Ciéncias
Biologicas
UEL

Universidade Estadual de Londrina
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Colegiado do Curso de Ciéncias Biologicas

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO DE GRADUACAO
EM CIENCIAS BIOLOGICAS

LETICIA CAVALCANTE DOS SANTOS

ANALISE DE PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS E
BIOQUIMICOS NO FIGADO DE RATOS APOS
ADMINISTRACAO DE BAIXAS DOSES DO INSETICIDA
CLORPIRIFOS DURANTE O PERIODO PERIPUBERAL

|
Londrina

2024



TRABALHO DE CONC[.USAO DO CURSO DE GRADUACAO EM
CIENCIAS BIOLOGICAS

LETICIA CAVALCANTE DOS SANTOS

ANALISE DE PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS E
BIOQUIMICOS NO FIGADO DE RATOS APOS
ADMINISTRACAO DE BAIXAS DOSES DO INSETICIDA
CLORPIRIFOS DURANTE O PERIODO PERIPUBERAL

Monografia apresentada ao Curso de
Graduacdo em Ciéncias Biolégicas da
Universidade Estadual de Londrina como um
dos requisitos a obtencdo do titulo de
Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Dr. Fabio Goulart de Andrade
Coorientador: Me. Lucas Marcelo Meira da
Silva

Londrina — Parana
2024



Ficha de identificacio da obra elaborada pelo autor, atraves do Programa de Geracao
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Santos, Leticia Cavalcante.
ANALISE DE PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS E BIOQUIMICOS NO
FIGADO DE RATOS APOS ADMINISTRACAO DE BAIXAS DOSES DO
INSETICIDA CLORPIRIFOS DURANTE O PERIODO PERIPUBERAL [ Leticia
Cavalcante Santos. - Londrina, 2024.
491,

Orientador: Fabio Goulart Andrade.

Coorientador: Lucas Marcelo Meira Silva.

Trabalho de ConclusBo de Curso (Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas) -
Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Graduagao em
Ciéncias Biologicas, 2024.

Inclui biblicgrafia.

1. Clorpirifos - TCC. 2. agroquimico - TCC. 3. hepatoxicidade - TCC. 4.
peripuberdade - TCC. |. Andrade, Fabio Goulart. Il. Silva, Lucas Marcelo Meira .
lll. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Graduagao
em Ciéncias Biologicas. IV. Titulo.

CDU 574




BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Fabio Goulart de
Andrade
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Dra. Sheila Michele Levy
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Me. Pedro Rocha Tenorio
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 09 Maio de 2024



Dedico este trabalho a minha saudosa e amada V0 Rita,
gue me ensinou licdes valiosas sobre a verdadeira riqueza que

temos na vida.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Fabio Goulart de Andrade, que me acolheu sob sua
orientacdo desde o final de 2020, e desde entdo, me incentiva e apoia em todas as
minhas atividades académicas, com muitos chocolates, conselhos, e até as broncas
guando necesséario, sendo ndo apenas um orientador, mas também, um ombro amigo
no qual sei que posso confiar. Me faltam palavras para descrever minha gratidao e

admiracdo pela pessoa e profissional incrivel que vocé é.

Ao meu coorientador e amigo, Lucas Marcelo Meira da Silva. Obrigada pela
paciéncia em todas as correcdes, e nos infinitos testes bioquimicos. Nossos
momentos juntos no laboratério serdo lembrados por mim com muito carinho, desde
0 bom repertério musical escolhido, até as boas risadas e memes no whatsapp.

Desejo muito sucesso em sua nova jornada!

A minha banca, Profa. Dra. Sheila Michele Levy e Ms. Pedro Rocha Tenorio.
Agradeco por aceitarem o convite e compartilharem parte de seus conhecimentos
cientificos comigo. Profa. Sheila, te admiro desde o segundo ano da Biologia, e meu
interesse na area surgiu apos suas excelentes aulas de histologia comparada. E uma
honra ser avaliada por vocé. Pedro, minha gratiddo € imensa por todas as vezes que
fez-se presente e me auxiliou nas atividades académicas. Sua amizade e conselhos
foram um diferencial nos ultimos anos. Também agradeco ao Prof. Dr. Osny Ferrari,
gue aceitou o convite como membro suplente da banca, além de me acolher em sua
disciplina. Nossas conversas e suas historias deixam minhas quinta-feiras mais

divertidas.

Aos membros do Laboratério de Andlise Histopatoldgica (Lahip), (Sofia, Maria
Emilia, e babys Gerson e Vivian) que se tornaram meus amigos e sempre me
auxiliaram quando precisei, em especial, aos meus amigos, Gabriel, Marina e Juliany.
Gabriel, provavelmente vocé ndo se lembra, mas o primeiro contato que tive com um
micrétomo foi com sua supervisdo. Sua paciéncia e bom humor me proporcionaram

6timos momentos no laboratorio. Ma e Ju, ndo tenho palavras para descrever o apoio



gue me ddo, amo nossa sintonia e até as sofréncias, sou grata pela amizade de vocés,
e quero leva-las para toda vida. Nao posso deixar de agradecer aos ex-membros,
Isadora e Jo&o Vinicius, que acompanharam minhas atividades por anos, deixando as

idas ao laboratdrio extremamente divertidas. Obrigada pela amizade de vocés.

Aos Quirais: Bia, Maria Clara, Murilo, Sandy e Suelen, que foram o melhor
presente que a UEL me proporcionou. Eu néo teria conseguido sem vocés, nossos 5
anos juntos deixaram o peso de ser estudante em periodo integral bem mais leves,

amo muito cada um de voceés.

A minha melhor amiga Ana, que esta comigo desde meus 11 anos, e que
mesmo sem nos vermos com a mesma frequéncia de antigamente, nao permitiu que

nossa amizade esfriasse.

Ao meu amor de 4 patas, Mia, que me escolheu para ser sua tutora e néo

desgruda de mim sempre que me sinto ansiosa.

Por fim, a minha base: meus pais Claudia e Osvaldernei, obrigada por nao
medirem esforcos para verem minha felicidade, sei que fazem o possivel e impossivel
para que eu tenha condiches de realizar meus sonhos, amo VOCEs
incondicionalmente. Minha tia Val, que sempre esteve comigo nos momentos mais
alegres e dificeis, seus conselhos sao preciosos na minha vida, obrigada por sempre
cuidar de mim. Meus irm&os Gabriel, Vitor e Julia, vocés séo incrivelmente irritantes,
mas Sao as pessoas que eu mais amo na vida, faria qualquer coisa por vocés. E meu
noivo/xuxu, Leandro, que desde 2017 me possibilita enxergar o mundo de outra
maneira, vocé € a principal razdo de eu querer ser melhor a cada dia, seu amor e

carinho deixam a minha vida mais feliz. Essa conquista € para vocés!



SANTOS, Leticia Cavalcante. Analise de parametros histopatolégicos e
bioquimicos no figado de ratos ap0s administracdo de baixas doses do
inseticida clorpirifés durante o periodo peripuberal. 2024. 43. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

O clorpirifés € um inseticida pertencente a classe dos organofosforados, sendo o
grupo com maiores casos de intoxicacao. O uso de clorpirifés foi proibido em diversos
paises da Unido Europeia, e sua regulamentacdo no Brasil estd em analise,
entretanto, segue sendo comercializado. O figado exerce importante fungdo na
metaboliza¢&o de substancias toxicas, sendo o primeiro alvo dos efeitos de toxicidade.
A fase peripuberal é de grande importancia no desenvolvimento, sendo suscetivel a
acao de agentes toxicos. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi analisar se a exposi¢cao
a baixas doses de clorpirifés durante a fase peripuberal, causa alteracdes hepéaticas
em ratos Wistar. Foram utilizados 18 ratos com 25 dias de idade. Os animais foram
distribuidos igualmente em 3 grupos (n=6 grupo), sendo: GC, G5 e G15. Os animais
do grupo GC receberam doses diarias do veiculo (6leo de milho) via gavagem,
enquanto os grupos G5 e G15 receberam via gavagem doses diarias de 5 e 15 mg/kg
de clorpirifés diluido no veiculo, respectivamente. O periodo do experimento ocorreu
durante 40 dias consecutivos. Ao final deste periodo, os animais foram pesados,
anestesiados e eutanasiados, o sangue foi coletado e as amostras do plasma
destinadas aos ensaios bioquimicos (enzimas hepaticas e albumina). O figado dos
animais foi retirado, pesado, seccionado, fixado e destinado as avaliacdes
histopatoldgicas de esteatose, inflamacao lobular, degeneracéo hidrépica e fibrose,
para determinacdo da ocorréncia de Doenca Hepatica Esteatdtica Associada a
Disfuncdo Metabdlica (MALSD). Nao foram encontradas diferen¢as no peso corporeo,
consumo alimentar e concentracdo glicémica dos animais. O consumo hidrico foi
reduzido nos animais que receberam doses de 15 mg/kg. Nos achados histolégicos,
foi encontrado grau leve de esteatose no grupo G15, auséncia de focos inflamatorios
e degeneracéo hidropica em todos 0s grupos experimentais, indicando uma incerteza
para manifestacdo de MALSD nos animais administrados com doses de 15 mg/kg.
Nos resultados bioquimicos ndo foram encontradas diferencas na concentracdo
plasméatica das enzimas ALT e AST, e houve aumento significativo na concentracéo
plasmatica de albumina nos animais que receberam doses de 5 e 15mg/kg de
clorpirifés. Conclui-se que a administracdo de baixas doses de clorpirifos causa
toxicidade hepética leve, mantendo a arquitetura tecidual parcialmente preservada em
ratos machos peripuberais. Os resultados apresentados para as concentracdes
plasmaticas de albumina foram inconclusivos, porém indicam que pode haver
comprometimento da funcdo hepética, mesmo em resposta a baixas doses do
inseticida.

Palavras-chaves: hepatotoxicidade; doenca hepéatica esteattica associada a
disfuncéo metabdlica; organofosforados



ABSTRACT

Chlorpyrifos is an insecticide belonging to the class of organophosphates, the group
with the highest incidence of poisoning. The use of chlorpyrifos has been banned in
several European Union countries, and its regulation in Brazil is under analysis, but it is
still being marketed. The liver plays an important role in metabolizing toxic substances
and is the first target of toxic effects. The peripubertal phase is of great importance in
development and is susceptible to the action of toxic agents. The aim of this study
was to analyze whether exposure to low doses of chlorpyrifos during the peripubertal
phase causes liver changes in Wistar rats. Eighteen 25-day-old rats were used. The
animals were equally distributed into 3 groups (n=6): GC, G5 and G15. The animals in
the GC group received daily doses of the vehicle (corn oil) by gavage, while the G5 and
G15 groups received daily doses of 5 and 15 mg/kg of chlorpyrifos diluted in the
vehicle, respectively. The experiment lasted 40 consecutive days. At the end of this
period, the animals were weighed, anaesthetized and euthanized, blood was collected
and plasma samples were used for biochemical tests (liver enzymes and albumin).
The animals' livers were removed, weighed, sectioned, fixed and used for
histopathological assessments of steatosis, lobular inflammation, hydropic
degeneration and fibrosis, to determine whether the occurrence of Steatotic Liver
Disease Associated with Metabolic Dysfunction (MALSD). No differences were found
in the animals' body weight, food consumption or glycemic concentration. Water
consumption was reduced in the animals receiving doses of 15 mg/kg. In the
histological findings, a mild degree of steatosis was found in the G15 group, as well as
the absence of inflammatory foci and hydropic degeneration in all the experimental
groups, indicating an uncertainty for the manifestation of MALSD in the animals
administered doses of 15 mg/kg. In the biochemical results, no differences were found
in the plasma concentration of the enzymes ALT and AST, and there was a significant
increase in the plasma concentration of albumin in the animals that received doses of
5 and 15mg/kg of chlorpyrifos. It is concluded that the administration of low doses of
chlorpyrifos causes mild liver toxicity, keeping the tissue architecture partially
preserved in peripubertal male rats. The results presented for plasma albumin
concentrations were inconclusive, but indicate that liver function may be
compromised, even in response to low doses of the insecticide.

Keywords: hepatotoxicity; steatotic liver disease associated with metabolic
dysfunction; organophosphates;
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1. INTRODUCAO

A atividade agricola € uma pratica de grande importancia para a
humanidade, realizada desde o inicio das primeiras civilizacbes para garantir o
suprimento alimentar. Atualmente, a atividade também é exercida para contribuir no
desenvolvimento socioeconémico. (Vieira; Carvalho; Zuliani, 2018). Durante o século
XX, 0 aumento populacional e os avancos tecnologicos desencadeou em uma elevada
producado agricola, com desenvolvimento de compostos quimicos para promover a
eficicia e alta producao nas lavouras (Campagnolla; Macédo, 2022).

O uso intensivo de agrotdxicos tem gerado reflexdes e discussdes a respeito
de seu uso, principalmente em paises subdesenvolvidos. De acordo com um relatério
publicado pela Organizacdo Nao Governamental (ONG) Public Eyes, paises com
baixo desenvolvimento carecem de fiscalizagdes e regulamentagcdes sobre o uso de
compostos quimicos, aumentando o uso de agrotéxicos, culminando em prejuizos na
saude da populacdo. Os problemas vao desde a contaminacao no solo, na agua, no
ar, e nos alimentos, ocasionando danos a saude da populacéo, e principalmente em
trabalhadores rurais que s&do expostos diariamente aos agrotoxicos (Gaberel;
Hoikenss, 2019).

Uma das classes de agrotdoxicos mais utilizadas na agricultura é a dos
organofosforados, usada no controle de uma grande variedade de pragas. Os
organofosforados foram inseridos no mercado como uma proposta para a substituicdo
dos organoclorados, por apresentarem melhor taxa de degradacao no ambiente, além
de grande eficdcia como inseticida (Moura et al., 2020) . Apesar de desempenhar
eficiéncia nas lavouras, também esta relacionado & maioria dos casos de intoxicagado
por agrotoxicos (Toledo; Garcia, 2021).

Entre as moléculas pertencentes ao grupo dos organofosforados, esta o
clorpirifés (O,O-dietil O-3,5,6-tricloropiridin-2-ol fosforotioato) (Figura 1), utilizado
como inseticida, formicida e acaricida. No Brasil, sua aplicacdo é principalmente nos
cultivos de algodéao, soja, café, banana, batata, milho, trigo, citros, entre outros,
fazendo-se presente na producdo da maioria dos alimentos. Dados do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Ambientais (IBAMA), relatam que o consumo

de clorpirifés no Brasil entre 2014 e 2019 foi de aproximadamente 47 mil toneladas,
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além de ocupar a 10° posicdo da molécula mais comercializada no pais (ANVISA,
2018; ANVISA, 2019; IBAMA, 2020). O Programa de Analise de Residuos em
Alimentos (PARA) relatou dados da avaliagéo de 4.616 amostras de alimentos entre
2017 e 2018, das quais 1.072 apresentaram valores insatisfatérios com deteccéo de
irregular de agrotoxicos. Dessas amostras, o clorpirifés foi identificado em 5,3% onde
4,6% eram irregulares, sendo utilizado em lavouras e produtos sem autorizacao de
uso (ANVISA, 2019).

Figura 1 - Estrutura quimica do inseticida Clorpirifés.

cl cl
g

N O CH
A _RTTP

cl”” °NT o \o—\
CHj

Fonte: Wikipedia

O clorpirifés é considerado como uma molécula altamente téxica para o
meio ambiente (Classificacdo ambiental 1), devido sua extensa acumulagédo no solo,
e moderadamente ou altamente toxico para a saude, dependendo da formulagéo
utilizada, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) .
Contém uma baixa solubilidade na agua, e é soltvel em alguns solventes organicos.
Sua lipossolubilidade esta relacionada com a presenca de Cloro (Cl) em sua
composicao (Fournier et al, 1993; Smegal, 2000). No solo, sua degradacéo é lenta
devido caracteristicas apolares, com uma meia vida de 30-120 dias ou mais,
dependendo das condicbes do pH, do ecossistema, e da via de aplicacédo (John;
Shaike, 2015).

A absorcado do clorpirifés no organismo pode ser pela via oral, através da
ingestao de alimentos com resquicios do composto, pelas vias respiratérias por meio
dos aerossois e poeira, e pela via cutanea, sendo os trabalhadores rurais os mais
expostos (Geer et al., 2004; Testai; Buratti; Di Consiglio, 2010). O contato com
alimentos e a agua com residuos de clorpirifés € a principal via de contaminacéo. Apés

ser ingerido, é absorvido no trato gastrointestinal, onde ira para a corrente sanguinea.
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Em humanos e ratos, sua metabolizagéo é realizada pelo figado, por meio da familia
dos citocromos P450, formando o produto clorpirifés-oxon, um metabdlito com maior
poder de toxicidade do que a forma original. Por ser instavel, o produto é hidrolisado
em 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), além de formar outros produtos como o TCP e dietil
fosfato (DETP) (Sultatos, 1984; Usepa 2014).

A via de excrecao do clorpirifés é através da urina e das fezes, sendo a urina
o principal meio de excrecdo em humanos (70%) e em ratos (84%). O clorpirifos em
sua forma original ndo é encontrado na urina, sendo sua forma TCP presente na
eliminacdo. O tempo de meia vida de eliminacdo do TCP na urina é de
aproximadamente 27h quando ingerido via oral (Usepa, 2014).

O orgao responsavel pela metabolizacdo do clorpirifés € o figado, sendo o
primeiro alvo dos efeitos de toxicidade no organismo. Um estudo realizado com ratos
administrados com doses de 6,75 mg/kg de clorpirifés e 6leo de milho, demonstrou o
acumulo de clorpirifés neste 06rgdo, e alteragdes nos horménios femininos,
prejudicando o ciclo estral de ratas (Kamalesh et al., 2014). Outro estudo publicado
por Ismail (2021), demonstrou que trabalhadores expostos ao clorpirifés durante a
adolescéncia, apresentaram alteracdes na concentracdo plasmética das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), marcadores de
lesdo hepatica. Em camundongos machos adultos, a administracédo de doses de 0,01
mg/kg, 0,1 mg/kg, 1,0 mg/kg, e 10mg/kg durante 12 semanas indicaram a presenga
de inflamacé&o hepética (Zhang et al., 2021).

Assim com os demais organofosforados, o clorpirifés tem acéo na inibicdo
da acetilcolinesterase (AChE), levando ao acumulo de acetilcolina (ACh) na fenda
sinaptica. Nos insetos, o resultado da inibicdo da AChE causa a paralisia das juncdes
neuromusculares, e consequentemente, a morte (Founier et al., 1993). Em humanos,
a intoxicacdo por clorpirifés apresenta quadros neuroldgicos, respiratorios e
cardiovasculares, com sintomas de nauseas, vomitos, tontura, confuséo, bradicardia,
e broncoconstricdo. Em casos de alta toxicidade, pode levar a paralisacdo e a morte.
A toxicidade causada por agrotoxicos, como os organofosforados, também esta
relacionada com o aparecimento de cancer e doencas neurolégicas (Meshram et al.,
2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048357522001055?casa_token=p8qzWck08P0AAAAA:mJcxE4fTpduOCODe8K0KCtMseoiUUGsUfmzhHnAYsgApt7lmUCHe70QQ1ElxcUyX68WiFYFvaX7l#bb0425
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048357522001055?casa_token=p8qzWck08P0AAAAA:mJcxE4fTpduOCODe8K0KCtMseoiUUGsUfmzhHnAYsgApt7lmUCHe70QQ1ElxcUyX68WiFYFvaX7l#bb0425
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048357522001055?casa_token=p8qzWck08P0AAAAA:mJcxE4fTpduOCODe8K0KCtMseoiUUGsUfmzhHnAYsgApt7lmUCHe70QQ1ElxcUyX68WiFYFvaX7l#bb0425
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048357522001055?casa_token=p8qzWck08P0AAAAA:mJcxE4fTpduOCODe8K0KCtMseoiUUGsUfmzhHnAYsgApt7lmUCHe70QQ1ElxcUyX68WiFYFvaX7l#bb0425
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A comercializacdo de clorpirifés é alvo de debate entre os governos de
diversos paises. Em 2020, a Unido Europeia ndo renovou a licenca para sua
comercializagdo, proibindo a venda de inseticidas com essa substéncia (Europe
Comission, 2020). A Australia também proibiu o uso de clorpirifés em hortas caseiras
e para uso doméstico em 2020, e segue com 0 processo de reavaliacdo para as
demais fungdes agricolas (APVMA, 2020). Em 2021, os Estados Unidos também
baniu o uso de clorpirifés (United States Governament, 2023). No Egito, desde 2022
o clorpirifés passou a ser utilizado apenas nas culturas de algodao, e contra gafanhoto
e cupins, sendo proibido nas demais lavouras (Echa, 2022). No Brasil, sua utilizagao
passou a ser discutida, passando por processos de reavaliacdo entretanto, segue
sendo comercializada (ANVISA, 2022). O motivo pela proibicdo de clorpirifés em
determinados paises € devido a falta de informacgdes sobre doses seguras, € 0s niveis
de toxicidade.

Na literatura, ha diversos estudos sobre a toxicidade de clorpirifos em ratos
adultos e neonatos, porém, ha poucas informacdes a respeito da fase peripuberal. O
periodo peripuberal € de grande importancia para o desenvolvimento, pois é durante
essa fase que ocorre o término de maturacdes biologicas (Perobelli, 2014). Por esse
motivo, faz se necessario estudos a respeito do assunto, a fim de verificar se a
exposicao ao clorpirifés na adolescéncia leva a alteracdes bioldgicas.

Considerando a hipdtese testada de que “baixas doses de clorpirifos
causam alteragdes no figado de ratos durante a peripuberdade”, o objetivo geral deste
trabalho foi analisar parametros histopatolégicos e bioquimicos neste 6rgdo em ratos
apos administracdo de doses de 5 mg/kg e 15 mg/kg do inseticida clorpirifés durante
o periodo peripuberal. Como objetivos especificos, ficou estabelecido: determinar as
caracteristicas histopatolégicas do figado, e avaliar os marcadores de lesdo e funcao

hepéatica de ratos submetidos a baixas doses de clorpirifés no periodo peripuberal.



14

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agrotoxicos: Panorama geral, historico e classificagcao

A revolucdo verde originou-se como resposta a grande preocupacdo pela
producdo de alimentos durante o século XX, impactando significativamente na
agricultura. O movimento trouxe o desenvolvimento de técnicas e um grande
investimento em maquinérios agricolas, sementes geneticamente modificadas, e a
introducdo de insumos quimicos nos plantios, como os agrotéxicos, aumentando a
eficiéncia e producao alimentar (Nadkarni; Conway; Barbier, 1991).

Os agrotéxicos sao compostos quimicos utilizados na agricultura, com a
finalidade do controle de pragas e outras substancias. Embora tenha sido criado para
melhorar a produtividade nas lavouras, o uso exagerado dos compostos estao
associados a casos de problemas de saude e ambientais (Food and agriculture
Organization of the United Nations, 2016).

A classificagdo dos agrotoxicos podem ser de formas variadas, classificados
de acordo com sua acéo, podendo ser pesticida (agem no controle de pragas em
geral), herbicida (controle de ervas- daninhas), acaricidas (controle de acaros),
fungicidas (controle de fungos), e inseticidas (controle de insetos). Também sé&o
classificados de acordo com seu grupo quimico, podendo ser organofosforados,
organoclorados, clorofosforados, piretroides e carbamatos (Conway, 2003). Os
agrotoxicos também recebem classificagdo de acordo com seu potencial toxico,
podendo ser classificados como extremamente toxicos, altamente toxicos,
moderadamente toxicos, pouco téxicos e relativamente inofensivos. A classificacéo
toxicoldgica e a regulamentacdo dos agrotoxicos no Brasil é de responsabilidade da
ANVISA, vinculada ao Ministério da Saude (MS). Outros 6rgdos também sao
responsaveis pela regulamentacdo, como o IBAMA, atuando na analise de toxicidade
ambiental, e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
responsavel pela avaliacdo de seguranca e eficacia nas lavouras (Brasil, 1989;
Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento, 2012).

No Brasil, a utilizacdo de agrotoxicos iniciou nos anos 90, e desde 2008,
lidera o ranking mundial de maior consumidor de agrotoxicos, também sendo

considerado um dos maiores produtores agricolas do mundo (Grigori, 2019). Dados
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do Instituto Nacional de Cancer (2018) mostram que o mercado brasileiro de
agrotoxicos aumentou 190% nos ultimos 10 anos. O alto consumo de agrotoxicos
também é justificado pelas politicas que incentivam o agronegécio como um grande
destaque na economia do Brasil (Serra et al., 2016).

De acordo com Moreira e colaboradores (2002), as a¢Oes causadas pela
utilizacdo de agrotoxicos podem ser de diferentes vias: ocupacional, quando em
contato direto com os trabalhadores rurais; ambiental, guando a contaminacao atinge
o solo, agua e atmosfera; e alimentar, quando ingerido pela populacdo por meio dos
alimentos.

Os impactos resultantes do uso de agrotéxicos no Brasil e no mundo levam
a discussbes e reflexdes acerca dos riscos a saude e 0s prejuizos ambientais
causados pelo alto consumo. No Brasil, estima-se que de 2013 até 2022 foram
notificados 124.295 casos de intoxicacao exdgena, sendo definido pela manifestacédo
clinica e/ou laboratorial devido a exposi¢do de substancias quimicas (Ministério da
Saude, 2023). Ao analisar a associacao de agrotoxicos com trabalhadores expostos,
31 pesticidas foram relacionados com um maior potencial no desenvolvimento de
cancer de pulmao, cancer de prostata, cancer de bexiga, e leucemia (Varghese et al.,
2020). Em mulheres, os agrotoxicos também estdo associados ao desenvolvimento
de cancer de mama. com alteracdo na expressao dos receptores estrogénios,
aumento de ductos com hiperplasias, e diminuicado dos niveis séricos de progesterona
e estradiol (Yang; Lee; Park, 2020).

No meio ambiente, os impactos causados pela utilizagdo em larga escala de
agrotoxicos tém sido associados a diminuicdo de organismos que ndo sdo alvos
especificos dos compostos quimicos. Estudos demonstraram efeitos nocivos
causados por agrotéxicos sobre acaros predadores, ocasionando alteracbes no
equilibrio biolégico (Costa et al, 2012; Santos; Gravena, 1997). A reducdo das
populacdes de insetos polinizadores também € um fator preocupante, podendo causar
alteracbes em ecossistemas e reducdo na reproducdo de plantas, culminando
consequentemente na perda da biodiversidade (Kremen, 2004). A contaminacao da
agua ocasionada pelas altas concentracdes de agrotoxicos depositadas no ambiente
altera o equilibrio de ecossistemas aquaticos, além de causar toxicidade em animais.

Um estudo apresentado por Ugurlu e colaboradores (2015), demonstrou efeitos de
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toxicidade no tecido branquial do crustaceo Gammarus kischineffensis causados pela
exposicdo de tiametoxama, relatando a presenca de vacuolizacdo e infiltracdo
homeostatica. Os maleficios causados pela contaminagéo por agrotoxicos na agua
vao além das alteracbes de populacdes e ecossistemas aquaticos, podendo gerar
riscos a saude devido a exposicao humana a longo prazo a residuos encontrados na
agua (Moreira et al., 2012)

Os sintomas causados pela intoxicacao por agrotéxicos vao desde nauseas,
vomitos, diarreias, alteracdes respiratorias, neuroldgicas, enddcrinas, e até casos de
cancer. Uma outra problematica, sdo casos assintomaticos, que levam anos para

serem descobertos (Calvert, 2008).

2.2 Organofosforados: Estrutura e mecanismo de agéo

Entre as classes de agrotéxicos com maiores casos de intoxicacdo, estao
os organofosforados. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca
de 2,5 milhdes de pessoas no mundo sofrem por intoxicacdo relacionadas aos
pesticidas durante todos 0s anos, e entre 0s residuos desses compostos quimicos, 0s
organofosforados representam mais de 50% dos casos (George et al, 2014).

Os organofosforados sdo um grupo de compostos quimicos derivados do
acido fosforico, e sdo altamente lipossoluveis. Embora tenham um alto poder de
toxicidade, sdo amplamente utilizados no mundo devido seu elevado potencial
pesticida, e degradacdo no ambiente (Kumar, 2011; Faria, 2007). Em sua maior parte,
os organofosforados ndo apresentam toxicidade em sua forma original, mas sim,
guando passam pela biotransformacg&o nos organismos, gerando metabdlitos téxicos.
(Mostafalou; Abdollahi, 2017).

Os organofosforados agem principalmente na inibicdo irreversivel das
enzimas colinérgicas AChE e butilcolinesterase (BuchE). A acetilcolinesterase esta
relacionada com os nervos e musculos estriados, sendo localizada nas sinapses do
sistema nervoso central, parassimpatico e também nos eritrdcitos. E responsavel pela
degradacdo da ACh, um neurotransmissor que desempenha um papel importante nos
impulsos nervosos. A BuchE é encontrada no plasma e em determinados tecidos. Sua
funcdo também estéa relacionada a degradacédo da ACh (Delfino; Ribeiro; Figueiroa-
Villar, 2009).
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Uma vez que a ACh é liberada na fenda sinaptica, ocorre sua ligagdo aos
receptores nicotinicos e muscarinicos. Por sua vez, a AChE age interrompendo essa
ligagdo, hidrolisando o ACh em colina e acetato. Os receptores colinérgicos
muscarinicos atuam principalmente no sistema nervoso parassimpatico,
desempenhando fung¢des na regulagéo da frequéncia cardiaca e no relaxamento dos
vasos sanguineos. Ja os nicotinicos, sdo encontrados no sistema nervoso central,
envolvidos na transmissdo sinaptica entre neurénios, e encontrados também no
sistema nervoso periférico, atuando nas jun¢des neuromusculares, e na transmissao
de impulsos nervosos para a musculatura esquelética. Em casos de desregulacéo do
sistema colinérgico, pode resultar em quadros de intoxicacdo, com sintomas
neurologicos, cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, entre outros (Ventura et al.,
2010; Goodman et al., 1996).

2.3 Figado
2.3.1. Morfofisiologia

O figado € a maior glandula do corpo, pertencente ao sistema digestorio.
Também é considerado o segundo maior 6rgdo do organismo, ocupando cerca de 2
a 5% do peso corporal médio. Em humanos, sua média de peso é de 1,5kg. Esta
localizado no quadrante superior direito da cavidade abdominal, logo abaixo do
diafragma (Bangru; Kalsotra, 2020).

E um 6rgdo macico e liso, revestido por uma capsula de tecido conjuntivo,
e sua estrutura esta dividida em I6bulos, sendo a parte morfofuncional do 6rgdo. Em
humanos, os Iébulos se dividem em 4 partes, sendo eles: lobo direito, lobo esquerdo,
lobo quadrado, e lobo caudado. Sua parte superior esta ligada ao diafragma, enquanto
a inferior, ao abdémen, estébmago e outras visceras. A ligacdo do figado as demais
regidbes do organismo se da por meio de porcdes do peritbnio, denominadas de
ligamentos. Os ligamentos séo classificados como ligamento falciforme, que une o
figado ao abdomen, separando os I6bulos esquerdo e direito; ligamento coronario;
ligamento triangular esquerdo e direito; e ligamento redondo, que é remanescente do
cordao umbilical (Bismuth, 1982)

Diversas células sdo encontradas no figado. Estdo presentes o0s

hepatdcitos, que correspondentes até 80% das células do figado, células endoteliais,
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colangiécitos, células endoteliais sinusoidais, e células pertencentes ao sistema
imune, com predominancia de células natural killer (NK), e macréfagos denominados
células de Kupffer (CK) (SI-Tayeb; Lemaigre; Duncan, 2010).

A estrutura de cada lobo forma um arranjo hexagonal, embora em humanos
essa visualizacdo ndo seja tdo evidente, disposta em corddes de hepatdcitos, envoltos
em redes capilares sinusoides. Ao meio do hexagono, esta presente a veia
centrolobular, e nas extremidades o espaco porta (triade portal), formada pela veia
porta, artéria hepética e ducto biliar (Huppert; lwafuchi; 2019).

O figado recebe grande parte da circulagéo sistémica do organismo. A veia
porta ird receber sangue venoso através da circulacéo portal, que ira se misturar com
0 sangue arterial, rico em oxigénio. As ramificacfes do espaco porta estendem-se até
0s sinusoides, que transportara o sangue até a veia centrolobular, ocorrendo entéo a
desoxigenacao. Devido a diferenca do sangue que circula no figado, os hepatdcitos
terdo funcdes diferentes de acordo com a sua localizacdo, dessa forma, o I6bulo pode
ser caracterizado em 3 zonas metabodlicas, como observado na Figura 2. Os
hepatocitos localizados préximo ao espaco porta tem contato com 0 sangue mais
oxigenado, e com grande quantidade de nutrientes e outras substancias absorvidas
no intestino, essa regido € denominada zona 1. Os hepatdécitos dispostos proximo a
veia central recebem sangue menos oxigenado, estes fazem parte da zona 3. A zona
2 € uma zona intermediaria entre as demais (Freitas-lopes et al., 2017; Trefts; Ganon;
Wasserman, 2017).
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Figura 2 - Zonas metabdlicas do figado
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Fonte: Adaptado de Trefts et al, 2017.

Os hepatécitos da Zona 1 participam de diversos mecanismos de
metaboliza¢do. Estdo envolvidos em atividades de gliconeogénese, sintese de ureia,
e metabolismo energético de acidos graxos. Ja os da Zona 3, estdo envolvidos com a
gliclise, glicogénese, e no metabolismo de xenobidticos, sendo prejudicados em
atividades com baixa oxigenacao (Buzato; Arana; Carvalho, 2016).

O figado esta envolvido com diversas atividades exdcrinas e enddcrinas,
justificando sua importancia na homeostase do organismo. Realiza funcbes como o
armazenamento de glicogénio, acidos graxos e triglicerideos, participa do
metabolismo e sintese proteica, como a albumina e proteinas da coagulacéo, participa
da sintese biliar, e estd associado a biotransforma¢édo de substancias (SlI-Tayeb;
Lemaigre; Duncan, 2010).

Seu papel na metabolizacéo é de grande importancia na desintoxicacao de
substancias toxicas e xenobioticos, gerando produtos metabolizados de facil
excregdo. O processo de metabolizacdo ocorre em diferentes etapas:
biotransformacao, conjugacéo e excrecédo. A fase de biotransformagcdo ocorre nos
hepatdcitos, e inclui a participacédo da familia de enzimas citocromo P450 (CYPs) que
realizam reacdes de reducéo ou oxidacao, resultando em metabdlitos hidrossoluveis.
Durante a conjugacdo, os metabdlitos sdo conjugados com outras moléculas,
tornando-se mais hidrossollveis e passiveis de excrecdo. Na Ultima fase, os
metabolitos conjugados sdo excretados pela bile, ou transportados para a circulacéo

sanguinea (Almazroo; Miah; Venkataramanan, 2017).
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2.3.2 Toxicidade

Por ser um 0Orgao extremamente vascularizado desempenha importante
papel na biotransformacdo e metabolismo de xenobidticos, assim, fica mais exposto
a substancias téxicas, ocasionando alteracdes nos marcadores de funcdo e lesédo
hepatica. O acumulo e a presenca de células do sistema imune s&o indicativos de
alteracOes teciduais causadas por patégenos, sendo os achados mais comuns as CK,
NK, células dendriticas, células T, e outros macréfagos, linfocitos e neutrofilos
(Lasram et al., 2014).

As CK sdao comumente encontradas no endotélio sinusoidal da regido
periportal do figado, participando da defesa contra a presenca de patégenos. Na
presenca de lesdo, sdo capazes de liberar citocinas que desencadeiam 0 processo
inflamatorio, além do recrutamento de outros macréfagos desencadeando a ativagéao
do sistema complemento (Kubes; Jenne, 2018). As células NK estéo distribuidas no
parénquima hepdtico, participando da defesa contra células tumorais, hepatdcitos
infectados, e na regeneracao tecidual. As células dendriticas também contribuem na
defesa, promovendo o recrutamento de leucocitos, e a ativagao do sistema sistema
complemento gerando respostas imunoldgicas inatas (Bogdanos; Gao; Gershwin,
2013).

Por ser um 6rgao com grande atividade metabdlica e de desintoxicacdo, em
casos de intoxicacdo, pode ocorrer o desequilibrio entre agentes pré-oxidantes e
antioxidantes, resultando em alteracdes teciduais e no funcionamento das células.
Exemplos de agentes pro-oxidantes s@o os radicais livres, como as espécies reativas
de oxigénio (EROs), que apresentam uma alta reatividade, atuando como
mensageiros secundarios em atividades de transducdo causada por respostas a
citocininas, desempenhando papel importante na regulacdo de processos bioldgicos
(Hussain et al., 2016; Jones, 2008).

Em situagfes de desequilibrio, 0 aumento excessivo de EROs pode levar a
oxidacdo de proteinas, podendo causar danos na estrutura hepatica, na funcao
proteica, e alteracdes no metabolismo, podendo influenciar no surgimento de doenca
hepética esteatética associada a disfungdo metabdlica (MALSD) (Videla et al., 2004).
A MALSD é caracterizada pelo acumulo excessivo de acidos graxos nos hepatdcitos,

causados por disfuncdo genética, dietas hipercaldricas, e desequilibrio de atividades
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oxidativas. O aumento de gordura nos hepatdcitos também estdo associados as
alteracOes teciduais, inflamacao, presenca de fibrose e cirrose hepatica (Bellentani,
2017).

Além de alteracdes do parénquima hepatico, em casos de lesdo também é
comum encontrar alteragdes na concentracdo de enzimas transaminases hepaticas,
como ALT e AST, que desempenham importantes fun¢cées no metabolismo de
aminoacidos, e no ciclo da ureia. Sua elevada concentracdo € um importante indicador

de leséo hepatica (De-Jesus; Sousa; Barcelos, 2014).

2.4 Clorpirifés e toxicidade

A relacdo entre o clorpirifés e toxicidade é um importante fator a ser
compreendido, visto que a utilizagdo desta molécula no Brasil ainda faz se presente
nos cultivos, resultando em residuos nos alimentos e na agua, que pode acarretar em
danos a saude (Britto et al., 2015). Na literatura, é possivel observar uma variedade
de efeitos que a exposicado ao clorpirifés pode causar. De acordo com a Autoridade
Europeia para Seguranca Alimentar (EFSA), o clorpirifds pode ser toxico quando
ingerido, e nocivo em contato com a pele (Efsa, 2019).

No sistema nervoso, o clorpirifés pode acarretar em danos no
funcionamento cerebral, induzindo em alteracbes na proliferacdo neuronal, e
reduzindo a sintese de DNA e proteina (Prieto, 2013). Em um trabalho, a exposicéo
ao clorpirifés em embrides de ratos em cultura, causou anomalias mitéticas e apoptose
na fase de fechamento do tubo neural (Roy et al., 1998).

A exposicao de clorpirifés também esta relacionada com alteracbes no
sistema reprodutor. Um estudo onde ratos adultos foram expostos a doses de 1 mg/kg
de clorpirifés durante 60 dias, apresentou reducdo do peso dos 6rgaos reprodutores,
na motilidade espermatica, e anormalidades dos espermatozoides (Khalaf et al.,
2022). Nos rins, a exposicao de clorpirifos é capaz de ocasionar lesdes teciduais, com
alteracOes na capsula de Bowman, congestéo vascular, dilatacéao tubular, e presenca
de infiltrados inflamatorios (Rekha; Raina; Hamid, 2013).

AlteracBes metabdlicas também sao encontradas devido a exposicdo ao
clorpirifés, ocorrendo interferéncias das vias glicoliticas, resisténcia insulinicas,

alteracdes do perfil lipidico e enzimas pancreéticas, além de alteracbes na estrutura
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hepética. (Peris-Sampedro et al., 2015; Blanco et al., 2020; Liang et al., Zhang et al.,
2021;).

Similar aos trabalhos relatados, em um estudo utilizando peixes expostos a
diferentes concentracdes de clorpirifés durante 28 dias, observou-se lesdes no figado,
com presenca de congestdo sinusoidal, infiltrado inflamatério, e granulos
citoplasmaticos eosindfilos, além da morte de animais na primeira semana de

exposicao (Chaparro et al., 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (OF. CIRC. CEUA N° 034/2021), conforme Anexo
A. Os cuidados e manuseio dos animais foram conduzidos seguindo os principios
éticos na experimentacdo animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de

Animais Experimentacdo (CONCEA).

3.1 Protocolo experimental

Foram utilizados 18 ratos machos da linhagem Wistar, com idade inicial de
22 dias, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL).
Os animais foram aclimatados no Biotério do Laboratério de Toxicologia e Disturbios
Metabdlicos da Reproducdo da UEL, durante 3 dias que antecederam o inicio do
periodo experimental.

No 25° dia pés-natal (DPN), os animais foram distribuidos aleatoriamente
em trés grupos experimentais (n=6 animais/grupo) denominados: grupo controle (C),
grupo clorpirifos 5 mg/kg (G5) e grupo clorpirifos 15 mg/kg (G15). O GC recebeu
apenas o veiculo (6leo de milho) em igual volume. Os animais do G5 receberam
diariamente clorpirifés na dose de 5 mg/kg via gavagem, enquanto o grupo G15
recebeu clorpirifés na dose de 15 mg/kg, diluidos em 6leo de milho. Essas doses foram
baseadas em estudos de exposicao ao clorpirifés. Como variagcdo da menor dose de
efeito adverso observado (LOAEL) para exposicdo do sistema neuroldgico é de 3 a
15 mg/kg, as doses foram definidas a fim de desenvolver um modelo toxicolégico
assintomatico, sem sinais de intoxicacao colinérgica (Breslin et al., 1996). O Clorpirifos
utilizado foi proveniente da Sumitomo Chemical (Klorpan 480 EC [48%], S&o Paulo,
Brasil).

O periodo de tratamento ocorreu entre o 25° e o 65° DPN, que
correspondem ao periodo peripuberal dos ratos Wistar (Clegg, 1960; Ojeda et al.,
1980). Os animais foram acomodados em gaiolas contendo 3 animais por gaiola e
receberam agua e racao da marca ad libitum. O consumo de agua e racdo foram
aferidos a cada trés dias durante todo periodo experimental, além do peso dos

animais, que foram verificados diariamente. Os animais foram avaliados diariamente
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em busca de sinais de toxicidade colinérgica. O biotério foi mantido em condi¢fes de
temperatura constante (23+£2°C) e sob um ciclo claro-escuro de 12h, iniciando-se a

fase clara as 7h da manha.

3.2 Coleta dos materiais

No 41° dia experimental, os ratos (DPN 65) foram mantidos em jejum de 12
horas antes da eutanasia. No momento da eutanasia, os animais foram pesados e
anestesiados com a combinagdo de cetamina 75 mg/kg p.c. (Sedomin® 10%,
Avellaneda, Argentina) e xilazina 10 mg/kg p.c. (Anasedan®, Paulinia, Brasil) e
realizado a eutanasia por exsanguinacdo. O sangue foi coletado em seringas
heparinizadas (Hemofol®, S&o Paulo, Brasil), e centrifugados a 4000 rpm por 10
minutos, para separacéo do plasma, posteriormente armazenado a -20°C.

Apoés a disseccdo de cada animal, o figado foi retirado, pesado em balanca
analitica de preciséo, seccionado, fixado em solucédo de Bouin aquoso por 48 horas e
destinado ao Laboratorio de Analise de Histopatolégica (LAHip) do Departamento de
Histologia da UEL, onde foi realizado o processamento histolégico de rotina para

inclusdo em parafina (Anexo B) histologica e armazenados até a microtomia.

3.3 Andlise histopatoldgica
Em micrétomo semi automatico, foram obtidos cortes histologicos nao

seriados, com 5 um de espessura, destinados aos procedimentos descritos a seguir.

3.3.1 Andlise semiquantitativa

Para a identificacdo das caracteristicas histolégicas hepaticas, dois cortes
histolégicos ndo seriados por animal foram corados com hematoxilina e eosina (HE)
(Anexo C), observados e fotografados em um sistema de captura de imagens
acoplado a um fotomicroscépio (Motic, Xiamen, China) e as imagens foram analisadas
no software ImageJ.

Nestes cortes histologicos corados com HE, em aumento de 400x, foram
obtidas 10 imagens aleatérias da regido adjacente a veia centrolobular, e 10 imagens
adjacentes ao espaco porta. A andlise histopatolégica semiquantitativa foi realizada

considerando os graus de esteatose, inflamacdo lobular, e degeneragéo hidropica
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(Tabela 1) para determinacdo de doenca hepética esteatética associada a disfungéo
metabdlica - MALSD (Tabela 2) (Levene; Goldin, 2012).

Tabela 1 - Sistema de Pontuacéo das Alteracdes Teciduais Hepéatica

Esteatose (0-3) Inflamacao Lobular (0-3) Degeneracao Hidrépica (0-2)
0: <6% 0: Nenhum 0: Nenhum

1:5-33% 1: <2 focos/x 20 campos 1: leve, poucos

2: 34-66% 2: 2-4 focos/x 20 campos 2: moderado, muitos

3: >66% 3: >4 focos/x 20 campos

Espaco aproximado (%) da Numero de focos de infiltrado Espaco aproximado (%) da
imagem ocupado por nos campos  capturados, imagem ocupado por
esteatose, em qualquer grau independente do tamanho. hepatécitos alterados.

de alteracéo.

Tabela 2 - Escore dado pela soma dos graus de esteatose, degeneracéo hidrépica e infiltrado.

Pontuacao de Atividade MALSD: 0-8

0-2 auséncia de MALSD

3-4 incerto para MALSD

5-8 confirmado para MALSD

3.3.2 Tricrémico de Masson para Quantificacdo de Colageno

Para andlise histoquimica, foi utilizado a coloragéo de tricromico de Masson
(Anexo D) para determinacado de fibrose, através da deteccdo de colageno total no
figado. Todas as andlises semi-qualitativas foram conduzidas de forma cega. Para a
avaliacao, foram registradas 10 imagens do parénquima hepatico, em aumento de
100x.

A andlise das fibras de coldgeno total presentes no figado foi conduzida

conforme protocolo adaptado de Levene; Goldin 2012 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Estadiamento de fibrose

Pontuacgéao Definicéo

0 Nenhum

1 Periportal ou perisinusoidal
1A Leve - perisinusoidal e centrolobular (zona 3)
1B Moderado - perisinusoidal e centrolobular (zona 3)
1C Portal e periportal

Portal, periportal e perisinusoidal

Pontes de fibrose entre os vasos

Cirrose

3.4 Analise bioquimica

Para verificar a ocorréncia de lesédo hepética, as amostras de plasma foram
processadas para determinar as concentracdes de aspartato aminotransferase (ALT)
e alanina aminotransferase (AST), usando kits comerciais cinéticos (Labtest®
Diagnéstico S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil) e seguindo as instru¢des do fabricante. A
absorbéancia foi mensurada em espectofotbmetro em 340 nm (MultiskanTM GO
Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific) do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas da UEL e os resultados foram expressos como U/L de ALT e AST
plasmatico.

Para avaliacdo quantitativa da albumina plasmética, kit comercial (Vida
Bioctenologia LTDA, Belo Horizonte, MG, Brasil) foi utilizado seguindo as instru¢oes
do fabricante. A absorbancia foi mensurada em espectofotbmetro em 620 nm
(MultiskanTM GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific) do Departamento

de Ciéncias Fisiologicas da UEL e os resultados foram expressos como g/dL.

3.5 Analise estatistica
A normalidade dos dados foi avaliada usando teste de Shapiro-Wilk. A
comparacao entre as meédias foi realizada por analise de variancia (ANOVA de uma

via), com pos-teste de Dunnet. Em distribuicdo ndo paramétrica, a comparacdo dos
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dados foi realizada por teste de Kruskal Wallis, com pos-teste de Dunn. As diferengas

foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados morfométricos e alimentares

Conforme observado na Tabela 4, ndo foram encontradas diferencas entre
0 peso corporeo inicial e final, peso do figado e consumo alimentar dos animais. No
entanto, o consumo hidrico foi menor no grupo em que foi administrado 15 mg/kg de
clorpirifés.

Tabela 4 - Efeitos no peso corporal, do figado, no consumo alimentar e hidrico apds a administracao
de baixas doses de clorpirifés em ratos no periodo peripuberal.

Grupos
Parédmetros
GC (n=6) G5 (n=16) G15(n=6)
Peso corporeo inicial (g)t 56,500 + 9,149 56,870 + 7,568 52,71 + 6,970
Peso corpdreo final (g)t 292,000 + 46,370 292,60 + 25,13 294,6 + 19,40
Peso do figado (g)* 9,694 +1.517 9,438 +1,132 9.881 +1.330

151,40 (211,60-

H 2
Consumo alimentar (g) 109,40)

164,6 (219,3-112,0)  148,9 (184,4-108,4)

Consumo hidrico (ml)2 226,0 (295,0-150,0)  220,0 (300,0-155,0) 165,0 (245,0-121,3)*

GC: ratos do grupo experimental que receberam o veiculo (6leo de milho); G5: ratos do grupo
experimental que recebeu 5 mg/kg de clorpirifés; G15: ratos do grupo experimental que receberam 15
mg/kg de clorpirifés. tDados apresentados como média * desvio padrdo, analisados por ANOVA de
uma via, pos-teste de Dunnett. ?Dados representados por mediana e intervalo interquartil, analizados
por Kruskall-Wallis, pos-teste de Dunn, *P<0,05 em relacao ao GC.

4.2 Caracteristicas histopatologicas

Conforme visualizado na Tabela 5, as alteracGes histopatolégicas estdo
presentes em todos os grupos. Contudo, no grupo em que foi administrado 15 mg/kg

de clorpirifés, observa-se mais alteracdes.

Tabela 5 - Escore atribuido para avaliagdo das alteragdes histopatoldgicas em ratos Wistar
peripuberais apds a administracdo de clorpirifés.

Inflamacgéo Lobular Degeneracéo
(0-3) Hidropica (0-2)
Controle 0 0 2

Grupos Esteatose (0-3)
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G5 0 0

G15 1 0 2

Legenda: GC: ratos do grupo experimental que receberam o veiculo (6leo de milho); G5: ratos do grupo
experimental que recebeu 5 mg/kg de clorpirifés; G15: ratos do grupo experimental que receberam 15
mg/kg de clorpirifés. Esteatose: score 0: <33%; score 1: 5-33%. Inflamacao lobular: Score 0: nenhum
foco inflamatério. Degeneracgédo Hidropica: score 1: leve; score 2: moderado.

A coloracdo com HE, seguido das avaliagdes realizadas, demonstrou grau

leve de esteatose apenas no grupo G15 (Figura 3).

Legenda: Fotomicrografias de esteatose hepatica (grau |) (seta amarela), nos grupos GC (A), G5(B)
e G15 (C). Coloragéo HE. Barra: 10 um. GC: ratos do grupo experimental que receberam o veiculo
(6leo de milho); G5: ratos do grupo experimental que recebeu 5 mg/kg de clorpirifés; G15: ratos do
grupo experimental que receberam 15 mg/kg de clorpirifds

N&o foram encontrados focos inflamatorios nos grupos experimentais. Ja a
presenca de degeneracéo hidropica (Figura 4) foi observada em todos 0s grupos.

Figura 4 - Alteracdes histopatoldgicas: degeneracédo hidrépica

0 i * e"

Legenda: Fotomicrografias de degeneracéo hidrépica (circulo vermelho) nos hepatécitos do grupo C
(A), G5 (B) e G15. Coloragdo HE. Barra: 10 um. GC: ratos do grupo experimental que receberam o
veiculo (6leo de milho); G5: ratos do grupo experimental que recebeu 5 mg/kg de clorpirifés; G15:
ratos do grupo experimental que receberam 15 mg/kg de clorpirifos

Apés analise da pontuacdo obtida, foi indicada incerteza de MALSD apenas

nos animais do grupo G15 e auséncia nos grupos GC e G5 (Tabela 6).



30

Tabela 6: Determinacdo de Doenca Hepatica Esteatdtica Associada a Disfuncdo Metabélica (MALSD)

GRUPOS ATIVIDADE DE MALSD
GC Negativo

G5 Negativo

G15 Incerto

GC: ratos do grupo experimental que receberam o veiculo (6leo de milho); G5: ratos do grupo
experimental que recebeu 5 mg/kg de clorpirifés; G15: ratos do grupo experimental que receberam 15
mg/kg de clorpirifés.

4.3. Caracteristicas histoquimicas

Foi constatada a presenca de fibrose portal leve (pontuagédo 1) em todos os
animais, independente do grupo experimental, indicando que a administracdo de

clorpirifés nao causou alteracdes neste parametro (Figura  5).

Figura 5 - Caracterizacao de fibrose tecidual

Legenda: Fotomicrografias da regido portal com marcagdo de colageno (azul), evidenciando fibrose
portal leve no parénquima hepatico do C (A), G5 (B) e G15. Coloragao Tricrdmico de Masson. Barra:
50 um. GC: ratos do grupo experimental que receberam o veiculo (6leo de milho); G5: ratos do grupo
experimental que recebeu 5 mg/kg de clorpirifés; G15: ratos do grupo experimental que receberam 15
mg/kg de clorpirifds

4.4. Avaliacéo de lesdo e funcédo hepatica
Na avaliacao da concentracdo plasmatica de ALT e AST para determinacéo
de leséo hepatica ndo foram encontradas diferencas, conforme mostra a Figura 6.

Figura 6 — Concentracfes plasmaticas das enzimas hepéticas alanina aminotransferase (ALT) (A) e
aspartato aminotransferase (AST) (B) de ratos Wistar apos a administracdo de clorpirifés no periodo
peripuberal.
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GC: ratos do grupo controle que receberam 6leo de milho; G5: ratos do grupo experimental que
receberam 5 mg/kg de clorpirifés; G15: ratos do grupo experimental que receberam 15 mg/kg. Valores
expressos como média e desvio padrao da média. ANOVA de uma via, pos-teste de Dunnett (P<0,05).

Para avaliacdo de funcéo hepatica, foi dosada a concentracdo de albumina no
plasma, que indicou diferenca entre os grupos que receberam clorpirifés e o GC

(Figura 7).

Figura 7 - Concentragdo plasmatica de albumina em ratos Wistar apos a administragéo de clorpirifos
no periodo peripuberal

0.0030
59 <0.0001
4 —

Albumina (g/dL)

T
G5 G15

Legenda: GC: ratos do grupo controle que receberam 6leo de milho; G5: ratos do grupo experimental
que receberam 5 mg/kg de clorpirifés; G15: ratos do grupo experimental que receberam 15 mg/kg.
Valores expressos como média e desvio padrdo da média. ANOVA de uma via, pés-teste de Dunnett

(P<0,05).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administracdo de baixas doses de
clorpirifés pode causar alteracdo nas concentracfes plasmaticas de albumina, na
ingestao hidrica e resultar em alteracGes hepaticas leves, que remetem a incerteza
para a manifestacdo de MALSD.

De acordo com os dados obtidos neste estudo, observou-se que a
administracédo de 5 e 15mg/kg de clorpirifés a ratos Wistar peripuberal ndo influenciou
0 peso corpéreo, o peso do figado e o consumo alimentar, mantendo os valores
estaveis. Os resultados condizem com um estudo encontrado na literatura, onde o
peso corporal de ratas gestantes expostas a doses similares, de 5,4 mg/kg e 13,5
mg/kg de clorpirifés, via gavagem durante 21 dias néo relatou diferenca no peso
corpdreo e consumo alimentar em comparagao ao grupo controle. No mesmo estudo,
a prole das ratas também néo apresentou diferenca no peso corporal médio no DPN
21 (Abderrahim et al, 2020).

Quanto a baixa ingestdo hidrica observada, essa alteracdo pode estar
relacionada a alteragbes hormonais, neurologicas e no equilibrio osmatico (McKinley
et al., 2006). Um dos 6rgéos responséaveis pelo controle osmotico no organismo € o
rim, que realiza processos de absorcdo e reabsorcdo da agua, conferindo a
manutencado hidrica e eletrolitica no organismo (Faria et al;. 2019). Em casos de leséo
tecidual, a funcionalidade renal pode ser afetada, por meio de disfuncdes nos
processos de reabsorcado, resultando em retencdo do liquido corporal e podendo
influenciar na percepcao da sede e desidratacéo (Lindeman et al., 2001). A presenca
de lesdes renais pode estar associada a toxicidade causada pela acdo de compostos
guimicos, como os agrotoxicos (Mossini; Nishiyama; Machado; 2017). Um estudo
onde foram administradas doses de 10 mg/kg de clorpirifés e 50 mg/kg de clorpirifés
+ fungicida carbendazim (CBZ) em ratas, via gavagem durante 7 dias, foram
verificadas alteracdes nos niveis de ureia e creatinina e teciduais, com presenca de
infiltrados inflamatdrios renais em ambos grupos, e presenca de degeneracao
hidrépica nos animais que receberam ambos os compostos. Neste estudo citado,
embora ndo haja dados sobre a ingestdo hidrica, comprova-se que a exposicdo ao
clorpirifécs pode levar a danos nos rins, podendo indicar alteragcbes de sua
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funcionalidade (Abolaji, et al., 2017). No presente trabalho, os estudos das possiveis
alteracOes renais estdo em andamento.

Em relacdo a esteatose hepatica, € definida como um aglomerado lipidico
nos hepatdcitos, formada a partir da sintese de triglicerideos por meio dos acidos
graxos, pode ser ocasionada por uma dieta rica em gordura, disfuncées metabdlicas,
e intoxicacbes (Valls et al., 2006). A acdo dos inseticidas podem influenciar na
deposicao de gordura nos hepatdcitos, devido aos efeitos toxicos que podem alterar
0 metabolismo (Cano et al., 2021; Ford et al., 2017). Similarmente a nosso trabalho,
um estudo onde ratas Wistar foram expostas a baixas doses de 3 mg/kg e 6 mg/kg de
clorpirifés via gavagem, durante 4 semanas, foi possivel observar esteatose nos
grupos expostos a clorpirifés comparado ao grupo controle, o0 que corrobora nossos
resultados, indicando que a exposicdo a clorpirifés pode promover maior deposi¢cao
de gordura nos hepatdécitos (Ezzi et al., 2016).

A presenca de infiltrado inflamatério no figado é uma resposta imunolégica,
onde ha o recrutamento de macrofagos, linfocitos entre outras células na presenca de
lesdo tecidual (SI-Tayeb; Lemaigre; Duncan, 2010). A auséncia dos focos
inflamatorios neste estudo indica que a administracdo de clorpirifés ndo ocasionou
danos hepéaticos que desencadeassem uma resposta inflamatéria. O resultado obtido
diverge de um estudo publicado em 2019, onde foi detectada a presenca de infiltrado
inflamatério em ratos Wistar com 8 semanas expostos a doses de 5 mg/kg de
clorpirifés durante 21 dias (Owumi; Din, 2019).

Outro achado histolégico em todos os grupos, foi a presenca de
degeneracdo hidropica nos hepatdcitos. A degeneracdo hidropica é caracterizada
como o0 acumulo de agua no citoplasma, causada pelo desequilibrio osmoético e
atividades de absorcédo e reabsorcdo da agua (Miranda; Santos, 2008). Em casos de
les&o tecidual, pode ser uma das primeiras alteracdes a ser encontrada, variando em
sua intensidade, podendo ser reversivel (Abdelhalim e Jarra, 2011). Nossos
resultados indicam que a exposicéao a clorpirifés ndo esta associada ao surgimento de
degeneracéao hidropica. Entretanto, um estudo realizado com ratos Wistar expostos a
doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg via gavagem, durante 8 semanas consecutivas, pode
ser observado a presenca de degeneracdo hidrOpica nos grupos expostos a

clorpirifés, indicando leséo tecidual devido a exposigéo (Tripathi; Srivastav, 2010).
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A fibrose € caracterizada pela presenca excessiva de colageno,
desencadeado pelo reparo de lesGes causadas no tecido, podendo evoluir a casos de
cirrose (Andrade, 2005). A presenca de colageno € comum ao redor dos vasos,
estando associada a fung¢des estruturais, como suporte, além de importancia em
casos de lesbes (Figueira, et al., 1993). Nossos resultados se assemelham a um
estudo publicado por Ravikumar e colaboradores (2022), que avaliaram os efeitos
oxidativos e alteracdes histologicas em dois grupos de ratos Wistar, onde o primeiro
grupo era expostos a doses de 25mg/kg de clorpirifés via gavagem, durante 28 dias,
e 0 outro a doses de 25mg/kg com a combinacdo de 22,9 mg/kg de cadmium. No
estudo, foi encontrado fibrose periportal moderada apenas em ratos expostos pela
combinacédo dos compostos, indicando que a exposicdo isolada de clorpirifés néo foi
capaz de causar danos que levem a severa reparacao tecidual em dose maior.

A MALSD pode ser encontrada em situagdes de agravamento de altera¢oes
teciduais, principalmente o acumulo de gordura nos hepatécitos, causados pelo
aumento de triglicerideos no tecido, que podem ser agravados em inflamacéao tecidual,
degeneracéo hepatocelular e fibrose. Esses fatores podem ser desencadeados por
disfuncdes metabdlicas, dietas hipercaldricas e fatores genéticos (Contos et al., 2004,
Calzadilla; Adams; 2016). Na literatura € possivel encontrar dados que relatam a acéo
de inseticidas no desenvolvimento de MALSD, causada pelo agravamento de
disfungdes metabolicas, como o aumento da lipogénese (Yang; Park, 2018). Um
estudo com células in vitro incubadas com doses de 0; 1,25; 5; 20 e 80 uM de
clorpirifés relatou o aumento da concentracdo de triglicerideos, desencadeada pelo
aumento de acidos graxos livres, e aumento da lipogénese hepatica, em células
induzidas com 20 e 80 yM de clorpirifés, indicando que clorpirifés influéncia no
desenvolvimento de MALSD (Howell et al., 2016).

As enzimas ALT e AST sao marcadores para determinagdao de leséo
hepatica. Um aumento de suas concentracdes na circulagdo sanguinea, indica que
foram liberadas das células hepéticas, devido a lesbes teciduais, que podem ser
causadas pela acdo de compostos toxicos, e alteragcdes metabdlicas (Zamin et al,
2002). Nossos resultados diferem parcialmente de um estudo conduzido em 2017,
gue demonstraram aumento da atividade de ALT e AST em ratos Wistar adultos

expostos a doses de 10 mg/kg de clorpirifés, via gavagem durante 30 dias. No mesmo
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estudo, ratos expostos a doses de 5 mg/kg de clorpirifés mantiveram niveis normais
das enzimas comparado ao grupo controle (Peiris e Dhanushka, 2017). Em outro
estudo, a administracdo de doses de 5 mg/kg em ratas Wistar adultas, via gavagem,
durante 21 dias, causou 0 aumento das enzimas transaminases (Tanvir et al., 2016).

Outro marcador importante para determinar a funcdo adequada do figado é
a albumina, a proteina mais abundante no plasma sanguineo. Alteracdes hepaticas
geralmente sédo associadas a diminuicdo na sua concentracdo plasmatica (Vannucchi;
Unamuno; Marchini; 1996). Casos de hiperalbumina geralmente estdo associados a
desidratacdo, que pode ser desencadeados por fatores de estresse fisioldgico, e
utilizacdo de compostos quimicos (Mutlu et al, 2006). Nossos resultados, no entanto,
diferem da maioria dos estudos apresentados na literatura, onde a administracéo de
clorpirifés geralmente causa reducdo nas concentracdes plasmaticas de albumina.
Um experimento realizado por Fayinminnu e colaboradores (2017), apresentou
resultados onde a administracdo de doses de 18,9 mg/kg de clorpirifés ndo revelou
diferenca nas concentracfes de albumina comparado ao grupo controle, entretanto,
no mesmo estudo, a exposicao de ratos a dose de 25,9 mg/kg de clorpirifés ocasionou
uma reducdo dos niveis de albumina, indicando a diminuicdo da funcdo hepatica
ocasionada pela exposi¢ao ao clorpirifés. Em um outro estudo, ratos Wistar machos e
fémeas receberam doses de 6,75 mg/kg de clorpirifés via gavagem, durante 28 dias
consecutivos, onde a concentragao plasmatica de albumina néo apresentou diferenca

entre 0s grupos experimentais (Mansour; Mossa, 2010).
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que a administragdo de baixas doses de clorpirifés causa
toxicidade hepatica leve, mantendo a arquitetura tecidual parcialmente preservada em
ratos machos peripuberais. Os resultados apresentados para as concentracdes
plasméaticas de albumina foram inconclusivos, porém indicam que pode haver
comprometimento da funcdo hepéatica, mesmo em resposta a baixas doses do
inseticida. Assim, devido a diversidade de casos demonstrados na literatura com
lesBes hepaticas associadas a exposicao ao clorpirifés junto com os achados deste
estudo que demonstram alteracbes histopatoldgicas leves e alteracdo na
concentragcdo de albumina, faz-se necessaria a continuidade dos estudos a fim de

compreender 0s mecanismos que levam a sua toxicidade.
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ANEXO A - Oficio da Comisséo de Etica no Uso de Animais

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSA0 DE ETICA 50 US0 DE ANIMAIS

OF . CIRC. CEUA N™ 03402021
Londrima, 01 de abnl de 2021.

Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projelo intitulado: *Efeitos sistémicos ¢ reprodutivos da exposiciio ao chorpirifiss
durante o periode peripubernl de ratos Wistar™ protocolo CEUA n® 0132021 sob a responsabalidade de
Fibis Goulart de Andrade, que envolve a produgdo, mamitengie e'ou utilizagio de animas pertencentes xo filo
Chordata, subfilo Verichrata (excete o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou emsino), emcontra-se de
acordo com os precesios da Lei n® 11,754, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.894%, de 15 de julho de 2009,
¢ com as normas editadas pelo Conselbe Nocsomal de Controde da Expenmentagio Ammal (CONCEA), ¢ fo
aprovado pela Comssdo de Etica no Use de Animais da Universsdade Estadual de Londnma (CEUA/UEL) no dia
01/04/2021.

Este projete tiem por abjetivo verificar os efenlos sisiémicos ¢ reprodutives da exposigio ao clompirifos
durante © periodo peripuberal de mtos Wistar. Girsu de invasividade: Z.

Finalicluade [ ) Ensano (X)) Pesguisa ceentifica

Vigéncia da nutorizagio 19043021 a 1802024

Espé limh ragi Ralo beteropémicn’ Wistar

N de animais 3

Feso! ldwde 22 dias

Sexe Machos

Drigem Biobémo Central da UEL.

Amastras o serem coletadas | Sangue, testiculos, epididimos, prosiata, ductos deferentes. figado, glandulas
adrenais, nns, miesting: jejuno proximal ¢ colom dis@l. tecide adiposo
perivisceral.

Cumpre orientar que caso pretendami-se quaisquer alberagdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o povo protocolo a apreciagio da CEUAUEL anternormente a execugio das modificagtes.

Em cumprimento s exigéncins de Conselho Nocional de Controle de Experimentacio
Animal (CONCEAL em wbé 30 dins da finalizscie do projeto de pesquisa oo extensio envolvends o uso de
umimuis (verificar periodo de vigéncim expresss meste oficio). ¢ necessdrio encaminhar relatirio da
desericio de wse de snimais  parn cenn@uelbr. conforme modele disponivel na site da CEUA:
ttpz/www. nel bricomites've mn' pages relatorio-de- projetos.php.

Coloco-me a disposigio para quasquer esclarecimentos que se firerem pecessarios. Sem mais para
o momenin, subscrevo-me, cordalmenie,

Feug® e Mania Fernamla

Wlamier Fimrmplow T Gt

Frof*. Dr* Maria Fernanda Rodrigues Gracano
Coordemadora da CEUAUEL

T (n) Sr.in)

Prof. (a) Dir. (0} Fibio Goulart de Andrude

Respomsiavel pelo propeio

C/C para a Chehia do Departamento de Hstologia {OCB
C/C para a Diregio do Centro de Ciéncias Biologwcas' CCH
C/C para o Biotémo Central da UEL! CCB
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ANEXO B - PROTOCOLO DE INCLUSAO EM PARAFINA
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ETAPA TEMPO
ALCOOL 92% OU 95% | 20 minutos
ALCOOL 92% OU 95% I 20 minutos
ALCOOL 92% OU 95% I 20 minutos

ALCOOL 100% I 20 minutos
ALCOOL 100% I 20 minutos
ALCOOL 100% i 20 minutos

XILOL | 20 minutos

XiLoL u 20 minutos

XILoL m 20 minutos

XILOL IV (ESTUFA) 20 minutos

PARAPLAST®E | 20 minutos

PARAPLAST® I 20 minutos

PARAPLAST® Il 20 minutos

PARAPLAST® IV 20 minutos
INCLUSAQ EM FORMA DE SILICONE

ANEXO C - COLORACAO EM HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

ETAPA TEMPO
XILOL | 3 MINUTOS
XILOL 1l 3 MINUTOS
ALCOOL 100% 1 MINUTO
ALCOOL 95% 1 MINUTO
ALCOOL 70% 1 MINUTO
AGUA DESTILADA, 1 MINUTO
HEMATOXILINA® 10 MINUTOS
AGUA DESTILADA, 3 TROCAS
1% ACIDO ACETICO GLACIAL EM 45 SEGUNDOS
ETANOL 95%
AGUA DE TORNEIRA 5 MINUTOS
AGUA DESTILADA 3 MERGULHOS
EOSINA® 0,25% 2 MINUTOS
AGUA DESTILADA 3 TROCAS
ALCOOL T0% 10 MERGULHOS
ALCOOL 95% 1 MINUTO
ALCOOL 100% 1 MINUTO
ALCOOL 100% 1 MINUTO
XILOL 3 MINUTOS
XILOoL 3 MINUTOS
MONTAR LAMINAS

ANEXO D - COLORACAO TRICROMICO DE MASSON



ETAPA TEMPO

XILOL I 3 minutos
XiLoLn 3 minutos
ALCOOL 100% 3 minutos
ALCOOL 95% 3 minutos
ALCOOL T0%*s=s 3 minutos
AGUA DESTILADA 3 minutos
ACIDO PICRICO ALCOOLICO 5 minutos
SATURADO®
AGUA CORRENTE 5 minutos
ESCARLATE + FUCSINA® 1 minuto
AGUA DESTILADA 3 vezes
ACIDO FOSFOTUNGSTICO + 15 minutos
FOSFOMOLIBIDICO®
AZUL DE ANILINA® 3 minutos
ACIDO ACETICO 1% 3 minutos
AGUA DESTILADA 3 vezes
ALCOOL 70% 3 veres
ALCOOL 95% 1 minuto
ALCOOL 100% 1 minuto
ALCOOL 100% 1 minuto
KILOL + ALCOOL (1:1) == 1 minuto
XKILOL {18) 3 minutos
XKILOL{17) 3 minutos

Montagem com Balsamo do Canada

Tempo Total £ 1 hora e 10 minutos.




