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RESUMO 
 

EFEITO DA BIOCHANINA A NA INTOXICAÇÃO INDUZIDA POR DIQUAT EM 

CAMUNDONGOS, Ana Carla Silva Nascimento. São Cristóvão, 2023. 

O Diquat (DQ) é um herbicida utilizado para controlar ervas daninhas. Uma série 

de resultados toxicológicos revelaram que o DQ pode causar lesões em diversos 

órgãos de animais e humanos. A Biochanina A (BCA) surge como uma 

alternativa natural para prevenir os efeitos deletérios causados pelo DQ, pois se 

trata de uma isoflavona com efeito antioxidante e anti-inflamatório descrito na 

literatura. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do uso profilático da BCA na 

intoxicação induzida por Diquat em camundongos. Foram utilizados 

camundongos Swiss albinos (Mus musculus), fêmeas, que foram divididos em 6 

grupos (salina, BCA 100 mg/kg, DQ, BCA 25 mg/kg + DQ, BCA 50 mg/kg + DQ 

e BCA100 mg/kg + DQ) (n=8), tratados durante 12 dias. No 12º dia, os animais 

foram desafiados com DQ 25 mg/kg ou salina, via intraperitoneal (i.p). Após 24 

horas do desafio, os animais foram eutanasiados e foi realizada a coleta de 

sangue e órgãos (fígado, jejuno, pulmão e rim). Posteriormente foram realizadas 

dosagens de TBARS, -SH, nos tecidos, ALT/AST, creatinina, ureia, no sangue, 

atividade de MPO e análise histológica. Foi observado que a BCA 100 mg/kg 

demonstrou maior efeito antioxidante no fígado e por conta disso, as análises 

foram focadas nesse órgão. Os animais tratados com BCA (25, 50, 100 mg/kg) 

apresentaram menores concentrações de TBARS, associado a peroxidação de 

lipídica. Por outro lado, a concentração de grupos -SH foi maior em animais 

tratados com BCA. Os animais tratados com BCA também apresentaram 

quantidade menor de AST e ALT no sangue. Ainda, pode-se observar uma 

redução significativa da quantidade de ureia no grupo tratado com BCA, no 

entanto essa redução não ocorreu para a creatinina. A BCA reduziu a atividade 

da MPO e a quantidade de TNF-α no tecido hepático, mas não houve diferenças 

para a IL-10. A análise histológica demonstrou que a BCA protegeu a arquitetura 

hepática. Dessa forma, concluiu-se que a BCA tem potencial antioxidante e anti- 

inflamatório, com consequente hepatoproteção. 

Palavras-chave: Hebicida, Isoflavona, antioxidante, estresse oxidativo e 

hepatoproteção. 



 

ABSTRACT 

EFFECT OF BIOCHANIN A IN DIQUAT-INDUCED INJURY ON MICE, ANA 

CARLA SILVA NASCIMENTO. SÃO CRISTÓVÃO, 2023. 

Diquat (DQ) is a herbicide, used to control weeds. A series of toxicological results 

revealed that DQ is capable of causing lesions in several organs of animals and 

humans, with the liver being one of the main targets due to the excessive 

production of ROS. Biochanin A (BCA) appears as a natural alternative to prevent 

the deleterious effects caused by DQ, being an isoflavone, and having an anti- 

inflammatory effect described in the literature, we assume that it can prevent the 

action of DQ. The aim of this study was to evaluate the preventive effect of 

Biochanin A on intoxication induced by Diquat in mice. Female Swiss albino mice 

(Mus musculus) were divided into 6 groups (saline, BCA 100 mg/kg, DQ, BCA 

25, BCA 50 and BCA100 mg/kg), with N=8 animals/groups, treated for 12 days. 

On the 12th day, the animals were challenged with DQ 25 mg/kg or saline, 

intraperitoneally (I.P.). After 24 hours of challenge, the animals were sedated for 

blood collection, with ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), and 

euthanized, with cervical dislocation, for organ collection. Animals treated with 

BCA (25, 50, 100 mg/kg) tolerated lower concentrations of TBARS, remaining 

associated with lower rates of lipid peroxidation. While the -SH concentration was 

shown to be higher in animals treated with BCA, they were associated with a 

lower level of oxidative stress. Animals treated with BCA also showed significant 

reductions in AST and ALT, which we associate with hepatoprotection. We could 

also observe a significant reduction of urea in the group treated with BCA, 

however this reduction does not occur in the creatinine dosage. BCA also 

accompanied MPO activity and TNF-α production, but there was no increase in 

IL-10. During histology analysis, BCA demonstrated protection of liver 

architecture. Thus, it is concluded that BCA has antioxidant and anti-inflammatory 

potential, with consequent hepatoprotection. 

 
Keywords: Hebicide, Isoflavone, antioxidant, oxidative stress and 

hepatoprotection. 

 

 

 

 

 

 



 

RESUMO DIRECIONADO À SOCIEDADE  

EFEITO DA BIOCHANINA A NA INTOXICAÇÃO INDUZIDA POR DIQUAT EM 

CAMUNDONGOS, Ana Carla Silva Nascimento. São Cristóvão, 2023. 

O Diquat (DQ) é um herbicida, agrotóxico utilizado para controlar ervas daninhas 

em diversas plantações como café, milho e trigo. Estudo científicos revelaram 

que o DQ pode causar lesões em diversos órgãos de animais e humanos, sendo 

o fígado um dos principais alvos desse agrotoxico. A Biochanina A (BCA) surge 

como uma alternativa natural para prevenir os danos causados pelo DQ, pois se 

trata de um composto que possui efeitos antioxidante e anti-inflamatório descrito 

na literatura, podendo ser encontrada em diversas fontes naturais como o trevo 

vermelho, soja, grão de bico, entre outras. O objetivo desse estudo foi avaliar o 

efeito do uso prévio da BCA na intoxicação induzida por Diquat em camundongos. 

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus), fêmeas, que 

foram divididos em 6 grupos (salina, BCA 100 mg/kg, DQ, BCA 25 mg/kg + DQ, 

BCA 50 mg/kg + DQ e BCA100 mg/kg + DQ) (n=8), tratados durante 12 dias. No 

12º dia, os animais foram intoxicados com DQ 25 mg/kg ou salina, via 

intraperitoneal (i.p). Após 24 horas do desafio, os animais foram eutanasiado e 

foi realizada a coleta de sangue e órgãos. Em seguida, esses tecidos foram 

levados para realização de análises para determinar se a BCA exerceu um efeito 

protetor contra o DQ. Os animais que receberam as doses de BCA mostraram 

menores danos causados por estresse oxidativo, além de apresentarem menores 

concentrações de enzimas hepáticas, estando relacionado a um efeito 

hepatoprotetor. Ainda pode-se observar um efeito anti-inflamatório da BCA, 

enquanto que os animais que receberam apenas DQ mostraram maior 

inflamação, os animais que foram pré tratados com BCA mostraram inflamação 

reduzida, frente ao grupo DQ. Dessa forma, concluiu-se que a BCA tem potencial 

antioxidante e anti- inflamatório, com consequente hepatoproteção.  

Palavras-chave: Hebicida, Isoflavona, antioxidante, estresse oxidativo e 

hepatoproteção. 

 

 

 

 



 

ABSTRACT DIRECTED TO SOCIETY 

 

EFFECT OF BIOCHANIN A ON DIQUAT-INDUCED POISONING IN MICE, Ana 

Carla Silva Nascimento. São Cristóvão, 2023. 

 

Diquat (DQ) is a herbicide, a pesticide used to control weeds in various crops 

such as coffee, corn and wheat. Scientific studies have revealed that DQ can 

cause damage to various organs of animals and humans, with the liver being one 

of the main targets of this pesticide. Biochanin A (BCA) appears as a natural 

alternative to prevent the damage caused by DQ, as it is a compound that has 

antioxidant and anti-inflammatory effects described in the literature, and can be 

found in several natural sources such as red clover, soy, chickpeas, among 

others. The aim of this study was to evaluate the effect of previous use of BCA 

on Diquat-induced intoxication in mice. Female Swiss albino mice (Mus 

musculus) were divided into 6 groups (saline, BCA 100 mg/kg, DQ, BCA 25 

mg/kg + DQ, BCA 50 mg/kg + DQ and BCA100 mg/kg + DQ) (n=8), treated for 

12 days. On the 12th day, the animals were intoxicated with DQ 25 mg/kg or 

saline, intraperitoneally (i.p). After 24 hours of challenge, the animals were 

euthanized and blood and organs were collected. These tissues were then taken 

for analysis to determine whether BCA exerted a protective effect against DQ. 

The animals that received the doses of BCA showed less damage caused by 

oxidative stress, in addition to having lower concentrations of liver enzymes, 

which is related to a hepatoprotective effect. An anti-inflammatory effect of BCA 

can still be observed, while the animals that received only DQ showed greater 

inflammation, the animals that were pre-treated with BCA showed reduced 

inflammation, compared to the DQ group. Thus, it was concluded that BCA has 

antioxidant and anti-inflammatory potential, with consequent hepatoprotection. 

 

 

Keywords: Hebicide, Isoflavone, antioxidant, oxidative stress and 

hepatoprotection. 
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1. Introdução 

 

O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotóxicos do mundo, uma 

posição alcançada em virtude do aumento da produção agrícolaI (BAMA,2020). 

A utilização de agrotóxicos por ingredientes ativos no Brasil expandiu de 

162.461,96 toneladas em 2000 para 686.349,87 toneladas em 2020, resultando 

no aumento de 282% em apenas 20 anos (IBAMA, 2020). Nesse sentido, o país 

se tornou o maior importador de agrotóxicos do planeta desde 2012 (Fiocruz, 

2014; Bombardi, 2017). 

Apesar das vantagens para o setor produtivo, a utilização de agrotóxicos 

está associada a inúmeros casos de intoxicação, tanto em áreas urbanas como 

nas áreas rurais. Segundo o Sistema de Informação de Agravos de Notificações 

(SINAN), os registros associados à intoxicação por agrotóxicos aumentaram em 

139% do ano de 2007 (4.964 casos) a 2015 (11.863 casos). Associado à 

utilização crescente de agroquímicos por agricultores e afins, a incidência de 

diversos tipos de câncer, distúrbios endócrinos, bem como o desenvolvimento 

de doenças neurológicas, renais, respiratórias e hepáticas é maior nessa 

população, quando comparada à população em geral (Londres, 2011). 

Em muitos países o Diquat (DQ) se tornou gradualmente um dos mais 

importantes herbicidas bipiridínicos utilizados, sendo o substituto do Paraquat, 

que teve seu uso proibido devido à alta toxicidade. No Brasil, o DQ é vastamente 

utilizado nas plantações de diversos vegetais (ANVISA, 2019), fato que pode ser 

justificado por sua facilidade de manuseio, alta solubilidade em água e rápida ação 

(Pateiro-Moure, Arias-Estévez e Simal-Gándara, 2013). Contudo, esse herbicida 

tem causado preocupação generalizada em virtude dos riscos à saúde, uma vez 

que apresenta ações deletérias em humanos e animais (Wang et al., 2017). 

O DQ pode ser absorvido por via oral, pulmonar, ocular ou dérmica, sendo 

a ingestão de formulações concentradas a mais comum. Apesar de haver uma 

baixa absorção intestinal (<10%), volumes entre 15 e 50 mL, com concentração 

de 20%, são geralmente fatais (Bradberry et al., 2000; Magalhães, Carvalho e 

Dinis-Oliveira, 2018). A metabolização do DQ ocorre majoritariamente no tecido 

hepático, através de enzimas do citocromo P450 (FAO/WHO, 2013). 
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O DQ pode levar ao estresse oxidativo devido à sua capacidade de gerar 

Espécies Reativas de Oxigênio e Nitrogênio (EROs e RNS) intracelularmente. 

Esse fenômeno ocorre através do processo de oxirredução (redox), havendo 

redução de NADPH e Glutationa Reduzida (GSH), além de inflamação, levando 

lesões em múltiplos órgãos e posterior mal funcionamento e morte celular (Circu, 

Maloney e Aw, 2017 e Sanchez-Valle et al., 2012). 

De forma geral, o fígado é um dos órgãos alvo da toxicidade pelo DQ 

(Sanchez-Valle et al., 2012). A toxicidade hepática leva a danos graves como a 

degeneração dos hepatócitos, inflamação, disfunção mitocondrial e apoptose, 

associada à promoção e ativação de fatores pró-apoptóticos, como p53 e 

proteína X (Bax) (Chen, Y. P. et al., 2021; Wu, Zhang e Klaassen, 2012; Yang et 

al., 2016) 

As enfermidades causadas pela exposição a agrotóxicos como o DQ 

caracterizam um grande problema de saúde pública. Isso estimula a necessidade 

de mais estudos acerca de como prevenir os danos associados ao consumo de 

agrotóxicos (Londres, 2011). 

Nesse sentido, as fontes naturais são excelentes promissoras para o 

desenvolvimento de novos fármacos eficazes na prevenção desses agravos 

causados pelos agrotóxicos (Sarfraz et al., 2020). Zhang et al. (2022) 

observaram que pré-tratamento com ácido elágico amenizou os efeitos 

deletérios do estresse oxidativo induzido pelo DQ no intestino delgado de 

camundongos, reduzindo malonaldeído (MDA) e aumentando a atividade de 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). 

A Biochanina A é uma isoflavona metoxilada encontrada em diversos 

vegetais como soja, alfafa, amendoim, carqueja, grão de bico e, principalmente, 

no trevo vermelho (Trifolium pratense L.) (Yu et al., 2019; Sarfraz et al., 2020). 

Essa isoflavona apresenta importantes efeitos biológicos antioxidante, anti- 

inflamatório e hepatoprotetor (SARFRAZ et al., 2020). 

Foi demonstrado por Breikaa et al. (2013), em um modelo de 

hepatotoxicidade, em ratos, induzido por tetracloreto de carbono, que a BCA 

exerceu efeito hepatoprotetor através da redução de peroxidação lipídica, 

associada a redução MDA e aumento de enzimas antioxidantes como SOD, CAT 



12 
 

 

e GR. Dessa forma, esse trabalho tem como intuito avaliar o efeito da BCA na 

intoxicação induzida por DQ, uma vez que, a Biochanina A se apresenta como 

grande promissora para o efeito hepatoprotetor em modelo de intoxicação por 

DQ em camundongos. 
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2. Revisão de literatura 

 
2.1 Uso de Herbicidas 

 

O Brasil encontra-se no posto de um dos maiores produtores agrícolas, 

no entanto, concomitantemente à necessidade de melhorar a produtividade, 

também se tornou um dos líderes na utilização de agrotóxicos (IBAMA,2020). 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (ANVISAS, 2012), 

houve um crescimento de 93% na comercialização de agrotóxicos entre os anos 

de 2000 e 2010, ao passo em que o comércio nacional cresceu em 190% e, em 

2014, atingiu a marca de US$ 12,2 bilhões de faturamento líquido 

(SINDIVEG,2016). 

 

Figura 1. Consumo de agrotóxicos nas lavouras brasileiras, entre 2000 e 2020. Os anos de 

2007 e 2008 não foram compilados pelo IBAMA. IA: Ingredientes ativos. Fonte: IBAMA 

A utilização de agrotóxicos por ingredientes ativos no Brasil expandiu de 

162.461,96 toneladas em 2000 para 686,349,87 toneladas em 2020, resultando 

em um aumento de 282% num período de apenas 20 anos (Figura 1) (IBAMA, 

2020). Nesse sentido, o país se tornou o maior importador de agrotóxicos do 

planeta desde 2012 (FIOCRUZ, 2014; Bombardi, 2017). Além disso, em 2019 o 

Brasil adquiriu do exterior 27,7% (171.931,39 toneladas) dos ingredientes ativos 

utilizados em território nacional (IBAMA, 2020). 

O uso excessivo de agrotóxicos está diretamente associado a inúmeros 

casos de intoxicação, tanto em áreas urbanas como no campo. Segundo o 

Sistema de Informação de Agravos de Notificações (SINAN), os registros 
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associados à intoxicação por agrotóxicos aumentaram em 139% do ano de 2007 

(4.964 casos) a 2015 (11.863 casos). Destes casos, o trabalhador agrícola foi a 

ocupação mais associada a notificações de intoxicação pelos agrotóxicos, 

correspondendo a 28,8% (BRASIL, 2018). 

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) mostram que há uma 

subnotificação das intoxicações por agrotóxicos na ordem de 1:50, ou seja, a 

cada notificação registrada existem outros 50 casos não relatados (Paraná, 

2018). Em relação a isso, o Ministério da Saúde estima que haja mais de 400 mil 

pessoas contaminadas por agrotóxicos em todo o território nacional, o que 

resulta em cerca de 4 mil mortes por ano (Carneiro et al.,2015). 

Outro fator associado ao uso exacerbado de agrotóxicos é a 

contaminação hídrica e do solo. Devido à toxicidade, associado ao crescente 

aumento dos teores de agrotóxicos encontrados em diversos compartimentos 

ambientais, o consumo dessas águas ou suas reutilizações na agricultura podem 

resultar  em  riscos  à  saúde  humana  e  animal  (Silvério  et  al.,  2012).  Ainda,  é 

importante ressaltar que os valores da concentração máxima de agrotóxicos 

permitidos na água potável utilizados no Brasil são superiores aos limites 

máximos de resíduos de agrotóxicos recomendados em outras localidades como 

na União Europeia (Bombardi, 2017). 

Além da contaminação do solo e de recursos hídricos, é possível observar 

a persistência dos resíduos de agrotóxicos em alimentos de origem animal ou 

vegetal (CARNEIRO et al., 2015). Recentemente, o Programa de Análise de 

Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA), da ANVISA, apresentou 

resultados alarmantes que demonstraram que mais da metade dos alimentos 

consumidos cotidianamente pelos brasileiros está contaminada por agrotóxicos 

(ANVISA, 2019). O PARA avaliou alimentos presentes na dieta da população 

brasileira e observou que, de 4.616 amostras analisadas, 51% estavam 

contaminadas por agrotóxicos. Ademais, destes, cerca de 23% ultrapassaram o 

limite máximo de resíduos considerados aceitáveis e/ou possuíam ingredientes 

ativos não autorizados para determinado cultivo (ANVISA, 2019). 

Associado à utilização crescente de agroquímicos por agricultores e afins, 

a incidência de diversos tipos de câncer, distúrbios endócrinos, bem como o 

desenvolvimento de doenças neurológicas, renais, respiratórias e hepáticas é 

maior nessa população, em comparação à população em geral (Londres, 2011). 
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Em muitos países o DQ se tornou gradualmente um dos mais importantes 

herbicidas bipiridínicos utilizados, sendo substituto do Paraquat, que teve seu 

uso proibido por conta de sua alta toxicidade, com uma dose letal de 3 mg/mL. 

No entanto, o elevado consumo de DQ também causa preocupação 

generalizada sobre seus riscos à saúde biológica, uma vez que o DQ também 

apresenta ações deletérias no organismo de humanos e animais (Wang et al., 

2017). 

No Brasil, o DQ é vastamente utilizado nas plantações de algodão, arroz, 

batata, beterraba, café, cebola, feijão, girassol, milho, pêssego e soja (ANVISA, 

2019). A facilidade de manuseio, alta solubilidade em água e ação rápida fazem 

do DQ um herbicida apropriado para as necessidades da agricultura (Pateiro- 

Moure, Arias-Estévez e Simal-Gándara, 2013). 

Além disso, apresenta uma alta eficácia contra ervas daninhas e 

gramíneas, pode atuar como desfolhante para algodão, soja e lúpulo, diminuindo 

o teor de umidade de grãos, economizando custos de secagem de sementes e 

antecipando a safra de arroz sem influenciar a germinação (Pateiro-Moure, 

Arias-Estévez e Simal-Gándara, 2013). É importante salientar que as patologias 

associadas exposição a agrotóxicos como o DQ caracterizam um grande 

problema de saúde pública, havendo a necessidade de que haja a investigação 

para busca de novos meios para limitar e prevenir os efeitos agressores desse 

herbicida (Londres, 2011). 

 
2.2 Diquat 

 
2.2.1. Propriedades físico-químicas 

O Diquat (1,10-ethylene-2,20-bipyridinium) (Figura 2) é um herbicida 

pertencente à classe dos bipiridílios, possui aspecto escuro, característica 

hidrofílica, peso molecular (PM): 344,05, apresenta pH em torno de 6,0 e 

normalmente já se encontra como um concentrado diluído (Syngenta S.A., São 

Paulo, SP., Brasil). 

Esse herbicida é composto por anéis de piridina, ou seja, dois anéis 

aromáticos em que um átomo de carbono é substituído por um átomo de 

nitrogênio acoplado por uma ponte saturada (Bradberry et al., 2000). Dessa 

forma, torna-se um composto catiônico bivalente altamente polar, que é 
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facilmente reduzido a um mono cátion de radical livre (DQ+●, instável) (Zielonka 

et al., 2006). 

O DQ foi sintetizado pela primeira vez pelo Dr. Fielden e utilizado como 

herbicida por Jealott’s Hill (1955), que observou a relação entre a sua estrutura 

química e o efeito herbicida, pois a atividade só estava presente quando: (i) havia 

uma ponte entre os anéis de piridina, (ii) essa ponte era formada por apenas dois 

tomos de carbono e (iii) todas as estruturas assumem uma configuração coplanar 

 
 

Figura 2. Fórmula estrutural do Diquat (Magalhães, Carvalho e Dinis-oliveira, 2018). 

A ação do DQ tem início logo após sua rápida penetração através da 

superfície da folha, que é aumentada com a alta intensidade de luz, umidade e 

adjuvante específico, que garante uma boa penetração na folhagem. Dessa 

forma, o DQ age secando rapidamente uma planta inteira devido à ruptura das 

membranas celulares, o que permite que a água escape (Pateiro-Moure, Arias- 

Estévez e Simal-Gándara, 2013). 

A ação herbicida do DQ está ligada ao seu potencial redox, uma vez ele 

é reduzido no sistema de elétrons primário do fotossistema I dentro dos 

cloroplastos, gerando Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) e inibindo a 

fotossíntese através da quebra da clorofila, vazamento de íons e fragmentação 

do DNA (Magalhães, Carvalho e Dinis-Oliveira, 2018). 

 
2.2.2. Farmacocinética 

 
Nos seres humanos, o DQ pode ser absorvido por via oral, pulmonar, 

ocular ou dérmica, sendo a ingestão de formulações concentradas a mais 

comum. Apesar de haver uma baixa absorção intestinal do DQ (<10%), volumes 

entre 15 e 50 mL, com concentração de 20%, são geralmente fatais (Bradberry 
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et al., 2000; Magalhães, Carvalho e Dinis-Oliveira, 2018). O DQ possui a 

capacidade de atravessar a membrana celular, normalmente por difusão e, em 

menor grau, por transporte ativo de bombas catiônicas. Isso ocorre lentamente 

por conta da sua natureza hidrofílica (FAO/WHO, 2013). 

A via dérmica é a mais improvável de desencadear uma intoxicação 

sistêmica (FAO/WHO, 2013). Segundo Felmann e Maibach (1974), a pele é uma 

forte barreira contra a absorção do DQ, onde apenas 0,3% é absorvido. Contudo, 

esse valor aumenta para 3,8% na pele lesionada (Feldmann e Maibach, 1974). 

Dessa forma, é importante ressaltar que o contato prolongado com esse produto 

provoca irritações na pele, facilitando a sua própria penetração (Charles, Abou-

Donia e Menzel, 1978). Devido à sua natureza hidrofílica, a absorção pulmonar 

do DQ é cerca de 37 vezes menor que outros herbicidas como o amitrole, que 

possui características lipofílicas e importante para absorção pulmonar 

(Magalhães, Carvalho e Dinis-Oliveira, 2018). 

Após a absorção, ocorre uma rápida distribuição por todo o corpo na fase 

aquosa, atingindo o pico dos níveis teciduais e sanguíneos após 2 h, seguido de 

rápido declínio e eliminação (Bradberry et al., 2000) . Ao contrário do Paraquat 

(PQ), o DQ não é concentrado seletivamente nos pulmões e sua meia-vida é 

cerca de cinco vezes menor. Dessa forma, observa-se lesão leve e reversível 

nos pneumócitos tipo I, mas não há danos em células do tipo II (Dinis-Oliveira et 

al., 2009). Em contrapartida, órgãos como fígado, rim e o trato gastrointestinal 

apresentam maiores níveis de resíduos (Magalhães, Carvalho e Dinis-Oliveira, 

2018). 

A metabolização do DQ é majoritariamente hepática, por meio de enzimas 

do citocromo P450 e através da oxidação dos anéis de piridina, sendo eliminado 

principalmente através da urina e fezes (FAO/WHO, 2013). A eliminação do DQ 

é observada majoritariamente nas fezes, como foi descrito por Zielonka et al. 

(2006), em um estudo com ratos, após administração de DQ, via oral (45 mg/kg), 

o herbicida foi excretado, praticamente inalterado, na urina e fezes (6% e 89% 

da dose, respectivamente). Ainda, reportaram que o seu metabólito DQ 

monopiridona estava presente principalmente nas fezes (5% da dose) e em 

menor extensão na urina (Zielonka et al., 2006). 
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Embora não se ligue covalentemente a macromoléculas, o DQ pode levar 

ao estresse oxidativo devido à sua capacidade de gerar EROs intracelularmente, 

através do processo de oxirredução. O DQ é reduzido ao receber um único 

elétron de NADPH, em uma reação catalisada pelo citocromo P450 redutase, 

formando NADP+ e uma molécula altamente instável de DQ, com um elétron a 

mais (DQ+●), que por sua vez, transfere um elétron para molécula de Oxigênio 

(O2) para gerar o radical superóxido (O2●-). O DQ+● então retorna à sua forma 

inicial e pode passar por esse processo contínuo para gerar grandes quantidades 

de O2●- (Circu, Maloney e Aw, 2017) (Figura 3). 

Figura 3. Representação esquemática da ciclagem redox da geração de DQ+● e EROs e 

RNS. As redutases celulares, como a redutase do citocromo P450, catalisam a redução de um 

elétron de DQ2+, formando o radical livre monocátion DQ (DQ+●). Este, na presença de oxigênio, 

forma o radical superóxido (O2●-), regenerando o composto original. A atividade de ciclo redox 

DQ requer NADPH que é produzido a partir da glicose via glicose-6-fosfato desidrogenase, a 

primeira enzima do HMP. O mecanismo de captação celular de DQ é desconhecido. DQ: diquat 

ou 1,1-etileno-2,2’-bipiridínio; ROS: espécies reativas de oxigênio; RNS: espécies reativas de 

nitrogênio; SOD, superóxido dismutase; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato; 

HMP: via hexose monofosfato; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; Gred: glutationa 

redutase; FR: Reação de Fenton; HWR: Reação de Haber-Weiss (Magalhães, Carvalho e Dinis- 

oliveira, 2018). 
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Além da produção ROS, na oxidação induzida por DQ também foi 

evidenciada a geração de RNS, ou seja, o aumento do Óxido Nítrico (NO) e da 

produção de Peroxinitrito (ONOO- reação de O2 e NO) em hepatócitos (Figura 

3) (Circu, Maloney e Aw, 2017). 

O DQ+● e O2●- liberam ferro de forma redutiva (ferritina), que possuem a 

capacidade de converter íons férricos (Fe3+) em íons ferrosos (Fe2+), sendo 

esse um processo tóxico relevante para a toxicidade do DQ, pois Fe2+ participa 

da catalisação da reação de Fenton, formando o radical hidroxila (HO) (Abe et 

al., 2006). 

O ciclo redox pode ser neutralizado enzimaticamente via Superóxido 

Dismutase (SOD) para produzir o Peróxido de Hidrogênio (H2O2) e o O2 (Circu, 

Maloney e Aw, 2017). Em condições normais, H2O2 é convertido na água pela 

Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). O aumento do consumo de 

NADPH também deve ser observado com atenção, pois a atividade da enzima 

GPx, é NADPH dependente, de forma que, a redução desse também limita a 

atividade dessa enzima (Lehane et al., 2012). 

Sendo assim, quando as enzimas antioxidantes não são o bastante com 

o aumento excessivo de EROs e RNS, os mecanismos de proteção celular, 

sejam eles não enzimáticos (glutationa (GSH), tiorredoxina, selênio, vitaminas C 

e E) ou mediante as enzimas antioxidantes, tornam-se sobrecarregados, levando 

ao estresse oxidativo e, consequentemente, disfunção e lesão celular (Sies, 

1991). 

A grande quantidade de EROs e RNS podem danificar os Hidrogênios 

Alílicos de Ácidos Graxos Poliinsaturados (AGP) presentes nas membranas 

celulares, gerando radicais peroxil que removem AGP adjacentes para criar 

Hidroperóxidos Lipídicos (LOOH), levando à Peroxidação Lipídica (LPO) 

(Valavanidis et al., 2006). Esse fenômeno diminui a fluidez e aumenta a 

permeabilidade da membrana, podendo ocorrer a ruptura da membrana e, 

consequentemente, a necrose dos tecidos. A LPO pode inativar receptores ou 

enzimas ligados à membrana, levando à interrupção da função celular normal e 

seus produtos podem induzir mutações e modificar padrões de expressão gênica 

através da formação de DNA (Xu et al., 2007). 
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De forma geral, o estresse oxidativo e a inflamação são processos 

intimamente relacionados, um dos quais pode ser facilmente induzido pelo outro, 

sendo que, se o estresse oxidativo aparecer como anormalidade primária, a 

inflamação acabará se desenvolvendo e acentuará ainda mais o estresse 

oxidativo (Biswas, 2016). O estresse oxidativo causado por elevada produção de 

EROs e RNS está associado ao infiltrado de neutrófilos e macrófagos, pois os 

danos causados à membrana celular são capazes de causar a liberação de 

certas proteases teciduais, capazes de interagir com o sistema complemento 

para produzir quimio atraentes potentes, como Padrões Moleculares Associados 

ao Danos (PAMP’s) (Anton et al., 2002). 

Os neutrófilos expressam proteínas de adesão, fixam-se e migram através 

do endotélio, causando destruição de tecidos, através de enzimas proteolíticas 

e peroxidase, levando ao aumento da atividade do Fator de transcrição Nuclear 

Kappa  B  (NF-κB),  e,  consequentemente,  aumento  da  expressão  de  citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6,IFN-γ, TNF-α e IL-1(Biswas, 2016). Além 

disso, evidências têm mostrado que os radicais livres especialmente H2O2 e NO 

podem responder como mensageiros secundários para estimular citocinas pró- 

inflamatórias (Yuan et al., 2017). 

Durante o processo inflamatório, as células fagocíticas ativadas, como 

neutrófilos e macrófagos, produzem grandes quantidades de EROs e espécies 

reativas de nitrogênio e cloro, incluindo superóxido, peróxido de hidrogênio, 

radical livre de hidroxila, óxido nítrico, peroxinitrito e ácido hipocloroso para matar 

os agentes invasores (Biswas, 2016). Desse modo, gerando mais EROs, 

estabelecendo um ciclo de danos teciduais (Miranda et al., 2004). Sendo assim, 

é importante que haja uma maior investigação quanto aos danos associados ao 

contato com DQ. 

 
2.2.3- Toxicidade 

Meng Na e colaboradores (2022) relataram que ocorreram 86 casos de 

intoxicação por DQ entre 2019 e 2021 em um hospital Chinês. Esses indivíduos 

apresentaram danos em múltiplos órgãos, principalmente insuficiência hepática 

e renal; além disso, os danos neurológicos graves foram os principais 

responsáveis pela morte (Meng et al., 2022). 
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Em um relato de caso foi observada lesão hepática aguda após absorção 

do DQ através da pele, devido ao manuseio do herbicida sem nenhum 

equipamento apropriado (Peiró et al., 2007). Nesse caso, um senhor de 69 anos, 

agricultor, queixou-se de colúria e dor abdominal no quadrante superior direito. 

Durante o exame físico foi observada icterícia subconjuntival e hepatomegalia; 

já nos exames bioquímicos, pode-se observar níveis de Aspartato 

Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT) muito acima dos 

níveis aceitáveis. Além disso, a biópsia hepática evidenciou a existência de 

colestase intra-hepática e epitélio necrótico dos ductos biliares, associada à 

infiltração de neutrófilos e macrófagos nos tecidos intraductal e periductal, e não 

foram observados sinais de lesão alcoólica ou fibrose (Peiró et al., 2007). 

Xing e colaboradores (2020) relataram o caso de um jovem de 21 anos, 

diagnosticado com depressão, porém não apresentava outras doenças físicas. 

O indivíduo ingeriu 100 mL de DQ (20 g/100mL) e, 15 minutos após a ingestão, 

apresentou náuseas e vômito. Os exames bioquímicos mostraram um relevante 

aumento de ALT/AST e Creatinina, associados a danos hepáticos e renais, 

respectivamente (Xing et al., 2020). Além disso, ao exame de imagem de 

ressonância magnética de cabeça, indicada após o paciente apresentar 

tetraplegia, mostrou desmielinização aguda e, 15 dias após ingestão do DQ, o 

paciente faleceu por disfunção múltiplas de órgãos (Xing et al., 2020). 

As lesões em múltiplos órgãos estão diretamente associadas ao ciclo 

redox, levando à morte celular e posterior perda do funcionamento desses 

órgãos. Como exemplo, pode ser citada a depleção de tight junctions, que 

formam uma importante barreira no intestino delgado que permite o controle de 

permeabilidade de solutos e nutrientes, limitando o seu bom funcionamento e a 

chegada e nutrientes a outros órgãos (Zhang et al., 2021). 

Compostos como DQ e PQ estão associados à Doença de Parkinson 

(DP), uma condição neurodegenerativa multifatorial (Baltazar et al., 2014). Em 

um estudo in vitro realizado em culturas mesencefálicas primárias de ratos 

Sprague-Dawley, foi observado que o DQ induziu significante mudança na 

morfologia e no número de neurônios dopaminérgicos. Além disso, o DQ também 

reduziu a captação de dopamina em mais de 80% dos neurônios dopaminérgicos 

(Bonneh-Barkay, Langston e Monte, Di, 2005). Isso sugere que o ciclo redox do 
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herbicida, associado à elevada produção de ROS, leva ao estresse oxidativo, e 

consequentemente à degeneração das células dopaminérgicas(Bonneh-Barkay, 

Langston e Monte, Di, 2005). 

De forma geral, o fígado é um dos órgão alvo da toxicidade pelo DQ e, a 

produção excessiva de ROS, associada ao estresse oxidativo e super produção 

de superóxidos, podem alterar diferentes atividades funcionais do fígado, como 

metabolismo, desintoxicação e resposta imune (Sanchez-Valle et al., 2012). 

Essa toxicidade hepática leva à degeneração dos hepatócitos, inflamação, 

disfunção mitocondrial e até apoptose, associado à promoção e ativação de 

fatores pró-apoptóticos, como p53 e proteína X (Bax) ((Wu, Zhang e Klaassen, 

2012; Chen et al., 2021; Yang et al., 2016). 

 
2.3 Estresse oxidativo 

O estresse oxidativo também exerce um papel protetor na geração de 

energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular, 

imunidade, defesa celular e síntese de substâncias biológicas. No entanto, 

quando em excesso, apresenta efeitos prejudiciais como a peroxidação dos 

lipídios de membrana e a oxidação de proteínas, enzimas, carboidratos e ácidos 

nucleicos (Barreiros; David; David, 2006). 

A LPO ocorre através do ataque à bicamada lipídica de qualquer espécie 

reativa capaz de sequestrar um átomo de hidrogênio dos ácidos graxos, 

inativando enzimas e receptores associados à membrana, levando ao aumento 

da permeabilidade de Ca2+. Consequentemente, ocorre um aumento na 

permeabilidade das membranas biológicas, o que promove alterações 

irreversíveis na função celular e ocasiona sua morte (Loureiro; Di Mascio; 

Medeiros, 2002; Sánchez, 2012). 

A cascata de LPO pode ser dividida em iniciação, propagação e 

terminação. A iniciação ocorre quando um radical de elevada reatividade como 

o •OH extrai um átomo de hidrogênio do ácido graxo da membrana lipídica e 

forma o L• (radical lipídico) e H2O. A propagação dá continuidade à cascata 

quando o L• reage rapidamente com o O2, produzindo o radical Peroxil (LOO•), 

que consequentemente irá abstrair hidrogênio de outro ácido graxo, gerando 

novamente o L•. Isso conduz à etapa de propagação, que acontece quando os 
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radicais gerados pelas etapas anteriores originam produtos não radicalares. 

Dentre os compostos não radicalares formados está o Malondialdeído (MDA), 

considerado um radical extremamente tóxico ao organismo e um ótimo marcador 

biológico de injúria à membrana celular (Lima; Saes; Abdalla, 2001; Sánchez, 

2012; Halliwell; Gutteridge, 2015). 

A química da oxidação proteica é complexa, uma vez que há mais de 20 

aminoácidos, cada um capaz de gerar vários produtos oxidativos. No entanto, 

aminoácidos como tirosina, triptofano, fenilalanina, metionina, cisteína, histidina, 

lisina, leucina, valina, prolina, arginina, treonina e isoleucina são mais suscetíveis 

a danos (Sánchez, 2012; Halliwell; Gutteridge, 2015). O •OH exerce diversas 

ações nocivas às proteínas, mas o H2O2, NO• ou O2•- em concentrações 

fisiológicas possuem poucos efeitos diretos sobre as proteínas, embora o H2O2 

possa reagir com grupos facilmente oxidáveis, como os grupos sulfidrilas (-SH) 

(Halliwell; Gutteridge, 2015). 

Os danos oxidativos às proteínas podem levar à modificação do papel das 

enzimas reparadoras do DNA, perda da fidelidade das DNAs polimerases em 

replicar o DNA, aumento ou redução da susceptibilidade à proteólise, alteração 

nas vias de sinalização, aumento da imunogenicidade e agregação proteica e 

modificação na transcrição gênica (Sánchez, 2012; Halliwell; Gutteridge, 2015). 

O sistema de defesa antioxidante tem o papel de inibir ou diminuir os 

danos promovidos pela ação dos RL e/ou das espécies reativas. Tais efeitos 

podem ocorrer por meio de diferentes mecanismos de ação: barrando a 

produção de Radicais Livre (RL) (sistema de prevenção), limitando os danos 

causados por essas células (sistema de varredores) e favorecendo o reparo das 

estruturas biológicas lesadas (sistemas de reparo). Nesse aspecto, os meios de 

defesa antioxidantes no organismo podem ser divididos em enzimáticos, 

classificadas em primárias (SOD, CAT, Fosfato Desidrogenase (G6PD), 

Glutationa PeroxidaseG (SH-Px)) e não enzimáticos (Rover Júnior et al., 2001; 

Carocho, Ferreira, 2013). 

Os sistemas de defesas antioxidantes não enzimáticos possuem a 

capacidade de evitar o dano oxidativo por interações diretas e indiretas com as 

espécies reativas (Carocho; Ferreira, 2013). O grupo desses antioxidantes pode 
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ter origem biológica (glutationa redutase, o ácido úrico, a bilirrubina, os 

hormônios sexuais, a melatonina, o ácido lipoico, os α- cetoácidos e a coenzima 

Q) ou fonte dietética como as vitaminas C, E e A, os carotenoides, os polifenóis 

e as substâncias sintéticas como a N-acetilcisteína (Barbosa et al., 2010; 

Halliwell; Gutteridge, 2015). 

 
2.4. Uso de Produtos naturais 

 
As fontes naturais são excelentes para fortalecer o sistema antioxidante, 

uma vez que tais produtos são uma fonte inesgotável de novos compostos para 

o desenvolvimento de novos fármacos eficazes para o tratamento e a prevenção 

de inúmeras patologias (Sarfraz et al., 2020). De fato, os produtos naturais são 

considerados a fonte mais rica de mediadores de funções biomoleculares que 

podem melhorar a saúde humana, sendo utilizado para novas formulações 

acessíveis (Zafar et al., 2018). 

Diversos compostos concentrados na natureza podem estar associados 

com a regulação do estresse oxidativo. Zhang et al., 2022 demonstraram que o 

pré-tratamento com ácido elágico, muito encontrado na Punica Granatum, 

popularmente conhecida como romã, é capaz de reduzir parâmetros de estresse 

oxidativo induzidos pelo DQ no intestino delgado de camundongos, como MDA 

e aumento de enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e GPx. Tais achados 

podem estar associados ao aumento do Nrf2, uma proteína crucial na defesa 

celular contra o estresse oxidativo como fator de transcrição de enzimas 

antioxidantes como CAT, SOD, GPx (Liu et al., 2021). 

A cúrcuma, pertencente à família Zingiberaceae, também demonstrou 

exercer papel antioxidante em um modelo de obesidade induzida em 

camundongos C57BL/6. Nesse estudo, a cúrcuma foi capaz de reduzir a 

quantidade de MDA, importante marcador de estresse oxidativo, enquanto 

aumentou a expressão de Nrf2 e Heme Oxigense-1 (OH-1), associados ao 

aumento da produção de enzimas antioxidantes. Além disso, foi observado uma 

redução da glicose da corrente sanguínea, apresentando assim um potencial 

efeito antidiabetogênico (He, 2012). 
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As vitaminas, no geral, são de grande importância no combate ao estresse 

oxidativo, como relatado por Zhang et al.(2021). Os autores observaram que o 

pré-tratamento suplementar com Vitamina D3 em um modelo de estresse 

oxidativo em camundongos reduziu parâmetros associados ao estresse 

oxidativo, como MDA, e pró-inflamatórios, como as citocinas TNF-α e IL-1β e o 

Fator de Transcrição Nuclear Kappa B (NFκB); ainda, foi observado aumento da 

citocina pró-resolutiva IL-10. 

O extrato de folha de Camellia sinensis, conhecido popularmente como 

chá verde, também demonstrou efeitos antioxidantes. Por ser rico em muitos 

polifenóis como catequina, epicatequina, epicatequina-3-galato, 

epigalocatequina e epigalocatequina-3-galato, o chá verde foi capaz de controlar 

fatores de transcrição sensíveis a redox, como NFκB (negativamente) e Nrf2 

(positivamente) (Na e Surh, 2008; Stangl et al., 2007). 

Assim como o extrato citado acima, a utilização do extrato de Hibiscus 

sabdariffa L. apresentou efeito cardioprotetor e antioxidante em um modelo de 

lesão cardíaca em ratos, melhorando a performance cardíaca, aumentando a 

atividade e SOD, CAT, GPx, GST, GR, GSH e a redução da LPO (Pérez-Torres 

et al., 2019). 

A combinação de compostos isolados encontrados em fontes naturais 

como resveratrol, presente na uva, e a quercetina, presente na cebola, 

demonstram um grande potencial antioxidante. Rubio-Ruiz e colaboradores 

(2019) relataram que esse tratamento associado aumenta a atividade da SOD, 

CAT, Glutationa-S-transferase (GST), GR e a atividade de Nrf2 em um modelo 

de síndrome metabólica em ratos. 

As isoflavonas, como a genisteína, também agem como fatores 

antioxidantes, pois são capazes de bloquear os efeitos nocivos das EROs e atuar 

no aumento de enzimas antioxidantes como GSH. Além disso, a genisteína 

também é capaz de reduzir a inflamação, ativando a proteína c-Jun N-terminal 

cinase (JNK), responsável por regular a proliferação e apoptose celular e inibir a 

atividade de NF-κB, TNF-α e IL-6 (Behloul e Wu, 2013). Nesse sentido, a 

Biochanina A, enquanto isoflavona, torna-se uma molécula promissora para 

exercer efeitos protetores contra os efeitos do estresse oxidativo. 
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2.4.1 Biochanina A 

A Biochanina A (BCA) é uma isoflavona metoxilada encontrado em produtos 

naturais e pode ser isolada de leguminosas da família Fabaceae, 

majoritariamente das folhas e do caule do trevo vermelho (Trifolium pratense 

L.)(Yu et al., 2019) . A BCA também pode estar presente em outras plantas como 

soja (Glycine max L.), alfafa (Medicago sativa L.), amendoim (Arachis hypogaea), 

carqueja (Genista tridentata L.) e grão de bico (Cicer arietinum L) (Sarfraz et al., 

2020). 

 

Figura 4. Estrutura química da Biochanina A (Felix et al., 2020) 

A BCA possui uma baixa biodisponibilidade, porém, apresenta uma rápida 

absorção, associada à sua alta permeabilidade a despeito da eliminação biliar e 

o metabolismo extenso, no qual podem ser os principais fatores responsáveis 

pela sua baixa biodisponibilidade (Moon et al., 2006). 

Em sua biotransformação (figura 5), a BCA sofre O-desmetilação, 

produzindo genisteína (GEN) como metabólito ativo em maior proporção e outros 

metabólitos em menores proporções. A sua metabolização é atribuída às 

enzimas microssomias hepáticas humanas, mas as microssomas intestinais de 

ratos realizam a mesma biotransformação (Tolleson et al., 2002; Jia et al., 2004). 

Sendo assim, várias isoformas das enzimas hepáticas CYP, incluindo CYP1A2 

e CYP1B1, participam das reações de desmetilação (Hu et al., 2003; Tolleson et 

al., 2002). 

As principais vias metabólicas para a BCA são 4’-O-desmetilação, 

seguida por conjugação direta, convertendo BCA em GEN. A principal reação de 

conjugação no fígado de rato e preparações de microssoma intestinal foi a de 

glicuronidação. Assim, os glicuronídeos de BCA são derivados do ácido 
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glicurônico 7-OH e 5-OH e os metabolitos resultantes (como 3 ′-, 6- ou 8-hidroxi 

BCA ou GEN) servem como uma importante fonte de agliconas celulares sobre 

hidrólise enzimática (Jia et al., 2004; Moon et al., 2006). No entanto, apesar da 

metabolização da BCA resultar em genisteína, seus efeitos biológicos 

observados in vivo não são idênticos (Yu et al., 2019). 

Apesar da biodisponibilidade baixa, a BCA apresentou importantes efeitos 

biológicos antioxidantes, anticâncer, anti-inflamatórios, antidiabéticos, 

hepatoprotetor e dentre outros. Todos os efeitos já observados continuam sendo 

extensivamente investigados (SARFRAZ et al., 2020). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5. Biotransformação da BCA- BCA- Biochanina A; GEN- Genisteína (adaptada de 

SUNDARESAN; RADHIGA; DEIVASIGAMANI, 2018). 

A BCA demonstrou efeito imunorregulador inibindo a via de sinalização 

TLR4/NF-κB e aumentando a expressão do Receptor Ativado por Proliferador de 

Peroxissoma Gama (PPAR-γ) em lesão pulmonar aguda induzida por LPS. 

Diante disso, a produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6, o 

infiltrado de neutrófilos e macrófagos e a atividade da Mieloperoxidase (MPO) 

foram suprimidos com o tratamento com a BCA (Hu et al., 2020). 

Recentemente foi visto que o tratamento com a BCA é eficaz na redução 

da inflamação em um modelo de asma induzida por Ovalbumina (OVA) em 

camundongos. O tratamento por via oral com a BCA (50mg/kg) reduziu a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6 e TNF-α) e IgE no soro, bem como 

no lavado broncoalveolar, e reduziu a infiltração de células inflamatórias e danos 

nos pulmões. Funcionalmente, esses efeitos eram dependentes da ativação do 

(PPAR-y), uma vez que o tratamento com o antagonista do PPAR-y GW9662 



28 
 

 

reverteu completamente os efeitos inibitórios mediados pela BCA (Derangula, 

2021). 

Nesse sentido, a BCA mostra ser eficiente no papel resolutivo e anti- 

inflamatório. Oh et al. (2016) relataram a capacidade da BCA de inibir a 

degeneração da cartilagem, por antagonizar os efeitos catabólicos do Óxido 

Nítrico Sintase (NOS), Ciclo-oxigenase-2 (COX2), Prostaglandina E2 (PGE2) e 

citocinas pró-inflamatórias, induzidas por IL-1β em condrócitos. A inibição dessas 

moléculas está associada à inibição da fosforilação e translocação do NF-κB para 

o núcleo das células (Oh et al., 2016). 

Além disso, Felix et al. (2020) demonstraram em modelo de artrite 

induzida por zimosan, o efeito anti-inflamatório da BCA induzido pela modulação 

da sobrevida e morte celular dos neutrófilos, bem como sobre a produção das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IFN-𝛾, e anti-inflamatórias IL-10 e IL-4 (Felix 

et al., 2020). 

Como já citado, a BCA também possui efeitos farmacológicos contra o 

câncer, em um modelo in vitro de carcinoma de cabeça e pescoço, o tratamento 

com BCA inibiu a proliferação de células cancerígenas, além de inibir a atividade 

de NF-κB, ou seja, limitando a produção de fatores inflamatórios (Cho et al., 

2017). Youssef e colaboradores (2016) relataram que o tratamento de 

Sorafenibe combinado com BCA mostrou um potencial antiproliferativo e pró- 

apoptótico, com a regulação positiva da caspase-9 e da proteína X (BAX) e a 

regulação negativa da proteína BCL-2. 

Os efeitos neuroprotetores da BCA também se mostram muito relevantes, 

Wu e colaboradores (2018) identificaram o papel neuroprotetor a BCA em um 

modelo experimental de hemorragia subaracnóidea em ratos Sprague-Dawley. 

Os autores observaram redução da apoptose neuronal devido à baixa expressão 

de BAX, capase-3 e 9, assim como a diminuição da atividade das vias TLRs e NF-

κB. Além disso, o tratamento com BCA conseguiu reduzir a porcentagem de 

micróglias ativas e das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α (Wu et al., 

2018). 

Segundo Guo e colegas (2019), o tratamento com BCA em modelo de 

isquemia cerebral em ratos Sprague-Dawley não só reduziu fatores 
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inflamatórios, como a atividade do NF-κB, mas também reduziu ROS, 

marcadores de peroxidase lipídica (MDA) e promoveu um aumento de enzimas 

antioxidantes (SOD e GPx), associado ao aumento da atividade de Nrf2. 

Recentemente, o efeito da BCA foi investigado em ratos Wistar com 

cardiomiopatia induzida durante a obesidade e se observou que, em resposta ao 

estresse oxidativo e a estímulos inflamatórios, a BCA promoveu suprarregulação 

da sinalização do Nrf-2, inibindo a produção exacerbada de RL e citocinas pró- 

inflamatórias, bem como restringiu a ativação do NF-κB e aumento da produção 

de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx e GR (Rani et al., 2021). Além 

disso, a BCA apresentou efeito hepatoprotetor com a redução significativa de 

AST e ALT (Rani et al., 2021). 

Liu e colaboradores (2016) observaram, em modelo de lesão aguda 

hepática induzida por lipopolissacarídeo/D-galactosamina em camundongos, 

que a BCA exerceu efeito hepatoprotetor através da regulação positiva de Nrf2, 

podendo observar aumento de enzimas antioxidantes e redução de MDA e a 

regulação negativa do inflamassoma NLRP3, além de citocinas pró- 

inflamatórias. Além disso, ALT e AST foram reduzidas nos grupos tratados com 

BCA. Dessa forma, é importante que haja maiores estudos acerca dos 

mecanismos de ação da BCA como isoflavona antioxidante e hepatoprotetora. 
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3. Objetivos 

 
3.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito protetor da Biochanina A na intoxicação induzida por Diquat em 

camundongos. 

 
3.2. Objetivos específicos 

 
• Realizar a padronização do modelo experimental de intoxicação por Diquat; 

• Avaliar os efeitos da Biochanina A na intoxicação induzida por Diquat sobre: 

➢ Os marcadores para estresse oxidativo; 

➢ A atividade da Mieloperoxidase; 

➢ A quantificação de citocinas pró e anti-inflamatória; 

➢ As alterações morfológicas nos tecidos. 
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4. Material e métodos 

 
4.1. Animais 

 

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus), fêmeas, não 

prenhes, hígidas, pesando entre 25-35 g e com 8-12 semanas de idade. Os 

animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com 21 ± 2 °C de 

temperatura, 60 ± 5% de umidade e ciclo de 12/12 horas claro/escuro, além de 

alimentação e água ad libitum. Todos os procedimentos experimentais seguiram 

as diretrizes adotadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa sob o 

protocolo nº 2912230322 (ANEXO A). 

 
4.2. Reagentes 

 
Foram utilizados, Diquat (Syngenta S.A., São Paulo, SP., Brasil) 25 mg/kg 

dissolvida em sódio 0,9%, para administração; Biochanina A (Chengdu pufeide 

biotech co., ltd), diluída em Tween 20, a 5% (Vetec, Rio de Janeiro, BR), e 

solução fisiológica de cloreto de sódio 0,9%; Cloridrato de Cetamina (Ketamina®, 

Agener União) 100 mg/kg e o Cloridrato de Xilazina (Calmiun®, Agener União) 

10 mg/kg. 

 
4.3. Delineamento experimental 

Para padronização do modelo de intoxicação por DQ, foram selecionadas 

5 doses de DQ (25, 50, 75, 100 e 150 mg/kg) considerando a literatura pertinente 

(Wu, Zhang e Klaassen, 2012; Wu et al., 2022; Xu et al., 2007; Zhang et al., 

2022). Os animais foram separados de acordo com as doses determinadas e 

submetidos à administração (i.p.) do DQt. Posteriormente, foi calculado o 

percentual de sobrevivência desses animais de acordo com a seguinte formula: 

(% de sobrevivência no grupo DQ / % mortalidade grupo controle) x 100. 

Após a determinação a dose de DQ, os animais foram divididos em 6 

grupos: 1- Salina; 2- BCA 100 mg/kg; 3- DQ 25 mg/kg; 4- BCA 25mg/kg + DQ 25 

mg/kg; 5- BCA 50 mg/kg + 25 mg/kg; e 6- BCA 100 mg/kg + DQ 25 mg/kg, de 

acordo com o delineamento abaixo (Figura 6). Antes da realização do 

experimento os animais foram submetidos a um período de sete dias para 

ambientação. 



32 
 

 

Após esse período, os animais receberam os tratamentos com BCA ou 

salina, durante 12 dias, por via oral (v.o.). No 12º dia, além do tratamento com a 

BCA, os animais também receberam o DQ ou salina, por via intraperitoneal (i.p.). 

Por fim, no 13º dia, os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e 

xilazina (10 mg/kg) (i.p.) e submetidos ao deslocamento cervical. 

 

Figura 6. Delineamento experimental demonstrando os procedimentos realizados para pré tratamento dos animais 

com BCA e indução de hepatotoxicidade com DQ (n=8/grupo). BCA- Biochanina A. Os animais foram pré tratados por 

12 dias com BCA ou salina e desafiados no último dia, ou não com DQ. Por fim, 24 horas após o desafio, os animais 

foram eutanasiados e levados para coleta de sangue e tecidos. 

 

4.4. Coleta de amostras 

Após 24 horas da administração do DQ, os animais foram eutanasiados. 

Posteriormente, foi realizada a coleta de sangue, através do plexo retro orbital, 

e coletados os seguintes órgãos: fígado, jejuno, pulmões e rins, que foram 

armazenas a -80ºC ou em formaldeído 10% (para as análises histológicas). Para 

realização do ensaio da atividade de MPO a coleta foi realizada 6 horas após a 

administração de DQ. 

 
4.5. Avaliações Bioquímicas 

O sangue obtido foi centrifugado a 10 000 g, a 10ºC, por 10 minutos, para 

separação do soro, e este foi armazenado a -80ºC para posterior análise. As 

amostras de soro foram submetidas a quantificação de AST, ALT, Creatinina e 
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Ureia. Os testes foram realizados segundo as orientações do fabricante 

(Labtest®). 

 
4.6. Determinação de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

(TBARS) 

O homogenato do tecido foi preparado em tampão fosfato (50 mmol/L, pH 

7,0) a uma proporção de tecido para tampão de 1:9 (m/ v). O homogenato foi 

então centrifugado a 800xg, a 4°C, durante 15 min, e o sobrenadante foi utilizado 

para a realização do teste. A peroxidação lipídica foi determinada de acordo com 

Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979) com modificações. 

Resumidamente, o homogenato do tecido (100 µL em tampão fosfato 50 

mmol/L, pH 7,0) foi adicionado a 350 µL de ácido acético a 20% (pH 3,5) e 600 

µL de ácido tiobarbitúrico (TBA, 0,36%) e foi incubado por 1 hora a 85ºC. Em 

seguida, os tubos foram resfriados em gelo e centrifugados a 500xg durante 15 

minutos. A leitura da absorbância foi realizada a 532 nm. 

 
4.7. Determinação de grupos sulfidrilas no tecido hepático 

O conteúdo de grupamentos sulfidril (SH) foi dosado de acordo com o 

método descrito por Ellman (1959) e se baseia na reação dos grupos tióis livres 

das proteínas com o DTNB (reagente de Ellman). Grupamentos tióis indicam 

padrão redox do meio celular de forma que a maior quantidade de SH sugere 

que o meio se encontra redutor. Os grupos SH livres principalmente nas 

proteínas reagem com DTNB, resultando na formação da proteína 

tionitrofenilada e um ânion (2-nitro-5-tiobenzoato) amarelado. As amostras do 

tecido hepático foram pesadas e homogeneizadas em tampão fosfato (50 

mmol/L, pH 7,0) (1:10, p/v). 

Em seguida, o homogenato do tecido hepático foi centrifugado a 10 000 g 

por 10 min a 4ºC e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de proteínas e 

para o ensaio. As amostras foram pipetadas em placa de 96 poços e foi 

adicionado até 165 µL de PBS, seguido de 35 µL de tampão forte (ácido bórico 

100 mmol/L, pH 8,5, contendo EDTA 0,2 mmol/L) e 10 µL de DTNB que foram 

incubados por 1 hora em temperatura ambiente. Após a incubação foi realizada 

a leitura a 412 nm. Os dados foram expressos em µmol/mg de proteína. 
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4.8. Mensuração da atividade da Mieloperoxidase no tecido hepático 

 
A análise da atividade da MPO, presente principalmente nos neutrófilos, 

foi utilizada como medida indireta do infiltrado desse tipo celular no tecido 

hepático. Os tecidos foram homogeneizados em Tampão Fosfato de Sódio 

(PBS) e HTAB (0,5%), na proporção de 1mL/100mg de tecido. Após isso, as 

amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 14000 g. Foram utilizados 20 μL 

de sobrenadante para a reação juntamente com 200 μL da solução contendo O- 

dianisidina e, por fim, a absorbância das amostras foi determinada em 460 nm 

através de um espectrofotômetro (Bradley et al., 1982). 

 
4.9. Quantificação de citocinas no tecido hepático 

As citocinas TNF-α e IL-10 foram quantificadas utilizando kits para ELISA 

(Invitrogen® e R&D®, respectivamente). As amostras de fígado foram 

homogeneizadas em tampão de extração de citocinas (PBS contendo coquetel 

de inibidor de protease, PMSF, NaCl, EDTA e Tween 20) e centrifugadas. Cerca 

de 50μL do sobrenadante foi adicionado à placa de 96 poços de alta ligação, com 

o anticorpo de captura previamente aderido e a placa bloqueada. 

Posteriormente, as amostras foram incubadas (3 a 24 horas), lavadas e 

adicionadas ao anticorpo de detecção. Em seguida, o conjugado foi adicionado 

à placa e, por fim, acrescentado o substrato. As placas foram analisadas em 

espectrofotômetro de acordo com o protocolo do fabricante. 

 
4.10. Histologia 

As amostras de fígado foram mantidas em formalina tamponada 10% a 

25°C por no mínimo 24 h, para a fixação. Após fixação, os tecidos foram 

desidratados em concentrações crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 100% I, 

100% II), diafanizados em banhos de xilol, e impregnados em parafina, e por fim, 

foram incluídos em blocos de parafina. 

O material parafinizado foi seccionado em micrótomo, em fragmentos com 

espessura de 5 μm e estendidos em lâminas. As Lâminas foram coradas com 

Hematoxilina & Eosina (H&E) para análise ao microscópio acoplado à câmera 

digital (Leica DM 500). 
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4.10.1. Análise histopatológica das amostras de fígado 

A análise histológica dos tecidos hepáticos foi baseada nos parâmetros 

morfológicos da doença hepática gordurosa não alcoólica em roedores relatados 

por Liang et al (2014): inflamação lobular (avaliação geral de todos os focos 

inflamatórios), inflamação portal, microgranulomas (pequenos agregados de 

macrófagos), grandes lipogranulomas, células baloniformes e corpos acidófilos 

(apoptose hepática) e fibrose. Além disso, o sistema de graduação usado para 

classificar as alterações histológicas é apresentado na Tabela 1. Para realizar 

uma análise histológica robusta e objetiva, cinco campos histológicos (0,025 

mm2, com aumento de 100x) foram analisados em cada amostra de fígado. Os 

campos histológicos foram selecionados por randomização sistemática, de modo 

que para cada campo selecionado seguiam-se dois campos descartados. O 

sistema de escores foi aplicado a cada campo e o escore final de cada caso foi 

obtido pela média de todos os escores de cada amostra analisada. 

 
Tabela 1. Sistema de gradação histológica para doença hepática gordurosa não 

alcoólica em roedores. 

Característica histológica 
  Escore  

0 1 2 3 

Esteatose     

Macrovesicular <5% 5–33% 33–66% >66% 
Microvesicular <5% 5–33% 33–66% >66% 

Hipertrofia/Balonização celular <5% 5–33% 33–66% >66% 

Inflamação 
    

Número de focos/campo <0.5 
0.5– 
1.0 

1.0–2.0 >2.0 

(Liang et al., 2014). 

 

4.11. Análise estatística 
 

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

após confirmada a normalidade dos dados, procedeu-se os testes t e ANOVA de 

uma e duas vias, seguida pelo pós-teste de Tukey. A análise foi realizada através 

do programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Sofware, San Diego, CA). Os 

resultados foram expressos como média ± Desvio padrão (DP), considerando 

significativos os valores de p<0,05. 
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Os dados sobre a gradação histológica da doença hepática gordurosa não 

alcoólica em modelo murino foram expressos como média e IC95%. Como as 

medidas de pontuação são consideradas dados não gaussianos por natureza, 

as medianas de cada grupo foram comparadas entre si usando o teste de 

Kruskal-Wallis e o teste de comparações múltiplas pos-hoc de Dunn. As 

diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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5. Resultados 

 
5.1. Padronização do modelo experimental 

 
5.1.1. Determinação da Dose de Diquat 

A escolha da dose de DQ que será utilizada no presente estudo foi 

determinada através da realização de um experimento, utilizando as doses de 

25, 50, 75, 100 e 150 mg/kg, selecionadas com base em estudo da literatura 

(Figura 7) (Wu, Zhang e Klaassen, 2012; Wu et al., 2022; Xu et al., 2007; Zhang 

et al., 2022). Os animais que receberam a dose de 150 mg/kg morreram em 3 

horas, enquanto os animais que receberam 100 mg/kg morreram em 4 horas e, 

62,5% daqueles que receberam 50 mg/kg de DQ morreram em até 24 horas. 

Dos animais que receberam a dose de 75 mg/kg, 71,42 % morreram em 6 horas. 

 

 
Figura 7. Percentual de sobrevivência dos grupos de animais que receberam as doses 

DQ de 25, 50, 75, 100 e 150 mg/kg, no período de 24 horas (n=8/grupo). 

Os animais que receberam a dose de 25 mg/kg se mantiveram vivos 

durante as 24 horas de experimento. Dessa forma, a dose de 25 mg/kg de DQ 

foi determinada para ser utilizada nos experimentos futuros ( Xu et al., 2007; Wu, 

Zhang e Klaassen, 2012). Ainda, é importante ressaltar que não houve 

mortalidade no grupo salina. 
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Para a análise de estresse oxidativo os tecidos, o fígado, jejuno, pulmão 

e rim foram coletados. Foi observado que houve peroxidação lipídica, 

demonstrada pela quantificação do TBARS, em todos os tecidos, exceto o rim, 

no grupo DQ quando comparado ao grupo salina (Figura 8). Dessa forma, foi 

possível observar que a dose de 25 mg/kg se mostrou eficaz em causar danos 

em múltiplos órgãos sem reduzir a taxa de sobrevivência. 

 

Figura 8. Avaliação da peroxidação nos tecidos, pela da determinação de TBARS no fígado, jejuno, pulmão e rim. 

Os animais foram desafiados ou não (i.p.) com DQ, 24 hrs depois, foram eutanasiados e em seguida foram coletados 

fígado, jenjuno, pulmão e rim. Dados foram expressos como média ± DP, analisados pelo Teste-t. Os resultados foram 

considerados significativos quando *p<0,05, ***p<0,001 quando comparados ao grupo DQ. 

 
5.2 Efeito antioxidante da BCA em órgãos 

O efeito protetor da BCA foi avaliado sobre fígado, jejuno, pulmão e rim, 

utilizando a dose de 100 mg/kg de BCA (Alauddin et al., 2018; Breikaa et al., 

2013; Xue et al., 2020). A partir da quantificação de TBARS foi possível observar 

uma redução significativa no tecido hepático do grupo tratado com a BCA, 

quando comparado ao grupo DQ. Jejuno, pulmão e rim apresentaram diferença 

significativa somente entre os grupos salina e DQ (Figura 9). 
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Figura 9. Avaliação da peroxidação lipídica nos tecidos, pela da determinação de TBARS no fígado, jejuno, 
pulmão e rim, após tratamento com BCA 100 mg/kg. Os animais receberam durante 12 dias o pré-tratamento (v.o.) com 
BCA 100 mg/kg e no 12º também foram desafiados (i.p.) com DQ 25 mg/kg, sendo que 24 hrs depois, foram eutanasiados 
e em seguida coletados fígado, jejuno, pulmão e rim, que foram levados para análise. Dados expressos como média ± 
DP, analisados pela ANOVA de uma via e pós teste de Turkey. Os resultados foram considerados significativos quando 

*p<0,05, **<0,01 e ***p<0,001, quando comparados com grupo DQ e ###<0,001 quando comparados com o grupo salina. 

Após investigação do efeito tóxico pró-oxidante do DQ nos tecidos, foi 

observado que o fígado sofreu maior efeito do agroquímico e, portanto, optou-se 

por continuar a investigação nesse tecido. Desse modo, o efeito protetor da BCA 

no fígado foi avaliado também em doses menores de 25, 50 e 100 mg/kg, através 

do ensaio de determinação de TBARS. Como demonstrado na Figura 10, o grupo 

DQ apresento quantidade de TBARS maior do que o grupo salina. 

Todas as doses de BCA reduziram a quantidade de TBARS com relação 

ao grupo DQ, no entanto a dose de 100 mg/kg mostrou maior redução da 

quantidade TBARS. Também foi possível notar diferença entre o grupo que 

recebeu a dose de 25 mg/kg e a dose de 100 mg/kg. 
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Figura 10. Representação da determinação de TBARS no tecido hepático dos animais controles e tratados com BCA 
nas doses de 25mg/kg, 50mg/kg e 100 mg/kg, a fim de avaliar a peroxidação lipídica no fígado. Os animais receberam 
durante 12 dias o pré-tratamento (v.o.) com BCA e no 12º também foram desafiados (i.p.) com DQ 25 mg/kg, sendo que 
24 hrs depois, foram eutanasiados e em seguida coletado o fígado e levados para análise. Resultados expressos como 
média ± DPM, analisados pela ANOVA de uma via e pós-teste de Tukey. Os Resultados foram considerados significativos 
quando *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, quando comparados com grupo DQ e Δ <0,05 quando comparados com o grupo 
BCA 25 mg/kg. 
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Figura 11. Representação da determinação de grupos sulfidrilas no tecido hepático dos animais controles e 
tratados com Biochanina A 25mg/Kg, 50mg/Kg e 100 mg/kg, como medida de ambiente antioxidante. Os animais 
receberam durante 12 dias o pré-tratamento (v.o) com BCA e no 12º também foram desafiados (i.p.) com DQ, sendo que 
24 hrs depois, foram eutanasiados e em seguida foi coletado o fígado e levado para análise. Resultados expressos como 
média ± DPM, analisados pela ANOVA de uma via e pós-teste de Tukey. Dados com ***p<0,001 quando comparados 
com o grupo DQ. 

O potencial antioxidante da BCA também foi avaliado pela determinação 

de grupos -SH. Assim, observou-se que houve diferença significativa entre o 

grupo salina e DQ, mostrando uma redução de -SH nos animais que receberam 

somente DQ (Figura 11). Também foi possível demonstrar que a BCA na dose 

de 100 mg/kg exerceu um efeito antioxidante, mantendo a quantidade de grupos 

-SH semelhante ao grupo salina (Figura 11). 
 
 

Figura 12. Representação do peso dos animais ao longo do delineamento experimental. Os animais receberam 
durante 12 dias o pré-tratamento (v.o.) com BCA e no 12º também foram desafiados (i.p.) com DQ 25 mg/kg, o peso dos 
animais foi aferido diariamente. Os resultados foram expressos como média ± DP e avaliados por ANOVA de duas vias, 
seguida do pós-teste de Tukey. Resultados foram considerados significativos quando *p<0,05 e ***p<0,001, quando 
comparados com grupo DQ e Δ<0,05 quando comparados com o grupo BCA 100 mg/kg. 

Como já esperado, os animais mantiveram o peso inicial, sem nenhuma 

diferença significativa até o 12º dia. Porém, os animais que receberam o DQ 
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apresentaram perda de peso, havendo perda de peso significativa nos animais 

do grupo DQ, quando comparado com grupos salina e BCA 100 mg/kg. A dose 

BCA 25 mg/kg+DQ apresentou perda de peso significativa quando comparada 

com a dose de BCA 100 mg/kg (Figura 12). 

 
5.3 Efeitos da BCA sobre as aminotransferases- ALT e AST 

Figura 13. Quantificação de ALT (A) e AST (B) no sangue dos animais controles e tratados com Biochanina A 100 

mg/kg. Os animais receberam durante 12 dias o pré-tratamento (v.o.) com BCA 100 mg/kg e no 12º também foram 

desafiados (i.p.) com DQ 25 mg/kg, sendo que 24 hrs depois, foram anestesiados e em seguida coletado o sangue, 

utilizado para análise. Resultados expressos como média ± DPM, analisados pela ANOVA de uma via e pós-teste de 

Tukey. Dados com *p<0,05, **<0,01 e ***p<0,001, quando comparados com grupo DQ. 

A atividade das enzimas ALT e AST é um importante marcador de lesão 

hepática (Zhang et al., 2020). Na figura 13, foi possível observar que o grupo que 

recebeu apenas DQ mostrou um aumento da dosagem de ALT e AST, havendo 

diferença significativa entre o grupo salina, que apresenta quantidade reduzida 

de ALT e AST. Os resultados observados mostram também que o pré-tratamento 

com a BCA reduziu a atividade da ALT e AST quando comparado ao grupo DQ 

(Figura 13). 

 
5.4 Efeitos da BCA sobre a Ureia e Creatinina 

A mensuração de ureia e creatinina foi realizada através de amostra de 

sangue de animais tratados com BCA e injetados por DQ. Observa-se que os 

animais do grupo DQ apresentaram elevadas quantidades de ureia, havendo 

diferença significativa entre os grupos DQ e salina. Os resultados mostram que 

a BCA foi capaz de reduzir significativamente a concentração de ureia, em 

relação ao grupo DQ (Figura 14). Contudo, apesar de haver um aumento da 
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quantidade de creatinina nos animais que receberam apenas DQ, não houve 

diferença significativa para a quantificação de creatinina (Figura 14). 

 

 
Figura 14. Quantificação de Ureia (A) e Creatinina (B) no sangue dos animais controles e tratados com 
Biochanina A 100 mg/kg. Os animais receberam durante 12 dias o pré-tratamento (v.o.) com BCA 100 mg/kg e no 12º 
também foram desafiados (i.p.) com DQ 25 mg/kg, sendo que 24 hrs depois, foram anestesiados e em seguida foi 
coletado o sangue, utilizado para análise. Resultados expressos como média ± DP, analisados pela ANOVA de uma via 
e pós-teste de Tukey. Dados com *p<0,05, **<0,01, quando comparados com o grupo DQ. 

 

5.5. Efeito da BCA sobre a atividade da Mieloperoxidase (MPO) 

A atividade da enzima MPO foi avaliada no tempo de 6 horas após a 

administração de DQ, para determinar indiretamente o infiltrado de neutrófilos 

para o fígado. A administração de DQ levou ao aumento da atividade de MPO, 

como pode ser visto na figura 15, enquanto que o grupo salina mostrou a 

atividade de MPO reduzida. Foi observado que o grupo tratado com BCA reduziu 

significativamente a atividade de MPO, quando comparado ao grupo DQ (Figura 

15). 

 

Figura 15. Determinação da determinação da atividade de MPO no tecido hepático dos animais controles e 
tratados com Biochanina A 100 mg/kg, com intuito de avaliar infiltrado de neutrófilos. Os animais receberam durante 
12 dias o pré-tratamento (v.o.) com BCA 100 mg/kg e no 12º também foram desafiados (i.p.) com DQ 25 mg/kg, sendo 
que 06 hrs depois, foram eutanasiados e em seguida coletado o fígado e levado para análise. Resultados expressos 
como média ± DPM, analisados pela ANOVA de uma via e pós-teste de Tukey. Dados com *p<0,05, quando comparados 
com o grupo DQ. 
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5.6. Efeito da BCA sobre as citocinas pró e anti-inflamatória 

Para a avaliação do perfil pró-inflamatório foi realizada a quantificação do 

Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) no tecido hepático. Foi observado que 

houve uma redução significativa da quantidade de TNF-α no grupo BCA quando 

comparado ao DQ (Figura 16). 

Com relação ao perfil anti-inflamatório, foi realizada a quantificação da 

citocina IL-10 no tecido hepático. No entanto, foi observado que não houve 

diferença significativa para IL-10 entre os grupos (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Concentração de TNF-α (A) e IL-10 (B) no tecido hepático dos animais controles e tratados com 
Biochanina A 100 mg/kg. Os animais receberam durante 12 dias o pré-tratamento (v.o.) com BCA e no 12º também 
foram desafiados (i.p.) com DQ 25 mg/kg, sendo que 24 hrs depois, foram eutanasiados e em seguida foi coletado o 
fígado e levado para análise Resultados expressos como média ± DPM, analisados pela ANOVA de uma via e pós-teste 
de Tukey. Dados com *p<0,05, **<0,01 e ***p<0,001 quando comparados com o grupo DQ. 

 

5.7. Efeito da BCA sobre os padrões morfológicos do fígado 

As principais alterações histológicas observadas nas amostras hepáticas 

analisadas neste estudo foram: leve inflamação perivenular, intralobular e portal, 

células baloniformes associadas a vacuolização citoplasmática, que foi 

interpretada como esteatose macrovesicular e microvesicular, acúmulo focal de 

macrófagos (microgranulomas), hepatócitos apoptóticos e acúmulo focal de 

pigmento granular acastanhado compatível com bilirrubina dentro dos ductos 

biliares. Fotomicrografias mostrando todas as alterações histológicas 

observadas nas amostras de fígado são apresentadas na Figura 17. 
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Figura 17. Fotomicrografias de lâminas histológicas coradas com HE mostrando as principais alterações 
patológicas observadas na análise dos tecidos hepáticos. (A) Foco de inflamação (círculos) próximo à veia 
centrolobular, (B) no interior do lóbulo hepático e (C) no espaço periportal (400x). (D) Balonização de hepatócitos com 
vacuolização citoplasmática variável (400 x), compatível com (E) macrovesicular (quadrado) e (F) esteatose 
microvesicular (seta branca com contorno preto) (1000 x). (G) Acúmulo focal de macrófagos substituindo o parênquima 
hepático, compatível com microgranuloma (área delimitada pela linha preta) (400 x). (H/I) Corpos apoptóticos (círculos 
pontilhados) e (I) acúmulo focal de pigmento acastanhado compatível com bilirrubina nos ductos biliares (seta branca 
sem contorno) (1000 x). 

 

Embora uma variedade de características histopatológicas tenha sido 

encontrada nas amostras de fígado, a principal alteração morfológica observada 

foi a vacuolização citoplasmática dos hepatócitos, compatível com esteatose, 

acompanhada ou não de hipertrofia (balonização). Os grupos DQ e BCA 25 

mg/kg + DQ exibiram alterações histológicas mais severas, principalmente a 

vacuolização citoplasmática esteatótica. Embora a esteatose tenha sido 

facilmente identificada nos grupos BCA 50 mg/kg + DQ e BCA 100 mg/kg + DQ, 

tal alteração foi menos intensa nesses grupos em comparação com os grupos 

DQ e BCA 25 mg/kg + DQ, enquanto no grupo salina a esteatose foi focal e 

raramente encontrada (Figura 18). 

A distribuição e intensidade das demais alterações patológicas variaram 

consideravelmente entre os grupos estudados. Focos de leve inflamação 

intralobular, perivenular e portal foram observados nos tecidos hepáticos dos 

grupos DQ e BCA 25 mg/kg + DQ, mas não nos grupos BCA 50 mg/kg + DQ e 
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BCA 100 mg/kg + DQ e Salina. O acúmulo focal de macrófagos, formando 

microgranulomas foi a alteração menos comum, observada em apenas duas 

amostras do grupo DQ (40%) e uma amostra do grupo BCA 25 mg/kg + DQ 

(20%). Finalmente, o acúmulo focal de pigmento granular acastanhado 

compatível com bilirrubina nas vias biliares foi encontrado em apenas uma 

amostra do grupo DQ. 

 

Figura 18. Fotomicrografias de lâminas histológicas coradas com HE mostrando a principal alteração patológica 
observada na análise dos tecidos hepáticos caracterizada por vacuolização citoplasmática gordurosa associada ou não 
ao balonismo dos hepatócitos nos grupos experimentais. As alterações da vacuolização são marcadamente mais 
intensas nos grupos Diquat e BCA 25 mg/kg +Diquat, mas praticamente ausentes no grupo salina. 

Salina 

DQ 

BCA 25 mg/kg 

+ DQ 

BCA 50 mg/kg 

+ DQ 

BCA 100 mg/kg 

+ DQ 
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Os dados estatísticos são apresentados na Figura 19. Não houve 

diferença significativa entre os grupos DQ e BCA 25 mg/kg + DQ em nenhum 

dos parâmetros histológicos avaliados neste estudo (p>0,05). Os grupos BCA 50 

mg/kg + DQ e BCA 100 mg/kg + DQ apresentaram uma diminuição significativa 

na graduação da esteatose (macro e microvesicular) e hipertrofia (células 

baloniformes) em comparação com o grupo DQ (p<0,05). O grupo salina 

apresentou os menores escores de gradação histológica. 

 

Figura 19. Determinação da gradação histológica de parâmetros morfológicos de doença hepática gordurosa 
não alcoólica nos grupos experimentais. Dados expressos como média e IC95%. Diferenças significativas em 
comparação com o grupo Salina estão expressas como: *P<0,05; **p<0,01; e ***p<0,001. Teste de Kruskal-Wallis 
seguido do teste de comparações múltiplas de Dunn. Diferenças significativas em relação ao grupo BCA 25 + DQ estão 
expressas como: #p<0,05 e ###p<0,001. Diferenças significativas em relação aos grupos BCA 50 + DQ e BCA 100 + DQ 
estão expressas como: ∆p<0,05 e ∆∆p<0,01. 
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6. Discussão 

O DQ é um herbicida de ação tópica que sofre ciclos de oxidação e 

redução, levando à produção de superóxido (Magalhães, Carvalho e Dinis- 

Oliveira, 2018). Como resultado, ocorre uma elevada produção de ROS e, 

consequentemente, causando estresse oxidativo e lesão múltipla de órgãos 

(Bradberry et al., 2000). Sendo assim, a utilização do DQ como modelo para 

investigação de substâncias utilizadas no campo, que agem como agentes 

oxidantes, é de grande interesse (Wu, Zhang e Klaassen, 2012). 

O modelo de intoxicação por DQ, foi padronizado pela primeira vez, sobe 

as condições do nosso laboratório. Para isso, inicialmente foi necessário que 

houvesse a determinação da dose de DQ a ser utilizada (Wu, Zhang e Klaassen, 

2012; Wu et al., 2022; Xu et al., 2007; Zhang et al., 2022). 

No entanto, houve certa limitação, uma vez que há poucos estudos que 

utilizam DQ como agente tóxico em camundongos, além disso, existe uma janela 

entre os anos 90 e 2020, período no qual as publicações a respeito desse agente 

são ainda mais escassas. Devido à proibição do uso do PQ, um análogo do DQ, 

e o aumento exponencial do uso do DQ (Wang et al., 2017), tornou-se maior o 

interesse pelos investigadores para avaliar os danos que podem ser 

desencadeados pelo uso do DQ, e consequentemente, também aumentou a 

busca por compostos protetores para esses danos. 

Neste trabalho, foi evidenciado que animais que receberam doses 

maiores de DQ (100 e 150 mg/kg) morreram em 4 horas, enquanto a menor dose 

(50 mg/kg) mostrou uma taxa de sobrevivência de apenas 37,5%. Lock (1979) 

determinou que a dose média letal de DQ foi de 140 mg/kg em ratos Wistar, o 

que se correlaciona com os resultados do presente estudo, uma vez que foram 

observadas menores taxas de sobrevivência quando os animais receberam as 

doses mais altas de DQ. Ademais, Wu, Zhang e Klaassen (2012) observaram 

que os camundongos que receberam DQ na dose de 125 mg/kg (i.p.) 

começaram a morrer 3 horas após a injeção e 40% morreram em 4 horas. 

A fim de determinar uma dose que não reduzisse a taxa de sobrevivência 

dos animais, a utilização da dose de 25mg/kg de DQ possibilitou a sobrevivência 

de todos animais em 24 horas, sendo essa a escolhida para ser utilizada nos 
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experimentos seguintes. Segundo Xu e colaboradores (2007), quando 

administrada a dose de 75 mg/kg nos animais, 56,5% morrem em 24 horas, 

refletindo pouca viabilidade para utilização dessa dose. Por outro lado, a dose 

de 25 mg/kg parece ser eficiente, uma vez que mostrou ser capaz de induzir 

lesões em múltiplos órgãos sem causar a morte desses animais (Zhang et al., 

2022). 

Uma vez padronizada a dose de DQ a ser utilizada, foram avaliados os 

danos causados pelo ciclo oxirredução do DQ nos tecidos, através da 

quantificação dos níveis de LPO nos tecidos avaliados. A LPO é resultante da 

ação dos RL sobre os lipídios insaturados das membranas celulares, levando à 

destruição de sua estrutura, falência dos mecanismos de troca de metabólitos e 

à morte celular (Lima; Saes; Abdalla, 2001). 

No presente estudo, a avaliação de LPO foi realizada através da 

quantificação de MDA, um aldeído formado como um produto secundário 

durante a LPO, considerado extremamente tóxico ao organismo e um bom 

indicador de injúria à membrana celular (Halliwell; Gutteridge, 2015). Dessa 

forma, para determinação de MDA foi realizado o teste de determinação de 

TBARS, uma vez que a condensação do MDA com o Ácido Tiobarbitúrico (TBA) 

é capaz de formar produtos que podem ser identificados por espectofotômetro 

(Lima; Saes; Abdalla, 2001). 

Neste trabalho, observamos que o fígado foi o órgão que apresentou 

maior aumento na concentração de TBARS, em relação ao grupo salina. Esse 

dado pode ser explicado pelo fato de que o DQ é majoritariamente metabolizado 

no fígado (FAO/WHO, 2013). Sendo assim, o fígado é um dos órgãos alvos da 

toxicidade do DQ, induzindo aumento do estresse oxidativo, que está associado 

a níveis elevados de superóxido e que pode alterar diferentes atividades 

funcionais teciduais (Sanchez-Valle et al., 2012). 

Além disso, o estresse oxidativo, associado à toxicidade, pode afetar as 

atividades de diferentes enzimas antioxidantes e interferir nos mecanismos de 

defesa antioxidante no fígado e no sangue (Zhang et al., 2020). A administração 

de DQ leva a hepatotoxicidade e induzi a redução das concentrações de GPx e 
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SOD, ao passo em que aumenta as concentrações de MDA e EROs, podendo 

levar a perda da função do órgão (Zhang et al., 2022). 

Diante disso, iniciou-se a investigação acerca do efeito da BCA sobre a 

proteção contra esses efeitos associados à toxicidade induzida por DQ. A BCA 

é uma isoflavona bem conhecida por sua gama de propriedades farmacológicas. 

Por conseguinte, a BCA tem sido muito utilizada em modelos experimentais in 

vivo, principalmente por seus efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes (Felix et 

al., 2022). Nesse sentido, a BCA é considerada uma alternativa promissora para 

a hepatoproteção contra o DQ (Hu et al., 2020). 

Os dados observados no presente estudo mostram que a utilização de 

BCA 100 mg/kg reduziu os altos níveis de TBARS, causados pela administração 

de DQ, agindo como antioxidante. Foi observada uma redução do TBARS no 

fígado dos animais tratados com BCA, portanto, as investigações seguiram com 

o foco para a proteção do fígado. Com intuito de determinar se doses menores 

de BCA também poderiam apresentar esse efeito antioxidante, foram 

investigadas duas doses (25 e 50 mg/kg). Ambas as doses também foram 

eficazes na redução de TBARS, no entanto, a dose de 100 mg/kg mostrou melhor 

efeito antioxidante. 

Esses resultados concordam com os achados de Breikaa et al. (2013) que 

observaram, em um modelo de hepatotoxicidade, em ratos, induzido por 

tetracloreto de carbono, que a BCA exerceu efeito hepatoprotetor através da 

redução de LPO, associada a redução MDA e aumento de enzimas antioxidantes 

como SOD, CAT e GR. Liu e colaboradores (2016) que observaram, em um 

modelo de lesão aguda hepática induzida por lipopolissacarídeo/D- 

galactosamina, que a BCA atuou como modulador da atividade de Nrf2, podendo 

observar aumento de enzimas antioxidantes e redução de MDA. 

O Nrf2 é um fator de transcrição de vários genes que protege contra o 

estresse oxidativo (Klaassen e Reisman, 2011). Mediante os estímulos de 

estresse oxidativo, o Nrf2 é liberado da Keap1 e translocado para o núcleo 

(Jeyapaul e Jaiswal, 2000). No núcleo, o Nrf2 modula a transcrição de Elementos 

de Resposta Antioxidante (AREs) (Jeyapaul e Jaiswal, 2000). Sendo assim, Nrf2 

está envolvido na síntese de GSH, SOD e CAT (Wu, Zhang e Klaassen, 2012). 
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De acordo com Wu, Zhang e Klaassen (2012), o Nrf2 é um importante 

fator protetor contra o estresse oxidativo e os danos causados por DQ, 

evidenciado pelo aumento da mortalidade de ratos Nrf2-nulos e aumento da 

concentração de MDA circulante nesses animais. Além disso reduziu a 

concentração de GSH no fígado de animais sem nenhuma interferência 

farmacológica e ainda mais nos animais Nrf2-nulos, no entanto isso não foi 

observado nos animais que apresentavam baixa expressão de Keap1, indicando 

uma forte relação entre ativação de Nrf2 e as concentrações celulares de GSH 

(Wu, Zhang e Klaassen, 2012). 

Os tióis não proteicos, como GSH, produzidas principalmente no fígado, 

cooperam para manutenção das concentrações de grupos -SH, responsáveis 

pela expressão e manutenção de proteínas do DNA (Markovic et al., 2007; 

Meister e Anderson, 1983). Dados deste estudo demonstra também que a BCA 

foi manteve os níveis de -SH semelhantes ao grupo salina, sendo que a dose de 

100 mg/kg foi a que apresentou melhor potencial antioxidante. 

Também referidos como Tióis, os -SH são onipresentes em peptídeos em 

todo organismo, sendo importantes para a função e estrutura de inúmeras 

proteínas. Essas moléculas são consideradas os maiores e mais frequentes 

antioxidantes encontrados no organismo, atuando também como desintoxicador 

celular e na regulação da atividade enzimática (Li et al., 2017). Sendo assim, o 

dano de macromoléculas como proteínas pode ser mensurado através da 

determinação de -SH, sendo que a proporção da sua quantidade é inversamente 

proporcional ao dano (Halliwell; Gutteridge, 2015). 

A administração de DQ ocasiona em lesões hepáticas, como descrito por 

Chen et al. (2021) que observou o aumento da concentração de ALT e AST, em 

um modelo de hepatotoxicidade induzida por DQ em frangos de corte. As 

atividades de ALT e AST são importantes marcadores de lesão hepática e por 

isso, foi realizada a mensuração dessas enzimas, sendo possível observar que 

o pré-tratamento com a BCA 100 mg/kg reduziu os níveis dessas enzimas, 

quando comparado ao DQ (Zhang et al., 2020). 

Concomitante a isso, a análise histológica corrobora com os resultados 

encontrados para as dosagens de ALT/AST. Assim, observou-se fígados com 
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aumento de hepatócitos vacuolizados e apoptóticos no grupo DQ, enquanto que 

os animais tratados com BCA mostraram essas características mais atenuadas. 

Esses dados histológicos foram observados também por Zhang et al. (2021), que 

observou vacuolização dos hepatócitos e aumento do núcleo dessas células, no 

grupo dos animais que receberam DQ. 

A exposição ao DQ também pode produzir a lesões renais, estando 

associado ao aumento significativo das concentrações plasmáticas de ureia e 

creatinina na primeira meia hora após a administração (Wu et al., 2022). Os 

resultados obtidos no presente trabalho mostram uma redução significativa na 

quantidade de ureia nos animais tratados com BCA, no entanto, o mesmo não 

foi observado para a dosagem de creatinina. 

De modo geral, o estresse oxidativo e a inflamação são processos que se 

correlacionam. O estresse oxidativo pode estar associado à inflamação, causada 

pela infiltração de neutrófilos, atraídos quimicamente por Padrões Moleculares 

Associados ao Danos (DAMP’s), que são detectados por receptores 

transmembranares, do tipo Toll e NOD, presente em neutrófilos e macrófago 

(Anton et al., 2002). 

A ativação do NF-κB, um fator crucial responsável por induzir a resposta 

inflamatória promove a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL- 

6, IFN-γ, TNF-α e IL-1, que são liberados por macrófagos (Biswas, 2016). 

Correlacionando com dados da literatura, Yuan et al. (2017) relatou que a 

exposição de DQ à porcos mostrou um aumento da atividade de MPO, assim 

como o aumento de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6. Além 

disso. No presente estudo, o infiltrado de células inflamatórias e MPO pode ser 

claramente observado no tecido hepático, no grupo dos animais que receberam 

DQ. 

Ainda, o pré-tratamento com BCA reduziu a atividade da MPO. 

Corroborando esses dados, Hu e colaboradores (2020) reportaram que a BCA 

demonstrou efeito imunorregulador inibindo a via de sinalização TLR4/NF-κB e 

aumentando a expressão do PPAR-γ em lesão pulmonar aguda induzida por 

LPS. Diante disso, a produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β 
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e IL-6, o infiltrado de neutrófilos e macrófagos e a atividade da MPO podem ser 

suprimidos com o tratamento com a BCA (Hu et al., 2020). 

Já é bem estabelecido que a produção de citocinas pró-inflamatórias está 

associada à ativação das principais vias de sinalização, incluindo o receptor do 

tipo Toll 4 (TLR4) e o NF-κB (AZAM et al., 2019). Com isso, Zhang et al. (2021) 

relatou que animais que receberam DQ, apresentaram aumento da atividade de 

NF-κB e consequentemente o aumento de citocinas pró- inflamatórias, como 

TNF-α, IL-1β, IL-6 e a redução de citocina anti-inflamatória, como IL-10. Nossos 

resultados mostram que a BCA apresentou um efeito imunomodulador, reduzindo 

as concentrações de TNF-α, porém o mesmo não é observado quando avaliada a 

quantidade de IL10. Felix et al. (2020) demonstraram, em um modelo de artrite 

induzida por zimosan, o efeito pró-resolutivo da BCA aumentando a apoptose de 

neutrófilos, bem como diminuindo a produção de citocinas pró- inflamatórias, 

TNF-α e IFN-𝛾, e aumentando as anti-inflamatórias, IL-10 e IL-4 (Felix et al., 

2020). 

Finalmente, a intoxicação por DQ aumentou o estresse oxidativo e a 

inflamação no tecido hepático. Assim, é imprescindível o aumento dos esforços 

no sentido de investigar os efeitos de compostos que possam atuar como 

protetores contra as lesões desencadeadas pela exposição ao DQ. Tomando 

como base as propriedades farmacológicas observadas, sugere-se que a BCA 

pode agir como um agente imunomodulador e antioxidante contra o estresse 

oxidativo e inflamação causados pelo DQ. 
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7. Conclusão 

A BCA impediu o estresse oxidativo no fígado, mediante a regulação da 

quantidade de MDA e -SH. Além disso, as enzimas associadas ao dano hepático 

(ALT e AST), e renais (creatinina), não aumentaram após exposição ao DQ. 

Ainda, o pré-tratamento com BCA também exerceu um papel anti-inflamatório, 

protegendo o tecido do aumento do infiltrado de neutrófilos e citocinas pró- 

inflamatórias promovidos pelo DQ. 

 

8. Perspectivas futuras 

Espera-se investigar aos mecanismos pelos quais a BCA exerce seu 

efeito hepatoprotetor, em modelo de estresse oxidativos induzido por Diquat. 

Nesse sentido, deve-se investigar a atividade da Biochanina A através de 

análises antioxidantes, como determinação de enzimas antioxidantes (SOD, 

CAT, GPx), e ensaios envolvendo fatores de transcrição, como atividade de Nrf2, 

auxiliando na comprovação do efeito hepatoprotetor da Biochanina A. 
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