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Resumo

Os efeitos téxicos de substancias quimicas sobre o sistema urinario tém sido
estudados ao longo dos ultimos anos, sendo que o herbicida diuron e seus
metabdlitos mostraram potencial cancerigeno na bexiga urinaria de ratos Wistar e
citotoxicidade em células uroteliais derivadas de ratos e humanos. Assim, estudos
gue buscam elucidar os principais eventos envolvidos na toxicidade desses
compostos sdo essenciais para compreender o possivel mecanismo de agéo sobre o
urotélio. Este estudo teve como objetivo investigar os mecanismos de toxicidade
urotelial exercida pelo diuron e metabdlitos, abordando o possivel papel da
disfuncdo mitocondrial. Apds exposicao aos produtos quimicos, as células uroteliais
humanas 1T1 apresentaram alteracbes relacionadas a morte e proliferacao,
instabilidade do ciclo celular, estresse oxidativo, e dano mitocondrial. Aléem disso, por
meio de investigacdo metabolémica em mitocondrias uroteliais isoladas de ratos
Wistar foram encontradas alteragcdes em moléculas associadas a membrana e em
moléculas envolvidas no metabolismo celular. Avaliados em conjunto, tais resultados
indicam potencial acdo nociva do diuron e seus metabdlitos sobre a funcéo
mitocondrial, o que pode ser considerado o0 evento iniciador de um processo

sequencial que desencadeia a citotoxicidade observada neste estudo e as

alteracdes morfologicas observadas em estudos anteriores.



Abstract

The toxic effects of chemical substances on the urinary system have been
studied over the past years, being that the diuron herbicide and its metabolites
showed carcinogenic potential in the urinary bladder of Wistar rats and cytotoxicity in
rat and human-derived urothelial cells. Thus, studies that seek to elucidate the key-
events involved in the toxicity of these compounds are essential to understand the
possible mechanism of action on the urothelium. This study aimed to investigate the
underlying mechanisms linked to urothelial toxicity resulting from diuron and
metabolites exposure, addressing the possible role of mitochondrial dysfunction.
After exposure to the chemicals, human urothelial cells 1T1 showed alterations
related to death and proliferation, cell cycle instability, oxidative stress, mitochondrial
and damage. Additionally, through metabolomic investigation in urothelial
mitochondria isolated from Wistar rats, alterations in membrane-associated
molecules and in molecules involved in cellular metabolism were found. Altogether,
these results indicate potential harmful action of diuron and its metabolites on
mitochondrial function, which can be considered the initiator event of a sequential
process that triggers the cytotoxicity observed in this study and the morphological

changes observed in previous studies.
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1. INTRODUCAO

1.1 Bexiga urinaria como 6rgéo-alvo de toxicidade

Quando em contato com uma substancia quimica, inicia-se no organismo o
processo de toxicocinética, pelo qual a substancia é absorvida, distribuida,
metabolizada e excretada (ADME) (1, 2). A absorgédo ocorre principalmente pelas
vias dérmica, inalatéria e digestiva, sendo que a resposta adversa pode iniciar logo
no sitio de contato. A substancia pode ser distribuida através do organismo e causar
efeitos em multiplos 6érgdos ou atuar em oOrgdos-alvo, e pode ainda sofrer
biotransformacao, o que favorece a excrecdo. No entanto, a biotransformacéo pode
gerar metabolitos menos ou mais toxicos, levando também a desfechos adversos.
Na fase de eliminacéo, fezes e urina séo vias primarias de grande importancia (1, 2).

A urina é formada pelos néfrons nos rins e é transportada para a bexiga
urinaria através dos ureteres. A bexiga é uma viscera de armazenamento e sua
composicdo microscopica € organizada em diferentes camadas: epitélio do
revestimento, lamina prépria, muscularis propria e serosa. Em particular, o epitélio
de revestimento da bexiga urinaria, ou urotélio, € a camada mais superficial e possui
em sua estrutura as células superficiais em forma de guarda-chuva (umbrella cells),
tornando-o uma barreira protetora contra lesdes nas camadas subjacentes. O
urotélio também reveste a pelve renal, ureter e uretra. A bexiga possui capacidade
de armazenamento de aproximadamente 500-700 mL, podendo permanecer por
tempo razoavel - em média 24 horas - em contato com as substancias a serem
expelidas (3, 4). Quanto mais tempo as substancias permanecerem na bexiga, maior

€ a probabilidade de agéo toxica local (2).
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Os efeitos da acédo toxica de substancias quimicas no sistema urinério tém
sido motivo de preocupacdo ha véarios anos (5). Por exemplo, em estudo
desenvolvido por Hueper, Wiley (6), foi observado que a formacédo de metabdlitos
reativos desempenha um papel fundamental no modo de acdo carcinogénico das
aminas aromaticas na bexiga urindria. Dentre as aminas aroméaticas esta o 2-
acetilaminofluoreno (2-AAF), substancia formulada na década de 1940 com
proposito praguicida, mas que teve sua comercializagdo impedida apos a descoberta
de seu alto potencial carcinogénico para a bexiga em diferentes espécies animais
(7). Dessa forma, pesquisas envolvendo o estudo da toxidade quimica em diferentes
niveis do sistema urinario mostram-se essenciais para a compreensao do modo e
mecanismos de acdo subjacentes, e podem auxiliar na tomada de decisao
regulatéria. Nesse contexto, o cultivo de células ou tecidos em ambiente in vitro
constitui ferramenta muito util para a compreensao dos eventos-chave envolvidos na
toxicidade de compostos quimicos (8). Assim como na experimentacao in vivo, 0 uso
de células derivadas de seres humanos possibilita a obtencdo de resultados
toxicoldgicos representativos e que, portanto, aumentam a previsibilidade para
toxicidade humana (9). Além do mais, as culturas de linhagens celulares humanas
apresentam-se como uma excelente ferramenta para otimizacdo de métodos
alternativos a utilizacdo de animais em pesquisas (10-13).

Diferentes linhagens celulares podem ser empregadas nos ensaios in vitro
para avaliar dano causado ao urotélio, dentre elas, as células 1T1 (Figura 1). A
populacdo de células 1T1 é derivada do epitélio de ureter humano saudavel e
imortalizada por transfeccdo dos genes E6 e E7 de HPV-16 (14). O cultivo da

linhagem celular 1T1 € um modelo bem caracterizado na pesquisa da biologia do
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tumor de bexiga e tem sido utilizado na avaliagdo de citotoxicidade, além de

genotoxicidade e mutagenicidade em diferentes protocolos experimentais (15-17).

Figura 1. Cultivo de células 1T1 em monocamada. Aumento de 100x. Foto do préprio autor.

No cotidiano, o contato com substancias potencialmente téxicas ao
organismo, incluindo o sistema urinario, muitas vezes ocorre em baixas doses, mas
de forma frequente (18). Dentre essas substancias estdo os ftalatos,

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, bem como alguns praguicidas (5, 18).

1.2 Praguicidas no Brasil
O uso de praguicidas, definidos como substancias ou misturas de

substancias quimicas responsaveis por eliminar, repelir ou controlar pragas, esta
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entre o0s principais instrumentos do atual modelo de agricultura no Brasil (19). A
necessidade de aplicagdo dessas substancias nas lavouras deve-se principalmente
ao clima tropical, que favorece o aparecimento de pragas. Embora o Brasil seja um
grande consumidor de praguicidas, também possui um extenso territério de area
plantada que chega a 75.866.854 hectares, ou seja, cerca de 9% do territério total
(20). Em 2020, as vendas internas de ingredientes ativos (IA) (Produtos Formulados)
no pais corresponderam a 685,745.68 mil toneladas, 0 que representa um aumento
de 10,51% com relacdo ao ano anterior. Dentre as classes de praguicidas que
apresentaram maior volume de vendas nesse mesmo ano, destacam-se 0S
herbicidas, com um total de 413,833.41 toneladas de IA, sendo que somente no
estado de S&o Paulo esse valor chegou a 47,825.02 toneladas. Do total de
praguicidas comercializados em S&o Paulo, 47,25% pertencem a classe Il de
periculosidade de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacao (GHS, sigla em inglés) adotado pela ANVISA, na qual esta inserida o
herbicida diuron, que atingiu 3,723.33 toneladas em vendas no estado e 7,901.84

toneladas no Brasil (21).

1.2.1 Diuron
O diuron 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia € um herbicida derivado da ureia
comumente aplicado na pré- e pds-emergéncia de plantas infestantes em culturas
de soja, abacaxi, alfafa, algoddo, banana, cana-de-aclUcar, cacau, café, citros,
seringueira e uva (22, 23). Sua acao herbicida se da pela inibicdo da reacdo de
fotélise da &gua e consequente producdo de espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio (ERONSs) que levam a destrui¢éo peroxidativa de pigmentos como clorofila

e de &cidos nucleicos, proteinas e lipideos, inibindo a fotossintese (24, 25). As
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plantas infestantes possuem vantagem ecoldgica com relacdo a proliferacédo

vegetativa; as sementes ou estruturas de reproducdo apresentam capacidade de

geminagao em fases iniciais de desenvolvimento. Por outro lado, o seu ciclo de vida

curto associado a area de absorcdo e dose aplicada as tornam mais suscetiveis a

toxicidade dos herbicidas (26).

A ampla utilizacdo do diuron na agricultura combinada a lenta degradacao no

solo possibilita sua dispersdo para o lencol freatico e contaminacao aquatica (27,

28). Fatores climaticos, caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas do solo e

propriedades fisico-quimicas do herbicida influenciam a degradagédo no ambiente e

resultam em metabdlitos potencialmente téxicos: 3-(3,4-diclorofenil)-1-metilureia

(DCPMU), 3,4-diclorofenilureia (DCPU) e 3,4-dicloroanilina (DCA) (Tabela 1) (28,

29).

Tabela 1. Estrutura quimica do diuron e seus metabdlitos.

Substéancia Estrutura quimica Nomenclatura IUPAC* Referéncia
o o 3-(3,4-diclorofenil)- 1,1-
Diuron (31:@\}4 )LN,CH;
oL dimetilureia
a o 3-(3,4-diclorofenil)-1-
DCPMU jij\)k/m
“ L metilureia (22)
Cl o
DCPU j@\ Bl 3,4-diclorofenilureia
NH,H :
DCA 3,4-dicloroanilina
Cl
1

*International Union of Pure and Applied Chemistry.
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Os mesmos metabdlitos sdo gerados durante a metabolizacdo do herbicida
em mamiferos, incluindo o homem. Neles, o diuron é absorvido pelo trato
gastrointestinal e respiratorio (28). A biotransformacédo ocorre por desmetilacao,
hidroxilacdo do anel aromatico, N-oxidacéo, declorinacdo e conjugacdo com &cido
glicurdnico, sendo excretado pela urina ou, em menor quantidade, pelas fezes (23,
28). H& poucos estudos sobre o metabolismo do diuron em humanos. No entanto,
em um relato isolado de intoxicacdo aguda, o principal metabdlito encontrado na
urina foi o DCPMU, seguido por pequenas quantidades de DCPU e tracos de DCA
(30). Em ratos, o diuron é quase que completamente absorvido e metabolizado,
sendo o DCPU o principal metabdlito urinario (31). Uma vez que a sua eliminacéo
ocorre pricipalmente pela urina, o tecido urotelial € um alvo importante da toxicidade

desse herbicida e/ou seus metabdlitos.

1.2.2 Estudos experimentais

O diuron foi classificado pela Agéncia de Protecdo Ambiental norte-americana
(U.S. EPA) como “provavel cancerigeno para a espécie humana” apds estudo de
carcinogenicidade de dois anos apresentar aumento das incidéncias de papilomas e
carcinomas uroteliais na pelve renal e na bexiga de ratos Wistar de ambos 0s sexos
expostos continuamente a 2.500 ppm via racao (25, 32). Estudos desenvolvidos em
nosso laboratério - Nucleo de Avaliacdo do Impacto Ambiental sobre a Saude
Humana (TOXICAM) - permitiram propor o modo de acdo (MoA) pelo qual o
herbicida é cancerigeno para o urotélio de ratos, onde o produto parental e/ou seus
metabdlitos induzem sucessivamente citotoxicidade inicial, degeneracéo celular,
esfoliacdo e necrose seguida de hiperplasia regenerativa continua e potencial

aparecimento de tumores. Nesses estudos in vivo, em que o diuron foi administrado
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por via oral pela ragdo em concentracBes de até 2.500 ppm, ndo foi detectado
genotoxicidade em células uroteliais ou de sangue periférico pelo ensaio do cometa,
nem alteracées na composicdo urinaria, como mudancas do pH ou a presenca de
solidos urinarios (cristais e calculos) (31, 33-37).

Foram observadas altera¢des uroteliais a microscopia eletrénica de varredura
(MEV) ja no primeiro dia de tratamento de ratos alimentados com racdo contendo
2.500 ppm de diuron, o menor periodo de exposicdo avaliado. Essas alteracdes
consistiram em células uroteliais edemaciadas, salientes para o limen da bexiga,
sendo denominadas “swollen cells”. A incidéncia e quantidade dessas células
aumentaram no 3° dia de estudo e persistiram até o 7° dia. A microscopia eletronica
de transmissdo (MET) no 7° dia mostrou que essa alteragcdo correspondia a
degeneracao hidropica citoplasmatica e nuclear, que resultavam no alargamento e
protrusdo das ceélulas uroteliais superficiais para o lumen vesical, com ruptura da
membrana celular, necrose e esfoliacdo (36). Uma das causas que podem levar a
este quadro morfolégico é a disfuncdo mitocondrial, fator que nos levou a aprofundar
na avaliacao deste parametro no presente trabalho.

Os estudos também mostraram aumento das incidéncias de necrose urotelial,
hiperplasia e indice de proliferacédo celular em ratos Wistar machos tratados durante
15-20 semanas com 125, 500, 1.250 e 2.500 ppm de diuron na racao, sendo que
resultados significativos foram observados em 2.500 ppm a partir de 7 dias de
exposicao (33-35, 38, 39). Esse perfil dose-resposta também foi observado quanto a
expressdo de genes relevantes para a carcinogénese em células uroteliais isoladas
da bexiga de ratos expostos a diferentes concentracdes do diuron por periodos
variados. Foi possivel observar, pela analise PCA (Principal Component Analysis) -
ferramenta de resolugcdo de dados que agrupa amostras de expressdo génica
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similares em um espaco tridimensional - evidente separacdo entre 0S grupos
expostos a altas concentragdes (1.250 e 2.500 pm) e a baixas concentracdes (60,
125 e 500 ppm) apds 07 dias ou 20 semanas de exposi¢cao pela ragcéo (39, 40).

Diferencas na resposta citotoxica aos metabdlitos urinarios foram
demonstradas em estudos in vitro com células uroteliais de ratos (MYP3) e humanas
(1T1). Para a linhagem MYP3, DCPMU foi o0 metabdlito mais citotoxico, seguido por
DCPU, enquanto DCA foi o metabdlito mais citotdxico para as células 1T1, seguido
por DCPU e DCPMU (37).

Embora o MoA citotoxico do diuron tenha sido proposto com base nesses
estudos experimentais, seu mecanismo de toxicidade ainda ndo foi completamente
estabelecido. Deste modo, ensaios utilizando métodos alternativos in vitro podem
auxiliar no esclarecimento mecanistico dos processos bioquimicos e celulares
envolvidos no dano ocasionado pela exposi¢céo ao herbicida. Esses métodos in vitro
nao sO6 permitem a analise detalhada de efeitos subcelulares como atendem ao
movimento de cuidados éticos com animais de experimentacdo, pela sua

substituigao, refinamento e redugao de uso (3R’s) (10).

1.3 Citotoxicidade
A proliferacéo celular é dependente do equilibrio entre diferenciacdo e morte
das células e, por isso, € uma das primeiras funcdes a ser afetada apos exposicéo
guimica (41, 42). Um agente quimico toxico pode também atuar diretamente na
integridade das membranas, levando a degradacdo ou liberagdo de componentes
celulares. Tais alteracbes da homeostasia podem desencadear diferentes tipos de
morte celular (apoptose, necrose ou autofagia), o que dependera do tipo de célula,

da estrutura e fungdo comprometidas e doses de exposicao quimica (43).
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AlteracBes morfoldgicas e bioquimicas permitem caracterizar o tipo de morte
celular (Figura 2) (44). A apoptose inicia-se com inducéo de processos ativos, i.e,
com consumo energeético, dentro da propria célula, que podem envolver ativacdo de
receptores de morte localizados na membrana celular, danos ao DNA ou eventos
gue levem a perda de permeabilidade da membrana mitocondrial (45, 46).
Caracteristicamente, ha condensacdo excéntrica da cromatina. Logo apos, as
células mortas constituem os corpos apoptoticos que sao rapidamente reconhecidos
e captados por células vizinhas ou macrofagos. A resposta inflamatoria praticamente
inexiste. A perda de assimetria de fosfolipidos de membrana e a externalizacdo e
permanéncia da fosfatidil serina (PS) na porcao externa da membrana celular facilita
o reconhecimento das células apoptoéticas por macrofagos (43, 47).

Ao contrario da apoptose, a morte celular por necrose € um processo
independente de energia caracterizado por alteragcbes metabdlicas que causam
imediata deplecdo do ATP, desequilibrio i6nico e alteracdes morfologicas devido ao
intumescimento mitocondrial e celular. O nucleo torna-se picnético e ha formacao
de pequenas bolhas na membrana citoplasmatica. A ativacdo de enzimas de
degradacéao resulta em rompimento da membrana, rapido vazamento do conteudo
celular e ativacao da resposta inflamatoéria na regido da célula morta (48, 49).

A autofagia (ou mitofagia quando relacionada com as mitocéndrias) é um
processo auto-degradativo altamente dindmico e importante para reciclagem de
componentes celulares, bem como para eliminacdo de patdgenos intracelulares.
Assim como outras vias celulares, o processo autofagico pode ser modulado em
varias etapas, tanto positiva quanto negativamente. De modo geral, a autofagia é
considerada um mecanismo de sobrevivéncia, embora sua desregulacéo tenha sido
associada a morte celular ndo-apoptética (50). E caracterizada morfologicamente
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por intensa vacuolizagéo do citoplasma sem, entretanto, condensacéo da cromatina
(43, 50, 51). Apéds a ativacdo de autofagia, a sintese de algumas proteinas como a
LC3B aumenta e, por esse motivo, é utilizada como marcador desse mecanismo.
Esta se associa a membrana dos autofagossomos e auxilia na sua maturagdo (52,
53). Os autofagossomos fagocitam os constituintes e organelas danificados, que sao

degradados por lisossomos (54, 55).

Intumescimento das
organelas e
formagao de bolhas
na membrana

NECROSE —>

Condensacao da

3 Estimulo nocivo
CELULANORMAL | -------------- - APOPTOSE  |—» formggg%tégacﬁ (pos
Néao-adaptacgédo apoptoticos
Fusao com

lisossomo e lise dos
componentes
celulares

AUTOFAGIA —>

Figura 2. Caracterizagdo morfologica dos 3 tipos mais comuns de morte celular: apoptose, necrose e
autofagia. Ao entrar em apoptose a célula passa por condensacéo da cromatina, degradacéo celular
e posterior fagocitose dos corpos apoptoticos. Na necrose ha o inchago das organelas, formacéo de
bolhas na membrana com posterior ruptura celular. J& na autofagia, os componentes celulares
passam por processo de autodegradacd@o seguido da formacgdo do autolisossomo para degradacéo
dos residuos celulares. Figura criada com BioRender.com. Fonte do préprio autor.

As vias de sinalizacdo de morte celular podem ser ativadas em resposta a um
dano no DNA. No entanto, é importante salientar que, ndo necessariamente ou

exclusivamente, a morte das células esta associada ao dano genético. Ainda, essas
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sinalizacdes podem ser desencadeadas de forma independente ou dependente de

mitocondrias (56).

1.4 Importancia da mitocondria na toxicidade de xenobidticos

As mitocondrias sdo organelas intracelulares presentes em organismos
eucariontes aerobicos e, experimentalmente, tém sido utilizadas como ferramenta
para esclarecer o mecanismo de toxicidade de diferentes xenobioticos (57, 58). Sua
estrutura basica é formada por uma membrana externa que € separada da
membrana interna por um espago intermembranas, e uma matriz onde estdo
localizados os componentes necessarios a funcdo da mitocéndria, como o DNA
mitocondrial (MtDNA), proteinas e lipidios, ribossomos, RNAs, além de outras
enzimas (59).

A mitocdndria é considerada a “casa de for¢a” das células, sendo a energia
produzida pela organela, a partir do ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa, que
ocorrem na matriz mitocondrial e na membrana mitocondrial interna,
respectivamente, armazenada na forma de adenosina-trifosfato (ATP) (60-62). A
fosforilacdo oxidativa compreende a Ultima etapa do processo de respiracdo celular
e desempenha papel crucial no metabolismo energético. Essa etapa € caracterizada
pelo transporte de elétrons através de quatro grandes complexos proteicos (NADH
desidrogenase; I, Succinato desidrogenase; Il, Ubiquinol-citocromo c redutase; Ill, e
Citocromo c¢ oxidase; V) por reacdes de oxido-reducdo, até um aceptor final, o
oxigénio molecular (O2) (Figura 3). Agentes capazes de interferir em qualquer
dessas vias metabdlicas, podem induzir a producdo de ERONSs, principalmente os
radicais superoéxido (O2"), peréxido de hidrogénio (H202) e hidroxila (OH"), que se

acumulam e podem levar ao estresse oxidativo intracelular sistémico. O estresse
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oxidativo € uma condicdo decorrente do desequilibrio entre a producdo de ERONs e
defesas antioxidantes, a favor dos oxidantes, o0 que pode resultar no
comprometimento de componentes celulares como lipideos, proteinas, carboidratos
e DNA. Alteracdes na producdo de ERONs podem ser causa ou consequéncia da

disfuncdo mitocondrial (1, 63).

Citoplasma
Membrana
-7 externa

Espago
intermembranas 4. aH

2H* nH*

. 9900000000064 ¥ A LETTE — QS | Jelelelele]
| Membrana

interna
20000000080

Matriz

mitocondrial s Téai i f’;ﬂ' [2H‘+1/20;+—’ Hyo:IXZ
([ ADP ATP
I | ’
[
Cadeia de transporte de elétrons
Figura 3. Etapas da fosforilagdo oxidativa. O transporte de elétrons através dos quatro (I, 11, Ill, 1V)

complexos mitocondriais leva ao bombeamento de prétons (H*) para o espaco intermembranas. A
energia gerada pelo fluxo inverso de prétons através da ATP-sintase é utilizada para sintese de ATP.
Figura criada com BioRender.com. Fonte do préprio autor.

Algumas caracteristicas da membrana interna sdo de importancia
toxicolégica como, por exemplo, o poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(PTPM) (1). O PTPM ¢ fechado e composto por uma série de complexos proteicos
gue tornam a membrana impermeavel a maioria dos ions e moléculas polares;
entretanto, certos xenobidticos apresentam capacidade de induzir sua abertura e
aumentar a permeabilidade (1, 64). Como consequéncia, 0 potencial eletroquimico

7

da membrana entra em colapso e a fosforilagdo oxidativa é afetada. Ainda, a
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diferenca de osmolaridade entre a matriz mitocondrial e o citosol possibilita o influxo
de agua e causa o0 inchamento da organela. Varios eventos subcelulares e
possivelmente reversiveis, como o edema celular, estdo associados diretamente
com a injaria no sistema de fosforilagdo oxidativa e, desta forma, caso a exposi¢ao
seja de duracao e intensidade (dose) suficientes para levar a célula ao ponto de ndo
retorno, havera a leséo irreversivel e morte celular (1).

De acordo com o exposto, a funcdo da mitocdndria é complexa, altamente
regulada e essencial para a manutencdo de diversos processos bioldégicos como
sobrevivéncia e homeostase metabolica das células. Portanto, a interagdo de
agentes exdgenos de natureza diversa em diversos pontos deste sistema pode

resultar em danos irreversiveis na estrutura e fungdo mitocondrial (47, 65).

1.5 Metabolémica na avaliacéo de disfunc&do mitocondrial

Diferentes métodos tém sido aplicados para avaliar a acdo de xenobioticos
sobre a mitocondria, que incluem técnicas citoquimicas, moleculares e bioquimicas
(66). A metabolbmica € uma das adicbes mais recentes a familia "-omics",
caracterizada como um meétodo analitico de alto rendimento para medir e comparar
um grande numero de metabdlitos (metaboloma) de baixa massa molecular (até
1.500 Daltons) presentes em amostras biolégicas (67, 68).

A analise metabolémica pode ser direcionada a um grupo de pequenos
metabdlitos que serdo quantificados e identificados, ou ser semi-direcionada a uma
classe especifica de metabdlito (aminoacidos, acidos organicos ou acirionitinas), ou
ainda basear-se em uma abordagem nao-alvo, na qual todos os metabdlitos

presentes em uma amostra seréo submetidos a deteccéo e quantificacdo. A escolha
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da abordagem adequada dependerd do objetivo acerca do material bioldgico
disponivel (67, 68).

Uma vez que toda atividade celular da origem a metabdlitos, a
implementagdo desse método em um estudo tem o potencial de auxiliar no
esclarecimento das alteragbes envolvidas nos efeitos toxicos causados por
exposicdo a agentes exdgenos, incluindo aqueles relacionados a mitocéndria (67).
Ha uma série de estudos que utilizaram a anélise metabolémica para avaliar danos
causados por resposta a estresses ambientais ou na identificacdo de potenciais
biomarcadores para compreensao dos mecanismos associados ao desenvolvimento
de doencas. Investigacdo metabolbmica realizada em tecido cerebral de
camundongo modelo para doenca de Alzheimer Familiar mostrou alteragbes em
biomarcadores associados ao metabolismo de nucleotideos, carboidratos,
aminoacidos e de neurotransmissores, aléem de metabolitos associados ao ciclo de
Krebs e transferéncia de energia, confirmando o importante papel da disfuncdo
mitocondrial na patofisiologia da doenca (69). Considerando que os metabdlitos
celulares sdo conservados em varias espécies animais, os achados de pesquisa em
animais de experimentacédo podem ser extrapolados para humanos (67).

Outro estudo que objetivou investigar potenciais vias metabdlicas
envolvidas na progressdo do carcinoma urotelial também mostrou desregulacdo de
marcadores relacionados ao metabolismo de glicose, ciclo de Krebs, lipidios de
membrana, aminoacido e nucleotideos em amostras biolégicas de individuos e
linhagens celulares neoplasicas (70).

Para determinar o potencial nocivo e mecanismos de substancias, € crucial a
realizagcdo de testes utilizando sistemas diferentes do ponto de vista de
complexidade biolégica e de desfechos. Deste modo, os dados obtidos neste estudo
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irdo contribuir com os achados de testes in vivo ja aplicados por nosso grupo de
pesquisa, além de trazer novos dados associados a citotoxicidade e dano
mitocondrial induzido pelo herbicida diuron e seus metabdlitos, permitindo a melhor
compreensao dos processos bioquimicos e celulares chaves envolvidos no seu

mecanismo de acao toxica.
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