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RESUMO 

 

BENTO, Isabela Pereira da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, maio de 2024.  
Efeitos da exposição ao herbicida subaguda à diferentes concentrações do herbicida 
Calaris® sobre parâmetros hepáticos em camundongos Swiss adultos. Orientadora: 
Mariana Machado Neves.  

 

Misturas de herbicidas são usadas na agricultura para ampliar o espectro de ação contra plantas 

daninhas, como a combinação de atrazina e mesotriona no herbicida Calaris®. Os efeitos 

isolados da atrazina e mesotriona já são documentados, porém os efeitos do Calaris® em 

vertebrados ainda são desconhecidos. Este estudo teve como objetivo avaliar a exposição 

subaguda ao herbicida Calaris® no fígado de camundongos Swiss adultos. Os camundongos (70 

dias de idade) foram divididos em três grupos (n = 10/grupo): controle (água filtrada) e dois 

grupos Calaris® (0,2 e 2,0mg kg-1), com exposição diária, administrada por gavagem, por 7 e 

14 dias. Após cada período, cinco animais de cada grupo foram eutanasiados (CEUA 33/2023). 

O sangue foi coletado para análises bioquímicas. Os fígados foram removidos para análises 

bioquímicas, enzimáticas, histológicas e de citocinas. Os dados foram submetidos aos testes 

One-way ANOVA e Tukey, com significância de P < 0,05. A exposição subaguda ao Calaris® 

resultou em aumento nas concentrações séricas de AST e ALT, concentração hepática IL-2, IL-

6 e redução na atividade de Na+/K+ ATPase. Observou-se congestão e infiltrado inflamatório 

no fígado dos animais expostos, além de vacuolização citoplasmática em hepatócitos. A 

exposição ao herbicida Calaris® em período subagudo desencadeou um processo dano hepático 

com alterações possivelmente reversíveis. 

 

Palavras-chave: Fígado; Atrazina; Mesotriona; Citocinas pró-inflamatórias; ATPase; AST; 

ALT   



 

 

ABSTRACT 

 

BENTO, Isabela Pereira da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, May, 2024. Effects 
of subacute exposure to different concentrations of Calaris® herbicide on hepatic 
parameters in adult Swiss mice. Adviser: Mariana Machado Neves. 

 

Herbicide mixtures are used in agriculture to increase the spectrum of action against weeds, 

such as the combination of atrazine and mesotrione in Calaris® herbicide. The isolated effects 

of atrazine and mesotrione are already documented, but the effects of Calaris® on vertebrates 

remain unknown. This study aimed to evaluate the subacute exposure to the herbicide Calaris® 

on the liver of adult Swiss mice. Mice (70 days old) were divided into three groups (n = 

10/group): control (filtered water) and two Calaris® groups (0.2 and 2.0 mg kg-1), with daily 

exposure, administered by gavage, for 7 and 14 days. After each period, five animals from each 

group were euthanized (CEUA 33/2023). Blood was collected for biochemical analysis. Livers 

were removed and processed for biochemical, enzymatic, histological, and cytokine analyses. 

The data were subjected to One-way ANOVA and Tukey’s tests, with a significance level of P 

< 0.05.  Subacute exposure to Calaris® resulted in increased serum concentrations of AST and 

ALT, hepatic concentration of IL-2, and IL-6, as well as a reduction in Na+/K+ ATPase activity. 

Congestion and inflammatory infiltrate were observed in the livers of exposed animals, in 

addition to cytoplasmic vacuolization in hepatocytes. Subacute exposure to the herbicide 

Calaris® triggered hepatic damage characterized by potentially reversible changes. 

 

Keywords: Liver; Atrazine; Mesotrione; Pro-inflammatory cytokines; ATPase; AST; ALT 

  



 

 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

  

ANVISA  Agencia Nacional de Vigilância Sanitária 

ALP Fosfatase alcalina 

ALT Alanina aminotransferase 

AST Aspartato aminotransferase 

ATP Adenosina trifosfato 

ATPase Adenosina trifosfatase 

CAT Catalase 

DL50 Dose letal mediana 

EROs Espécies reativas de oxigênio 

FRAP Poder antioxidante/redutor férrico 

GST Glutationa S-transferase 

HE Hematoxilina e eosina 

IFN Interferon 

IL Interleucina 

MDA Malondialdeído 

NO Óxido nítrico 

PAS Ácido periódico-Schiff 

PC Proteína carbonilada 

SOD Superóxido dismutase 

TNF Fator de necrose tumoral 



 

 

SUMÁRIO 

1. Introdução ............................................................................................................................. 9 

2. Revisão de literatura .......................................................................................................... 11 

2.1 Breve introdução sobre pesticidas e herbicidas seletivos e não-seletivos .................... 11 

2.2 Calaris®: herbicida de mistura comercial ..................................................................... 12 

2.3 Funções e estrutura do fígado com foco na neutralização de agentes tóxicos ............. 16 

2.4 Biomarcadores de dano hepático .................................................................................. 19 

2.5 Inflamação ..................................................................................................................... 21 

2.6 Estresse oxidativo .......................................................................................................... 24 

2.7 ATPases Na+/K+, Mg2+ e Ca2+ ...................................................................................... 25 

2.8 Análise de elementos químicos ...................................................................................... 26 

2.9 Análise histológica do fígado ........................................................................................ 27 

3. Materiais e métodos ............................................................................................................ 28 

3.1 Animais .......................................................................................................................... 28 

3.2 Design experimental ...................................................................................................... 28 

3.3 Eutanásia, coleta do fígado e análise biométrica .......................................................... 28 

3.4 Quantificação de biomarcadores de danos hepáticos ................................................... 29 

3.5 Ensaio de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias no fígado .......................... 29 

3.6 Análise de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo ......................... 29 

3.7 Atividades de ATPases Ca2+, Na+ /K+ e Mg2+ ............................................................... 30 

3.8 Análise de proporção de elementos químicos ................................................................ 30 

3.9 Processamento histológico ............................................................................................ 31 

3.10 Análises histológicas .................................................................................................... 31 

3.11 Análise estatística ........................................................................................................ 32 

4. Resultados ........................................................................................................................... 32 

4.1 Parâmetros biométricos e bioquímicos ......................................................................... 32 

4.2 Análise do perfil de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias no fígado .......... 35 

4.3 Análise de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo ......................... 37 

4.4 Atividades de ATPases Ca2+, Na+/K+ e Mg2+ ................................................................ 38 

4.5 Análise de proporção de elementos químicos ................................................................ 38 

4.6 Análises histológicas ...................................................................................................... 41 

5. Discussão ............................................................................................................................. 45 

6. Conclusão ............................................................................................................................ 50 

7. Referências .......................................................................................................................... 51 



9 

 

1. Introdução 

Herbicidas são agentes fitotóxicos principalmente de natureza química, usados na 

agricultura com o propósito de erradicar plantas daninhas, mitigar perdas na colheita e viabilizar 

a produção de alimentos mais acessíveis para a população (Manno, 1996). Estes compostos 

exterminam plantas daninhas ao impactar o desenvolvimento de mudas, agindo como 

disruptores de membrana celular e inibidores e reguladores de crescimento e afetando a 

biossíntese de macromoléculas e a fotossíntese (Lushchak et al., 2018). O uso inadequado de 

herbicidas representa riscos ao ambiente e aos animais, pois seus efeitos podem se estender 

além dos organismos-alvo. A consequência disto são os impactos negativos sobre a 

biodiversidade local e a saúde de animais e profissionais envolvidos em atividades do campo 

(Zaller e Brühl, 2019; Ritchie et al., 2022). A exposição a herbicidas pode ocorrer a partir da 

ingestão de alimentos e água contaminados, inalação e contato dérmico (Moody et al., 1990; 

Silva et al., 2013; Nagy et al., 2018; Solomon, 2019). 

A atrazina é um dos herbicidas mais usados no mundo para o controle de plantas 

daninhas em cultivos de sorgo, milho e cana de açúcar. Embora tenha sido proibida pela União 

Europeia desde 2007, sua venda ainda é permitida no Brasil (Araújo, 2021). A atrazina age 

sobre as plantas pela interrupção da produção de NADPH e ATP no fotossistema II, inibindo 

seu crescimento (Müller e Appleby, 2010). A atrazina e seus metabólitos são resistentes à 

degradação, permanecendo por algum tempo no solo, podendo contaminar águas subterrâneas 

e superficiais por períodos prolongados (He et al., 2019). A presença de átomos de nitrogênio 

em seu anel aromático lhe confere toxicidade e durabilidade no ambiente (Boopathy, 2017). 

Em mamíferos, a exposição à atrazina está correlacionada a efeitos negativos no fígado como 

a elevação de marcadores de estresse oxidativo (Jin et al., 2014). Além disso, estudos indicam 

que a atrazina pode desencadear processos inflamatórios no fígado, com aumento de citocinas 

pró-inflamatórias (Riera et al., 2022).  
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Já a mesotriona é um herbicida utilizado para o controle de plantas daninhas de folhas 

largas e gramíneas em culturas como algodão, milho e soja (Carles et al., 2017). Sua venda é 

permitida em países da União Europeia, Brasil e Estados Unidos (EUR-Lex, 2017). Este 

herbicida atua na inibição da biossíntese de carotenoides e seus precursores, resultando na 

degradação da clorofila e causando a morte da planta alvo. A mesotriona é considerada um 

herbicida menos nocivo ao meio ambiente, por ser derivada de produtos naturais (Felisbino et 

al., 2018). Apesar de seu lançamento no mercado em 2001, estudos abordando os efeitos da 

mesotriona em organismos não-alvo foram conduzidos apenas em peixes (Piancini et al., 2015), 

não sendo descritos em mamíferos até o presente momento.  

A junção destes dois herbicidas, na proporção de 10 atrazina:1 mesotriona, gerou o 

produto químico chamado de Calaris®, considerado uma evolução da atrazina por proporcionar 

um uso em concentrações menores que o recomendado para a atrazina pura. Apesar das 

vantagens apontadas pelo fabricante, há uma escassez de informações acerca dos efeitos que 

esse produto comercial pode apresentar. Os estudos realizados até o momento estão restritos a 

invertebrados, como a abelha sem ferrão Partamona helleri (Araújo et al., 2021), sem 

experimentação em outros modelos animais. Diante desse cenário, o presente estudo visou 

testar a hipótese de que a combinação comercial Calaris® causa danos hepáticos em 

camundongos após exposição por período de tempo subagudo. Para isso, foram definidos os 

seguintes objetivos, geral e específicos: 

 

Objetivo geral: 

- Avaliar os efeitos da exposição de 7 e 14 dias da combinação comercial Calaris®, nas 

concentrações de 0,2 e 2 mg kg-1, sobre parâmetros morfológicos, funcionais e 

oxidativos de fígado de camundongos Swiss machos. 
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Objetivos específicos: 

- Avaliar parâmetros morfológicos hepáticos, como biometria e histologia, após 7 e 14 dias 

de exposição das duas concentrações de Calaris®; 

- Analisar a funcionalidade hepática após a exposição subaguda de Calaris®, nas duas 

concentrações, considerando a concentração de biomarcadores de dano hepático, 

atividade de ATPases e a proporção de microminerais no fígado; 

- Verificar o efeito da exposição subaguda de Calaris® em parâmetros oxidativos do fígado 

de camundongos, considerando a atividade de enzimas antioxidantes e a produção de 

metabólitos de estresse oxidativo; 

- Quantificar a concentração de citocinas pró-inflamatórias interleucina-2, interleucina-6, 

interferon-γ, proteína do fator de necrose tumoral, interleucina-17A e anti-inflamatórias 

interleucina-4 e interleucina-10 presentes no fígado de camundongos após a exposição 

subaguda de Calaris® nas concentrações de 0,2 e 2 mg kg-1. 

 

2. Revisão de literatura 

2.1 Breve introdução sobre pesticidas e herbicidas seletivos e não-seletivos 

Os pesticidas desempenham um papel importante na agricultura moderna, auxiliando 

no aumento da produção de alimentos e na proteção de culturas contra pragas, doenças e ervas 

daninhas (Syafrudin et al., 2021). Vários tipos de pesticidas, incluindo herbicidas, inseticidas e 

fungicidas, são comumente usados no aumento da produtividade agrícola, sendo a União 

Europeia, o Brasil, os Estados Unidos da América e a China os seus maiores utilizadores, com 

milhões de toneladas utilizadas anualmente (Donley, 2019; Riedo et al., 2021). Os herbicidas 

são empregados na agricultura para o combate de espécies vegetais indesejadas, inibindo o seu 

crescimento ou causando a sua morte (Wang et al., 2021; Mehtiyev et al., 2023).  
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Os herbicidas podem ser categorizados em não seletivos e seletivos. Os herbicidas não 

seletivos são inespecíficos em sua ação e podem afetar uma ampla gama de espécies de plantas, 

os tornando adequados para o controle de vegetação indesejada em áreas de instalações 

industriais, ferrovias e áreas não cultivadas. Exemplos de herbicidas não seletivos incluem 

glifosato e paraquat (Ujowundu et al., 2020; He et al., 2023). Já os herbicidas seletivos têm 

como alvo tipos específicos de plantas, sendo adequada para o controle de vegetação indesejada 

em áreas cultivadas, minimizando danos em plantas não-alvos. Embora a maioria desses 

herbicidas atinjam seletivamente as ervas daninhas sem prejudicar significativamente as 

culturas de interesse, o seu uso intensivo na agricultura pode levar a mudanças importantes nas 

espécies vegetais, incluindo o desenvolvimento de resistência das ervas daninhas aos herbicidas 

(Nalluri e Karri, 2020; Gaines et al., 2021; Dai et al., 2022).  Exemplos de herbicidas seletivos 

incluem atrazina e mesotriona. Estes dois herbicidas pertencem a diferentes classes químicas e 

são importantes no manejo de pragas em culturas como milho, soja e arroz (Javaroni et al., 

1999; Johnson et al., 2002; Guo et al., 2020; Jhala et al., 2022; Leng et al., 2022).  

Na agricultura, é comum utilizar misturas de herbicidas para otimizar a gestão agrícola 

e ampliar o espectro de ação contra plantas daninhas. A mistura dos herbicidas pode acontecer 

dentro do tanque de pulverização ou na superfície da planta, mas já existem no mercado 

misturas comerciais de dois ou mais herbicidas (Barbieri et al., 2022).  Em 2019, a empresa 

Syngenta lançou o Calaris®, uma mistura dos herbicidas seletivos atrazina e mesotriona usados 

para ampliar o espectro de controle de ervas daninhas (Araújo et al., 2023).  

 

2.2 Calaris®: herbicida de mistura comercial 

O Calaris® é um herbicida seletivo para cultura de milho, que atua de maneira sistêmica, 

sendo transportado através do sistema de circulação de nutrientes da planta, floema e xilema. É 

composto pela mistura na proporção 1:10 dos herbicidas mesotriona e atrazina, 
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respectivamente. De acordo com o fabricante, o Calaris® é usado em quantidades menores 

quando comparado à aplicação individual de seus componentes. O Calaris® atua no controle de 

amplo espectro de gramíneas e ervas daninhas de folhas largas como capim-colchão, capim-pé-

de-galinha e caruru. Além disso, o fabricante relata que a mistura comercial pode atuar no 

manejo de plantas resistentes ao herbicida glifosato. O Calaris® tem densidade aproximada de 

1,15 g mL-1. A dose recomendada de Calaris® para aplicação varia entre 1,0 e 2,4 L ha-1, 

ajustando-se conforme a densidade e o estádio de desenvolvimento das plantas daninhas. O 

valor de DL50 (dose letal média) do Calaris® em ratos por via oral foi determinado em 2000 mg 

kg-1. Isso coloca o produto na Categoria 4 da classificação toxicológica (baixa toxicidade). 

Entretanto o produto é classificado como Classe II, altamente perigoso ao meio ambiente, pois 

apresenta alta mobilidade no solo, alta persistência no meio ambiente e é altamente tóxico para 

organismos aquáticos (Syngenta, 2022).  

O herbicida atrazina [2-cloro-4-etilamino-6-(isopropilamino)-s-triazina] (Fig. 1), 

presente na composição desta mistura, pertence ao grupo das triazinas e atua inibindo o 

crescimento de ervas daninhas alvo, ao impedir o transporte de elétrons no fotossistema II, 

reduzindo a taxa de fixação de carbono (Wang et al., 2006; He et al., 2019). Este herbicida é 

usado no manejo de ervas daninhas em culturas de milho, sorgo, trigo e cana-de-açúcar, sendo 

aplicada de forma pré-emergência e pós-emergência das pragas (Williams et al., 2010; 

Norsworthy et al., 2020). Ele é amplamente utilizado no mundo, principalmente nos Estados 

Unidos e no Brasil, porém apresenta restrições de uso na União Europeia (Bethsass e Colangelo, 

2006; Leal et al., 2019). A legislação brasileira direcionada à qualidade e preservação de águas 

doces superficiais, determina que a concentração máxima de atrazina em águas superficiais é 

0,002 mg L-1(Brasil, 2005; Brovini et al., 2021). De acordo a ANVISA, a ingestão diária 

tolerável da atrazina é 0,02 mg kg-1 de peso corporal (ANVISA, 2022). Em cultivos de cana de 

açúcar e milho, a marca Syngenta, uma das que comercializa a atrazina, recomenda a aplicação 
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de 4 a 5 litros do produto por hectare, a depender do tipo de cultura e das condições específicas 

do solo e clima (Syngenta, 2023a).  De acordo com a Syngenta, que comercializa a atrazina sob 

nome comercial Proof®. Este produto comercial possui o valor de DL50 do herbicida em ratos 

por via oral é maior que 4000 mg kg-1, sendo classificado como Categoria 5, produto 

improvável de causar dano agudo. Quanto ao seu potencial de periculosidade ambiental, o 

Proof® é classificado como Classe II, sendo muito perigoso para o meio ambiente (Syngenta, 

2024). A atrazina apresenta um tempo longo de presença no meio ambiente devido a sua 

estrutura química estável, o que dificulta sua degradação (Tussipkan e Manabayeva, 2022). 

Outra característica importante deste herbicida é que apresenta alta mobilidade em meio 

aquoso, embora possua baixa solubilidade em água (35 mg L-1 a 20ºC) (Gengec, 2022). O 

produto possui densidade relativa entre 1,08 e 1,12 g/mL (Syngenta, 2024).   

A molécula de atrazina é sintética e no ambiente apresenta meia-vida de 30 a 100 dias, 

a depender do tipo de solo, pH, umidade e temperatura. Estudos indicam que comunidades 

microbianas desempenham um papel importante na degradação da atrazina. Em estudos, 

bactérias como a Pseudomonas sp. e alguns fungo presentes no solo foram capazes de 

transformar a atrazina, transformando-a em subprodutos menos tóxicos, por mineralização e 

metabolização, respectivamente (Billet et al., 2019; Bravim et al., 2020). Em organismos 

experimentais como zebra-fish é relatado que a atrazina é absorvida no intestino e chega ao 

fígado através do sistema circulatório. Enzimas do citocromo CYP450, associadas ao processo 

de desintoxicação, metabolizam a atrazina, produzindo derivados como desetilatrazina e 

deisopropilatrazina (Zhang et al., 2022).  Pesquisadores também evidenciam o papel da enzima 

glutationa S-transferase (GST) encontrada no fígado. Ela atua na conjugação da atrazina e seus 

metabolitos com a molécula de glutationa, tornando-os mais solúveis para o processo de 

excreção (Joo et al., 2010;). 

Evidências científicas sugerem que a exposição à atrazina está associada a diversos tipos 
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de cânceres em humanos, como o de linfoma não Hodgkin e leucemia, e problemas de 

desenvolvimento em animais testados em laboratório, pois também atua com um desregulador 

endócrino (Rusiecki et al., 2004; Bethsass e Colangelo, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Molécula de atrazina 

 

A mesotriona [2-(4-mesyl-2-nitrobenzoyl) cyclohexane-1,3-dione] (Fig. 2) é um 

herbicida seletivo do grupo químico das Tricetonas, usado em cultivo de milho e atua no 

controle de pré-emergência e pós-emergência de ervas daninhas de folha larga e algumas 

gramíneas (Wang et al., 2019a; Dai et al., 2022). Nas plantas daninhas, o composto interfere na 

atividade da enzima 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenase (HPPD) nos cloroplastos, inibindo a 

biossíntese de carotenoides, que são fundamentais no processo de fotossíntese, levando ao 

branqueamento das folhas e posterior morte da planta (O’Sullivan et al., 2002; Simarmata et 

al., 2023). A mesotriona é uma molécula sintética análoga ao composto natural leptospermone, 

descoberto durante estudos sobre compostos produzidos pela planta escova-de-garrafa 

(Callistemon citrinus) (NCBI, 2024). Os dois principais metabolitos da mesotriona são 2-(4-

mesil-2-nitrobenzamido) acético e ácido 2-amino-4-metilsulfônico benzoico (Barchanska et al., 

2012). A degradação da mesotriona no solo é fortemente influenciada pelo pH. Em solos ácidos, 

esse processo é mais lento, enquanto em solos neutros ou alcalinos, a degradação ocorre mais 

rapidamente. A meia-vida da mesotriona é estimada em 32 dias em solos com pH 5,0 e em 4,5 

dias em solos com pH 7,1 (Pismarović et al., 2022).  
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Este herbicida é permitido para uso no Brasil, Estados Unidos e países da União 

Europeia (EUR-Lex, 2017). Entretanto, no Brasil não há legislação específica sobre as doses 

máximas de mesotriona nas lavouras. A marca Syngenta comercializa a mesotriona sob o nome 

Callisto®, e recomenda o uso de doses de 0,25 a 0,30 L do produto por hectare de aplicação, 

com intervalo de 30 dias entre aplicações em plantações de cana de açúcar (Syngenta, 2023b). 

O valor de DL50 do Callisto® em ratos por via oral é maior que 5000 mg kg-1, não o classificando 

quanto à toxicologia. Quanto ao seu potencial de periculosidade ambiental, o Callisto® é 

classificado como Classe III, sendo perigoso para o meio ambiente (Syngenta, 2016). O produto 

possui uma densidade absoluta de 1,19 g/cm³ e é solúvel em em água (160 mg L-1 a 20 °C), o 

que facilita sua aplicação, entretanto favorece seu potencial de contaminação de águas 

subterrâneas e superficiais. Registros anteriores identificaram resíduos deste herbicida em 

ecossistemas aquáticos (Ni et al., 2014; Wang et al., 2018; Zhao et al., 2018; Syngenta, 2023b). 

De acordo com a ANVISA (2022), a ingestão diária aceitável da mesotriona é 0,005 mg kg-1 de 

peso corporal. 

Figura 2: Molécula de mesotriona 

 

2.3 Funções e estrutura do fígado com foco na neutralização de agentes tóxicos 

O fígado desempenha funções vitais para o funcionamento do organismo, incluindo a 

detoxificação do organismo frente à exposição de agentes tóxicos. Ele é responsável pela 

metabolização de nutrientes e atua como intermediário entre os sistemas digestório e 
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circulatório. O fígado processa e armazena nutrientes como carboidratos, proteínas e gorduras 

absorvidos pelo intestino através da veia porta ou artéria hepática, para distribuí-los 

posteriormente para outros órgãos (Ross e Pawlina, 2016). Ele também atua como estoque 

interno do organismo, armazenando vitaminas como A, D, E, K e B12, minerais como ferro e 

cobre, além de glicose, ele libera esses nutrientes conforme as necessidades do corpo para 

manter os níveis homeostáticos adequados (Si-Tayeb et al., 2010). Por fim, o fígado sintetiza 

várias proteínas essenciais envolvidas em funções vitais como coagulação sanguínea, sistema 

imunológico e transporte de substâncias no sangue, a exemplos proteínas como albumina, 

fatores de coagulação sanguínea, imunoglobulinas e transportadores de lipídeos (Pandey, 

2023). 

O fígado realiza a detoxificação do organismo frente à exposição de agentes tóxicos, 

desempenhando papel essencial na filtragem e neutralização de substâncias tóxicas como 

álcool, medicamentos e produtos químicos, como os herbicidas (Almazroo et al., 2017). 

Durante esse processo, o fígado executa várias etapas e utiliza enzimas específicas para 

converter toxinas lipofílicas em compostos hidrofílicos, facilitando sua excreção (Benedetti et 

al., 2009). A desintoxicação hepática divide-se em três fases principais. Na fase I, enzimas 

como as do complexo citocromo P450 alteram a estrutura das toxinas pela adição de oxigênio 

ou remoção de hidrogênio, tornando-as mais hidrossolúveis e preparadas para a fase II (Kalra 

et al., 2023). A redução e a hidrólise também podem ocorrer, porém são menos comuns. Na 

fase II, os compostos vindos da fase I são conjugados com moléculas hidrofílicas, aumentando 

ainda mais sua solubilidade em água a fim de facilitar a excreção (Almazroo et al., 2017). Um 

exemplo é a conjugação com glutationa, essencial para neutralizar radicais livres e toxinas, com 

a participação de enzimas GSTs. As células realizam a maior parte da conjugação de glutationa 

no citosol, com uma quantidade menor ocorrendo nas mitocôndrias (Benedetti et al., 2009). Na 

fase III, os conjugados hidrossolúveis formados na fase II são transportados para fora das 
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células hepáticas e encaminhados para a vesícula biliar ou para os rins (Kalra et al., 2023). A 

excreção biliar elimina compostos conjugados pelas fezes, enquanto a excreção renal os elimina 

pela urina. É importante destacar que idade, sexo, interações medicamentosas, diabetes, 

gravidez, doenças hepáticas ou renais, inflamações e predisposições genéticas podem 

influenciar o metabolismo hepático, bem como a saúde do órgão. (Almazroo et al., 2017). 

Considerando sua importância e papel fundamental na desintoxicação do organismo, o 

fígado está sujeito a distúrbios de funcionamento em decorrência de intoxicação por compostos 

químicos como herbicidas e metais pesados (Pari e Prasanth, 2018). Isso pode levar ao aumento 

de concentração sérica de enzimas hepáticas, desequilíbrio oxidativo/antioxidante no tecido e 

o aparecimento de patologias, como congestão, inflamação e degeneração (Destro et al., 2021). 

A congestão nos tecidos ocorre devido ao aumento de hemácias circundantes, resultando em 

edema e turgidez dos vasos sanguíneos. Isso favorece a formação de infiltrados inflamatórios 

devido ao acúmulo de células de defesa no tecido (Torbenson e Washington, 2020). Em 

exposições agudas e subagudas, o fígado pode apresentar insuficiência hepática associada à 

resposta inflamatória pela presença de infiltrados inflamatórios mononucleares (Arriero et al., 

2001; Honma et al., 2021). A persistência de intoxicação no fígado pode levar a processos 

degenerativos, como a degeneração hidrópica, que ocorre quando a água se acumula nas células 

devido ao desequilíbrio eletrolítico (Abdelhalim e Jarrar, 2011).  

A exposição a herbicidas, como atrazina e mesotriona, pode acarretar distúrbios 

hepáticos. A exposição à atrazina pode alterar a histologia do fígado, apresentando células 

hepáticas necróticas e veias centrais congestionadas (Odi et al., 2022). A atrazina também é 

associada a danos em hemácias de ratos e também em DNA hepático (Singh et al., 2008). Além 

disso, a exposição subcrônica ao herbicida pode gerar danos oxidativos ao fígado de ratos, 

apresentado pelo aumento da concentração de malondialdeído e alteração nas atividades das 

enzimas superóxido dismutase e catalase (Jestadi et al., 2014; Lin et al., 2016; Semren et al., 
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2018). Ratos expostos a atrazina apresentaram lipidose hepática e inflamação linfocítica grave 

na veia porta, além de alterações na concentração de triglicerídeos, colesterol e glicemia no 

sangue, indicando impacto direto ao fígado e suas funções (Riera et al., 2022). A exposição à 

mesotriona não apresenta dados publicados em fígado de mamíferos, mas em peixes o herbicida 

induziu danos ao DNA e estresse oxidativo (Piancini et al., 2015; Wang et al., 2018). 

O fígado é envolvido por tecido conjuntivo, que o divide em lóbulos constituídos por 

cordões de hepatócitos, as células predominantes deste órgão (Cullen e Stalker, 2016). Cada 

lóbulo hepático apresenta uma veia centrolobular, de onde partem capilares sinusoides que 

transpassam os cordões de hepatócitos e associados aos capilares estão as células de Kupffer, 

que são macrófagos do fígado. Em áreas na periferia dos lóbulos existem espaços porta, que 

são regiões que possuem nervos, ductos biliares, vasos linfáticos e sanguíneos (Junqueira e 

Carneiro, 2017).   

Para avaliar a saúde do fígado, é possível empregar diversas abordagens, como a 

avaliação dos biomarcadores de dano hepático, perfil inflamatório, atividade de enzimas 

antioxidantes, concentração de marcadores de estresse oxidativo, atividade de ATPases, 

proporção de microelementos, acúmulo de glicogênio e análises histológicas (Souza et al., 

2018; Carvalho et al., 2022). A importância de cada uma dessas análises será discutida a seguir. 

 

2.4 Biomarcadores de dano hepático 

Existem enzimas que são importantes marcadores de dano hepático e utilizadas em 

testes para diagnosticar doenças e avaliar o impacto de compostos químicos sobre o fígado (Oh 

et al., 2017). Lesões que comprometem a integridade dos hepatócitos resultam na alteração da 

permeabilidade de sua membrana e provocam o extravasamento de enzimas localizadas tanto 

no citoplasma quanto em organelas citoplasmáticas. As transaminases destacam-se como os 

principais agentes extravasados em resposta à lesão hepática (Ahmed et al., 2018; Liu et al., 
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2019; Long et al., 2019; Yamaguchi et al., 2019).  Além delas, existem as enzimas de indução, 

que são estimuladas nas mesmas células onde são sintetizadas, na presença de toxinas, 

medicamentos ou hormônios, resultando em um aumento de sua concentração no sangue.  

A enzima citoplasmática alanina aminotransferase (ALT) catalisa a conversão de 

alanina em piruvato, presente na via da gliconeogênese e no ciclo de Krebs (Yamazaki et al., 

2019). Embora sua atividade seja predominantemente citoplasmática dos hepatócitos, não é 

especificamente hepática, uma vez que uma proporção significativa, de 5% a 25%, é encontrada 

nos músculos esquelético e cardíaco (Supramaniam et al., 2019). Desse modo, o aumento da 

atividade de ALT está mais correlacionado com perfis bioquímicos do fígado, sendo associado 

a várias hepatopatias agudas, incluindo hipóxia, inflamação, neoplasia, uso de medicamentos 

como corticosteroides e anticonvulsivantes e a fase de recuperação hepática, caracterizada pela 

regeneração dos hepatócitos (Johnson e Sherding, 2006; Wang et al., 2017). Já a enzima 

aspartato aminotransferase (AST) converte aspartato em oxaloacetato e pode ser encontrada nas 

mitocôndrias dos hepatócitos e, em menores quantidades, no seu citoplasma. AST ainda é 

detectada em eritrócitos, células musculares, rins e pâncreas (Yan et al., 2020; Jin et al., 2023). 

O aumento da AST é observado em doenças hepáticas agudas e está associado a lesões 

hepáticas mais graves, como necrose e lipidose ativa, devido à sua isoenzima mitocondrial 

(Johnson e Sherding, 2006; Sun et al., 2019). A fosfatase alcalina (ALP) é uma metaloenzima 

de zinco e uma das principais enzimas de indução, presente em várias membranas celulares, em 

vários órgãos como ossos, rins, intestinos, pâncreas, placenta e fígado, estando altamente 

concentrada em canalículos biliares (Iluz-Freundlich et al., 2020). A ALP atua na hidrólise de 

monoésteres de fosfato e altas concentrações de ALP no soro podem sugerir doenças 

hepatobiliar, óssea ou hiperfosfatasemia transitória (Moss, 1982; Rosalki e Foo, 1984; Fukatsu, 

2001; Amin et al., 2020). Um estudo em ratos expostos ao herbicida paraquat revelou aumento 

significativo das enzimas hepáticas séricas ALP, AST e ALT, indicando que houve lesão 
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hepática nestes animais (Ijaz et al., 2024). Desta forma, devido a exposição a compostos 

químicos como os herbicidas, a verificação destes biomarcadores de danos hepáticos se faz 

necessária para identificação de possível comprometimento no metabolismo e função deste 

órgão.  

 

2.5 Inflamação 

A inflamação ocorre como resposta a estímulos prejudiciais, como a presença de 

patógenos, lesão celular, substâncias tóxicas ou radiação (Ferrero-Miliani et al., 2007; Jabbour 

et al., 2009; Medzhitov, 2010).  É um mecanismo crucial de defesa do organismo, porém em 

situações específicas se torna prejudicial à saúde, como em casos de anafilaxia ou quando se 

torna crônica (Nathan e Ding, 2010). Durante o processo inflamatório, ocorrem eventos 

importantes como mudanças na permeabilidade dos vasos sanguíneos, recrutamento de 

leucócitos e liberação de mediadores de inflamação (Chertov et al., 2000; Ferrero-Miliani et al., 

2007).  

De acordo com Muire et al. (2020), o processo inflamatório apresenta três fases na 

resposta corporal à lesão, fase inicial, regeneração e remodelação e reparo. A fase inicial ocorre 

de 0 a 7 dias após a lesão, caracterizando-se pela liberação inicial de mediadores inflamatórios 

e recrutamento de células imunes ao local afetado (Hellenbrand, et al., 2021). Os primeiros 

leucócitos a serem atraídos para a lesão são os neutrófilos, seguidos por monócitos, linfócitos 

e mastócitos (Stramer et al., 2007; Van et al., 2014; Robb et al., 2016). Em caso de inflamações 

agudas, pode ocorrer o acúmulo dessas células no tecido afetado formando um infiltrado 

inflamatório (Ene et al., 2022). Os glóbulos brancos liberam mediadores inflamatórios como as 

citocinas quando são ativados. Citocinas são proteínas que atuam na regulação da resposta 

imunológica como mensageiros químicos, coordenando a comunicação entre diferentes células 

imunes (Tab. 1) (Zhang et al., 2007). As citocinas são classificadas em pró-inflamatórias e anti-
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inflamatórias. As pró-inflamatórias amplificam a resposta inflamatória, estimulando a produção 

de outras citocinas pró-inflamatórias e ativando células imunes, a exemplo interleucina (IL)-2, 

IL-6, IL-17 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (Moghbeli et al., 2021). Já as anti-

inflamatórias exercem efeitos inibitórios sobre a resposta inflamatória, suprimindo a produção 

de citocinas pró-inflamatórias e reduzindo a ativação de células imunes, como IL-10 e IL-4 

(Huang et al., 1998). Durante a fase inicial, o local da lesão é enriquecido com citocinas pró-

inflamatórias, como a IL-6, que regulam funções celulares por meio da ativação e indução de 

fatores e proteínas importantes para a regeneração (Pineau e Lacroix, 2007). 

 

Tabela 1. Funções e principais fontes de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias 

IFN-interferon; Ig, - imunoglobulina; IL – interleucina; NK – natural killer; Th1 – célula T 

helper1; Th2 – célula T helper2; Th17 – célula T helper17; TNF – fator de necrose tumoral. 

Citocinas Funções Principais fontes 

IL-2 Pró-inflamatórias; fator de crescimento e 

diferenciação de células T e NK; ativação 

macrófagos e células T, B e NK  

Células Th1 ativadas e 

células NK 

IL-4 Anti-inflamatórias; fator de crescimento e 

diferenciação de células B; ativação mastócitos; 

promoção da síntese de IgE e IgG; inibição de 

células Th1  

Células Th2  

IL-6 Pró-inflamatórias; maturação de neutrófilos e 

macrófagos; diferenciação de células T, B e NK; 

produção de IL-2  

Células T, macrófagos, 

células endoteliais 

IL-10 Anti-inflamatórias; inibe células Th1 e macrófagos  Células T reguladoras 

1L-17 Pró-inflamatórias; estimula a secreção de citocinas 

anti-inflamatórias 

Células Th17 

TNF -α Pró-inflamatórias; estimula a produção de outras 

citocinas pró-inflamatórias  

Macrófagos e células 

NK 

IFN-γ Ativação de macrófagos e células NK, inibe células 

Th2, estimula células Th1  

Células Th1 e células 

NK ativadas 
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(Coico e Sunshine, 2009; Han et al., 2010; Woodward et al., 2010; Brown e Hural, 2017; 

Negishi et al., 2018; Kuo et al., 2020; Moghbeli et al., 2021; Grebenciucova e VanHaerents, 

2023). 

Após a fase inflamatória, a fase de regeneração começa entre 4 e 14 dias após a lesão, 

sendo coordenada para evitar a evolução da inflamação aguda para um quadro crônico (Muire 

et al, 2020). A supressão da resposta inflamatória envolve a produção controlada dos 

mediadores, que agem para que os leucócitos não sejam mais recrutados para o local da lesão, 

restaurando a homeostase. A exemplo, nesta fase a concentração da IL-6 começa a baixar em 

direção ao basal e é observado o pico na quantidade de infiltrado inflamatório linfocítico 

(Hellenbrand, et al 2021). A fase de remodelação e reparo se estende depois dos 14 dias, 

envolvendo a reestruturação e fortalecimento do tecido lesado. Esse processo inclui etapas 

como redução de apoptose, regulação negativa de quimiocinas e citocinas e cicatrização 

(Serhan e Sevill, 2005; Reville et al., 2006).  

O processo inflamatório no fígado envolve principalmente a ativação das células de 

Kupffer e o recrutamento de células inflamatórias. Tal fato resulta na produção de citocinas que 

podem gerar inflamação persistente e danos aos hepatócitos a longo prazo (Szabo et al., 2007).  

A exposição a herbicidas pode gerar respostas inflamatórias nas superfícies corporais 

externa e interna, como tegumentar e gastrointestinal respectivamente, que atuam como a 

primeira linha de defesa do corpo. O organismo libera substâncias como alarminas, que 

sinalizam uma resposta imune quando entram em contato com o tóxico. Macrófagos e linfócitos 

ativados por TNF-α, por exemplo, começam a agir na reparação dos danos e a amplificar a 

resposta do organismo (Lopes-Ferreira et al., 2023).  Um estudo realizado com ratas prenhes 

expostas ao herbicida glifosato mostrou que a prole apresentou concentrações elevadas de TNF-

α e IL-6 no fígado, caracterizando um processo de inflamação (Rieg et al., 2022). Outro estudo 

expôs ratos por 14 dias ao paraquat e analisou o perfil inflamatório hepático, mostrando efeito 

do herbicida no aumento de citocinas pró-inflamatórias e danos hepáticos (Rafiee et al., 2023). 
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2.6 Estresse oxidativo 

A produção contínua de espécies reativas desempenha um papel crucial em vários 

processos biológicos, pois estas agem como mediadores da transferência de elétrons em reações 

bioquímicas (Minciullo et al., 2014). As mitocôndrias são suas principais fontes em sistemas 

biológicos, através da cadeia transportadora de elétrons (Venditti e Meo, 2020).  Na redução de 

O2, espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio são geradas, levando 

à formação de radicais superóxido (O2
-) e hidroxila (OH-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

óxido nítrico (ON; Fujita et al., 2021). Apesar de EROs serem subprodutos do metabolismo 

celular normal e desempenharem papeis essenciais em vários processos fisiológicos, quando 

produzidas em excesso, podem causar danos oxidativos a estruturas celulares como lipídios, 

membranas, proteínas e DNA (Srinivas et al., 2019).  

Os antioxidantes intracelulares enzimáticos e não enzimáticos protegem as células de 

danos provocados por espécies reativas (Sies et al., 2017). Enzimas que atuam na linha de frente 

no combate aos EROs são superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-

transferase (GST). A SOD facilita a reação em que O2
- ganha um elétron extra e dois íons de 

hidrogênio, formando peróxido de hidrogênio (H2O2). O H2O2 é conhecido por ser menos 

reativo que o O2
- porém em grandes concentrações pode comprometer estruturas celulares 

(Narváez-Cuenca et al., 2011). Com isso, a enzima CAT atua para decompor o H2O2 em água 

e oxigênio (Xue et al., 2022). A enzima GST faz a conjugação da molécula de glutationa com 

radicais livres e toxinas, facilitando a sua excreção pelo organismo (Morel et al., 2009). A 

capacidade de redução férrica do plasma (FRAP) é um marcador de atividade antioxidante, 

utilizado para avaliar o total de antioxidantes não enzimáticos nas células, indicando a 

capacidade deles em reduzir o ferro férrico (Fe3+) (Wolfe e Liu, 2007). A concentração de ON 

é outro parâmetro usado na identificação de estresse oxidativo.  Em condições inflamatórias, a 

isoforma induzível do óxido nítrico sintase (iONS) apresenta produção de ON em grandes 
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quantidades, se associando a um estado de citotoxicidade celular (Arriero et al., 2001).  

Danos provocados pelo desequilíbrio da produção e decomposição de EROs e radicais 

são medidos por marcadores do estresse celular. O malondialdeído (MDA) é um marcador de 

estresse oxidativo formado através da peroxidação lipídica induzida pela ação de radicais livre 

em desequilíbrio no organismo. O acúmulo de MDA no tecido pode indicar dano estrutural de 

membrana (Barbosa et al., 2010; Rahal et al., 2014). Proteínas carboniladas (PC) são produzidas 

a partir da oxidação de resíduos de aminoácidos. Os compostos carbonilados formados neste 

processo podem comprometer a transcrição do DNA e a atividade mitocondrial, o que prejudica 

o dobramento e o funcionamento proteico (Hauck et al., 2018). Estudos que avaliaram a 

exposição a herbicidas como atrazina em ratos apresentaram resultados que relacionam os 

químicos a danos oxidativos no fígado, dando destaque à presença da concentração elevada do 

marcador MDA e redução da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD (Abarikwu, 

2014; Zhang et al., 2017). 

 

2.7 ATPases Na+/K+, Mg2+ e Ca2+ 

ATPases são enzimas que utilizam adenosina trifosfato (ATP) na produção de energia 

para realização das diversas funções celulares, como ação das proteínas motoras miosinas e 

proteínas de membrana em bombas de sódio/potássio (Na+/K+), magnésio (Mg2+) e cálcio 

(Ca2+) (Velli, e Devaki, 2020; Sati, 2023). A Na+/K+ ATPase funciona com energia proveniente 

da hidrólise de ATP, que induz mudanças conformacionais na proteína, permitindo a troca de 

íons Na+/K+, transportando íons Na+ para fora da célula e íons K+ para dentro, contra o gradiente 

de concentração (Alberts et al., 2017; Leone et al., 2020; Kinoshita et al., 2021). A ATPase se 

liga firmemente e especificamente aos íons corretos, evitando o desperdício de ATP (Alberts et 

al., 2017). A inibição da Na+/K+ ATPase pode causar edema, morte neuronal e problemas 

cognitivos (Factor et al., 1998; Khan et al., 2003; Ding et al., 2019). Além disso, essa enzima é 
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um importante regulador da homeostase iônica de hepatócitos. Alterações em sua estrutura e 

funcionamento podem levar a distúrbios hepáticos (Hodeify et al, 2021).  

A Mg2+ATPase atua na regulação das concentrações intracelulares do íon Mg2+, 

essencial cofator de enzimas e associado ao metabolismo energético e síntese proteica (Canli et 

al. 2016; Recabarren et al., 2020; Shao, 2023).  A Ca2+ATPase, por sua vez, transporta íons 

Ca2+ através da membrana plasmática ou do retículo endoplasmático, participando de processos 

regulatórios vitais, como fertilização e apoptose celular (Nagai et al., 1989). Essas bombas 

mantêm uma baixa concentração de Ca2+ no citosol em relação ao meio extracelular, crucial 

para diversos processos celulares, como contração muscular e comunicação neuronal (Alberts 

et al., 2017). 

 

2.8 Análise de elementos químicos 

Todas as estruturas de organismos vivos e elementos não vivos do ambiente são 

constituídas por elementos químicos. A crosta terrestre é composta principalmente de oxigênio, 

silício e alumínio, enquanto o corpo humano é composto predominantemente por hidrogênio, 

oxigênio e carbono (Alberts et al., 2017). Além desses elementos básicos, os humanos e outros 

seres vivos apresentam em sua composição química básica elementos essenciais, como o 

nitrogênio, fósforo, enxofre, cálcio, potássio, cloro, sódio, magnésio e zinco. Esses elementos 

são componentes de proteínas e ácidos nucleicos, atuando como cofatores em processos 

bioquímicos, mantendo o gradiente eletroquímico necessário para a homeostase celular (Haftek 

et al., 2022). Por meio de técnicas como a microscopia eletrônica de varredura e Espectrometria 

de Energia Dispersiva, é possível quantificar elementos químicos em amostras biológicas. 

Nesta técnica, um feixe de elétrons é posto sobre uma amostra e interage com sua superfície, 

permitindo a análise da sua composição química. Na avaliação do material, o lugar onde os 

picos registrados estão permite a identificação de um elemento químico e o seu tamanho indica 
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a concentração do elemento na amostra (Galván Josa et al., 2013).   

 

2.9 Análise histológica do fígado  

Análises microscópicas envolvem o exame de materiais ou amostras em nível 

microscópico para coletar informações detalhadas sobre sua estrutura e propriedades. Um dos 

seus tipos é a análise histológica que pode ser feita a partir de diferentes técnicas de coloração 

e microscopia e é usada para avaliar a saúde e possíveis danos em um tecido e na sua função 

(Junqueira e Carneiro, 2017; Kusumoto et al., 2022;). Colorações convencionais são usadas 

para avaliar o parênquima de um órgão quanto a afinidade ácido-básica dos constituintes 

celulares, patologias e componentes. A coloração por hematoxilina e eosina (HE) usa dois 

corantes com propriedades químicas distintas. A hematoxilina, um corante básico roxo, se liga 

a componentes ácidos das células, como ácidos nucleicos. Enquanto isso, a eosina, um corante 

ácido rosa, se liga a componentes básicos no tecido, como proteínas citoplasmáticas e matriz 

extracelular (Caputo et al., 2010). Nessa coloração, é possível observar características como 

tamanho e forma do núcleo, a homogeneidade do citoplasma e a matriz extracelular (Fischer et 

al., 2008).  

Colorações histoquímicas são usadas para estudos histológicos complexos, nos quais as 

características seletivas de coloração auxiliam na visualização de componentes teciduais e 

celulares específicos, que vão além das colorações de rotina (Rodrigues et al., 2022). A 

coloração histoquímica de ácido periódico de Schiff (PAS) é amplamente utilizada em estudos 

histológicos para identificar carboidratos como o glicogênio, um polímero de glicose que é a 

reserva energética mais importante dos mamíferos, encontrada no músculo esquelético e no 

fígado (Roach et al., 2001). A diabetes é uma doença que pode estar associada a perturbações 

no metabolismo de glicogênio (Cline et al., 1994). Na técnica de PAS, a glicose é oxidada e 

forma aldeídos que são corados em magenta (Nelson et al., 2017). 
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3. Materiais e métodos 

3.1 Animais 

Foram adquiridos 30 camundongos machos da linhagem Swiss, com 70 dias de idade, 

vindos do Biotério Central da Universidade Federal de Viçosa (UFV). Os animais foram 

alojados em gaiolas de polipropileno, com controle de fotoperíodo (12 horas de luz) e 

temperatura mantida a 22°C, garantindo-lhes acesso irrestrito à alimentação e água. Todos os 

procedimentos experimentais foram devidamente documentados sob o protocolo de número 

33/2023 e receberam aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFV em 

03/08/2023. 

 

3.2 Design experimental 

Após uma semana de adaptação, os camundongos foram distribuídos aleatoriamente em 

três grupos experimentais (n = 10 animais por grupo). Animais do grupo controle receberam 

diariamente 0,2 mL de água filtrada por gavagem, enquanto animais dos dois grupos Calaris® 

receberam o herbicida diluído em água nas concentrações de 0,2 e 2,0mg kg-1, respectivamente, 

por gavagem e em volume de 0,2 mL. As concentrações testadas são 10000 e 1000 vezes 

inferiores ao LD50 do Calaris®, concentração que leva à morte de 50% dos animais testados. Os 

animais foram expostos diariamente ao herbicida até atingirem 7 e 14 dias de exposição, quando 

foram eutanasiados 5 animais por grupo 24h após o fim de cada período de tempo subagudo de 

exposição. Exposição subaguda corresponde ao período de tempo que varia de 1 a 30 dias de 

exposição (Machado-Neves, 2022).  

 

3.3 Eutanásia, coleta do fígado e análise biométrica 

Após 7 e 14 dias de tratamento, os animais foram submetidos à pesagem e 

posteriormente foram sedados e anestesiados, como xilazina (30 mg kg-1 intraperitoneal) e 
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cetamina (300 mg kg-1 intraperitoneal), respectivamente. Após a anestesia foram eutanasiados 

pela coleta do sangue por punção cardíaca, que foi centrifugado a 2000 xg a 4 °C por 10 minutos 

para obtenção do soro destinado a análises bioquímicas. O fígado foi então dissecado e pesado, 

metade do órgão foi congelado em nitrogênio líquido e armazenada a -80 °C enquanto a outra 

metade foi destinada a análises histológicas e de microelementos. Amostras congeladas de 

fígado (100 mg; n = 5/grupo) foram homogeneizadas em 1 mL de Tris-HCl (0,1 M, pH 7,4) e 

submetidas a centrifugação a 15.000 xg por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi encaminhado 

para análises de biomarcadores de dano hepático, de citocinas, de marcadores de estresse 

oxidativos e de enzimas antioxidantes. 

 

3.4 Quantificação de biomarcadores de danos hepáticos 

O sobrenadante de amostras de fígado e o soro foram utilizados para avaliar as 

concentrações hepáticas e séricas de alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) por meio de kits bioquímicos (Laboratórios 

Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as instruções do fabricante. 

 

3.5 Ensaio de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias no fígado 

O sobrenadante de fígado foi utilizado para medir a concentração citocinas pró 

inflamatórias IL-2, IL-6, IL-17A e TNF e anti-inflamatórias IL-4, IL-10, IL-17A e IFN- γ por 

meio de kit bioquímico (BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit), 

seguindo as instruções do fabricante. A atividade das citocinas foi expressa em picograma por 

mililitro. 

 

3.6 Análise de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo 

O sobrenadante de fígado foi usado para avaliar a atividade de enzimas antioxidantes 
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SOD (Dieterich et al., 2000), CAT (Aebi, 1984) e GST (Habig et al., 1974). Os resultados foram 

normalizados em relação às concentrações de proteína total, quantificada pelo método de 

Bradford (1976).  A atividade dessas enzimas foi expressa como unidade (U) por miligrama de 

proteína. Adicionalmente, a partir do sobrenadante foi feita a quantificação de MDA e de nitrito, 

que ofereceu dados indiretos sobre as concentrações de ON (Tsikas, 2007). O pellet resultante 

foi empregado para determinar a PC, utilizando o leitor de microplacas ELISA. A FRAP foi 

medida pela redução do complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe3+-TPTZ) a tripiridiltriazina 

ferrosa (Fe2+-TPTZ), fornecendo insights sobre a resposta antioxidante das amostras (Benzie e 

Strain, 1996).  A quantificação de ON foi expressa em micromol (µM), de MDA e PC em 

nanomol por mililitro (nM/mL) e de FRAP em micromol por Fe+2 (µM/ Fe+2). 

 

3.7 Atividades de ATPases Ca2+, Na+ /K+ e Mg2+ 

Fragmentos de fígado (100 mg) foram homogeneizados em Tris-HCl (0,1 M, pH 7,4) e 

centrifugados a 1500 xg a 5 °C por 10 minutos, a fim de obter o sobrenadante a ser usado na 

determinação da atividade de ATPase Ca2+( Hjertén e Pan, 1983), Na+ /K+ (Bonting et al., 1962) 

e Mg2+ (Ohnishi et al., 1982). Foi usada solução de ATP (0,1 M) como substrato para a produção 

de fosfato livre pela atividade das ATPases. Para interromper a reação foi adicionado à solução 

TCA  10% e o material foi centrifugado novamente. O teor de fosfato foi medido usando kit 

bioquímico (Laboratórios Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) segundo instruções do 

fabricante. A partir do método de Bradford foi medido a concentração de proteínas totais 

(Bradford, 1976). A atividade de ATPase foi expressa em micrograma de 

fósforo/minuto/miligrama de proteína (Pi/min/mg/proteína). 

  

3.8 Análise de proporção de elementos químicos 

A avaliação das variações na proporção de elementos foi conduzida por meio da 
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espectroscopia de raio-X de dispersão de energia (EDS), utilizando um microscópio eletrônico 

de varredura (Leo 1430VP, Carl Zeiss, Jena, Thuringia, Alemanha) equipado com um sistema 

de detector de raio X acoplado (Tracor TN5502, Middleton, WI, EUA). Fragmentos fixados 

dos órgãos foram desidratados em etanol, passaram por um processo de secagem em ponto 

crítico e foram revestidos com uma película de carbono. A proporção dos elementos Na, K, Ca, 

Mg, Mn, Zn, Cu, Fe, Cl e S foi medida e analisada durante o procedimento. Os resultados foram 

expressos em percentual (%). 

 

3.9 Processamento histológico 

Fragmentos de fígado foram submersos em solução fixadora de formalina a 10% por 48 

horas. Após a fixação, os fragmentos foram submetidos a desidratação em concentrações 

crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e absoluto) e subsequentemente incluído em 2-hidroxietil 

metacrilato (Historesin®, Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha). Seções semi-seriadas 

com espessura de 3 μm foram obtidas em micrótomo rotativo (RM 2255, Leica, Nussloch, 

Alemanha). Posteriormente, as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para 

análises histopatológicas. Seções adicionais do fígado foram submetidas à coloração pelo 

método de ácido periódico de Schiff (PAS) com o objetivo de avaliar a presença de glicogênio 

nos tecidos. 

 

3.10 Análises histológicas 

Lâmina de fígado (n = 5/grupo) coradas com HE foram submetidos a análise através da 

microscopia de luz. Foram observadas eventuais alterações na organização do parênquima 

hepático. As lesões identificadas foram classificadas quanto a sua distribuição, como i) Focal: 

com a presença de 1 a 3 pontos de lesão no mesmo corte histológico; ii) Multifocal: focos de 

lesão em mais de 3 pontos no mesmo corte histológico; iii) Difusa: presença da lesão em todo 
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o corte histológico (Vasconcelos, 2000; Estrela-Lima et al., 2018).   

Uma câmera digital acoplada ao microscópio óptico foi utilizada para capturar dez 

imagens por animal do material corado com PAS, utilizando objetiva com aumento de 20X. 

Em seguida, as imagens foram analisadas no software Image ProPlus (Media Cybernetics, Inc). 

Os pixels correspondentes à reação positiva de PAS foram identificados com base no 

histograma de cores do software. Resultados oriundos da reação do glicogênio com o PAS 

foram expressos em porcentagem de pixels na imagem. 

 

3.11 Análise estatística 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para 

verificação da distribuição normal dos dados. Em seguida, os resultados foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) unidirecional e as médias foram comparadas pelo teste post hoc 

de Tukey. As diferenças foram consideradas significativas quando P < 0,05. Os gráficos foram 

gerados utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 

EUA). Os dados foram expressos com média ± desvio padrão (DP). Os valores de P foram 

listados na Tabela Suplementar 1. 

4. Resultados 

4.1 Parâmetros biométricos e bioquímicos 

O peso corporal e do fígado não apresentou diferenças entre os animais dos grupos 

controle e expostos ao herbicida em ambos os tempos de exposição (P > 0,05; Tab. 2). 

Camundongos expostos a 2 mg kg-1 do herbicida por 7 dias apresentaram maior 

concentração de AST sérica em relação a animais controle (P < 0,05), sem alterar valores 

encontrados no fígado (P > 0,05; Tab. 2). Não foram encontradas diferenças nas concentrações 

de ALT sérica e hepática em animais expostos ao Calaris® por 7 dias (P > 0,05; Tab. 2). 

 Os valores de ALT sérica foram maiores em camundongos expostos a 2 mg kg-1 do 
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herbicida por 14 dias que em animais controle, enquanto a ALT hepática foi menor. (P < 0,05; 

Tab. 2). Não foram encontradas diferenças nas concentrações de AST sérica e hepática dos 

animais expostos ao Calaris® por 14 dias (P > 0,05; Tab. 2). 

Não foram encontradas diferenças entre os grupos experimentais para as concentrações 

de ALP sérica e hepática (P > 0,05; Tab. 2). 
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Tabela 2.  Parâmetros biométricos e bioquímicos de camundongos Swiss expostos a diferentes concentrações do herbicida Calaris® por gavagem 

durante 7 e 14 dias. 

Média ± DP.  ALT – alanina aminotransferase; AST – aspartato aminotransferase; ALP – fosfatase alcalina. a,b letras minúsculas indicam diferença 

significativa entre o grupo controle e os grupos expostos ao Calaris® por 7 e 14 dias pelo teste de Tukey (P < 0,05).  (n=5 animais/grupo). 

Parâmetros 
 7 dias   14 dias  

Controle 0,2 mg kg-1 2 mg kg-1 Controle 0,2 mg kg-1 2 mg kg-1 

Peso corporal (g) 38,1 ± 2,2a 36,7 ± 0,8a 40,2 ± 2,4a 43,8 ± 2,0a 40,9 ± 1,7a 42,6 ± 2,2a 

Peso fígado (g) 1,8 ± 0,2a 1,8 ± 0,2a 1,8 ± 0,2a 1,8 ± 0,1a 2,0 ± 0,1a 1,8 ± 0,3a 

ALT (U/L) soro 30,6 ± 5,5a 28,8 ± 6,0a 32,1 ± 5,1a 18,8 ± 7,9a 20,3 ± 2,1a 30,0 ± 6,0b 

AST (U/L) soro 28,9 ± 4,3a 32,7 ± 3,4a 57,8 ± 9,3b 30,9 ± 5,4a 45,8 ± 12,8a 48,0 ± 14,7a 

ALP (U/L) soro 352,5 ± 48,5a 323,6 ± 31,4a 298,0 ± 37,6a 273,8 ± 55,2a 272,5 ± 31,9a 358,8 ± 66,9a 

ALT (U/L) órgão 31,5 ± 9,7a 34,7 ±16,9a 57,1 ± 14,2a 44,4 ± 4,3a 45,9 ± 7,3a 54,8 ± 4,7a 

AST (U/L) órgão  44,0 ± 13,1a 49,5 ± 18,1a 53,9 ± 12,2a 32,9 ± 4,1a 31,5 ± 6,0a 39,8 ± 8,5a 

ALP (U/L) órgão 139,6 ± 34,2a 143,0 ± 53,5a 166,9 ± 49,0a 166,4 ± 15,8a 165,6 ± 44,6a 168,1 ± 17,0a 
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4.2 Análise do perfil de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias no fígado  

As concentrações das citocinas IFN, IL-4, IL-10, IL-17A e TNF no fígado não 

apresentaram diferenças entre os camundongos dos grupos controle e expostos ao Calaris® por 

7 e 14 dias (P > 0,05; Tab. 3). A concentração hepática da citocina IL-2 aumentou em animais 

expostos a 2 mg kg-1 de Calaris® por 14 dias quando comparados a animais controle (P < 0,05; 

Tab. 3). A concentração hepática da citocina IL-6 aumentou em animais dos grupos expostos a 

0,2 e 2 mg kg-1 de Calaris® por 14 dias quando comparados a animais dos grupos controle (P < 

0,05; Tab. 3).  
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Tabela 3. Concentração de citocinas no fígado de camundongos Swiss adultos expostos a diferentes concentrações do herbicida Calaris®, por 

gavagem, durante 7 e 14 dias. 

Média ± DP. IFN – interferon; IL – interleucina; TNF – fator de necrose tumoral. a,b letras minúsculas indicam diferença significativa entre o 

grupo controle e os grupos expostos ao Calaris® por 7 e 14 dias pelo teste de Tukey (P < 0,05); (n=5 animais/grupo).   

Citocinas (pg mL-1) 
 7 dias   14 dias  

Controle 0,2 mg kg-1 2 mg kg-1 Controle 0,2 mg kg-1 2 mg kg-1 

IFN 0,0± 0,0a 0,00 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 1,1 ± 1,6a 0,0 ± 0,0a 5,1 ± 4,1a 

IL-2 2,4 ± 0,1a 2,22 ± 0,5a 2,7 ± 0,6a 2,8 ± 0,3a 2,8 ± 1,1a 5,1 ± 0,1b 

IL-4 11,3 ± 0,3a 11,00 ± 0,5a 11,9 ± 0,5a 10,4 ± 0,7a 12,7 ± 1,4a 11,7 ± 0,2a 

IL-6 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 2,2 ± 3,2a 0,0 ± 0,0a 6,8 ± 2,6b 3,1 ± 0,4b 

IL-10 4,1 ± 5,3a 16,4 ± 23,3a 25,3 ± 35,7a 70,0 ± 25,3a 56,5 ± 45,4a 28,9 ± 40,8a 

IL-17A 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 

TNF 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 0,0 ± 0,0a 
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4.3 Análise de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo  

Não foram observadas diferenças entre os grupos experimentais para todas as variáveis 

testadas (P > 0,05; Fig. 3). 

Figura 3: Efeitos da exposição a diferentes concentrações do herbicida Calaris®, por gavagem, 

por 7 e 14 dias na atividade de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo no 

fígado de camundongos Swiss adultos. SOD – superóxido dismutase, CAT - catalase, GST – 

glutationa S-transferase, FRAP – poder antioxidante/redutor férrico, NO – óxido nítrico, MDA 

– malondialdeído e PC – proteína carbonilada. Média ± DP. Não foram observadas diferenças 

entre os grupos experimentais pelo teste de Tukey (P > 0,05; n=5 animais/grupo). 
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4.4 Atividades de ATPases Ca2+, Na+/K+ e Mg2+ 

A atividade de Ca2+ e Mg2+ ATPases no fígado não diferiu entre os grupos experimentais 

e os tempos de exposição (P > 0,05; Tab. 4). A atividade de Na+/K+ ATPase, por sua vez, 

diminuiu em camundongos expostos a 0,2 e 2,0 mg kg-1 de Calaris® quando comparados a 

animais do grupo controle por 7 e 14 dias (P > 0,05; Tab. 4). 

 

4.5 Análise de proporção de elementos químicos 

Não foram observadas diferenças entre a proporção dos elementos químicos 

mensurados no fígado de camundongos expostos ao herbicida Calaris® (P > 0,05; Tab. 5).  
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Tabela 4. Atividade enzimática Ca2+, N+/K+, Mg2+ ATPase (Pi/min/mg/proteína x 10-4) no fígado de camundongos Swiss adultos 

expostos a diferentes concentrações do herbicida Calaris®, por gavagem, durante 7 e 14 dias. 

Média ± DP. a,b letras minúsculas indicam diferença significativa entre o grupo controle e os grupos expostos ao Calaris® por 7 e 14 dias 

pelo teste de Tukey (P < 0,05; n=5 animais/grupo). 

Parâmetros  

 

 7 dias   14 dias  

Controle 0,2 mg kg-1 2 mg kg-1 Controle 0,2 mg kg-1 2 mg kg-1 

Ca2+ ATPase 6,1 ± 2,8a 6,4 ± 2,2a 6,8 ± 2,2a 5,9 ± 0,0a 6,3 ± 0,3a 5,9 ± 0,1a 

Na+/K+ ATPase 6,5 ± 2,1a 2,2 ± 1,0b 2,1 ± 0,9b 6,2 ± 1,9a 2,5 ± 1,2b 2,0 ± 1,0b 

Mg2+ ATPase 4,2 ± 1,1a 2,5 ± 1,4a 2,8 ± 1,0a 4,5 ± 1,4a 2,2 ± 1,4a 2,7 ± 1,1a 
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Tabela 5. Proporção de elementos químicos presentes no fígado de camundongos Swiss adultos expostos a diferentes concentrações do herbicida 

Calaris®, por gavagem, durante 7 e 14 dias. 

Média ± DP. Não foram observadas diferenças entre os grupos experimentais e tempos de exposição pelo teste de Tukey (P > 0,05; n = 5 

animais/grupo).

Elementos 

químicos (%) 

 7 dias   14 dias  

Controle 0,2 mg kg-1 2 mg kg-1 Controle 0,2 mg kg-1 2 mg kg-1 

Sódio 24,76 ± 1,72 24,23 ± 1,56 23,04 ± 1,42 26,65 ± 2,02 24,23 ± 1,43 24,22 ± 1,83 

Magnésio 5,50 ± 2,76 5,62 ± 1,31 3,94 ± 0,41 5,07 ± 1,87 5,08 ± 1,46 6,98 ± 1,59 

Enxofre 8,06 ± 1,00 8,02 ± 0,72 7,19 ± 2,15 9,08 ± 2,18 7,57 ± 3,14 8,64 ± 3,42 

Cloro 5,44 ± 3,48 6,93 ±0,72 7,77 ± 2,41 6,26 ± 1,15 6,65 ± 1,42 5,35 ± 0,77 

Potássio 7,15 ± 1,30 10,72 ± 3,42 10,99 ± 1,14 9,62 ± 1,11 10,00 ± 2,59 9,48 ± 1,25 

Calcio 29,00 ± 1,74 26,52 ± 2,96 26,45 ± 3,08 24,92 ± 2,29 27,68 ± 2,20 25,01 ± 2,95 

Manganês 4,62 ± 2,34 4,30 ± 1,51 3,92 ± 1,30 5,10 ± 1,41 4,58 ± 1,24 5,64 ± 1,57 

Ferro 4,26 ± 1,19 4,84 ± 1,25 4,17 ± 0,91 4,82 ± 0,79 4,34 ± 1,10 3,66 ±1,26 

Cobre 5,36 ± 2,25 5,22 ± 1,38 4,47 ± 2,57 4,33 ± 1,67 4,58 ± 1,48 3,88 ± 1,45 

Zinco 5,45 ± 1,90 4,46 ± 1,47 4,60 ± 2,03 5,39 ± 0,65 6,27 ± 1,41 6,71 ± 2,34 
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4.6 Análises histológicas 

Todas as alterações histológicas presentes no parênquima hepático analisado foram 

relatadas, sendo observados três tipos: congestão, vacuolização e infiltrado inflamatório 

mononuclear (Fig. 4). Não foram encontrados focos de infiltrado polinucleados. Três 

camundongos de cada grupo controle de 7 e 14 dias não apresentaram alterações histológicas 

no parênquima hepático. Os hepatócitos estavam organizados em cordões, circundados por 

capilares sinusoides e vasos sanguíneos desobstruídos (Fig. 4A, 4D, 4G e 4H). Dois animais de 

cada grupo controle, nos 7 e 14 dias de experimento, apresentaram congestão de distribuição 

multifocal. Além disso, dois animais do grupo controle de 7 dias apresentaram vacuolização no 

citoplasma de hepatócitos com distribuição multifocal no fígado (Fig. 4G e 4H).  

Todos os grupos expostos ao herbicida Calaris® em ambas as concentrações e tempos 

de exposição apresentaram congestão com distribuição multifocal, vacuolização no citoplasma 

de hepatócitos com distribuição multifocal e difusa e infiltrados inflamatórios mononucleares 

com distribuição multifocal, em, porém proporções diferentes (Fig 4B, 4C e 4E-4H).  

A proporção de glicogênio no fígado não apresentou diferença entre os animais dos 

grupos controle e expostos ao Calaris® por 7 e 14 dias (P > 0,05; Fig. 5). 
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Figura 4. Fotomicrografias do fígado de camundongos Swiss submetidos à exposição do 

herbicida Calaris® por gavagem durante 7 e 14 dias. Coloração em hematoxilina e eosina (HE). 

As imagens A e D mostram parênquima hepático intacto, composto por hepatócitos (seta 

vermelha) dipostos em cordões e rodeados por capilares sinusóides (seta amarela), com vasos 

sanguíneos com lúmen desobstruído (estrela). As figuras B, C, E, e F representam o fígado de 

animais expostos ao herbicida. Na figura B é possível observar vacuolização (cabeça de seta) 

com distribuição difusa em aumento de 100x  e aproximação de região vacuolizada em aumento 

de 400x. É possivel observar também vaso congesto (asterisco). Na figura C é possível observar 

infiltrados inflamatórios mononucleares (seta preta), com distribuição multifocal em aumento 

de 200x e aproximação de células inflamatórias em aumento de 1000x. Na figura E é possível 

observar vacuolização (cabeça de seta preta), com distribuição multifocal. Na figura F é 

evidenciado congestão vascular (asterisco), com distribuição multifocal. Figura G: Proporção 

de ocorrência e distribuição de patologias em fígado de camundongos Swiss adultos expostos 

a diferentes concentrações do herbicida Calaris®, por gavagem, durante 7 dias. Figura H: 

Proporção de ocorrência e distribuição de patologias em fígado de camundongos Swiss adultos 

expostos a diferentes concentrações do herbicida Calaris®, por gavagem, durante 14 dias. 

Número de animais por grupo = 5. Multifocal: Mais de três pontos de lesão em um único corte 

histológico; Difusa: Lesão presente em todo o corte histológico.    



44 

 

Figura 5: As fotomicrografias A, B, C, D, E e F revelam agregados de glicogênio (seta verde). 

Gráfico G mostra a proporção de glicogênio no fígado pela coloração de PAS. Média ± DP. 

Não foram observadas diferenças entre os grupos experimentais pelo teste de Tukey (P > 0,05; 

n=5).  

G 
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5. Discussão 

O presente estudo é o primeiro a avaliar os efeitos da exposição subaguda ao herbicida 

Calaris® sobre parâmetros hepáticos de camundongos. Essa mistura comercial de atrazina e 

mesotriona alterou concentrações séricas de AST e ALT e parâmetros hepáticos, como 

atividade de Na+/K+ ATPase e perfil das citocinas IL-2 e IL-6. Também foi possível observar 

algumas alterações histológicas em animais expostos ao herbicida, incluindo congestão, 

vacuolização e infiltrado inflamatório mononuclear. Por outro lado, não houve prejuízos em 

parâmetros biométricos, na proporção de elementos químicos, na atividade de enzimas 

antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo, atividade de Ca2+ e Mg2+ ATPase, e no perfil 

das citocinas IL-4, IL-10, IL-17A, IFN e TNF.  

A exposição a 2 mg kg-1 de Calaris® por 14 dias gerou aumento na concentração sérica 

de ALT, enquanto a expostos à mesma concentração do herbicida por 7 dias levou ao aumento 

na concentração sérica de AST. A quantificação de enzimas permite a avaliação da saúde 

hepática e identificação de possíveis danos locais (Grob et al., 2023). A exposição a herbicidas 

pode comprometer a integridade das células hepáticas, levando a modificações na 

permeabilidade celular e eventual liberação de enzimas para o meio extracelular (Srivastav et 

al., 2019; Chabane et al., 2022). A AST é mais sensível às modificações induzidas por tóxicos 

e seu aumento pode ser detectado antes de danos estruturais (Carvalho et al., 2022). Estudos 

anteriores, como o de Al-Demerdash et al. (2012), mostraram um aumento da concentração 

sérica de ALT e AST em animais expostos de forma subaguda ao pesticida metomil. O aumento 

da concentração sérica dessas enzimas pode indicar o seu extravasamento para o meio 

extracelular. A exposição a atrazina já foi relacionada à diminuição de fosfolipídeos, colesterol 

e lipídeos totais de membranas de eritrócitos (Bhatti et al., 2011).  

O herbicida resultou em um aumento na concentração da citocina pró-inflamatória IL-

2 no fígado de camundongos expostos a 2 mg kg-1 por 14 dias. Além disso, foi observado um 
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aumento na concentração da citocina pró-inflamatória IL-6 no fígado de camundongos expostos 

a 0,2 e 2 mg kg-1 pelo mesmo período. Aliado a este resultado, foram identificados múltiplos 

focos de infiltrados inflamatórios mononucleares no fígado dos animais que receberam o 

herbicida em ambas as concentrações e nos dois tempos de exposição. A inflamação é uma 

resposta biológica fundamental que o organismo e suas células utilizam para se proteger contra 

estímulos nocivos, como patógenos, toxinas e lesões teciduais. A intoxicação aguda por 

pesticidas pode desencadear uma resposta inflamatória hepática imediata (Camacho-Pérez et 

al., 2022; Lopes-Ferreira et al., 2023), levando ao acúmulo de células imunes como macrófagos, 

linfócitos e monócitos no tecido afetado, culminando na formação de infiltrados inflamatórios 

(Ene et al., 2022). A IL-6 é responsável pela infiltração e maturação de células mononucleares 

no tecido, atuando como mediador de múltiplos efeitos no sistema imunológico do hospedeiro, 

incluindo respostas inflamatórias a diferentes estímulos (Pandolfi et al., 2020; Ene et al., 2022). 

Células presentes em infiltrados inflamatórios, como as células T, podem apresentar 

marcadores de ativação como a IL-2, uma citocina crítica para a homeostase imunológica, 

desempenhando um papel fundamental na tolerância imunológica (Shinkai et al., 2006; Vanasse 

et al., 2013). Chen e colaboradores (2014) observaram que uma baixa concentração do 

inseticida organofosforado dimetoato aumentou a concentração de mRNA de IL-6 no cérebro 

de ratos machos. Outro estudo apresentou que em experimentações in vivo e in vitro o herbicida 

glifosato induz processos inflamatórios, aumentando a expressão e concentração de citocinas 

inflamatórias, como IL-6, IL-1β e TNF-α, seguido de um aumento no número de células 

imunológicas, como neutrófilos e macrófagos (Lopes-Ferreira et al., 2023). Ratos expostos a 

uma mistura de agrotóxicos por 12 meses em concentrações baixas tiveram aumento da 

inflamação (Docea et al., 2019). Por isso, podemos sugerir que a exposição ao Calaris® causou 

alterações expressivas no perfil inflamatório do fígado, elevando a concentração de citocinas 

pró- inflamatórias no tecido e induzindo o aparecimento de múltiplos focos de infiltrados 
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inflamatórios mononucleares. 

Neste estudo, as exposições de 7 e 14 dias ao Calaris® não alteraram a atividade 

enzimática antioxidante e as concentrações de marcadores de dano oxidativo. A ligação da 

atrazina aos sistemas redox de células-alvo, como o hepatócito, pode causar disfunção 

mitocondrial e ativar sistemas associados ao estresse oxidativo, desencadeando citotoxicidade, 

danos ao DNA e até mesmo apoptose (Abarikwu et al., 2023). Porém, estudos publicados já 

relataram que a atividade de enzimas antioxidantes e perfil de metabólitos oxidativos variam 

de forma dose-dependente (Adedara et al., 2016; Adedara et al., 2018; Javorac et al., 2021).  

Portanto, a ausência de alterações no perfil oxidativo nos animais expostos pode estar associada 

às baixas concentrações ministradas. Em estudos que investigaram a exposição subaguda a 

herbicidas em altas concentrações em ratos, houve aumento de marcadores de estresse oxidativo 

como MDA e H2O2 e redução da atividade da enzima CAT (Troudi et al., 2016; Qi et al., 2023). 

O estresse oxidativo envolve um desbalanço entre a geração de EROs e radicais livres e a 

capacidade de neutralizar esses produtos no organismo, a partir da atividade de substâncias 

enzimáticas e não enzimáticas. Normalmente, as enzimas antioxidantes metabolizam as EROs, 

enquanto os antioxidantes não enzimáticos previnem ou reduzem os danos causados pela 

oxidação, neutralizando os radicais livres e outros oxidantes (Sharifi-Rad et al., 2020). Quando 

livres no organismo, as EROs e os radicais livres podem danificar estruturas celulares 

fundamentais, como proteínas e DNA (Pizzino et al., 2017). Esse fenômeno acontece de 

maneira natural no organismo por meio do metabolismo celular, especialmente da atividade 

mitocondrial (Kowalczyk et al., 2021). As células hepáticas têm defesas antioxidantes robustas, 

que ajudam a manter as concentrações de EROs em equilíbrio fisiológico (Halliwell, 1999). 

Porém, quando o organismo é constantemente exposto a fatores adversos, como infecções 

virais, exposição a toxinas ou metais pesados, a mudança no equilíbrio redox em direção ao 

estresse oxidativo pode ser o início do desenvolvimento de doenças hepáticas (Li et al., 2015). 
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A exposição ao Calaris® resultou na redução da atividade da Na+/K+ ATPase no fígado 

de camundongos expostos à todas as concentrações e tempos de exposição testados no presente 

estudo.  A Na+/K+ ATPase é responsável pela exportação de Na+ e importação de K+ na 

membrana, mantendo o equilíbrio eletroquímico celular funcional. Seu funcionamento, porém, 

pode ser comprometido quando exposto a substâncias tóxicas (Pivovarov et al., 2018). 

Modificações na atividade da Na+/K+ ATPase podem promover alterações na fluidez e na 

composição lipídica de membranas plasmáticas (Suwalsky et al., 1996). Segundo Vasić et al. 

(2008), o herbicida fenoxil pode incorporar em membranas celulares e modificar sua estrutura 

e função. A inibição ou modificação de ATPases por pesticidas tem efeito negativo no 

aproveitamento do ATP e no metabolismo energético dos animais, influenciando a atividades 

de outras enzimas reguladas por ATP ou ADP (Oluah et al., 2020). A redução na atividade da 

Na+/K+ ATPase pode resultar em desequilíbrio eletroquímico nos hepatócitos, levando ao 

acúmulo de água e inchaço intracelular, conhecido como degeneração hidrópica, alteração 

reversível comum em lesões agudas (Abdelhalim e Jarrar, 2011). Quando há degeneração 

hidrópica, o tecido pode apresentar coloração mais pálida, com vacúolos no interior das células 

(Mongin e Orlov, 2001; Miller e Zachary, 2017). A degeneração hidrópica no fígado pode ter 

poucas consequências para o funcionamento do órgão se removido o estímulo em um curto 

espaço de tempo (Haschek et al., 2010). Neste estudo, animais expostos às diferentes 

concentrações do Calaris® por 7 e 14 dias apresentaram no fígado vacuolizações, que podem 

estar associadas a um processo de degeneração hidrópica. Não foram observadas reduções 

significativas nas concentrações de Na e K, indicando que a diminuição na atividade da ATPase 

não foi causada pela deficiência destes elementos, sendo, provavelmente, associada à exposição 

ao agente tóxico (Cascorbi e Forêt, 1991; Vasić et al., 2008). Além disso, como nossos 

resultados não mostraram um aumento na proporção de cloro e enxofre, elementos centrais nas 

moléculas de atrazina e mesotriona, respectivamente, sugerimos que o fígado dos camundongos 
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expostos ao herbicida foi capaz de metabolizar o composto. 

Os resultados de histologia do fígado evidenciaram a ocorrência de congestão vascular, 

além de infiltrado inflamatório mononuclear e vacuolização. A congestão foi a patologia mais 

recorrente. Ela é caracterizada pelo acúmulo excessivo de hemácias nos vasos sanguíneos, 

levando ao edema e turgidez (Destro et al., 2021).  Quando associada a insuficiência cardíaca 

pode comprometer a circulação hepática e levar a degeneração hidrópica e esteatose, que são 

processos visualizados a partir da formação de vacúolos no citoplasma de hepatócitos 

(Brasileiro Filho, 2016). A presença de congestão e infiltrados inflamatórios mononucleares foi 

previamente relatada no fígado de ratos expostos aos herbicidas glifosato e propanil (Cağlar e 

Kolankaya, 2008; Cakici e Akat, 2013). Bhatti et al. (2011) relataram que a exposição a atrazina 

modificou a morfologia de hemácias, com o surgimento de margens irregulares e 

protuberâncias em análise de microscopia eletrônica de varredura. Os fatores associados à 

presença de congestão no fígado incluem um possível aumento da proporção e modificação da 

morfologia de hemácias. Estudos anteriores relataram que a exposição subaguda aos herbicidas 

atrazina, glifosato e quinclorac em baixas concentrações, levou a redução de glicogênio em 

hepatócitos de rãs-touro, sendo a diminuição do glicogênio resultado da necessidade de 

mobilização de compostos energéticos (Shiogiri et al, 2012; Dornelles e Oliveira, 2016). 

Entretanto, a exposição ao Calaris® não alterou proporção de glicogênio no fígado de 

camundongos em ambas as doses e períodos de exposição. 

Animais expostos ao herbicida não apresentaram alterações no peso corporal e peso do 

fígado. Estudos experimentais com herbicidas geralmente indicam que o peso dos animais 

expostos tende a diminuir em relação aos controles devido a exposições mais longas e com 

concentrações maiores (Kandori et al., 2005). Segundo Wang et al. (2019b), os animais 

respondem de maneira diferente de acordo com o período de exposição a pesticidas, sendo os 

efeitos no peso corporal menos pronunciados quando a exposição é de curta duração e maiores 
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efeitos no peso corporal geralmente são observados ao final dos estudos de toxicidade após 

exposição prolongada. A exposição subaguda ao herbicida Calaris® foi capaz de desencadear 

alterações histológicas reversíveis e modificar parâmetros bioquímicos sem causar danos 

significativos. É possível que em uma exposição prolongada, teríamos observado a progressão 

dessas alterações, potencialmente comprometendo a função do fígado. 

6. Conclusão 

A exposição subaguda (7 e 14 dias) ao herbicida Calaris® causou modificações 

histológicas no fígado de camundongos Swiss adultos nas diferentes concentrações testadas, 

incluindo congestão, infiltrado inflamatório mononuclear e vacuolização. Além disso, a 

exposição à mistura comercial de atrazina e mesotriona alterou concentrações séricas de AST 

e ALT, IL-2 e IL-6, bem como a atividade de Na+/K+ ATPase. Outros parâmetros não foram 

afetados, como peso corporal e do órgão, proporção de elementos químicos, quantidade de 

marcadores de estresse oxidativo, atividade de enzimas antioxidantes, ATPases Ca2+ e Mg2+. 

Este estudo forneceu uma visão ampla dos efeitos no fígado após a exposição subaguda a essa 

mistura de herbicidas, entretanto são necessários estudos para avaliar os efeitos da exposição 

como período de tempo crônico do Calaris® bem como seus efeitos sistêmicos. 
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