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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

A relagéo entre herbicidas e seus efeitos em células de 6rgdos ndo alvos ainda é
pouco compreendida, bem como as interagcdes dos herbicidas isolados ou
combinados. Assim, o desenvolvimento de pesquisas € importante para avaliar a

seguranca em relacao a toxicidade associada a esses produtos.

EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

The relation between herbicides and their effects on cells in non-target organs is still
poorly understood, as are the interactions between herbicides in isolation or in
combination. Research is therefore important to assess the safety and toxicity

associated with these products.
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RESUMO

Ametrina e a clomazona séo dois herbicidas amplamente utilizados na agricultura.
Ambos sdo encontrados em amostras de alimentos e agua e existem relatos na
literatura de que esses compostos sédo tdxicos para humanos e animais. Os dados
sobre os efeitos da mistura dos dois herbicidas ainda s&o escassos. Estudos tém
demonstrado que a exposi¢cdo a herbicidas pode causar desordens metabdlicas e
danos oxidativos em diversos tecidos, entre eles o figado. O figado desempenha papel
central no metabolismo animal, sendo o principal érgdo envolvido na biotransformacéo
de xenobidticos, com capacidade de converter compostos hidrofébicos em
hidrossollveis, mais facilmente eliminados pelo organismo. Sendo assim, € um alvo
potencial de toxicidade no organismo. A mitocondria é responsavel pela sintese da
quase totalidade do ATP necessario a manutencao da estrutura e funcdo celular e é
alvo de substancias que podem exercer seu efeito toxico de varias maneiras, como
por exemplo, interferindo com a bioenergética ou alterando o balanco entre o sistema
antioxidante e a producéo de radicais livres, levando ao estresse oxidativo. O presente
estudo avaliou a toxicidade dos herbicidas ametrina e clomazona, isolados ou
combinados, em mitocondrias isoladas de figado de rato, focando os efeitos na
bioenergética mitocondrial. Os resultados da respiracdo mitocondrial demonstraram
gue a ametrina promove a inibicdo nos complexos | e Il da cadeia respiratoria
mitocondrial enquanto a clomazona inibiu apenas o complexo I. A mistura dos dois
herbicidas levou a uma maior diminuicdo do consumo de oxigénio e da Razé&o de
Controle Respiratorio. Observou-se reducdao significativa do potencial de membrana
nas concentracdes de 100, 150 e 200 uM dos herbicidas combinados em relacdo ao
controle, utilizando os dois substratos; para ametrina: 100, 150 e 200 uM; para
clomazona: 100, 150 e 200 uM. Os resultados mostraram reducdes significativas na
guantidade do ATP mitocondrial em relacdo ao controle; para ametrina e clomazona
isolados: 100, 150 e 200 uM; para combinacgéo, todas as concentracdes testadas: 50,
100, 150 e 200 uM. Inibicbes das atividades das enzimas NADH e Succinato
desidrogenases demonstraram interferéncias diretas na cadeia de transporte de
elétrons. Portanto, os resultados do presente estudo indicam que alteracBes na
bioenergética mitocondrial levando a diminuicdo da sintese de ATP podem estar
relacionadas a toxicidade dos herbicidas ametrina e clomazona e que a exposicao a
mistura dos dois herbicidas potencializa o efeito toxico de ambos.

Palavras-chave: Herbicidas. Toxicologia. Figado. Bioenergética. Adenosina trifosfato.



ABSTRACT

Ametrine and clomazone are two herbicides widely used in agriculture. Both are found
in food and water samples and there are reports in the literature that these compounds
are toxic to humans and animals. Data on the effects of mixing the two herbicides is
still scarce. Studies have shown that exposure to herbicides can cause metabolic
disorders and oxidative damage in various tissues, including the liver. The liver plays
a central role in animal metabolism, being the main organ involved in the
biotransformation of xenobiotics, with the ability to convert hydrophobic compounds
into water-soluble ones, which are more easily eliminated by the body. As such, itis a
potential target for toxicity in the body. Mitochondria are responsible for synthesizing
almost all the ATP needed to maintain cell structure and function and are the target of
substances that can exert their toxic effect in various ways, such as interfering with
bioenergetics or altering the balance between the antioxidant system and the
production of free radicals, leading to oxidative stress. The present study evaluated
the toxicity of the herbicides ametrine and clomazone, alone or in combination, on
isolated rat liver mitochondria, focusing on the effects on mitochondrial bioenergetics.
The results of mitochondrial respiration showed that ametrine and promotes inhibition
in complexes | and Il of the mitochondrial respiratory chain while clomazone inhibited
only complex I. The mixture of the two herbicides led to a greater decrease in oxygen
consumption and the Respiratory Control Ratio. A significant reduction in membrane
potential was observed at concentrations of 100, 150 and 200 uM of the combined
herbicides compared to the control, using both substrates; for ametrine: 100, 150 and
200 uM; for clomazone: 100, 150 and 200 pM. The results showed significant
reductions in the amount of mitochondrial ATP compared to the control; for ametrine
and clomazone alone: 100, 150 and 200 pM; for combination, all concentrations tested:
50, 100, 150 and 200 pM. Inhibition of the activities of the enzymes NADH and
Succinate dehydrogenases showed direct interference in the electron transport chain.
Therefore, the results of this study indicate that alterations in mitochondrial
bioenergetics leading to a decrease in ATP synthesis may be related to the toxicity of
the herbicides ametrine and clomazone and that exposure to a mixture of the two
herbicides potentiates the toxic effect of both.

Keywords: Herbicides. Toxicology. Liver. Bioenergetics. Adenosine triphosphate.
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1 INTRODUCAO

As substancias quimicas utilizadas para prevencdo e combate de formas de
vida vegetal ou animal indesejaveis nas culturas agricolas, na pecuaria, nas casas,
nos jardins e na saude publica, recebem varias denominacdes, dentre elas, defensivos
agricolas, biocidas, praguicidas, agrotdéxicos e agroquimicos (MOURA, 2008).
Segundo Moragas (2003) os praguicidas podem ser divididos de acordo com as
diversas classes de uso, tendo como exemplo: acaricidas (destinados ao controle de
acaros); fungicidas (destinados a eliminar fungos); herbicidas (destinados a eliminar
ou impedir o crescimento de ervas daninhas); inseticidas (destinados a eliminar
insetos); raticidas (destinados a eliminar ratos, marmotas, toupeiras, preds e
camundongos); nematicidas (acdo de combate a nematoides); molusquicidas (agao
de combate a moluscos).

Entre os praguicidas utilizados na agricultura, aproximadamente 50%
correspondem ao grupo dos herbicidas, desta forma esta classe dos praguicidas é a
mais representativa no mundo. A maior parte deles apresenta baixa taxa de
degradacdo, com consequente persisténcia no solo, podendo atingir os lagos e aguas
subterraneas, devido a permeacao através do solo (Hertwig et al., 1983; Ferracini et
al., 2005; Armas et al., 2007). Portanto, se por um lado, eles cumprem o papel de
proteger as culturas agricolas e propiciar maior produtividade e, consequentemente,
ampliar a produgdo de alimentos, por outro, 0 seu uso indiscriminado e pouco
criterioso, traz sérios problemas para o meio ambiente e para a saude humana e
animal.

Uma técnica moderna amplamente utilizada para o controle de plantas
daninhas é a associacdo de dois ou mais herbicidas. Entre as principais vantagens
apresentadas estao o aumento do espectro de controle das ervas daninhas, a reducéo
de custos e a prevencao do surgimento de plantas resistentes aos herbicidas (Gressel,
1990; Dekker, 1995; Damalas; Eleftherohorinos, 2001).

O figado absorve grandes quantidades de nutrientes por meio do trato digestivo
e veia porta, sendo capaz de sintetizar e degradar uma variedade de moléculas de
forma regulada. As principais funcbes hepaticas sdo a captacdo de aminoacidos,
lipidios, carboidratos e vitaminas, com subsequente armazenamento, conversao

metabdlica e liberagdo no sangue e bile. Além disso, o figado é também o principal



14

orgao envolvido na biotransformacédo de substancias exdégenas (xenobioticos), com
capacidade de converter compostos hidrofobicos em hidrossollaveis, mais facilmente
eliminados pelo organismo (Guillouzo, 1998; Ponce et al., 2018).

Embora as reacdes de biotransformagéo estejam associadas ao processo de
desintoxicacdo, em alguns casos o metabolismo do xenobidtico é prejudicial as células
devido a producéo de metabdlitos altamente reativos, mais toxicos do que o composto
de origem, entre eles, eletrofilos, radicais e espécies reativas de oxigénio; estes, por
sua vez, podem reagir diretamente com macromoléculas celulares ou iniciar reagcfes
em cadeia (Guillouzo, 1998).

A mitocondria é a organela responsavel pela sintese da quase totalidade do
ATP necessario a manutencao da estrutura e funcdo celular. Dados experimentais
indicam que a mitocéndria representa um alvo preferencial e critico para a acdo de
drogas, toxinas e metabdlitos reativos. Os efeitos tdxicos sobre as mitocéndrias
podem ocorrer por mecanismos diretos e indiretos, levando a disfuncdes
mitocondriais, tais como alteracdes no transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa,
na permeabilidade da membrana mitocondrial interna, no transporte de calcio, no
estado oxidativo, além de uma série de outros eventos que levam a deplecédo de ATP
(Nadanaciva et al., 2007; Mingatto et al., 2007; Dykens et al., 2008; Li et al., 2012;
Tavares et al., 2015; Bizerra et al., 2018).

Estudos demonstraram que a ametrina pode causar danos ao figado em
animais, incluindo diminuigéo da atividade de certas enzimas envolvidas no sistema
antioxidante e alteracfes na estrutura do 6rgao (Santos et al., 2015). Adicionalmente,
estudos prévios realizados em nosso laboratério demonstraram que a ametrina afeta
0 consumo de oxigénio mitocondrial atuando como inibidor da cadeia respiratoria
(Ortiz, 2021). Em relag&o ao clomazona, estudos demonstraram que o herbicida pode
causar hepatotoxicidade em animais, incluindo alteracfes estruturais nos hepatoécitos
com inchamento e lise das cristas mitocondriais e danos oxidativos (Crestani et al.,
2007; Cattaneo et al., 2012; Fagundes et al., 2015; Oliveira et al., 2016).

Baseado nas consideracdes acima, o0 presente estudo visou avaliar os efeitos
dos herbicidas ametrina e clomazona, isolados ou combinados, sobre mitocondrias
isoladas de figado de rato, para descrever os mecanismos bioquimicos relacionados
aos efeitos toxicos dessas substancias sobre o figado, e ainda, avaliar se a mistura

dos dois herbicidas pode causar sinergismo, potencializando a toxicidade de ambos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as alteracdes ap6s a exposicao aos herbicidas ametrina e clomazona,
isolados ou combinados, em mitocondrias isoladas de figado de rato e caracterizar
alteracbes metabdlicas como forma de contribuir para a compreensdo dos

mecanismos de agao toxica desses compostos.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar a bioenergética em mitocondrias isoladas de figado de rato, por meio
de ensaios que avaliem o potencial de membrana mitocondrial, sintese de ATP,
consumo de oxigénio e atividades das enzimas relacionadas a cadeia respiratoria

mitocondrial.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Ametrina

A ametrina (Figura 1) € um herbicida seletivo sistémico, utilizado no combate
de plantas daninhas anuais (folhas estreitas e largas), que estd associada,
principalmente, as culturas de abacaxi, banana, café, cana-de-agucar, citros e milho.
Por ser pouco estavel, ela apresenta uma meia-vida de 20 a 100 dias, tornando-se
muito mével no ambiente e altamente persistente na agua e no solo. Ha relatos de
seus metabdlitos encontrados em aguas subterraneas mesmo depois de longos

periodos apoés sua aplicacao (Ignjatovic et al., 1998).

Figura 1 - Estrutura quimica da Ametrina

@\

Fonte: Cabral et al. (2002).

CoHs— N C(CHa)z

A ametrina € um dos herbicidas mais utilizados na cultura da cana-de-agucar
tropical, principal cultura do Estado de S&o Paulo. E conhecido como poluente difuso,
sendo encontrado em aguas superficiais e sedimentos de corpos d'agua adjacentes
aos campos de cultivo (Cerdeira et al., 2005; Jacomini et al., 2009).

Em estudo realizado por Armas et al.,, (2007) sobre o diagndstico espaco-
temporal da ocorréncia de herbicidas no rio Corumbatai, observou-se a presenca de
residuos de ametrina nas amostras de agua e sedimentos durante o periodo do
estudo. Amplamente utilizada para otimizar a producdo de cana-de-aglcar, as
triazinas apresentam problema ambiental para organismos ndo alvos. Por ser uma
substancia com alta mobilidade, persisténcia, solubilidade em agua e infiltracao fraca
no solo, a soma desses fatores faz com que o composto se torne facilmente

transportado por escoamento superficial e lixiviagao.
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Conforme descrito por Machado et al., (2017), a poluicdo de rios proximos a
areas urbanas representa um risco para a saude humana por conta da exposicao
direta aos produtos quimicos ou ingestdo de agua e peixes contaminados. Apos
avaliacdo de amostras de agua e sedimentos do rio Pardo, S&o Paulo, durante a
estacdo chuvosa foi constatada a presenca da ametrina, evidenciando a necessidade
de intensificacdo na fiscalizacdo sobre a utilizacdo deste composto quimico nas
lavouras.

Residuos de ametrina também foram detectados em forragens e leite de vaca,
e concentracdes minimas também foram encontradas em tubérculos, como mandioca
e inhame (Asongalem; Akintonwa, 1997).

A avaliacdo toxicologica dos efeitos da ametrina em ratos Wistar, apds
tratamento com duas doses sub-letais (15 e 30 mg/kg/dia) por 56 dias, demonstrou
gue a exposicdo ao herbicida causou genotoxicidade, alteragcdes na morfologia dos
hepatocitos, com reducdo do didmetro e volume nuclear, e estresse oxidativo
(SANTOS et al., 2015).

3.2 Clomazona
O herbicida clomazona (Figura 2), foi desenvolvido no inicio de 1980 para o
controle de gramineas anuais e ervas daninhas de folha larga em uma ampla

variedade de culturas e localizagcbes (GUNASEKARA et al., 2009).

Figura 2 - Estrutura quimica da Clomazona

Fonte: SILVA et al. (2012).

E considerado um pré-herbicida, uma vez que precisa ser ativado durante sua
metabolizacdo na planta em que foi aplicado, a qual transforma a molécula para a

forma 5-ceto-clomazona, que é o metabdlito com atividade herbicida (Tenbrook;

Tjeerdema, 2006). E seletivo, utilizado em pré ou pés-emergéncia inicial no controle
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de varias espécies daninhas (Andres; Machado, 2004) em culturas como a de arroz,
soja, mandioca, cana-de-acucar e algodao.

Zanella et al., (2002) relataram que os residuos de clomazona podem ser
detectados em até 90% dos cursos de agua perto de regides de cultivo de arroz.
Portanto esse herbicida pode chegar a rios, lagos e nascentes de agua através do
vazamento constante de agua a partir destas culturas durante o periodo de plantio e
colheita ou pela lixiviacdo em periodos chuvosos, atingindo assim outros organismos.
Abramovic et al.,, (2013), estudaram a toxicidade do clomazona e de seus
intermediarios de decomposicdo em células de hepatoma de rato e pulméo fetal
humano, onde foi observado uma reducéo no desenvolvimento das células de 15 e
17%, respectivamente.

Dados da EFSA (2007), em estudos realizados com a clomazona em curto
prazo, onde o figado foi o 6rgdo-alvo em todas as espécies testadas (rato,
camundongo e cdo), mostraram aumento do peso absoluto e/ou relativo do 6rgéo,
alteracdes nos hepatdcitos (megalocitose) e alteracdes relacionadas nos parametros
clinicos (niveis elevados de colesterol). No estudo de teratogenicidade em ratos, a
toxicidade materna se manifestou por uma diminuicdo no consumo de alimentos. Os
efeitos fetais apresentaram diminuicdo do peso corporal, aumento da incidéncia de
ossificacdes e anormalidades viscerais (hidro ureter, dentro dos dados de controle

histérico).

3.3 Hepatotoxicidade

Substancias capazes de produzir danos aos hepatdcitos sdo denominadas
hepatotoxicantes. Os hepatotoxicantes intrinsecos afetam todos os individuos em uma
forma dose-dependente e, portanto, previsivelmente, podendo interferir com o
metabolismo celular (hepatotoxicantes ativos) ou tornarem-se toxicos apdés
biotransformacao (hepatotoxicantes latentes). A hepatotoxicidade idiossincratica, por
outro lado, é dose-independente, podendo ser uma consequéncia do metabolismo
anormal do xenobidtico em individuos susceptiveis (idiossincrasia metabdlica) ou ser
provocada por lesdo hepatica mediada pelo sistema imune (hepatite alérgica); nesses
casos, mesmo pequenas concentracdes de um farmaco podem provocar toxicidade.

A atividade do figado no metabolismo de substancias exogenas é mediada
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principalmente pelo citocromo P450 (CYP). Embora as reacdes de biotransformacéao
estejam associadas ao processo de desintoxicacdo, em alguns casos o metabolismo
do xenobidtico é prejudicial as células devido a producdo de metabdlitos altamente
reativos, mais toxicos do que o composto de origem, entre eles, eletréfilos, radicais e
ERO; estes, por sua vez, podem reagir diretamente com macromoléculas celulares ou
iniciar reacfes em cadeia (Guillouzo, 1998).

Algumas hepatotoxinas encontradas na natureza sao produtos de plantas,
metabolismo de fungos e bactérias ou sdo minerais. Muitos agentes hepatotoxicos
sao produtos da industria quimica ou farmacéutica. Outros ainda sdo subprodutos ou
residuos de materiais industriais que, por poluir o ambiente, podem ter acesso a
humanos e animais. A lesdo hepatotoxica pode ter varias formas. Alguns agentes
levam a necrose, esteatose, cirrose ou carcinoma (SCHOENTAL, 1963; Tolman;
Sirrine, 1998; Zimmerman, 2000). Outros levam apenas a interferéncias na secrecao
biliar e ictericia, com pequena ou nenhuma lesédo evidente ao parénquima hepético
(Rouiller, 1964; Zimmerman, 2000). Alguns produzem lesdes degenerativas ou

vasculares ou até mesmo ao nivel de organelas.

3.4 Mitocdndrias como alvo de toxicidade

A mitocbndria € a organela responsavel pela sintese da quase totalidade do
ATP necessario a manutencdo da estrutura e funcéo celular. Os elétrons doados por
substratos oxidaveis a cadeia respiratéria na membrana mitocondrial interna, por meio
de NADH ou FADH2, séo transferidos ao Oz reduzindo-o a H20 (respiracao
mitocondrial), e a energia livre resultante é utilizada para a sintese de ATP
(fosforilacdo oxidativa). De acordo com a hipétese quimiosmética de Mitchell em
associacdo com a do acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons é
acompanhado de bombeamento de protons da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranas, gerando um gradiente eletroquimico de H*. A energia livre liberada
no retorno do H* a matriz mitocondrial induz alteragéo conformacional no componente
F1 da FoF1-ATP sintase, liberando o ATP formado a partir de ADP e Pi em seus sitios
cataliticos (Mitchell, 1961; Boyer; Cross; Momsen, 1973). Quando a membrana
mitocondrial se torna permeavel a H* ocorre dissipacado do potencial de membrana

aumentando a velocidade de respiracéo; sob essas condi¢cbes (desacoplamento), a
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capacidade da mitocondria de sintetizar ATP € comprometida (Mitchell, 1961; Nicholls,
1982).

Evidéncias experimentais indicam que a mitocOndria representa um alvo
preferencial e critico para a agdo de drogas e toxinas. Os efeitos toxicos sobre as
mitocdndrias podem ocorrer por mecanismos diretos e indiretos, levando a disfuncdes
mitocondriais, tais como alteracdes no transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa,
na permeabilidade da membrana mitocondrial interna, no transporte de calcio, no
estado oxidativo, além de uma série de outros eventos que levam a deplecdo de ATP
(Nadanaciva et al., 2007; Mingatto et al., 2007; Dykens et al., 2008; Li et al., 2012;
Tavares et al., 2015; Bizerra et al., 2018). Além do seu papel critico na sintese de
ATP, a mitocbndria também é a maior responsavel pela formacgéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) (Votyakova; Reynolds, 2001; Kowaltowski et al., 2009) e controla
a morte celular (Crompton et al., 1999; Kowaltowski; Castilho; Vercesi, 2001; Kim et
al., 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Os herbicidas ametrina e clomazona foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich Brasil Ltda. Todos os demais reagentes a serem utilizados neste estudo foram

adquiridos com o mais alto grau de pureza.

4.2 Ensaios com mitocondrias isoladas

Os ensaios empregando ratos Wistar propostos neste projeto foram
submetidos & aprovacdo do Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Tecnolégicas da Unesp — Campus de Dracena,
Protocolo n° 16/2022.R1.

4.3 Local dos experimentos

Todos os experimentos foram realizados Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Tecnologicas - FCAT/UNESP, Campus de Dracena, no Laboratério de Bioquimica

Metabolica e Toxicologica (LaBMeT).

4.4 Isolamento das mitocéndrias de figado de rato

O método da centrifugacao diferencial (PEDERSEN et al., 1978) foi aplicado no
isolamento das mitocondrias provenientes de ratos Wistar machos, com 180-200 g.
Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina e a exposicéo do figado
ocorrera mediante incisdo bilateral na cavidade abdominal, com remocé&o imediata,
sendo picotado em pequenos fragmentos e imersos rapidamente em 50 mL de meio
contendo sacarose 250 mM, acido etilenoglicol bis(B-aminoetiléter) N,N,N',N'-
tetraacético (EGTA) 1 mM e acido 2-[4(2 hidroxiletil) piperazinil(1)] etanossulfénico
(HEPES)-KOH 10 mM, pH 7,2, a 4°C. Os fragmentos, apos lavagens sucessivas no
mesmo meio, foram homogeneizados trés vezes por 15 segundos, com intervalos de

1 minuto, em homogeneizador Potter-Elvehjem. A suspensé&o obtida foi centrifugada
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a 770 g durante 5 minutos, a 4°C, e o sobrenadante resultante foi centrifugado a 9.800
g durante 10 minutos, a 4°C. O sedimento obtido foi ressuspenso em 10 mL de meio
contendo sacarose 250 mM, EGTA 0,3 mM e HEPES-KOH 10 mM, pH 7,2, e
centrifugado a 4.500 g durante 15 minutos, a 4°C. O sedimento mitocondrial final
resultante foi homogeneizado em 1 mL de meio contendo sacarose 250 M e HEPES-
KOH 10 mM, pH 7,2, mantido em temperatura de 4°C e utilizado por um periodo

méaximo de 3 horas apés o isolamento.

4.5 Determinacao das proteinas mitocondriais

A concentracdo das proteinas mitocondriais foi determinada empregando-se a
reacdo do biureto, conforme Cain; Skilleter (1987). Uma aliquota de 10 uL da
suspensao mitocondrial foi solubilizada em 100 pL de acido deoxicdlico 5% (m/v),
seguido de 1390 pL de agua Milli-Q® e 1500 pL de reagente Biureto 0,15% (m/v). A
concentracéo de proteina foi determinada em comprimento de onda de 540 nm com
0 uso do espectrofotbmetro do modelo DU-800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA),
usando a albumina de soro bovino (BSA) como padréo, preparada nas mesmas

condicBes das amostras.

4.6 Determinacao do consumo de oxigénio mitocondrial

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias foi monitorado polarograficamente
em oximetro equipado com eletrodo de oxigénio do tipo Clark (Strathkelvin Precision
Dissolved Oxygen Respirometer, Strathkelvin Instruments Limited, Glasgow,
Scotland, UK) e os parametros respiratérios determinados conforme CHANCE
WILLIAMS, 1955. As mitocondrias (1 mg de proteina/mL) foram incubadas sob
agitacdo, em uma camara fechada e termostatizada a 30°C, no meio de respiracao
contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM e HEPES-KOH 10 mM, acrescido de EGTA
0,5 mM e K2HPO4 10 mM (pH7,4) e energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM
ou succinato de potassio 5 mM (acrescido de rotenona 50 nM). Diferentes
concentragdes (50, 100, 150 e 200 yM) de ametrina ou clomazona, ou de uma mistura
das duas substancias, foram adicionadas e as velocidades de consumo de oxigénio
nos estados 2, 3 e 4 da respiracdo foram determinadas por meio do software

Strathkelvin Oxygen 782 System (versdo 3.0, 2005) e expressas como nmol O2
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consumido/min/mg de proteina. O estado 3 da respiracéo teve inicio apos a adicao de
400 nmols de ADP.

Figura 3 - Representagdo esquematica do oximetro utilizado para o monitoramento
do consumo de oxigénio pelas mitocéndrias isoladas de figado de rato e do software

usado para registrar e calcular as velocidades de consumo de oxigénio.

Computador com software que registra
as leituras em forma de grafico
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Fonte: MAIOLI (2012).

4.7 Determinacdo das atividades das enzimas relacionadas a cadeia respiratoria

mitocondrial (NADH desidrogenase e Succinato desidrogenase)

As atividades das enzimas NADH desidrogenase e Succinato desidrogenase
foram medidas espectrofotometricamente de acordo com Bracht; Ishii-lwamoto;
Salgueiro-Pagadigorria  (2003), utilizando espectrofotbmetro modelo DU-800
(Beckman Coulter, Fullerton, CA). O meio de reacao (volume final de 1,5 mL) continha
Tris 20 mM, pH 7,4 e antimicina A 1 uM. Mitocondrias rompidas por congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido (0,2 mg/mL) foram acrescidas, juntamente
com as diferentes concentracdes das substancias, NADH 1 mM ou succinato 10 mM
e ferricianeto de potassio 0,4 mM, como aceptor de elétrons. A quantidade de
ferricianeto reduzido foi determinada pelo decréscimo da absorvancia em
comprimento de onda de 420 nm e a atividade das enzimas foi representada em
nmol/min.mg de proteina, considerando o coeficiente de extingdo molar do ferricianeto
de 1,04 mM1,
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4.8 Determinagao do potencial de membrana mitocondrial (AW)

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado em espectrofluorimetro
modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo, Japao), monitorando-se as variagcbes de
fluorescéncia promovida pela captacdo de safranina O, nos comprimentos de onda de
505 e 535 nm para excitacdo e emissao, respectivamente. As mitocéndrias (1 mg de
proteina/mL) foram incubadas a 30°C em meio de reacdo (volume final de 2 mL)
contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, EGTA 0,5 mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4,
e o indicador safranina O 4 uM. Os substratos usados foram glutamato 5 mM + malato
5 mM ou succinato 5 mM (acrescido de rotenona 2,5 pM). Os resultados foram
expressos como porcentagem em relacdo a fluorescéncia da amostra controle, ou

seja, sem adicdo dos compostos testados.

4.9 Determinacao da concentracdo de ATP mitocondrial

O método de bioluminescéncia (sistema luciferina-luciferase de vagalume) foi
utilizado na quantificagdo de ATP mitocondrial, por meio do kit “Bioluminescent Assay
Kit” (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em um aparelho Luminédmetro modelo Sirius
| (Berthold Detection Systems, Pforzheim, Alemanha). O meio de reacédo (volume final
de 1mL) continha sacarose 125 mM, KCI 65 mM, EGTA 0,5 mM, HEPES-KOH 10 mM,
pH 7,4, acrescido de glutamato 5 mM mais malato 5 mM como substratos. As
diferentes concentracdes dos compostos foram adicionadas, além da suspenséao
mitocondrial (1 mg de proteina/mL). Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, foram centrifugadas
a 9.000 g durante 5 minutos, a 4°C. Os sedimentos resultantes foram solubilizados
em 1 mL de &cido percloroacético 1 M gelado e centrifugados a 12.000 g durante 15
minutos, a 4°C. Apos a centrifugagéo, foram coletados 100 uL de cada amostra e
neutralizados (pH 7,0) com KOH 2 M, seguido da adi¢ao de Tris-HCI 100 mM, pH 7,8
(volume final de 1 mL) e centrifugacéo a 12.000 g, durante 10 minutos a 4°C. Uma
aliquota de 100 puL de cada sobrenadante resultante foi avaliada em triplicata no

Luminémetro, de acordo com as recomendacdes do fabricante do kit.



25

4.10 Analise estatistica
A significancia estatistica dos dados experimentais foi avaliada pela anélise de
variancia ANOVA, seguida do Teste de Dunnet e os resultados com valor de P < 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos da ametrina e clomazona no consumo de oxigénio mitocondrial

A ametrina inibiu significantemente a velocidade de consumo de oxigénio do
estado 3 da respiracdo mitocondrial na concentracao de 200 uM e estimulou o estado
4 nas concentracdes de 100 e 200 uM nas mitocOndrias energizadas com glutamato
+ malato (doadores de elétrons do complexo I). Nas mitocéndrias energizadas com
succinato (doador de elétrons do complexo Il), a ametrina estimulou significantemente
o estado 2 nas concentracbes de 50, 100 e 200 uM e inibiu o estado 3 nas
concentragdes de 100, 150 e 200 pM (Figura 4).

A Figura 5 mostra os efeitos da clomazona sobre a velocidade de consumo de
oxigénio dos estados 2, 3 e 4 da respiracdo mitocondrial. O herbicida inibiu
significantemente o estado 3 nas concentracfes de 50, 100, 150 e 200 pM nas
mitocondrias energizadas com glutamato + malato e ndo afetou o consumo de
oxigénio nas mitocondrias energizadas com succinato.

A combinacdo dos herbicidas apresentou efeito significante no estado 2 da
respiracdo mitocondrial na concentracédo de 150 uM, e no estado 3, nas concentracdes
de 100, 150 e 200 uM em mitocbndrias energizadas com glutamato + malato. Em
mitocondrias energizadas com succinato, houve inibi¢cdo significante da respiracao de
estado 3 apenas na concentragéo de 150 uM (Figura 6).
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Figura 4 - Efeito da ametrina no consumo de oxigénio de mitocondrias isoladas de
figado de rato: (A) estado 2, (B) estado 3 e (C) estado 4 da respiracdo em
mitocondrias energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM; (D) estado 2, (E)
estado 3 e (F) estado 4 da respiracdo em mitocondrias energizadas com succinato 5
mM (+ rotenona 50 nM). Os valores representam a média = EPM de trés a quatro
experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais. ***Significantemente

diferente do controle, sem adi¢cdo da Ametrina (*P < 0,05; **P < 0,01).
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Figura 5 - Efeito da clomazona no consumo de oxigénio de mitocéndrias isoladas de

figado de rato: (A) estado 2, (B) estado 3 e (C) estado 4 da respiracdo em

mitocondrias energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM; (D) estado 2, (E)

estado 3 e (F) estado 4 da respiragdo em mitocOndrias energizadas com succinato 5

mM (+ rotenona 50 nM). Os valores representam a média = EPM de trés a quatro
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Figura 6 - Efeito da mistura da ametrina + clomazona no consumo de oxigénio de

mitocondrias isoladas de figado de rato: (A) estado 2, (B) estado 3 e (C) estado 4 da

respiragcdo em mitocondrias energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM; (D)

estado 2, (E) estado 3 e (F) estado 4 da respiracdo em mitocondrias energizadas

com succinato 5 mM (+ rotenona 50 nM). Os valores representam a média = EPM de

trés a quatro experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais.

***Significantemente diferente do controle, sem adi¢cdo da mistura da ametrina +
clomazona (*P < 0,05; **P < 0,01).
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Com relacdo a atuacdo dos herbicidas na Razdo de Controle Respiratério
(Estado 3/Estado 4), efeitos significantes foram observados na concentracédo de 200
MM de ametrina tanto em mitocéndrias energizadas com glutamato + malato quanto
em mitocondrias energizadas com succinato (Figura 7). Nao foram observados efeitos
na Razao de Controle Respiratério nos ensaios realizados com clomazona (Figura 8).
Entretanto, utilizando a combinacédo dos herbicidas, alteracdes significantes foram
observadas em todas as concentracdes da mistura nas mitocondrias energizadas com
glutamato + malato (Figura 9A) e nas concentracdes de 100, 150 e 200 pM em

mitocondrias energizadas com succinato (Figura 9).
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Figura 7 - Efeito da ametrina na Razéo de Controle Respiratério (Estado 3/Estado 4)
em mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM +
malato 5 mM (A) ou succinato 5 mM (+ rotenona 50 nM) (B). Os valores representam
a média £ EPM de trés a quatro experimentos com diferentes preparacdes
mitocondriais. *, **Significantemente diferente do controle, sem adi¢cdo da ametrina
(*P < 0,05; *P < 0,01).
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Figura 8 - Efeito da clomazona na Razao de Controle Respiratorio (Estado 3/Estado

4) em mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM +

malato 5 mM (A) ou succinato 5 mM (+ rotenona 50 nM) (B). Os valores representam

a média £ EPM de trés a quatro experimentos com diferentes preparacdes

mitocondriais. *, **Significantemente diferente do controle, sem adi¢do da clomazona
(*P < 0,05; *P < 0,01).
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Figura 9 - Efeito da mistura da ametrina + clomazona na Razao de Controle

Respiratorio (Estado 3/Estado 4) em mitocondrias isoladas de figado de rato

energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM (A) ou succinato 5 mM (+ rotenona

50 nM) (B). Os valores representam a média £ EPM de trés a quatro experimentos

com diferentes preparacdes mitocondriais. *, **, ***Significantemente diferente do

controle, sem adicdo da mistura da ametrina + clomazona (*P < 0,05; **P <0,01; P <
0,001).
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5.2 Efeitos de ametrina e clomazona sobre as atividades das enzimas
relacionadas a cadeia respiratoria mitocondrial (NADH desidrogenase e

Succinato desidrogenase)

Com relacdo a atuacdo dos herbicidas na atividade da enzima NADH
desidrogenase, pertencente ao complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial, foi
observado efeito inibidor em todas as concentracdes testadas da ametrina e da
mistura ametrina + clomazona, e nas concentracdes de 100, 150 e 200 uM para a
clomazona (Figura 10).

Quando avaliados os efeitos dos herbicidas sobre a enzima Succinato
desidrogenase, localizada no complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial,
observou-se inibicdo pela ametrina nas concentracdes 150 e 200 pM e pela
clomazona em todas as concentracdes testadas. A combinacédo dos herbicidas néo

afetou a atividade da enzima (Figura 11).

Figura 10 - Efeitos da ametrina e clomazona, isolados ou combinados, na atividade
da enzima NADH desidrogenase. Os valores representam a média £ EPM de quatro
experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais. *Significantemente
diferente do controle (P < 0,05). C = controle, sem adi¢cdo de ametrina, clomazona

ou da mistura dos herbicidas.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 11 - Efeitos da ametrina e clomazona, isolados ou combinados, nas
atividades da enzima Succinato desidrogenase. Os valores representam a média +
EPM de quatro experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.
*Significantemente diferente do controle (*P < 0,05). C = controle, sem adicao de

ametrina, clomazona ou da mistura dos herbicidas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na analise comparativa dos efeitos dos herbicidas isolados e a sua
combinacgdo, observou-se diferenca significante na atividade da enzima NADH
desidrogenase na concentracdo de 150 pM da mistura em relacdo a clomazona
isolada, indicando efeito sinérgico da mistura (Figura 12). Em relacdo a atividade da
Succinato desidrogenase, foi observada diferenca significante nas concentracdes de
150 e 200 uM da ametrina em relacédo a mistura, e nas concentracdes de 100, 150 e
200 uM da clomazona em relacdo a mistura, ambos indicando efeito antagonico da
mistura (Figura 13).
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Figura 12 - Anéalise comparativa dos efeitos da ametrina e clomazona isolados em
relacdo a combinacdo ametrina + clomazona (A = 50 uM, B = 100 uM, C =150 uM e
D = 200 uM), na atividade da enzima NADH desidrogenase. Os valores representam

a média £ EPM de quatro experimentos com diferentes preparaces mitocondriais.

#Significantemente diferente em relacdo as substancias isoladas (P < 0,05).
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Figura 13 - Andlise comparativa dos efeitos da ametrina e clomazona isolados em
relacdo a mistura ametrina + clomazona (A =50 uM, B =100 uM, C=150 uM e D =
200 pM), na atividade da enzima Succinato desidrogenase. Os valores representam
a média £ EPM de quatro experimentos com diferentes preparaces mitocondriais.

#Significantemente diferente em relacdo as substancias isoladas (P < 0,05).
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5.3 Efeitos de ametrina e clomazona sobre o potencial de membrana

mitocondrial (AW)

A Figura 14 mostra os efeitos dos herbicidas sobre o potencial de membrana
das mitocOndrias energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM (doadores de
elétrons do complexo ). A ametrina reduziu significantemente o potencial de
membrana mitocondrial nas concentragcfes de 150 e 200 puM, enquanto a clomazona
apresentou efeito inibidor nas concentragbes de 100, 150 e 200 pM. A mistura dos
herbicidas apresentou efeito inibidor nas concentracdes de 150 e 200 pM. Na analise
comparativa dos efeitos dos herbicidas isolados ou combinados, observou-se menor
efeito inibidor da ametrina sobre o potencial de membrana em relagdo a mistura nas

concentracdes de 150 e 200 pM, indicando efeito sinérgico da mistura.
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Figura 14 - Efeitos da ametrina e clomazona, isolados ou combinados, no potencial
de membrana em mitocéndrias isoladas de figado de rato energizadas com
glutamato 5 mM + malato 5 mM. Os valores representam a média + EPM de quatro
experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais. *Significantemente
diferente do controle (P < 0,05). #Significantemente diferente em relagdo a mistura (P

< 0,05). C = controle, sem adicao dos herbicidas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nas mitocdndrias energizadas com succinato 5 mM (doador de elétrons do
complexo Il) a ametrina reduziu significantemente o potencial de membrana
mitocondrial nas concentragbes de 100, 150 e 200 pM, enquanto a clomazona
apresentou efeito inibidor nas concentracdes de 150 e 200 pM. A mistura dos
herbicidas apresentou efeito inibidor nas concentragcées de 100, 150 e 200 uM. Na
analise comparativa dos efeitos dos herbicidas isolados ou combinados, observou-se
maior efeito inibidor da ametrina sobre o potencial de membrana em relagdo a mistura
nas concentracdes de 150 e 200 puM, indicando efeito antagbnico da mistura (Figura
15).
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Figura 15 - Efeitos da ametrina e clomazona, isolados ou combinados, no potencial
de membrana em mitocéndrias isoladas de figado de rato energizadas com
succinato 5 mM (+ rotenona 2,5 uM). Os valores representam a média + EPM de
guatro experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais. *Significantemente
diferente do controle (P < 0,05). #Significantemente diferente em relagdo a mistura (P

< 0,05). C = controle, sem adicao dos herbicidas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.4 Efeitos da ametrina e clomazona sobre a concentragcédo de ATP mitocondrial

Os efeitos dos herbicidas sobre concentracdo de ATP nas mitocéndrias
energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM (doadores de elétrons do complexo
I) estdo mostrados na Figura 16. A ametrina e a clomazona isoladas reduziram
significantemente a concentracdo mitocondrial de ATP nas concentragdes de 100, 150
e 200 uM. A mistura dos herbicidas reduziu significantemente os niveis de ATP em
todas as concentracdes testadas. Na analise comparativa dos efeitos dos herbicidas
isolados ou combinados, observou-se menor efeito da ametrina sobre a concentragéao

de ATP em relacdo a mistura nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 uM e menor
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efeito da clomazona em relacdo a mistura nas concentracbes de 50 e 200 uM,

indicando efeito sinérgico da mistura (Figura 16).

Figura 16 - Efeitos da ametrina e clomazona, isolados ou combinados, na
concentracdo de ATP em mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com
glutamato 5 mM + malato 5 mM. Os valores representam a média + EPM de quatro

experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais. *Significantemente
diferente do controle (P < 0,05). #Significantemente diferente em relagdo a mistura (P

< 0,05). C = controle, sem adicao dos herbicidas.

= T
"m — Ametrina
= 3 Clomazona
[} = # g
5 ## 5 " B Mistura
o S * T * x . # 4
= g 051 . 2
CE» *
5
=
c
—ooo0- U .UHE e L -

QO OV (VPP LN
O PP SRS FRE HRS

Concentragéo (uM)

Fonte: elaborado pelo autor.

O uso indiscriminado de praguicidas pode causar contaminagdo ambiental no
solo, ar, agua, plantas e animais com niveis de problemas e perdas ainda nao
descritos na literatura (Panis et al., 2022). Apesar de passar por uma avaliacdo antes
da comercializacédo, tem sido cada vez mais frequente a deteccdo de residuos de
praguicidas no meio ambiente, principalmente pela dificuldade de degradacéo das
substancias e alta solubilidade em agua. As condi¢des climaticas facilitam que os
herbicidas aplicados nas culturas para controle de plantas daninhas sejam espalhados
para outros ambientes por meio da lixiviagdo causada apos irrigacéo ou chuva (Li et
al., 2022). Os residuos podem se acumular através das cadeias bioldgicas e afetar

negativamente organismos néo alvos, como animais e humanos.
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Diariamente, todos o0s organismos vivos s&8o expostos a diferentes
concentracfes de produtos quimicos por meio de alimentos, ar e agua tornando cada
vez mais preocupante os efeitos dessas combinagdes. Apesar dos avangos em
relacdo a essa temética, ainda existe uma quantidade limitada de informacdes devido
a possibilidade de um namero quase infinito de combinac¢des, tornando um desafio
entender como elas interagem e quais consequéncias essas associacdes geram
(Bopp et al., 2019). As interacdes entre compostos acontecem de maneira intencional
ou acidental, por isso essa area de estudo representa importancia publica para
entendimento e busca por acfes alternativas para reducdo dos danos e interrupgao
dos efeitos toxicologicos. A sinergia € sinbnimo de potencializacéo relacionando-se
ao aumento do efeito dos compostos quimicos e o antagonismo refere-se a reducao
dos efeitos téxicos apos interacdo das substéncias (Martin et al., 2021). Nesse
sentido, no presente estudo, avaliamos o possivel efeito sinérgico da mistura entre a
ametrina e a clomazona.

Relatos da literatura relacionaram os herbicidas ametrina e clomazona a efeitos
toxicos observados no figado de animais. Portanto, para avaliar o envolvimento
mitocondrial na hepatotoxicidade relacionada aos herbicidas ametrina e clomazona, o
presente estudo avaliou seus efeitos na bioenergética de mitocéndrias isoladas de
figado de ratos. Os efeitos dos herbicidas ametrina e clomazona sobre a respiracéo
mitocondrial foram monitorados pelo consumo de oxigénio. Os resultados observados
na respiracdo mitocondrial de estado 3, demonstraram que, nas concentragdes
testadas, os herbicidas interferem no transporte de elétrons do complexo | e do
complexo Il, o que resulta na diminuicdo do consumo de oxigénio (Kalbacova et al.,
2003).

A interferéncia dos herbicidas ametrina e clomazona no funcionamento da
cadeia de transporte de elétrons, podendo chegar a inibicdo do transporte de elétrons,
resulta na diminuicéo do potencial de membrana mitocondrial (Kalbacova et al., 2003).
Os resultados para potencial de membrana demonstraram esse efeito em
mitocondrias energizadas com os substratos do complexo | e Il a partir de 100 uM
para ambos 0s herbicidas e a mistura.

Com a inibicdo da cadeia de transporte de elétrons e efeitos no potencial de
membrana, a reducédo do ATP mitocondrial era esperada, o que ocorreu em todas as
concentracOes testando a mistura dos herbicidas, e a partir de 100 pM com ametrina

e clomazona isolados. A toxicidade aguda ou crbénica expressa por muitos
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xenobidticos é relacionado ao mecanismo de reducdo do ATP mitocondrial (Meyer;
Kulkarni, 2001); a interferéncia no ATP diminui a eficiéncia dos processos
dependentes de energia e transducédo de sinais celulares (Eguchi et al., 1997,
Skulachev, 2006).

Foram realizados experimentos para medir a atividade das enzimas NADH
desidrogenase, localizada no complexo |, e Succinato desidrogenase, localizada no
complexo Il, para avaliar os possiveis efeitos nos herbicidas sobre as enzimas da
cadeia de transporte de elétrons. Os herbicidas inibiram a atividade da enzima NADH
desidrogenase em todas as concentracfes testadas para ametrina e combinacao
ametrina + clomazona, além das concentrac6es 100, 150 e 200 uM para clomazona
isolada; na atividade da enzima Succinato desidrogenase, inibicdo em todas as
concentragdes testadas com clomazona, apenas nas concentragées 150 e 200 pM
para ametrina, porém sem efeitos significativos para a combinacéo dos herbicidas.

Ortiz (2021) demonstrou que a ametrina foi capaz de afetar a bioenergética de
mitocondrias isoladas de figado de rato. Lin et al. (2018) investigaram os efeitos
toxicos em embrides de zebrafish com o objetivo de entender os mecanismos que
originam a toxicidade. Os embrides foram expostos as concentra¢des de 0, 10 ou 20
png/mL de ametrina e depois de 24 e 48 horas pos-fecundacao foram realizadas as
analises protedémicas. Os resultados demonstraram que a exposicédo a ametrina altera
o perfil proteico dos embribes de zebrafish. Essas proteinas estdo envolvidas na
resposta de espécies reativas de oxigénio, formacao de ATP e contracdo muscular.
Os autores concluiram que a ametrina induz a malformacéo embrionaria, resultante
da altera no metabolismo energético e do estresse oxidativo.

Dados na literatura mostram que o herbicida clomazona é capaz de causar
danos a mitocdndrias de células animais, em especial a cadeia de transporte de
elétrons (Fagundes et al.,, 2015). Estudo realizado por Fidelis (2022) utilizando
mitocdndrias isoladas do torax de abelhas meliferas demonstrou que a clomazona
afetou a bioenergética mitocondrial com a consequente reducéo na producéo de ATP.

Portanto, os resultados do presente estudo corroboram relatos anteriores
presentes na literatura e indicam que as alteracdes na bioenergética mitocondrial
podem estar relacionadas a hepatotoxicidade da ametrina e clomazona, com efeitos
observados no consumo de oxigénio, no potencial de membrana mitocondrial e acao
direta na cadeia de transporte de elétrons, indicando toxicidade mais efetiva no

complexo |, mas com resultados importantes também no complexo Il. Além disso, este
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€ o primeiro trabalho a avaliar os efeitos da mistura dos dois herbicidas sobre a

bioenergética mitocondrial.

6 CONCLUSAO

Os herbicidas ametrina e clomazona causam efeitos inibitérios na bioenergética
de mitocbndrias isoladas de figado de rato, alterando a funcionalidade da cadeia
respiratoria, potencial de membrana e reducdo dos niveis de ATP. Como a
manutencdao celular é prejudicada pela inibicdo do metabolismo energético, € provavel
que as alteracdes na producdo de energia mitocondrial do figado descrita neste
estudo contribuam para a hepatotoxicidade apresenta pelos herbicidas. E ainda,
concluimos que a mistura entre os dois herbicidas apresentou efeito sinérgico,

potencializando o efeito toxico de ambos.
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