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RESUMO

O herbicida triclopir (acido 3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético) é considerado um
problema ambiental devido as concentragcdes encontradas no ambiente decorrentes
do descarte incorreto, lixiviacdo e dispersdo aérea, podendo representar risco para
0 ambiente e para a salde humana. Estudos avaliaram o metabolismo, a absorcéo,
a excrecao e o transporte ativo do triclopir, mas ndo ha informacdes claras sobre seu
modo de acdo (MoA) e sua potencial acdo citotdxica permanece desconhecida.
Nesse contexto, as mitocondrias tém sido utilizadas para avaliar a toxicidade de
xenobidticos por serem organelas complexas e altamente reguladas, essenciais para
a manutencdo de diversos processos bioldgicos como homeostase celular e
metabdlica. Interacbes de substancias toxicas podem resultar em disfuncdo
mitocondrial e consequentemente citotoxicidade. Com o intuito de identificar o
mecanismo tdxico do triclopir foram utilizadas mitocondrias isoladas de figado de
ratos Wistar machos, jovens, expostas in vitro a concentra¢fes entre 0,5 a 500
pumol/L. A formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS), estado
redox de nucleotideos de piridina, dissipacdo de potencial de membrana,
lipoperoxidacdo de membrana, niveis mitocondriais de grupos sulfidril de
membrana, glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG), producdo de
ATP, movimentacdo de calcio, inchamento e a respiracdo mitocondrial foram
avaliadas e comparadas entre os grupos por analise de variancia (ANOVA) seguida
do teste de Dunnett, demostrando que o triclopir altera a bioenergética mitocondrial
sem afetar o estado redox e a estrutura mitocondrial. Os resultados sugerem que o
triclopir atua como um desacoplador da fosforilacdo oxidativa, sendo classificado

como mitotoxicante induzindo disfun¢do mitocondrial.



ABSTRACT

The herbicide triclopyr (3,5,6-trichloro-2-pyridinyloxyacetic acid) is considered an
environmental problem due to environmental damage caused by incorrect disposal,
leaching and aerial dispersion, which may represent a risk to the environment and
health human. Studies have assessed the metabolism, absorption, excretion and
active transport of triclopyr, but there is no clear information about its mode of
action (MoA) and it is potential for cytotoxic action remains unknown. In this
context, mitochondria have been used to assess the toxicity of xenobiotics because
it is a complex and highly regulated organelle, essential for the maintenance of
several biological processes such as cell and metabolic homeostasis. Interactions of
potentially toxic substances can result in mitochondrial dysfunction and
consequently cytotoxicity. In order to identify the toxic mechanism of triclopyr,
liver mitochondria from young Wistar rats were exposed in vitro to different
concentrations of triclopyr, between 0.5 to 500 uM. The formation of reactive
oxygen and nitrogen species (RONS), redox state of pyridine nucleotides,
membrane potential dissipation, membrane lipid peroxidation, mitochondrial levels
of membrane sulfhydryl groups, reduced glutathione (GSH) and oxidized
glutathione (GSSG), ATP production, calcium movement, swelling and
mitochondrial respiration were evaluated and compared between groups by analysis
of variance (ANOVA) followed by Dunnett's test, demonstrating that triclopyr alters
mitochondrial bioenergetics without affecting redox state and mitochondrial
structure . The results suggest that triclopyr acts as an uncoupler of oxidative
phosphorylation, being classified as a mitotoxicant inducing mitochondrial

dysfunction.
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Capitulo 1 - REVISAO DA LITERATURA
1. INTRODUCAO

Os praguicidas representam um grupo de substancias quimicas, incluindo
algumas de origem bioldgica, heterogéneas, que visam aumentar a produtividade e
qualidade dos alimentos (WEISS et al., 2004).

Séo classificados a partir da praga que irdo combater (fungicidas, herbicidas,
entre outros) ou também, de acordo com a estrutura quimica das substancias ativas
(organoclorados, organofosforados, piretroides, etc.), e a partir dos efeitos a salde
humana e ao ambiente (poluentes organicos persistentes ou contaminantes
ambientais emergentes) (KINOSHITA et al., 2007; SANCHES et al., 2003;
ZACHARIA, 2011).

A utilizagdo de praguicidas no Brasil cresceu a partir dos anos 1990, juntamente
aos demais paises do Mercado Comum do Sul (Mercosul) contribuindo para o pro-
cesso de modernizacdo agricola, inserindo o pais no que se convencionou chamar
de Revolucdo Verde. A utilizacdo de praguicidas em maior escala proporcionou ga-
nhos relacionados a produtividade, juntamente com o uso de fertilizantes, maquina-
rios e praticas modernas de gestdo agricola (DELGADO, 2005; SILVA e COSTA,
2012; VIEIRA e GAQUES, 2016).

Os praguicidas podem causar efeitos adversos em humanos ou em outras
espécies nao-alvo. Por este motivo, o risco decorrente a exposi¢do precisa ser
devidamente caracterizado. Vale lembrar que ndo sdo apenas os trabalhadores rurais
que estdo expostos aos praguicidas, mas sim a populacdo em geral através de
residuos, ingestdo de 4gua e/ou alimentos contaminados, descarte incorreto ou até
mesmo durante a manufatura dos produtos (WEISS et al.,, 2004; FERRER e
CABRAL, 1991; IARC, 1991).

Muitos praguicidas, podem ser classificados como contaminantes de
preocupacao emergentes, estando relacionados a contaminantes ndo legislados, ndo
havendo monitoramento de rotina sobre as reais concentracfes ambientais e que
podem causar efeitos para o ambiente e satde humana (DEBLONDE et al., 2011,
NASCIMENTO et al., 2015). S&o encontrados em solo, fontes de abastecimento de



agua, aguas subterraneas, agua potavel, entre outros (GIL et al., 2012; KOERICH
et al., 2021). Esses aspectos devem ser melhor caracterizados e estudados para

maior seguranga no consumo dessas substancias (SILVA e ALVES, 2007).

1.1. Triclopir

O herbicida triclopir (&cido 3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético, C7H4CIsNQOs) é
um acido monocarboxilico substituido por grupos de cloro nas posicdes 3,5 e 6 da
molécula, é um éter aromatico, uma cloropiridina e um acido monocarboxilico (PU-
BCHEM, 2022). E um &cido acético substituido com peso molecular (PM) de 256,5
g/mol com faixa de ponto de fusdo de 148 °C a 150 °C, estavel em condi¢bes nor-
mais de armazenamento (AHRENS, 1994). Possui um valor pKa de 2,98, sendo
considerado um &cido forte (WOLT, 1998), Kow de 2,64 em pH 5 e 0,36 em pH 7,
sendo facilmente diluido em 4gua e Koc médio (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005),
semelhante aos de outros &cidos ariloxiacéticos (CESSNA e GROVER, 1978). E
geralmente formulado como solucdo aquosa de sal trietilamina (triclopyr TEA) ou
isopropilamina (triclopyr IPA), ou éster 2-butoxietilico soluvel em dleo (triclopyr
BEE) (CESSNA et al., 2002).

O
c_N_ oM
a OH
NS
Cl Cl
Figura 1: Estrutura quimica do acido 3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético
(Triclopir).

Sua funcdo como herbicida sistémico do grupo de piridinas € controlar plantas
daninhas em pastagens e culturas com absor¢do foliar e radicular. O triclopir é
classificado dentro do grupo de mimetizadores do horménio auxina (HOLMES et
al., 1994) e seu mecanismo de a¢do no combate as erva-daninhas envolve o
metabolismo de &cidos nucleicos e a plasticidade da parede celular. Ha relatos que

0 composto também possa causar acidificagdo da parede celular por meio do
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estimulo da atividade da bomba de prétons ATPase, ligada a membrana celular. Por
outro lado, em concentrages altas, este herbicida inibe a divisdo e o crescimento
celular (AHRENS, 1994). Em adic&o, por ser um herbicida acido, dependendo das
caracteristicas do solo, apresenta grande indice de lixiviagdo ap0s a precipitacdo da
aplicacdo (D’ANTONINO et al., 2009).

A degradacdo do triclopir no solo é considerada de rapida a moderada, com meia
vida em torno de 20 a 45 dias, porém, pode demorar até 300 dias para degradar,
dependendo do tipo de solo e das condicbes climaticas. Em solos com pH mais
baixo o seu grau de adsorcdo & mais elevado e a mobilidade ¢ menor. Sua
degradacdo ocorre mais rapidamente em condi¢cdes de umidade e temperatura
elevadas, neste caso, 0 metabolismo microbiano pode ser o principal meio de
degradacdo (NEWTON et al., 1990; RODRIGUES e ALMEIDA, 1998).

A partir da degradacdo do triclopir pode haver a formag&do de dois metabdlitos,
0 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), que é seu principal produto de degradagédo no
solo sob condi¢bes aerdbicas e, presente em pequenas quantidades, o 3,5,6-tricloro-
2-metoxi-piridina (TMP) (CESSNA et al., 2002), que pode provavelmente ser for-
mado a partir da metilagdo de TCP por fungos, ou degradacédo por descarboxilagdo
da porcéo acetato (BIDLACK et al., 1977). Nos seres humanos a formacéo hepatica
dos metabolitos TCP e TMP é minima, e a excregdo ocorre mais de 90% na forma
de molécula parental (TIMCHALK et al., 1988).

A classificagdo do triclopir (Tabela 1), segundo o Sistema Globalmente Harmo-
nizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS), demonstra que

este causa toxicidade variada a partir do tipo de exposi¢do (ECHA, 2021).

Tabela 1: Classificacdo do triclopir no Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificagdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) (ECHA, 2021).

Tipo de exposicao Categoria GHS Classificacéo
Oral categoria 4 Toxicidade aguda.
Dérmica Sensibilizacdo da pele, alergia.
Ocular Lesdes oculares graves.




Repetida/prolongada Toxicidade crénica.

Seres Aquaticos Muito téxico, perigo agudo.

Com o0 uso rotineiro e crescente, o triclopir é considerado um problema
ambiental devido as concentracGes encontradas em aguas superficiais (0,0004
pmol/L — 20 umol/L), estuérios (8 umol/L), lencdis freaticos (0,023 — 2,3 nmol/L)
e sedimentos (0,015 — 540 nmol/L) decorrente do seu descarte incorreto, lixiviagdo
e dispersdo aérea (CESSNA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2019).

No Brasil, o uso do triclopir € regulado pela ANVISA e é restrito as culturas de
arroz, milho, soja, trigo e eucalipto. No entanto, sua utilizacdo ganha destaque pela
ampla utilizacdo em pastagens, cuja aplicacdo também é permitida (ANVISA,
2020), sendo uns dos mais utilizados no pais juntamente com os herbicidas 2,4-D,
Glifosato, entre outros (EMBRAPA, 2020). Este tipo de contaminacdo pode
representar grave risco a salde humana e para o ambiente, principalmente na Europa
e América do Sul, assim como no Brasil, onde o triclopir € muito utilizado
(GUILHERME et al., 2015; RICHARDSON et al., 2016).

1.2. Estudos experimentais com triclopir

Ap0s o contato com o triclopir a substancia € distribuida no organismo em maior
quantidade nos rins, seguida pelo figado e tecido adiposo, evidenciado em estudos
com ratos, cdes e macacos (NORTOX, 2020).

Embora o rim seja o principal 6rgao-alvo de toxicidade para o triclopir em todas
as especies de mamiferos (EFSA, 2005; USEPA, 2019), o acido triclopir e suas
outras formulagdes comerciais como Togar, Arremate, Triclon, Picloram e Triclopir
Butilico possuem capacidade de alterar o funcionamento hepatico. Para o &cido,
degeneracdo de hepatdcitos e inchacgo centrolobular sdo evidenciados em ratos ma-
chos e fémeas a partir de 120 mg/kg/dia e degeneracao dos tabulos proximais dos
rins a partir de 20 mg/kg/dia para ambos os sexos (UPL, 2015; ADAMA, 2021).

A absorc¢do do triclopir e seus metabdlitos foi determinada in vivo em ratos,

cachorros e humanos vonluntérios por meio da anélise na urina e, em alguns estudos



em amostras fecais e de tecido, apds administracGes orais, intravenosas ou dérmicas
(FINCO e COOPER, 1995; GRIFFIN, 1979). Outro estudo também avaliou a ab-
sor¢éo oral do triclopir em voluntarios humanos e uma média de 83% a 84% de uma
dose administrada de 0,1 ou 0,5 mg/kg/p.c foi recuperada como triclopir parental
em até 96 horas apos a dosagem, sem dependéncia da dose nas taxas de eliminacao
(CARMICHAEL et al., 1988a, 1988b).

Também foi estudado em ensaios in vitro utilizando células do tabulo proximal
renal para avaliar o transporte ativo do triclopir confirmando que o triclopir é bem
absorvido em todas as espécies de mamiferos, havendo reabsor¢do mais evidente
nos cdes, possivelmente causada atraves de transportadores de anions organicos
(BARTELS et al., 2020).

A formacdo hepética de metabdlitos de triclopir foi avaliada em microsso-
mas de figado de ratos Fischer (vesiculas do reticulo endoplasmatico liso) e de do-
adores humanos. Os resultados demonstraram viabilidade da atividade microssomal
baseada em enzimas do citocromo (CYP) e nenhum metabdlito mensuravel do tri-
clopir foi encontrado nas incubag¢des com microssomas de ratos e de doadores hu-
manos, coincidente com estudos prévios realizados in vivo que resultaram em pouco
ou nenhum metabolismo do triclopir em mamiferos (BARTELS et al., 2020).

Estudos sobre o metabolismo e excre¢éo do triclopir também foram realizados
em humanos e animais demonstrando baixa taxa de absorcéo e rapida eliminacéo
em mamiferos (TIMCHALK et al., 1997; CARMICHAEL et al., 1989). A via uri-
néria é a principal responsavel pela eliminagao do produto em até 95,7% e a maior
parte do triclopir foi eliminada de forma rapida do plasma, com meia vida de 3
horas. A menor parte avaliada, excretou em velocidade menor, demorando até 151
horas devido a reabsor¢ao. Além disso, mais de 90% foi excretado como acido tri-
clopir original e pouco como seu metabdlito tricloropiridinol (TCP) (TIMCHALK
et al., 1988).

Pouco se sabe sobre o mecanismo de toxicidade do triclopir em humanos
(GUILHERME et al., 2015; ZHANG et al., 2016), porém, este herbicida apresenta
toxicidade em organismos aquaticos com CL50 de 117 mg/kg e 148 mg/kg em truta



arco-iris e peixe-lua, respectivamente (WSSA, 1983), desencadeando desregulacéo
hormonal perturbando os niveis de horménios tiroxina (T4) e hormdnio estimulante
datireoide (TSH). Em ratos a toxicidade é considerada moderada (HOTCHKISS et
al., 1992; ZHANG et al., 2016) com DL50 oral de 630 — 729 mg/kg (GUILHERME
etal., 2015).

Entre os danos induzidos pela sua exposi¢do podemos citar neurotoxicidade pela
diminuicdo significativa do conteudo de RNA total e diminuicdo de viabilidade
celular em células primarias neuronais C57BL/6 (neuroblastoma) de camundongos
em concentracdo de 3 mMol/L de triclopir (REDDY et al., 2011). Além disso, foi
evidenciada genotoxicidade em peixes Anguilla anguilla, provocada por dano
oxidativo no DNA, tanto pela formulacdo comercial Garlon® quanto pelo principio
ativo triclopir (67,6 —270,5 pug/L e 30 - 120 ug/L, respectivamente) (GUILHERME
etal., 2015).

Foi notado também provavel enfraquecimento muscular de embriGes de
zebrafish apds exposicdo ao herbicida triclopir (39-50 umol/L), implicando no
retardo da eclosdo dos ovos (WARKENTIN, 2007; SAMAEE et al.,, 2015;
ANDRADE, 2021).

1.3. Importancia da mitocondria

As mitocondrias sdo organelas presentes em quase todas células eucarioticas.
sendo formadas por estruturas complexas, com duas membranas altamente especi-
alizadas, uma externa e outra interna, além do espaco intermembranas, que reveste
0 espaco interno denominado matriz mitocondrial onde estdo presentes 0 DNA mi-
tocondrial (MtDNA), os ribossomos mitocondriais, 0s RNAS, varias enzimas como
piruvato desidrogenase, enzimas constituintes do ciclo do acido citrico, carbamoil-
fosfato-sintetase, ornitinatranscarbamoilase, catalase, superoxido dismutase, gluta-
tiona peroxidase, glutationa redutase, entre outras, além de proteinas e lipidios
(ALBERTS et al., 2004).

Essa organela tém funcdes essenciais nas células, produzindo energia através da

formacdo da adenosina trifosfato (ATP), obtida pelo ciclo do acido citrico e



fosforilagédo oxidativa que ocorrem na matriz mitocondrial e na membrana
mitocondrial interna, respectivamente (FRIEDMAN e NUNNARI, 2014; NI et al.,
2015; ROUBICEK e SOUZA-PINTO, 2017), desempenhando importantes
atividades no organismo, contribuindo com a genética a partir do mtDNA, atuando
na homeostase celular e regulando processos de morte. A atividade das
mitocdndrias é fundamental para manter as funcbes celulares normais (ZHU,
WANG e CHU, 2013).

A integridade mitocondrial é essencial para o perfeito funcionamento na
bioenergética celular. O transporte de ions e moléculas nas membranas € seletivo,
o0s poros naturalmente fechados por complexos proteicos regulam a permeabilidade
e a interrupc¢éo da integridade da membrana €, como consequéncia, um ponto sem
retorno na morte celular (BOELSTERLI, 2002; YOULE e STRASSER, 2008;
KUNZELMANN, 2016; BROZ et al., 2020).

Alguns xenobi6ticos apresentam capacidade de induzir sua abertura e aumentar
a permeabilidade (NICHOLLS e FERGUSON, 1982; BOELSTERLI, 2002)
colapsando o potencial eletroquimico da membrana, afetando a fosforilagio
oxidativa e a diferenga de osmolaridade entre a matriz mitocondrial e o citosol
possibilitando o influxo de 4gua e consequente inchamento da organela
(BOELSTERLI, 2002; PEREIRA et al., 2012).

Os xenobidticos que induzem citotoxicidade possuem mecanismos distintos que
podem interferir na integridade das membranas, no metabolismo mitocondrial e/ou
celular, na degradacgéo ou liberagdo de componentes celulares, na divisdo celular,
entre outros, causando muitas vezes dissipacdo do potencial de membrana,
formacdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS),
alteragdes na producdo de ATP, inchamento e outros disturbios mitocondriais
(SEIBERT, 1996).

Por este motivo, essa organela, complexa e altamente regulada, atua como
biossensor para avaliacdo toxicoldgica pois a avaliagdo dos mecanismos de danos
mitocondriais pode descrever os processos que explicam como 0s xenobioticos

induzem seus efeitos toxicos nos sistemas biologicos (BOELSTERLI, 2002; LI et



al., 2012; PEREIRA et al., 2012) pelo fato de que a interacdo de substancias
potencialmente toxicas em diversos pontos do sistema mitocondrial pode resultar
em disfuncdo mitocondrial e consequente citotoxicidade (PEREIRA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2013).

Elucidando os mecanismos de toxicidade de um xenobidtico é possivel avaliar
0s riscos a saude humana, permitindo que a toxicidade dessa substancia seja prevista
e prevenida (BOELSTERLI, 2002).

2. JUSTIFICATIVA

Embora o triclopir tenha a meia vida considerada moderada, devido a sua alta
utilizacdo este herbicida é encontrado no ambiente, podendo ser potencialmente
toxico para o solo, agua e animais (CESSNA et al., 2002; RODRIGUES et al.,
2019), porém, a legislacdo brasileira ndo prevé o monitoramento desse herbicida
nos compartimentos ambientais do pais. No entanto, seu uso consideravel na
agricultura associado aos seus efeitos nocivos mostram a necessidade do
desenvolvimento de pesquisas que melhor elucidem os mecanismos de sua
toxicidade.

Este projeto buscou avaliar os efeitos do triclopir sobre mitocondrias isoladas
do figado de ratos Wistar, uma vez que a distribuicdo neste 6rgdo é descrita na
literatura, na tentativa de identificar processos bioquimicos envolvidos no
mecanismo de citotoxicidade desse composto acompanhando a tendéncia mundial
pela busca de métodos alternativos para a caracterizagcdo do perigo de compostos
quimicos, em sintonia com os conceitos dos 3R’s. Desta forma, preconizando a
reducdo no numero de animais utilizados e o refino, diminuindo o sofrimento

durante a vida do animal.



3. OBJETIVOS
3.1 Geral
Este projeto visou estudar os mecanismos de danos mitocondriais induzidos
pelo triclopir em mitocdndrias hepéticas isoladas de ratos Wistar com exposicéo

in vitro.

3.2 Especificos

e Avaliar os efeitos da exposicdo do triclopir sobre a bioenergética
mitocondrial isoladas de células hepaticas de ratos Wistar.

e Avaliar os efeitos da exposi¢do do triclopir sobre a estrutura mitocondrial
de células hepéticas de ratos Wistar.

e Avaliar os efeitos da exposicdo do triclopir sobre o estado redox
mitocondrial de células hepaticas de ratos Wistar.
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