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Resumo

RESUMO

A utilizacdo de praguicidas € motivo de preocupacdo devido aos possiveis
efeitos toxicos para a saude humana. Entre os praguicidas, o Diuron, um
composto derivado da ureia, é o décimo segundo herbicida mais vendido no
Brasil, apesar de sua classificacdo pela Agéncia de Protecdo Ambiental norte-
americana (USEPA) como “provavel cancerigeno para a espécie humana”.
Sucessivos estudos sobre o potencial modo de acdo (MoA) cancerigeno do
Diuron no urotélio de ratos foram publicados por nosso grupo de pesquisa
TOXICAM em periddicos com politica editorial seletiva no exterior. No
entanto, permanecem desconhecidos qual é o0 mecanismo de acédo citotdxica
deste herbicida, e qual de suas formas é responsavel pela citotoxicidade, se o
Diuron parental ou algum de seus metabolitos. Os estudos sobre 0 MoA do
herbicida permitiram levantar a hipotese de que ele exerce sua toxicidade por
provocar dano mitocondrial (mitotoxicidade). Levando em consideracéo que
a biotransformacéo inicial do Diuron ocorre no figado, o presente estudo
procurou explorar aquela hipdtese pela avaliagdo in vitro dos danos de
mitocéndrias isoladas do figado de ratos Wistar jovens. As mitocondrias
foram expostas ao Diuron ou a cada um de seus dois principais metabdlitos,
ja demonstrados como citotoxicos para células humanas: 3,4-diclorofenilureia
(DCPU) e 3,4-dicloroanilina (DCA). Nossos achados sugerem que o Diuron
e seus metabolitos provocam acdo desacopladora da fosforilagdo oxidativa, o
que foi evidenciado pela dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial
e do consumo de oxigénio basal. Também, demonstramos que o0 metabdlito
DCA causou inchamento mitocondrial na sua maior concentracao testada, um
indicador morfofuncional de grave dano da organela. Nossos achados
sugerem que o Diuron e seus metabolitos DCA e DCPU podem ser
classificados como mitotoxicantes, uma vez que foi observada disfuncao

mitocondrial.



Abstract

ABSTRACT

The use of pesticides is of concern because of the possible toxic effects on
human health. Among pesticides, Diuron, a compound derived from urea, is
the twelfth best-selling herbicide in Brazil, despite its classification by the
North American Environmental Protection Agency (USEPA) as "probable
carcinogen for the human species”. Successive studies on the potential
carcinogenic mode of action (MoA) of Diuron in the urothelium of rats have
been published by our research group TOXICAM in journals with selective
editorial policy abroad. However, it remains unknown what is the mechanism
of cytotoxic action of this herbicide, and which of its forms is responsible for
cytotoxicity, whether the parental Diuron or any of its metabolites. Studies on
the herbicide's MoA have raised the hypothesis that it exerts its toxicity by
causing mitochondrial damage (mitotoxicity). Taking into account that the
initial biotransformation of Diuron occurs in the liver, the present study
sought to explore that hypothesis by assessing the in vitro damage of
mitochondria isolated from the liver of young Wistar rats. Mitochondria were
exposed to Diuron or to each of its two main metabolites, which have already
been shown to be cytotoxic to human cells: 3,4-dichlorophenylurea (DCPU)
and 3,4-dichloroaniline (DCA). Our findings suggest that Diuron and its
metabolites cause decoupling action from oxidative phosphorylation, which
was evidenced by the dissipation of the mitochondrial membrane potential
and the consumption of basal oxygen. We also demonstrated that the DCA
metabolite caused mitochondrial swelling at its highest tested concentration,
a morphofunctional indicator of severe organelle damage. Our findings
suggest that Diuron and its metabolites DCA and DCPU can be classified as

mitotoxicants, since mitochondrial dysfunction has been observed.
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Revisdo da Literatura

Capitulo 1 - REVISAO DA LITERATURA
1. INTRODUCAO

Os praguicidas sdo definidos como substancias quimicas
responsaveis por eliminar, repelir ou controlar ervas daninhas e estdo entre os
principais instrumentos de controle no atual modelo de agricultura brasileiro
(IARC,1991). Os estados brasileiros que mais se destacam quanto a utilizagao
de praguicidas sdo o Mato Grosso, que registrou 121.473,20 toneladas de
ingrediente ativo (1A), sequido por S&o Paulo, com 92.514,67 toneladas de 1A
e pelo Rio Grande do Sul 74.291,50 toneladas de 1A (IBAMA, 2019). Embora
0s praguicidas tenham alvos especificos, os efeitos adversos em seres
humanos e outras espécies decorrentes da exposi¢do aos compostos ainda nao
foram completamente esclarecidos. Desta forma, a caracterizagéo dos efeitos
toxicos deve ser realizada a fim de determinar o consumo correto e ter
conhecimento de suas consequéncias (IARC,1991).

E importante ressaltar que ndo sdo apenas os trabalhadores rurais
que estdo sujeitos a exposic¢do aos praguicidas, mas também a populacdo em
geral através de residuos veiculados pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados, sendo seus riscos ainda pouco conhecidos (WEISS, 2004;
FEBER & CABRAL, 1991; IARC, 1991). A avaliacdo toxicoldgica dos
praguicidas e a caracterizacdo adequada de seu potencial toxicoldgico
fornecerdo informacg6es valiosas para implementar medidas governamentais
de salde publica e regularizacdo, inclusive do herbicida Diuron, dentro dos
niveis adequados de seguranca (MORRISON et al.,1992; WEISENBURGER,
1993).

1.1. DIURON

O Diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia) € um herbicida
sistémico que foi colocado no mercado em meados dos anos sessenta e tém

sido altamente utilizado até hoje. O Diuron é derivado da ureia e é comumente

Norma ABNT 1



Revisdo da Literatura

aplicado na pré- e pos-emergéncia de plantas infestantes em culturas de soja,
algoddo, banana, cana-de-agUcar, café, entre outros (DIAS et al., 2003;
USEPA, 1997). Sua ac¢do herbicida se da pela inibicdo da reacdo de fotdlise
da agua com consequente producdo de espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio (ERONS) que levam a destruigdo peroxidativa de &cidos nucleicos,
proteinas e lipideos, impedindo a fotossintese (GEOFFROQY et al., 2002;
FIELD et al., 2003).

A utilizagdo do Diuron na agricultura e sua lenta degradagédo no solo
possibilita sua dispersao para lencéis freaticos, correntes aquéticas e solo (DA
ROCHA et al., 2013). Apds sua biotransformacéo no figado de mamiferos, o
Diuron resulta em metabolitos potencialmente toxicos para 0s seres humanos:
3-(3,4-diclorofenil)-1-metilureia (DCPMU), 3,4-diclorofenilureia (DCPU) e
3,4-dicloroanilina (DCA) (FIELD et al., 2003 GATIDOU, THOMAIDIS,
2007).

Em mamiferos, os metabolitos do Diuron sdo gerados durante a
metabolizacdo hepatica. O Diuron é absorvido no trato gastrointestinal e por
via dérmica. Em seres humanos, é metabolizado pelo figado por hidroxilagcao
e N-dealquilacéo, sendo excretado pela urina. Em ratos e cées foi observada
excrecdo também pelas fezes (HAYES, 1982). Particularmente em humanos,
a metabolizacdo ocorre dentro de algumas horas por desmetilacéo,
hidroxilacdo do anel aromatico, N-oxidacéo, declorinacdo e conjugacdo com
acido glicurdnico. A excrecdo do produto parental e seus metabolitos ocorre
pela urina e, em menor quantidade, pelas fezes (HAYES, 1982 APVMA,
2011). Ainda ha poucos estudos sobre 0 metabolismo e toxicidade do Diuron
em humanos, porém, uma vez que o composto sofre metabolismo hepatico e
sua excrecdo é predominantemente renal, o figado e a bexiga estdo entre 0s
principais érgdos envolvidos na toxicocinética desse herbicida e seus
metabdlitos. Por este motivo, a sua toxicidade utilizando mitocondrias

hepéticas foi avaliada nesse projeto.

Norma ABNT 2



Concluséao

5. CONCLUSAO

e N&o foi evidenciado estresse oxidativo apds exposicdo ao Diuron e seus
metabdlitos DCA e DCPMU, pois esses compostos ndo acarretaram
peroxidacao lipidica da membrana, nem oxidacao dos grupos sulfidrila das
proteinas de membrana ou dos nucleotideos de piridina.

e Diuron, DCA e DCPMU nas mais altas concentracoes testadas (100 e 500
MM/L) atuaram como desacopladores da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial.

e O metabolito DCA se mostrou ser mais toxico que a molécula parental
Diuron de acordo com nossos resultados obtidos. Assim, os resultados com
mitocdndrias hepaticas isoladas sugerem que o Diuron e seus metabdlitos
DCA e DCPMU podem ser classificados como mitotoxicantes, uma vez

que provocaram disfuncdo mitocondrial no sistema in vitro adotado
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