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RESUMO 

O aumento na demanda de alimentos pela população associado com a exigência de 
maior produtividade por área faz com que, cada vez mais, os produtores optem pela 
utilização de praguicidas na lavoura. Sabe-se que o uso destes compostos é 
crescente em todo o mundo e, paralelo a isso, os riscos de contaminação de 
organismos não alvos (animais e humanos) tende a aumentar proporcionalmente. A 
Ametrina é um herbicida da classe das triazinas amplamente empregado em culturas 
como abacaxi, banana, café, cana-de-açúcar, citros e milho, extremamente móvel no 
ambiente e altamente persistente na água e solo. Há relatos da presença de resíduos 
e metabólitos da Ametrina encontrados em águas subterrâneas mesmo depois de 
longos períodos após sua aplicação. Dados na literatura indicam que o fígado é um 
órgão alvo da toxicidade da Ametrina, pois ela é capaz de desregular a morfologia e 
a fisiologia hepática. O fígado desempenha uma função central no metabolismo, pois 
recebe grandes quantidades de nutrientes e substâncias exógenas (xenobióticos) que 
são absorvidos por meio do trato digestório e conduzidos pela veia porta para a 
posterior metabolização e eliminação do organismo. Responsáveis pela síntese da 
quase totalidade do ATP necessário à manutenção da estrutura e função celular, as 
mitocôndrias representam um alvo crítico para a ação de drogas e toxinas. O objetivo 
do presente estudo foi caracterizar os efeitos da Ametrina em mitocôndrias isoladas 
de fígado de rato. A fração mitocondrial foi isolada por centrifugação diferencial e as 
concentrações do herbicida utilizadas foram de 25, 50, 100 e 150 µM. Os efeitos da 
Ametrina nas mitocôndrias foram avaliados pela determinação do consumo de 
oxigênio mitocondrial, atividades das enzimas relacionadas à cadeia respiratória 
mitocondrial (NADH desidrogenase e Succinato desidrogenase), potencial de 
membrana mitocondrial (∆Ψ) e níveis de ATP mitocondriais. Quando energizadas com 
malato + glutamato (substratos do complexo I da cadeia de transporte de elétrons) a 
Ametrina promoveu uma redução significante no consumo de oxigênio nas 
concentrações a partir de 50 µM e quando energizadas com succinato (substrato do 
complexo II da cadeia de transporte de elétrons) não foram observadas alterações. 
Observou-se a dissipação do potencial de membrana a partir 50 µM em mitocôndrias 
energizadas com malato + glutamato e somente em 150 µM quando energizadas com 
succinato. Os níveis mitocondriais de ATP foram reduzidos de maneira dose-
dependente a partir de 50 µM da Ametrina. O herbicida afetou a atividade da enzima 
NADH desidrogenase nas concentrações superiores a 50 µM e da Succinato 
desidrogenase somente na maior concentração testada (150 µM). Assim, os 
resultados desse estudo indicam que a toxicidade da Ametrina em hepatócitos pode 
estar relacionada às alterações na bioenergética mitocondrial. 
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ABSTRACT 

The increase in the demand for food by the population associated with the demand for 
greater productivity by area means that, increasingly, producers opt for the use of 
pesticides in the fields. It is known that the use of these compounds is increasing 
worldwide and, in parallel, the risks of contamination from non-target organisms 
(animals and humans) tend to increase proportionately. Ametrine is a triazine herbicide 
widely used in cultures as pineapple, banana, coffee, sugar cane, citrus and corn, 
extremely mobile in the environment and highly persistent in water and soil. Ametrine 
residues and metabolites have been reported to be found in groundwater even after 
long periods after application. Data in the literature indicate that the liver is a target 
organ for Ametrine toxicity, as it is capable of deregulating liver morphology and 
physiology. The liver plays a central role in metabolism, as it receives large amounts 
of nutrients and exogenous substances (xenobiotics) that are absorbed through the 
digestive tract and conducted through the portal vein for further metabolism and 
elimination from the body. Responsible for the synthesis of almost all of the ATP 
necessary to maintain cellular structure and function, mitochondria represent a critical 
target for the action of drugs and toxins. The aim of the present study was to 
characterize the effects of Ametrine in isolated rat liver mitochondria. The 
mitochondrial fraction was isolated by differential centrifugation and the concentrations 
of the herbicide used were 25, 50, 100 and 150 µM. The effects of Ametrine on 
mitochondria were assessed by determining mitochondrial oxygen consumption, 
enzyme activities related to the mitochondrial respiratory chain (NADH dehydrogenase 
and Succinate dehydrogenase), mitochondrial membrane potential (∆Ψ) and 
mitochondrial ATP levels. When energized with malate + glutamate (substrates of 
complex I of the electron transport chain) Ametrine promoted significant reduction of 
oxygen consumption in concentrations from 50 µM and when energized with succinate 
(substrate of complex II of the electron transport chain) no changes were observed. 
The dissipation of the membrane potential from 50 µM was observed in mitochondria 
energized with malate + glutamate and only in 150 µM when energized with succinate. 
The mitochondrial level of ATP was reduced in a dose-dependent manner from 50 µM 
of Ametrine. The herbicide affected the activity of the enzyme NADH dehydrogenase 
at concentrations greater than 50 µM and Succinate dehydrogenase only at the highest 
concentration tested (150 µM). Thus, the results of this study indicate that the toxicity 
of Ametrine in hepatocytes may be related to changes in mitochondrial bioenergetics. 

Keywords: ATP. Hepatotoxicity. Liver. Pesticides. S-triazine. 
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1 INTRODUÇÃO 

Buscando otimizar a produção agrícola, é cada vez mais frequente a utilização 

de compostos sintéticos para redução total ou parcial das pragas e como 

consequência disso, a ocorrência de intoxicação direta ou indireta causada por 

praguicidas torna-se um problema de saúde pública (ROQUE et al., 2016). Existe 

grande preocupação sobre os efeitos da exposição dos praguicidas a longo prazo. Em 

estudo realizado por Pinto et al. (2020), com revisão de literatura de artigos pulicados 

entre os anos de 1945 e 2020, observou-se que a exposição de trabalhadores aos 

praguicidas causa danos ao DNA e maior taxa de mutação (tendo indícios 

cancerígenos).  

Os praguicidas são classificados de acordo com suas funções, podendo ser: 

herbicidas, fungicidas, acaricidas, inseticidas, larvicidas ou algicidas. Essas 

substâncias cumprem com o objetivo inicial de melhorar a produção com aumento da 

quantidade e qualidade do produto, porém o uso indiscriminado apresenta problemas 

para o meio ambiente principalmente pela capacidade que alguns compostos têm de 

se bioacumular ao longo das cadeias biológicas (PRESTON, 2002; COUTINHO et al., 

2005). 

Estudos relatam que a aplicação, armazenamento e eliminação inadequados 

de praguicidas na agricultura, favorecem seu acúmulo na água, solo e ar por muitos 

anos. O resultado da alta toxicidade do herbicida pode gerar mutagenicidade e 

carcinogenicidade nos organismos vivos devido às substâncias químicas contidas em 

sua formulação. O acúmulo aleatório no meio ambiente representa séria ameaça para 

os ecossistemas e para a saúde humana (KHODAYAR et al., 2016).  

Entre os praguicidas sistêmicos encontramos o herbicida Ametrina, que 

compõe uma s-triazina, cujos substituintes são, um grupo tiometil, um grupo etil e um 

grupo isopropil, que formam a estrutura de nome N-etil-N-(1-metiletil)-6-(metiltio)-1,3,5 

triazina 2,4-diamina. Trata-se de uma substância amplamente empregada em culturas 

de abacaxi, banana, café, cana-de-açúcar, citros, milho, etc. Em peixes ela é 

moderadamente tóxica, o que representa um risco para os aqueles que 

posteriormente consumirão a carne. Além disso, dados na literatura indicam que o 

fígado é um órgão alvo da toxicidade da Ametrina, pois ela é capaz de promover danos 

oxidativos, genotóxicos e morfológicos no fígado (ARMAS et al., 2007; SANTOS et al., 

2015). 
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O fígado recebe grandes quantidades de nutrientes e substâncias exógenas 

(xenobióticos) que são absorvidos por meio do trato digestório e conduzidos pela veia 

porta para posterior metabolização e eliminação do organismo. Entre as principais 

funções hepáticas estão a captação de aminoácidos, lipídios, carboidratos e 

vitaminas, com subsequente armazenamento, conversão metabólica e liberação no 

sangue e bile. O fígado é também o principal órgão envolvido na biotransformação de 

xenobióticos mediada pelo citocromo P450, com o objetivo de converter compostos 

hidrofóbicos em hidrossolúveis, para que assim sejam mais facilmente eliminados pelo 

organismo (GUILLOUZO, 1998; IOANNIDES, 2002; DANIELSON, 2002). Esse 

processo tem sido apontado como responsável pelos efeitos tóxicos de inúmeros 

compostos químicos, visto que os metabólitos produzidos podem exercer atividades 

adversas ao organismo animal por alterar, a nível celular e molecular, algum 

componente celular fundamental (mitocôndria, por exemplo) modulando assim sua 

função (MEYER E KULKARNI, 2001; MINGATTO et al., 2007). 

A mitocôndria é a organela responsável pela produção da maior parte do ATP 

necessário para a manutenção da célula e dados experimentais indicam que ela 

representa um alvo preferencial e crítico para a ação de drogas, toxinas ou seus 

metabólitos reativos formados pelo citocromo P450. Os efeitos tóxicos sobre as 

mitocôndrias podem ocorrer por mecanismos diretos e indiretos, levando a disfunções 

mitocondriais, tais como alterações na cadeia respiratória e fosforilação oxidativa, na 

permeabilidade da membrana mitocondrial, no transporte de cálcio, no estado 

oxidativo, além de uma série de outros eventos que levam à depleção de ATP e 

indução de morte celular (NADANACIVA et al., 2007). 

 Pensando no papel central do fígado no organismo e a importância da função 

mitocondrial para a manutenção desse órgão, torna-se importante a avaliação dos 

efeitos da Ametrina sobre os parâmetros relacionados à bioenergética de mitocôndrias 

isoladas de fígado de rato, no sentido de avaliar os mecanismos envolvidos na 

hepatotoxicidade provocada pelo herbicida. Assim, espera-se fornecer informações 

relevantes para o auxílio no tratamento em casos de intoxicação em animais e 

humanos. 

 

 

 



15 
 

2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Praguicidas 

As substâncias químicas utilizadas para prevenção e combate de formas de vida 

vegetal ou animal indesejáveis nas culturas agrícolas, na pecuária, nas casas, nos 

jardins e na saúde pública, recebem várias denominações, dentre elas, defensivos 

agrícolas, biocidas, praguicidas, agrotóxicos e agroquímicos (MOURA, 2008). As 

terminologias adotadas são exemplos da multiplicidade de visões que cercam essas 

substâncias químicas utilizadas na agricultura. Para as indústrias produtoras desses 

compostos o termo mais utilizado e “defensivo agrícola”, pois protegem os produtos 

agrícolas da ação de pragas que poderiam causar prejuízos econômicos (KHOURI, 

2007). 

Segundo a ANVISA (2017), a definição para agrotóxicos e afins são "Produtos e 

agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso nos setores 

de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas 

pastagens, na proteção de florestas, nativas ou implantadas, e de outros 

ecossistemas e também de ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade 

seja alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-la da ação danosa 

de seres vivos considerados nocivos, bem como as substâncias e produtos 

empregados como desfolhantes, dessecantes, estimulantes e inibidores de 

crescimento”. 

 Segundo MORAGAS (2003) a finalidade dos praguicidas pode ser dividida em 

diversas classes de uso, tendo como exemplo:  

• Acaricidas: destinados ao controle de ácaros; 

• Fungicidas: destinados a eliminar fungos; 

• Herbicidas: destinados a eliminar ou impedir o crescimento de ervas 

daninhas; 

• Inseticidas: destinados a eliminar insetos; 

• Raticidas: destinados a eliminar ratos, marmotas, toupeiras, preás e 

camundongos;  

• Nematicidas: ação de combate a nematoides;  

• Molusquicidas: ação de combate a moluscos. 

Entre os praguicidas utilizados na agricultura, aproximadamente 50% 

correspondem ao grupo de herbicidas, desta forma esta classe dos praguicidas é a 
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mais representativa no mundo. A maior parte deles apresenta elevada toxicidade ao 

ser humano, bem como baixa taxa de degradação, com consequente persistência no 

solo, podendo atingir os lagos e águas subterrâneas, devido a permeação através do 

solo (HERTWIG et al., 1983; SINDAG, 2008; FERRACINI et al., 2005; ARMAS et al., 

2007). 

Quando se trata da escolha do herbicida, algumas questões devem ser levadas 

em consideração como: seletividade - seletivos ou não seletivos, absorção pela planta 

- herbicidas de solo e foliares, o tipos de ação - sistêmicos ou de contato, o tempo de 

aplicação - pré-plantio, pré-emergente ou pós-emergente. No Brasil as principais 

culturas de consumo de herbicidas são soja, milho, cana-de-açúcar, café, arroz, citros, 

feijão, algodão e trigo (MARTINS, 1995; QUEIROZ, LANÇAS, 1997; INOUE et al., 

2003; SINDAG, 2008) A grande desvantagem é que a maior parte dos herbicidas 

possui efeitos altamente tóxicos. 

 

2.2 Ametrina 

A Ametrina (Figura 1) é um herbicida que compõe 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 é um herbicida 

seletivo sistêmico, utilizada no combate de plantas daninhas anuais (folhas estreitas 

e largas), que está associada, principalmente, as culturas de abacaxi, banana, café, 

cana-de-açúcar, citros e milho. Por ser pouco estável, ela apresenta uma meia-vida 

de 20 a 100 dias, tornando-se muito móvel no ambiente e altamente persistente na 

água e no solo. Há relatos de seus metabólitos encontrados em águas subterrâneas 

mesmo depois de longos períodos após sua aplicação.  

 

Figura 1 - Estrutura química do herbicida Ametrina 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Chemical Book (2017). 
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 Em estudo realizado por ARMAS et al., 2007 sobre o diagnóstico espaço-

temporal da ocorrência de herbicidas no rio Corumbataí, observou-se a presença de 

resíduos de Ametrina nas amostras de água e sedimentos durante o período do 

estudo. Amplamente utilizada para otimizar a produção de cana-de-açúcar as triazinas 

apresentam problema ambiental para organismos não alvos. Por ser uma substância 

com alta mobilidade, persistência, solubilidade em água e infiltração fraca no solo, a 

soma desses fatores faz com que o composto se torne facilmente transportado por 

escoamento superficial e lixiviação.  

 A avaliação toxicológica dos efeitos da Ametrina em ratos Wistar, após 

tratamento com duas doses sub-letais (15 e 30 mg/kg/dia) por 56 dias, demonstrou 

que a exposição ao herbicida causa genotoxicidade e alterações na morfologia dos 

hepatócitos, pois foi observada redução do diâmetro e volume nuclear (SANTOS et 

al., 2015). 

 Conforme descrito por Machado et al., 2017, a poluição de rios próximos a 

áreas urbanas representam um risco para a saúde humana por conta de exposição 

direta aos produtos químicos ou ingestão de água e peixes contaminados. Após 

avaliação de amostras de água e sedimentos do rio Pardo, São Paulo, durantes as 

estações chuvosas foi constatada a presença da Ametrina, evidenciando a 

necessidade de intensificação na fiscalização sobre a utilização deste composto 

químico nas lavouras. 

  Lang, Rettie e Böcker (1997) desenvolveram um estudo cinético com amostras 

de fígado de pessoas com idade entre 30 e 70 anos para desvendar os mecanismos 

de biotransformação das s-triazinas (atrazina, terbutilazina, ametrina e terbutina). Em 

relação à Ametrina, os resultados do trabalho demonstraram que mais de uma 

isoforma P450 está envolvida no processo de metabolização da substância, sendo a 

deisopropilametrina (DIAm); 1-(hidroxiisopropil) ametrina (Am-M1); desetilametrina 

(DEAm) e sulfóxido de ametrina (AmSO) os seus principais metabólitos. A Figura 2 

demonstra o metabolismo da ametrina. 
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Figura 2 - Metabolismo in vitro da ametrina. As setas indicam as posições de ataque 
oxidativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Lang, Rettie e Böcker (1997). 

 

2.3 Generalidades sobre o fígado e hepatotoxicidade 

       Devido à sua interposição entre o trato digestório e a circulação geral do 

organismo, o fígado desempenha uma função central no metabolismo. Ele recebe 

grandes quantidades de nutrientes e xenobióticos que são absorvidos por meio do 

trato digestivo e veia porta. Entre as principais funções hepáticas estão a captação de 

aminoácidos, lipídios, carboidratos e vitaminas, com subsequente armazenamento, 

conversão metabólica e liberação no sangue e bile. O fígado é também o principal 

órgão envolvido na biotransformação de substâncias exógenas (xenobióticos), com 

capacidade de converter compostos hidrofóbicos em hidrossolúveis, mais facilmente 

eliminados pelo organismo (GUILLOUZO, 1998).  

 Substâncias capazes de produzir danos aos hepatócitos são denominadas 

hepatotoxicantes. Os hepatotoxicantes intrínsecos afetam todos os indivíduos em uma 

forma dose-dependente e, portanto, previsivelmente, podendo interferir com o 

metabolismo celular (hepatotoxicantes ativos) ou tornarem-se tóxicos após 

biotransformação (hepatotoxicantes latentes). A hepatotoxicidade idiossincrática, por 

outro lado, é dose-independente, podendo ser uma consequência do metabolismo 

anormal do xenobiótico em indivíduos susceptíveis (idiossincrasia metabólica) ou ser 

provocada por lesão hepática mediada pelo sistema imune (hepatite alérgica); nesses 

casos, mesmo pequenas concentrações de um fármaco podem provocar toxicidade. 

A atividade do fígado no metabolismo de substâncias exógenas é mediada 

principalmente pelo citocromo P450. Embora as reações de biotransformação estejam 

associadas ao processo de desintoxicação, em alguns casos o metabolismo do 
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xenobiótico é prejudicial às células devido à produção de metabólitos altamente 

reativos, mais tóxicos do que o composto de origem, entre eles, eletrófilos, radicais e 

espécies reativas de oxigênio; estes, por sua vez, podem reagir diretamente com 

macromoléculas celulares ou iniciar reações em cadeia. Apesar deste processo de 

ativação ser o evento central em diversos fenômenos tóxicos, os hepatócitos possuem 

mecanismos de defesa efetivos para minimizá-los, de tal forma que é o balanço entre 

a bioativação, a desintoxicação e os mecanismos de defesa que determina se um 

composto irá ou não apresentar toxicidade (GÓMEZ-LECHÓN et al., 2001). 

 Os diversos aspectos da lesão química ao fígado incluem a natureza dos agentes 

hepatotóxicos, a característica da lesão, o mecanismo para os efeitos hepatotóxicos, 

as circunstâncias de exposição e a importância médica e social. Algumas 

hepatotoxinas encontradas na natureza são produtos de plantas, metabolismo de 

fungos e bactérias ou são minerais (SCHOENTAL, 1963). Muitos agentes 

hepatotóxicos são produtos da indústria química ou farmacêutica (TOLMAN; 

SIRRINE, 1998; ZIMMERMAN, 1998). Outros ainda são subprodutos ou resíduos de 

materiais industriais que, por poluir o ambiente, podem ter acesso a humanos e 

animais. A lesão hepatotóxica pode ter várias formas. Alguns agentes levam à 

necrose, esteatose, cirrose ou carcinoma (SCHOENTAL, 1963; TOLMAN; SIRRINE, 

1998; ZIMMERMAN, 1998). Outros levam apenas a interferências na secreção biliar 

e icterícia, com pequena ou nenhuma lesão evidente ao parênquima hepático 

(ROUILLER, 1964; ZIMMERMAN, 1998). Alguns produzem curiosas lesões 

degenerativas ou vasculares.  

 

2.4 Bioenergética mitocondrial 

 A mitocôndria é responsável pela síntese da quase totalidade do ATP necessário à 

manutenção da estrutura e função celular. Os elétrons doados por substratos 

oxidáveis à cadeia respiratória na membrana mitocondrial interna, por meio de NADH 

ou FADH2, são transferidos ao O2 reduzindo-o a H2O (respiração mitocondrial), e a 

energia livre resultante é utilizada para a síntese de ATP (fosforilação oxidativa).  
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Figura 3 - Representação da cadeia respiratória e fosforilação oxidativa. Seta verde: 
caminho percorrido pelos elétrons 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Maioli (2012). 

  

 De acordo com a hipótese quimiosmótica de Mitchell em associação com a do 

acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons é acompanhado de 

bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o espaço Inter membranas, 

gerando um gradiente eletroquímico de H+. A energia livre liberada no retorno do H+ à 

matriz mitocondrial induz alteração conformacional no componente F1 da FoF1-ATP 

sintase, liberando o ATP formado a partir de ADP e Pi em seus sítios catalíticos 

(MITCHELL, 1961; BOYER et al., 1973). Quando a membrana mitocondrial se torna 

permeável a H+ (por exemplo, pela ação de protonóforos) ocorre dissipação do 

potencial de membrana aumentando a velocidade de respiração; sob essas condições 

(desacoplamento), a capacidade da mitocôndria de sintetizar ATP é comprometida 

(MITCHELL, 1961; NICHOLLS; FERGUSON, 2002).   

 Evidências experimentais indicam que a mitocôndria representa um alvo 

preferencial e crítico para a ação de drogas e toxinas. Os efeitos tóxicos sobre as 

mitocôndrias podem ocorrer por mecanismos diretos e indiretos, levando a disfunções 

mitocondriais, tais como alterações no transporte de elétrons e fosforilação oxidativa, 

na permeabilidade da membrana mitocondrial interna, no transporte de cálcio, no 

estado oxidativo, além de uma série de outros eventos que levam à depleção de ATP 

(NADANACIVA et al., 2007, DYKENS et al., 2008, CASTANHA-ZANOLI et al., 2012, 

LI et al., 2012). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Determinar os efeitos da Ametrina em mitocôndrias isoladas de fígado de rato 

sobre parâmetros relacionados à bioenergética para auxiliar no conhecimento sobre 

os mecanismos envolvidos na toxicidade apresentada pelo herbicida. 

 

3.2 Objetivo específico 

 Avaliar os efeitos da Ametrina no consumo de oxigênio de mitocôndrias 

isoladas de fígado de rato, potencial de membrana mitocondrial, síntese de ATP e 

atividade das enzimas NADH e Succinato desidrogenase. 

 

3.3 Hipótese 

 A Ametrina afeta a bioenergética das mitocôndrias isoladas de fígado de rato 

alterando a funcionalidade da cadeia respiratória e reduzindo a síntese de ATP. 

. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Avaliação Ética  

A Comissão de Ética em Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências 

Agrárias e Tecnológicas da Unesp – Câmpus de Dracena certificou que os 

procedimentos utilizando animais estão de acordo com os “Princípios Éticos na 

Experimentação Animal” (Certificado n° 13/2018.SP - CEUA). 

 

4.2 Local dos experimentos 

 Os experimentos foram realizados na FCAT – Faculdade de Ciências Agrárias 

e Tecnológicas - UNESP - Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, 

Câmpus de Dracena, no Laboratório de Bioquímica Metabólica e Toxicológica 

(LaBMeT). 

 

4.3 Reagentes 

A Ametrina (Código 45321) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda 

(São Paulo, SP, Brasil). Em todos os ensaios foram empregados reagentes de alto 

grau analítico disponíveis comercialmente e as soluções foram preparadas com água 

ultra-filtrada em sistema purificador Millipore DirectQ-3® (Milli-Q®). As substâncias 

lipofílicas foram solubilizadas em dimetilsulfóxido (DMSO). 

 

4.4 Animais 

 Ratos Wistar machos com aproximadamente 200 g de peso vivo, provenientes 

do Biotério Central da Unesp (Campus de Botucatu), ficaram alojados no Biotério da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnológicas- Unesp - Campus de Dracena, em 

número máximo de quatro animais por caixa, com cobertura metálica e serragem de 

madeira. As caixas plásticas, com dimensões (CxLxA) 41x34x16 cm, foram 

armazenadas sob temperatura controlada de aproximadamente 22ºC e os animais 

receberam alimento e água ad libitum, seguindo recomendações do Guide for the 

Care and Use of Laboratory Animals - Institute for Laboratory Animal Research.  
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4.5 Isolamento de mitocôndrias de fígado de rato intactas e rompidas 

O método da centrifugação diferencial foi aplicado no isolamento das 

mitocôndrias (PEDERSEN et al., 1978). Os animais foram dessensibilizados com éter 

etílico e em seguida eutanasiados por decapitação em guilhotina. Após incisão 

bilateral na cavidade abdominal, pequenos fragmentos do fígado fora imersos 

rapidamente em 50 mL de meio contendo sacarose 250 mM, ácido etilenoglicol bis (β-

aminoetiléter) N,N,N',N'- tetraacético (EGTA) 1 mM e ácido 2-[4(2 hidroxiletil) 

piperazinil(1)] etanossulfônico (HEPES)-KOH 10 mM, pH 7,2, a 4oC. Após lavagens 

sucessivas, os fragmentos foram homogeneizados três vezes por 15 segundos, com 

intervalos de 1 minuto, em homogeneizador Potter-Elvehjem. A suspensão obtida foi 

centrifugada a 770 g durante 5 minutos, a 4oC, e o sobrenadante resultante 

centrifugado a 9.800 g durante 10 minutos, a 4oC. O sedimento obtido foi ressuspenso 

em 10 mL de meio contendo sacarose 250 mM, EGTA 0,3 mM e HEPES-KOH 10 mM, 

pH 7,2, e centrifugado a 4.500 g durante 15 minutos, a 4oC. O sedimento mitocondrial 

final resultante foi homogeneizado em 1 mL de meio contendo sacarose 250 M e 

HEPES-KOH 10 mM, pH 7,2, mantido em temperatura de 4oC e utilizado por um 

período máximo de 3 horas após o isolamento. 

 As mitocôndrias rompidas foram obtidas por tratamento de choque térmico 

após três ciclos consecutivos de congelamento em nitrogênio líquido e 

descongelamento em um banho de água aquecido a 37°C. Os fragmentos de 

membrana foram mantidos a 4°C e foram utilizados na avaliação da atividade 

enzimática mitocondrial no período máximo de 3 horas. 

 

4.6 Determinação da concentração das proteínas mitocondriais  

A concentração das proteínas mitocondriais foi determinada com o uso do 

espectrofotômetro do modelo DU-800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA), empregando-

se a reação de biureto, conforme Cain; Skilleter (1987). Uma alíquota de 10 μL da 

suspensão mitocondrial foi solubilizada em 100 μL de ácido deoxicólico 5% (m/v), 

seguido de 1390 μL de água Milli-Q® e 1500 μL de reagente Biureto 0,15% (m/v). 

Determinou-se a concentração de proteína em comprimento de onda de 540 nm 

utilizando a albumina de soro bovino (BSA) como padrão. 
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4.7 Determinação do consumo de oxigênio mitocondrial  

 O consumo de oxigênio pelas mitocôndrias foi monitorado polarograficamente 

em oxímetro equipado com eletrodo de oxigênio do tipo Clark (Strathkelvin Precision 

Dissolved Oxygen Respirometer, Strathkelvin Instruments Limited, Glasgow, 

Scotland, UK) e os parâmetros respiratórios determinados conforme CHANCE 

WILLIAMS (1955). As mitocôndrias (1 mg de proteína/mL) foram incubadas sob 

agitação, em uma câmara fechada e termostatizada a 30oC, no meio de respiração 

contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM e HEPES-KOH 10 mM, acrescido de EGTA 

0,5 mM e K2HPO4 10 mM (pH7,4) e energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM 

ou succinato de potássio 5 mM (acrescido de rotenona 50 mM). Diferentes 

concentrações (25, 50, 100 e 150 μM) de Ametrina foram adicionadas e as 

velocidades de consumo de oxigênio determinadas por meio do software Strathkelvin 

Oxygen 782 System (versão 3.0, 2005) e expressas como nmol O2 consumido/min/mg 

de proteína. A respiração do estado 3  iniciou-se após a adição de 400 nmols de ADP.  

 

4.8 Determinação do potencial de membrana mitocondrial (∆Ψ)  

 O potencial de membrana mitocondrial foi determinado em espectrofluorímetro 

modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo, Japão), monitorando-se as variações de 

fluorescência promovida pela captação de safranina O, nos comprimentos de onda de 

505 e 535 nm para excitação e emissão, respectivamente. As mitocôndrias (1 mg de 

proteína/mL) foram incubadas a 30ºC em meio de reação (volume final de 2 mL) 

contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, EGTA 0,5 mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, 

e o indicador safranina O 4 µM. Os substratos usados foram glutamato 5 mM + malato 

5 mM ou succinato 5 mM (acrescido de rotenona 2,5 µM).  

 A técnica consiste no monitoramento das alterações da fluorescência da sonda 

safranina O, um composto catiônico permeável à membrana celular que é 

rapidamente captado pelas mitocôndrias intactas das células. A intensidade de 

fluorescência estabelece uma relação estequiométrica inversa entre a polarização e a 

fluorescência, ou seja, quanto maior for a potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 

menor será a fluorescencia captada pelo equipamento pois a sonda é internalizada 

quando se forma o potencial de membrana. 
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4.9 Determinação da concentração de ATP mitocondrial  

 O método de quimioluminescência (sistema luciferina-luciferase de vagalume) 

foi utilizado na quantificação de ATP mitocondrial, por meio do kit Bioluminescent 

Assay Kit Sigma (St. Louis, MO, USA) em um aparelho Luminômetro modelo Sirius I 

(Berthold Detection Systems, Pforzheim, Alemanha). As mitocôndrias (1 mg de 

proteína) foram incubadas no meio de respiração (1 mL de volume final) na presença 

ou na ausência de ametrina. A suspensão foi submetida a agitação branda e após 10 

minutos de incubação a mesma foi centrifugada a 9.000 x g por 5 min, a 4°C. O 

precipitado obtido foi tratado com 1 mL de ácido percloracético 1 M a 4ºC e novamente 

centrifugado a 14.000 x g por 10 min a 4°C. Foram separadas alíquotas de 100 μL do 

sobrenadante de cada amostra e as mesmas foram neutralizadas com KOH 2 M. Em 

seguida foi adicionado TRIS-HCl 100 mM, pH 7,8 (1 mL de volume final), sendo as 

amostras centrifugadas a 15.000 x g, por 10 min a 4°C, e os sobrenadantes resultantes 

foram avaliados, em triplicata, no Luminômetro seguindo  as recomendações do 

fabricante do kit. 

 O método consiste na quebra do ATP pela luciferase e a união do ADP à 

luciferina, formando assim a adenil-luciferina. Essa por sua vez reage com o oxigênio 

emitindo luz, sendo essa intensidade de luz captada pelo aparelho. Por meio de uma 

curva padrão consegue-se realizar a quantificação do ATP presente na amostra. O 

ATP é o fator limitante da reação para a emissão de luz, ou seja, a quantidade de luz 

emitida é diretamente proporcional à quantidade de ATP na amostra.  

       ATP + Luciferina                    luciferase + Mg            Adenil-luciferina + Pi 

    Adenil-luciferina + O2                           Oxiluciferina + AMP + CO2 + Luz 

 

4.10 Determinação das atividades das enzimas relacionadas à cadeia 

respiratória mitocondrial (NADH desidrogenase e Succinato desidrogenase)  

 As atividades das enzimas NADH desidrogenase e Succinato desidrogenase 

foram determinadas pelo método espectrofotométrico descrito por SINGER (1974), 

usando o ferricianeto como aceptor artificial de elétrons. A reação ocorreu a 28ºC, em 

volume final de 1,0 mL, em sistema de reação constituído de: tampão fosfato 50 mM, 

pH 7,4, EDTA 2 mM, NADH 0,17 mM ou Succinato 10 mM (+ rotenona 1 µM), 

ferricianeto de potássio 0,6 mM, e 100 µg de proteína mitocondrial juntamente com 

diferentes concentrações de Ametrina (25, 50, 100 e 150 μM). A reação, iniciada pela 
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adição de NADH ou Succinato, foi monitorada em 420 nm e os resultados expressos 

em nmol de ferricianeto reduzido . min-1 . mg de proteína-1, considerando-se o 

coeficiente de extinção molar do ferricianeto de 1.040 mol . L-1 . cm-1 (CREUTZ, 1973).  

 O método consiste no monitoramento da redução do ferricianeto nas seguintes 

reações: 

• NADH desidrogenase: 

NADH + 2ferricianeto (Fe3+)   NADH DESIDROGENASE            NAD+ + H+ + 2ferricianeto (Fe2+) 

• Succinato desidrogenase: 

Succinato + 2ferricianeto (Fe3+) SUCCINATO DESIDROGENASE   fumarato + 2ferricianeto (Fe2+) 

+ 2H+ 

 

4.11 Análise estatística 

A significância estatística dos dados experimentais foi avaliada pela análise de 

variância, sendo a comparação de médias realizada por meio do teste de Dunnet, o 

qual realiza a comparação entre os tratamentos e o controle, e os resultados com valor 

de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. O programa utilizado 

foi o Graphpad Prism, versão 4.0 para o Windows, do Graphpad Software (SAN 

DIEGO, CA, USA). 

 

5 RESULTADOS 

5.1 Efeito da Ametrina sobre o consumo de oxigênio mitocondrial 

Os resultados de consumo de oxigênio obtidos utilizando mitocôndrias 

energizadas com glutamato + malato (doadores de elétrons para o complexo I) 

mostraram uma inibição nas concentrações de 50, 100 e 150 µM (Figura 4 A). Quando 

energizadas com succinato, doador de elétrons para o complexo II, não apresentaram 

diferenças significativas em relação ao controle (Figura 4 B).  

 

Figura 4 - Efeito da Ametrina no consumo de oxigênio do estado 3 da respiração em 

mitocôndrias isoladas de fígado de rato, energizadas com glutamato 5 mM + malato 

5 mM (A) e succinato 5 mM (+ rotenona 50 nM) (B). Os valores representam a média 
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± EPM de quatro experimentos com diferentes preparações mitocondriais. 

*Significantemente diferente do controle (*P < 0,05). C = controle, sem adição da 

Ametrina. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

5.2 Efeito da Ametrina sobre o potencial de membrana mitocondrial (∆Ψ) 

A Ametrina dissipou significantemente o potencial de membrana de 

mitocôndrias energizadas com malato + glutamato nas concentrações de 50, 100 e 

150 µM (Figura 5 A) e quando energizadas com succinato + rotenona esse efeito foi 

observado apenas na presença de 150 µM do herbicida (Figura 5 B). 

 

Figura 5 - Efeito da Ametrina no potencial de membrana em mitocôndrias isoladas 

de fígado de rato energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM (A) ou succinato 

5 mM (+ 2,5 μM de rotenona) (B). Os valores representam a média ± EPM de quatro 
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experimentos com diferentes preparações mitocondriais. *Significantemente 

diferente do controle (*P < 0,05). C = controle, sem adição da Ametrina. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

5.3 Efeito da Ametrina sobre a concentração de ATP mitocondrial 

 A Ametrina diminuiu a concentração de ATP nas mitocôndrias energizadas com 

glutamato + malato de maneira dose-dependente, sem do os efeitos significantes 

observados nas concentrações de 50, 100 e 150 µM (Figura 6). 

 

Figura 6 - Efeito da Ametrina na concentração de ATP em mitocôndrias isoladas de 

fígado de rato, energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM. Os valores 

representam a média ± EPM de quatro experimentos com diferentes preparações 

mitocondriais. *Significantemente diferente do controle (*P < 0,05). C = controle, sem 

adição do Ametrina ou rotenona; Rot = controle positivo, obtido pela adição de 

rotenona 2,5 μM. 
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Fonte: elaborado pela autora. 

 

5.4 Efeito da Ametrina sobre as atividades das enzimas relacionadas à cadeia 

respiratória mitocondrial (NADH Desidrogenase e Succinato Desidrogenase) 

 Com relação à atuação da Ametrina na atividade da enzima NADH 

desidrogenase, localizada no complexo I da cadeia respiratória mitocondrial, foi 

observado um efeito inibidor dose-dependente a partir de 50 µM (Figura 7 A). Quando 

analisada a atuação do herbicida sobre a succinato desidrogenase, enzima localizada 

no complexo II da cadeia respiratória mitocondrial, a inibição aconteceu apenas na 

concentração de 150 µM (Figura 7 B). 

 

Figura 7 - Efeito da Ametrina nas atividades das enzimas NADH (A) e Succinato (B) 

desidrogenase. Os valores representam a média ± EPM de três experimentos com 

diferentes preparações mitocondriais. *Significantemente diferente do controle (*P < 

0,05). C = controle, sem adição de Ametrina. 
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Fonte: elaborado pela autora. 
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6 DISCUSSÃO 

Estudos demonstraram que a contaminação de solos e de águas 

superficiais/subterrâneas pelo herbicida Ametrina (CUMMING; DOYLE; BROWN, 

2002; LAABS et al., 2002; ARMAS, 2006), pertencente à classe das s-triazinas, pode 

causar anormalidades sexuais em sapos (HAYES et al., 2003; SULLIVAN; SPENCE, 

2003), reduzir a produção de testosterona em ratos (TRENTACOSTE, 2001) e em 

níveis elevados, para humanos, pode causar náuseas, vômitos, diarréias, fraqueza 

muscular e câncer de próstata (MACLENNAN et al., 2002). 

Evidências na literatura científica indicam que o fígado é um dos alvos da 

toxicidade da Ametrina. Em estudo realizado por Ohno et al, (1998), a Ametrina 

apresentou citotoxicidade em hepatócitos isolados e cultura primária de hepatócitos, 

aumentando a liberação da enzima lactato desidrogenase e diminuindo a 

concentração de GSH em ambos os casos. Santos et al., (2015) aplicaram duas 

concentrações sub-letais de ametrina (15 e 30 mg/kg/dia) por gavagem durante 56 

dias em ratos Wistar e demonstraram que a Ametrina afeta os hepatócitos, 

provocando a diminuição volumétrica dos sinusóides com fibrose. Os núcleos dos 

hepatócitos apresentaram diminuição significativa de diâmetro e volume.  

Para avaliar o potencial envolvimento das mitocôndrias na hepatotoxicidade 

relacionada à Ametrina, no presente estudo foram avaliados os seus efeitos na 

bioenergética de mitocôndrias isoladas de fígado de ratos. As mitocôndrias são 

organelas celulares muito importantes por serem responsáveis pela maior parte da 

energia gerada e utilizada pelas células (NICHOLLS; FERGUSON, 2002). Elas 

desempenham papel fundamental para a sobrevivência celular por representarem o 

principal sítio do metabolismo oxidativo dos eucariotos e também por participarem de 

vias apoptóticas e necróticas (LIU et al., 1996; DESAGUER; MARTINOU, 2000; 

NICHOLLS; FERGUSON, 2002). 

Toda energia liberada pela oxidação de substratos na cadeia respiratória é 

usada para transportar prótons através da membrana interna, gerando assim a força 

próton-motora que impulsiona a síntese de ATP pela FoF1-ATP sintase. Muitos 

compostos são capazes de promover mudanças na fosforilação oxidativa (BRIDGES 

et al., 2014). Entre estes, estão os inibidores que interferem com a síntese de ATP 

atuando nos complexos da cadeia respiratória ou na FoF1-ATP sintase (NICHOLLS; 

FERGUSON, 2002).  
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No presente estudo, a interferência da Ametrina no funcionamento da cadeia 

de transporte de elétrons foi monitorada pelo consumo de oxigênio. Os resultados 

obtidos na respiração mitocondrial de estado 3 demonstraram que, nas concentrações 

testadas, o herbicida interfere no transporte de elétrons para o complexo I levando à 

inibição do consumo de oxigênio. A inibição do transporte de elétrons resulta na 

redução do potencial da membrana mitocondrial (KALBACOVA et al., 2003). Esse 

efeito também foi observado para a Ametrina, sendo observada redução do potencial 

de membrana nas mitocôndrias energizadas com os substratos do complexo I 

(glutamato + malato) a partir de 50 µM.  

Ao inibir a cadeia de transporte de elétrons e a formação do potencial de 

membrana, seria esperado que a Ametrina reduzisse a concentração mitocondrial de 

ATP. Nesse sentido, as mitocôndrias foram incubadas com a Ametrina na presença 

dos substratos do complexo I e posteriormente a concentração de ATP foi medida, 

tendo sido observada uma redução dose-dependente na concentração do nucleotídeo 

nas doses acima de 50 µM do herbicida. A interferência na síntese ou uso do ATP 

mitocondrial é o mecanismo pelo qual muitos xenobióticos expressam sua toxicidade 

aguda ou crônica (MEYER E KULKARNI, 2001). Além disso, a redução do ATP pode 

diminuir a eficiência dos processos dependentes de energia e a transdução de sinais 

celulares mediados pelo mesmo, o que segundo Eguchi et al., (1997) e Skulachev 

(2006), os níveis de ATP determinam o tipo de morte celular, pois quando a depleção 

dos níveis acontece gradativamente as células se encaminham para apoptose, e 

quando a queda é repentina ela é direcionada para necrose. 

Para avaliar o possível efeito da Ametrina sobre as enzimas da cadeia de 

transporte de elétrons, foram realizados experimentos para a medida da atividade da 

NADH desidrogenase, localizada no complexo I, e da succinato desidrogenase, 

enzima localizada no complexo II, sendo que o herbicida foi capaz de inibir a atividade 

da NADH desidrogenase de maneira mais eficiente. Esses resultados corroboram os 

efeitos observados no consumo de oxigênio e no potencial de membrana mitocondrial, 

indicando que o mecanismo tóxico do herbicida está relacionado com sua ação direta 

na cadeia de transporte de elétrons, sendo mais proeminente no complexo I. 
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7 CONCLUSÃO 

A Ametrina exerce efeito danoso na bioenergética de mitocôndrias isoladas de 

fígado de rato que consiste na alteração da funcionalidade da cadeia respiratória e 

redução dos níveis de ATP. Uma vez que a inibição do metabolismo energético pode 

afetar vários processos importantes para a manutenção celular, é razoável que as 

mudanças na produção de energia mitocondrial do fígado descritas no presente 

trabalho possam contribuir para a hepatotoxicidade apresentada pelo herbicida. 
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