas classes e seus metabdlitos ndo analisados por esse ECR.
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Tabela Apéndice. Deteccdo de agrotdxicos em niveis urinarios nao utilizados nos dados do Manuscrito 2.

Agrotoxicos (ug/L) Grupo Organico Grupo Organico Inicial - Final Grupo Grupo Inicial - Final
(inicial) (final) Convencional Convencional
(inicial) (final)
Fungicidas
Hexaclorobenzeno 0,03 0,06 -0,03
Pirimetanil 0,02 0,03 -0,004
Fenpropimorfe 0,01 0,04 -0,03
Penconazole 0,16 0,31 -0,14 0,008 0,05 -0,04
Procimidona 0,12 0,20 -0,08 0 0,02 -0,02
Flutriafol 0 0,05 -0,05
Hexaconazol 0,93 0,28 0,64 1,90 0 1,90
Miclobutanil 0,13 0,33 -0,19
Flusilazole 0,17 0,26 -0,09
Propiconazol-1 0,22 0,65 -0,42 0 0,02 -0,02
Propiconazol-2 0,22 0,58 -0,35 0 0,02 -0,02
Fenamidona 0 0,02 -0,02
Fenarimol 0 0,005 -0,005
Fluquinconazol 0,03 0,03 -0,0050
Total 1,85 2,34 -0,48 1,90 0,10 1,80
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Herbicidas
Clorprofam
Prometrina
Fluazifop-P-butyl

Total

Acaricidas
Acrinatrina-1
Acrinatrina-2

Total

0,12
0,07
0,19

0,09
0,12

0,002

0,15
0,12
0,27

-0,02
-0,04
-0,07

0,09
0,12

0,002

0,04
0,01

0,06

0,01

0,01

0,02
0,01

0,04
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