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RESUMO

Faz-se uma revisio do mecanismo de toxicidade do paraquat e do diquat. Discute-se a geragdo de
multiplas formas téxicas de oxigénio. Atribui-se a fixa¢io pulmonar do paraquat & entrada deste deste
composto nos pneumocitos por um mecanismo de concentragiio activa, que, em condigdes normais,
concentra poliaminas. Fazem-se considerages sobre tentativas terapiuticas.

SUMMARY

Paraquat and Diquat: Toxicity Mechanisms.

The authors review the mechanisms of paraquat and diquat toxicity. They discuss the generation of
multiple toxic active forms of oxygen. The pulmonary concentration of paraquat seems to be due to a
mechanism of active concentration, which seems to be used by polyamines and diamines in normal
situations. Considerations on therapeutics attemps are made.

INTRODUCAO

Em 1947 pesquisavam-se compostos herbicidas associados
a um detergente, o brometo de dodecil-trimetilaménio, um
sal de amdnio quaternario (Fig. 1).
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Figura | —Compostos quaternrios de amoénio com propriedades
herbicidas. Apresenta-se também a férmula da putrescina. Esta tem
atomos de azoto sensivelmente & mesma distdncia a que estes estdo
no paraquat. Ambos sfo concentrados nos pneumocitos pelo mesmo
mecanismo.

Curiosamente verificou-se que este detergente tinha pro-
priedades herbicidas, e dai terem-se pesquisado outros com-
postos quaterndrios de aménio com este objectivo. Entre eles
o diquat (DQ) revelou-se um herbicida potente. Dado que se
tratava de um composto bi-piridil quaterndrio, nos anos
seguintes estudou-se a capacidade herbicida de compostos
similares ja existentes ou recém-sintetizados. O paraquat
(PQ), dimetil-bipiridil, era um composto conhecid(_) d_esdc o
século passado, € que tinha sido utilizado como indicador
redox (viologénio). Em varios estudos revelou-se um herbi-
cida superior ao DQ'.

Estes dois compostos sdo hoje utilizados a escala mundial
como herbicidas. A sua aplicagdo nos campos em condi¢Ses
apropriadas ¢ isenta de riscos. Contudo, tem havido numero-
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sos acidentes, quer devidos a falta de cuidado, quer em resul-
tado da sua utilizagio com fins suicidas. Sio compostos com
toxicidade selectiva, o pulmio para o PQ, o cristalino, no
caso do DQ'.

Estes compostos sdo susceptiveis de sofrer redugio de um
electrdo, independente do pH. Este electrio ndo é atraido
pelas cargas positivas dos dtomos de azoto, mas permanece
deslocalizado nas 12 posi¢Ses nucleares do dicatido bipiridil.
As cargas positivas dos azotos sd0 apenas parcialmente neu-
tralizadas, formando uma estrutura de ressonincia muito
estavel. O potencial redox do DQ=-349mV e do
PQ=—-446mV.

Um composto com estas propriedades estd em condigSes
ideais para receber continuamente electrées de compostos
como o NADPH, principal coenzima reduzido do nosso
organismo, € de os fornecer ao oxigénio, elemento que entra
preferencialmente em redugdes por um unico electrdo.

As consequéncias para o organismo sio pois em primeiro
lugar o esgotamento do potencial redutor do NADPH e em
segundo lugar a formagdo continua de grandes quantidades
de radical superéxido (O,), tendo como intermediario um
ciclo vicioso de oxidag¢do-redugdo continua das formas oxi-
dada ¢ reduzida do PQ (Fig. 2).
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Figura 2 — Esgotamento do potencial redutor do NADPH e geragio
de quantidades equivalentes de radical superéxido (O,) através do
ciclo redox do PQ.
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O PQ pode ser toxico por ingestdo, por absor¢fo cuti-
2 . - . . ~
nea 2, penetrando através de feridas®, ou ainda por inalagio *.

MECANISMO DE LESAO

Conforme vimos o PQ forma um ciclo redox, através do
qual sdo transferidos electrées do NADPH para o oxigénio,
gerando superdxido. Este é provavelmente o mecanismo fun-
damental. O superoxido ¢ agora neutralizado pela superd-
xido dismutase (SOD) com formagdo de peréxido de
hidrogénio:

= + S0D
202+2H ——~H202+02

Na presenga de metais o0 O, e o H,O, podem reagir for-
mando radicais hidroxil, muito mais lesivos:

= _Fe, Cu . -
Hy0p + 0y ———= HO" + OH +0,

Kohen et al. demonstraram que tanto o ferro como o
cobre potenciam a morte de E. coli na presenga de PQ. Pelo
contrario, a desferroxiamina (quelame do ferro e neutraliza-
dora de radicais) impede esta ac¢do’

Sugerem o seguinte esquema para mterpretar 0s seus
resultados:

NADPHX X X X
{n-1) =
NADH pth-tit 0,

M= metal

Contudo, Winterbourn® admite que o PQ possa reagir
directamente com o per6xido de hidrogénio, gerando radi-
cais hidroxil:

POt 4 Hy0, — P2t 4+ OH™ + HO"

Youngman et al.® sugerem a formagdo de cripto-radicais
hidroxil, ligados ao PQ que, reagindo com compostos como
a metionina, os destruiriam, gerando etileno:

pe%*t + - — pPot

PQt 4+ 0, — PQ%* + 05

- + S0D
202+2H —'-H202+02

PQt . OH L OH” O
Ve o B R L
Hy0, ~ OH ~ 0K / OH"

CH3-S-CH2-—R

(metionina)

—_— PQ?'+ + 20H + C,H, + outros produtos

Kobayashi et al' admitem a formagio de oxigénio sin-
gleto ('0,) em eritrocitos mcubados com PQ. Com efeito, a
histidina, que neutraliza 'O, impede a hemdlise.
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Em resumo, podemos concluir que todas as formas activas
de oxigénio(O,, 'O, H,0, HO') duma ou doutra forma,
acabam por ser produzidas. Todavia, a grande capacidade

lesiva do 'O, e do HO® devem desempenhar um papel fun-

damental nos mecanismos de toxicidade.

A geragdo de O, pelo PQ tem como resuitado a activagdo
da guanilato ciclase e o aumento da forma¢do de GMP
ciclico. Este fendmeno ¢ inibido por SOD, mas ndo por cap-
tadores de outros radicais "

Em tecido pulmonar demonstrou-se que a ac¢do da hista-
mina e do isoproterenol, aumentando a produgdo de AMP
ou de GMP ciclicos, era inibida por incubacdo prévia com o
PQ, pelo que a produgdo de segundos mensageiros ficava
afectada

Um problema ainda em discussdo consiste em saber se
existe peroxidagdo lipidica em consequéncia da acgdo do
PQ. Talcott et al'*, em estudos com microssomas, demons-
tram a eleévagdo para o dobro da quantidade de lipoperéxi-
dos, que ndo ¢ evitada pela presenga de SOD e de catalase.
Isto faz pensar que a lipoperoxidagfio seja independente da
presenga de radicais de oxigénio e resulte da acgdo directa do
PQ, mudando o estado redox do ferro:

[o]

NADPH Fp

NADP ™ Fpe- PQ Felt R-C-R
X X X 9.

Fp- PQ" Fedt R-C-R + OH

FP - flavoproteina

Porém, esta ndo é a experiéncia de outros Autores.
Steffen et al.'® medem a expiragio de etano em ratos que
respiram oxigénio puro. Estes ratos sdo injectado i.p. com
50mg/kg de PQ. Tém sinais de insuficiéncia pulmonar as 3
horas e morreram as 24 horas. Contudo a expiragdo de
etano eleva-se minimamente e ndo permite demonstrar pero-
xidagdo lipidica. Também o doseamento de malonil dial-
deido e a pesquisa de dienos conjugados é negativa. O etano
provém da degradagdo por lipoperoxidagdo de acido linolé-
nico € outros acidos w-3 insaturados, ao passo que os acidos

w-6 insaturados (linoleico, araquidénico) produzem pentano,

quando peroxidados.

Também Kobayashi et al. ' nos seus estudos de hemdlise
induzida pelo PQ ndo confirmam a formagdo de lipoperoxi-
dos. Segundo estes Autores a hemdlise é proporcional & con-
centrnag¢do de PQ no meio, sendo maxima a
concentragio= 1,00mM; Eritrocitos com maior actividade
de SOD sofrem maior percentagem de hemdlise, ao passo
que na presenga de dietilditiocarbamato (inibidor da SOD)
eles se tornam mais resistentes (ndo ha formac¢io de H,0O,
nem de HO®). Na trissomia 21 (SOD aumentada) o grau de
hemolise é maior. A adigdo de SOD ao meio remove O, do
exterior e inibe a hemolise. Porém, a catalase nido tem efeito
protector (H,O, nfo sai do eritrocito, ao passo que o O, sai
pelo canal anidnico).

Em resultado da deplecio de NADPH o glutatido ¢ oxi-
dado (GS-SG) e a sua concentragdo duplica. No figado uma
grande parte sai do hepatocito e segue para o espaco biliar.
Outra parte reage com grupos SH de proteinas, formando
bissulfuretos mistos

proteina-SH + GS-SG — proteina-S-SG + GSH



A baixa de NADPH reflecte-se em todas as células. Tam-
bém os macrofagos, quando espoliados deste coenzima dei-
xam de produzir superéxido durante a fagocitose, pois a
dioxigénio redutase ndo funciona ' (NADPH +
+0, — NADPH*™0,).

Estudos em cultura de pneumocitos tipo I expostos a PQ
0,3mM na presenga de concentragdes varidveis de O , permi-
tem verificar que em hipdxia o nimero de células vidveis se
mantem, mas diminui em norméxia ou em hiperdxia, mesmo
adicionando SOD".

Por outro lado, um efeito da geragdo de O, pelo paraguat
no pulmio é o estimulo de formag¢do de colagéneo, que ¢
abolido por SOD. A incorporagido de prolina aumenta até
35% as 24 horas".

Num artigo de revisdo recente, Smith " afirma que o PQ
se acumula nos pneumocitos tipo I e tipo 11 por um sistema
que depende de energia e que também acumula diaminas e
poliaminas. Quando o PQ é dado por via oral, a concentra-
¢do no plasma mantém-se constante até as 30 horas, ao
passo que a concentra¢io no pulmio aumenta 6 € 7 vezes
durante este periodo. Também o cérebro acumula PQ,
embora em menor grau. O efluxo de PQ do pulmdo tem 2
componentes: um rapido, que depende de difusdo do PQ do
espago extracelular e um componente lento com a cinética de
eliminagio de 1! ordem e T | /= 17h. Admitiu-se a hipotese
que o processo de acumulagio de PQ fosse normalmente uti-
lizado para a acumula¢io de componentes esseciais ao meta-
bolismo pulmonar. Hoje pensa-se que a diamina putrescina é
o composto que, em situagdo normal, é concentrado nos
pneumocitos. Ela tem uma semelhancga estrutural com o PQ
e bloqueia a acumulagdo deste herbicida. E, pois, provavel
que uma infeliz coincidéncia tenha fornecido ao ser humano
um mecanismo para concentragio por transporte activo de
poliaminas, essenciais para os processos de genética molecu-
lar, e que um tdxico seja capaz de usar este mesmo sistema
para se concentrar activamente no interior das mesmas célu-
las (Fig. 1).

DOSEAMENTO DO PQ NOS TECIDOS E NO PLASMA

Diversos métodos tém sido utilizados para determinagio
de herbicidas nos tecidos e no plasma '. Entre eles existe um
radioimunoensaio muito especifico para o PQ, que permite
dar resultados em cerca de meia hora, sendo 1til em servigos
de urgéncia. Este assunto foi revisto hd pouco tempo entre
nés por A.T. Lopes %, que nos seus estudos utilizou a croma-
tografia liquida de alta resolugio (HPLC). Fell et al*' refe-
rem -bons resultados utilizando espectroscopia diferencial.
Consideram o método simples e preciso.

Com estes métodos foi possivel seguir a evolu¢do da con-
centra¢io de PQ no plasma e nos tecidos apds ingestdo ou
administragio intraperitoneal ou outra.

TOXICIDADE: Devemos, porém, notar que, em traba-
lhos experimentais realizados em murganhos, se verificou
que a toxicidade do PQ variava consoante o solvente empre-
gado era agua ou soro fisioldgico. No segundo caso a toxici-
dade é menor. Pensa-se que a absorgdo de PQ dissolvido em
dgua é mais rapida e dela resultam maiores concentragdes,
quer no Plasma quer nos tecidos, ¢ também uma excrecdo
reduzida .

Num estudo feito no rato Kurisaki et al * estudam a dis-
tribui¢io de PQ e de DQ no figado, no rim, no pulméio, no
cérebro e no coragdo. A concentragio de PQ é méxima as
24 h, ao passo que a de DQ ¢ maior as 2, excepto no rim. O
PQ provoca lesdo pulmonar grave as 24 horas, ao passo que
o DQ pouco afecta o pulmio, mas causa distensio intestinal
e diarreia. A LDy é de 15mg PQ/Kg i.p. e de 23Img
DQ/Kg por via oral.

Ap6s administragdo de PQ surgem patéquias subpleurais
no pulmio as 2 horas, que sdo mais extensas as 24 horas. A
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morte resulta da congestdo pulmonar. O figado estd conges-
tionado ¢ o peso do rim aumenta. Outros 6rgdos ndo t€m
grandes anomalias.

Com o DQ, as 2 horas o estdmago esta distendido e as 24
horas todo o intestino, em especial o cego. O pulméo revela
congestdo e hemorragias, porém, menos graves que com PQ;
também o figado estd menos congestionado.

Em resumo, ap6s administragdo oral de PQ, as 2 horas a
concentragio € elevada no rim e no pulmio, e as 24 horas
em todos os érgdos, as 48 horas é muito menor. Com 0 DQ
a concentragdo é maxima as 2 horas e diminui as 24 horas,
excepto no rim.

Um estudo realizado no cdo com PQ i.v. revela que doses
baixas sio rapidamente excretadas na urina por secregdo
activa, inibida competitivamente por N-metilnicotinamida.
Doses elevadas causam faléncia renal. A concentracdo plas-
mética revela um declinio triexponencial, que sugere um
modelo de 3 compartimentos. O compartimento de captagio
lenta inclui o pulmio?.

Waddell et al® utilizam murganhos a que injectam PQ
radioactivo e estudam por auto-radiografia a localizagdo.
Esta surge na melanina, no pulméo, no plexo coroideu, no
musculo e nas vias excretoras (tubo contornado proximal do
rim, figado, vesicula, intestino). No pulmio a radioactivi-
dade aumenta em 4reas discretas ndo identificadas. O PQ
interfere com a formagdo de surfactante. Contudo, a admi-
nistra¢io de colina (também um composto quaternario de
aménio) ndo aumenta a sobrevivéncia.

No homem a LDg, por via oral é calculada entre 33 e
50 mg/ kg e a dose uniformemente letal cerca de 183 mg/ kg '.

A ingestdo de uma dose toxica é acompanhada por graves
alteragbes digestivas, devidas a irritagdo local. Segue-se uma
segunda fase hepato-renal e por fim as alteragdes pulmona-
res, que sdo em regra a causa de morte 2,

Casos de pseudo-difteria foram descritos, que podem levar
a um sério atraso no diagndstico € na terapéutica”.

A intoxica¢do pelo DQ, embora menos tdxico, também €
grave, podendo causar a morte devido a alteragdes do tubo
digestivo, do sistema nervoso ou renais, mas ndo

pulmonares *.

TOXICIDADE HEPATICA: Matsumori et al. * adminis-
trardm PQ a ratos por via oral, seguindo-se um estudo por
microscopia electronica.

Verificou-se a existéncia de congestdo e de lesdo hepatoce-
lular com infiltragdo gorda, desgranulagfo do reticulo endo-
pldsmico rugoso e proliferagio do reticulo endoplasmico
liso.

Diminui o niimero de granulos de glicogénio e hd inchago
mitocondrial 4 volta das veias centrolobulares s 6 horas. As
12 horas a lesdo centrolobular aumenta. Segundo os Auto-
res, a destoxificagdo e a biotransformagdo do PQ nos hepa-
tocitos da-se nas 2 camadas que circundam a veia
centrolobular, num estadio precoce. S6 depois se estende aos
restantes hepatocitos.

TOXICIDADE RENAL: Tanto o PQ como o DQ sdo
filtrados, havendo um pequeno componente secretado
activamente *,

Passadas 24 horas apds a administragdo de LD, diminui
a filtragdo glomerular (inulina) e a acumulagdo de N-
-metilnicotinamida, mas nio de para-aminohipurato, o que
sugere a competigdo dos herbicidas com o sistema de trans-
porte de bases. A hemoconcentragio resulta da redistribui-
¢do de liquidos no lume do tubo digestivo € do aumento da
diurese. Os herbicidas nio sdo metabolizados no organismo.
O PQ é excretado na urina de 24 horas na concentrac¢do de
10%, se ingerido por via oral e de 95% s¢ injectado por via
subcutinea. Surge um grau moderado de lesdo do tubo con-
tornado proximal™'.

Um estudo da acgdo PQ injectada por via i.v. no car-
neiro ** revela que hd uma redugfio dose-dependente das fun-
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¢Oes glomerular e tubular. Todavia, a filtragdo glomerular
aumenta com doses pequenas.

A primeira redugdo de fungfo reside nos processos mais
dependentes de energia: é inibida a reabsorgdo de sédio. A
nefrotoxicidade progride com elevagdo da urémia, proteinii-
ria ¢ hiperglicémia.

TOXICIDADE PULMONAR: O PQ ¢ acumulado no
pulmio (10 vezes) e no cérebro (até 2 vezes) por um processo
dependente de energia, € que é bloqueado por inibidores da
fosforilagdo oxidativa ***. A sua toxicidade é potenciada por
lipopolissacaridos bacterianos .

A lesdo dos endotélios é acompanhada de uma diminuigdo
da actividade do enzima conversor da angiotensina®. A
fibrose pulmonar, resultante da produgdo aumentada de
colagénio, é causadora de insuficiéncia respiratéria progres-
siva, que é a mais frequente causa de morte.

ASPECTOS TERAPEUTICOS: De entre os numerosos
estudos experimentais realizados', mencionaremos alguns
que nos parecem relevantes. Lock et al. ¥’ demonstram que a
acumulagio de PQ no pulmio de rato é inibida por um com-
posto de pequena molécula existente no plasma. Diversas
aminas (noradrenalina, serotonina, histamina) reduzem a
concentragio de PQ em fatias de pulméo, assim como algu-
mas drogas (imipramina, propranolol, butiramina, betazol).
Estes factos sdo relevantes na medida em que um dia podera
haver um medicamento susceptivel de competir favoravel-
mente com o PQ e impedir a sua acumulagdo pulmonar.

O selénio parece ter um efeito protector mas nio a vitami-
na E* Também a niacina atrasa o aparecimento de dispneia
em ratos e reduz a mortalidade ¥. Em plantas demonstrou-se
o efeito inibidor de quelatos de cobre sobre a fitotoxici-
dade®. Pelo contrario o dietilditiocarbamato, um inibidor
da SOD, potencia os efeitos letais do PQ*. Contudo, a
administragio de SOD ndo parece ter efeitos benéficos®.

E de notar que existem estudos em células neoplésicas,
que demonstram que o PQ aumenta a SOD com manganésio
em células normais, mas nio em células malignas. Quando
células tumorais sdo postas em contacto com PQ, 0,01% sdo
resistentes. Estas tém elevada actividade de SOD, o que
demonstra a sobrevivéncia de células com genes amplificados
para a Mn-SOD*.

Addo et al.* referem bons resultados no tratamento da
intoxica¢io humana por PQ, usando dexametasona ¢ ciclo-
fosfamida, com o intuito de suprimirem a activagéo leucoci-
taria. Porém, estas conclusGes sdo postas em duvida, pois,
admite-se que se tratava de intoxicagdes ligeiras®,

De momento, as medidas visando diminuir a absorc¢do de
PQ pelo tubo digestivo parecem as mais eficazes, pelo menos
por engquanto .

DISCUSSAO

A demonstragéo fortuita de que o viologénio, um corante
utilizado hd longo anos como indicador redox, era um
potente herbicida, hoje conhecido sob o nome de paraquat,
teve como consequéncia O seu emprego nos campos para
matar ervas daninhas. Embora ndo traga perigos especiais,
quando utilizado com obeditncia as regras de precaugdo
aconselhadas, ele é fatal se ingerido acidentalmente ou em
tentativas de suicidio, ndo havendo no presente métodos
terapéuticos eficazes. Este facto justifica a andlise do seu
mecanismo de acgdio. Verificou-se que se tratava de um
potente gerador de numerosas formas activas de oxigénio,
fortemente lesivas.

As tentativas terap@uticas actuais sdo ineficazes na medida
em que a excrecido de PQ, embora rapida, ndo é total, pois a
quantidade que permanece nos alvéolos pulmonares ¢ sufi-
ciente para induzir uma fibrose pulmonar irreversivel, que
traz como consequéncia uma faléncia pulmonar progressiva.
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Pensamos que no futuro a terapgutica devera ter como
objectivo procurar compostos que possam competir com o
PQ para a sua concentragdo nos alvéolos pulmonares, evi-
tando desta forma que ele se concentre neste orgido, até ser
eliminado. Todas as restantes medidas sdo paliativas e, até
agora, desprovidas de sucesso.
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