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Revisao de Literatura

1. Revisao da literatura

1.1 Praguicidas: Consideracoes gerais

Os praguicidas s@o substancias quimicas utilizadas no combate as pragas das
lavouras e dreas urbanas, sendo que nesta designacdo enquadram-se as classes:
inseticidas - que eliminam insetos; acaricidas — que eliminam &4caros ou carrapatos;
fungicidas — que eliminam fungos parasitas; herbicidas — que combatem ervas daninhas,
e raticidas - que eliminam pequenos roedores (Soares, 1993). A utilizacdo de agentes
quimicos como praguicidas vem desde a antiguidade, contudo seu uso se ampliou
consideravelmente durante o século XX com o desenvolvimento da sintese quimica, ou
seja, o desenvolvimento de moléculas especificas para um propésito (IARC, 1991).

Diversas substancias quimicas utilizadas na agricultura sdo reconhecidas como
possiveis agentes toxicos, teratogénicos, mutagé€nicos e cancerigenos (Feber & Cabral,
1991; TIARC, 1991). Apesar de terem como alvo especifico algumas pragas, efeitos
adversos em seres humanos e outras espécies ainda ndo foram devidamente
caracterizados (Weiss, 2004). A determinacio e a extensdo de doengas relacionadas a
exposicdo ambiental € dificil de ser calculada. Os riscos potenciais para a satide humana
associados com a exposi¢cdo a misturas quimicas torna-se uma preocupacio crescente
(Carpenter, 2002).

A exposi¢@o aos praguicidas ndo ocorre somente em trabalhadores rurais, que
manipulam diretamente esses compostos através de exposicdo ocupacional, mas
também na populacdo em geral, através de exposicdo acidental com residuos, ingestao
de 4dgua e alimentos contaminados. Enquanto a exposi¢do ocupacional afeta um grupo

limitado de trabalhadores, numa faixa de partes por milhdo (ppm), as exposi¢coes
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acidentais, através da 4gua, ar, alimentos e locais de despejo, podem estar na faixa de
partes por bilhdo (ppb). Os efeitos de exposicdes cronicas em baixos niveis sobre a
saide humana ainda sio pouco conhecidos (Levy, 2000).

A avaliacdo da periculosidade dos praguicidas e a caracterizagdo adequada do
potencial toxicoldgico podem fornecer informacdes valiosas para o implemento de
medidas governamentais e de satde publica que regularizem seu uso segundo niveis
adequados de exposicdo humana (Morrison et al.,1992; Weisenburger, 1993). As
deficiéncias na avaliacio de risco de praguicidas, incluindo a padronizacio de
metodologias para tal finalidade, apontam a necessidade do desenvolvimento de
programas para a avaliacdo da periculosidade dessas substincias e do implemento de

alternativas ao seu uso (Feldman, 2004).

1.2 Diuron: Propriedades fisico-quimicas

O Diuron, 3(3,4-diclorofenil) 1,1, dimetil uréia (Figura 1), ¢ um praguicida da
classe feniluréia (derivado dihalogenado da uréia) amplamente utilizado em culturas
agricolas como cana-de-agucar, café, citros, soja e alfafa (Figura 1). Sua classificacdo
toxicoldgica se enquadra nos niveis I a IV (altamente a moderadamente téxico) e a
ambiental no nivel II (produto muito perigoso), (CD do Sistema de Informagdes
Toxicoldgicas Sobre Agrotoxicos - Agéncia de Vigilancia Sanitdria, Brasil, 2000). Em
microorganismos e em plantas daninhas atua inibindo a fotossintese, prevenindo a
producdo de oxigénio e a transferéncia de elétrons na etapa II da fotossintese (Wessels
et al, 1956). Quanto as suas caracteristicas, em sua forma pura, o Diuron é um cristal,
ndo-i6nico, com moderada solubilidade em dgua (42 mg/L a 20°C). Apresenta hidrolise
desprezivel em pH neutro, aumentando, contudo, em condi¢cdes mais dcidas ou bdsicas
(Salvestrini, 2002; Giacomazzi & Cochet, 2004). Devido a sua elevada persisténcia (um
més a um ano), o Diuron pode ser uma fonte potencial de contaminacdo do solo,

sedimentos e ambientes aqudticos (Field et al, 2003).
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Fig. 1 — Estrutura molecular do Diuron 3(3,4-diclorofenil) 1,1, dimetil uréia

E importante salientar que os praguicidas, ao sofrerem degradacdo ambiental,
podem dar origem a compostos intermedidrios mais toxicos do que o composto original.
As substancias da classe N-feniluréia, por exemplo, sdo degradadas no solo a derivados
como 3,4-dicloroanilina (Gooddy et al, 2002) e, particularmente, herbicidas como o
Diuron (feniluréia halogenados), ao serem expostos a radiagdo ultravioleta, podem
sofrer fotélise, gerando pelo menos um subproduto com toxicidade mais elevada do que
o composto original (Bonnemoy, 2003). Esta caracteristica é particularmente importante
em paises tropicais, onde os niveis de radiacdo ultravioleta sdo elevados durante o ano
inteiro. Além disso, durante sua producdo sdo gerados contaminantes, potentes
substancias “dioxina-like” que podem interferir no potencial de toxicidade do Diuron.
Devido a este fato, a Autoridade de Registro Nacional Australiana (NRA, sigla do
inglés), estd revendo a classificacdo e registro do Diuron segundo a toxicidade destes

compostos (NRA, 2002).

1.3 Diuron: Propriedades bioldogicas e potencial téxico

O Diuron € absorvido no trato gastrointestinal e sistema respiratério. Em seres
humanos, é metabolizado pelo figado por hidroxilacio e N-dealquilagdo, sendo
excretado pela urina. Em ratos e cdes foi observada excrecdo também pelas fezes

(Hayes, 1982). Atua como indutor enzimético do sistema de oxidases mistas (enzimas
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do citocromo P450), aumentando o conteido enzimdtico do sistema em
aproximadamente 50%, quando comparado a praguicidas similares (Schoket & Vincze,
1985). E téxico para mamiferos, contudo os jovens sio mais susceptiveis que os adultos
(Hayes, 1982). Em roedores, os herbicidas derivados de uréia apresentam baixa
toxicidade sistémica, com uma dose letal média (DL50) de 1017 mg/kg em ratos jovens
normais, 437 mg/kg em ratos tratados com dieta deficiente em proteinas e de 2390
mg/kg em ratos tratados com dieta rica em proteinas (Boyd & Krupta, 1970). Apesar
desta baixa toxicidade aguda, é de extrema importancia ressaltar que seus produtos
intermedidrios de degradacdo (metabdlitos e fotoprodutos) podem ser mais toxicos do
que o herbicida em sua forma original. Por exemplo, a biotransformag¢do do Diuron pela
Arthrobacter sp., No ou outros microorganismos gera metabolitos de elevada toxicidade
(Tixier et al, 2002).

O principal produto de degradacdo do Diuron , a 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA),
apresenta DL50 de 60mg/kg por via inalatéria, indicando que esse subproduto é mais
téxico do que o proprio praguicida. A absor¢do por via dérmica ou inalatdéria deste
componente leva a rapida formacio de metahemoglobina, causando hipdxia e levando a
sensibilizacdo respiratéria (Guilhermino, 1998). O potencial cancerigeno da 3,4-DCA
ainda ndo estd devidamente estabelecido.

Experimentos realizados com ratos Wistar e cies Beagle, expostos ao Diuron em
estudo de toxicidade oral, permitiram detectar a presenca de residuos do herbicida em
diferentes tecidos, sendo os maiores niveis encontrados nos rins e figado (Hodge et al.,
1967). Efeitos toxicos, geralmente observados apds a ingestdo cronica foram perda de
peso, alteragdes em figado, baco e distirbios hematologicos (Hayes, 1982). Nestes
estudos, na concentragdo de 250 ppm (dose de 6,26 mg/kg em cdes e 12,5 mg/kg em
ratos), foram observadas alteragdes hematoldgicas, perda de peso, hemosiderose no
figado e hiperplasia da série eritréide. N@o foram observadas evidéncias de
carcinogenicidade do Diuron. Estudos associando o Diuron ao hexaclorociclohexano
(HCH), um inseticida descrito como hepatocancerigeno, demonstraram alta mortalidade
e perda de peso em ratos machos albinos expostos as concentracdes de 2500 ppm e 500
ppm, respectivamente, na racdo (Nagasaki et al, 1971; Munir et al, 1983). Em modelos
experimentais, a exposicdo ao Diuron demonstrou causar irritagdes oculares e na

mucosa de coelhos (Worthing, 1993).
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A avaliacdo do potencial mutagénico do Diuron ainda nio estd devidamente
caracterizada, mostrando-se negativo na maioria dos estudos in vitro utilizando
microorganismos, com ou sem ativacdo metabdlica (Grutman et al., 1984). Entretanto,
mutagenicidade positiva foi relatada em testes com Salmonella typhimurium com
ativacdo metabdlica e ensaios de biossintese de DNA testicular (Seiler, 1978;
Anon,1987). Dois testes in vitro utilizando células de mamiferos, o de mutagdo génica
em células de ovario de hamster chinés e o de sintese ndo-programada de DNA (UDS,
sigla do inglés) em hepatdcitos de ratos, obtiveram resultados negativos para o
praguicida (Dupont de Nemours, 1985). Avaliagdes in vivo de efeitos resultantes da
exposicao ao herbicida, demonstraram inducdo da formag¢do de microntcleo em medula
Ossea de camundongos Swiss (Agrawal et al., 1996), mutacdes dominantes letais em
camundongos Swiss (Agrawal & Mehrotra, 1997) e efeitos clastogénicos em ratos
(Dupont de Nemours, 1985). Nascimento et al. (2006) ndo observaram efeitos
genotéxicos do Diuron em células do sangue periférico e da bexiga de ratos Wistar
machos através do teste do cometa, ndo inferindo potencial iniciador ao herbicida.

Diversas drogas e substincias quimicas estdo relacionadas com teratogé€nese,
ocasionando anomalias congénitas (defeitos morfolégicos) com incapacidade funcional
e estética graves, e fetotoxicidade, caracterizada por reducdo do peso corporeo e retardo
do desenvolvimento fetal (Finell, 2002). Estudos sobre os efeitos do Diuron sobre a
gestacdo e a capacidade reprodutiva, utilizando trés geracdes consecutivas de ratos,
demonstraram que a ingestdo do herbicida na dose de 6 mg/kg foi fetotdxica, causando
reducdo do peso corpdreo nas proles F2 e F3 (segunda e terceira geragdao). Em doses
didrias de 250 mg/kg de peso corpdreo, ndo houve evidéncia de potencial teratogénico,
contudo, fetotoxicidade foi relatada, caracterizando-se por pesos fetais diminuidos,
costelas e estrutura 6ssea menores. Tais efeitos também foram observados em doses de
125 mg/kg, contudo sua incidéncia ndo foi significativa (Khera et al., 1979; EPA, 1987).

Até o momento, poucos trabalhos na literatura voltam-se para o estudo do
potencial cancerigeno do Diuron e os dados ainda se mostram contraditérios. Antony e
colaboradores (1989) demonstraram, através de multiplas aplicacdes topicas (250 mg/kg
pc), que o Diuron é um agente iniciador da carcinogénese de pele em camundongos
Swiss, utilizando-se como agente promotor o 12-O-tetradecanoil phorbol 13-acetato
(TPA). J4 em modelo de carcinogénese hepatica, quando administrado na dieta (2500

ppm) por um periodo de 4 ou 8 meses, o Diuron ndo revelou atividade iniciadora ou
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promotora (Agrawal & Kumar, 1999). Somando essas informacdes ao ji citado estudo
de Nascimento et al (2006 os dados revelam um conflito entre o potencial iniciador para
a pele em camundongos e auséncia de potencial genotéxico do Diuron.

Em outro estudo, Grassi et al. (2005) demonstraram que o Diuron, administrado
na dieta nas concentragdes de 125, 1250 e 2500 ppm, ndo apresenta atividade promotora
no figado de ratos Wistar machos iniciados pela dietilnitrosamina. Em estudo cujo alvo
de andlise foi o sistema urindrio, concentragdes de 2500 ppm de Diuron relacionaram-se
com aumento de necrose e estimulo da proliferacdo celular, levando a hiperplasia
urotelial em ratos Wistar machos (Nascimento et al., 2006). Em ratos Wistar de ambos
os géneros, os quais receberam por dois anos na racdo 2500 ppm de Diuron, foi
observado aumento da incidéncia de papilomas e carcinomas de bexiga; os ratos machos
apresentaram tendéncia ao desenvolvimento de papilomas e carcinomas na pelve renal
(Bayer, 1985 apud USEPA, 1997). Dois tumores renais, considerados raros na espécie,
foram observados em ratos Wistar machos expostos a altas concentracdes do Diuron.
Contudo, esses estudos ndo estdo disponiveis, pois sdo propriedades industriais (Anon,
1987). Fémeas de camundongos da linhagem NMRI1 expostas a concentragdo de 2500
ppm de Diuron apresentaram tendéncia ao aumento de adenocarcinomas mamarios. Este
achado foi considerado maior que a incidéncia de dados histéricos para este tipo de
tumor em fémeas controles de estudos com a mesma linhagem de camundongos (Iyer,
2001). Assim, a Agéncia de Prote¢io Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) estd
reavaliando o potencial de carcinogenicidade do Diuron devido a resultados positivos

observados em estudo de longa-duracdo em roedores.

1.4 Imunotoxicidade de xenobidticos

Contaminantes ambientais, incluindo bifenis policlorados (PCBs), dioxinas,
metais pesados e praguicidas como dieldrin e DDT (diclorodifeniltricloroetano) estio
amplamente distribuidos em ambientes aqudticos e terrestres (Boffetta, 2006). A
persisténcia desses compostos, sua bioacumulacdo nos organismos vivos e seu potencial
em causar efeitos adversos, incluindo efeitos sobre o sistema imunoldgico, geram

preocupacio as instituicdes governamentais e ao publico em geral (Gaylor et al., 1997).
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Historicamente, a maior preocupacio com relagcdo aos possiveis efeitos adversos
de agentes quimicos voltava-se principalmente para o estudo de seu potencial
cancerigeno. Contudo, pesquisadores passaram a reconhecer a importancia de eventos
adversos ndo-carcinogénicos, tais como imunotoxicidade e teratogénese, no perfil
téxico de substincias as quais a populacdo estd exposta (Dean, 2004). Neste sentido, a
Agéncia de Protecio Ambiental Norte Americana (EPA, sigla do inglé€s) desenvolveu
um Guia (Health Effects Test Guidelines, OPPTS 870.7800 Immunotoxicity) para testar
praguicidas e substincias toxicas em roedores, com &nfase sobre parimetros
imunoldgicos, cuja proposta € melhorar as informacdes sobre a supressdo do sistema
imunoldgico que pode ocorrer como resultado da exposi¢c@o repetida a um determinado
xenobidtico (EPA, 1998). Da mesma forma, o Guia para estudo de toxicidade oral de 90
dias em roedores da Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD, sigla do inglés) acrescentou um adendo com é&nfase em pardmetros
imunolégicos (OECD 408, 1998).

O conhecimento dos efeitos adversos decorrentes da interacdo entre
xenobidticos e componentes do sistema imunolégico € o principal foco da
Imunotoxicologia (Luster & Rosenthal, 1993). Estes efeitos indesejados podem
resultar da acdo direta e/ou indireta do xenobidtico (e/ou produtos de sua
biotransformag@o) sobre o sistema imunolégico; de uma resposta imunoldgica do
hospedeiro a substancia e/ou seus metabodlitos ou de modificagdes dos antigenos do
hospedeiro pelos préprios compostos ou seus metabélitos (Bennett,1987;). O resultado
da acdo toxica dos xenobidticos sobre o sistema imunolégico pode levar a
disfuncdo imunolégica do hospedeiro facilitando o aparecimento de doencas
auto-imunes e reacOes de hipersensibilidade, bem como, a susceptibilidade
aumentada ao aparecimento de infeccdes oportunistas, e ao desenvolvimento de
neoplasias (Descotes et al., 2000; Kimber & Dearman, 2002).

O campo da imunotoxicologia vem crescendo consideravelmente desde a década
de 70 (Descotes, 2004). Os caminhos atuais seguidos por essa ciéncia abrangem
experimentos de avaliacdo de toxicidade em roedores, sob condi¢des controladas de
exposicdo, na tentativa de mimetizar situagdes as quais os seres humanos estdo expostos

(Vohr, 2000). Dados de estudos animais tém sido muito tteis para predizer o potencial
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de imunotoxicidade e seus efeitos sobre a resisténcia do hospedeiro. Alem disso, os
resultados de estudos experimentais estdo sendo aplicados em modelos de
paralelogramas para reduzir as incertezas associadas a niveis de organizacdo bioldgica
cruzada, e extrapolacdo de dados animais para o homem (Selgrade, 1999). Os resultados
experimentais também auxiliam no discernimento com relagdo a variabilidade intra-
espécie e a relacdo entre os efeitos decorrentes de exposi¢do, aguda, sub-aguda e
cronica. Em ultima instancia estes achados podem auxiliar na decisdo sobre o risco da
substancia para a populagdo humana (Selgrade, 1999).

Apesar de diversos sistemas organicos serem afetados por contaminantes
ambientais, dados resultantes de modelos experimentais indicam que o sistema
imunolégico é um dos alvos mais sensiveis para a toxicidade induzida por agentes
quimicos. A disfungdo imunolégica pode ser observada, em estudos
toxicolégicos, em roedores submetidos a doses sub-letais de vérios agentes
quimicos ambientais (Luster & Rosenthal, 1993; Colosio et al., 2005). A atrazina,
um herbicida considerado de baixa toxicidade, alterou parametros de funcdo
imunoldégica mediada por células e reduziu a resisténcia do hospedeiro, ao
desafio com células de melanoma B16F10, em estudo com camundongos
B6C3F1, tratados por 14 dias (Karrow et al., 2005). Um estudo realizado com
camundongos CBA/N mostrou que a N,N-dietilanilina inibiu a atividade das
células “natural killer” (NK) e dos linfécitos T citotdéxicos sem alterar o nimero
destas células (Li et al., 2000). Um estudo in vitro utilizando-se células
mononucleares de sangue periférico humano de doadores normais mostrou que o
Diuron, administrado as culturas nas concentragdes de 0,01, 0,1 e 1 mM, inibiu a
producdo de IL-5, IFN-y e TNF-o (Hooghe et al., 2000). Ratas expostas as doses de
250-1000 mg/kg de Diuron na dieta por 14 meses apresentaram aumento do peso do
baco, aumento de hemosiderina e formagao de aductos de aminas aromaticas liberadas
do herbicida na molécula de hemoglobina (Wang et al., 1993). Algumas substancias,
como selénio, dietilnitrosamina, diéxido clorina e monocloramina, afetam a
atividade e a producdo de citocinas pelos macréfagos (Koller, 1985). Os

hidrocarbonetos aromaticos halogenados provocam alteracdes no epitélio timico,

na diferenciacao de células B e T (Poland & Knutson, 1982; Greenlee et al.,
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1985; Luster et al., 1988). Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos provocam
alteracdes em células T auxiliares, na fun¢do de macréfagos e inibem a
blastogénese (Wojdani & Alfred, 1984). Fémeas Balb/c expostas ao 3-
monocloro-1,2-propanodiol por 14 dias, apresentaram redu¢do da celularidade do
timo e do baco, inibi¢do da resposta imunoldgica mediada por anticorpos contra
hemdceas de carneiro e diminui¢do da atividade NK na maior dose (100 mg/Kg)
(Lee et al., 2004). Individuos expostos ao asbestos podem apresentar alteracdes
em nimero e funcdo de macréfagos e diminui¢do da atividade NK em células
circulantes (Rosenthal, 1998).

A dindmica do sistema imunoldgico, caracterizada pela proliferacio e
diferenciacdo celular, amplificacdo, transcricdo e traducdo génica, faz dele um
importante alvo dos efeitos toéxicos de xenobidticos (Vial, 2002). Dentre os diferentes
orgios que constituem o sistema imunoldgico, o timo e a medula dssea, responsdveis
pelos processos de maturagao e diferenciagdo dos componentes do sistema imunoldgico,
sdo Orgdos centrais para avaliacdo de imunotoxicidade (Schuurman, 1994). Os efeitos
adversos decorrentes da interagdo de xenobilticos com componetens do sistema
imunoldégico geralmente incluem danos estruturais e/ou funcionais em 6rgdos linféides
tais como, alteragdo da celularidade do timo, baco, medula déssea e linfonodos,
proliferacdo anormal de progenitores na medula Ossea, alteracdo no processo de
maturacdo das células imunoldgicas e alteragdes funcionais das respostas humoral e/ou
celular (Descotes, 1988; Kimber & Dearman, 2002). Essa diversidade de efeitos
resultantes da exposicdo a agentes quimicos, e a possibilidade do desenvolvimento de
eventos adversos tardios, faz da avaliagdo do potencial imunotdxico de xenobidticos
uma ciéncia de grande complexidade e revela a necessidade de cautela na interpretacio
de dados (Kimber & Dearman, 1993; Descotes, 2000).

A avaliacdo toxicoldgica de um composto é acessada por meio de estudos de
doses repetidas, cuja exposicdo fica em torno de 4 semanas a 3 meses, utilizando-se 3
doses que variam de superdosagem (exercendo toxicidade, mas ndo mortalidade) a
efeitos adversos nio observados - baixas doses (Dean et al., 1989; Barlow et al., 2002).
Estudos de doses repetidas em imunotoxicologia estdo tradicionalmente relacionados

aos efeitos de um determinado composto sobre a imunidade celular, com a possivel
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adicdo de grupos satélites para avaliacdo de fungdes da imunidade humoral (Barlow et
al., 2002).

Em func¢do da complexidade do sistema imunoldgico, diversos biomarcadores de
toxicidade devem ser avaliados para caracterizacdo do potencial imunotéxico de uma
substancia. Para tal, um painel de testes que abrange a andlise histolégica de
6rgdos linféides e estudos de funcdo imunoldgica, como testes de resisténcia do
hospedeiro e producdo de citocinas t€m sido proposto (Luster et al., 1988;
Vandebriel, 1998; Schuurman, 1994; Kuper et al., 2000). O primeiro painel
abrange testes ndo-funcionais onde se enquadram as avaliacdes de peso corpdreo,
peso e histopatologia de 6rgaos linfohematopoiéticos, e hematologia. O segundo
painel inclui os testes funcionais, tais como atividade de macréfagos, atividade
NK, marcadores de superficie, resposta proliferativa, ensaios de citotoxicidade,
producdo de anticorpos e modelos de resisténcia do hospedeiro (Luster et al.,
1988). Dentre esses testes, a observacdo de achados histopatologicos em Orgdos
linféides primdrios e secundarios é uma ferramenta indispensavel na caracterizagdo da
toxicidade de compostos sobre o sistema imunolégico (Germolec, 2004; Kuper, 2006).
O desenvolvimento das técnicas histolégicas e a associacdo destas com testes
funcionais, cultura de células e tecidos, permitem uma melhor compreensio dos
mecanismos de imunotoxicidade (Schuurman, 1994). Com o avango da imunologia
molecular os estudos de modo e mecanismo de acdo estdo se tornando mais praticos. E,
com isso, a industria e agéncias de regulamentacdo de substancias estdo propondo o uso
de técnicas de expressdo génica para identificar e classificar o potencial imunotéxico de
substancias. Além disso, diversos estudos de imunotoxicidade publicados sugerem que
a andlise por “microarray” é uma pratica significativa para explorar as vias que levam a
disfunc¢do imunoldgica (Luebke et al., 2006).

Além dos tradicionais métodos utilizados in vivo, para avaliagdo do potencial
imunotéxico, métodos alternativos t€m sido propostos no sentido de se reduzir o
nimero de animais de experimentacdo na implementacdo do registro de novos
quimicos. Um estudo preliminar realizado por Carfi e colaboradores (2006), avaliou o
potencial imunotdxico de seis substdncias, com conhecidos efeitos imunotdxicos in
vivo, utilizando um conjunto de testes in vitro. Os testes propostos foram ensaios de

citotoxicidade, liberag¢@o de citocinas, mielotoxicidade e resposta mitogénica. Todos
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eles confirmaram os resultados in vivo do potencial imunotdxico das substincias
estudadas.
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3. Objetivo

Considerando a escassa Literatura sobre o potencial imunotéxico do Diuron e
que vérios praguicidas podem afetar o sistema imunolégico levando a sua disfuncéo, o
presente estudo foi dividido em dois trabalhos para avaliar o potencial imunotéxico

desse herbicida:

1. Parametros  toxicoldgicos, hematoldgicos, histologia dos  drgdos
linfohematopoiéticos e fenotipagem de linfécitos T CD4, CD8 e CDA45,
seguindo critérios estabelecidos pelo “Guideline” OECD 407 e 408 e
“Guideline” OPPTS 870.7800 Immunotoxicity do EPA, foram avaliados em
ratos Wistar machos;

2. A atividade de macréfagos peritoneais de ratos Wistar machos foi avaliada
pela produgcdo de 4gua oxigenada, 6xido nitrico, indice de fagocitose e

espraiamento.
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Resumo

Escassas informagdes sdo encontradas na literatura a respeito do potencial
imunotoxico do Diuron, um herbicida derivado da uréia, utilizado no Brasil € no mundo
nas lavouras de café, cana-de-agucar, algoddo, abacaxi, citros, alfafa e trigo. Desta
forma, o presente estudo teve por objetivo investigar a toxicidade do Diuron sobre o
sistema imunolégico. Para isso, foram avaliados pardmetros gerais de toxicidade,
bioquimicos, hematolégicos, histopatologia de o6rgdos linfohematopoiéticos e
fenotipagem de linfécitos T CD4, T CDS8 e B de ratos Wistar machos. Foram utilizados
dois protocolos experimentais: I - toxicidade aguda (28 dias) e II - toxicidade sub-
cronica (90 dias) sendo os animais expostos ao Diuron por via oral (adicionado a ragdo),
nas concentragdes de 125, 1250 e 2500 ppm. A exposi¢do ao Diuron resultou em
diminui¢do do ganho de peso corpéreo médio nos grupos 1250 e 2500 ppm aos 28 e 90
dias acompanhada pela redu¢cdo do consumo de racdo. O peso relativo do bago e dos
rins foi maior nas trés concentracdes de Diuron aos 28 dias, e apenas em 2500 ppm, aos
90 dias. O peso relativo do figado foi maior em 1250 e 2500 ppm aos 28 dias e apenas
em 2500 ppm aos 90 dias. Aos 28 dias, os niveis de albumina e proteina total foram
maiores nos trés grupos expostos e os niveis de creatinina e uréia aumentaram apenas no
grupo 2500 ppm. A andlise histoldgica revelou que o Diuron, especialmente na maior
concentracgdo levou a deplecdo de polpa branca no baco, associada a reducido do nimero
de linfécitos T CD4" e aumento de hematopoiese extramedular, deposicdo de
hemosiderina e hiperplasia eritréide na polpa vermelha. N@o foram observadas
alteracbes hematoldgicas importantes. Com relacio a andlise fenotipica das
subpopulag¢des de linfécitos, observamos uma reducio de células CD4+. Nas condi¢des
do experimento concluimos que o Diuron exerce efeitos toxicos sistémicos e Orgao-

especifico nas maiores concentragdes.

Palavras-chave: Diuron, Imunotoxicidade, Orgdos linféides, Linfécitos, Ratos
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Abstract

Few information is available regarding immunotoxic potential of Diuron, a
phenylurea herbicide widely used in Brazil and around the world on sugar cane, cotton,
coffee, pineapple, citros, alfafa and wheat crops.The objective of the present study was
to evaluate the toxicity of Diuron in the immune system. General parameters of toxicity
were evaluated and biochemistry, hematology, histologic  aspects of
lymphohematopoietic organs and CD4" CD8" and CD45RA" splenic lymphocytes
subpopulations of male Wistar rats. Two experimental protocols were used: I — Acute
toxicity (28 days) and II — Sub-Chronic toxicity (90 days) and the animals were treated
with 125 ppm, 1250 ppm and 2500 ppm of Diuron by feeding. The experimental groups
treated with Diuron at 1250 ppm and 2500 ppm, showed decreased body weight gain
after 28 and 90 days of treatment, corresponding with the reduced food intake. The
relative weight of the spleen and kidneys were higher at the three concentrations in the
end of 28 days, and only at 2500 ppm after 90 days. The relative weight of the liver was
higher at 1250 ppm and 2500 ppm to the 28 days, and only at 2500 ppm to the 90 days
of treatment. After 28 days, the albumin and total protein serum levels were higher at
the three treated groups and the creatine and urea higher only at 2500 ppm of Diuron.
The treatment with Diuron at higher doses causes the depletion of the lymphoid white
pulp and increases the hemosiderin deposition in the red pulp. We didn’t observed
significant hematological alterations between the treated and control groups. Regarding
fenotipic analysis of splenic lymphocytes, it was observed a decrease in CD4+
subpopulations at 1250 ppm and 2500 ppm in the end of 28 days, and only at 2500 ppm
after 90 days of treatment compared with the control groups values. Concluding, Diuron

had a systemic toxic effect and also on lymphohematopoietic organs.

Key-Word: Diuron, Immunotoxicity, lymphoid organs, lymphocytes, rats
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1. Introducao

Historicamente, a maior preocupacio com relagcdo aos possiveis efeitos adversos
de agentes quimicos voltava-se principalmente para o estudo de seu potencial
cancerigeno. Contudo, pesquisadores passaram a reconhecer a importancia de eventos
adversos ndo-cancerigenos, tais como imunotoxicidade e teratogénese, no perfil téxico
de substéncias as quais a populagao estd exposta em diferentes niveis (Boffetta, 2006).

Virias classes de substancias podem afetar o sistema imunoldgico favorecendo o
aparecimento de infec¢des e aumento da incidéncia de neoplasias, principalmente
relacionadas a imunossupressdo; ou respostas alérgicas e auto-imunes, decorrentes da
estimulagdo da uma resposta imunolégica (Inadera, 2006). Esta disfun¢do imunoldgica
pode ser resultado, da agdo direta ou indireta do xenobidtico (incluindo seus
metabdlitos) sobre o sistema imunoldgico, da resposta do hospedeiro a uma determinada
substancia ou a seus subprodutos, ou ainda da alteragdo antigénica do hospedeiro pelo
composto ou seus derivados (Kimber & Dearman, 2002). Dentre as substincias
conhecidamente imunotdxicas estdo os compostos bifenis policlorados (PCBs),
dioxinas, praguicidas, metais pesados, entre outras (Luster & Rosenthal, 1993; Voccia
et al., 1999).

Na literatura ha poucas informacdes a respeito do potencial imunotdxico do
Diuron, um praguicida da classe feniluréia amplamente utilizado em culturas agricolas
como cana-de-agucar, café, citros, soja e alfafa. O Diuron é um herbicida de
classificagdo toxicoldgica Il a IV (altamente a moderadamente toxico) e ambiental nivel
I (produto muito perigoso), (Segundo CD do Sistema de Informacdes Toxicoldgicas
Sobre Agrotéxicos - Agéncia de Vigilancia Sanitéria, Brasil). Sua absor¢do ocorre no
trato gastrointestinal e sistema respiratério. Em seres humanos, ¢ metabolizado pelo
figado por hidroxilagdo e N-dealquilacdo, sendo excretado pela urina (Hayes, 1982).

Na Literatura os estudos reprodutivos mostram que o Diuron apresenta atividade
fetotoxica (Khera., 1979; EPA, 1987; Fernandes, 2007). Quanto ao potencial de
carcinogenicidade e mutagenicidade os dados sdo controversos. O Diuron apresentou
atividade mutagénica em alguns testes (Seiler, 1978; Anon,1987, Agrawal & Mehrotra,
1997,Dupont de Nemours, 1985) e atividade cancerigena principalmente para mama e
bexiga de roedores (Iyer, 2002; Nascimento et al, 2004). Quanto ao seu potencial
imunotdxico ha poucos trabalhos na Literatura. Um estudo in vitro utilizando-se células

mononucleares de sangue periférico humano de doadores normais mostrou que o
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Diuron administrado as culturas nas concentragées de 0,01, 0,1 e 1 mM, inibiu a
producao de IL-5, IFN-y e TNF-o (Hooghe et al., 2000). Ratas expostas as doses de
250-1000 mg/kg de Diuron na dieta por 14 meses apresentaram aumento do peso do
baco, aumento de hemosiderina e formag¢do de aductos de hemoglobina com aminas
aromaticas liberadas do herbicida (Wang et al., 1993).

Considerando a escassa Literatura sobre o potencial imunotéxico do Diuron e
que vdrios praguicidas podem afetar o sistema imunoldgico levando a sua disfun¢do, no
presente trabalho, utilizando modelos de toxicidade aguda e sub-cronica, avaliamos
como parametros de imunotoxicidade aspectos hematoldgicos, histologia dos 6érgaos
linfohematopoiéticos e fenotipagem de linfécitos T CD4, T CDS8 e B para caracterizar o
potencial imunotéxico do herbicida. Para tal estudo foram seguidos critérios
estabelecidos pelos “Guidelines” da OECD 407 (1995), para testes agudos - 28 dias e
408 (1998), para testes de exposicdo sub-cronica - 90 dias e “Guideline” OPPTS
870.7800 Immunotoxicity do EPA, 1998.
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2. Material e Métodos
2.1 Animais e ambiente de experimentacdo

Ratos Wistar machos com cerca de 8 semanas de idade, provenientes do CEMIB
(Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica, Campinas, SP) foram
acondicionados em caixas de propileno com maravalha branca de pinho autoclavada e
mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu, SP, sob condi¢des ambientais controladas (temperatura 22 + 2°C, umidade
relativa 55 + 20%, ciclo de luz claro/escuro 12/12h e 4 periodos diarios de exaustdo). Os
animais receberam racdo comercial Nuvilab CR-1 (NUVITAL, PR) e 4gua filtrada
fornecida ad libitum e foram submetidos a um periodo de aclimatagcdo por 2 semanas
antes do inicio do experimento. O manuseio dos animais foi realizado de acordo com os
principios estabelecidos e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal

sob o protocolo de no. 492 (Anexo 1).

2.2 Preparo da ragdo

A exposi¢do dos animais ao Diuron foi realizada por via oral, sendo o herbicida
adicionado a racdo em p6 (Nuvilab-CR1), nas concentragdes de 125, 1250 e 2500 ppm
e, posteriormente, apds completa homogeneizagdo (misturador Weg - Rio Claro, SP),
peletizada (Peletizadora Chavantes, modelo 7,5 c.v - Chavantes, SP) e seca por
ventilagdo. A racdo foi armazenada em sacos devidamente identificados e, mantida,
durante todo o perfodo experimental, em freezer a temperatura — 20 °C, sendo

manuseada apenas no momento do fornecimento aos animais.

2.3 Protocolo experimental

O delineamento experimental seguiu os protocolos apresentados na Figura 2.
Protocolo de 28 dias (toxicidade aguda): constituido por 4 grupos experimentais, tendo
o grupo I (controle) recebido racdo basal e os grupos II a IV racio acrescida de Diuron
nas concentracdes de 125, 1250 e 2500 ppm, respectivamente. Protocolo de 90 dias

(toxicidade sub-cronica): constituido por 7 grupos experimentais, sendo os grupos [ a IV
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idénticos aos do experimento de 28 dias, mas expostos ao Diuron por 90 dias, o grupo
V, com fornecimento de racdo basal pareado ao consumo do grupo 2500 ppm (para
controlar a varidvel referente ao consumo reduzido de ragdo no grupo de maior dose,
garantindo a interpretacdo adequada do possivel potencial de imunotoxicidade do
herbicida) e os grupos VI e VII (avaliados ao final de 120 dias) que receberam racio
basal e Diuron 2500 ppm durante 90 dias, respectivamente, para observacdo da
reversibilidade, persisténcia ou ocorréncia tardia de efeitos toxicos 30 dias pos-
tratamento. A evolucdo de peso corpéreo dos animais e os consumos de racdo e de dgua

foram avaliados semanalmente durante todo o periodo experimental.

2.4. Andlise hematologica

As amostras de sangue foram colhidas por pun¢do cardiaca (5-6ml por animal)
apés anestesia dos animais com pentobarbital sédico a 4 % (30 mg/kg de peso
corpdreo), aos 28, 90 e 120 dias do inicio do experimento (conforme apresentado no
item Delineamento experimental). Destas amostras foi realizada a extracdo do soro para
as andlises bioquimicas e sangue para confec¢do de esfregacos sanguineos corados com
Leishman para contagem diferencial de células granulociticas e mononucleares (100

células/lamina) em microscopia de luz convencional.

2.5. Dosagens bioquimicas

As amostras de soro foram utilizadas para a determinacdo dos niveis séricos das
enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato transferase (AST), proteina total,
creatinina e uréia com a utilizagdo de kits comerciais e leitura fotométrica, realizada no

Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

2.6. Coleta de orgdos e processamento de tecidos

Para andlise histoldgica, o figado, rins, adrenais, baco, timo, linfonodos
mesentéricos e o fémur direito e esquerdo (para andlise histoldgica e citoldgica da

medula dssea, respectivamente) foram retirados e fixados em formalina 10 %
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tamponada (tampao fosfato pH = 7,2) por 48 horas. Em seguida, os d6rgdos foram
mantidos em dgua por 24 horas para se retirar o excesso de formol e, finalmente,
conservados em dlcool 70% até o momento do processamento histolégico e inclusio
em parafina. O baco foi dividido em duas por¢des, uma para histologia e outra para
obtencdo de células totais utilizadas para andlise de subpopulacdes de células em
citometro de fluxo. O fémur foi descalcificado em solucdo citrato de s6dio + 4cido
férmico durante 10 dias antes do recorte e inclusdo em parafina. O processamento
histolégico seguiu método convencional e os cortes obtidos foram corados com
hematoxilina e eosina (H&E) para anélise histoldgica.

Cortes histoldgicos de bago foram corados para hemosiderina de acordo com o
método de Perls (Luna, 1968). Os critérios para andlise histoldgica dos Orgdos
linfohematopoiéticos estdo apresentados na Tabela 1, seguindo critérios semi-

quantitativos apresentados por Kuper et al. (2000).
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Figura 2 - Protocolo Experimental.



Material e Métodos 30

Tabela 1. Critérios para andlise histopatoldgica de érgdos linfohematopoiéticos.

Orgdos

Alteragdes nos orgdos *

Medula ossea

Timo

Baco

Linfonodos mesentéricos

Alteracdes da celularidade (aumentada ou diminuida,
relacdo mieldide/eritréide) e da maturacdo das séries

mielodide e eritroide

Relagdo coértex/medula, alteragdes da celularidade na

cortex e medula, macréfagos em aspecto de céu estrelado

Alteracdes da celularidade na polpa branca (PALS", na
zona marginal, foliculos) e da polpa vermelha,

hematopoiese extramedular

Alteracdes da celularidade nas dreaa paracortical, cortical
e medular, desenvolvimento de centro germinativo,
formacdo de roseta  eritrocitiria,  histiocitose,

plasmocitose

“Baseado em critérios estabelecidos por Kuper et al., 2000 e Spinardi-Barbisan et al., 2004, ”PALS,
sigla do inglés: bainha linfocitica periarteriolar.

A andlise histolégica da medula dssea seguiu critérios semi-quantitativos

(“score”) sendo considerado para o grau de maturacdo das células o valor 0 para

auséncia de maturacdo, 1 leve, 2 moderada e 3 intensa. A relacdo linféide/eritréide foi

considerada diminuida quando se apresentava na relacdo 2:1 (“score” 1), normal na

relacdo 3:1 e 4:1 (“’score” 2) ou aumentada nas relacdes 5:1 (“score” 3). Os critérios de

avalia¢do seguiram as padronizacgdes utilizadas na rotina de andlises do Departamento

de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu.

2.7. Preparo das células do bagco



Material e Métodos 31

Um fragmento de cada bago foi utilizado para a obtencdo de células,

desagregadas mecanicamente sobre peneira de ndilon, em placas de petri contendo meio

de cultura RPMI-1640 (Cultilab, Campinas, Brasil). As células totais obtidas foram
centrifugadas, resuspendidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10%
de soro bovino fetal inativado (Cultilab, Campinas, Brasil) e lavadas duas vezes a 1500
rpm, por 10 minutos. A viabilidade celular foi avaliada pelo azul de tripan,
considerando-a adequada para valores superiores a 90 %. Aliquotas destas suspensdes
celulares foram ajustadas em concentragdes de 5 x 10° células/ml e criopreservadas em
meio RPM-1640 contendo dimetilsulféxido 10% (DMSO, Carlo Erba Reagents) para

andlise das subpopula¢des de linfécitos.
2.8. Marcagdo das células e andlise em citometro de fluxo

Suspensdes celulares do bago obtidas conforme descrito no item anterior foram
descongeladas em banho-maria a 37 °C e, em seguida, transferidas para tubos contendo
meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal. Ap6és centrifugacio (10
min a 1000 rpm) o pelete celular foi ressuspendido em 3 ml de solucdo isotdnica
(Advia70, Bayer), sendo centrifugadas novamente para se evitar interferéncias da
fluorescéncia natural do meio de cultura durante a andlise em citometro de fluxo. O
pelete obtido foi ressuspendido em 1 ml de solugdo isotdnica. A concentracdo celular foi
ajustada para 1x10° células/m e a viabilidade celular avaliada pelo azul de tripan.
Aliquotas de 100 ul das suspensdes de linfécitos foram incubadas, com os anticorpos
apropriados, por 30 minutos, ao abrigo da luz. As amostras foram marcadas com
anticorpos anti-rat CD45RA OX-33 (para linfocitos B) e CD4 OX-38 (para linfécitos T)
conjugados com ficoeritrina (PE) e anticorpo anti-rat CD8 OX-8 (para linfécitos T)
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Pharmingen, City, State) ou com
seus isotipos controles apropriados: mouse IgG1 (FITC), mouse IgG2a (PE).

A andlise das células foi avaliada em citometro de fluxo FACS Calibur
(Beckton Dickinson, USA), sendo 10 mil eventos quantificados. As células do baco
foram caracterizadas conforme critérios de granulosidade e tamanho celular (“Foward
Scatter” (FC) e “Side Scater” (SSC)), com areas (“gates”) definidas, a fim de se excluir
plaquetas, heméceas e células mortas. Os dados foram apresentados como porcentagem

de células positivas em seus respectivos “gates”.



Material e Métodos 32

2.9. Andlise estatistica

O peso corpéreo e dos Orgdos, consumo de 4gua e de racdo, os dados
bioquimicos e hematolégicos foram avaliados pela ANOVA ou Kruskal-Wallis. Para

todas as andlises foi considerado nivel de significancia de p < 0,05.
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3. Resultados

3.1. Peso corporeo,consumo de racdo e dgua e peso de orgdos

Os resultados das andlises de peso corpéreo aos 28 e 90 dias de exposi¢do ao
Diuron estdo apresentados na Tabela 2. A exposi¢do ao Diuron resultou em reducio
significativa (p < 0,001) do ganho de peso corpéreo médio nos grupos 1250 (- 25 a 30
%) e 2500 ppm (- 46,0 %) quando comparado aos valores dos grupos controle e 125
ppm, aos 28 e 90 dias (Tabela 2). Aos 90 dias de exposicdo ao herbicida, o grupo 2500
ppm apresentou reducdo significativa (p < 0,001) do ganho de peso corpéreo médio em
relacdo aos grupos 1250 ppm e ao grupo controle pareado. Ao final de 90 dias, o grupo
controle pareado apresentou reducdo significativa (p < 0,001) do peso corpéreo médio
final e do ganho de peso médio quando comparado ao grupo controle (Tabela 2). O
grupo 2500 ppm 30 dias pés-tratamento (90 dias) manteve a redugdo significativa (p <
0,02) do peso corpéreo final médio e do ganho de peso corpéreo médio (Tabela 2)
acompanhada da redugdo significativa (p = 0,001) do consumo de ragdo em relacdo ao
respectivo grupo controle (Tabela 3). Aos 28 e 90 dias de exposi¢do ao herbicida foi
observada reducgdo significativa (p = 0,002) do consumo de rag@o, nos grupos 1250 e
2500 ppm quando comparados ao grupo controle (Tabela 3). Na Tabela 3 sdo mostrados
os valores médios de ingestdo do Diuron nos diferentes grupos. Nao foram observadas
diferencas significativas no consumo de dgua entre os diferentes grupos experimentais
em ambos os estudos (dados ndo mostrados).

O peso relativo do baco e dos rins foi significativamente (0,01 < p <0,001)
maior nas trés concentragdes de Diuron (125, 1250 e 2500 ppm) aos 28 dias. Aos 90
dias foi observado aumento significativo (0,01 < p <0,001) do bago apenas nos grupos
1250 e 2500 ppm e dos rins no grupo 2500 ppm (Tabela 4). O peso relativo do figado
foi significativamente (p < 0,001) maior nos grupos 1250 e 2500 ppm aos 28 dias, e
apenas no grupo 2500 ppm aos 90 dias (Tabela 4). Os pesos relativos do timo e das
adrenais ndo foram alterados em decorréncia do tratamento agudo ou sub-crénico com
diuron. Apoés trinta dias do término da exposicdo ao Diuron, os animais expostos a
concentracdo de 2500 ppm apresentaram valores semelhantes de pesos relativos do

figado, rins e baco quando comparados aos animais do grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 2. Peso corpdreo inicial, final e ganho1 de animais controles e tratados com Diuron

por 28 e 90 dias.

n® Peso Corpéreo (g) Ganho
Tratamento efetivo
de Inicial Final Ganho Relativo’
animais
28 dias
Controle 10 236,80 £20,32* 358,50 £29,94° 121,70+ 17,38* -
125 ppm 10 235,90 +18,78" 363,80 +£33,73" 127,90 +21,56° +5.,1
1250 ppm 10 23990+ 19,67° 325,60 +32,81° 85,70 + 18,26° -29,6
2500 ppm 10 233,30 + 18,40° 299,00 + 27,48° 65,70 + 20,40 - 46,0
90 dias
Controle 10 215,20 £21,58" 440,10 £36,11° 224,90 +39,50* -
125 ppm 10 219,10 £23,98" 469,80 +48,20° 250,70 +44,16* +11,5
1250 ppm 10 217,40 £21,06° 386,60 £41,11° 169,20 £37,30° -24,7
2500 ppm 10 216,90 £ 16,12 338,30 £19,32° 121,40+ 14,85¢ -46,0
Controle 9 220,60 +21,34* 386,22 +27,75  164,22+19,13"> -27,0
Pareado
Controle 120’ 10 210,60 = 18,77* 461,70 £33,08°  251,10%£39,27* ---
2500 ppm 120* 10 216,20 £ 19,97 422,10 +£37,24*" 205,90 £29,35°" -18,0

"valores expressos em média *+ desvio-padrdo; *porcentagem relativa ao grupo controle (Ganho de peso
corporeo do grupo tratado x 100 / ganho de peso corporeo do grupo controle); 3gmp0 satélite que recebeu
ragdo basal por 120 dias; 4grup0 satélite tratado por 90 dias com Diuron e avaliado em 120 dias para andlise
da reversibilidade, persisténcia ou ocorréncia tardia de efeitos toxicos 30 dias pds-tratamento; letras
indicam as diferencas significativas entre os grupos. diferenca significativa quando comparado ao grupo
controle 120.
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Tabela 3. Consumo médio estimado de ragdo basal e de Diuron pelos animais controles e

tratados com o herbicida por 28 e 90 dias’.

o

n®
. Consumo de Consumo de Consumo de
s efetivo
Tratamento de racio Diuron Diuron
animais

(g/rato/dia) (mg/rato/dia) (mg/Kg/dia)

28 dias

Controle 10 2523+ 1,24° - -

Diuron 125 ppm

10 27,35+ 1,45 3,42+0,11 9,4 +0,36
Diuron 1250 ppm 10 21,05+ 127 26,30 + 2,61 79,58 +0,27
Diuron 2500 ppm 10 20,50 + 3,58" 51,25+2,12 172,38 £ 0,73
90 dias
Controle

10 26,47 + 1,38" - -
Diuron 125 pm

10 27.05 + 2,05 338 +0.19 7.19 +0.92
Diuron 1250 ppm 10 23.69 + 1.52° 20.61 +3.54 76.59 + 5.67
Diuron 2500 ppm 10 2088+2,61" 5224233 15430020
Controle Pareado 9 22.07 +1.55° ) )

2
Controle 120 10 26.84 + 1.48 a*

. 3
Diuron 2500 ppm 120 10 22,02 +3.40" 52,95 + 1,75 151.50 + 9,31

Walores apresentados na forma de média + SD; grupo satélite que recebeu ragdo basal por 120 dias; grupo
satélite tratado por 90 dias com Diuron e avaliado em 120 dias para andlise da reversibilidade, persisténcia
ou ocorréncia tardia de efeitos toxicos 30 dias pos-tratamento; letras indicam as diferengas
significativas entre os grupos. *diferenga significativa quando comparado ao grupo controle 120.
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Tabela 4. Peso relativo' do figado, rins, adrenais, baco e timo de animais controles e

tratados com Diuron por 28 e 90 dias.

n®
efetivo
Tratamento de Figado Rins* Adrenais* Baco Timo
animais
28 dias
Controle 10 3,85+0,35 0,31+0,02* 0,008 £0,002" 0,39 £0,03* 0,15%0,02°
125 ppm 10 4,22+0,38" 0,33+£0,03" 0,009 +0,002* 0,44 +0,06" 0,17 £0,03"
1250 ppm 10 4,66+0,34" 0,35+0,03° 0,009+0,002° 0,51 0,05 0,15+0,02"
2500 ppm 10 4,53+043" 034+0,04° 0,009 +0,002* 0,75+0,07° 0,15+0,03"
90 dias
Controle 10 3,30%0,20° 0,30+0,02* 0,006+0,002* 0,31 +0,05° 0,11 %0,02°
125 ppm 10  3,58+0,18" 0,31+0,03* 0,007+0,002" 0,31 £0,06° 0,10%0,02°
1250 ppm 10 343+057* 032+0,02" 0,006+0,002* 0,44 +0,08° 0,10+0,02°
2500 ppm 10 399+021" 036+0,02° 0,007 +0,002* 0,61 +0,06° 0,11 %0,02°
Controle 9 2,91+0,39* 0,30+0,02* 0,005+0,001" 0,35+0,06" 0,09 £0,02°
Pareado
Controle 120 10 3,34+0,46" 030+£0,02° 0,005%0,002" 0,34 +0,05* 0,10+0,02°
2500 ppm 120’ 10 3,61+0,40" 0,32+0,03* 0,005+0,001" 0,39 +0,06° 010=£0,03"

"peso relativo: calculado a partir do peso absoluto do érgdo em relacdo ao peso do animal x 100, valores
expresso em média * SD; 2grupo satélite que recebeu ragcdo basal por 120 dias; j’grupo satélite tratado por
90 dias com Diuron e avaliado em 120 dias para andlise da reversibilidade, persisténcia ou ocorréncia
tardia de efeitos toxicos 30 dias pés-tratamento; *valores médios dos rins e das adrenais direita e
esquerda; Letras diferentes representam diferenca estatistica (0,01 < P <0,001).

3.2. Pardmetros hematologicos e bioquimicos

Nao foram observadas

alteracdes

significativas

dos parametros

hematolégicos avaliados através da porcentagem de células mononucleares e

polimorfonucleares do sangue periférico nos grupos expostos as diferentes
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concentracdes de Diuron nos delineamentos de exposi¢do aguda (28 dias) e sub-
cronica (90 dias) (Tabela 5). No tratamento agudo, foi observado aumento
significativo (0,01 < p <0,001) dos niveis de proteina total nos grupos expostos as
trés diferentes concentragdes de Diuron e dos niveis ALT e albumina nos grupos
expostos as concentragdes de 1250 e 2500 ppm. Os valores de creatinina e uréia,
aos 28 dias de exposi¢do foram maiores apenas em 2500 ppm. Animais expostos
por 90 dias ao praguicida néo revelaram alteracdes significativas nos niveis séricos

dos marcadores pesquisados (Tabela 6).

Tabela 5. Andlise quantitativa dos esfregacos sanguineos de animais controles e tratados

com Diuron por 28 e 90 dias.'

n® efetivo Granulécitos (%)”

Tratamento de

Agranulécitos (%)

animais Neutrofilos Eosindfilos Linfécitos Monécitos

28 dias
Controle 10 13,10+491* 1,00+ 1,18° 85,50 + 4,84* 0,50 +0,50*
125 ppm 10 10,50 £4,94* 1,20+1,08° 86,90 £4,74* 0,80 £0,87*
1250 ppm 10 7,80 +4,45* 1,30 £ 1,100 89,50+ 4,67* 0,80 £0,98*
2500 ppm 10 9,30 £2,76 1,40 £ 0,66 87,90+ 3,11* 1,40 + 1,20*

90 dias
Controle 10 12,80 £6,53* 1,10+ 1,10* 84,40 + 6,42* 1,40 £1,51*
125 ppm 10 12,20 £3,58* 1,00 = 1,05° 85,60 + 4,38* 1,20+ 1,23*
1250 ppm 10 11,40+ 4,17* 0,60 +0,70% 86,00 = 4,99* 2,00 +1,70*
2500 ppm 10 12,00 £4,57* 0,90 = 0,99* 86,30+ 4,79* 0,80+ 1,03*
Controle pareado 9 13,00 £4,14* 0,90 +0,99° 85,30 £ 3,86" 0,80 £0,63*
Controle 120’ 10 13,00+ 4,47* 0,60 +0,70% 85,80 + 4,54* 0,60 +0,70*
2500 ppm 120* 10 13,22 +£3,07* 0,78 £ 0,83% 85,00+ 4,18* 1,00 + 1,12*

" valores expressos em média * SD; ? ndo foram incluidas as contagens de basdfilos (freqiiéncia baixa);
3gmp0 satélite que recebeu racdo basal por 120 dias; 4gmp0 satélite tratado por 90 dias com Diuron e
avaliado em 120 dias para andlise da reversibilidade, persisténcia ou ocorréncia tardia de efeitos
toxicos 30 dias pos-tratamento.Valores normais de referéncia: Hemopoietic System — Jones, 1990
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Tabela 6. Parametros bioqul’micos1 de animais controles e tratados com Diuron por 28 e 90 dias.

o

n2
Tratamento ef(:ltei:vo ALT AST Albumina Proteina Creatinina Uréia
anima Total
is

28 dias
Controle 10 38,70 £2,45" 98,67+16,86" 2,75+0,21" 5,50+0,38" 0,39 £0,03* 51,79 £ 3,45"
125 ppm 10 40,22 +2,99* 97,44+ 19,67* 3,08 +0,23"" 5,95+ 0,40° 0,38 +0,06*" 55,17 +4,92°
1250 ppm 10 44,50 £4,726 92,29+ 24,78" 3,16 +0,09°°5,94 £ 0,16° 0,44 + 0,05*° 53,91 +4,17*
2500 ppm 10 43,10+4,68> 93,00+16,98* 3,32+0,15° 6,03 +0,28" 0,46+0,07° 55,19 +4,83"

90 dias
Controle 10 55,30+5,72* 133,50+ 38,49" 2,87+0,13" 5,82+0,13" 0,49 £0,06*° 59,02 £6,15°
125 ppm 10 57,00+ 8,08 165,50+ 58,16* 3,09 +0,15* 5,98 +0,16° 0,59 £0,11* 58,13 +10,11°
1250 ppm 10 52,50+ 7,00 138,10+56,48" 2,80+0,18" 5,39+0,23" 0,58 £0,08" 48,22 +10,02*
2500 ppm 10 50,76+ 7,82* 129,70+22,72" 2,86+0,19" 5,54 +0,29" 0,51 £0,07* 49,96 £5,97°
Controle pareado 9 54,78+ 10,40 143,50 + 58,517 2,78 £0,25* 5,44 £0,34" 0,50 £ 0,12° 47,37 + 6,69°
Controle 120° 10 57,444+ 10,93" 137,80 £ 45,86 2,77 £ 0,23" 5,68 £ 0,37" 0,52 £0,06" 52,98 £ 3,96
2500 ppm 120° 10 61,00+ 7,38" 138,38 +37,09" 2,78 £0,17* 5,62 +0,48" 0,51 £0,09° 53,06 + 3,89"

"Valores apresentados na forma de média + SD; “grupo satélite que recebeu racdo basal por 120 dias; *grupo satélite
tratado por 90 dias com Diuron e avaliado em 120 dias para andlise da reversibilidade, persisténcia ou ocorréncia
tardia de efeitos toxicos 30 dias pos-tratamento; ° Letras diferentes representam diferenca estatistica (0,01 < P
<0,001).

3.3. Andlise histolégica

Alteracdes histoldgicas relevantes foram observadas no baco dos animais
expostos ao Diuron (Tabela 7). Os bagos dos grupos tratados apresentaram
esplenomegalia e as supensdes celulares obtidas pigmentacdo alterada, pela maior
concentracdo de hemossiderina (Figura 3). As alteracdes foram mais expressivas nos

animais tratados com a concentrag¢do de 2500 ppm de Diuron, tanto aos 28 como aos 90
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dias. Na polpa branca foi observada redugdo do nimero de compartimentos, bem como
de sua celularidade (principalmente na bainha linfocitica periarteriolar) (). Na polpa
vermelha foi observado hiperplasia eritréide, aumento de hematopoiese extramedular e
deposicdo de hemosiderina. Tais altera¢des se mantiveram 30 dias apds o término da
exposicdo dos animais ao Diuron (animais sacrificados ao final de 120 dias). A andlise
semi-quantitativa da deposicdo de hemosiderina (coloracdo de Perls) no baco dos
animais expostos mostrou aumento dose-dependente (Figura 2). Nao foram encontradas
alteracdes histoldgicas relevantes nos rins, adrenais, timo, medula dssea e linfonodos
mesentéricos. No figado, principalmente nas concentragdes de 1250 e 2500 ppm, 30 a
50 % e 60 a 70 % dos animais desenvolveram hipertrofia centrolobular discreta, aos 28
e 90 dias, respectivamente. Na histologia da medula éssea, a celularidade global,
compartimentaliza¢do e proporcdo de tecido adiposo nos diferentes grupos expostos ao
Diuron ndo revelaram diferencas significativas. As variacdes entre o0s grupos
mantiveram-se dentro da normalidade observada em medulas ésseas sadias. A andlise
das populacdes eritréide e mieléide demonstrou retardo de maturagdo leve nos grupos
expostos a 1250 ppm e 2500 ppm, para série vermelha, e 2500ppm para série branca,
aos 28 dias. Aos 90 dias, foi observado retardo de maturacdo leve nos grupos expostos a
125 ppm, 1250 ppm e 2500 ppm, para série vermelha, e apenas no grupo 2500 ppm para
linhagem miel6ide. A relagdo mieldide:eritréide, aos 28 dias, apresentou-se reduzida no
grupo exposto a 2500 ppm e, aos 90 dias, no grupo exposto a 2500 ppm (Tabela 8). O
retardo de maturagdo da linhagem mieldide e a relacdo mieldide:eritréide reduzida foi
mantida 30 dias pds-tratamento (grupo 2500 ppm 120 dias). Nao foram encontradas

alteracOes histoldgicas relevantes nos rins, adrenais, timo e linfonodos mesentéricos.
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Figura 2. Cortes histolégicos de baco corados por H&E (A e B — 10x) ou pelo Método
de Perls (C e D - 20x). (A) e (C): bago de animal do grupo controle, (B) e
(D): bago de animal do grupo de 2500 ppm. (A) e (B): PB - Polpa Branca, PV
- Poloa Vermelha. ZM - Zona Marainal. P - PALS. F - Foliculo

Figura 3. A: Bago de animal tratado com 2500 ppm de Diuron e controle, evidenciando

esplenomegalia nas maiores concentragdes. B: Aumento de pigmentagdo observado a

partir de suspensdes celulares obtidas de animais do grupo controle e tratado com
2500 ppm de Diuron.



Resultados 41

Tabela 7. Alteragdes histoldgicas no baco de ratos Wistar machos expostos ao Diuron por 28 e

90 dias.
Grupos no. Baco
efetivo Diminui¢do da Diminuicdo da Aumentoda Hematopoiese
de celularidade  celularidade  celularidade  extramedular
animais da PALS' da ZM? da PV’ aumentada
28 dias
Controle 10 0 0 0 0
125 ppm 9 0 0 2 (22 %) 1 (11 %)
1250 ppm 10 5 (50 %) 1(10 %) 9 (90 %) 8 (80 %)
2500 ppm 9 9 (100 %) 6 (67 %) 9 (100 %) 9 (100 %)
90 dias
Controle 9 0 0 0 0
125 ppm 8 0 0 0 4 (50 %)
1250 ppm 9 0 0 0 4 (44 %)
2500 ppm 8 5 (62 %) 0 1 (12 %) 7 (87 %)
Controle Pareado” 8 0 0 0 2 (25 %)
Controle 120’ 8 0 0 0 0
2500 ppm 120 8 8 (100 %) 2 (25 %) 0 8 (100 %)

TPALS, sigla do ingles:bainha linfocitica periarteriolar;"Zona marginal; *Polpa vermelha;’
fornecimento de racdo basal pareado ao consumo do grupo 2500 ppm (para controlar a varidvel
referente ao consumo reduzido de racdo no grupo de maior dose); “grupo satélite tratado por 90
dias com Diuron e avaliado 30 dias pos-tratamento para andlise da reversibilidade, persisténcia ou
ocorréncia tardia de efeitos toxicos.
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Tabela 8. Histologia de medula dssea de animais controles e tratados com Diuron por

28 e 90 dias.
n’ Alteracdes histologicas
Tratamento efetivo Retardo de Maturacio Relacio L/E Celularidade
.de . Vermelha Branca
animais
28 dias
Controle 10 - - 2 80%
Diuron 125 ppm 10 - - 2 84%
Diuron 1250 ppm 10 + - 2 88%
Diuron 2500 ppm 10 + + 1 90%
90 dias
Controle 10 - - 3 76%
Diuron 125 ppm 10 + - 3 78%
Diuron 1250 ppm 10 + - 2 86%
Diuron 2500 ppm 10 + + 1 82%
Controle pareado 9 - - 3 74%
Controle 120 dias 10 - - 3 70%
Diuron 2500 ppm 10 + + 1 78%
120 dias

grupo satélite que recebeu racdo basal por 120 dias; “grupo satélite tratado por 90 dias com
Diuron e avaliado em 120 dias para andlise da reversibilidade, persisténcia ou ocorréncia tardia
de efeitos toxicos 30 dias pos-tratamento; Retardo maturativo: Score — Normal ( - ), Retardo leve
( + ), Retardo moderado ( ++ ). Relagdo L/E reduzida (Score 1), normal (Scores 2 e 3) e
aumentada (Score 4). Celularidade global: avaliacdo da celularidade e compartimentos da
medula ossea.
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3.4. Fenotipagem de células do baco

Os resultados da fenotipagem de células do bago de ratos expostos ao Diuron
estdo apresentados na Tabela 9. O principal efeito decorrente da exposi¢do ao Diuron
ocorreu na populagio de linfécitos T CD4", onde uma diminui¢do significativa (p <
0,03) foi observada no grupo exposto a 2500 ppm, tanto aos 28 como aos 90 dias. Nao
foram observadas diferengas significativas nas porcentagens de células T CD8" e de
linfécitos B nos diferentes grupos tanto aos 28 como aos 90 dias de exposi¢do ao

Diuron.

Tabela 9. Porcentagem de linfécitos T CD4*, T CD8" e B CD45RA™ no bago de animais

controles’ e tratados com Diuron por 28 e 90 dias.

Tratamento n® efetivo Linfécitos
de animais CD4 CD8 CD45RA
28 dias
Controle 10 18,50 + 4,84* 11,53 +3,04* 18,40 = 10,03*
125 ppm 10 13,30 +£4,74° 15,34 +9.97* 21,02 + 12,43*
1250 ppm 10 1597 £6,11° 13,82 £4,97* 27,33 £12,22*
2500 ppm 10 13,28 £6,17° 10,18 + 4,96* 20,38 + 14,33*
90 dias
Controle 10 19,34 £8,84° 12,29 £ 5,76 21,12 £5.91*
125 ppm 10 18,28 *+ 8,44* 11,00 + 4,84* 21,66 + 10,44°
1250 ppm 10 15,06 + 6,26 12,47 +5,84° 23,30 + 14,86
2500 ppm 10 11,27 £4,88° 9,86 +4,98 23,85 £13,95°
Controle Pareado 9 20,02 +£7,58* 16,71 £ 6,89* 21,60 + 10,15
Controle 120° 10 16,17 £5,91° 11,27 £3,07° 21,49 £10,00a
2500 ppm 120° 10 15,77 £5,58* 11,69 + 3,85 28,35+ 14,57*

Valores expressos em porcentagem de linfécitos CD4, CD8 e CD45RA £SD. grupo controle
que recebeu ragdo basal durante 28 e 90 dias *grupo satélite que recebeu ragdo basal por 120
dias; 3grup0 satélite tratado por 90 dias com Diuron e avaliado em 120 dias para andlise da
reversibilidade, persisténcia ou ocorréncia tardia de efeitos toxicos 30 dias pos-tratamento
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4. Discussao

A andlise do potencial imunotoxico deve ser estruturada em modelos de
toxicidade aguda, sub-cronica ou cronica seguindo os procedimentos usados pelas
agéncias de regulamentagdo de substincias (De Jong & Van Loveren, 2007). O
potencial imunot6xico pode ser obtido a partir de teste hematoldgico padrdo, e pela
avaliacdo estrutural e funcional de 6rgdos e tecidos linfohematopoiéticos tais como
baco, timo, medula dssea, linfonodos e tecidos linféides associados a mucosa (Haley et
al., 2005). A andlise histopatolégica destes 6rgdos é um requerimento necessario nos
“guidelines” para testes sub-cronicos no mundo (OECD, 1998).

O intrincado balanco caracteristico do sistema imunoldgico, o torna susceptivel
a acdo de substancias incluindo praguicidas, que podem causar alteragdes estruturais e
funcionais para o sistema (Voccia et al., 1999). Embora, varios praguicidas sejam
conhecidos por exercer atividade imunossupressora, poucos estudos avaliam o potencial
imunotéxico do Diuron, um herbicida amplamente utilizado em culturas agricolas no
Brasil e no mundo.

Neste contexto, no presente estudo, avaliamos a histopatologia de o6rgéos
linfohematopoiéticos e a fenotipagem de linfdcitos para caracterizar o potencial
imunotdxico do Diuron em modelo experimental de toxicidade aguda e sub-cronica.

Os resultados mostram que o Diuron, apds exposi¢do aguda ou sub-cronica,
exerce efeito deletério dose-dependente, principalmente sobre o baco, causando
aumento do seu peso, redugdo dos compartimentos de polpa branca e de sua
celularidade, aumento na celularidade da polpa vermelha, aumento da hematopoiese
extramedular e da deposicdo de hemosiderina, em ratos Wistar machos. Resultados
semelhantes aos nossos foram relatados em estudos seguindo a exposi¢do a praguicidas
como 2.4-diclorofenoxiacético e clorprofam (Kaioumova et al., 2001; Fujitani et al.,
2001). A exposi¢do aguda e sub-cronica ao Diuron também resultou em reducio
significativa do ganho de peso corpéreo médio nas maiores concentragdes, €, aumento
do peso relativo do figado e hipertrofia centrolobular hepdtica, na maior concentragao.

A redugdo do peso corpéreo pode estar diretamente relacionada as redugdes do
consumo de ragdo, conforme observado em nosso estudo nos grupos expostos as

concentracdes de 1250 e 2500 ppm. No entanto, no estudo sub-cronico, o
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monitoramento da ingestdo da ragc@o basal equiparada ao consumo do grupo exposto a
2500 ppm de Diuron, mostra que nesta concentragdo, embora ambos os grupos (2500
ppm e racdo basal pareada) tenham consumido a mesma quantidade de rag¢do, o ganho
de peso corpdreo foi menor nos animais tratados com 2500 ppm. Estes resultados
demonstram, portanto, que o Diuron exerce efeito sistémico deletério dose-resposta,
com maior efeito adverso na concentra¢io de 2500 ppm. E importante destacar que esta
alteracdo foi mantida 30 dias pds-tratamento, quando observamos que o grupo 2500
ppm comparado ao seu respectivo controle manteve a reducdo do peso corpdreo,
acompanhada pela redugdo significativa do consumo de ragdo.

No presente estudo, baseando-se no consumo médio de ragdo, as doses nédias de
ingestdo de diuron foram cerca de 0,24%, 2,29%, 4,80% da DLs para as concentragcdes
de 125, 1250 e 2500 ppm, respectivamente (média dos estudos de 28 e 90 dias). Estes
resultados mostram que os niveis de exposicdo ao Diuron ficaram bem abaixo da dose
letal a 50% (DLs) oral estabelecida como sendo cerca de 3400 mg/kg (dose aguda, 14
dias) em ratos Wistar machos (Hodge et al., 1967). Embora os niveis de exposi¢do ao
Diuron tenham sido bem baixos, os grupos expostos as maiores concentragdes (1250 e
2500 ppm) apresentaram reducdo do ganho de peso corpéreo acompanhada de reducéo
do consumo de racdo e esplenomegalia. Estes resultados estdo de acordo com estudos
anteriores que apresentam tais alteracdes, associadas a diminui¢do dos valores de
hematdcrito e contagem de eritrocitos, em ratos expostos a altas concentracdes de
Diuron na ragdo (igual ou superior a 2500 ppm) (Hodge et al., 1967; Wang et al., 1993).
Se tomarmos como referéncia a dose maxima tolerada (DMT), utilizada em estudos
sub-cronicos de 90 dias, calculada a partir da dose na qual ocorre diminui¢do de ganho
de peso corpéreo em torno de 10% ( , 1997), a diminuicdo de ganho de peso
corpéreo nos grupos expostos as maiores concentragdes de Diuron foi acima de 27%
para 1250 ppm e acima de 46% para 2500 ppm. Além disso, vale ressaltar que 30 dias
pés-tratamento, o peso corpéreo se manteve abaixo do grupo controle, mas, em especial,
o peso relativo do baco, retornou a valores semelhantes aos de seu respectivo grupo
controle.

Embora o peso relativo do baco tenha se restabelecido pds-tratamento, as
alteracOes histoldgicas ainda foram observadas 30 dias apds o término da exposi¢do ao
Diuron. Estes achados mostram que as alteragdes ocorridas ndo foram restauradas por
completo neste periodo. Dados da Literatura mostram que a reversdao das lesdes em

orgios linféides apds o término da exposicdo a compostos como glicocorticoides e
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organotinas pode ser possivel, sendo que a regeneragéo tecidual poderia ocorrer dentro
de um periodo relativamente curto de 3 a 4 semanas (Schuurman and Kuper, 1995).

Em nosso estudo, os pardmetros hematoldgicos ndo mostraram alteracdes
significativas apds a exposicdo ao Diuron, tanto aguda como sub-cronica. Os valores
observados estdo de acordo com os padrdes de normalidade para ratos machos conforme
apresentado por Jones(1990). Por outro lado, foi observado aumento do nimero de
eritrocitos (hiperplasia eritréide) na medula 6ssea e aumento dose-dependente no baco,
principalmente no grupo exposto a maior concentracdo de Diuron. Associado a estes
achados foi observado aumento dose-dependente do peso relativo do baco, deposicao de
hemosiderina e hematopoiese extramedular caracterizada pelo aumento de agregados
eritropoiéticos difusos na polpa vermelha do baco. No rato, o baco funciona como um
orgdo hematopoiético adicional durante periodos de estresse o que pode levar ao
aumento da hematopoiese extramedular, caracterizada pela presenca no baco de células
normalmente encontradas na medula dssea ( et al.,, 1990). Além disso, a
prevaléncia desses precursores eritrdides no bago pode ocorrer secundariamente a um
processo hemorrédgico ou destrui¢do de hemdceas (anemia hemolitica ou auto-imune).
Da mesma forma, a deposi¢do aumentada de hemosiderina no baco pode ser uma
conseqiiéncia da fagocitose de eritrocitos que foram danificados, provavelmente, pela
exposicdo ao Diuron, sugerindo que este herbicida apresente atividade hemolitica. A
anemia hemolitica e metahemoglobinemia podem ocorrer em decorréncia de efeitos
téxicos ocasionados pela exposicdo a diversas substdncias, entre elas, as drogas
arilaminas (Wang et al., 1993). A formacdo de metahemoglobina € o efeito téxico
dominante observado em animais de laboratdrio e seres humanos expostos a compostos
amino e nitro aromdticos (Wang et al., 1993). Os herbicidas feniluréia, como o Diuron,
s@o derivados da arilamina. Por exemplo, a formagdo de metahemoglobina é mostrada
em animais de laboratério expostos a classe dos herbicidas feniluréia em decorréncia
das aminas hidrolisadas destes compostos (McMillan et al., 1990). Portanto, parimetros
mais apurados, como dosagem de metahemoglobina e contagem de células vermelhas
no sangue devem ser realizados para afirmar a possivel relacdo entre a exposicdo ao
Diuron e a anemia hemolitica.

O bago € considerado um importante Orgdo-alvo para avaliagdo de
imunotoxicidade em decorréncia de suas fungdes. Por se tratar de um o6rgao linféide
secunddrio, que contém cerca de um quarto dos linfécitos do organismo e iniciar a

resposta imunoldgica aos antigenos, o baco € considerado um bom indicador de resposta
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N z

do hospedeiro frente a agressdo por substancias. A polpa branca é subdividida em
PALS, foliculos e zona marginal e é composta por linfécitos, macréfagos, células
dendriticas, plasmdcitos, arteriolas e capilares. Em especial, na PALS, composta
predominantemente por pequenos linfécitos € que se concentram as células T CD4". Em
nosso estudo foi observada redu¢do do nimero de linfécitos T CD4" no baco dos
animais expostos as diferentes concentracdes de Diuron. Estes resultados se relacionam
com a reducdo do nimero de compartimentos de polpa branca, bem como de sua
celularidade (principalmente na PALS) observada na andlise histoldgica tanto no estudo
agudo como sub-cronico. Estas alteracdes foram mais expressivas na maior
concentragdo (2500 ppm). As lesdes degenerativas nao-proliferativas espontaneas como
a reducdo da polpa branca, polpa vermelha ou de ambas, é mais comum em ratos ou
camundongos velhos (Suttie, 2006). Entretanto, tais alteracdes podem ocorrer como
efeito direto relacionado ao tratamento ou efeito secunddrio ao reduzido ganho de peso
corporeo ou perda de peso (Suttie, 2006).

As alteracdes histologicas ndo foram restritas aos 6rgéos linféides. Elas foram
também observadas no figado dos animais expostos ao Diuron, principalmente nas
maiores concentragdes (1250 e 2500 ppm). O figado é o principal 6rgio-alvo de
toxicidade quimica. Isto ocorre devido ao fato de muitas substincias serem
metabolizadas no figado antes de serem eliminadas do organismo, freqiientemente
através da bile. As células centrolobulares sdo geralmente as mais susceptiveis a
toxicidade pelo fato de apresentarem maior quantidade de enzimas de Fase I e menor
quantidade das enzimas de Fase II quando comparadas as células periportais
(Jacobson, 2001) Alteragdes morfoldgicas prévias podem ser identificadas através de
resultados da quimica clinica. Normalmente a injtria hepatocelular é associada com
aumento nos niveis das enzimas ALT, AST e sorbitol dehidrogenase (SDH)
(Jacobson, 2001). Em estudos agudos, sub- cronicos ou cronicos de toxicidade oral do
diuron em ratos, as altera¢es hepdticas descritas foram restritas apenas ao aumento de
pigmentacdo em células de Kupffer, necrose e esteatose hepatocitica (Hodge et al.,
1967; Boyd & Krupa, 1970; Agrawal & Kumar,1999). Em nosso estudo, a exposicio
aguda e sub-cronica ao diuron induziu hipertrofia centrolobular hepatica principalmente
nas concentragdes de 1250 e 2500 ppm associado ao aumento do peso relativo do
figado. Resultados similares foram relatados em estudos anteriores (Grassi et al., 2006,
Fernandes et al., 2006). Estes achados estdo relacionados a caracteristica do Diuron de

apresentar atividade indutora de enzimas do sistema P450 hepético (Schoket et al.,
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1987; Schoket e Vincze, 1985,1990). Varios estudos mostraram que este herbicida
induz aumento no conteido do citocromo P450 e da NADPH-citocromo redutase e a
atividade das enzimas benzo(a)pireno monooxigenase, 7-etoxicoumarina O-deetilase,
aminopirina N-demetilase, epéxido hidrolase, UDP-glicoroniltransferase e glutationa S-
transferase (Schoket et al., 1987; Schoket e Vincze, 1985,1990).

Em resumo, os resultados do presente estudo mostram que a exposi¢cdo de ratos
Wistar machos ao Diuron exerce efeito téxico sist€émico dose-resposta e Orgio
especifico, atuando preferencialmente no bagco. Além disso, é possivel que exerca
atividade hemolitica, conforme demonstrado pelo aumento de hemosiderina,
hematopoiese extramedular e a presenca de hiperplasia eritrédie, na polpa vermelha.
Tais alteracdes ndo foram reversiveis no periodo de recuperacdo avaliado, sugerindo a
significancia das lesdes observadas no bago frente a exposi¢do ao Diuron. Para
determinar o quanto as alteracdes estruturais observadas interferem sobre o desempenho

do sistema imunoldgico parametros funcionais devem ser avaliados.
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Resumo

Os efeitos do Diuron, um herbicida derivado da uréia, foram avaliados sobre
macrofagos peritoneais de ratos Wistar machos apds exposicdo in vivo. Para tal, os
animais, previamente estimulados ou ndo com BCG, foram expostos as concentragdes
de 125, 1250 e 2500 ppm de Diuron incorporado a ragdo por 14 dias consecutivos.
Foram avaliados pardmetros como atividade fagocitica, producdo de 6xido nitrico (NO)
e agua oxigenada (H,0,). A exposicdo ao Diuron resultou em diminui¢@o significativa
do espraiamento de macréfagos de animais estimulados ou ndo com BCG e expostos as
trés concentragdes de Diuron. Foi observada reducdo significativa do peso corporeo dos
animais expostos as concentracdes de 1250 e 2500 ppm de Diuron. O Diuron néo
exerceu efeito sobre a fagocitose e liberacdo de NO e HO,. Os resultados permitem
concluir que o Diuron ndo afeta a atividade de macréfagos. Outros parametros devem

ser avaliados para determinar seu potencial imunotdxico.

Palavras-chave: Diuron, Imunotoxicidade, Macréfagos, Rato



Abstract 54

Abstract

The effects of Diuron, a phenylurea herbicide, were evaluated, on peritoneal
macrophages of male Wistar rats, after in vivo treatment. The animals, stimulated or not
by Onco-BCG, were treated with Diuron at concentrations of 125 ppm, 1250 ppm and
2500 ppm, by feeding, for 14 days. It were evaluated NO and H202 production,
spreading and phagocytosis, Animals treated with Diuron, stimulated or not by Onco-
BCG, exhibited reduction of macrophage spreading. Body weight reduction was also
observed in the animals treated with 1250 ppm and 2500 ppm of Diuron for 14 days.
Diuron did not affected the phagocytosis and NO e H,O, production. It was conclude
that Diuron did not affect the macrophages activity. Other parameters should be

evaluated to elucidate the immunotoxical potential of this herbicide,

Key-Words: Diuron, Immunotoxicity, Macrophages, Rats
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I. Introducao

Diversas substancias quimicas utilizadas na agricultura sdo reconhecidas como
agentes toxicos, teratogénicos, mutagénicos e cancerigenos (Feber & Cabral, 1991;
IARC, 1991). Dentre estas substdncias, alguns praguicidas t€m mostrado efeitos
imunotdxicos, no entanto, para o Diuron, pouca informacio € relatada a respeito de seus
efeitos sobre o sistema imunolégico. Historicamente, a maior preocupacdo com relacéo
aos possiveis efeitos adversos de agentes quimicos voltava-se principalmente para o
estudo de seu potencial cancerigeno. Contudo, pesquisadores passaram a reconhecer a
importancia de eventos adversos ndo-carcinogénicos, tais como imunotoxicidade e
teratogénese, no perfil téxico de substincias as quais a populacdo estd exposta em
diferentes niveis (Dean, 1989).

O Diuron é um herbicida derivado da uréia cuja aplicagdo se d4 principalmente
nas lavouras de café, cana-de-acucar, algoddo, abacaxi, citros, alfafa e trigo, sendo
prontamente absorvido pelas raizes e folhas das plantas daninhas, mostrando acdo de
contato e residual. Este herbicida na forma pura apresenta coloragdo cristalina, ¢ um
composto ndo-idnico com moderada solubilidade em édgua (42 mg/L a 20°C). Sua
hidrélise € desprezivel em pH neutro, mas aumenta em algumas condi¢des em que o pH
se torna fortemente dcido ou alcalino. Devido a sua alta persisténcia, que pode variar de
um més a um ano, o Diuron pode ser uma potencial fonte de contaminagdo para o solo,
sedimentos e dgua, (Giacomazzi & Cochet, 2004).

A absorcdo do Diuron se dd no trato gastrointestinal e no sistema respiratdrio.
No homem é metabolizado no figado por hidroxilacdo e N-dealquilagdo, sendo em
seguida excretado pela urina (Hayes, 1982). Em ratos e cdes foi observada excre¢do
também pelas fezes. O Diuron pertence a classe dos indutores enzimaticos do sistema de
oxidases mistas (enzimas do citocromo P450), aumentando o conteido enzimatico do
sistema em aproximadamente 50%, quando comparado a praguicidas similares (Schoket
& Vincze, 1985).

Na Literatura os estudos reprodutivos mostram que o Diuron apresenta atividade
fetotoxica (Khera et al., 1979; EPA, 1987.). Quanto ao potencial de carcinogenicidade e
mutagenicidade os dados sdo controversos. O Diuron apresentou atividade mutagénica

em alguns testes (Seiler, 1978; Anon,1987, Agrawal & Mehrotra, 1997 ) e atividade
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cancerigena principalmente para mama e bexiga de roedores (Iyer, 2002, Nascimento et
al., 2006). Considerando a complexidade do sistema imunoldgico, os macréfagos
ativados representam um componente chave da resposta imunoldgica celular. O
processo de ativacdo dos macrdéfagos envolve diversas alteracdes morfoldgicas,
funcionais e metabdlicas. Tais células, quando ativadas, tornam-se fagociticas e aptas a
secretar diversas substancias biologicamente ativas, além de participar nas etapas de
processamento e apresentacdo de antigenos para os linfécitos. Na Literatura, ha poucos
estudos mostrando o papel do Diuron sobre componentes do sistema imunoldgico,
especialmente para os macréfagos. Um estudo in vitro utilizando-se células
mononucleares de sangue periférico humano de doadores sadios mostrou que o Diuron,
administrado as culturas nas concentragdes de 0,01, 0,1 e 1 UM, inibiu a produgdo de
IL-5, IFN-y e TNF-a (Hooghe et al., 2000). Ratas expostas ao Diuron em doses de 250,
500 e 1000 mg/kg na racdo por 14 meses apresentaram aumento do peso do baco,
aumento da deposi¢do de hemossiderina e formagdo de aductos entre hemoglobina e as
aminas aromdticas liberadas metabolicamente do herbicida (Wang et al., 1993). Em
estudo recente realizado por nosso grupo foi observado que o Diuron, administrado na
dieta na concentracio de 2500 ppm, levou ao aumento da deposi¢do de hemosiderina e
diminui¢do do tamanho e da celularidade da polpa branca no bago, além do retardo no
processo de maturagio da linhagem mieldide observada na medula 6ssea de ratos Wistar
machos em modelo de hepatocarcinogénese quimica (Grassi et al., 2006).

Considerando a escassa Literatura sobre os possiveis efeitos imunotdxicos do
Diuron e que alteragdes no sistema imunoldgico podem afetar a integridade do
organismo levando ao desenvolvimento de doencas, no presente trabalho, objetivamos
avaliar os efeitos desse herbicida sobre a atividade de macréfagos peritoneais através da
avaliacdo do indice de fagocitose, espraiamento, producdo de 6xido nitrico (NO) e

liberagdo de dgua oxigenada (H,0,).
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2. Material e Métodos

2.1. Animais e ambiente de experimentagcdo

Ratos Wistar machos, com 6 semanas de idade, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica - CEMIB-UNICAMP (Campinas-SP)
foram submetidos a aclimatac@o por 2 semanas e mantidos em gaiolas de polipropileno
opacas com tampa de aco inox na forma de grade, forradas com maravalha branca de
pinho autoclavada, em sala com temperatura (22 + 2° C), umidade relativa do ar (55 +
20 %), ciclo de exaustdo de ar e periodo de luz (12/12h claro/escuro) controlados.
Todos os animais receberam &dgua filtrada e racdo comercial Nuvilab-CR1 (Nuvital,
PR) ad libitum. O manuseio dos animais e procedimentos seguiram os critérios de
aprovacio pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Botucatu sob o protocolo

de no. .(Anexo 2)

2.2.Preparo e administracdo de Mycobacterium bovis (Onco-BCG)

Ampolas de Mycobacterium bovis (Onco-BCG - Instituto Butantd, SP, Brasil),
uma substancia classicamente reconhecida como ativadora de macréfagos peritoneais
(Rappolee & Werb, 1990), foram reconstituidas em solug¢do fisioldgica estéril e
administradas aos animais intraperitonealmente (i.p.). Os animais dos grupos I e VI a
VIII, receberam duas doses do Onco-BCG, uma dose de 0,50 ml e a segunda de 0,25
ml, com intervalo de 5 dias entre elas, sendo a avaliacdo realizada apds 7 dias da
primeira administragdo (Ver Figura 1 — Delineamento experimental) (Fonseca et al.,

2002, com modificacio).

2.3. Preparo da ragcdo com Diuron

A exposi¢do dos animais ao Diuron (CASNR 330-54-1, Sigma - EUA) foi

realizada por via oral, sendo o herbicida incorporado a ragdo em pé (Nuvilab-CR1) nas

concentracdoes de 125, 1250 e 2500 ppm e, posteriormente, apds completa
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homogeneizagdo (misturador Weg - Rio Claro, SP), peletizada (Peletizadora Chavantes,

modelo 7,5 c.v - Chavantes, SP) e seca por ventilacao.

2.4. Protocolo experimental

Os animais foram distribuidos em grupos (n = 10) conforme o Delineamento
apresentado na Figura I: Grupo I: animais ndo-tratados que receberam racdo basal;
Grupo II: animais tratados com Onco-BCG que receberam racdo basal; Grupos Il a V:
animais nao-tratados que receberam racdo acrescida de Diuron nas concentracdes de
125, 1250 e 2500 ppm, respectivamente; Grupos VI a VIII: animais tratados com Onco-
BCG que receberam racdo acrescida de Diuron nas concentragdes de 125, 1250 e 2500
ppm, respectivamente. Todos os grupos foram avaliados apds 14 dias do inicio do
experimento. Durante o experimento foi realizada a pesagem dos animais e registrado o
consumo médio estimado de racdo e de d4gua pelos animais.

Ao final de 14 dias de experimento foram coletados macréfagos peritoneais
utilizados para avaliar o indice de fagocitose e o espraiamento de macréfagos, a
detecgdo da liberacdo de dgua oxigenada (H,O,) espontdnea e estimulada com acetato

miristato de forbol (PMA, sigla do inglés) e a producdo de 6xido nitrico (NO).

Grupo 7 12 14

wn

)
=
]
[y
<

IITa

Vla

L] Ragdo
¥ Onc -BCG, 0,5 e 0,25m ,ip ,respectivamente

® Diuron 125, 1250 e 2500 ppm incorporado na racio
S Sacrificio

Figura



Material e Métodos 59

2.5. Obtengdo das suspensdes celulares

Os animais foram sacrificados em cimara com CO;, e, em seguida, realizada a
coleta dos macréfagos peritoneais mediante a inoculagdo de 20 ml de solugdo salina
tamponada (PBS, pH = 7,1-7,4) gelada na cavidade peritoneal. Apds o inéculo, o
abdomen foi massageado cerca de 60 vezes e, com o auxilio de uma seringa, o liquido
peritoneal colhido e transferido para tubos estéreis (mantidos sob refrigeracdo). Este
procedimento foi repetido duas vezes e as suspensdes celulares centrifugadas sob
refrigera¢do por 10 minutos a 200g. As células obtidas foram ressuspendidas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro bovino fetal. A contagem dos macrdfagos
foi avaliada com vermelho neutro e a concentragdo ajustada para 2 x 10%ml, sendo
utilizadas suspensdes com viabilidade acima de 90 % e predominédncia de macréfagos

superior a 90%, quando comparados a outros tipos celulares.

2.6. Espraiamento e fagocitose

O método utilizado para estudar o efeito do Diuron sobre o espraiamento e
fagocitose dos macréfagos foi baseado naquele descrito por Fonseca et al. (2002).
Foram utilizados macréfagos peritoneais, obtidos conforme descrito anteriormente, de
todos os grupos experimentais. Para o espraiamento de macréfagos, 200 pl de cada
suspensdo celular foram plaqueados em duplicata (monocamadas) em laminulas de
vidro. Vinte minutos apds, os pocos foram lavados com PBS gelado, adicionado 1 ml
de meio RPMI 1640 e as placas incubadas a 37°C por 1 h. Apés a incubagdo as células
foram novamente lavadas com PBS gelado e as células aderentes fixadas com 0,5 % de
glutaraldeido por 10 minutos. Foram contadas 200 células (redondas ou espraiadas) em
microscopio Optico comum na objetiva de 40 x. O indice de espraiamento foi calculado

da seguinte forma:

SI = (nimero de macréfagos espraiados x 100)/200 células aderentes, isto é, SI = %

de macréfagos espraiados.

Para o indice de fagocitose foi utilizado o mesmo método acima, sendo

adicionado 1 mg de zimosan (2,5 mg/ml de solucdo) a cada pogo da placa antes do
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periodo de incubacdo de 1 h. O indice de fagocitose foi determinado conforme a

férmula abaixo:

IF = (nimero de macroéfagos com atividade fagocitica x 100)/200 células aderentes,

isto €, IF = % de macrofagos com particulas de zimosan fagocitadas.

Também foi avaliada a intensidade de fagocitose que consiste na contagem de
quantas particulas de zimosan o macréfago fagocitou. Por exemplo, dos macrdfagos
que efetuaram fagocitose (mensurado anteriormente), quantos destes fagocitaram uma,

duas, trés ou mais particulas de zimosan.
2.7. Determinagdo da liberacdo de H>0;

Liberacdes espontaneas ou induzidas de H>O, foram determinadas em
monocamadas de macréfagos estimulados ou ndo com PMA seguindo o método
descrito por Pick e Mizel (1981). Suspensdes celulares obtidas conforme descrito
anteriormente, na concentragdo de 2 x 10%ml, foram distribuidas em placas de 96 pogos
e incubadas por 2h a 37°C. Em seguida as células nido-aderentes foram removidas e a
monocamada de macréfagos incubada novamente a 37°C por 24h. Ap6s este periodo, o
sobrenadante foi coletado e reservado para a dosagem de NO, e, a monocamada de
macréfagos foi adicionado 100 pl de solucdo de vermelho fenol contendo 140 mM de
NaCl, 10 mM de KoHPO,, 5,5 mM de dextrose, 0,5 mM de vermelho fenol e
peroxidase de raiz forte tipo II (0,01 mg/ml). A reagdo foi interrompida 1h apds o inicio
com 10 pl de NaOH 1 M e a absorbancia foi determinada em leitor Elisa a 620 nm. Os
resultados foram expressos em nmoles de H20,/2 x 10° células, comparando-se a D.O.

de uma curva-padrdo com concentracdes conhecidas.
2.8. Determinagdo da liberagdo de oxido nitrico

Foi determinada em sobrenadante de cultura de macréfagos (obtido conforme
descrito anteriormente) pelo método colorimétrico baseado na reagdao de Griess. Para
cada 50 pl do sobrenadante foi adicionado 50 ul do reagente de Griess e a absorbancia

das amostras foi avaliada em leitor Elisa no comprimento de onda de 540 nm. A
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concentragdo de NO foi calculada a partir de uma curva-padrdo conhecida e os niveis de

absorbancia expressos em [mols/2 x 10° células.

2.9.Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados pela ANOVA. As diferengas foram

consideradas significativas para p < 0,05.
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3. Resultados

Animais estimulados ou ndo com BCG e expostos ao Diuron (125, 1250 e 2500
ppm) pol4 dias apresentaram redugdo significativa (p < 0,001) do espraiamento de

macrdfagos peritoneais (Figura 6).

A - Espraiamento de macrofagos - Sem estimulo
100
90 -
o 80 1
3 701 @ Crl
‘s 601 | 125 ppm
2 50
@ 40 | 1250 ppm
% 30 A @ 2500 ppm
X 20
10 1
0 a
125 ppm 1250 ppm 2500 ppm
Grupos / Tratamento
B - Espraiamento de macroéfagos - Sem estimulo
100
90 -
o 80 1
S 70 o Crl
-g 60 m 125 ppm
§ 50 1 m 1250 ppm
40 -
g 30 | m 2500 ppm
X 20 A
10
0 a
125 ppm 1250 ppm 2500 ppm
Grupos / Tratamento

Figura 6. Espraiamento de macréfagos peritoneais nos grupos controle e tratados por 28 e 90
dias. A: Animais sem estimulo por Onco-BCG, B: Animais estimulados por Onco-BCG

O Diuron foi inapto a modificar o indice de fagocitose (Figura 7), a liberagcdo de
NO (Figura 8) e a liberagdo de H,O; espontinea ou induzida por PMA(Figura 9) apds

exposicao in vivo por 14 dias.
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A - indice Fagocitose - Sem estimulo por Onco-BCG

100
90 -
80 | o Cril
70 A | 125 ppm
50 - | 1250 ppm
401 & 2500 ppm
30 - pp
20 -
10
0 B

125 ppm 1250 ppm 2500 ppm

indice de Fagocitose
[¢]
o

Grupos / Tratamento

B - indice Fagocitose - Estimulo por Onco-BCG

120
110 -

100 -
90 -
80 | o Crtl
70 1 m 125 ppm
60 | pp!
50 - | 1250 ppm
40 -
30 | m 2500 ppm
20 -
10

0

Crtl 125 ppm 1250 ppm 2500 ppm

indice de Fagocitose

Grupos / Tratamento

Figura 7. Avaliac@o do indice de fagocitose nos grupos controle e tratados por 28 e 90 dias. A:
Animais sem estimulo por Onco-BCG, B: Animais estimulados por Onco-BCG
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A - Produgcido de Agua Oxigenada - Estimulo por Onco BCG

0,2
0,175 -
0,15 1
0,125 -
0,1
0,075 -
0,05 -
0,025 -
0

O Sem estimulo
B Estimulo por PMA

Agua Oxigenada

Cirl 125 ppm 1250 ppm 2500 ppm

Grupos / Tratamento

B - Producéo de Agua Oxigenada - Estimulo por Onco BCG

0,2
0,175
0,15
0,125
0,1
0,075 -
0,05
0,025 -
0 -

O Sem estimulo
B Estimulo por PMA

Agua Oxigenada

Ctrl 125 ppm 1250 ppm 2500 ppm

Grupos / Tratamento

Figura 8. Producdo de dgua oxigenada nos grupos controle e tratados por 28 e 90 dias. A:
Animais sem estimulo por Onco-BCG, B: Animais estimulados por Onco-BCG
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Producao de NO - Sem estimulo

100
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Figura 9. Produgdo de 6xido nitrico nos grupos controle e tratados por 28 e 90 dias. A: Animais
sem estimulo por Onco-BCG, B: Animais estimulados por Onco-BCG

Os resultados das anélises de peso corpéreo durante 14 dias de exposi¢do ao
Diuron estdo apresentados na Tabela e Figura . A exposi¢do ao Diuron por 14 dias
resultou em reducdo significativa (p < 0,001) do ganho de peso corpéreo médio nos
grupos 1250 (- 11 a 38 %) e 2500 ppm (- 40 a 61 %) quando comparados aos grupos
controle e 125 ppm (Tabela 10). Os consumos de dgua e de racdo ndo foram alterados

neste periodo.
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, e . 1 . . .
Tabela 10. Peso corporeo inicial, final e ganho™ de animais controles e tratados com Diuron

por 14 dias.
n® Peso Corporeo (g) Ganho
Tratamento efetivo
de Inicial Final Ganho Relativo’
animais
Sem BCG
Controle 10 221,6 287 65,4 £9,19 ---
125 ppm 10 226,2 295 69 17,25 5,5 %
1250 ppm 10 215,7 273,6 579+ 042 -11,47%
2500 ppm 10 200 2394 394+ 2,55 -39,75%
Com BCG
Controle 10 217,9 288.,6 70,70 £10,63 ---
125 ppm 10 219 283,6 64,60 £ 12,26 -9,0 %
1250 ppm 10 215,5 259,5 44,00 £ 6,04 - 38,0 %
2500 ppm 10 216,5 244 27,50+ 11,25 -61,0 %

"valores expressos em média 7 desvio-padrdo; Zporcenzagem relativa ao grupo controle (Ganho de peso
corporeo do grupo tratado x 100 / ganho de peso corporeo do grupo controle); letras indicam as diferengas
significativas entre os grupos.
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4. Discussao

Na Literatura os estudos reprodutivos mostram que o Diuron apresenta atividade
fetotoxica (Khera., 1979; EPA, 1987; Fernandes, 2007). Quanto ao potencial de
carcinogenicidade e mutagenicidade os dados sdo controversos. O Diuron apresentou
atividade mutagénica em alguns testes (Seiler, 1978; Anon,1987, Agrawal & Mehrotra,
1997, Dupont de Nemours, 1985) e atividade cancerigena principalmente para mama e
bexiga de roedores (Bayer, 1985 apud USEPA, 1997; Anon, 1987; Iyer, 2002,
Nascimento et al., 2006). Quanto ao seu potencial imunotoxico ha poucos trabalhos na
Literatura. Um estudo in vitro utilizando-se células mononucleares de sangue periférico
humano de doadores normais mostrou que o Diuron administrado as culturas nas
concentragdes de 0,01, 0,1 e 1 mM, inibiu a produgdo de IL-5, IFN-y e TNF-a (Hooghe
et al.,, 2000). Ratas expostas as doses de 250-1000 mg/kg de Diuron na dieta por 14
meses apresentaram aumento do peso do baco, aumento de hemosiderina e formagao de
aductos de hemoglobina com aminas aromadticas liberadas do herbicida (Wang et al.,
1993). Neste contexto, este é o primeiro estudo que avalia o efeito do Diuron sobre a
atividade de macréfagos.

Estudo recente realizado por nosso grupo mostrou que Diuron exerce efeito
téxico orgio-especifico, afetando principalmente o bago. Em tal estudo foi observado
esplenomegalia, hiperplasia eritride, aumento de hemosiderina e hematopoiese
extramedular. Além disso, foi observada diminui¢cdo dos compartimentos de polpa
branca e da celularidade do baco principalmente da bainha linfocitica periarteriolar
(PALS) associada a diminui¢do dos linfécitos T CD4". Devido a complexidade do
sistema imunoldgico, uma bateria de testes imunoldgicos foi desenvolvida para

determinar o potencial imunossupressor de compostos (Gore, 2006). Desta forma, este
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estudo foi desenvolvido para verificar o papel do Diuron sobre a atividade de
macréfagos. O potencial imunotéxico do Diuron em ratos machos foi avaliado pela
andlise da atividade fagocitica, incluindo espraiamento, indice e intensidade de
fagocitose, liberacdo de NO e H,O, espontanea ou estimulada com PMA.

Os resultados do presente estudo mostram que o Diuron diminui o espraiamento
de macréfagos sem alterar o indice de fagocitose e a liberacdo de NO e H»O,, apés 14
dias de exposicdo in vivo. A efici€ncia do estimulo com BCG foi significativa tanto para
0 espraiamento como para a fagocitose mostrando indices de ativagdo maiores em
relacdo aos animais ndo-estimulados. O nimero de macréfagos obtidos apds o estimulo
com BCG representaram 90 % das células do lavado peritoneal, cujos dados estdo de
acordo com aqueles relatados anteriormente por Rigui e Palermo-Neto (2005).

A ativagdo de macréfagos vem sendo estudada hd vérias décadas (Adams &
Hamilton, 1984; Arai et al., 1990; Massoco & Palermo-Neto, 2003). Este processo de
ativacdo € caracterizado por altera¢cdes morfoldgicas, funcionais e metabdlicas quando
comparado as células ndo-ativadas. Os macréfagos ativados constituem um componente
chave da resposta imunolégica celular, uma vez que estdo envolvidos no processamento
e apresentacdo de antigenos para as cé€lulas linféides. O espraiamento é um processo
ativo que representa uma das alteragdes ocorridas durante a ativacdo de macréfagos.
Embora seu papel na fagocitose possa ser controverso, varios estudos recentes t€m
mostrado diferencas no espraiamento (Rigui & Palermo-Neto, 20050). Nossos dados
mostram que a exposicdo ao Diuron diminui o espraiamento nas trés concentragdes em
animais estimulados ou ndo com BCG, apés 14 dias. Por outro lado, a fagocitose e a
liberag@o de NO e H,O, ndo foram alteradas.

Embora tenha sido observada reducdo significativa do ganho de peso corpéreo

sugerindo toxicidade sist€émica em decorréncia da exposi¢do ao Diuron, o tratamento
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nao modificou a atividade de macréfagos peritoneais. Como ndo foi observada
formacdo de rosetas eritrocitarias, é possivel inferir que os macréfagos estio realizando
sua atividade normal de fagocitose.

Os resultados do presente estudo permitem concluir que o Diuron nio afeta a

atividade de macréfagos peritoneais apds exposi¢do in vivo por 14 dias.
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