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RESUMO

Os herbicidas desempenham um importante papel na produção agrícola, porém seus efeitos

tóxicos apresentam problemas relevantes no ecossistema e na saúde pública. O composto

bipiridílico, Diquat (DQ) é um herbicida capaz de induzir desequilíbrio redox, uma vez que

durante os ciclos redox, recebem elétrons do NADPH, principal coenzima redutora do

organismo, agindo como formador de radicais livres. A exposição ocupacional e acidental da

população a este herbicida gera toxicidade à órgãos como pulmão, rins, fígado e cérebro.

Estudos demonstram que o DQ afeta gravemente o fígado, principal órgão responsável pela

sua metabolização, com a presença de reações adversas que podem resultar na morte dos

hepatócitos. Para avaliar os efeitos do DQ sobre o fígado, 12 ratos Wistar machos adultos

foram divididos em 2 grupos de 6 animais. Nos animais do grupo controle foi administrada

uma injeção de 100 μL de solução salina. Nos animais do grupo DQ foi administrada uma

injeção intraperitoneal de 100 μL de DQ, na concentração de 0,1 mM/kg. Após 3 horas da

administração da injeção os animais foram eutanasiados. Para as análises morfológicas,

fragmentos de fígado foram fixados e processados para análise em microscopia óptica. As

análises histopatológicas indicaram que alterações morfológicas ocorreram principalmente

nas regiões centrolobulares, com grande degradação do tecido hepático e presença de

infiltrados inflamatórios na região de tríade portal. Assim, pode-se concluir a partir das

análises histomorfológicas, que é razoável inferir que a exposição ao DQ altera a

citoarquitetura hepática de ratos Wistar adultos.

Palavras chave: Herbicida bipiridílico, Diquat, fígado, hepatotoxicidade, histomorfologia.



ABSTRACT

Herbicides play an important role in agricultural production, but their toxic effects pose

relevant problems for the ecosystem and public health. The bipyridyl compound, Diquat (DQ)

is a herbicide capable of inducing redox imbalance, since during redox cycles, they receive

electrons from NADPH, the body's main reducing coenzyme, acting as a free radical former.

Occupational and accidental exposure of the population to this herbicide generates toxicity to

organs such as lungs, kidneys, liver and brain. Studies show that DQ severely affects the liver,

the main organ responsible for its metabolism, with the presence of adverse reactions that can

result in the death of hepatocytes. To evaluate the effects of DQ on the liver, 12 adult male

Wistar rats were divided into 2 groups of 6 animals. The animals in the control group received

an injection of 100 μL of saline solution. The animals in the DQ group received an

intraperitoneal injection of 100 μL of DQ at a concentration of 0.1 mM/kg. After 3 hours of

injection, the animals were euthanized. For morphological analysis, liver fragments were

fixed and processed for analysis under optical microscopy. Histopathological analysis

indicated that morphological alterations occurred mainly in the centrilobular regions, with

great degradation of the hepatic tissue and the presence of inflammatory infiltrates in the

portal triad region. Thus, it can be concluded from the histomorphological analysis, that it is

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

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

1.1 Utilidade e efeitos dos herbicidas

A agricultura contemporânea se caracteriza pela elevação do número de pesquisas

agronômicas, pelo uso de novas técnicas, equipamentos e insumos, como agrotóxicos e

fertilizantes (STOPPELLI e MAGALHÃES, 2005). Os agrotóxicos, também denominados de

pesticidas ou praguicidas, são atualmente responsáveis pelo comércio de bilhões de dólares

em todo o mundo (MOREIRA et al., 2002). Neste sentido, o Brasil se destaca por ser um dos

maiores produtores agropecuários do mundo e o segundo país que mais exporta esses

produtos, desempenhando um importante papel na economia nacional. Para manter tal

produção, este setor utiliza intensivamente sementes transgênicas e insumos químicos, como

fertilizantes e agrotóxicos. A extensa área de plantio no Brasil proporcionou que o país fosse

o maior consumidor desses produtos químicos no mundo, sendo que dentre estes

agroquímicos, 45% são herbicidas (PEDLOWSKI et al., 2012; CARNEIRO et al., 2015).

Há quase 60 anos, os herbicidas se tornaram uma ferramenta indispensável para os

agricultores nos países desenvolvidos (KRAEHMER, 2012). Sendo um tipo de agrotóxico

que atua no controle de ervas daninha nas lavouras, que são indesejáveis, persistentes,

prejudiciais e que interferem no crescimento de outras plantas cultivadas prejudicando a

agricultura, os processos naturais e a economia (KRAEHMER, 2014; VATS, 2015). Porém,

apesar de seus benefícios para a lavoura, esse método de controle de pragas muitas vezes é

extremamente tóxico, gerando problemas relevantes à saúde pública, principalmente nos

trabalhadores do campo (CASSAL et al., 2014; PEREIRA e CORRÊA, 2018). O uso

indiscriminado dos agrotóxicos, a falta de cuidado na manipulação e estocagem, o consumo

de alimentos e águas contaminados, além das pulverizações aéreas que ocasionam a dispersão

dessas substâncias pelo meio ambiente podem contaminar a população, acarretando

intoxicação e adoecimento humano (PEREIRA e CORRÊA, 2018; INCA, 2019).

1.2 Diquat

O Diquat (1,1'-ethylene-2,2'-bipyridylium) é um herbicida bipiridílio, que possui uma

molécula com estrutura de amônia quaternária polarizada, composta por anéis de piridina

(dois anéis aromáticos nos quais um átomo de carbono é substituído por um átomo de

nitrogênio) acoplado por uma ponte (CH2)n saturada (Fig. 1) (PARKASH, 1974; PIZZUTTI

et al., 2016).
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FIGURA 1: Estrutura química do Diquat (1,1'-ethylene-2,2'-bipyridylium) (Fonte: Próprio autor).

Possui elevada solubilidade em água, sendo pouco solúvel em álcool e insolúvel em

solventes orgânicos apolares. Se degrada rapidamente em pH acima de 9, rompendo um dos

anéis de piridina pela absorção de uma única molécula de hidróxido de sódio (NaOH)

(PARKASH, 1974; PIZZUTTI et al., 2016). Em solução aquosa, esse composto apresenta

baixa volatilidade e inflamabilidade, não é explosivo, mas possui efeitos corrosivos

(PARKASH, 1974; ROMAN et al., 2005; PIZZUTTI et al., 2016).

Apesar de estudos comprovarem que o Diquat (DQ) apresenta alta toxicidade humana

e animal, com índice de mortalidade maior que 70% em humanos, o DQ desde 2019 é

classificado na categoria 3, isto é, produtos moderadamente tóxicos, de acordo com o novo

marco regulatório da ANVISA (RDC Nº 294), (MAGALHÃES; CARVALHO;

DINIS-OLIVEIRA, 2018; BRASIL, 2019). Devido à alta toxicidade, o DQ também é

utilizado com intenção suicida, especialmente no Japão e em muitos países em

desenvolvimento, por não existir nenhum antídoto específico nem tratamento médico

adequado com capacidade de reduzir a elevada morbi-mortalidade (LOPES e MANSO, 1989;

CALDAS, 2000; ROBERTS e ROUTT REIGART, 2013; SERRA; DOMINGOS; PRATA,

2014; FARIA, 2017). Sendo assim, a prevenção da mortalidade terá que se basear em

estratégias preventivas ou na interrupção da absorção gastrointestinal logo após a ingestão do

composto (ROBERTS e ROUTT REIGART, 2013).

A dose letal mediana (LD50) do DQ em humanos é de aproximadamente 4 mg/Kg (10

a 15 ml de uma solução a 20%), sendo a dose letal de tomada única, aproximadamente 20 ml

da solução comercializada (SENARATHNA et al., 2009). Embora a absorção intestinal seja

relativamente lenta, a absorção letal nos principais órgãos e tecidos parece ocorrer

possivelmente dentro de 6 horas, após a ingestão de quantidades tóxicas de Diquat. Uma vez

que a distribuição tecidual tenha ocorrido, as medidas para removê-lo da corrente sanguínea

são consideradas ineficazes na redução da carga sistêmica (ROBERTS e ROUTT REIGART,

2013).
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A confirmação de envenenamento por Diquat pode ser medida no sangue e na urina

por métodos espectrofotométricos, cromatográficos gasosos, cromatográficos líquidos e

radioimunoensaios (ROBERTS e ROUTT REIGART, 2013). Várias estratégias estão sendo

testadas para reduzir a frequência dessas ocorrências, incluindo a adição de eméticos,

substâncias gelificantes e agentes amargos, como denatônio sódico (ROBERTS e ROUTT

REIGART, 2013).

1.3 Farmacocinética e Metabolismo do Diquat

No organismo humano, o DQ pode ser absorvido por via oral, pulmonar, ocular,

contato dérmico e inalação (BALDWIN et al., 1975). Dentre essas vias, a de maior impacto é

a gastrointestinal, e entre as menos significativas, está a absorção cutânea, especialmente

através da pele íntegra, e a inalatória, que possui poucos efeitos sistêmicos, mas pode causar

irritação da nasofaringe (BALDWIN et al., 1975; CHARLES et al. 1978).

Uma vez no organismo, o DQ é capaz de atravessar a membrana celular por difusão,

ou por transporte ativo via bombas catiônicas (BALDWIN et al., 1975). Depois de absorvido,

ocorre rápida distribuição pelo organismo. Dentre os órgãos afetados, os que mais

apresentaram resíduos após dosagem foram os rins, pulmões e o trato gastrointestinal

(BALDWIN et al., 1975; JONES e VALE, 2000).

Em estudo anatomopatológico postmortem o DQ possui baixas concentrações

teciduais, com exceção do líquido biliar, sugerindo que a captação biliar contribui para a

diminuição da concentração sérica e tecidual após a ingestão (FARIA, 2017). A

metabolização do DQ ocorre principalmente no fígado por meio das enzimas do citocromo

P-450 (GALLAGHER et al. 1995; FARIA, 2017). Decorrendo por meio da oxidação dos

anéis de piridina em derivados de mono e dipiridona, produzindo os metabólitos TOPPS

(1-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrido[1,2-a]pyrazin-5-ium), que é em seguida decomposto em

picolinamida e ácido picolínico (BALDWIN et al., 1975; JONES e VALE, 2000). Quando a

administração do herbicida é por via oral, a excreção biliar é predominante, ultrapassando

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

1.4 Fígado
Anatomia e morfologia

O fígado é uma glândula que constitui de 2 a 5% do peso corporal em um indivíduo

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

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

FIGURA 2: Desenho esquemático da anatomia do fígado. Figura criada utilizando o programa Bio Render
(Fonte: Próprio autor).

O fígado é revestido por uma cápsula de tecido conjuntivo, conhecida como cápsula de

Glisson (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Estruturalmente é constituído por células

hepáticas de origem epitelial, também chamadas de hepatócitos, que se organizam em cordões

convergentes para uma veia centrolobular de sua unidade estrutural, o lóbulo hepático

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Entre os cordões de hepatócitos estão dispostos os

capilares sinusóides, que são vasos irregularmente dilatados compostos por uma camada

descontínua de células endoteliais fenestradas, envoltos por fibras reticulares. Cerceando os

capilares sinusóides estão presentes macrófagos, chamados de células de Kupffer, que

desempenham funções principalmente fagocíticas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013) (Fig.

3).

A vascularização hepática é um elemento da maior importância para garantir a

multiplicidade funcional do órgão. Situado no sistema circulatório recebendo um suprimento

sanguíneo duplo, onde além de receber cerca de 20% do fluxo sanguíneo arterial através da

artéria hepática, recebe cerca de 80% do seu sangue através da veia porta hepática, de modo

que quase todo o sangue oriundo do sistema digestório e do baço drena para o fígado. O

fígado humano contém em média 5 espaços porta por lóbulo, localizados nas regiões

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

4).

FIGURA 3. Esquema mostrando os lobos hepáticos do fígado. Cada lobo consiste em cordões de hepatócitos
intercalados com capilares sinusoidais (não mostrados nesta figura) que drenam para a veia central do lóbulo. Na
periferia do lóbulo há tecido conjuntivo, no qual está o espaço portal, que contém arteríolas, vênulas e ductos
biliares, conhecido como tríade portal. Existem também vasos linfáticos e nervos (não mostrados)
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).
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FIGURA 4. Desenho esquemático de um lóbulo hepático. O espaço porta está localizado na periferia, e o
sangue flui das arteríolas e vênulas para os sinusoides, que desembocam na veia centrolobular. Cordões de
hepatócitos se organizam em cordões convergentes para uma veia centrolobular (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2013).

Fisiologia

Bioquimicamente o fígado desempenha um papel essencial na homeostase do corpo

através do número incontável de funções que executa. Sendo a secreção de bile a principal

função digestiva do fígado, mas também, o fígado é essencial na regulação do metabolismo

dos carboidratos, proteínas e lipídios, nos processos metabólicos como glicólise e

gliconeogênese, no armazenamento de substâncias, síntese de vitaminas, degradação e

excreção de hormônios (GENESER, 2001; SCHINONI, 2006; BUZATO et al., 2016). Outras

funções também estão interligadas e correlacionadas, tendo uma grande diversidade

funcional, por exemplo, o processo de transporte, a hemostasia, o auxílio à resposta imune, e

durante o desenvolvimento embrionário, função hematopoiética (GENESER, 2001;

SCHINONI, 2006; BUZATO et al., 2016).

Destaca-se uma função extremamente importante do fígado, o metabolismo e

degradação de fármacos e toxinas, que geralmente são convertidos em formas inativas por

reações que ocorrem nos hepatócitos. Alguns fármacos são inativados por ação hepática,

enquanto outros são ativados ou convertidos em produtos tóxicos por transformação hepática.

Os fármacos são normalmente metabolizados no fígado (estágios I e II), principalmente no
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retículo endoplasmático liso dos hepatócitos. Para a maioria das drogas, a reação de fase I é

uma reação de oxidação catalisada pelo citocromo P-450, citocromo b5 e NADPH citocromo

c redutase. Reação importante de fase II é a conjugação com glicuronidação tendo a formação

de glicuronídeos. Por meio dessas transformações, o fármaco torna-se mais solúvel e tende a

ser excretado pelos rins ou diretamente pela bile (Fig.5) (SCHINONI, 2006; JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2013).

FIGURA 5. Desenho esquemático das reações de metabolização de fase I e II no fígado. Figura criada
utilizando o programa Bio Render (Fonte: Próprio autor).

Hepatotoxicidade do Diquat

Lesões hepáticas induzidas por drogas constituem uma potencial complicação de

qualquer tratamento medicamentoso, uma vez que o fígado é o órgão central de disposição

metabólica de praticamente todas as drogas e xenobióticos (ZIMMERMAN e MADDRE,

1993). Muitos xenobióticos são eliminados pelo fígado, principalmente na forma de

conjugados, sem maiores consequências. No entanto, alguns são concentrados a níveis

tóxicos, enquanto outros são bioativados a compostos intermediários reativos que podem lesar

o fígado (KULKARNI e BYCZKOWSKI, 1994). Essas lesões resultam do efeito de droga

e/ou produto de biotransformação provocando disfunção intracelular pela ruptura da

integridade dos diversos sistemas de membrana dos hepatócitos ou indiretamente através dos

danos celulares provocados por processos imunológicos (LEE, 1995).

Sendo o hepatócito a principal unidade metabólica do fígado, muitas reações adversas

podem resultar na sua morte. A reação mais comum conduzindo à morte celular é a formação

de ligações covalentes entre o metabólito reativo e macromoléculas biológicas. Reações de

oxidação também podem produzir compostos eletrofílicos ou espécies reativas de oxigênio
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(EROs) que reagem com componentes celulares (RECKNAGEL; GLENDE; BRITTON,

1991).

Radicais livres são formados durante os processos fisiológicos do organismo (NIMSE

e PAL, 2015; MANOHARAN et al., 2016). Contudo, em grandes quantidades de EROs, os

mecanismos de proteção antioxidantes da própria célula ficam sobrecarregados e as enzimas

antioxidantes como a superóxido dismutases (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase

(GPx), glutationa redutase (GR) e outros antioxidantes (Vitamina C e E, glutationa, selênio,

tioredoxina, selênio) não são capazes de dissipar todas os radicais resultando em estresse

oxidativo (SLAUGHTER; THAKKAR; O’BRIEN, 2002; XU et al, 2007; DJUKIC 2012,

NIMSE e PAL, 2015). As proteínas mais sensíveis são aquelas que possuem grupamento

sulfidrila em sua estrutura. A modificação na estrutura dessas proteínas pelo estresse

oxidativo geralmente é acompanhada da alteração de várias funções celulares, resultando em

inibição do metabolismo do fosfoinositídeo, quebra da homeostase intracelular do cálcio e

comprometimento do citoesqueleto normal da célula. Esse último efeito pode ser o

responsável pela invaginação da membrana plasmática observada em células expostas a

concentrações citotóxicas de pró-oxidantes (OLIVER, et al., 1990).

O DQ é um composto capaz de induzir o estresse oxidativo, uma vez que durante os

ciclos redox, moléculas de herbicida recebem elétrons do NADPH, principal coenzima

redutora do organismo (SANDY et al., 1986; LOPES e MANSO, 1989; JONES e VALE,

2000). A reação é catalisada pela enzima Citocromo P450 redutase NADPH-dependente

interferindo com o sistema de transporte intracelular de elétrons. Logo os elétrons são

transferidos ao oxigênio (O2), que são facilmente reduzidos, formando continuamente grandes

quantidades de ânion superóxido (O2
•-). A formação de ânion superóxido inibe a enzima

fosforribosilquinolato transferase, responsável pela biossíntese de NAD+, principal molécula

aceptora de elétrons na respiração celular (SANDY et al., 1986; LOPES e MANSO, 1989;

JONES e VALE, 2000).

O radical superóxido é neutralizado pela superóxido dismutase (SOD), formando

peróxido de hidrogênio (H2O2) SANDY et al., 1986; NIKI et al., 2005; GASCHLER;

STOCKWELL, 2017). Tanto no ciclo de oxidação-redução contínua das formas oxidada e

reduzida do DQ, quanto a desintoxicação do peróxido de hidrogênio via glutationa dependem

da coenzima NADPH (SANDY et al., 1986; LOPES e MANSO, 1989; CALDAS, 2000).

Esses ciclos viciosos de oxidação-redução de suas moléculas é o principal mecanismo de

toxicidade do DQ em humanos e animais (JONES e VALE, 2000; SLAUGHTER;
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THAKKAR; O’BRIEN, 2002). Além disso, na presença de metais o O2
•- e o H2O2 podem

reagir formando radicais hidroxila (OH•), que são EROs, consideradas responsáveis pela

peroxidação lipídica e morte celular (NIKI et al., 2005; GASCHLER e STOCKWELL, 2017).

FIGURA 6. Formação de ERO’s em humanos e animais, responsáveis pela peroxidação lipídica e morte celular,
através do ciclo redox do DQ (Adaptado de LOPES e MANSO, 1989).

A peroxidação lipídica das membranas celulares ocorre principalmente porque os

OH•) sequestram os hidrogênios (H+) presentes nos ácidos graxos poli-insaturados,

danificando a membrana e gerando radicais peroxil (L•), que também são capazes de

sequestrar o H+ de outros ácidos graxos e produzir hidroperóxidos lipídicos (LOOH), gerando

assim uma reação contínua de peroxidação lipídica (PL) (NIKI et al., 2005; GASCHLER e

STOCKWELL, 2017). A PL diminui a fluidez e aumenta a permeabilidade da bicamada

lipídica, inativa receptores ligados à membrana, interrompem a função celular normal, e seus

produtos podem induzir mutações no DNA (NIKI et al., 2005; NIMSE e PAL, 2015;

GASCHLER e STOCKWELL, 2017). Em consequência, pode ocorrer morte celular pela

ruptura da membrana e/ou pela interrupção de metabolismo intracelular normal, e como

consequência, causar a necrose dos tecidos (NIKI et al., 2005; XU et al, 2007; GASCHLER e

STOCKWELL, 2017; RIBEIRO et al., 2020).
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A formação de radicais livres responsáveis pela peroxidação lipídica e citotoxicidade,

promovida pelo ciclo redox alimentado pelo Diquat, ocorre predominantemente no fígado,

pulmão, rins e córnea, da qual advêm os efeitos deletérios nestes órgãos alvo (SAND et al

1987; RIKANS et al. 1993). Alterações na função hepática como elevações nas

transaminases, fosfatase alcalina e LDH, refletem lesão hepática, que pode evoluir para

necrose centrolobular (FARIA, 2017). Alguns dos sintomas de hepatotoxicidade por DQ é a

hiperbilirrubinemia que pode acompanhar a icterícia (FARIA, 2017).

Além das alterações bioquímicas e sintomatológicas, alterações histológicas em

tecidos constituem ferramentas sensíveis para detectar os efeitos tóxicos diretos de compostos

químicos em órgãos de desintoxicação e, portanto, são indicadores de efeitos colaterais

desencadeados por diferentes abordagens terapêuticas. A histopatológica traduz a lesão

integrada em função da duração e da intensidade da exposição ao composto e a capacidade

adaptativa de um determinado tecido (ZUZMA-KOZAKIEWICZ, et al., 2013). Assim, efeitos

tóxicos podem ser evidentes em células e tecidos, antes que mudanças significativas no

comportamento possam ser identificadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do herbicida bipiridílico Diquat no fígado de ratos Wistar.

2.2 Objetivos Específicos

● Analisar possíveis alterações morfológicas no tecido hepático de ratos Wistar expostos

ao Diquat, quanto a presença de alterações celulares e desorganização tecidual.

● Analisar possíveis alterações morfológicas no tecido hepático de ratos Wistar expostos

ao Diquat, quanto à presença de processos inflamatórios e congestão vascular.

● Avaliar o índice hepatossomático de ratos Wistar expostos ao Diquat, comparando-o

com o controle.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Estabelecimento do modelo de estudo

No presente trabalho foram utilizados 12 ratos Wistar machos, adultos entre 6-8

semanas, pesando entre 250 e 300g, provenientes do Centro de Ciência Animal (CCA) da

Universidade Federal de Ouro Preto, sob o protocolo de número 6301140519, aprovado pela

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da mesma instituição. Os animais foram

aclimatados em caixas de polietileno (41 x 34 x 21) forradas com maravalha, sob condições

de livre acesso a água e ração (comercializada como Nuvilab) e ciclo claro-escuro de 12

horas.

3.2 Exposição dos animais

Para este estudo os animais foram separados em dois grupos, com seis animais

compondo o grupo controle e seis compondo o grupo exposto ao composto bipiridílico Diquat

(DQ), comercializado como Reglone® (Syngenta). Ao grupo controle foi administrada uma

dose intraperitoneal de 100 µL de solução salina. O mesmo foi feito para cada animal do

grupo exposto que, no entanto, recebeu uma dose intraperitoneal de 100 µL (1,2mg) de

Diquat, na concentração de 0,1 mMol/kg, sendo uma dose muito inferior à dose letal de

tomada única da solução comercializada de DQ (SENARATHNA et al., 2009; LU et al.,

2010; HIGUCHI et al., 2011b).

Passadas 3 horas após a injeção, os animais foram anestesiados com isoflurano e

eutanasiados por decapitação. O fígado foi coletado, isolado, pesado e fixado em formaldeído

(10%) para análises histológicas, como esquematizado na Fig. 3.
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FIGURA 7. Desenho esquemático do estabelecimento do modelo de estudo e metodologia. Figura criada
utilizando o programa Bio Render (Fonte: Próprio autor).
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3.3 Processamento histológico

Para avaliar os efeitos do tratamento com Diquat no tecido hepático de ratos Wistar, o

fígado foi isolado e lavado com solução fisiológica. Os fragmentos do fígado foram então

fixados em formaldeído (10%). Após 48h, o material foi desidratado em concentrações

crescentes de álcoois (70º, 80º, 95º e 100º GL) com trocas a cada trinta minutos entre as

concentrações. Após a desidratação, os fragmentos foram incluídos em resina de

glicolmetacrilato (Historesin®, Leica), sendo posteriormente seccionados de modo

semi-seriado, na espessura de 3 µm. Oito cortes foram posicionados em cada lâmina e corados

com o corante Azul de Toluidina P.A. 1% (Biotec®). As lâminas foram montadas com meio

de montagem sintético para histologia Erv-Mount (EasyPath®) e analisadas em microscópio

óptico CX31 (Olympus®).

3.4 Análises histopatológicas

As análises histopatológicas avaliaram a integridade do fígado, além de verificar

alterações morfológicas como células vacuolizadas, esteatose, desorganização tecidual,

processos inflamatórios e núcleos picnóticos. Para a realização das análises foram

selecionadas cinco lâminas de fígado por animal de cada grupo e foram analisadas seis seções

em cada lâmina para avaliação de danos hepáticos. O sistema de captura de imagem foi

realizado por câmera digital (AmScope™ MU300) acoplada ao microscópio CX31

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

3.5 Índice Hepatossomático (IHS)

Para calcular o índice hepatossomático (IHS) utilizou-se a seguinte expressão, de

acordo com Vazzoler, 1981 (60):

IHS= (Wf / Ws) x 100

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

Os valores foram inseridos no software GraphPad Prism versão 5.0 para obtenção dos

dados estatísticos e dos gráficos representativos. Os grupos foram comparados pelo teste t

student e as diferenças foram consideradas significativas para o valor de p≤0,05.
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4.  RESULTADOS E DISCUSSÃO

O fígado é a fonte de antioxidantes intrínsecos que desempenham um papel importante

no metabolismo enzimático e na desintoxicação, sendo considerado um dos principais alvos

do Diquat (DQ) (AHMAD; SHUKLA; KUMAR et al., 2013; FARIA, 2017). Assim, o

parênquima do órgão foi avaliado quanto às alterações histopatológicas.

O exame microscópico das secções do tecido hepático de animais do grupo controle,

tratados somente com salina, mostrou a arquitetura do parênquima hepático bem característica

(Fig. 8A). Os hepatócitos apresentaram-se enfileirados, organizados radialmente às veias

centro-lobulares, com citoplasma bem preservado e núcleo proeminente (Fig. 8A). Por outro

lado, nas análises das secções do tecido hepático dos grupos expostos ao DQ, pode-se

observar algumas alterações características de lesão hepática, como cariólise de hepatócitos,

presença de vacuolização citoplasmática, cordões celulares hepáticos dispostos em desordem

com degeneração celular, e perda da visualização dos limites celulares (Fig. 8B e 8C). Esses

achados corroboram estudos anteriores que mostraram a hepatotoxicidade induzida por DQ

em leitões desmamados e ratos com deficiência de selênio (ATKINSON et al., 2001; HUA et

al., 2022). Hua et al. (2022) e Kai Connie Wu, et al. (2012) também observaram a lesão

hepática induzida por DQ através da avaliação de enzimas transaminases, consideradas

indicadores sensíveis para medir a função hepática, concomitante com áreas necrosadas de

hepatócitos em torno das veias centrais dos lóbulos hepáticos.

Ao avaliar especificamente a região centrolobular, observamos no grupo controle uma

aparência dentro de parâmetros considerados normais (Fig. 8A). Por outro lado, o grupo

exposto ao DQ, apontou congestão sinusoidal e na veia centrolobular. (Fig. 8B e 8C). Esses

achados vão de encontro a outros estudos que mostram que a exposição ao DQ acarreta

congestão nas veias centro lobulares e alterações na arquitetura dos hepatócitos na região

central dos lóbulos (ATKINSON et al., 2001; ROGERS et al., 2006; WU; ZHANG;

KLAASSEN, 2012). Mais especificamente, outros estudos mostraram ainda que o DQ causa

lesão hepática em ratos com deficiência de selênio na região centrolobular com evidência

ultraestrutural de lesão de células endoteliais, precedendo evidência de lesão de hepatócitos

(ATKINSON et al., 2001).

Burk et al. (1980) descreveu a congestão hepática e a incapacidade de coagulação do

sangue em um estudo com animais deficientes de selênio que sobreviveram por várias horas

após a exposição ao DQ. Segundo ATKINSON et al. (2001), estas manifestações podem ser
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explicadas pela perda de células endoteliais na região centrolobular que irá expor superfícies

que ativam a coagulação do sangue, levando à depleção dos fatores de coagulação. Também

aumenta a resistência dos sinusóides ao fluxo sanguíneo, fazendo com que o fígado inche e

fique congestionado (ATKINSON et al., 2001). Assim, as lesões observadas nesse estudo são

possivelmente atribuídas à exposição ao DQ, mesmo em animais sem deficiência nutricional.

Observou-se ainda, no grupo exposto ao DQ danos celulares com infiltrado

inflamatório na região da tríade portal (Fig. 8D). Após intensa busca na literatura, não foram

encontrados estudos que apontem lesão por influência do DQ e processo inflamatório

especificamente na região portal. Entretanto, alguns estudos observaram a histologia hepática

com infiltração de linfócitos em animais expostos ao PQT, composto bipiridílio, análogo ao

DQ (AMIRSHAHROKHI e BOHLOOLI, 2013; HAN et al., 2014; LIU et al., 2020). Estudos

anteriores relatados por LIU et al., (2020), mostraram que a administração de paraquat (PQT)

ativa o inflamassoma NLRP3 e o fator pró inflamatório (IL-1β e IL-18) no fígado de ratos,

sendo notável o grande número de leucócitos recrutados para o tecido hepático em resposta ao

tratamento.

Sabe-se que o estresse oxidativo é considerado um importante condutor da ativação do

inflamassoma NLRP3, que medeia a resposta inflamatória a vários sinais exógenos e

endógenos, incluindo toxinas bacterianas, ATP e EROs (MARIATHASAN et al., 2004). Uma

vez que o inflamassoma NLRP3 é ativado, a interleucina-1β (IL-1β) e a interleucina-18

(IL-18) são clivadas pela caspase-1 para serem liberadas na forma ativa (IL-1β e IL-18)

amplificando assim a resposta inflamatória (DOSTERT.et al., 2008).
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FIGURA 8. Efeito do Diquat no fígado. Coloração - Azul de toluidina. Controle (salina) ampliação de 400x
(A); DQ (0,1 mMol/kg) ampliação de 400x (B e C); DQ (0,1 mMol/kg) ampliação de 1000x (D). No fígado do
grupo tratado com DQ observa-se degeneração celular (setas pretas), hepatócitos com vacuolização (setas
amarelas), veias centrais e capilares sinusoides congestos e infiltrado inflamatório na tríade portal.

Outro parâmetro utilizado para avaliar o dano hepático causado por agentes tóxicos é a

avaliação do índice hepatossomático. Esse índice atua como indicador do bem-estar geral do

organismo (KORTEKAMP, 2011). Apesar de diferenças morfológicas terem sido observadas,

o índice hepatossomático (Fig. 9), não apresentou diferença estatística entre o grupo exposto

ao DQ e o grupo controle durante a exposição aguda executada. Resultados semelhantes

foram obtidos por Nwani et al. (2015) que não observaram diferença significativa no índice

hepatossomático em peixes expostos ao análogo PQT, por 1 e 5 dias. No entanto, um declínio

significativo deste índice foi observado por esses pesquisadores após 10 dias de exposição a

2,75 mg/L de PQT. Assim, é possível que os resultados encontrados para o índice

hepatossomático no presente trabalho estejam diretamente associados ao tempo de tratamento

executado.
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FIGURA 9. Índice hepatossomático. A Significância estatística foi avaliada pelo teste t student (p≤0.05).
Barras representam média ± SEM. Controle (salina).
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5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS

A partir das análises histopatológicas realizadas neste estudo, foi observado que a

administração aguda do DQ por via intraperitoneal, desencadeia alterações morfológicas no

fígado. Assim, a utilização do DQ como modelo indutor de toxicidade hepática em ratos

possibilita o desenvolvimento de estudos que associam tratamentos antioxidantes ao herbicida

na tentativa de desenvolver novos tratamentos para intoxicação pelo mesmo.
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