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RESUMO

Os herbicidas desempenham um importante papel na produgdo agricola, porém seus efeitos
toxicos apresentam problemas relevantes no ecossistema e na satde publica. O composto
bipiridilico, Diquat (DQ) ¢ um herbicida capaz de induzir desequilibrio redox, uma vez que
durante os ciclos redox, recebem elétrons do NADPH, principal coenzima redutora do
organismo, agindo como formador de radicais livres. A exposi¢do ocupacional e acidental da
populacdo a este herbicida gera toxicidade a 6rgdos como pulmao, rins, figado e cérebro.
Estudos demonstram que o DQ afeta gravemente o figado, principal 6rgdo responsavel pela
sua metabolizagdo, com a presenca de reagdes adversas que podem resultar na morte dos
hepatdcitos. Para avaliar os efeitos do DQ sobre o figado, 12 ratos Wistar machos adultos
foram divididos em 2 grupos de 6 animais. Nos animais do grupo controle foi administrada
uma inje¢do de 100 puL de solugdo salina. Nos animais do grupo DQ foi administrada uma
injecdo intraperitoneal de 100 pL de DQ, na concentracao de 0,1 mM/kg. Apods 3 horas da
administracdo da injecdo os animais foram eutanasiados. Para as analises morfoldgicas,
fragmentos de figado foram fixados e processados para anélise em microscopia Optica. As
andlises histopatologicas indicaram que alteragcdes morfoldgicas ocorreram principalmente
nas regidoes centrolobulares, com grande degradagdo do tecido hepatico e presenca de
infiltrados inflamatorios na regido de triade portal. Assim, pode-se concluir a partir das
andlises histomorfolégicas, que ¢ razodvel inferir que a exposicdo ao DQ altera a

citoarquitetura hepatica de ratos Wistar adultos.

Palavras chave: Herbicida bipiridilico, Diquat, figado, hepatotoxicidade, histomorfologia.



ABSTRACT

Herbicides play an important role in agricultural production, but their toxic effects pose
relevant problems for the ecosystem and public health. The bipyridyl compound, Diquat (DQ)
is a herbicide capable of inducing redox imbalance, since during redox cycles, they receive
electrons from NADPH, the body's main reducing coenzyme, acting as a free radical former.
Occupational and accidental exposure of the population to this herbicide generates toxicity to
organs such as lungs, kidneys, liver and brain. Studies show that DQ severely affects the liver,
the main organ responsible for its metabolism, with the presence of adverse reactions that can
result in the death of hepatocytes. To evaluate the effects of DQ on the liver, 12 adult male
Wistar rats were divided into 2 groups of 6 animals. The animals in the control group received
an injection of 100 pL of saline solution. The animals in the DQ group received an
intraperitoneal injection of 100 puL of DQ at a concentration of 0.1 mM/kg. After 3 hours of
injection, the animals were euthanized. For morphological analysis, liver fragments were
fixed and processed for analysis under optical microscopy. Histopathological analysis
indicated that morphological alterations occurred mainly in the centrilobular regions, with
great degradation of the hepatic tissue and the presence of inflammatory infiltrates in the
portal triad region. Thus, it can be concluded from the histomorphological analysis, that it is

reasonable to infer that exposure to DQ alters the hepatic cytoarchitecture of adult Wistar rats.

Keywords: Bipyridyl herbicide, Diquat, liver, hepatotoxicity, histomorphology.
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1. INTRODUCAO

1.1 Utilidade e efeitos dos herbicidas

A agricultura contemporanea se caracteriza pela elevacdo do numero de pesquisas
agrondmicas, pelo uso de novas técnicas, equipamentos € insumos, como agrotoxicos e
fertilizantes (STOPPELLI e MAGALHAES, 2005). Os agrotoxicos, também denominados de
pesticidas ou praguicidas, sdo atualmente responsaveis pelo comércio de bilhdes de dolares
em todo o mundo (MOREIRA et al., 2002). Neste sentido, o Brasil se destaca por ser um dos
maiores produtores agropecudrios do mundo e o segundo pais que mais exporta esses
produtos, desempenhando um importante papel na economia nacional. Para manter tal
produgdo, este setor utiliza intensivamente sementes transgénicas € insumos quimicos, como
fertilizantes e agrotoxicos. A extensa area de plantio no Brasil proporcionou que o pais fosse
o maior consumidor desses produtos quimicos no mundo, sendo que dentre estes
agroquimicos, 45% sao herbicidas (PEDLOWSKI et al., 2012; CARNEIRO et al., 2015).

Ha quase 60 anos, os herbicidas se tornaram uma ferramenta indispensavel para os
agricultores nos paises desenvolvidos (KRAEHMER, 2012). Sendo um tipo de agrotdxico
que atua no controle de ervas daninha nas lavouras, que sdo indesejaveis, persistentes,
prejudiciais e que interferem no crescimento de outras plantas cultivadas prejudicando a
agricultura, os processos naturais ¢ a economia (KRAEHMER, 2014; VATS, 2015). Porém,
apesar de seus beneficios para a lavoura, esse método de controle de pragas muitas vezes ¢
extremamente toxico, gerando problemas relevantes a saude publica, principalmente nos
trabalhadores do campo (CASSAL et al., 2014; PEREIRA e CORREA, 2018). O uso
indiscriminado dos agrotoxicos, a falta de cuidado na manipulagdo e estocagem, o consumo
de alimentos e aguas contaminados, além das pulverizagdes aéreas que ocasionam a dispersao
dessas substancias pelo meio ambiente podem contaminar a populagdo, acarretando

intoxicagao e adoecimento humano (PEREIRA e CORREA, 2018; INCA, 2019).

1.2 Diquat

O Diquat (1,1'-ethylene-2,2'-bipyridylium) ¢ um herbicida bipiridilio, que possui uma
molécula com estrutura de amdnia quaternaria polarizada, composta por anéis de piridina
(dois anéis aromaticos nos quais um atomo de carbono ¢ substituido por um atomo de
nitrogénio) acoplado por uma ponte (CH2)n saturada (Fig. 1) (PARKASH, 1974; PIZZUTTI
et al., 2016).

10



FIGURA 1: Estrutura quimica do Diquat (1,1'-ethylene-2,2'-bipyridylium) (Fonte: Proprio autor).

Possui elevada solubilidade em agua, sendo pouco solivel em alcool e insolivel em
solventes organicos apolares. Se degrada rapidamente em pH acima de 9, rompendo um dos
anéis de piridina pela absorcdo de uma tunica molécula de hidroxido de sodio (NaOH)
(PARKASH, 1974; PIZZUTTI et al., 2016). Em solu¢do aquosa, esse composto apresenta
baixa volatilidade e inflamabilidade, ndo ¢ explosivo, mas possui efeitos corrosivos
(PARKASH, 1974, ROMAN et al., 2005; PIZZUTTI et al., 2016).

Apesar de estudos comprovarem que o Diquat (DQ) apresenta alta toxicidade humana
e animal, com indice de mortalidade maior que 70% em humanos, o DQ desde 2019 ¢
classificado na categoria 3, isto €, produtos moderadamente toxicos, de acordo com o novo
marco regulatorio da ANVISA (RDC N° 294), (MAGALHAES; CARVALHO;
DINIS-OLIVEIRA, 2018; BRASIL, 2019). Devido a alta toxicidade, o DQ também ¢
utilizado com intencdo suicida, especialmente no Japdo e em muitos paises em
desenvolvimento, por ndo existir nenhum antidoto especifico nem tratamento médico
adequado com capacidade de reduzir a elevada morbi-mortalidade (LOPES e MANSO, 1989;
CALDAS, 2000; ROBERTS ¢ ROUTT REIGART, 2013; SERRA; DOMINGOS; PRATA,
2014; FARIA, 2017). Sendo assim, a prevencdo da mortalidade terd que se basear em
estratégias preventivas ou na interrup¢ao da absor¢ao gastrointestinal logo apos a ingestdo do
composto (ROBERTS e ROUTT REIGART, 2013).

A dose letal mediana (LD50) do DQ em humanos ¢ de aproximadamente 4 mg/Kg (10
a 15 ml de uma solugdo a 20%), sendo a dose letal de tomada tnica, aproximadamente 20 ml
da solugdo comercializada (SENARATHNA et al., 2009). Embora a absor¢do intestinal seja
relativamente lenta, a absor¢do letal nos principais 6rgdos e tecidos parece ocorrer
possivelmente dentro de 6 horas, apos a ingestao de quantidades toxicas de Diquat. Uma vez
que a distribui¢do tecidual tenha ocorrido, as medidas para remové-lo da corrente sanguinea
sdo consideradas ineficazes na redu¢do da carga sisttmica (ROBERTS e ROUTT REIGART,
2013).
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A confirmacdo de envenenamento por Diquat pode ser medida no sangue e na urina
por métodos espectrofotométricos, cromatograficos gasosos, cromatograficos liquidos e
radioimunoensaios (ROBERTS e ROUTT REIGART, 2013). Vérias estratégias estdo sendo
testadas para reduzir a frequéncia dessas ocorréncias, incluindo a adigdo de eméticos,
substancias gelificantes e agentes amargos, como denatonio sédico (ROBERTS e ROUTT

REIGART, 2013).

1.3 Farmacocinética e Metabolismo do Diquat

No organismo humano, o DQ pode ser absorvido por via oral, pulmonar, ocular,
contato dérmico e inalagdo (BALDWIN et al., 1975). Dentre essas vias, a de maior impacto ¢
a gastrointestinal, e entre as menos significativas, estd a absor¢ao cutdnea, especialmente
através da pele integra, e a inalatdria, que possui poucos efeitos sistémicos, mas pode causar
irritagdo da nasofaringe (BALDWIN et al., 1975; CHARLES et al. 1978).

Uma vez no organismo, o DQ ¢ capaz de atravessar a membrana celular por difusao,
ou por transporte ativo via bombas cationicas (BALDWIN et al., 1975). Depois de absorvido,
ocorre rapida distribuicdo pelo organismo. Dentre os o6rgdos afetados, os que mais
apresentaram residuos apds dosagem foram os rins, pulmdes e o trato gastrointestinal
(BALDWIN et al., 1975; JONES e VALE, 2000).

Em estudo anatomopatologico postmortem o DQ possui baixas concentragdes
teciduais, com excecdo do liquido biliar, sugerindo que a captacdo biliar contribui para a
diminuicdo da concentragdo sérica e tecidual apds a ingestdo (FARIA, 2017). A
metabolizacdo do DQ ocorre principalmente no figado por meio das enzimas do citocromo
P-450 (GALLAGHER et al. 1995; FARIA, 2017). Decorrendo por meio da oxidacao dos
anéis de piridina em derivados de mono e dipiridona, produzindo os metabolitos TOPPS
(1-ox0-1,2,3 4-tetrahydropyrido[ 1,2-a]pyrazin-5-ium), que ¢ em seguida decomposto em
picolinamida e acido picolinico (BALDWIN et al., 1975; JONES e VALE, 2000). Quando a
administracdo do herbicida é por via oral, a excre¢do biliar ¢ predominante, ultrapassando

90% e sendo menos de 10% pelo rim (DANIEL et al. 1966; FARIA, 2017).

1.4 Figado
Anatomia e morfologia
O figado ¢ uma glandula que constitui de 2 a 5% do peso corporal em um individuo

adulto (BANKS, 1986). Situado no quadrante superior direito da cavidade abdominal, ¢
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dividido em quatro lobos (o esquerdo, o direito, o quadrado e o caudado) com a sua regido

superior ¢ arredondada inserida no domo do diafragma (BUZATO et al., 2016) (Fig. 2).

Lobo caudado

Lobo hepatico direito Lobo hepatico esquerdo

)

Lobo quadrado

4

FIGURA 2: Desenho esquematico da anatomia do figado. Figura criada utilizando o programa Bio Render
(Fonte: Proprio autor).

O figado ¢ revestido por uma cédpsula de tecido conjuntivo, conhecida como capsula de
Glisson (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Estruturalmente ¢ constituido por células
hepaticas de origem epitelial, também chamadas de hepatdcitos, que se organizam em corddes
convergentes para uma veia centrolobular de sua unidade estrutural, o lébulo hepatico
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Entre os corddes de hepatdcitos estdo dispostos os
capilares sinusoides, que sdo vasos irregularmente dilatados compostos por uma camada
descontinua de células endoteliais fenestradas, envoltos por fibras reticulares. Cerceando os
capilares sinusoides estdo presentes macrofagos, chamados de células de Kupffer, que
desempenham fungdes principalmente fagociticas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013) (Fig.
3).

A vascularizacdo hepatica ¢ um elemento da maior importancia para garantir a
multiplicidade funcional do 6rgdo. Situado no sistema circulatério recebendo um suprimento
sanguineo duplo, onde além de receber cerca de 20% do fluxo sanguineo arterial através da
artéria hepética, recebe cerca de 80% do seu sangue através da veia porta hepatica, de modo
que quase todo o sangue oriundo do sistema digestorio e do bago drena para o figado. O
figado humano contém em média 5 espacos porta por lobulo, localizados nas regides

periféricas, cada um contendo um ramo da veia porta, um ramo da artéria hepatica, ductos
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biliares e vasos linfaticos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013; BUZATO et al., 2016) (Fig.
4).

Veia sublobular

“ Labuub -
epatico pago porta
dgsim S
Veia — | |
centrolobular

Triade Ducto biliar

FIGURA 3. Esquema mostrando os lobos hepaticos do figado. Cada lobo consiste em corddes de hepatocitos
intercalados com capilares sinusoidais (ndo mostrados nesta figura) que drenam para a veia central do 16bulo. Na
periferia do lobulo ha tecido conjuntivo, no qual esta o espago portal, que contém arteriolas, vénulas e ductos
biliares, conhecido como triade portal. Existem também vasos linfaticos e nervos (ndo mostrados)
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

14



Vela centrolobular
\

Placas de hepatécilos

Canaliculo biliar

Ramo da artéria Duclo  Ramo da
hepatica biliar  veia porta

I
Triade portal

FIGURA 4. Desenho esquematico de um lébulo hepatico. O espago porta estd localizado na periferia, e o
sangue flui das arteriolas e vénulas para os sinusoides, que desembocam na veia centrolobular. Corddes de
hepatocitos se organizam em corddes convergentes para uma veia centrolobular (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2013).

Fisiologia

Bioquimicamente o figado desempenha um papel essencial na homeostase do corpo
através do numero incontavel de fungdes que executa. Sendo a secrecao de bile a principal
fungdo digestiva do figado, mas também, o figado ¢ essencial na regulagdo do metabolismo
dos carboidratos, proteinas e lipidios, nos processos metabolicos como glicolise e
gliconeogénese, no armazenamento de substancias, sintese de vitaminas, degradagdo e
excre¢ao de hormonios (GENESER, 2001; SCHINONI, 2006; BUZATO et al., 2016). Outras
fungdes também estdo interligadas e correlacionadas, tendo uma grande diversidade
funcional, por exemplo, o processo de transporte, a hemostasia, o auxilio a resposta imune, e
durante o desenvolvimento embrionario, fung¢do hematopoiética (GENESER, 2001;
SCHINONI, 2006; BUZATO et al., 2016).

Destaca-se uma fun¢do extremamente importante do figado, o metabolismo e
degradacdo de farmacos e toxinas, que geralmente sdo convertidos em formas inativas por
reacdes que ocorrem nos hepatocitos. Alguns fairmacos sdo inativados por acdo hepatica,
enquanto outros sdo ativados ou convertidos em produtos toéxicos por transformagao hepatica.

Os farmacos sdo normalmente metabolizados no figado (estadgios I e II), principalmente no
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reticulo endoplasmatico liso dos hepatocitos. Para a maioria das drogas, a reacdo de fase I ¢
uma reac¢do de oxidagdo catalisada pelo citocromo P-450, citocromo b5 e NADPH citocromo
c redutase. Reagdao importante de fase II ¢ a conjugacao com glicuronidagdo tendo a formacgao
de glicuronideos. Por meio dessas transformagoes, o farmaco torna-se mais soluvel e tende a
ser excretado pelos rins ou diretamente pela bile (Fig.5) (SCHINONI, 2006; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013).

pr

* Farmaco mais soltvel
l l Excretado pelos rins ou diretamente pela bile
FASE| FASE Il
Oxidagao Glicuronidagao

Citocromo P-450
Citocromo b5
NADPH citocromo ¢ redutase.

FIGURA 5. Desenho esquematico das reagdes de metabolizacio de fase I e II no figado. Figura criada
utilizando o programa Bio Render (Fonte: Proprio autor).

Hepatotoxicidade do Diquat

Lesdes hepaticas induzidas por drogas constituem uma potencial complicacdo de
qualquer tratamento medicamentoso, uma vez que o figado ¢ o 6rgdo central de disposi¢ao
metabolica de praticamente todas as drogas e xenobidticos (ZIMMERMAN e MADDRE,
1993). Muitos xenobidticos sdo eliminados pelo figado, principalmente na forma de
conjugados, sem maiores consequéncias. No entanto, alguns s3o concentrados a niveis
toxicos, enquanto outros sdo bioativados a compostos intermediarios reativos que podem lesar
o figado (KULKARNI e BYCZKOWSKI, 1994). Essas lesoes resultam do efeito de droga
e/ou produto de biotransformacdo provocando disfuncdo intracelular pela ruptura da
integridade dos diversos sistemas de membrana dos hepatdcitos ou indiretamente através dos
danos celulares provocados por processos imunologicos (LEE, 1995).

Sendo o hepatocito a principal unidade metabolica do figado, muitas reagcdes adversas
podem resultar na sua morte. A reagao mais comum conduzindo a morte celular é a formacgao
de ligagdes covalentes entre o metabdlito reativo e macromoléculas biologicas. Reacdes de

oxida¢do também podem produzir compostos eletrofilicos ou espécies reativas de oxigénio

16



(EROs) que reagem com componentes celulares (RECKNAGEL; GLENDE; BRITTON,
1991).

Radicais livres sdao formados durante os processos fisiologicos do organismo (NIMSE
e PAL, 2015; MANOHARAN et al., 2016). Contudo, em grandes quantidades de EROs, os
mecanismos de protecdo antioxidantes da propria célula ficam sobrecarregados e as enzimas
antioxidantes como a superdxido dismutases (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e outros antioxidantes (Vitamina C e E, glutationa, selénio,
tioredoxina, selénio) ndo sdo capazes de dissipar todas os radicais resultando em estresse
oxidativo (SLAUGHTER; THAKKAR; O’BRIEN, 2002; XU et al, 2007; DJUKIC 2012,
NIMSE e PAL, 2015). As proteinas mais sensiveis sdo aquelas que possuem grupamento
sulfidrila em sua estrutura. A modificacdo na estrutura dessas proteinas pelo estresse
oxidativo geralmente ¢ acompanhada da alteracao de varias funcdes celulares, resultando em
inibicdo do metabolismo do fosfoinositideo, quebra da homeostase intracelular do célcio e
comprometimento do citoesqueleto normal da célula. Esse ultimo efeito pode ser o
responsavel pela invaginacdo da membrana plasmadtica observada em células expostas a
concentragoes citotoxicas de pro-oxidantes (OLIVER, et al., 1990).

O DQ ¢ um composto capaz de induzir o estresse oxidativo, uma vez que durante os
ciclos redox, moléculas de herbicida recebem elétrons do NADPH, principal coenzima
redutora do organismo (SANDY et al., 1986; LOPES ¢ MANSO, 1989; JONES e VALE,
2000). A reacdo ¢ catalisada pela enzima Citocromo P450 redutase NADPH-dependente
interferindo com o sistema de transporte intracelular de elétrons. Logo os elétrons sdo
transferidos ao oxigénio (O,), que sdo facilmente reduzidos, formando continuamente grandes
quantidades de anion superdxido (O,”). A formagdo de anion superdxido inibe a enzima
fosforribosilquinolato transferase, responsavel pela biossintese de NAD+, principal molécula
aceptora de elétrons na respiragdo celular (SANDY et al., 1986; LOPES ¢ MANSO, 1989;
JONES e VALE, 2000).

O radical superoxido ¢ neutralizado pela superoxido dismutase (SOD), formando
peroxido de hidrogénio (H,0,) SANDY et al., 1986; NIKI et al., 2005; GASCHLER;
STOCKWELL, 2017). Tanto no ciclo de oxidacao-redugdo continua das formas oxidada e
reduzida do DQ, quanto a desintoxicagdo do perdxido de hidrogénio via glutationa dependem
da coenzima NADPH (SANDY et al.,, 1986; LOPES e MANSO, 1989; CALDAS, 2000).
Esses ciclos viciosos de oxidagdo-reducdo de suas moléculas € o principal mecanismo de

toxicidade do DQ em humanos e animais (JONES e VALE, 2000; SLAUGHTER;
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THAKKAR; O’BRIEN, 2002). Além disso, na presen¢ca de metais o O,” ¢ o H,O, podem
reagir formando radicais hidroxila (OHe), que sdo EROs, consideradas responsaveis pela

peroxidacao lipidica e morte celular (NIKI et al., 2005; GASCHLER e STOCKWELL, 2017).
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FIGURA 6. Formacdo de ERO’s em humanos e animais, responsaveis pela peroxidagao lipidica e morte celular,
através do ciclo redox do DQ (Adaptado de LOPES e MANSO, 1989).

A peroxidacao lipidica das membranas celulares ocorre principalmente porque os
OHe) sequestram os hidrogénios (H") presentes nos acidos graxos poli-insaturados,
danificando a membrana e gerando radicais peroxil (Le), que também sdo capazes de
sequestrar o H' de outros acidos graxos e produzir hidroperoxidos lipidicos (LOOH), gerando
assim uma reagao continua de peroxidagao lipidica (PL) (NIKI et al., 2005; GASCHLER e
STOCKWELL, 2017). A PL diminui a fluidez e aumenta a permeabilidade da bicamada
lipidica, inativa receptores ligados @ membrana, interrompem a funcdo celular normal, e seus
produtos podem induzir mutacdes no DNA (NIKI et al, 2005; NIMSE e PAL, 2015;
GASCHLER e STOCKWELL, 2017). Em consequéncia, pode ocorrer morte celular pela
ruptura da membrana e/ou pela interrupcdo de metabolismo intracelular normal, e como
consequéncia, causar a necrose dos tecidos (NIKI et al., 2005; XU et al, 2007; GASCHLER ¢
STOCKWELL, 2017; RIBEIRO et al., 2020).
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A formagao de radicais livres responsaveis pela peroxidacdo lipidica e citotoxicidade,
promovida pelo ciclo redox alimentado pelo Diquat, ocorre predominantemente no figado,
pulmao, rins e cornea, da qual advém os efeitos deletérios nestes orgaos alvo (SAND et al
1987; RIKANS et al. 1993). Alteracdes na funcdo hepatica como elevagdes nas
transaminases, fosfatase alcalina e LDH, refletem lesdo hepética, que pode evoluir para
necrose centrolobular (FARIA, 2017). Alguns dos sintomas de hepatotoxicidade por DQ ¢ a
hiperbilirrubinemia que pode acompanhar a ictericia (FARIA, 2017).

Além das alteracdes bioquimicas e sintomatologicas, alteragdes histologicas em
tecidos constituem ferramentas sensiveis para detectar os efeitos toxicos diretos de compostos
quimicos em Orgdos de desintoxicacdo e, portanto, sdo indicadores de efeitos colaterais
desencadeados por diferentes abordagens terapéuticas. A histopatologica traduz a lesdo
integrada em fun¢do da duragdo e da intensidade da exposicdo ao composto e a capacidade
adaptativa de um determinado tecido (ZUZMA-KOZAKIEWICZ, et al., 2013). Assim, efeitos
toxicos podem ser evidentes em células e tecidos, antes que mudangas significativas no

comportamento possam ser identificadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do herbicida bipiridilico Diquat no figado de ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar possiveis alteragdes morfologicas no tecido hepatico de ratos Wistar expostos

ao Diquat, quanto a presenca de alteragdes celulares e desorganizacao tecidual.

e Analisar possiveis alteragdes morfologicas no tecido hepatico de ratos Wistar expostos

ao Diquat, quanto a presenga de processos inflamatorios e congestao vascular.

e Avaliar o indice hepatossomatico de ratos Wistar expostos ao Diquat, comparando-o

com o controle.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estabelecimento do modelo de estudo

No presente trabalho foram utilizados 12 ratos Wistar machos, adultos entre 6-8
semanas, pesando entre 250 e 300g, provenientes do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da
Universidade Federal de Ouro Preto, sob o protocolo de numero 6301140519, aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da mesma institui¢do. Os animais foram
aclimatados em caixas de polietileno (41 x 34 x 21) forradas com maravalha, sob condigdes
de livre acesso a dgua e ragdo (comercializada como Nuvilab) e ciclo claro-escuro de 12

horas.

3.2 Exposicao dos animais

Para este estudo os animais foram separados em dois grupos, com seis animais
compondo o grupo controle e seis compondo o grupo exposto ao composto bipiridilico Diquat
(DQ), comercializado como Reglone® (Syngenta). Ao grupo controle foi administrada uma
dose intraperitoneal de 100 pL de solugdo salina. O mesmo foi feito para cada animal do
grupo exposto que, no entanto, recebeu uma dose intraperitoneal de 100 puL (1,2mg) de
Diquat, na concentracdo de 0,1 mMol/kg, sendo uma dose muito inferior a dose letal de
tomada tnica da solu¢do comercializada de DQ (SENARATHNA et al., 2009; LU et al.,
2010; HIGUCHI et al., 2011b).

Passadas 3 horas apos a injecdo, os animais foram anestesiados com isoflurano e
eutanasiados por decapitagdo. O figado foi coletado, isolado, pesado e fixado em formaldeido

(10%) para analises histologicas, como esquematizado na Fig. 3.

21



Ratos Wistar machos adultos
(N=12)

Controle (N=6) /J-\’ v J rj} " Tratamento (N=6)
Uma dose intraperitoneal de Uma dose intraperitoneal de
100 pL de solugdo salina = (100 pL de Diguat (0,1 mMol/kg)

.

Eutanasia
apds 3 horas do tratamento

' A

Dissecacdo do figado

—

Fixagdo em formalina (10%)

e desidratagio
e[|

Inclusdo em resina, ‘
cortes e coloracao A -
=
s..l e

Anilises histopatologicas e
captura de imagens

FIGURA 7. Desenho esquematico do estabelecimento do modelo de estudo e metodologia. Figura criada
utilizando o programa Bio Render (Fonte: Proprio autor).
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3.3 Processamento histologico

Para avaliar os efeitos do tratamento com Diquat no tecido hepatico de ratos Wistar, o
figado foi isolado e lavado com solucdo fisiologica. Os fragmentos do figado foram entdo
fixados em formaldeido (10%). Apdés 48h, o material foi desidratado em concentragdes
crescentes de alcoois (70°, 80° 95° e 100° GL) com trocas a cada trinta minutos entre as
concentragdes. Apds a desidratagdo, os fragmentos foram incluidos em resina de
glicolmetacrilato (Historesin®, Leica), sendo posteriormente seccionados de modo
semi-seriado, na espessura de 3 um. Oito cortes foram posicionados em cada lamina e corados
com o corante Azul de Toluidina P.A. 1% (Biotec®). As laminas foram montadas com meio
de montagem sintético para histologia Erv-Mount (EasyPath®) e analisadas em microscopio

optico CX31 (Olympus®).

3.4 Analises histopatologicas

As andlises histopatologicas avaliaram a integridade do figado, além de verificar
alteragdes morfologicas como células vacuolizadas, esteatose, desorganizagdo tecidual,
processos inflamatorios e nuacleos picndticos. Para a realizagdo das analises foram
selecionadas cinco laminas de figado por animal de cada grupo e foram analisadas seis se¢des
em cada lamina para avaliagdo de danos hepaticos. O sistema de captura de imagem foi
realizado por camera digital (AmScope™ MU300) acoplada ao microscopio CX31

(Olympus®) e a um computador, utilizando o programa AmScope v4.11.17864.

3.5 Indice Hepatossomatico (IHS)

Para calcular o indice hepatossomatico (IHS) utilizou-se a seguinte expressdo, de

acordo com Vazzoler, 1981 (60):
THS= (Wf/ Ws) x 100

Onde: Wf = peso do figado em gramas / Ws = peso corporal em gramas

Os valores foram inseridos no software GraphPad Prism versao 5.0 para obtengao dos
dados estatisticos e dos graficos representativos. Os grupos foram comparados pelo teste ¢

student e as diferengas foram consideradas significativas para o valor de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O figado ¢ a fonte de antioxidantes intrinsecos que desempenham um papel importante
no metabolismo enzimatico e na desintoxicagdo, sendo considerado um dos principais alvos
do Diquat (DQ) (AHMAD; SHUKLA; KUMAR et al.,, 2013; FARIA, 2017). Assim, o

parénquima do 6rgdo foi avaliado quanto as alteragdes histopatologicas.

O exame microscopico das sec¢des do tecido hepatico de animais do grupo controle,
tratados somente com salina, mostrou a arquitetura do parénquima hepatico bem caracteristica
(Fig. 8A). Os hepatdcitos apresentaram-se enfileirados, organizados radialmente as veias
centro-lobulares, com citoplasma bem preservado e nucleo proeminente (Fig. 8A). Por outro
lado, nas analises das sec¢des do tecido hepatico dos grupos expostos ao DQ, pode-se
observar algumas alteragdes caracteristicas de lesdo hepatica, como caridlise de hepatocitos,
presenga de vacuolizagdo citoplasmatica, corddes celulares hepaticos dispostos em desordem
com degeneragao celular, e perda da visualizacdo dos limites celulares (Fig. 8B e 8C). Esses
achados corroboram estudos anteriores que mostraram a hepatotoxicidade induzida por DQ
em leitdes desmamados e ratos com deficiéncia de selénio (ATKINSON et al., 2001; HUA et
al., 2022). Hua et al. (2022) e Kai Connie Wu, et al. (2012) também observaram a lesdo
hepatica induzida por DQ através da avaliagdo de enzimas transaminases, consideradas
indicadores sensiveis para medir a funcdo hepatica, concomitante com areas necrosadas de

hepatdcitos em torno das veias centrais dos lobulos hepaticos.

Ao avaliar especificamente a regido centrolobular, observamos no grupo controle uma
aparéncia dentro de pardmetros considerados normais (Fig. 8A). Por outro lado, o grupo
exposto ao DQ, apontou congestdo sinusoidal e na veia centrolobular. (Fig. 8B e 8C). Esses
achados vao de encontro a outros estudos que mostram que a exposi¢cao ao DQ acarreta
congestao nas veias centro lobulares e alteragdes na arquitetura dos hepatocitos na regido
central dos lobulos (ATKINSON et al.,, 2001; ROGERS et al.,, 2006; WU; ZHANG;
KLAASSEN, 2012). Mais especificamente, outros estudos mostraram ainda que o DQ causa
lesdo hepatica em ratos com deficiéncia de selénio na regido centrolobular com evidéncia
ultraestrutural de lesdo de células endoteliais, precedendo evidéncia de lesdo de hepatocitos

(ATKINSON et al., 2001).

Burk et al. (1980) descreveu a congestao hepatica e a incapacidade de coagulacdo do
sangue em um estudo com animais deficientes de selénio que sobreviveram por varias horas
apos a exposicdo ao DQ. Segundo ATKINSON et al. (2001), estas manifestacdes podem ser
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explicadas pela perda de células endoteliais na regido centrolobular que ira expor superficies
que ativam a coagula¢do do sangue, levando a deple¢do dos fatores de coagulagdo. Também
aumenta a resisténcia dos sinusoides ao fluxo sanguineo, fazendo com que o figado inche e
fique congestionado (ATKINSON et al., 2001). Assim, as lesdes observadas nesse estudo sao

possivelmente atribuidas a exposi¢do ao DQ, mesmo em animais sem deficiéncia nutricional.

Observou-se ainda, no grupo exposto ao DQ danos celulares com infiltrado
inflamatério na regido da triade portal (Fig. 8D). Apos intensa busca na literatura, nao foram
encontrados estudos que apontem lesdo por influéncia do DQ e processo inflamatorio
especificamente na regido portal. Entretanto, alguns estudos observaram a histologia hepatica
com infiltracdo de linfocitos em animais expostos ao PQT, composto bipiridilio, andlogo ao
DQ (AMIRSHAHROKHI e BOHLOOLI, 2013; HAN et al., 2014; LIU et al., 2020). Estudos
anteriores relatados por LIU et al., (2020), mostraram que a administragdo de paraquat (PQT)
ativa o inflamassoma NLRP3 e o fator pré inflamatorio (IL-1B e IL-18) no figado de ratos,
sendo notdvel o grande nimero de leucdcitos recrutados para o tecido hepatico em resposta ao

tratamento.

Sabe-se que o estresse oxidativo ¢ considerado um importante condutor da ativacdo do
inflamassoma NLRP3, que medeia a resposta inflamatéria a varios sinais exdgenos e
endogenos, incluindo toxinas bacterianas, ATP e EROs (MARIATHASAN et al., 2004). Uma
vez que o inflamassoma NLRP3 ¢ ativado, a interleucina-1p (IL-1B) e a interleucina-18
(IL-18) sao clivadas pela caspase-1 para serem liberadas na forma ativa (IL-1p e IL-18)

amplificando assim a resposta inflamatoria (DOSTERT.et al., 2008).
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FIGURA 8. Efeito do Diquat no figado. Colorago - Azul de toluidina. Controle (salina) ampliagdo de 400x
(A); DQ (0,1 mMol/kg) ampliagdo de 400x (B e C); DQ (0,1 mMol/kg) ampliagcdo de 1000x (D). No figado do
grupo tratado com DQ observa-se degeneragdo celular (setas pretas), hepatdcitos com vacuolizagdo (setas
amarelas), veias centrais e capilares sinusoides congestos ¢ infiltrado inflamatério na triade portal.

Outro parametro utilizado para avaliar o dano hepatico causado por agentes toxicos € a
avaliacdo do indice hepatossomatico. Esse indice atua como indicador do bem-estar geral do
organismo (KORTEKAMP, 2011). Apesar de diferencas morfologicas terem sido observadas,
o indice hepatossomatico (Fig. 9), ndo apresentou diferenca estatistica entre o grupo exposto
ao DQ e o grupo controle durante a exposi¢do aguda executada. Resultados semelhantes
foram obtidos por Nwani et al. (2015) que ndo observaram diferenga significativa no indice
hepatossomatico em peixes expostos ao analogo PQT, por 1 e 5 dias. No entanto, um declinio
significativo deste indice foi observado por esses pesquisadores apds 10 dias de exposi¢do a
2,75 mg/L de PQT. Assim, ¢ possivel que os resultados encontrados para o indice
hepatossomatico no presente trabalho estejam diretamente associados ao tempo de tratamento

executado.
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FIGURA 9. indice hepatossomatico. A Significancia estatistica foi avaliada pelo teste t student (p<0.05).
Barras representam média + SEM. Controle (salina).
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A partir das analises histopatologicas realizadas neste estudo, foi observado que a
administracao aguda do DQ por via intraperitoneal, desencadeia alteracdes morfoldgicas no
figado. Assim, a utilizagdo do DQ como modelo indutor de toxicidade hepética em ratos
possibilita o desenvolvimento de estudos que associam tratamentos antioxidantes ao herbicida

na tentativa de desenvolver novos tratamentos para intoxica¢ao pelo mesmo.
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