UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E TECNOLOGICAS
CAMPUS DE DRACENA

Josiélli Magalhaes Rigazo

Farmacéutica

INFLUENCIA DA BIOENERGETICA NA CITOTOXICIDADE
CAUSADA PELOS HERBICIDAS AMETRINA E
CLOMAZONA, ISOLADOS E ASSOCIADOS, EM CELULAS
HEPG2

Dracena
2026



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E TECNOLOGICAS
CAMPUS DE DRACENA

Josiélli Magalhaes Rigazo

Farmacéutica

INFLUENCIA DA BIOENERGETICA NA CITOTOXICIDADE
CAUSADA PELOS HERBICIDAS AMETRINA E
CLOMAZONA, ISOLADOS E ASSOCIADOS, EM CELULAS
HEPG2

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Tecnoldgicas - Unesp,
Céampus de Dracena como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncia e Tecnologia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Fabio Erminio Mingatto

Dracena
2026



FICHA CATALOGRAFICA

Desenvolvida pela Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagéo

Campus de Dracena

R566i

Rigazo, Josiélli Magalhaes

Influéncia da bioenergética na citotoxicidade causada pelos
herbicidas ametrina e clomazona, isolados e associados, em
células HepG2 [recurso eletronico] / Josiélli Magalhaes
Rigazo. -- Dracena: [s.n.], 2026.

109 f. ; PDF.

Recurso educacional derivado de dissertagcdo em Ciéncia e
Tecnologia Animal - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnolégicas, Dracena.
Orientada por Fabio Erminio Mingatto. Area do conhecimento:
Producao Animal, 2026.

1. Hepatotoxicologia. 2. Células Hepaticas. 3.
Bioenergética. 4. Herbicidas. 5. Agricultura sustentavel. I.
Titulo.

Bibliotecario Fabio S. Rosas
CRB 8/6665




IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

A avaliacdo da ametrina e da clomazona, isoladas e em associacdo, mostra que
interacOes entre herbicidas podem modificar a toxicidade, afetando a bioenergética
mitocondrial e a viabilidade hepética. Esses achados reforcam a importancia de

considerar exposicdes combinadas na avaliacdo de risco a salude e ao ambiente.



EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

The evaluation of ametryn and clomazone, individually and in combination, shows that
interactions between herbicides can modify toxicity, affecting mitochondrial
bioenergetics and hepatic viability. These findings highlight the importance of

considering combined exposures in health and environmental risk assessment.
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RESUMO

O uso intensivo de herbicidas na agricultura moderna, como a ametrina (AMT) e a
clomazona (CLZ), tem despertado crescente preocupacao quanto aos seus impactos
ambientais e a saude humana e animal. A exposicdo a esses compostos pode
ocasionar efeitos toxicos em diferentes 6rgdos e sistemas de organismos néo-alvo.
ApOs a ingestdo ou contato de animais e seres humanos com herbicidas, essas
substancias podem ser absorvidas e distribuidas pela corrente sanguinea, atingindo
diversos tecidos, com destaque para o figado, principal érgdo de metabolizacéo de
xenobidticos. Neste contexto, o presente estudo avaliou a hepatotoxicidade da AMT e
da CLZ, isoladas e em associacdo, utilizando células HepG2 como modelo
experimental in vitro. As células foram expostas as concentra¢cfes de 50, 100, 150 e
200 uM, e a citotoxicidade foi avaliada por meio de ensaios de proliferacao celular,
viabilidade metabdlica, integridade de membrana e liberacdo de enzimas hepaticas
(ALT, AST e ALP). Adicionalmente, foram conduzidas analises da bioenergética
mitocondrial, incluindo a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial, massa
mitocondrial, atividade mitocondrial e niveis intracelulares de ATP, com o objetivo de
elucidar o envolvimento da mitocondria na toxicidade celular. Os resultados
demonstraram que a exposi¢ao isolada aos herbicidas promoveu reducao significativa
da viabilidade celular e comprometimento da fungcdo mitocondrial em células HepG2.
A clomazona apresentou maior citotoxicidade, com reducdo significativa da
proliferacdo celular e da atividade metabdlica a partir de 100 yM apdés 24 h,
intensificando-se nas concentragées de 150 e 200 uM apds 48 h de exposigdo. A
ametrina apresentou toxicidade intermediaria, com diminuicdo significativa da
viabilidade celular principalmente nas concentragbes de 150 e 200 pM, sendo os
efeitos mais evidentes apos 48 h. Esses achados foram acompanhados por alteracdes
na bioenergética mitocondrial, incluindo reducdo do potencial de membrana
mitocondrial e diminuicdo dos niveis intracelulares de ATP, especialmente nas
maiores concentragdes testadas (150 e 200 pM). Observou-se ainda aumento
significativo da liberacdo das enzimas hepaticas ALT, AST e ALP nas exposicdes
isoladas a clomazona e a ametrina, particularmente nas concentracdes de 150 e 200
MM ap6s 48 h, indicando lesdo celular e comprometimento da integridade
hepatocelular. Em contraste, a exposicdo combinada a AMT e a CLZ resultou em
efeitos citotoxicos e bioenergéticos menos intensos do que aqueles observados para
cada composto isoladamente, caracterizando um efeito antagdnico, especialmente
nas concentragcdoes de 150 e 200 uM e apds 48 horas de exposicdo, com menor
reducdo da viabilidade celular, menor comprometimento mitocondrial e menor
liberacdo de enzimas hepaticas quando comparado aos tratamentos individuais. O
estudo demonstrou que, embora a AMT e a CLZ apresentem potencial hepatotoxico
guando aplicadas isoladamente, sua associacdo atenuou os efeitos citotoxicos e
mitocondriais em células HepG2, possivelmente em decorréncia de interacfes
metabdlicas que modulam a resposta celular. Esses achados contribuem para o
entendimento da toxicidade da mistura desses herbicidas e reforcam a importancia de
abordagens experimentais que considerem exposi¢cées combinadas na avaliacéo de
riscos ambientais e a salde de animais e seres humanos.

Palavras-chave: Hepatotoxicologia. Células Hepaticas. Bioenergética. Herbicidas.
Agricultura sustentavel.



ABSTRACT

The intensive use of herbicides in modern agriculture, such as ametryn (AMT) and
clomazone (CLZ), has raised increasing concern regarding their environmental
impacts and risks to human and animal health. Exposure to these compounds may
cause toxic effects in different organs and systems of non-target organisms. After
ingestion or contact in animals and humans, these substances can be absorbed and
distributed through the bloodstream, reaching various tissues, particularly the liver, the
main organ responsible for xenobiotic metabolism. In this context, the present study
evaluated the hepatotoxicity of AMT and CLZ, individually and in combination, using
HepG2 cells as an in vitro experimental model. Cells were exposed to concentrations
of 50, 100, 150, and 200 uM, and cytotoxicity was assessed through assays of cell
proliferation, metabolic viability, membrane integrity, and the release of hepatic
enzymes (ALT, AST, and ALP). Additionally, mitochondrial bioenergetic analyses were
performed, including the assessment of mitochondrial membrane potential,
mitochondrial mass, mitochondrial activity, and intracellular ATP levels, aiming to
elucidate the involvement of mitochondria in cellular toxicity. The results demonstrated
that isolated exposure to the herbicides promoted a significant reduction in cell viability
and impairment of mitochondrial function in HepG2 cells. Clomazone showed greater
cytotoxicity, with a significant decrease in cell proliferation and metabolic activity
starting at 100 yM after 24 h, intensifying at 150 and 200 yM after 48 h of exposure.
Ametryn exhibited intermediate toxicity, with a significant decrease in cell viability
mainly at concentrations of 150 and 200 uM, with more pronounced effects after 48 h.
These findings were accompanied by alterations in mitochondrial bioenergetics,
including a reduction in mitochondrial membrane potential and decreased intracellular
ATP levels, particularly at the highest concentrations tested (150 and 200 pM). A
significant increase in the release of hepatic enzymes ALT, AST, and ALP was also
observed following isolated exposure to clomazone and ametryn, particularly at 150
and 200 uM after 48 h, indicating cellular injury and impairment of hepatocellular
integrity. In contrast, combined exposure to AMT and CLZ resulted in less intense
cytotoxic and bioenergetic effects compared to those observed for each compound
individually, characterizing an antagonistic effect, especially at concentrations of 150
and 200 uM and after 48 hours of exposure, with lower reduction in cell viability,
reduced mitochondrial impairment, and decreased release of hepatic enzymes
compared to individual treatments. The study demonstrated that although AMT and
CLZ exhibit hepatotoxic potential when applied individually, their combination
attenuated cytotoxic and mitochondrial effects in HepG2 cells, possibly due to
metabolic interactions that modulate the cellular response. These findings contribute
to the understanding of the toxicity of mixtures of these herbicides and reinforce the
importance of experimental approaches that consider combined exposures in
environmental and human and animal health risk assessment.

Keywords: Hepatotoxicology. Hepatic cells. Bioenergetics. Herbicides. Sustainable
agriculture.
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1 INTRODUCAO

O uso indiscriminado de praguicidas na agricultura moderna tem causado
preocupacdes crescentes quanto a contaminacdo ambiental e aos impactos sobre a
saude humana e ecossistémica. Esses compostos, amplamente empregados no
controle de organismos indesejaveis e na maximizacdo da produtividade agricola,
podem ocasionar danos ao solo, ao ar, aos recursos hidricos, a flora e a fauna (Melo
et al., 2010). A aplicacao frequente e concomitante de diferentes praguicidas favorece
0o acumulo de residuos no ambiente, sua mobilizagdo em corpos d’agua e a
transferéncia ao longo das cadeias troficas, potencializando efeitos toxicos sobre
organismos nao alvo. Apesar da relevancia do tema, a magnitude desses impactos e
suas repercussOes de longo prazo ainda nao estdo plenamente elucidadas,
evidenciando a necessidade de investigacdes que subsidiem a avaliagdo de risco
ambiental e o risco toxicolégico de seres nao-alvo. (Vieira et al., 2017; Panico et al.,
2022).

A ametrina (AMT) integra a lista divulgada em 2018 pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) como um dos 20
praguicidas mais utilizados no Brasil entre 2012 e 2017 (IBAMA, 2018), sendo
amplamente empregada no controle de plantas daninhas em diferentes culturas
agricolas. Em virtude de sua elevada persisténcia ambiental e potencial de
bioacumulacdo, a ametrina pode desencadear efeitos croénicos em organismos
expostos (Santos Junior et al., 2021). A clomazona (CLZ), por sua vez, é um herbicida
destinado ao controle de gramineas anuais e plantas daninhas de folhas largas,
geralmente aplicado em pré-plantio e pré-emergéncia. A elevada solubilidade em
agua da CLZ esté associada a sua alta mobilidade em matrizes ambientais e facilidade
de absorcdo por organismos, enquanto sua meia-vida prolongada reflete resisténcia
aos processos de degradacdo. Essas caracteristicas, em conjunto, favorecem sua
persisténcia ambiental e aumentam o risco de exposi¢do crénica, podendo contribuir
para processos de bioacumulagdo, especialmente sob condicbes de exposicao
continua (Wang et al., 2022).

Evidéncias experimentais indicam que a exposicdo a praguicidas pode
comprometer processos metabolicos essenciais, destacando-se altera¢cdes na funcéo
mitocondrial, reducdo da producdo de ATP, incremento da geracdo de espécies

reativas de oxigénio e inducéo de citotoxicidade. A mitocondria é reconhecida como
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um dos principais alvos celulares de xenobioticos, exercendo papel central nos
mecanismos de toxicidade hepética. Estudos demonstram que a CLZ é capaz de
induzir disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo e resposta inflamatoria em modelos
celulares, sugerindo que o comprometimento da bioenergética celular constitui um
evento-chave na toxicidade desse composto (Tavares et al., 2014).

De forma semelhante, evidéncias experimentais também demonstram que a
ametrina interfere diretamente na bioenergética mitocondrial. Estudos conduzidos
com mitocéndrias isoladas evidenciaram que a AMT promove alteragdes na
respiragcao mitocondrial, com comprometimento da cadeia transportadora de elétrons
e reducdo da eficiencia da fosforilacdo oxidativa. Essas alteracbes foram
acompanhadas por diminuicdo da producdo de ATP e aumento da geracdo de
espécies reativas de oxigénio, indicando que a mitocdndria constitui um importante
alvo da toxicidade induzida por esse herbicida. Além disso, a ametrina foi capaz de
promover alteragbes no potencial de membrana mitocondrial, sugerindo
comprometimento da integridade funcional da organela e prejuizo na homeostase
energética celular. Resultados recentes obtidos pelo grupo de pesquisa utilizando
mitocondrias isoladas reforcam esse mecanismo, demonstrando que a exposicéo a
ametrina e a clomazona promove disfun¢éo bioenergética mitocondrial, caracterizada
por alteracdes na respiracdo mitocondrial, reducédo da producdo de ATP e aumento
do estresse oxidativo. O estudo também evidenciou que a associacdo entre 0s
herbicidas pode modular esses efeitos, indicando a ocorréncia de interagdes
metabdlicas complexas que influenciam a extensdo do dano mitocondrial. Esses
achados destacam a mitocondria como alvo central na toxicidade induzida pela AMT
e pela CLZ e reforcam a relevancia da avaliagcao da bioenergética mitocondrial para a
compreensao dos mecanismos de hepatotoxicidade associados a exposicéo isolada
e combinada a esses herbicidas (Miranda et al., 2025).

Adicionalmente, a avaliagdo de misturas de praguicidas tem evidenciado que
interacbes quimicas podem resultar em respostas celulares amplificadas ou
inesperadas. Em modelo HepG2, Conte et al. (2022) demonstraram que a associagcao
de fipronil, glifosato e imidacloprida promoveu efeitos citotoxicos de natureza
sinérgica, com reducéo do potencial de membrana mitocondrial, aumento da producéo
de espécies reativas e elevacdo de enzimas hepéticas, ultrapassando as previsdes

dos modelos classicos de aditividade. Esses resultados reforcam que a exposicao
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concomitante a xenobidticos pode intensificar 0 comprometimento da bioenergética
celular e da homeostase hepética.

De forma complementar, estudos in vivo também apontam para efeitos
relevantes da associacdo entre AMT e CLZ. Miranda et al. (2025) observaram, em
zebrafish expostos a concentracdes ambientalmente relevantes desses herbicidas,
alteracdes significativas em biomarcadores de les@o hepatica, bem como modulacéo
das respostas bioldgicas quando a AMT e CLZ foram administrados em mistura,
evidenciando a complexidade das intera¢fes toxicoldgicas.

A utilizacdo de modelos in vitro, como as células HepG2, constitui ferramenta
essencial para a investigacdo da toxicidade hepética e para a elucidagdo dos
mecanismos celulares subjacentes aos efeitos de praguicidas. Essas células,
derivadas de hepatocarcinoma humano, preservam diversas fungdes especializadas
dos hepatocitos normais, incluindo a capacidade metabdlica e de biotransformacgéao
de xenobidticos, sendo amplamente empregadas em estudos toxicolOgicos.

Apesar da ampla utilizacdo agricola da AMT e da CLZ, a literatura cientifica
ainda apresenta lacunas no que se refere a avaliacdo integrada dos efeitos
combinados desses compostos sobre a citotoxicidade e a bioenergética mitocondrial
em modelos celulares hepaticos. Embora existam evidéncias in vivo de alteracdes
hepaticas induzidas por esses herbicidas (Miranda et al., 2025), s&o escassos 0s
estudos que investigam, de forma sistematica, parametros como potencial de
membrana mitocondrial, integridade mitocondrial e niveis intracelulares de ATP em
condi¢cdes de coexposicdo. Nesse sentido, o estudo recentemente publicado por dos
Santos Silva et al. (2025), utilizando mitocondrias isoladas, representa um avanco
significativo ao demonstrar, de maneira direta, os alvos mitocondriais especificos da
AMT e CLZ. Aintegracao desses achados mecanisticos com os resultados obtidos no
presente estudo em células HepG2 reforca a relevancia da mitocéndria como elo
central entre a exposicdo a esses herbicidas e o0 desenvolvimento de
hepatotoxicidade, além de evidenciar a importancia de abordagens complementares,
envolvendo modelos subcelulares e celulares para a avaliagdo dos riscos associados
a exposicao isolada e combinada a esses compostos. A maioria das investigacfes
disponiveis concentra-se em modelos in vivo ou em outras linhagens celulares, como
THP-1, nas quais a CLZ demonstrou induzir disfungcdo mitocondrial, producdo de

espécies reativas de oxigénio e resposta inflamatoria (IL-8) (Tavares et al., 2014).
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Diante desse contexto, o presente estudo avaliou os efeitos toxicos dos
herbicidas AMT e CLZ, isolados e em associacdo, com o objetivo de compreender 0s
mecanismos celulares envolvidos na citotoxicidade e na disfungcdo bioenergética
induzidas por esses compostos. A investigagao buscou contribuir para o entendimento
dos processos de toxicidade associados a exposicdo a herbicidas, fornecendo
subsidios cientificos relevantes para a avaliacdo de riscos a saude humana e animal.
De forma complementar, os resultados obtidos podem auxiliar, ainda que de maneira

indireta, na discusséo sobre praticas agricolas mais seguras e sustentaveis.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral
Avaliar os mecanismos da hepatotoxicidade da AMT e CLZ e da associagao

das duas substancias em células HepG2.

2.2 Objetivos Especificos
) Avaliar a citotoxicidade dos herbicidas AMT e CLZ, isolados e em associagdo, em
células HepG2, por meio de ensaios de proliferacéo celular, viabilidade metabdlica,

integridade de membrana e viabilidade celular.
I) Investigar se a associacdo AMT e CLZ apresenta efeito sinérgico ou antagonico.
[) Investigar o envolvimento da mitocondria na toxicidade dos herbicidas por meio da

avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial, produgdo de ATP, atividade e

massa mitocondrial em células HepG2 expostas aos herbicidas.
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3 HIPOTESE

Os herbicidas ametrina e clomazona alteram processos metabdlicos
essenciais, promovendo hepatotoxicidade por meio da disfun¢gdo mitocondrial e da
inducdo de citotoxicidade em células HepG2. A exposicdo associada a ambos 0s
compostos pode potencializar esses efeitos, sugerindo uma acado sinérgica que
intensifica 0 comprometimento da bioenergética mitocondrial e a perda da viabilidade

celular.



23

4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Herbicidas

A utilizacdo de compostos para maximizar a producdo agricola e pecuaria tem
se tornado algo cada vez mais comum ao longo dos anos. Apesar de demonstrarem
eficiéncia no controle de pragas, a presenca desses compostos representa risco para
0 meio ambiente e organismos néo alvos com efeitos colaterais ainda ndo descritos
pela literatura (Miranda et al., 2020)

O manual com orientacdes e principais procedimentos para registro de
praguicidas, divulgado em 2012 com base na Lei 7.802, de 1989, e no Decreto 4.074,
de 2002, descreve que para um produto ser comercializado ele precisa passar por
avaliacao técnica da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do MAPA e
do IBAMA e durante a andlise dos 6rgaos reguladores, sao considerados o0s riscos a
saude humana, perigos e consequéncias para o meio ambiente, além da eficacia do
composto sobre reducao de pragas e doencas. A rigidez e evolucéo da legislacdo e
do sistema de registro garantem que os produtos colocados a disposi¢cao do usuério
sejam seguros, quando bem utilizados. Porém, os praguicidas podem ser toxicos
devido ao uso inadequado e sua toxicidade depende das propriedades dos
ingredientes ativos e inertes do produto (Tavella et al., 2011).

Outro fator a ser considerado é a presenca de residuos nos alimentos que
chegam para o consumidor final. Pensando nisso a ANVISA criou em 2001 um projeto
para analise de residuos em alimentos e a partir de 2003 foi institucionalizado como
Programa de Analise de Residuos de Praguicidas em Alimentos (PARA) através da
Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDC n° 119, de 19 de maio de 2003. O programa
tem como objetivo o monitoramento de residuos de praguicidas em alimentos para
avaliar os riscos da ingestdo desses compostos pela dieta (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria, 2019).

O Brasil possui condi¢des favoraveis para o agronegocio, o clima e abundancia
de terras faz com que anualmente os investimentos em pesquisa e tecnologia
agropecudria aumentem significativamente, e apesar da boa perspectiva de renda
nacional para manter a alta produtividade se torna necessaria a utilizacdo de
compostos quimicos e em 2021 o Brasil foi 0 maior importador de praguicidas do

mundo (Gongalves; Delabona, 2022).
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Os praguicidas podem ser classificados de acordo com o organismo-alvo ou
com sua finalidade de uso, sendo divididos principalmente em inseticidas, herbicidas,
fungicidas, acaricidas, nematicidas e rodenticidas. Os inseticidas sdo utilizados no
controle de insetos-praga; os fungicidas atuam contra fungos fitopatogénicos; os
herbicidas sdo empregados no controle de plantas daninhas; enquanto acaricidas,
nematicidas e rodenticidas sdo destinados ao controle de acaros, nematoides e
roedores, respectivamente. Entre essas classes, os herbicidas representam uma das
categorias mais amplamente utilizadas na agricultura moderna, devido a necessidade
de controle eficiente da competicdo entre culturas agricolas e plantas invasoras,
contribuindo para o aumento da produtividade e da eficiéncia dos sistemas agricolas.
No entanto, o uso intensivo desses compostos também tem sido associado a riscos
ambientais e toxicologicos, especialmente em organismos ndo alvo, destacando a
importancia da avaliagdo de seus efeitos biologicos (Damalas; Eleftherohorinos, 2011;
Carvalho, 2017).

Quando se trata da escolha do herbicida, algumas questdes devem ser levadas
em consideragcao como: seletividade - seletivos ou ndo seletivos; absorcéo pela planta
- herbicidas de solo e foliares; tipos de acdo - sistémicos ou de contato; tempo de
aplicacao - pré-plantio, pré-emergente ou pos-emergente.

Uma técnica amplamente utilizada para o controle de plantas daninhas é a
associacao de dois ou mais herbicidas. Entre as principais vantagens apresentadas
estdo o aumento do espectro de controle das ervas daninhas, a reducéo de custos e
a prevencdo do surgimento de plantas resistentes aos herbicidas (Gressel, 1990;
Dekker, 1995; Damalas; Eleftherohorinos, 2001). A associacdo dos herbicidas
ametrina e clomazona pode ser encontrada no mercado com 0S nomes comerciais:
SINERGE EC (FMC), MegaBR-Duo (Ourofino) e Crossover (Ourofino).

Esses herbicidas cumprem o papel de proteger as culturas agricolas e propiciar
maior produtividade e, consequentemente, ampliar a producéo de alimentos, mas o
seu uso indiscriminado pode trazer sérios problemas para o meio ambiente e para a
saude humana e animal. Tendo em vista que em 2020 o Brasil comercializou mais de
685 milhdes de toneladas de praguicidas comumente utilizados em plantacdes de
cana-de-agucar, algodéo, café, soja e outras culturas, a contaminac¢éo por residuos
dessas substancias em alimentos, agua e intoxicagcdo aguda ou cronica torna esse

um problema de saude publica (Goncalves; Delabona, 2022).
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4.2 Ametrina

A Ametrina (Figura 1) & um herbicida que compde uma s-triazina formada por
um grupo tiometil, um grupo etil e um grupo isopropil, formando a estrutura que leva o
nome de 2-N-etil-4-N-isopropil-6-tiometil1,3,5-triazina-2,4-diamino. Ela € um herbicida
seletivo sistémico com classificacéo Il sendo considerada altamente toxica e utilizada
no combate de plantas daninhas anuais (folhas estreitas e largas), que esta
associada, principalmente, as culturas de abacaxi, banana, café, cana-de-agucar,

citros e milho (Junior et al., 2021).

FIGURA 1 - Estrutura quimica do herbicida ametrina.
SCHs;
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(Fonte: Adaptado de PubChem)
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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).

Apo6s avaliagcdo de amostras de agua e sedimentos do rio Pardo, S&do Paulo,
durante a estacao chuvosa foi constatada a presenca da ametrina, evidenciando a
necessidade de intensificacdo na fiscalizagdo sobre a utilizagdo deste composto
guimico nas lavouras, conforme descrito por Machado et al. (2017), a poluicao de rios
préximos a areas urbanas representam um risco para a saude humana por conta da
exposicao direta aos produtos quimicos ou ingestao de agua e peixes contaminados.
Stefano et al. (2022) realizaram estudo em Porto Alegre para identificar a ocorréncia
de contaminagdo por praguicidas em aguas subterraneas, pois na zona sul da cidade
€ onde se predomina a agricultura e a 4gua oriunda de pocfes e nascentes sao
utilizadas para abastecer aproximadamente 25% da populacdo da cidade. Em mais
de 90% das amostras foram detectados residuos de praguicidas, incluindo ametrina,
e grande parte dessas amostras foram contaminadas apos lixiviagao ou disperséo do

ar durante o processo de aplicagdo na lavoura.
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Além da contaminacdo ambiental, a exposicdo a ametrina também pode
ocorrer por meio da ingestdo de alimentos contendo residuos desse herbicida.
Estudos reportam a presenca de ametrina em produtos agricolas, como abacaxi e
cenoura, com concentra¢des detectaveis em niveis de até 0,16 mg/kg em base seca,
evidenciando que culturas alimentares podem atuar como importante via de exposicao
para organismos nao alvo, incluindo seres humanos. Esses achados reforcam a
preocupacao quanto ao consumo crénico de alimentos contaminados e destacam a
necessidade de avaliagcGes toxicoldgicas que considerem a ingestdo dietética como

uma rota relevante de exposicao a ametrina (Dos Santos Silva et al., 2025)

4.3 Clomazona

O herbicida Clomazona 2-(2-clorofenil) metil-4,4-dimetil-3-isoxazolidinona
(Figura 2), representante da classe isoxazolidinona, foi desenvolvido noinicio de 1980
para o controle de gramineas anuais e ervas daninhas de folhas largas em uma ampla
variedade de culturas e localizagcbes (GUNASEKARA et al., 2009).

FIGURA 2 - Estrutura quimica do herbicida clomazona.
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(Fonte: Adaptado de PubChem)
E considerado um herbicida seletivo, utilizado em pré ou pos-emergéncia inicial

no controle de varias espécies daninhas em culturas como a de arroz, soja, mandioca,
cana-de-acucar e algoddo (Andres; Machado, 2004). No Brasil j& foi comercializado
com os nomes de Gamit StarR e Gamit 500 ECR, ambos formulados como
concentrado emulsionavel, na concentracdo de 800 e 500 g de ingrediente ativo de
clomazona por litro, respectivamente. Atualmente € comercializado com o nome de
Gamit 360 CSR.

Apesar de ser bastante efetivo, a clomazona provoca ampla contaminagao

ambiental devido a sua elevada solubilidade em agua (1.100 mg.L?), além da meia-
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vida média de 28 a 84 dias, sendo que seus residuos podem permanecer por até 130
dias no ambiente (Zanella et al., 2002).

A clomazona € um potencial poluente dos recursos hidricos por ser
amplamente utilizada na agricultura. Lopez-Pifieiro et al. (2022) avaliaram a eficiéncia
da adicao de biocarvao de azinheira para corre¢cao organica do solo nas propriedades
produtoras de arroz. Eles observaram que a presenca do biocarvdo aumentou a
persisténcia de clomazona no solo irrigado por aspersao, possibilitando que um maior
indice de clomazona sofresse lixiviagdo independente de como havia sido o preparo
do solo antes do plantio.

Além da contaminacdo ambiental, a exposicdo a clomazona também pode
ocorrer por meio da ingestdo de alimentos contendo residuos desse herbicida.
Estudos de avaliacdo de risco dietético demonstraram a presenca de clomazona em
culturas agricolas, como soja e soja verde, com niveis quantificaveis apos aplicacéo
em condi¢des de boas préticas agricolas, indicando que alimentos podem atuar como
via relevante de exposicao humana. De forma semelhante, analises de residuos em
graos de arroz detectaram a presenca de clomazona em concentracdes dentro dos
limites estabelecidos pelo Codex Alimentarius (0,1 mg/kg), evidenciando a ocorréncia
desse herbicida em produtos destinados ao consumo humano. Esses achados
reforcam a importancia do monitoramento de residuos em alimentos e da avaliacéo
toxicologica considerando a ingestéao dietética como uma rota potencial de exposi¢éo
a clomazona (Pang et al., 2020; Dors et al., 2011).

O modo de acdo da clomazona em organismos segue sendo estudado para
desvendar o mecanismo de toxicidade causada pela presenca do composto.
Fagundes et al. (2015) relataram o primeiro surto de intoxicagdo causada em um
rebanho de ovelhas. A contaminacdo da pastagem e dos animais se deu apoés
aplicacdo aérea da clomazona em um arrozal proximo a localizacdo da fazenda, e
apos 10 dias os animais apresentaram 0sS primeiros sinais de intoxicagdo com
fraqueza, dificuldade de locomocgé&o, anorexia e respiracdo acelerada. Residuos do
herbicida foram encontrados nas amostras de solo, vegetacao e no figado, rim e

musculo esquelético das ovelhas mortas.
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4.4 Mistura de Herbicidas

O emprego de misturas de herbicidas constitui uma pratica amplamente
adotada na agricultura moderna, visando ampliar o espectro de controle de plantas
daninhas, retardar o desenvolvimento de resisténcia e otimizar a eficiéncia
agrondmica. Em sistemas vegetais, essas associa¢cdes frequentemente resultam em
efeito sinérgico, decorrente da atuacao simultanea sobre diferentes alvos metabdlicos
e da inibicdo dos mecanismos de detoxificacdo, o que favorece o acumulo intracelular
dos compostos e a intensificagdo da fitotoxicidade.

Entretanto, em modelos bioldgicos ndo vegetais, o comportamento toxicolégico
das misturas pode divergir significativamente. Estudos conduzidos com ametrina e
clomazona em zebrafish demonstraram que, embora os herbicidas isolados tenham
promovido alteracdes enziméticas compativeis com hepatotoxicidade (aumento de
AST, ALT e ALP) e neurotoxicidade (inibicdo da atividade da acetilcolinesterase), a
associacao entre ambos apresentou comportamento predominantemente antagonista
em parametros fisioldgicos e bioquimicos, com atenuacédo de danos em relacdo aos
tratamentos individuais. Observou-se, por exemplo, preservacao da inflacado da bexiga
natatoria e mitigacao da inibicdo da AChE nas exposi¢cdes combinadas, evidenciando
modulacéo da toxicidade da mistura (Miranda et al., 2025).

Do ponto de vista mecanistico, a toxicidade de misturas depende da
convergéncia de alvos moleculares, da toxicocinética e da capacidade adaptativa do
sistema biologico. Conceitos contemporaneos de avaliacdo de misturas descrevem
gue o sinergismo tende a ocorrer quando diferentes substancias compartilham o
mesmo mecanismo de acdo ou quando um composto atua como potencializador da
biodisponibilidade ou da toxicidade de outro. Em contrapartida, quando os compostos
atuam em vias moleculares distintas e sao eficientemente metabolizados, os efeitos
combinados tendem a ser aditivos ou até antagonistas, refletindo a atuacdo de
mecanismos compensatorios e limites fisiolégicos de resposta celular (Bloch et al.,
2023).

Em modelos celulares humanos, como células HepG2, a elevada capacidade
metabodlica hepética favorece a ocorréncia de interacbes metabdlicas complexas.
Embora existam relatos de sinergismo em misturas de pesticidas capazes de induzir
concomitantemente estresse oxidativo, disfun¢céo mitocondrial, reducdo do potencial

de membrana mitocondrial e aumento da citotoxicidade, esse comportamento nao é
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universal e depende fortemente da natureza quimica dos compostos e de sua
interacdo metabolica (Conte et al., 2022).

Esses achados reforcam a importancia de avaliar misturas quimicas em
modelos biolégicos distintos, uma vez que extrapolacdes diretas entre sistemas
vegetais e humanos podem conduzir a interpretacbes equivocadas sobre risco
toxicologico. Além disso, destacam a relevancia da bioenergética mitocondrial como
eixo central na compreensdo dos efeitos celulares de herbicidas, uma vez que
alteracdes na producdo de ATP, no potencial de membrana mitocondrial e na
dindmica mitocondrial podem atuar tanto como mecanismos de toxicidade quanto

como respostas adaptativas frente a exposigcdo combinada.

4.5 Toxicologia

A toxicologia € a ciéncia que estuda substancias quimicas, investigando suas
propriedades quimicas e fisicas, bem como seus efeitos fisiologicos e
comportamentais nos organismos vivos. Toxinas sdo substancias que, quando
ingeridas ou em contato com a pele em quantidades suficientes, podem causar
doencas ou morte (Langman & Kapur, 2006).

Conforme descrito por Kaplan e Pesce (1984), a toxicologia abrange diversas
areas, sendo dividida em:

) Toxicologia Ambiental: Foca na avaliacdo dos efeitos nocivos de compostos
guimicos no meio ambiente, examinando como essas substancias interagem através
das cadeias bioldgicas e afetam 0s ecossistemas.

1)) Toxicologia Clinica: Relaciona-se ao uso de produtos quimicos para o0
tratamento de patologias, analisando os efeitos adversos que esses produtos podem
ter em Orgaos ou sistemas nédo relacionados ao tratamento.

1)) Toxicologia Forense: Dedica-se aos aspectos nocivos de produtos quimicos ou
venenos, investigando casos de intoxicagao para propositos legais.

A toxicologia € uma ciéncia multidisciplinar crucial para entender 0s riscos
associados a exposi¢ao a substancias quimicas. Através de bioensaios e estudos em
diversos organismos, os toxicologistas podem identificar os perigos potenciais e
desenvolver estratégias para mitigar os riscos, protegendo tanto a sautde humana

guanto a ambiental.
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4.6 Toxicidade em Organismos N&o Alvos

A toxicidade em organismos nao-alvos € um tema de crescente preocupacao
devido ao uso intensivo de produtos quimicos, como pesticidas e herbicidas, na
agricultura e na industria. Esses compostos, embora eficazes no controle de pragas e
ervas daninhas, podem ter efeitos adversos significativos em organismos que nao sao
o alvo pretendido. A exposi¢do a esses quimicos pode ocorrer de diversas maneiras,
incluindo a contaminacgéo do solo, da agua e do ar, resultando em impactos ambientais
e de saude publica. Apesar de demonstrarem eficiéncia no controle de pragas, a
presenca desses compostos representa risco para 0 meio ambiente e organismos nao
alvos com efeitos colaterais ainda ndo descritos totalmente pela literatura.

A utilizacdo desses compostos, especialmente na agricultura, expde o0s
trabalhadores a riscos de contaminacdo direta ou indireta de residuos oriundo das
aplicagdes. Conforme relatado por Silva et al. (2005), além do processo de preparagcao
e aplicacdo das substéancias € preciso considerar fatores externos como temperatura
e quantidade de esforc¢o fisico necessario para os procedimentos, pois: (I) substancias
guimicas + temperaturas elevadas aumentam a volatilizacdo dos compostos
tornando-os disponiveis para inalacdo e/ou absorcdo cutanea e (Il) substancias
guimicas + esforco fisico aumentam a ventilacdo pulmonar fazendo com que maiores
guantidade de compostos sejam inaladas com o ar gerando assim quadros de
intoxicacdo aguda ou cronica.

A maioria das intoxicacdes se da pelas vias respiratéria e dérmica e em menor
guantidade pela via oral, a aplicacdo incorreta dos produtos associada a nao utilizacéo
dos equipamentos de protecéo individual aumentam significativamente as chances de
problemas a curto e longo prazo. A exposi¢cdo por um curto periodo causa efeitos
agudos como tontura, vémito e desorientacdo, ja a exposicao prolongada a baixas
concentracfes causa efeitos crénicos como alteracdes imunoldgicas e reducdes na
eficiéncia do sistema respiratorio (Silva et al., 2005; Scharmach, Silva, Campos,
2020).

Em 2010, foi relatado um surto de intoxicacao por inseticidas organofosforados
e piretroides em vacas leiteiras no municipio de Cuiaba, Mato Grosso. Este incidente
resultou na morte de onze vacas de um total de 25 animais expostos. Os principais
sinais clinicos observados incluiram apatia, anorexia, sialorreia, diarreia escura com

estrias de sangue, tremores musculares, incoordenacéao e dificuldade respiratoria. As
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necropsias revelaram edema pulmonar, enfisema subpleural e hemorragias em varios
orgaos. (Mendonca et al., 2010). Um relato na literatura descreve a intoxicacdo de
bovinos causada pela ingestdo de agua contaminada com mancozebe (fungicida) e
forato (inseticida, acaricida e nematicida). Em um incidente documentado por Oliveira-
Filho et al. (2010), 20 dos 49 bovinos em uma propriedade vieram a 6bito poucas
horas apds apresentarem sinais clinicos de agressividade, tremores musculares,
diarreia e alteragdes na coordenacdo motora. Este episddio destaca os riscos de
contaminagao ambiental por pesticidas e a necessidade de manejo adequado desses
produtos na agricultura para evitar danos a organismos nao-alvo.

Animais, tanto domésticos quanto selvagens, sdo vulneraveis aos efeitos
toxicos dos praguicidas. Exemplos de impactos incluem:
I) Abelhas: A exposi¢cao a neonicotindides tem sido ligada ao declinio das populacdes
de abelhas, afetando a polinizac&o e a biodiversidade.
II) Passaros e Mamiferos: Praguicidas podem causar mortalidade direta e afetar a
reproducao e comportamento alimentar.
[Il) Peixes e Organismos Aquéticos: Praguicidas que contaminam corpos d'agua sao
altamente tOxicos para a vida aquatica, causando mortalidade e disfuncdes
reprodutivas.

Embora os praguicidas sejam fundamentais para a agricultura, é crucial

equilibrar seus beneficios com os riscos para organismos nao alvos.

4.7 O Figado como Alvo Principal dos Xenobioticos

O figado desempenha um papel crucial na biotransformacao e eliminagédo de
xenobidticos, substéncias estranhas ao organismo, incluindo farmacos, toxinas
ambientais e praguicidas. Este processo converte substancias hidrofébicas em
hidrossoluveis facilitando na eliminagéo pelo organismo (Guillouzo, 1998; Ponce et al.,
2018). Devido a sua localizagcdo estratégica no sistema porta-hepatico, rica
vascularizacéo e intensa atividade metabdlica, o figado € frequentemente exposto a
altos niveis de xenobidticos.

O figado é o principal orgdo envolvido no processo de biotransformacao e
metabolismo de xenobidticos, dessa forma, torna-se o principal alvo dos mecanismos
de toxicidade dessas substancias. A exposicdo a esses compostos pode levar a uma

série de eventos adversos, incluindo hepatite, necrose hepatocelular, cirrose e até
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mesmo o desenvolvimento de cancer de figado. Devido as desvantagens dos estudos
em modelos in vivo, como por exemplo a influéncia de varias substancias endégenas
sobre as exdgenas, 0s sistemas hepaticos in vitro representam uma melhor
abordagem experimental para rastrear potenciais compostos hepatotoxicos e
investigar mecanismos pelos quais as substancias quimicas induzem as lesfes
hepaticas (Guillouzo, 1998; Carvalho et al., 2013).

4.8 Células HepG2, Modelo de Estudo In Vitro

Diversos modelos celulares hepaticos estao disponiveis para pesquisa, cada
um com suas proprias vantagens e desvantagens. Hepatdcitos isolados e culturas
primarias de hepatdcitos sdo considerados os modelos celulares hepaticos mais
proximos da fisiologia hepatica in vivo.

As células HepG2 constituem um modelo amplamente utilizado em estudos
toxicologicos in vitro; entretanto, apresentam limitacfes importantes que devem ser
consideradas na interpretacdo dos resultados. Por se tratarem de células derivadas
de carcinoma hepatocelular humano, néo reproduzem completamente a
complexidade funcional dos hepatécitos normais, especialmente no que se refere a
regulacdo metabdolica e a resposta a xenobioticos. Alteracdes genéticas e fenotipicas
inerentes a sua origem tumoral podem influenciar vias de sinalizacdo celular,
proliferacdo e mecanismos de resposta ao estresse (Wilkening; Sturm; Hengstler,
2003; Donato et al., 2015).

Outra limitacdo relevante esta relacionada a capacidade reduzida de
metabolizacdo de xenobidticos. As células HepG2 apresentam expressao e atividade
significativamente menores de enzimas do sistema citocromo P450 (CYPs), quando
comparadas a hepatdcitos primarios humanos. Essa deficiéncia pode comprometer a
avaliacdo de compostos que dependem de bioativacdo metabdlica para exercer
toxicidade, levando a subestimacéo ou interpretacdo incompleta dos efeitos toxicos
(Guo et al., 2011; Donato et al., 2015).

Além disso, as células HepG2 nao reproduzem adequadamente a arquitetura
tridimensional do figado nem a interacdo com outros tipos celulares hepéticos, como
células de Kupffer, células estreladas e células endoteliais sinusoidais. Essa auséncia
de microambiente hepético limita a avaliacdo de respostas inflamatorias, fibrogénicas

e imunoldgicas, que sdo fundamentais em processos de hepatotoxicidade in vivo
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(Godoy et al., 2013). Outro ponto relevante é que, devido ao seu perfil proliferativo
elevado, tipico de células tumorais, as HepG2 podem apresentar respostas celulares
diferentes daquelas observadas em hepatdcitos quiescentes, o que pode impactar a
interpretacdo de ensaios de viabilidade, proliferacdo e morte celular, especialmente
em estudos de exposi¢ao cronica (Hornsby et al., 2009).

Por fim, embora apresentem boa reprodutibilidade, as células HepG2 podem
sofrer alteracdes fenotipicas ao longo de sucessivas passagens em cultura, o que
pode afetar a consisténcia dos resultados experimentais. Dessa forma, o nimero de
passagens deve ser cuidadosamente controlado, e os resultados obtidos com esse
modelo devem, sempre que possivel, ser complementados com outros sistemas
experimentais, a fim de garantir maior robustez e relevancia biolégica (Hengstler et
al.,, 2002; Pan et al., 2009).

Apesar dessas limitagcbes, as células HepG2 apresentam vantagens
importantes que justificam seu amplo uso como modelo experimental. Essa linhagem
celular apresenta facilidade de cultivo, elevada estabilidade fenotipica e alta
reprodutibilidade entre diferentes experimentos. Além disso, s&o células
metabolicamente ativas, capazes de manter diversas funcdes hepaticas, permitindo a
avaliacdo de multiplos alvos celulares e metabdlicos envolvidos na toxicidade de
xenobidticos (Kazama et al., 2022). Outra caracteristicaimportante é que séo capazes
de simular a funcdo hepética de um organismo in vitro, sendo possivel identificar
multiplos alvos metabolicos e moleculares em toxicidades induzidas por xenobioticos.

As células HepG2 possuem morfologia semelhante ao parénquima hepatico e
mantém as caracteristicas e a maioria das fungcdes especializadas dos hepatécitos
normais, embora derivadas de um hepatoblastoma, as células HepG2 séo
consideradas nao tumorigénicas em modelos de pesquisa in vitro. Isso significa que
elas ndo formam tumores quando injetadas em modelos animais, tornando-as seguras
para uma variedade de estudos laboratoriais sem o risco de induzir crescimento
tumoral inadvertido. Além da auséncia de tumorigenicidade que as tornam seguras
para o estudo, as células HepG2 apresentam diversas caracteristicas que as tornam
ideais para estudos in vitro:

I) Crescimento em Monocamada e Agregados: As células HepG2 aderem a superficie

do cultivo e proliferam em monocamada, formando uma camada uniforme de células.
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Em algumas condicbes, podem formar agregados tridimensionais, imitando
parcialmente a organizacéo espacial do figado in vivo.

II) Aderéncia a Superficie: A aderéncia a superficie do cultivo facilita a manipulagéo e
analise das células, permitindo a realizagdo de diversos experimentos, como ensaios
de citocinas, testes de toxicidade e estudos de migracao celular.

lIl) Facilidade de Manipulacao: As células HepG2 sao facilmente transfectadas com
plasmideos e vetores virais, permitindo a introducdo de genes especificos para
estudos de funcdo génica e expresséao de proteinas recombinantes.

IV) Alta Reprodutibilidade: As células HepG2 apresentam alta reprodutibilidade entre
diferentes lotes e laboratdrios, facilitando a comparacéo de resultados e a validagéo
de experimentos.

Essas caracteristicas tornam esse modelo particularmente Util para estudos
mecanisticos, especialmente aqueles voltados a investigacdo da disfuncéo
mitocondrial e da viabilidade celular. Dessa forma, apesar das limitagdes inerentes ao
modelo, as células HepG2 constituem uma ferramenta experimental adequada e
amplamente consolidada para avaliacdo da hepatotoxicidade induzida por

xenobidticos, incluindo herbicidas.

4.9 Bioenergética Mitocondrial

A bioenergética mitocondrial desempenha papel central na toxicidade hepatica
induzida por xenobidticos, especialmente no contexto da exposicdo a praguicidas.
Estudos em células HepG2 demonstram que diferentes pesticidas sado capazes de
alterar parametros mitocondriais, incluindo reducdo do potencial de membrana
mitocondrial (AWm), diminuicdo da produ¢cdo de ATP e aumento da geragcdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO). Por exemplo, a exposicdo ao fungicida
kresoxim-methyl promoveu comprometimento da respiracdo mitocondrial em células
HepG2 apos 24 h, evidenciando prejuizo na capacidade bioenergética celular. De
forma semelhante, pesticidas organoclorados, como p,p’-DDE e B-HCH, reduziram o
potencial de membrana mitocondrial, os niveis de ATP e a taxa de consumo de
oxigénio, confirmando disfungcdo mitocondrial como mecanismo de citotoxicidade
hepatica. Além disso, inseticidas organofosforados como o clorpirifés também

induziram estresse oxidativo e disfungcédo mitocondrial em células HepG2, reforcando
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gue a mitocondria constitui um alvo sensivel a toxicidade induzida por praguicidas
(Vandensande et al., 2024; Liu et al., 2017; Montanari et al., 2024).
Além disso, substancias como a piraclostrobina também induziram disfungéo
mitocondrial, aumento de ERO, liberacdo de citocromo c e ativacdo de caspases,
caracterizando apoptose mediada por mitocondrias (Li et al., 2023).

Em um contexto molecular mais amplo, praguicidas como imidacloprido e
imazalil demonstraram reduzir o AWYm em células HepG2, promovendo aumento de
ROS e apoptose, reforcando a estreita relacdo entre disfuncdo mitocondrial e morte
celular (Zhang et al., 2022).

Esses achados, embora realizados com diferentes classes de praguicidas,
evidenciam que a perturbacdo da bioenergética mitocondrial caracterizada por
reducao do potencial de membrana, diminuicdo da producao de ATP e aumento do
estresse oxidativo, constitui um mecanismo recorrente de citotoxicidade em células
hepaticas, reforcando a relevancia de investigar esses parametros no contexto
especifico da ametrina e da clomazona.

Além disso, a mitocdndria € um dos principais alvos de xenobiéticos devido ao
seu papel central na fosforilagdo oxidativa e na regulacdo do metabolismo energético
celular. A interferéncia na cadeia transportadora de elétrons (CTE), especialmente nos
complexos | e lll, pode levar ao vazamento de elétrons e a formacéo excessiva de
ERO, desencadeando danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA mitocondrial
(mtDNA), o que compromete ainda mais a eficiéncia bioenergética (Nunes et al., 2018;
Wallace, 2012).

Outro aspecto relevante é que o comprometimento da bioenergética
mitocondrial pode ativar vias de morte celular tanto apoptéticas quanto necréticas,
dependendo da intensidade do dano. A perda do AWm esta diretamente associada a
abertura do poro de transicao de permeabilidade mitocondrial (mPTP), promovendo
liberacdo de fatores pro-apoptoticos, como o citocromo c, e ativagdo da cascata de
caspases (Green; Reed, 1998; Ott et al., 2007). Em situa¢cfes de dano mais severo, a
deplecdo de ATP pode direcionar a célula para necrose, ampliando o dano tecidual.

Adicionalmente, alteracfes na bioenergética mitocondrial estdo intimamente
relacionadas a modulacdo do metabolismo hepatico e a capacidade de detoxificagdo

celular. A disfungdo mitocondrial pode comprometer processos como [-oxidacéo de
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acidos graxos e metabolismo de xenobidticos, exacerbando o acumulo de metabdlitos
téxicos e intensificando a lesdo hepatica (Pessayre; Frost; Mansouri, 2012).

No contexto de misturas quimicas, como a associacdo entre ametrina e
clomazona, os efeitos sobre a bioenergética mitocondrial podem ser ainda mais
complexos, envolvendo interac6es do tipo aditiva, sinérgica ou antagénica. Essas
interacdes podem modular a extensdo do dano mitocondrial e, consequentemente, a
resposta celular, destacando a importancia de estudos que avaliem ndo apenas
compostos isolados, mas também suas combinac¢des (Backhaus; Faust, 2012).

Diante desse panorama, torna-se evidente a importancia de avaliar a influéncia
da bioenergética mitocondrial em células HepG2 expostas aos herbicidas ametrina e
clomazona, tanto isoladamente quanto em associacdo. Ao investigar parametros
como potencial de membrana mitocondrial, integridade mitocondrial e producéo de
ATP, este estudo busca preencher uma lacuna relevante na literatura e contribuir para
a compreensdo dos mecanismos de toxicidade hepatica induzida por herbicidas,

especialmente no contexto de exposi¢cdes combinadas.
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5 MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratério de Bioquimica
Metabolica e Toxicologica (LaBMeT) da Unesp, Campus de Dracena, por meio de
estudos em células HepG2. Todos os ensaios, realizados em triplicata, contaram com
controles positivos (maximo efeito toxico) e controles negativos (auséncia de efeito

téxico).

5.1 Reagentes
Os herbicidas AMT (45321) e CLZ (46120) foram adquiridos da empresa
Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Todos os demais reagentes utilizados neste estudo foram

adquiridos com o mais alto grau de pureza.

5.2 Cultura das Células HepG2

As células HepG2 utilizadas neste estudo foram disponibilizadas pelo Prof. Dr.
Daniel J. Dorta, da Universidade de Sao Paulo (USP), campus Ribeirdo Preto. Esta
linhagem celular humana (American Type Culture Collection — ATCC, n.° HB8065) foi
originalmente isolada em 1975, a partir de tecido hepatico de um paciente pediatrico
argentino de 15 anos, diagnosticado com carcinoma hepatocelular diferenciado. As
células HepG2 entre a 102 e a 152 passagens, foram cultivadas em meio Minimum
Essential Medium (MEM), suplementado com aminoéacidos n&o essenciais (0,1 mM),
piruvato de sodio (1 mM), L-glutamina (2 mM) e sais de Earle. Adicionalmente, 0 meio
foi enriqguecido com 10% de soro bovino fetal (SBF), penicilina G (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL), para garantir condi¢des ideais de crescimento.

O cultivo foi realizado em frascos de cultura mantidos em estufa climatizada,
sob atmosfera umidificada com 5% de COz2, a temperatura constante de 37 °C (Figura
5). Apbs um periodo médio de 4 a 5 dias, necessario para o completo crescimento e
adeséo das células ao fundo dos frascos, a viabilidade celular foi avaliada por meio
do teste de exclusdo com azul de tripan (0,25%).

A contagem celular foi realizada utilizando camara de Neubauer (Figura 3), sob
microscopio optico (Carl Zeiss, Alemanha), com objetiva de aumento de 10x. Apenas
culturas que apresentaram viabilidade = 90% foram consideradas aptas para os

experimentos.
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As células viaveis foram, entdo, plagueadas em densidades apropriadas
conforme o tipo de analise, sendo incubadas novamente por 24 horas, em estufa a
37 °C e atmosfera com 5% de CO:2 (Figura 4 e 5), a fim de garantir adequada adesao
celular antes do inicio das exposi¢cdes aos herbicidas e dos ensaios subsequentes
(Strober, 2015).

FIGURA 3 - Representacédo da visao superior da camara de Neubauer, da laminula

e da grade de contagem.
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Fonte: Adaptado de Moura et al. (2008).

FIGURA 4 - Visao microscoépica das células HepG2 (utilizando objetiva com aumento
10x). As células estao aderidas a placa de cultivo ap6s incubacédo a 37°C e sob

atmosfera com 5% de CO2.

Fonte: Elaborado pela autora.
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FIGURA 5 - Esquema representativo do cultivo celular.
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Fonte: Elaborada pela autora com uso do BioRender.com.

5.3 Ensaios Citotoxicoldgicos

5.3.1 Ensaio de proliferacao celular

A avaliagdo da proliferagdo celular das células HepG?2 foi realizada por meio do
ensaio colorimétrico com Sulforodamina B (SRB), conforme metodologia proposta por
Skehan et al. (1990). Para o experimento, as células foram semeadas em densidade
de 1 x 10° células/mL, utilizando meio MEM completo, em placas de 24 pocos.

As placas foram incubadas por 24 horas em estufa climatizada a 37 °C, sob
atmosfera com 5% de CO,, para permitir a adesao celular. Apds esse periodo, as
células aderidas foram expostas as diferentes concentra¢6es dos herbicidas ametrina
e clomazona, isoladamente e em combinagao (50, 100, 150 e 200 uM). Os grupos
controles incluiram: controle negativo (dimetilsulfoxido — DMSO a 0,1% v/v) e controle
positivo (terc-butil hidroperéxido a 100 uM).

As culturas foram entdo mantidas em estufa por 24 e 48 horas, sob as mesmas
condi¢cOes de temperatura e CO,. Ao final de cada tempo experimental, o0 meio de
cultura foi removido e as células foram lavadas com solugéo tampéo fosfato (PBS, 10
mM, pH 7,4). Em seguida, as células aderidas foram fixadas com metanol 100%, por

2 horas, lavadas novamente com PBS estéril e entdo coradas com SRB a 0,5% (m/v),
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diluida em solucéo de acido acético a 1% (v/v), permanecendo em incubacgado por 60
minutos.

Apo6s o tempo de coloracdo, o excesso de corante foi retirado com lavagens
sucessivas com acido acético a 1%. O corante fixado as proteinas celulares foi entdo
solubilizado com tampé&o Tris 10 mM (pH 10). A absorbéancia da solucéo obtida foi lida
a 540 nm, em leitor de placas espectrofotométrico (EZ Read 2000, Biochrom,
Cambridge, USA). Os dados foram expressos como a reducdo percentual da
absorbancia em relacdo ao controle negativo, refletindo a inibicdo da proliferacao

celular.

Principio: O ensaio com Sulforodamina B (SRB) baseia-se na capacidade desse
corante anibnico de se ligar de forma estequiométrica aos residuos de aminoacidos
basicos presentes nas proteinas celulares. Essa propriedade permite que ele seja
amplamente utilizado para avaliar a proliferacdo celular, jA que a intensidade da
coloracao retida pelas células ao final do experimento € diretamente proporcional a
guantidade de proteinas totais — e, consequentemente, ao numero de células viaveis
aderidas ao substrato (Skehan et al., 1990).

5.3.2 Ensaios de viabilidade celular

5.3.2.1 MTT: Avaliagéo da atividade metabdlica das células HepG2

A atividade metabdlica celular foi determinada por meio do ensaio de reducédo
do corante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazd6lio (MTT), conforme metodologia
descrita por Denizot; Lang (1986). Para isso, células da linhagem HepG2 foram
semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 2 x 10* células/mL, utilizando meio
MEM completo.

Apo6s 24 horas de incubacéo para adesao celular, as culturas foram expostas
as diferentes concentracdes dos herbicidas ametrina e clomazona, aplicados
isoladamente e em associagdo, nas doses de 50, 100, 150 e 200 uM, com trés
repeticbes independentes para cada condicdo experimental. As células
permaneceram em incubacao por 24 e 48 horas, em estufa climatizada a 37 °C com

atmosfera contendo 5% de CO,.
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Ao término de cada periodo de exposicao, foi adicionada ao meio de cultura
uma solucao de MTT a 0,5% (5 mg/mL), com nova incubacdo por 3 horas, sob as
mesmas condi¢cdes. Apos a formacao dos cristais de formazan, o meio foi descartado
e os cristais foram solubilizados em uma mistura de dimetilsulfoxido (DMSQO) e tampéao
glicina 0,2 M, pH 10,2. A leitura da absorbancia foi realizada em 570 nm utilizando um
leitor de microplacas EZ Read 2000 (Biochrom, Cambridge, UK). Os resultados
obtidos foram expressos como percentual de variacdo na absorbancia em relagcéo ao

grupo controle (células néo tratadas).

Principio: O corante MTT é reduzido por oxidorredutases ou desidrogenases
dependentes de NADPH de células viaveis em formazan de cor purpura, que pode
entdo ser solubilizado para andlise espectrofotométrica. A quantidade total de
formazan produzida pela reducé&o do MTT é diretamente proporcional ao numero de

células viaveis na cultura.

5.3.2.2 LDH: Avaliacdo da integridade da membrana celular das células HepG2

A integridade da membrana plasmaética das células HepG2 foi analisada por
meio da quantificacdo da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) liberada
para o meio extracelular, como marcador de dano celular. Para esse ensaio, as células
foram cultivadas em placas de 24 pogos, na densidade de 1 x 10° células/mL,
utilizando meio DMEM livre de vermelho de fenol. Ap6s periodo de adeséao, as culturas
foram tratadas com os herbicidas ametrina e clomazona, tanto isoladamente quanto
em associa¢do, nas concentra¢gdes de 50, 100, 150 e 200 uM, com trés repeticdes
independentes para cada condi¢c&o experimental.

Como controle positivo, foi utilizada uma solucao de Triton X-100 a 0,2% (v/v),
aplicada por 15 minutos a 37 °C, promovendo lise total das células. As exposi¢cdes aos
herbicidas ocorreram por 24 e 48 horas, sob atmosfera controlada com 5% de CO, a
37 °C.

Ao término do tempo de exposicao, foram coletadas aliquotas de 50 uL do
sobrenadante de cada poco, previamente mantidas em gelo, e adicionadas a cubetas
termostatizadas a 37 °C, contendo 1 mL do reagente substrato, conforme instrugdes
do kit comercial (Laborclin, Brasil). A variagcdo da absorbancia foi medida em 340 nm

durante 4 minutos, utilizando o espectrofotémetro DUB00 (Beckman, Fullerton, EUA).
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A atividade enzimatica da lactato desidrogenase (LDH) foi calculada utilizando a
féormula de conversdo fornecida pelo fabricante, considerando a variacdo de

absorbancia ao longo do tempo de leitura e o fator de converséo fornecido pelo kit.

Atividade (LDH) = [(Abs inicial — Abs final) / tempo de leitura] x fator de converséo

Os valores obtidos refletem o grau de dano na membrana celular causado pelos

herbicidas em diferentes condicdes de exposic¢ao.

Principio: O ensaio LDH mede a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH),
normalmente presente no citoplasma das células. Com a perda da integridade da
membrana celular, a enzima LDH é liberada no meio de cultivo e sua atividade é entdo
mensurada. Se a atividade da LDH estd aumentada no meio, significa que ha perda
de integridade da membrana celular e consequentemente esta diminuida a viabilidade
das células HepG2. A quantidade de LDH no meio de cultura é, portanto, um indicador

indireto da morte celular e citotoxicidade.

5.3.2.3 Teste de exclusédo do azul de tripan

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de exclusdo do azul de tripan.
Apoés a obtencao da suspenséo celular, uma aliquota da amostra foi misturada, em
proporcao adequada, a solucéo de azul de tripan, para a coloracdo, foram misturados
50 pL da suspenséao celular com 50 pL da solucdo de azul de tripan (0,5%). Em
seguida, a mistura foi aplicada em camara de Neubauer para contagem celular em
microscépio optico. As células viaveis, que ndo absorveram o corante, foram
distinguidas das células inviaveis, que apresentaram coloracdo azul, permitindo o
célculo da porcentagem de viabilidade celular.

O percentual de viabilidade celular foi determinado com base na razao entre o

namero de células viaveis e o total de células contadas (Altman et al., 1993).

Principio: O ensaio de exclusao com azul de tripan € um método amplamente utilizado
para avaliar a viabilidade celular com base na integridade da membrana plasmatica.
Esse principio se baseia no fato de que células viaveis, com membranas integras, nao

permitem a entrada do corante azul de tripan, permanecendo incolores. Em
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contrapartida, células danificadas ou mortas, com membranas comprometidas,
permitem a penetracdo do corante, adquirindo coloracdo azul. A andlise quantitativa
€ realizada por meio da contagem das células coradas (nao viaveis) e ndo coradas

(viaveis) em uma camara de Neubauer, utilizando microscopia optica (Strober, 2015).

5.3.3 Ensaio potencial de membrana mitocondrial (Agm)

Neste experimento, o potencial de membrana mitocondrial (Awm) foi analisado
como um dos marcadores da bioenergética celular. Apds o cultivo das células HepG2
na densidade de aproximadamente 1 x 10° células/mL, as mesmas foram expostas
as diferentes concentracfes de ametrina e clomazona, tanto isoladamente quanto em
associagao, nas concentracoes de 50, 100, 150 e 200 yM, por 24 e 48 horas. Ao final
dos periodos de exposicao, as células foram lavadas com solugéo salina tamponada
com fosfato (PBS), submetidas a digestdo enzimatica com tripsina e, posteriormente,
incubadas com tetrametilrodamina metil éster (TMRM) na concentracéo de 6,6 uM, a
37 °C por 30 minutos, conforme metodologia adaptada de Imberti et al. (1993).

ApoOs essa etapa, as amostras celulares foram lisadas com solugdo de Triton
X-100 a 0,1% (v/v), permitindo a liberagcdo da TMRM previamente acumulada nas
mitocondrias. A fluorescéncia correspondente ao corante foi mensurada por meio de
espectrofluorimetro RFPC 5301 (Shimadzu, Toquio, Japao), com excitacdo em 485
nm e emissdo em 590 nm. Os dados de fluorescéncia foram expressos em
porcentagem relativa ao grupo controle (DMSO), refletindo a variagdo do potencial

mitocondrial frente & exposi¢ao aos herbicidas.

Principio: Esse ensaio baseia-se na deteccéo de variacdes na fluorescéncia emitida
pelo corante tetrametil rodamina metil éster (TMRM), uma molécula catiénica e
lipofilica que atravessa facilmente a membrana celular e se acumula de forma seletiva
nas mitocondrias funcionais. Esse acumulo € diretamente proporcional ao potencial
de membrana mitocondrial (AWYm), de modo que niveis elevados de polarizagao
mitocondrial resultam em maior intensidade de fluorescéncia registrada (Imberti et al.,
1993).
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5.3.4 Ensaio de quantificacdo da massa mitocondrial com MitoTracker™ Green
(MTG)

A quantificacdo da massa mitocondrial foi realizada utilizando o corante
fluorescente MitoTracker™ Green FM (MTG) (Invitrogen), para a realizag&o do ensaio,
as células HepG2 foram plaqueadas em densidade de 1 x 10° células/mL em placas
de 24 pocos, por 24 horas. Apds esse periodo, o meio foi substituido por novo meio
contendo os tratamentos com ametrina, clomazona, isoladas e combinadas, nas
concentragdes de 50, 100, 150 e 200 uM, com trés repeticbes para cada condi¢cao
experimental.

Apos os tempos estabelecidos de exposicdo (24 h e 48 h), o meio de cultura foi
coletado em tubos Falcon de 15 mL devidamente identificados. As células foram
lavadas com 1 mL de PBS (nao estéril), tripsinizadas com 500 pL de tripsina por 6
minutos a 37 °C, e a reacgao foi interrompida com a adicdo do meio recolhido
anteriormente. As suspensdes celulares foram entdo centrifugadas a 1500 rpm por 6
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado, e as células foram lavadas com meio
completo sem vermelho de fenol, seguidas por nova centrifugacdo sob as mesmas
condicodes.

As células foram entéo ressuspensas em 999,3 uL de meio sem vermelho de
fenol contendo 0,7 pL de solucéo estoque de MTG (74,4 uM em DMSO), obtendo uma
concentracéo final de 50 nmol/L. A mistura foi incubada por 30 minutos a 37 °C,
protegida da luz. Apos o periodo de incubacédo, a fluorescéncia foi quantificada
utilizando leitor de placas com excitagdo em 490 nm e emissdo em 516 nm. Os valores
obtidos foram expressos em porcentagem relativa a fluorescéncia do grupo controle
(DMSO0).

Principio: O ensaio de gquantificacdo da massa mitocondrial com o corante
MitoTracker™ Green (MTG) baseia-se na capacidade desse corante fluorescente de
se ligar especificamente aos lipidios presentes na membrana das mitocondrias de
células vivas. Ao penetrar nas células, o MTG se acumula nas mitocondrias de forma
proporcional a quantidade total dessas organelas, refletindo, assim, a massa
mitocondrial presente. A intensidade da fluorescéncia emitida pelo corante, medida
por meio de técnicas de fluorescéncia, permite a avaliagdo quantitativa da massa

mitocondrial, possibilitando o monitoramento de variacfes relacionadas ao numero,
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tamanho ou integridade das mitocondrias em resposta a diferentes condi¢coes
experimentais. Dessa forma, o MTG é uma ferramenta eficiente e sensivel para

investigar alteragdes na biogénese e morfologia mitocondrial em estudos celulares.

5.3.5 Ensaio de quantificacdo da atividade mitocondrial com MitoTracker™
Orange (MTO)

A atividade mitocondrial foi avaliada por meio da coloracdo com a sonda
fluorescente M7511 — MitoTracker Laranja CM-H,TMRos (554/576 nm) (Invitrogen),
para o experimento, as células HepG2 foram semeadas em placas de 24 poc¢os na
concentragdo de 1 x 10° células/mL em meio de cultura completo e incubadas a 37
°C com 5% de CO, por 24 horas, garantindo adequada ades&o celular. Em seguida,
o meio foi substituido e os tratamentos com ametrina, clomazona, isoladas e
associadas, foram aplicados nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 yM, em
triplicata para cada condi¢éo. Como controle positivo de inibigdo mitocondrial, utilizou-
se oligomicina a 15 uM.

Apbs 24 e 48 horas de exposicdo, as células foram coletadas conforme
protocolo: o meio de cultura foi transferido para tubos Falcon de 15 mL previamente
identificados; as células foram lavadas com 1 mL de PBS (n&o estéril), tripsinizadas
com 500 pL de tripsina por 6 minutos a 37 °C e a acao da tripsina foi inativada pela
adicdo do meio previamente coletado. A suspenséao celular foi centrifugada a 1500
rpm por 6 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, as células lavadas com
meio completo sem vermelho de fenol, centrifugadas novamente e ressuspendidas
em 997,9 uL de meio completo sem vermelho de fenol acrescido de 2,1 uL da solugao
de MTO (11,7 uM em DMSO), totalizando concentracdo final de 25 nmol/L. As
amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos, protegidas da luz.

Posteriormente, a fluorescéncia das células foi medida em espectrofluorimetro
com excita¢cdo a 554 nm e emissdo a 576 nm. Os valores de fluorescéncia obtidos
foram expressos como porcentagem em relacdo ao grupo controle (DMSO), refletindo

alteracOes na atividade mitocondrial induzidas pelos tratamentos.

Principio: O ensaio de quantificagcdo da atividade mitocondrial com o corante
MitoTracker Laranja CM-H,TMRos (MTO) baseia-se na capacidade desse corante

fluorescente de se acumular preferencialmente nas mitocondrias ativas que
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apresentam potencial de membrana mitocondrial intacto. Diferentemente de sondas
gue marcam a massa mitocondrial total, o MTO é um marcador sensivel a
funcionalidade mitocondrial, pois sua captacdo depende do estado eletroquimico da
membrana mitocondrial. Assim, a intensidade da fluorescéncia vermelha emitida pelo
corante estd diretamente relacionada a atividade metabdlica das mitocondrias,
permitindo a avaliacédo da saude e funcdo mitocondrial em células vivas por meio de

técnicas fluorométricas.

5.3.6 Ensaio de determinagéo dos niveis intracelulares de ATP

Para quantificar os niveis de ATP nas células HepG2, foi utilizado o sistema
luciferina-luciferase, que consome ATP para emitir luz, por meio do kit comercial ATP
Bioluminescent Assay Kit (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), conforme
orientacdes do fabricante. Aproximadamente 1 x 10° células HepG2 foram cultivadas
em placas de 24 pocos e expostas a diferentes concentracdes dos herbicidas ametrina
e clomazona, isolados e associados, nas concentragbes de 50, 100, 150 e 200 pM,
por periodos de 24 e 48 horas. Ao término do tratamento, as culturas foram lavadas
com PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células foram submetidas a extracdo com 1 mL de acido perclorico
(HCLO,) 1 M mantido a 4 °C. A mistura foi centrifugada a 2000 x g por 10 minutos em
temperatura refrigerada, e uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foi coletada para
neutralizacdo com solucdo de KOH 2 M e Tris-HCI 100 mM, pH 7,8, totalizando 1 mL.
Apébs nova neutralizacdo, a amostra foi centrifugada a 15.000 x g por 10 minutos, e
100 pL do sobrenadante clarificado foi utilizado para quantificacdo do ATP por
bioluminescéncia, empregando um luminémetro Sirius | (Berthold Detection Systems,
Pforzheim, Alemanha), seguindo as instru¢des do kit. Os resultados foram expressos

em nmol de ATP por 10° células.

Principio: O método é baseado no sistema enziméatico luciferina-luciferase, onde a
luciferase catalisa a oxidagdo da luciferina na presenca de ATP, resultando na
emissao de luz proporcional a quantidade de ATP presente na amostra. A intensidade
da bioluminescéncia gerada pode ser medida por um luminémetro, permitindo uma
guantificacéo altamente sensivel e especifica dos niveis de ATP (Buc-calderon; Frélin,
1994; Tomashevsky et al., 2016).
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5.3.7 Avaliacao das alteracdes enzimaticas em células HepG2

Para investigar possiveis alteracfes nos niveis das enzimas hepaticas
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase
alcalina (ALP), células HepG2 (1 x 10° células/mL) foram expostas aos herbicidas,
tanto de forma isolada quanto combinada, em diferentes concentracdes (50, 100, 150
e 200 uM), durante os periodos de 24 e 48 horas. Ap6s o tratamento, 0s
sobrenadantes das culturas foram coletados para anélise bioquimica.

As atividades das enzimas AST, ALT e ALP foram quantificadas por meio de
kits colorimétricos comerciais especificos (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil), conforme
as instrucdes do fabricante. As reacBes enzimaticas foram monitoradas
espectrofotometricamente, e os resultados foram expressos em unidades por litro
(U/L).

A presenca de alteragdes significativas nos niveis dessas enzimas pode indicar
dano hepatico funcional ou citotoxicidade, uma vez que tais biomarcadores sao
amplamente utilizados como indicadores de integridade celular e funcdo metabdlica
hepatica (Wang et al., 2021; Ozer et al., 2008). A AST e a ALT estéo principalmente
envolvidas no metabolismo de aminoacidos, sendo marcadores sensiveis para dano
hepatocelular. J& a ALP esta relacionada a funcdo de membrana plasmatica e

alterac6es no metabolismo da bile.

Principio: As enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e fosfatase alcalina (ALP) sdo marcadores bioquimicos fundamentais liberados
no meio extracelular quando ocorre dano nha membrana plasmatica ou alteragcdes na
funcdo celular, principalmente em hepatécitos. O principio do ensaio consiste na
guantificacdo da atividade dessas enzimas no sobrenadante do meio de cultura, apos
exposicdo das células a substancias potencialmente toxicas, utilizando Kkits
colorimétricos comerciais. A intensidade da reacdo enzimatica, geralmente baseada
na conversdao de substratos especificos em produtos detectaveis por

espectrofotometria, reflete o grau de dano celular.
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5.4 Microfotografias Fluorescentes relacionadas ao Potencial de Membrana
Mitocondrial (TMRM), Massa Mitocondrial (MTG) e Atividade Mitocondrial (MTO)

1 x 105 células/mL foram cultivadas em laminulas e expostas os herbicidas
ametrina e clomazona, isolados ou combinados, por 24 e 48h. ApOs o tempo de
incubacdo as células foram lavadas com PBS e posteriormente, incubadas com
TMRM 6,6 uM, MTG 50 nmol/L ou MTO 25 nmol/L & 37 °C por 30 minutos. Apos o
periodo de incubacéo, as células foram lavadas com PBS e as laminulas transferidas
para as respectivas laminas. As microfotografias foram registradas com o auxilio do
microscopio Nexcope NE700 com fluorescéncia Prime Life Science MF-BGU-LED-N
e camera Tucsen FL20BW utilizando o filtro azul para MTG e verde para MTO e
TMRM, no aumento de 40x. As imagens foram adquiridas com o software Software

Mosaic 3.0.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram conduzidos com pelo menos 3 repeticOes
biologicas de cada modelo experimental. Os dados foram expressos como média +
erro padrédo da média (EPM), obtidos a partir de trés experimentos independentes.

Para as analises em que os tratamentos foram comparados exclusivamente ao
grupo controle negativo (DMSO 0,1% v/v), foi aplicada andlise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Dunnett, considerando a média do controle como referéncia. As
diferencas estatisticamente significativas foram indicadas por asterisco (*), adotando-
se nivel de significancia de p < 0,05.

Para as analises comparativas entre todos 0s grupos experimentais, incluindo
os tratamentos isolados e a associacdo (AMT + CLZ), foi utilizada andlise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparacdes multiplas. Nessas andlises,
as diferencas estatisticamente significativas foram indicadas pelo simbolo jogo da
velha (#), considerando p < 0,05.

As andlises estatisticas foram realizadas separadamente para os periodos de
24 h e 48 h de exposicao, utilizando o software GraphPad Prism (versdo 5.0,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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7 RESULTADOS

7.1 Ensaios de Citotoxicidade:

7.1.1 Efeito da ametrina e clomazona na proliferacéo celular de células HepG2

A proliferacdo das células HepG2 foi avaliada por meio da quantificacdo da
proteina celular total, utilizando o ensaio com o corante Sulforodamina B (SRB), que
permite estimar indiretamente o numero de células viaveis aderidas ao substrato. A
reducédo na quantidade de proteina esta relacionada a inibicdo da proliferacdo celular
ou a perda de viabilidade. As células foram expostas as substancias AMT e CLZ, de
forma isolada e combinada, nas concentragbes de 50, 100, 150 e 200 uM, pelos
periodos de 24 e 48 horas. Os resultados representam a média de trés repeticdes
experimentais independentes.

Apos 24 horas de exposicdo, observou-se reducéao significativa da proliferacéo
celular em todos os tratamentos em relagdo ao grupo controle (p < 0,05), evidenciando
efeito citotoxico dos herbicidas. De modo geral, verificou-se uma tendéncia de
resposta dependente da dose, com maior inibicdo da proliferacdo a medida que
aumentaram as concentracdes. No entanto, os tratamentos com a associagdo de
ametrina (AMT) e clomazona (CLZ) apresentaram menor impacto sobre a proliferacéo
celular quando comparados as exposicdes isoladas, sugerindo um possivel efeito
antagonista entre os compostos. A clomazona isolada promoveu maior inibicdo nas
concentracfes mais elevadas, enquanto a ametrina apresentou efeito mais moderado
no mesmo periodo de exposic¢ao.

Apoés 48 horas, o efeito inibitdrio foi ainda mais pronunciado. A associagdo dos
dois herbicidas levou a uma reducdo acentuada na proliferagdo. Tanto a ametrina
guanto a clomazona, mesmo de forma isolada, causaram reducdes significativas na
densidade celular nas concentragdes de 100 yM em diante, refor¢cando a influéncia do
tempo de exposigcao sobre a toxicidade.

Esses resultados indicam que a exposicdo as substancias testadas
compromete significativamente a proliferacdo das células HepG2 de forma dose- e
tempo-dependente, sendo a associacdo entre ametrina e clomazona a que

apresentou maior potencial citotéxico nesse modelo experimental.
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FIGURA 6 - Proliferacéo celular de células HepG2 apés exposi¢cdo a AMT, CLZ e
associacao (AMT + CLZ) ap6s 24h e 48h, avaliada pelo ensaio de sulforodamina B
(SRB). Os dados séao expressos como média + EPM obtidos a partir de trés
experimentos independentes realizados com diferentes populagdes de células.
*Estatisticamente significante em relag&o ao grupo controle (p<0,05). C = controle,

apenas 0,1% de DMSO; CP = controle positivo com adi¢cao T-butil 200uM.
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FIGURA 7 - Comparacdao entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre a Proliferacdo celular nas células HepG2 expostas por 24
horas.

#Estatisticamente significante em relagc&o a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 8 - Comparacéao entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre a Proliferacdo celular nas células HepG2 expostas por 48
horas.

#Estatisticamente significante em relacdo a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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7.1.2 Atividade metabdlica celular avaliada pelo ensaio de MTT

O ensaio de MTT € uma técnica bastante utilizada para estimar a viabilidade e
a atividade metabdlica das células em cultura. Esse método se baseia na capacidade
das mitocondrias das células vivas de reduzir o corante MTT, um sal de tetrazdlio de
coloracdo amarela, transformando-o em formazan, um composto insoluvel de cor
roxa. Essa conversdo ocorre por meio de enzimas ativas nho metabolismo celular,
especialmente na cadeia respiratoria mitocondrial. Apenas as células
metabolicamente integras conseguem promover essa reac¢do, o que torna o teste um
marcador confiavel de viabilidade. O acimulo de formazan é diretamente relacionado
ao numero de células viaveis na amostra. Apés a formacéo dos cristais, estes séo
solubilizados com um reagente apropriado (como o DMSO) e sua absorbancia é
mensurada por espectrofotometria, permitindo a quantificagcdo. Assim, valores
elevados de absorbancia indicam maior numero de células vivas, enquanto niveis
reduzidos de formazan apontam para comprometimento celular, seja por morte celular
ou inibicdo metabdlica causada por substancias testadas.

As células foram tratadas com ametrina (AMT), clomazona (CLZ) e a

associagao (AMT + CLZ) nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 uM, e incubadas
por 24 e 48 horas, com trés repeticdes para cada condicdo experimental.
Apobs 24 horas, observou-se uma reducao significativa na atividade metabdlica nas
concentracfes mais altas, principalmente no grupo tratado com a associacdo dos
herbicidas, que apresentou queda acentuada na conversao de MTT a partir de 150
MM. A clomazona isolada também reduziu a atividade mitocondrial de forma dose-
dependente, enquanto a ametrina isolada teve efeito mais leve nas mesmas
condigoes.

Apos 48 horas de exposicao, os efeitos citotdxicos tornaram-se mais evidentes.
A associagao entre AMT + CLZ causou redugdes significativas de viabilidade celular
em todas as concentra¢cfes, com destaque para as doses de 150 e 200 pM. Esses
achados indicam uma acéo sinérgica entre os dois herbicidas, intensificando os efeitos
deletérios sobre a funcdo mitocondrial. A queda na atividade do MTT demonstra que
a exposicdo prolongada compromete seriamente a viabilidade celular, de maneira

tempo- e dose-dependente.
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Figura 9 — Atividade metabdlica de células HepG2 apds exposicdo a AMT, CLZ e
associacao (AMT + CLZ) ap6s 24h e 48h. Os dados sédo expressos como média +
EPM obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados com diferentes
populacdes de células. *Estatisticamente significante em relagc&o ao grupo controle
(p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de DMSO; CP = controle positivo com adi¢c&o

CCCP 10uM.
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FIGURA 10 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre a Atividade metabdlica nas células HepG2 expostas por 24

horas. #Estatisticamente significante em relac&o a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 11 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre a Atividade metabdlica nas células HepG2 expostas por 48

horas. #Estatisticamente significante em relac&o a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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7.1.3 Atividade da lactato desidrogenase (LDH) como indicador de dano celular

A integridade da membrana plasmatica das células HepG2 foi avaliada por
meio da liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura apos
exposicao aos herbicidas ametrina (AMT) e clomazona (CLZ), aplicados isoladamente
e em combinagao, nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 yM, durante 24 e 48
horas. A liberacado extracelular da LDH é um marcador confiavel de citotoxicidade e
lesdo de membrana, uma vez que sua presenca no meio extracelular indica
comprometimento da estrutura celular.

Ap6s 24 horas de exposicdo, observou-se um aumento discreto e dose-
dependente da atividade de LDH nos grupos tratados, principalmente nas amostras
expostas a clomazona isolada e a associacdo entre AMT + CLZ, nas doses de 150 e
200 pM, embora nem todos os aumentos tenham sido estatisticamente significativos
em relagc&o ao grupo controle. A ametrina isolada apresentou efeitos mais sutis nesse
intervalo de tempo.

Com 48 horas de exposicao, o perfil de liberacdo de LDH tornou-se mais
acentuado, especialmente nas amostras tratadas com a combinacao dos herbicidas,
gue mostraram aumento significativo da atividade de LDH nas doses de 100 uM em
diante. Esse padrdo sugere que a associa¢cao entre AMT e CLZ promove maior dano
a membrana celular do que as substancias isoladas, indicando possivel efeito
sinérgico na citotoxicidade. Os resultados demonstram uma resposta tempo- e dose-
dependente, com os niveis mais elevados de LDH liberada observados na condi¢cao

combinada de 200 yM apéds 48 horas.
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FIGURA 12 - Atividade de LDH em HepG2 apds exposicdo a AMT, CLZ e
associacao (AMT + CLZ) ap6s 24h e 48h. Os dados sédo expressos como média +
EPM obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados com diferentes
populacdes de células. *Estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle
(p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de DMSO; CP = controle positivo com adicao
Triton x-100 0,2%.
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FIGURA 13 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre a Atividade de LDH extracelular nas células HepG2 expostas

por 24 horas. #Estatisticamente significante em relagéo a mistura dos herbicidas

(p<0,05).
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FIGURA 14 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre a Atividade de LDH extracelular nas células HepG2 expostas

por 48 horas. #Estatisticamente significante em relagéo a mistura dos herbicidas

(p<0,05).
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7.1.4 Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de exclusao de azul de tripan

A viabilidade celular das células HepG2 foi analisada utilizando o ensaio de
exclusédo de azul de tripan, um método classico baseado na integridade da membrana
celular. Células viaveis, com membranas integras, sdo capazes de excluir o corante,
permanecendo incolores, enquanto células mortas ou com membranas danificadas
absorvem o azul, adquirindo coloracdo visivel ao microscoépio. As células foram
expostas aos herbicidas ametrina (AMT), clomazona (CLZ) e a combinac¢do de ambos,
nas concentra¢cfes de 50, 100, 150 e 200 uM, por 24 e 48 horas, com trés repeticdes
para cada condicdo experimental.

Apbs 24 horas de exposicdo, observou-se uma redugdo moderada na
viabilidade celular, especialmente nos grupos tratados com clomazona isolada e com
a associacdo AMT + CLZ, nas concentra¢cdes de 150 e 200 uM, indicando aumento
na proporcao de células coradas, ou seja, inviaveis. A ametrina isolada, por sua vez,
apresentou menor impacto sobre a integridade celular nesse mesmo periodo.

No entanto, apds 48 horas, os efeitos citotdéxicos foram mais expressivos. A
associacdo dos herbicidas promoveu uma diminuicdo significativa na viabilidade
celular em todas as concentragdes testadas, com destaque para os grupos de 150 e
200 pM, que apresentaram a maior proporcao de células coradas com azul de tripan.
Esses resultados reforcam o efeito tempo- e dose-dependente da toxicidade induzida,

além de indicar um possivel efeito sinérgico quando os herbicidas sdo combinados.
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FIGURA 15 - Células HepG?2 viaveis apos exposicdo a AMT, CLZ e a associacao
(AMT + CLZ) por 24 h e 48 h, avaliada pelo ensaio de exclus&o do azul de tripan. Os
dados séo expressos como média £+ EPM obtidos a partir de trés experimentos
independentes realizados com diferentes populagdes de células. *Estatisticamente
significante em relac&o ao grupo controle (p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de

DMSO; CP = controle positivo com adi¢cdo Triton x-100 0,2%.
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FIGURA 16 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre as Células HepG?2 viaveis, avaliada por excluséo do azul de
tripan, apos exposicao por 24 horas. #Estatisticamente significante em relag&o a

mistura dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 17 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre as Células HepG?2 viaveis, avaliada por excluséo do azul de
tripan, apos exposicao por 48 horas. #Estatisticamente significante em relag&o a

mistura dos herbicidas (p<0,05).
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7.2 Ensaios de Atividade Mitocondrial

7.2.1 Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (AYm) com TMRM

O potencial de membrana mitocondrial (A¥Wm) foi avaliado nas células HepG2
utilizando a sonda fluorescente TMRM (tetrametilrodamina metil éster), a qual se
acumula seletivamente nas mitocéndrias de células com membranas mitocondriais
polarizadas. Redugbes na fluorescéncia do TMRM indicam despolarizacéo
mitocondrial, fendmeno associado a disfun¢cdes mitocondriais e processos iniciais de
morte celular. As células foram expostas aos herbicidas ametrina (AMT), clomazona
(CLZ) e a associacao AMT + CLZ, nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 uM, por
24 e 48 horas, em triplicata.

Tanto AMT quanto CLZ promoveram a redugéo do AWm em relagéo ao grupo
controle, com efeitos significantes a partir de 50 uM (Figura 18). A mistura dos
herbicidas reduziu o efeito em relagcdo aos compostos isolados, sendo que n&o foram
observados efeitos significantes em nenhuma concentracdo da mistura apés 24 horas
e no tempo 48 horas o efeito significante so6 foi observado a partir de 100 uM.

A comparacdo entre os efeitos das substancias isoladas com as
correspondentes misturas ndo mostrou diferenca estatistica em nenhuma das
concentragfes e nenhum dos tempos de incubacéo (Figura 19 e Figura 20).

As imagens representativas de microscopia de fluorescéncia (Figura 21 e
Figura 22) demonstram diferencas qualitativas claras no potencial de membrana
mitocondrial (AWm) entre os grupos experimentais. No grupo controle, observa-se
intensa fluorescéncia mitocondrial, distribuida de forma homogénea no citoplasma,
compativel com mitocéndrias polarizadas e funcionalmente integras. Em contraste, as
células expostas aos tratamentos com os herbicidas, isolados ou combinados,
apresentam reducdo evidente da intensidade de fluorescéncia da TMRM,
acompanhada por perda do padrdo mitocondrial caracteristico, indicando
despolarizacdo parcial ou completa da membrana mitocondrial interna. Esse efeito
sugere comprometimento da bioenergética mitocondrial, possivelmente associado a
disfuncdo da cadeia respiratoria e a diminuicdo da capacidade de manutencdo do
gradiente eletroquimico de protons. Portanto, as alteracGes qualitativas observadas

nas Figuras 21 e 22 corroboram os dados quantitativos de fluorescéncia apresentados
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na Figura 18, reforcando a hipotese de que os herbicidas AMT e CLZ induzem

toxicidade mitocondrial.

FIGURA 18 - Potencial de membrana mitocondrial (AWYm) das células HepG2
expostas a ametrina, clomazona ou a mistura dos dois herbicidas por 24 e 48 horas.
Os dados sado expressos como média + EPM obtidos a partir de trés experimentos
independentes realizados com diferentes popula¢fes de células. *Estatisticamente
significante em relac&o ao grupo controle (p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de
DMSO; CP = controle positivo com adi¢cdo de CCCP (cianeto de carbonil m-

clorofenil-hidrazona) 25 pM.
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FIGURA 19 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre o potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) das células
HepG2 expostas por 24 horas. #Estatisticamente significante em relagdo a mistura
dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 20 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre o potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) das células
HepG2 expostas por 48 horas. #Estatisticamente significante em relagdo a mistura
dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 21 - Microscopia de fluorescéncia do potencial de membrana mitocondrial
(AWYm) em células HepG2 ap6s 24 h de exposicdo, no aumento de 40x. As células
foram submetidas aos tratamentos controle, controle positivo com CCCP, e as
exposi¢cdes aos herbicidas ametrina, clomazona e e mistura (AMT + CLZ). A
fluorescéncia vermelha representa mitocondrias polarizadas, indicando a integridade
do AWm.
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FIGURA 22 - Microscopia de fluorescéncia do potencial de membrana mitocondrial
(AWYm) em células HepG2 ap6s 48 h de exposicdo, no aumento de 40x. As células
foram submetidas aos tratamentos controle, controle positivo com CCCP, e as
exposi¢cdes aos herbicidas ametrina, clomazona e e mistura (AMT + CLZ). A
fluorescéncia vermelha representa mitocondrias polarizadas, indicando a integridade
do AWm.
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7.2.2 Avaliacdo da massa mitocondrial com MitoTracker™ Green (MTG)

A massa mitocondrial das células HepG2 foi quantificada utilizando a sonda
fluorescente MitoTracker™ Green FM (MTG), que se liga de forma especifica aos
lipidios da membrana mitocondrial independentemente do potencial de membrana,
sendo amplamente empregada como marcador do numero e volume total de
mitocdndrias em células vivas. O ensaio permite detectar alteracbes na biogénese
mitocondrial ou inchago mitocondrial decorrente de processos toxicos. As células
foram tratadas com os herbicidas ametrina (AMT), clomazona (CLZ) e a combinacao
AMT + CLZ em quatro concentragdes (50, 100, 150 e 200 uM) e incubadas por 24 e
48 horas, com trés repeticdes para cada condigao.

A massa mitocondrial das células HepG2 foi significantemente reduzida em
relacdo ao grupo controle em todas as concentragdes testadas da AMT e da CLZ tanto
apos 24 horas quanto apos 48 horas de incubacéo (Figura 23). A mistura dos
herbicidas também reduziu a massa mitocondrial em todas as concentracdes e em
ambos os tempos de incubacao testados.

A comparacdo entre os efeitos das substancias isoladas com as
correspondentes misturas sobre a massa mitocondrial ndo mostrou diferenga
estatistica em nenhuma das concentracdes e nenhum dos tempos de incubacéo
(Figura 24 e Figura 25).

As imagens representativas de microscopia de fluorescéncia obtidas com a
sonda MitoTracker™ Green (MTG) (Figura 26 e Figura 27) evidenciam diferencas
gualitativas na massa mitocondrial entre 0s grupos experimentais. No grupo controle,
observa-se fluorescéncia mitocondrial intensa e uniformemente distribuida no
citoplasma, refletindo uma massa mitocondrial preservada e organizagao estrutural
compativel com células metabolicamente ativas. Ja as células submetidas aos
tratamentos com os herbicidas, isolados ou combinados, apresentam reducao
aparente da intensidade do sinal fluorescente da MTG, acompanhada de alteragdes
no padréo de distribuicdo mitocondrial, sugerindo diminuicdo da massa mitocondrial
e/ou desorganizacao da rede mitocondrial. Tais alteracfes podem estar associadas a
processos de mitofagia, inibicdo da biogénese mitocondrial ou dano estrutural
induzido pelos herbicidas. Os achados qualitativos observados nas Figura 26 e 27
corroboram os dados quantitativos apresentados na Figura 23, indicando que os

tratamentos interferem de forma significativa na homeostase mitocondrial.



FIGURA 23 - Massa mitocondrial nas células HepG2 expostas a ametrina,

clomazona ou a mistura dos dois herbicidas por 24 e 48 horas. Os dados sao
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expressos como média + EPM obtidos a partir de trés experimentos independentes

realizados com diferentes populacdes de células. *Estatisticamente significante em

relacdo ao grupo controle (p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de DMSO; CP =
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FIGURA 24 -
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Comparacéao entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos

dois herbicidas sobre a massa mitocondrial nas células HepG2 expostas por 24

horas. #Estatisticamente significante em relacéo a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 25 — Comparacéao entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre a massa mitocondrial nas células HepG2 expostas por 48

horas. #Estatisticamente significante em relacéo a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 26 — Massa mitocondrial em células HepG2 avaliada por microscopia de
fluorescéncia utilizando MitoTracker™ Green ap6s 24 h de exposi¢céo aos
tratamentos controle, controle positivo com oligomicina e aos herbicidas ametrina,

clomazona e mistura (AMT + CLZ). A fluorescéncia verde indica o conteudo

mitocondrial celular, independentemente do potencial de membrana mitocondrial
(AWm).
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FIGURA 27 — Massa mitocondrial em células HepG2 avaliada por microscopia de
fluorescéncia utilizando MitoTracker™ Green ap6s 48 h de exposi¢céo aos
tratamentos controle, controle positivo com oligomicina e aos herbicidas ametrina,
clomazona e mistura (AMT + CLZ). A fluorescéncia verde indica o conteudo
mitocondrial celular, independentemente do potencial de membrana mitocondrial
(A¥Ym).
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7.2.3 Avaliacéo da atividade mitocondrial com MitoTracker™ Orange (MTO)

A atividade mitocondrial nas células HepG2 foi avaliada utilizando a sonda
fluorescente MitoTracker™ Orange CM-H,TMRos (MTO), que se acumula nas
mitocdndrias de células vivas de forma dependente do potencial de membrana
mitocondrial. Assim, a intensidade de fluorescéncia emitida € um indicador direto da
atividade mitocondrial funcional, sendo sensivel a alteracbes precoces na
bioenergética celular. As células foram expostas aos herbicidas ametrina (AMT),
clomazona (CLZ) e a combinacdo de ambos (AMT + CLZ) nas concentra¢cdes de 50,
100, 150 e 200 pM, durante 24 e 48 horas, com trés repeticdes para cada condicao.

A atividade mitocondrial foi significantemente afetada em relacdo ao grupo
controle em todas as concentracdes testadas da AMT e da CLZ tanto apos 24 horas
guanto apos 48 horas de incubagdo (Figura 28). A mistura dos herbicidas também
reduziu os niveis de ATP em todas as concentracdes e em ambos os tempos de
incubacéo testados.

A comparacdo entre os efeitos das substancias isoladas com as
correspondentes misturas ndo mostrou diferenca estatistica em nenhuma das
concentragdes e nenhum dos tempos de incubacao (Figura 29 e Figura 30).

A analise por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda MitoTracker™
Orange (MTO) (Figura 31 e Figura 32) evidenciou alteracfes relevantes no estado
funcional das mitocondrias apds a exposicdo aos tratamentos experimentais. As
células do grupo controle apresentaram sinal fluorescente bem definido e distribuido
de maneira consistente ao longo do citoplasma, refletindo elevada atividade
mitocondrial e adequado funcionamento dos processos oxidativos. Por outro lado, nos
grupos tratados com AMT e CLZ, isolados ou combinados, observou-se atenuagao
progressiva da fluorescéncia da MTO, acompanhada por perda da definicdo estrutural
do padrao mitocondrial. Essas alteracfes indicam reducgao da fragcdo de mitocondrias
funcionalmente ativas, sugerindo prejuizo na eficiéncia bioenergética celular.
Considerando que a retencdo da MTO depende do estado funcional mitocondrial, a
diminuicdo do sinal fluorescente observada é indicativa de comprometimento da
atividade respiratoria e da capacidade oxidativa das mitocondrias. Assim, os achados
visuais apresentados nas Figuras 31 e 32 estdo em consonancia com os dados
obtidos nas analises quantitativas (Figura 28), reforcando a evidéncia de disfuncdo

mitocondrial induzida pelos herbicidas.
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FIGURA 28 - Atividade mitocondrial nas células HepG2 expostas a ametrina,
clomazona ou a mistura dos dois herbicidas por 24 e 48 horas. Os dados sdo
expressos como média + EPM obtidos a partir de trés experimentos independentes
realizados com diferentes populacdes de células. *Estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle (p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de DMSO; CP =

controle positivo com adicao de oligomicinal pug/mL.
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FIGURA 29 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre a massa mitocondrial nas células HepG2 expostas por 24

horas. #Estatisticamente significante em relacéo a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 30 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos

dois herbicidas sobre a atividade mitocondrial nas células HepG2 expostas por 48

horas. #Estatisticamente significante em relacéo a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 31 - Atividade mitocondrial em células HepG2 avaliada por microscopia de

fluorescéncia com MitoTracker™ Orange ap6s 24 h de exposi¢cado aos tratamentos

controle, controle positivo com oligomicina e aos herbicidas ametrina, clomazona e
mistura (AMT + CLZ). A fluorescéncia vermelha indica mitocondrias

metabolicamente ativas.
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FIGURA 32 - Atividade mitocondrial em células HepG2 avaliada por microscopia de

fluorescéncia com MitoTracker™ Orange apds 48 h de exposigao aos tratamentos

controle, controle positivo com oligomicina e aos herbicidas ametrina, clomazona e
mistura (AMT + CLZ). A fluorescéncia vermelha indica mitocondrias

metabolicamente ativas.
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7.2.4 Quantificacdo dos niveis intracelulares de ATP

A producdao de adenosina trifosfato (ATP) foi avaliada nas células HepG2 como
parametro de funcéo bioenergética, por meio de ensaio bioluminescente baseado no
sistema luciferina-luciferase, cuja emissdo de luz € diretamente proporcional a
guantidade de ATP presente na amostra. A deplecéo de ATP € considerada um dos
principais eventos associados a citotoxicidade mitocondrial e a indugdo de morte
celular. As células foram expostas aos herbicidas ametrina (AMT), clomazona (CLZ)
e a associagdo AMT + CLZ, nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 yM, durante 24
e 48 horas, em trés repeticdes para cada amostra.

Os niveis intracelulares de ATP foram significantemente afetados em relacéo

ao grupo controle em todas as concentracdes testadas da AMT e da CLZ tanto ap6s
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24 horas quanto ap0s 48 horas de incubacédo (Figura 33). A mistura dos herbicidas
também reduziu os niveis de ATP em todas as concentracdes e em ambos 0s tempos
de incubacéo testados.

A comparagdo entre os efeitos das substancias isoladas com as
correspondentes misturas ndo mostrou diferenca estatistica em nenhuma das

concentragfes e nenhum dos tempos de incubacéo (Figura 34 e Figura 35).

FIGURA 33 - Niveis de ATP das células HepG2 expostas a ametrina, clomazona ou
a mistura dos dois herbicidas por 24 e 48 horas. Os dados sao expressos como
média + EPM obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados com
diferentes populacdes de células. *Estatisticamente significante em relagdo ao grupo
controle (p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de DMSO; CP = controle positivo com

adicao de oligomicinal pg/mL.
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FIGURA 34 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre os niveis de ATP das células HepG2 expostas por 24 horas.

#Estatisticamente significante em relagc&o a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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FIGURA 35 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre os niveis de ATP das células HepG2 expostas por 48 horas.

#Estatisticamente significante em relagéo a mistura dos herbicidas (p<0,05).
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7.3 Ensaios de Alteracdes Enziméticas

7.3.1 Atividade das enzimas ALT, AST e ALP em células HepG2

As enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST)
e fosfatase alcalina (ALP) foram dosadas nos sobrenadantes das culturas de células
HepG2 expostas a ametrina (AMT), clomazona (CLZ) e a combinacdo AMT + CLZ,
nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 uM, durante 24 e 48 horas, com trés
repeticbes para cada amostra. A liberacdo dessas enzimas para o meio extracelular
indica dano celular e perda da integridade da membrana, sendo marcadores classicos

de citotoxicidade hepética.

ALT (Alanina Aminotransferase)

Apos 24 horas de exposi¢éo, observou-se um aumento significativo da ALT nas
concentragbes mais elevadas de clomazona isolada (150 e 200 uM), seguido por
ametrina isolada, enquanto a associacdo AMT + CLZ apresentou alteragcbes menos
expressivas. O mesmo padrdo foi observado ap6s 48 horas: os valores de ALT
permaneceram mais baixos nos grupos da associagao, indicando menor leséo celular.
Esse comportamento sugere que a combinagdo entre os herbicidas promove efeito
antagonico, atenuando a liberacdo da enzima.

AST (Aspartato Aminotransferase)

A atividade de AST também aumentou com os herbicidas isolados,
especialmente com CLZ nas maiores concentragcdes, enquanto a associagao
provocou aumentos mais brandos, mesmo apoés 48 horas. A AST, sendo parcialmente
mitocondrial, pode refletir disfuncdo energética, mas novamente o grupo combinado
mostrou niveis mais baixos de alteracao, reforcando a hipotese de antagonismo.
ALP (Fosfatase Alcalina)

A atividade da ALP apresentou variagOes discretas apés 24 h., Contudo, com
48 horas de exposi¢ao, tanto AMT quanto CLZ isoladamente elevaram a atividade da
enzima em concentracdes mais altas, enquanto a associagcdo apresentou 0s menores
valores em todos os pontos, sugerindo menor comprometimento da via hepatobiliar.

Os dados mostram que, diferentemente do esperado, a exposi¢cdo combinada
de ametrina e clomazona reduziu os efeitos toxicos sobre as enzimas hepaticas, em

comparacdo com os compostos administrados isoladamente. Isso caracteriza um
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efeito antag6bnico, possivelmente associado a interacdes entre 0s compostos que
mitigam a toxicidade individual. Tal antagonismo foi mais evidente nas dosagens mais

altas e no tempo de 48 horas.

FIGURA 36 - Atividade das enzimas ALT em células HepG2 apG4s exposicao a AMT,
CLZ e a associacao (AMT + CLZ) por 24 h e 48 h. Os dados s@o expressos como
média £ EPM obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados com

diferentes populagdes de células. *Estatisticamente significante em relacédo ao grupo

controle (p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de DMSO; CP = controle positivo com
adicao Triton x-100 0,2%.
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FIGURA 37 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre Atividade das enzimas ALT em células HepG2 ap06s exposi¢cao
por 24 h. #Estatisticamente significante em relagcdo a mistura dos herbicidas
(p<0,05).
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FIGURA 38 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos

dois herbicidas sobre Atividade das enzimas ALT em células HepG2 ap06s exposi¢cao

por 48 h. #Estatisticamente significante em relagcdo a mistura dos herbicidas

(p<0,05).
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FIGURA 39 - Atividade das enzimas AST em células HepG2 apds exposicdo a AMT,
CLZ e a associacao (AMT + CLZ) por 24 h e 48 h. Os dados sdo expressos como
meédia £ EPM obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados com

diferentes populagdes de células. *Estatisticamente significante em relagcdo ao grupo

controle (p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de DMSO; CP = controle positivo com
adicdo Triton x-100 0,2%.
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FIGURA 40 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos

dois herbicidas sobre Atividade das enzimas AST em células HepG2 apds exposicao

por 24 h. #Estatisticamente significante em relagcdo a mistura dos herbicidas
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FIGURA 41 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos
dois herbicidas sobre Atividade das enzimas AST em células HepG2 ap0ds exposicao

por 48 h. #Estatisticamente significante em relagdo a mistura dos herbicidas

(p<0,05).
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FIGURA 42 - Atividade das enzimas ALP em células HepG2 ap6s exposicdo a AMT,
CLZ e a associacao (AMT + CLZ) por 24 h e 48 h. Os dados sdo expressos como
meédia £ EPM obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados com

diferentes populagdes de células. *Estatisticamente significante em relagcdo ao grupo

controle (p<0,05). C = controle, apenas 0,1% de DMSO; CP = controle positivo com
adicdo Triton x-100 0,2%.

Em Ametrina (24h)
3 Controle (24h) 3 Ametrina (48h)
— Controle (48h) @ Clomazona (24h)
mmm Controle positivo (24h) =3 Clomazona (48h)
@ Controle positivo (48n) mR Mistura (24h)
50 3 Mistura (48h)

[

Atividade da ALP
(U/L)
o
|

1
5 * il
AR I

0 RSP LD PO
O DT TR TP

MM

Fonte: Elaborado pela autora.



95

FIGURA 43 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos

dois herbicidas sobre Atividade das enzimas ALP em células HepG2 ap0s exposi¢cao

por 24 h. #Estatisticamente significante em relagcdo a mistura dos herbicidas
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FIGURA 44 - Comparacéo entre os efeitos da ametrina, clomazona e a mistura dos

dois herbicidas sobre Atividade das enzimas ALP em células HepG2 ap0s exposi¢cao

por 48 h. #Estatisticamente significante em relagcdo a mistura dos herbicidas
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FIGURA 45 - Sumarizacéao dos efeitos da ametrina, clomazona e da mistura (AMT +
CLZ) em células HepG2 apo6s 24 e 48 h de exposicao (50—200 uM), em comparagao
ao controle. Foram avaliados parametros de viabilidade, metabolismo, integridade

celular, enzimas hepéticas e func&o mitocondrial.
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FIGURA 46 - Sumarizagao dos efeitos da ametrina e da clomazona em células

HepG2 apds 24 e 48 h de exposi¢cdo (50-200 puM), em comparagdo com a mistura

dos herbicidas (AMT + CLZ). Foram avaliados parametros de viabilidade,

metabolismo, integridade celular, enzimas hepaticas e funcdo mitocondrial.
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8 DISCUSSAO

De modo geral, os resultados obtidos demonstram que os herbicidas ametrina
e clomazona promoveram alteracdes significativas na viabilidade celular, na
integridade de membrana, na liberagdo de enzimas hepaticas e, sobretudo, na fungéo
bioenergética mitocondrial das células HepG2. Os efeitos téxicos foram mais
pronunciados quando os herbicidas foram administrados de forma isolada, enquanto
a exposicdo combinada resultou em respostas celulares menos intensas,
evidenciando um comportamento antagdnico entre as substancias. Esses achados
indicam que a toxicidade dos herbicidas ndo depende apenas da concentracdo ou do
tempo de exposicdo, mas também da interacdo entre as substancias no ambiente
celular, o que reforca a complexidade das respostas toxicolégicas associadas a
coexposicao a xenobidticos.

A reducéo da proliferacdo celular e da viabilidade metabdlica, associada ao
aumento da liberacao de lactato desidrogenase (LDH) e a diminuicdo da exclusé&o do
azul de tripan, confirma o potencial citotéxico dos herbicidas avaliados. Esses efeitos
foram acompanhados por alteracdes expressivas na bioenergética mitocondrial,
caracterizadas pela diminuigdo do potencial de membrana mitocondrial (AWm), da
massa mitocondrial, da atividade mitocondrial e dos niveis intracelulares de ATP,
especialmente nos tratamentos com herbicidas isolados. A mitocondria € amplamente
reconhecida como um dos principais alvos de xenobidticos hepatotoxicos, sendo a
disfungdo mitocondrial um evento central na indugcdo de morte celular, estresse
oxidativo e comprometimento metabdlico em hepatdcitos (Zhang et al., 2012; Wallace,
2018).

Nesse contexto, os resultados obtidos no presente estudo encontram forte
respaldo nos dados apresentados por dos Santos Silva et al. (2025), que
demonstraram, em mitocondrias isoladas de figado de rato, que tanto a ametrina
guanto a clomazona promovem disfuncéo bioenergética mitocondrial por mecanismos
diretos. Esses autores observaram inibicdo da respiracdo mitocondrial por ambos os
herbicidas, bem como reducéo do potencial de membrana mitocondrial e da sintese
de ATP. Além disso, a clomazona apresentou um perfil de toxicidade mitocondrial
mais amplo, inibindo tanto o complexo | quanto o complexo Il da cadeia respiratoria,
além de comprometer a atividade da ATP sintase, enquanto a ametrina apresentou

um efeito mais restrito, predominantemente associado ao complexo |I. Esses achados



100

mecanisticos ajudam a explicar, em nivel subcelular, as alteracbes observadas no
modelo HepG2, no qual a perda do AWYm e a redugao dos niveis de ATP refletem
diretamente a disfuncéo da fosforilagdo oxidativa descrita no modelo de mitocondrias
isoladas.

A clomazona apresentou maior impacto sobre os parametros avaliados no
presente estudo, promovendo maior comprometimento da funcéo mitocondrial e maior
liberacdo de enzimas hepaticas quando comparada a ametrina. Esse comportamento
€ consistente com os dados de dos Santos Silva et al. (2025), que demonstraram que
a clomazona inibe simultaneamente multiplos pontos da cadeia respiratéria
mitocondrial, incluindo os complexos | e Il, além da ATP sintase. Essa interferéncia
multipla compromete de forma mais acentuada o fluxo de elétrons, a manutencao do
potencial eletroquimico da membrana mitocondrial e a producédo de ATP, levando a
um colapso bioenergético mais severo. Adicionalmente, estudos prévios indicam que
a clomazona pode aumentar a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) como
consequéncia da disfuncdo da cadeia respiratéria, contribuindo para a perda da
homeostase celular e para a amplificagdo do dano mitocondrial (Li et al., 2019; Pereira
et al., 2021).

A ametrina, por sua vez, demonstrou efeitos citotoxicos intermediarios,
compativeis com relatos que associam esse herbicida a inducao de estresse oxidativo
e alteragcbes metabdlicas em células hepaticas (Campos et al., 2019; Gadelha et al.,
2020). De acordo com os dados mecanisticos obtidos em mitocondrias isoladas, a
toxicidade da ametrina esta associada principalmente a inibicdo do complexo I, sem
interferéncia significativa no complexo II, o que resulta em uma disfungdo
bioenergética mais restrita e menos intensa quando comparada a clomazona. Essa
diferenca no espectro de acao mitocondrial explica, de forma coerente, a menor
reducdo do AWm, da producao de ATP e da viabilidade celular observada nas células
HepG2 expostas a ametrina isoladamente.

Em contraste, a associagdo entre ametrina e clomazona resultou em menor
comprometimento da viabilidade celular, da funcdo mitocondrial e da liberacdo de
enzimas hepaticas, caracterizando um efeito antagénico. Embora muitos estudos
relatem efeitos aditivos ou sinérgicos decorrentes da exposicdo a misturas de
praguicidas, interagdes antagonicas também sao descritas na literatura e podem estar

relacionadas a competicdo por alvos mitocondriais, a modulacao do fluxo de elétrons
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na cadeia respiratoria ou a ativacdo de mecanismos compensatorios celulares, como
vias de detoxificacdo e adaptacdo metabdlica (Buc-calderon; Frélin, 1994; Hernandez
et al., 2017).

Os achados de Silva et al. (2024) reforcam essa interpretacdo, ao
demonstrarem que a exposicao de zebrafish a misturas de praguicidas resultou em
menor toxicidade hepatica em comparacdo a exposicdo aos compostos isolados,
efeito atribuido a modulacdo das enzimas do citocromo P450 e a ativagcao de vias de
defesa celular. Esses autores também observaram menor dano mitocondrial e menor
inducéo de estresse oxidativo nas exposicdes combinadas, corroborando a hipétese
de que a interacdo entre diferentes xenobidticos pode desencadear respostas
adaptativas capazes de atenuar os efeitos téxicos. Esses resultados estdo em
consonancia com os dados do presente estudo, que evidenciam preservacao parcial
da bioenergética mitocondrial e menor liberacdo de enzimas hepaticas na associagao
entre ametrina e clomazona.

As alteracGes observadas nos niveis de AST, ALT e ALP reforcam essa
interpretacdo. O aumento dessas enzimas € amplamente reconhecido como marcador
de lesdo hepatica e comprometimento da integridade celular em modelos in vitro (Ozer
et al., 2008; Wang et al., 2021). No presente estudo, a menor liberacdo enzimatica
nos tratamentos associados sugere que a coexposi¢ao reduziu o dano hepético em
comparacdao aos herbicidas isolados, possivelmente em decorréncia da modulagéo da
funcdo mitocondrial e da inducdo de mecanismos de protecao celular.

Portanto, os resultados obtidos ampliam a compreensao sobre os efeitos de
misturas de herbicidas em sistemas bioldgicos, demonstrando que a toxicidade
combinada nem sempre resulta em efeitos aditivos ou sinérgicos. A evidéncia de um
efeito antagbnico entre ametrina e clomazona destaca a complexidade das interacfes
guimicas em nivel celular e reforca a importancia da avaliacdo integrada de
parametros citotoxicos e bioenergéticos em estudos toxicolégicos. Considerando o
uso extensivo desses herbicidas em culturas agricolas e a crescente exposi¢cao
ambiental e humana a multiplos praguicidas, os achados do presente estudo
contribuem de forma relevante para a avaliacdo de risco e para o entendimento dos

mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade associada a exposicao a xenobioticos.
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9 CONCLUSAO

Conclui-se que, embora os praguicidas avaliados individualmente tenham
promovido reducdo significativa da viabilidade celular, alteragcdes na bioenergética
mitocondrial e aumento de biomarcadores de lesdo hepatica, a associacdo entre
ametrina e clomazona resultou em efeitos toxicolégicos menos pronunciados,
caracterizando uma interacdo de natureza antagbnica, observada de forma
consistente nos diferentes ensaios e tempos de exposicdo (24 e 48 h); assim, os
achados evidenciam que a toxicidade de misturas ndo € necessariamente aditiva ou
sinérgica, contribuindo para a compreensdo das interacdes entre xenobidticos na

bioenergética celular.
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