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Resumo

RESUMO

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

mitocondrial.



Abstract

ABSTRACT

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

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

Capitulo 1 - REVISAO DA LITERATURA
1. INTRODUCAO

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

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

1.1. DIURON

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

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

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

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

hepéticas foi avaliada nesse projeto.
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1.2. ESTUDOS EXPERIMENTAIS

O Diuron (CAS no 330-54-1) foi classificado pela Agéncia de
Protecdo Ambiental norte-americana (USEPA) como “provavel cancerigeno
para a espécie humana” apds estudo de carcinogenicidade de dois anos
apresentar aumento das incidéncias de carcinomas uroteliais na pelve renal e
na bexiga de ratos Wistar expostos continuamente a 2.500 ppm (10.725uM)
pela racdo (USEPA, 1997; IYER, 2002). Estudos desenvolvidos por nosso
grupo de pesquisa - Nucleo de Avaliacdo do Impacto Ambiental sobre a Saude
Humana (TOXICAM) - permitiram propor que o herbicida é citotdxico para
0 urotélio de ratos, onde o proprio produto parental e/ou seus metabdlitos
induzem sucessivamente degeneracdo celular, esfoliagdo e necrose seguidas
de hiperplasia. Nesses estudos in vivo em que o Diuron foi administrado por
via oral pela racdo, em concentragdes de até 2.500 ppm (10.725 uM), foram
excluidos outros modos de acdo nociva, como genotoxicidade, e alteragdes na
composicdo urinaria, como mudancas do pH ou a presenca de solidos
urinarios (cristais e calculos) (NASCIMENTO et al., 2006; DA ROCHA et
al., 2010, 2012, 2013, 2014; FAVA et al., 2015).

Apos exposicao oral, utilizando microscopia eletronica de varredura
(MEV), foram observadas alteracbes uroteliais precoces nos ratos
alimentados com racao contendo 2.500 ppm (10.725 puM) de Diuron. Essas
alteracdes consistiram em células uroteliais edematosas (swollen cells),
salientes para o lumen; suas incidéncias e quantidade células aumentaram ja
no 3° dia de estudo e persistiram até o 7° dia. A microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) no 7° dia mostrou que essa alteracdo correspondia a
degeneracdo hidropica (edema) citoplasmatica e nuclear, que resultava no
alargamento e protrusdo das células uroteliais superficiais para o lumen
vesical, com ruptura da membrana celular, necrose e esfoliacdo (DA ROCHA
et al,, 2012). Uma das causas este quadro morfologico é a disfuncdo

mitocondrial, um dos parametros analisados no presente projeto.
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Outros estudos mostraram aumento dose-dependente, a partir de 15
semanas de exposicdo, das incidéncias de necrose urotelial, hiperplasia e do
indice de proliferagdo celular em ratos Wistar machos expostos a 2.500 ppm
(10.725 pM) do produto na ragdo (NASCIMENTO et al., 2006; DA ROCHA
et al., 2013; FAVA et al., 2015). Esse efeito dose-resposta também foi
observado quanto a expressdo de genes relevantes para a carcinogénese em
células uroteliais isoladas de bexiga urinaria de ratos expostos a diferentes
concentragdes do Diuron por periodos variados. Foi possivel observar, pela
analise PCA (Principal Component Analysis) - ferramenta de resolucdo de
dados que agrupa amostras de expressao génica similares em um espaco
tridimensional - evidente separagdo entre 0S grupos expostos a altas
concentragdes (1.250 e 2.500 ppm) (5.362 e 10.725 puM) e a baixas
concentragdes (60, 125 e 500 ppm) (257, 536 e 2.145 pM) apos 07 dias ou 20
semanas de exposicao pela racdo (IHLASEH et al., 2011; 2014).

Em roedores, os herbicidas derivados de ureia apresentam baixa
toxicidade sistémica, com dose letal média (DL50) de 1.017 mg/kg em ratos
jovens normais, 437 mg/kg em ratos tratados com dieta deficiente em
proteinas e de 2.390 mg/kg em ratos tratados com dieta rica em proteinas
(BOYD & KRUPTA, 1970). Apesar desta baixa toxicidade aguda, é de
extrema importancia ressaltar que seus produtos intermediarios de degradacéo
(metabdlitos e fotoprodutos) podem ser mais toxicos do que o herbicida em
sua forma original. Por exemplo, a biotransformacdo do Diuron pela
Arthrobacter sp., ou outros microorganismos gera metabdlito de elevada
toxicidade denominado 3,4 Dicloroanilina (TIXIER ET AL, 2002).

Estudos de toxicidade oral com ratos Wistar e cdes Beagle expostos
ao Diuron, permitiram detectar residuos do herbicida em diferentes tecidos,
sendo os maiores niveis encontrados nos rins e figado (HODGE et al., 1967).
Efeitos toxicos, geralmente observados ap6s a ingestdo cronica na

concentracdo de 250 ppm (1.072 pM) (dose de 6,26 mg/kg em cées e 12,5
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mg/kg em ratos), foram observadas alteragdes hematoldgicas, perda de peso,
hemosiderose no figado e hiperplasia da série eritroide (HAYES, 1982).

Estudo utilizando mitocondrias isoladas de figado de rato
demonstrou que o Diuron inibiu a biossintese (gliconeogénese) e estimulou a
glicélise e a frutdlise, que sdo fendmenos compensatdrios para uma geracao
de ATP mitocondrial inibida e de acordo com este estudo, Diuron inibe a
gliconeogénese de lactato + piruvato (propor¢do 10/1) em 60% em
hepatdcitos isolados na concentragdo de 0,5 mM (DA SILVA et al., 2017).
Além disso, a transformacdo hepatica de Diuron envolve uma série de
desmetilacdo (MOREIRA et al., 2013), processos que requerem 0 uso de
poténcia redutora na forma de NADPH e O2 na cadeia de transporte de
eletrons do reticulo endoplasmatico (SCHOLZ et al., 1973; DA SILVA et. al.,
2017).

Em peixes-zebra e células de hepatoblastoma humano HepG2,
expostos a diferentes concentraces de Diuron (12,5ug/ml e 25 pg/ml) por
24e 48 horas, 0 Diuron causou fetotoxicidade e geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) nas células HepG2 tratadas (KAO et al., 2019).

Outro estudo conduzido por Rudzok e colaboradores demonstrou
que o herbicida Diuron induz o citocromo P450 1A humano (CYP1A) na linha
celular derivada de hepatoma humano HepG2 (RUDZOK et al., 2009).

Embora o modo de acdo (MoA) citotdéxico do Diuron tenha sido
descrito em estudos experimentais, seu mecanismo de toxicidade ainda nédo
foi estabelecido, especialmente sobre sua hepatotoxicidade. Deste modo,
ensaios utilizando métodos alternativos in vitro podem auxiliar no
esclarecimento mecanistico dos processos bioquimicos e celulares envolvidos
no dano ocasionado pela exposicdo ao herbicida. Esses métodos in vitro ndo
s6 permitem a analise detalhada de efeitos subcelulares como atendem ao
movimento de cuidados éticos com animais de experimentacdo, pela sua
substituicdo, refinamento e reducdo de uso (3R) (FENWICK et al., 2009).
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1.3. IMPORTANCIA DA MITOCONDRIA

Mitocdndrias sdo organelas presentes em quase todas as células
eucarioticas, responsaveis por transformar a energia dos alimentos em energia
atil e transportavel as células, através da molécula de adenosina-trifosfato
(ATP). Essas organelas tém sido utilizadas como ferramenta para esclarecer
0 mecanismo de toxicidade de diferentes xenobiéticos (LI et al., 2012;
MURPHY, 2001).

A estrutura da mitocondria consiste em duas membranas altamente
especializadas (externa e interna), separadas por um espaco inter-membranas,
que reveste 0 espaco interno denominada matriz mitocondrial. A membrana
externa € permeavel a maior parte de ions e moléculas pequenas (PM < 1500
Da) e contém proteinas associadas que promovem a comunicagdo entre as
mitocéndrias e a rede metabdlica (LESNEFSKY et al,2001). A membrana
interna, por outro lado, é impermeavel a quase todos os ions e moléculas
polares e contém elevada quantidade de proteinas (cerca de 75%)
(NICHOLLS; FERGUSON, 1982), dentre elas, proteinas que permitem o
transporte de metabolitos especificos. Possui ainda o sistema transportador de
elétrons e delimita o espaco da matriz mitocondrial, onde encontram-se
inimeras enzimas e copias do genoma mitocondrial (DNAmit) (FREY;
MANNELLA, 2000). Sua energia é obtida da adenosina-trifosfato (ATP) pelo
ciclo do é&cido citrico e fosforilacdo oxidativa que ocorrem na matriz
mitocondrial e na membrana mitocondrial interna, respectivamente
(FRIEDMAN, NUNNARI, 2014; NI et al. 2015; ROUBICEK, SOUZA-
PINTO, 2017). Na presenca de agentes inibidores dessas vias metabolicas,
uma pequena fracdo de O disponivel para a mitocondria sofre reducéo
incompleta e gera os radicais superéxido (O2™), peroxido de hidrogénio
(H202) e hidroxila (OH’), que se acumulam e podem levar ao estresse

oxidativo intracelular, condi¢do decorrente do desequilibrio entre a producéo
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de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONSs) e defesas
antioxidantes.

Quando h& aumento na geracdo de superoxido ou deficiéncia nas
defesas antioxidantes, ocorre uma condicdo conhecida como estresse
oxidativo: o H.0, acumula na mitocondria e, na presenca de Fe?*, produz o
radical OH: via reacdo de Fenton-Haber-Weiss. Este radical é capaz de induzir
citotoxicidade por meio de danos oxidativos em macromoléculas como
proteinas e DNA, e provocar peroxidacdo dos lipidios da membrana.
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; URSO; CLARKSON, 2003).

A exposicdo aos xenobioticos pode induzir abertura do poro de
transicdo de permeabilidade (PTP), um processo que esta correlacionado com
0s mecanismos de morte celular (LEMASTERS, 1999). A Transicdo de
Permeabilidade Mitocondrial (TPM) é um fenémeno mediado pela abertura
de poros de natureza proteica na membrana da mitocondria, como
consequéncia do contato da organela com altas concentracdes de Ca?* e/ou
estresse oxidativo (PEREIRA, 2012). Esse fenémeno, que pode ser inibido
por Ciclosporina A (CsA), leva a difusdo de solutos de até 1500 Da, dissipacao
do potencial de membrana mitocondrial e deplecdo dos niveis de ATP
(RASOLA; BERNARDI, 2007), além de provocar inchamento mitocondrial,
causando o rompimento da membrana externa e consequente liberacdo de
proteinas, como a citocromo c, que esta envolvida no processo de apoptose
(HALESTRAP, 2005).

Algumas caracteristicas da membrana interna sdo de grande
importancia fisiolégica como, por exemplo, o poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (PTPM) (BOELSTERLI, 2002). O PTPM ¢
composto por 5 complexos proteicos, alguns Xxenobidticos apresentam
capacidade de induzir sua abertura e alterar a permeabilidade mitocondrial
(NICHOLLS, FERGUSON, 1982; BOELSTERLI, 2002). Como
consequéncia, o potencial eletroquimico da membrana entra em colapso e a

fosforilagdo oxidativa é afetada. Ainda, a diferenca de osmolaridade entre a
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matriz mitocondrial e o citosol possibilita o influxo de agua e causa o
inchamento da organela. Esses acontecimentos podem estar relacionados com
os diferentes mecanismos de morte celular, como apoptose, necrose e
autofagia (BOELSTERLI, 2002).

Além das vérias fungdes mitocondriais, elas também orquestram as
sinalizagBes celulares para vida ou morte celular através de sistemas
integrados e rea¢des bioquimicas (RASOLA e BERNARDI, 2007).

De acordo com o exposto, a funcdo da mitocondria € complexa e
altamente regulada, tornando essa organela essencial para a homeostase
metabolica e sobrevivéncia das ceélulas. Portanto, a acdo de substancias
potencialmente tdxicas as mitocondrias pode resultar em disfuncdo da
organela e, consequentemente, citotoxicidade (PEREIRA et al., 2013;
PEREIRA et al., 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

Embora a legislacéo brasileira ndo indique monitoragéo do Diuron nos
compartimentos ambientais do pais, esse herbicida persiste no ambiente,
contaminando potencialmente o solo e os sistemas aquaticos. Seu uso
consideravel na agricultura, associado aos seus efeitos nocivos identificados
em mamiferos, em particular para o urotélio de ratos, sugerem que as
populacdes humanas possam estar sob algum risco. Este contexto mostra a
necessidade de pesquisas que melhor elucidem os mecanismos de toxicidade
do Diuron.

Ja esté estabelecido que a disfuncdo mitocondrial resulta em dano
celular, j& que essa organela é fundamental na manutencdo de processos
biologicos (HAYES, 1982). A mitocondria é indicada como biosensor da
toxicidade de xenobioticos, pois alguns deles tém a capacidade de causar
disfuncdes no funcionamento da cadeia transportadora de elétrons e isso pode
levar a diminuicdo na producdo de ATP, formacdo de radicais livres e
alteracdes no mecanismo de regulacdo de calcio intracelular. Esses eventos
sdo capazes de induzira abertura do PTPM, um acontecimento que esta
intimamente relacionado a mecanismos de apoptose e morte celular.
(PEREIRA et al. 2012, 2013). O presente estudo procurou documentar 0S
efeitos do Diuron e seus metabdlitos sobre mitocondrias isoladas do figado de
ratos na tentativa de identificar processos bioquimicos envolvidos no

mecanismo de citotoxicidade desses compostos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Este projeto visou estudar in vitro 0s mecanismos de dano induzidos
pelo Diuron e seus metabolitos DCA e DCPMU em mitocondrias hepaticas

isoladas de figado de ratos Wistar.
3.2. Especificos

o Avaliar os efeitos da exposi¢do do Diuron e seus metabolitos sobre a
bioenergeética de mitocondrias isoladas de figado de ratos Wistar.

. Avaliar os efeitos da exposi¢do do Diuron e seus metabdlitos sobre o

estado redox de mitocondrias isoladas de figado de ratos Wistar.

. Avaliar os efeitos da exposi¢do do Diuron e seus metabdlitos sobre o

inchamento de mitocondrias isoladas de figado de ratos Wistar.
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Introducao

Capitulo 2: Manuscrito!

De modo a atender as normas do Programa de P6s-Graduacéo em Patologia, o Capitulo 1 desta tese é

composto por artigo cientifico a ser publicado na revista Revinter- Sistema de Referéncia ABNT

1. INTRODUCAO

O Diuron [3- (3,4-diclorofenil) -1,1-dimetilureia; CAS no. 330-54-1]
é um herbicida derivado da ureia, eficiente no controle de ampla variedade de
plantas daninhas infestantes. No estado de S&o Paulo, por exemplo, é
comumente utilizado em plantacfes de cana de agucar, café, soja, entre outras
culturas. Sua acdo herbicida é consequéncia da sua capacidade de agir como
um inibidor eficiente da fotossintese, blogueando
0 local de ligagdo da plastoquinona ao fotossistema Il na membrana tilacoide
dos cloroplastos, que inibe a producado de energia e oxigénio fotossintético em
plantas e algas, impedindo a transferéncia de elétrons para esse intermediario
(YEBRA et al. 2004). A molécula foi introduzida no mercado em meados da
década de 50 e desde entdo € utilizado como um dos principais herbicidas
disponiveis no mercado. Atualmente o Diuron encontra-se como o décimo
segundo herbicida mais utilizado no Brasil (ANVISA, 2019; IBAMA, 2019).

Este herbicida se degrada lentamente na agua, sendo desta forma
persistente no meio ambiente. Sua meia-vida é cerca de cento e quatorze dias
na agua, fazendo com que o composto original e seus produtos de degradacao
estejam presentes em aguas e solos por longo tempo (APVMA, 2011).

A Agéncia de Protecdo Ambiental norteamericana (USEPA) listou o
Diuron como provavel cancerigeno humano, baseando-se em estudos que
apresentaram tumores uroteliais na bexiga e pelve renal de ratos Wistar apos
a exposicdo prolongada ao composto (USEPA, 1997). Embora o modo de
acdo (MoA) adverso do Diuron sobre o urotélio esteja bem estabelecido, o
real mecanismo de dano desse composto ainda é desconhecido (DA ROCHA
et al., 2010).

Estudos indicam que os produtos resultantes da degradacdo hepética

do Diuron podem ser mais toxicos que a prépria molécula parental. Neste
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contexto, os metabolitos 3,4-dicloroanilina (DCA) e 3-(3,4-diclorofenil)-1-
metilureia (DCPMU) tém se mostrado tdo tdxico ou mais que a molécula
parental, o Diuron (MOHHAMED et al., 2020). DCA induz efeitos negativos
nos organismos aquéaticos, como alteracbes morfoldgicas, biogquimicas,
fisiologicas e comportamentais (SCHEIL et al., 2009; MHADHBI e BEIRAS,
2012).

Apods a exposicdo de Diuron e seus metabolitos, as substéncias se
mostraram presentes em urina de ratos Wistar, sendo o metabdlito DCPU
presente em maior quantidade, seguido pelo DCPMU e DCA. Dentre o0s
efeitos observados no MOA do Diuron, pode-se observar inchamento de
células uroteliais (swollen cells) de ratos Wistar machos (DA ROCHA et al.,
2013).

A mitocondria é a principal organela presente no nosso sistema
responsavel por transformar a energia dos alimentos em energia util as células,
sendo de suma importancia para a manutencao das funcdes celulares. Para
iss0, a mitocondria obtém oxigénio e substratos derivados da glicose, acidos
graxos e aminoacidos, promovendo a conversdo destes substratos em
moléculas de ATP. Naturalmente, isso depende da integridade morfolégica e
funcional da mitocéndria. Quando xenobidticos agem como inibidores da
cadeia respiratOria presente na organela, o oxigénio disponivel pode sofrer
reducdo incompleta e gerar radicais livres, como o radical superdxido (O,
por meio da reacdo catalisada de NADH ou pelo ciclo da ubiquinona. Este
aumento na producéo de superdxido, ou deficiéncias no sistema antioxidantes,
podem gerar estresse oxidativo. Este, na presenca de Ferro, produz o radical
Hidroxila (*OH) via reacdo de Fenton-Haber-Weiss. Este radical esta
intimamente ligado a danos oxidativos que podem ser irreversiveis para a
manutencdo e funcionamento celular. Esses eventos também podem induzir a
formacdo dos poros de transicdo de permeabilidade (PTP), o que compromete

as funcbes mitocondriais, desencadeando apoptose e inchamento
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mitocondrial (BOELSTERLI, 2002; LI et al., 2012; MURPHY, 2001;
DORTA, 2013; PEREIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2012).

O Diuron é persistente no ambiente e potencialmente toxico, porém, a
legislagdo brasileira ndo prevé a monitoracdo desse herbicida nos
compartimentos ambientais do pais. No entanto, seu uso consideravel na
agricultura, associado aos seus efeitos nocivos em mamiferos, em particular
para o urotélio de ratos, mostram a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas que melhor elucidem os mecanismos de sua toxicidade e eventual
relevancia desta toxicidade para a espécie humana (DA ROCHA et al, 2013).
Esté estabelecido que disfuncdo mitocondrial pode resultar em dano celular,
jaque essa organela é fundamental para a manutencéo de processos biologicos
(PEREIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2012). Dessa forma, a mitocondria
isolada foi utilizada para esclarecer os processos bioquimicos envolvidos no
mecanismo de toxicidade do Diuron. Essa organela complexa e altamente
regulada é essencial para a manutencdo de processos bioldgicos como
sobrevivéncia e homeostase metabdlica e, portanto, a interacao de substancias
potencialmente toxicas em diversos pontos deste sistema pode resultar em
disfuncdo mitocondrial e consequente toxicidade (BOELSTERLLI, 2002).

Com o intuito de elucidar a toxicodindmica do Diuron e seus
metabolitos foram utilizadas mitocondrias isoladas de figado de ratos Wistar
machos saudaveis, uma vez que o figado & um 0&rgdo central de
biotransformacédo de substancias exdgenas e endogenas (KNASMULLER et
al., 1998).
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Material e Métodos

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas solugdes padrdes do herbicida Diuron (CAS: 330-54-
1, pureza >98%) e de seus metabdlitos 3-4-dicloroanilina (DCA) (CAS: 95-
76-1, pureza 98%) e N-(3,4-diclorofenil)-3-metilurea (DCPMU) (CAS: 3567-
62-2, 98%) (Sigma-Aldrich, USA). Foi utilizado o solvente DMSO em
diferentes solugdes para manter a mesma quantidade de solvente nos
experimentos. As doses utilizadas foram entre 0,5 a 500 pmol/L em escala
logaritmica, uma faixa de concentracBes que compreende as concentracfes
que induziram danos, de acordo com a literatura e resultados
prévios do Toxicam para estes compostos (FIELD et al., 2003; DA ROCHA
et al,, 2013). A exposicdo das mitocondrias isoladas ao Diuron e seus

metabolitos foi realizada in vitro.

2.1. Animais experimentais

Foram utilizados 52 ratos Wistar jovens (Comissdo Etica no Uso de
Animais- CEUA n° 1288/2019, Anexo 1) pesando aproximadamente 180g,
adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB)
da Unicamp/Campinas, SP. Os animais foram mantidos sob condigcdes
controladas no Biotério do Departamento de Patologia, Faculdade de
Medicina de Botucatu, Campus de Rubido Jr., com temperatura (21+3 °C) e
umidade relativa do ar (50+£20%) constantes, quatro ciclos de exaustdo de ar
diario e periodo de 12/12 horas claro/escuro. Agua e ragdo basal foram

fornecidas ad libitum. Os animais foram eutanasiados por decapitacéo.

2.2. Isolamento mitocondrial

As mitocondrias hepaticas foram isoladas por centrifugacédo
diferencial. Apds a eutanasia dos animais, o figado foi imediatamente
removido, picotado em 50 mL de meio contendo sacarose 250 mmol/L,
EGTA 1 mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,2, a 4 °C, e

homogeneizado trés vezes por 15 segundos com intervalos de 1 minuto em
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homogeneizador Potter-Elvehjen. A suspenséo foi centrifugada a 770 g por 5
minutos e o sobrenadante resultante foi centrifugado a 9.800 g por 10 minutos.
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O sedimento foi ressuspenso com 10 mL de meio contendo sacarose
250 mmol/L, EGTA 0,3 mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,2, e
centrifugado a 4.500 g por 15 minutos. O sedimento mitocondrial final foi
suspenso com 1 mL de meio contendo sacarose 250 mmol/L e HEPES-KOH
10 mmol/L, pH 7,2, e utilizado dentro de um periodo de 3 horas (PEDERSEN
et al., 1978; LIN et al.,, 2000; YEN et al., 1989; FREZZA, CIPOLAT,
SCORRANO, 2007). A proteina mitocondrial foi determinada pela reagéo de
biureto (PEDERSEN et al., 1978; CAIN e SKILLETER, 1987).

2.3. Respiracdo mitocondrial

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias energizadas pela adi¢éo de
succinato de potassio (5 pmol/L) ou por glutamato e malato (5 pmol/L) foi
monitorado polarograficamente em um oxigrafo equipado com eletrodo tipo
Clark (Modelo Hansatech Oxygraph*) (CHANCE e WILLIANS, 1956). As
mitocéndrias (1 mg de proteina) foram incubadas em 1,0 mL do meio padrao
de respiracdo contendo Sacarose 250 mmol/L, Cloreto de Potéssio 65
mmol/L, Hepes KOH 10 mmol/L, Fosfato de Potassio dibasico (K:HPO.) e
EGTA 0,3 mmol/L. A respiracdo de estado Il foi iniciada com 400 nmoles
de ADP (CAIN e SKILLETER, 1987).

2.4. Potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado
espectrofluorimetricamente (Synergy HTX, Biotek) monitorando-se as
alteracdes na fluorescéncia da safranina-O, um corante catidnico fluorescente
que se distribui eletroforeticamente na matriz mitocondrial em resposta a
carga negativa da membrana interna (LEMASTERS et al., 1987). Foram
utilizados como comprimentos de onda de excitacdo 495 nm e de emissao 586
nm. As mitocondrias (1 mg de proteina) foram incubadas no meio de reacao
padrdo contendo Sacarose, Cloreto de Potassio (KCI) 130 mM e Hepes KOH

10mM acrescido de safranina-O 10 umol/L, em volume final de 2 mL e
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energizadas pela adicdo de succinato de potassio 5 mmol/L (+ rotenona 2,5
pmol/L). A diminuigdo do potencial de membrana observada pelo influxo
eletrogénico do cétion correlaciona-se linearmente com o aumento da
intensidade de fluorescéncia do corante na medida em que ele é liberado das
mitocondrias (AKERMAN e WIKSTROM, 1976; EMAUS et al., 1986).

2.5. Inchamento mitocondrial

O inchamento mitocondrial foi monitorado pela diminuicdo da
absorbancia aparente da suspensdo de mitocondrias (0,6 mg proteina/mL),
incubadas em 1,5 mL do meio padrdo, em 540 nm, usando-se um
espectrofotometro (Shimadzu CPS- 240A). O inchamento mitocondrial foi
acompanhado de diminuicdo na turbidez da suspensdo e, portanto, de
diminuicdo proporcional na absorbancia (LEMASTERS et al., 1987). Uma
vez que foi observado inchamento mitocondrial, foi avaliado o efeito das
substancias frente aos moduladores do inchamento mitocondrial:
Ciclosporina A (3 umol/L), Vermelho de Ruténio (0,5 umol/L ¢ 3 umol/L),
N- Etil- Maleimida (NEM) (15 umol/L) e N-acetil-cisteina (NAC) (12
umol/L). Os moduladores foram acrescidos no meio de reacdo contendo
Sacarose 250 mmol/L, Cloreto de Potassio (KCI) 65 mmol/L e Hepes KOH
10 mmol/L, Succinato 5 mmol/L, Rotenona 2,5 umol/L e Cloreto de Calcio
10 umol/L previamente a exposicdo das mitocondrias aos compostos. A
avaliacdo do inchamento foi realizada em espectrofotbmetro modelo
Shimadzu CPS- 240A.

2.6. Lipoperoxidacdo de membrana

A suspensdo mitocondrial (1mg de proteina/ mL) foi incubada com 1
mL de &cido tiobarbiturico (TBA) 1% (m/v) (preparado em NaOH 50
mmol/L), 0,1 mL de NaOH 10 mmol/L e 0,5 mL de acido fosforico 20%

(m/v), durante 20 minutos, a 85 °C. O complexo malondialdeido-acido
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tiobarbitarico (MDA-TBA) foi extraido com 2 mL de N-butanol e a
absorvancia determinada em 535 nm. A concentragdo de MDA, em
nmoles/mg de proteina, foi calculada a partir de um £=1,56x10° M-cm?
(BUEGE e AUST, 1978).

2.7. Niveis mitocondriais de grupos sulfidril de proteinas de membrana

A suspensdo mitocondrial (1mg de proteina/ mL) foi tratada com &cido
perclérico (concentracdo final de 5%) e centrifugada a 3400 g por 10 minutos.

O sedimento foi suspenso com 0,2 mL de Triton X-100 10% (p/v) e
acrescido de 1 mL do meio contendo TRIS 500 mmol/L, pH 7,6. A quantidade
de grupos sulfidril de proteinas foi calculada a partir de ¢ =13600M™* cm™?,
usando-se a diferenga na absorvancia determinada em 412 nm, antes e 5
minutos apos a adicdo de DTNB 0,2 mmol/L. (JOCELYN, 1987). O acido
5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzdico (DTNB) reage rapidamente com grupamentos
sulfidril, formando dissulfetos mistos e o anion p-nitrotiofenol, que
apresentam coloragcdo amarela, com intensidade proporcional a quantidade de
grupos sulfidril (HAUGAARD, 2000).

2.8. Monitoramento da formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio e
Nitrogénio (ERON)

A geracdo de ERON foi monitorada espectrofluorimetricamente

(Synergy HTX, Biotek) utilizando a sonda fluorescente H.DCFDA nos
comprimentos de onda de 503 nm para excitacdo e 529 nm para emissao. As
mitocéndrias (1,0 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio padrdo de
reacdo contendo Sacarose 125 mmol/L, KCI 65 mmol/L, Hepes-KOH 10
mmol/L, pH 7,2 acrescidos de Rotenona 2,5 pmol/L e H,DCFDA 2 pmol/L e
energizadas pela adicdo de succinato de potassio 5 mmol/L. Foi realizado
controle negativo (basal — sem adicdo dos compostos) e positivo induzido por
t-butilhidroperéxido 300 pmol/L. O DCFDA ¢ uma molécula que apos

atravessar as membranas bioldgicas € hidrolisado por esterases, liberando o
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composto nao fluorescente DCFH. Porém, este em presenga de ERON é
rapidamente oxidado e transformado em DCF que apresenta alto rendimento
de fluorescéncia quando excitado em 503 nm. Sendo assim, o aumento da
fluorescéncia é diretamente proporcional a producdo de ERON pelas
mitocéndrias (AMES, 1983).

2.9. Avaliacio do Estado Redox dos Nucleotideos de Piridina

O estado redox dos nucleotideos de piridina foi monitorado
fluorimetricamente utilizando o equipamento Synergy HTX Biotek para
excitacdo 366 nm e 450nm para emissdo. As mitocéndrias (1,0 mg de
proteina/mL) foram incubadas em meio padréo de reacdo contendo Sacarose
125 mmol/L, KCI 65 mmol/L,Hepes-KOH 10 mmol/L acrescido de rotenona
2,5 umol/L e energizadas pela adi¢ao de succinato de potassio S mmol/L. Foi
realizado controle negativo (basal — sem adicdo dos compostos) e positivo
induzido por t-butilhidroperoxido 300 umol/L (OLIVEIRA et al.,2005). Os
nucleotideos de piridina reduzidos (NAD(P)H) séo fluorescentes, enquanto
que os nucleotideos de piridina oxidados (NAD(P)*) ndo o sdo. Assim,
alteracdes na intensidade de fluorescéncia refletem mudangas no estado redox

dos nucleotideos de piridina.

2.10. Analise estatistica

Os resultados foram analisados através do Programa GraphPad Prism,
versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software (San Diego, CA, USA). A
significancia estatistica dos dados experimentais foi analisada pela analise da
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett para comparacdo entre 0s
varios grupos tratados e o controle. Os resultados com valor de p < 0,05 foram

considerados significativos em relacdo ao controle negativo.
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4. DISCUSSAO

A utilizagdo do Diuron na agricultura e sua lenta degradagéo no solo
possibilita sua dispersdo para o solo e lengGis freaticos, levando a
contaminagBes aquaticas e terrestres. As caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas do solo, e as propriedades fisico-quimicas do praguicida,
influenciam sua degradacdo no ambiente, que resulta em metabdlitos
potencialmente tdxicos para os seres humanos: 3-(3,4-diclorofenil)-1-
metilureia (DCPMU), 3,4-diclorofenilureia (DCPU) e 3,4-dicloroanilina
(DCA) (FIELD ET AL., 2003 GATIDOU, THOMAIDIS, 2007).

Inimeras substancias quimicas utilizadas na agricultura (praguicidas)
sdo suspeitas de serem potenciais mutagénicos, cancerigenos e toxicantes
mitocondriais (mitotoxicantes) (MOHAMMED et al., 2020). Embora os
praguicidas tenham alvos especificos, todos os possiveis efeitos adversos em
seres humanos e em outras espécies animais ainda ndo foram devidamente
caracterizados, devendo ser estudados para realizar a avaliagdo adequada do
seu risco (IARC,1991).

Segundo JAESCHKE et al. (2002), o figado é o principal local de
biotransformacdo de substancias quimicas e, portanto, € um importante alvo
em que drogas e xenobidticos exercem seus efeitos adversos. Somado a isso,
a disfuncao mitocondrial € um mecanismo de suma importancia na patogénese
de muitos toxicantes em mamiferos, associada principalmente a toxicidade
hepatica (AMACHER, 2005).

Os estudos aqui apresentados foram realizados para elucidar o
eventual potencial toxicoldgico das interacdes do Diuron e seus metabolitos,
DCA e DCPMU, com as mitocdndrias hepaticas isoladas de rato Wistar, que
constituem um classico modelo experimental para estudos sobre alteracdes
bioenergéticas mitocondriais provocadas por agentes toxicos (PEREIRA et
al., 2012).
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Segundo DA ROCHA et al. (2013) gerou-se a hipoOtese de que o
mecanismo de agao para carcinogenicidade urotelial de Diuron em altas doses
em ratos envolve biotransformacgao metabdlica do composto para metabolitos
toxicos, principalmente DCPU, que sdo excretados e concentrados na urina,
levando a citotoxicidade, comegando com degeneracdo, necrose e esfoliacéo
das ceélulas uroteliais seguidas por proliferacdo celular regenerativa
sustentada, levando a hiperplasia e eventualmente tumores. Nossos achados
mostram que além do urotélio, o figado pode também sofrer com o efeito
toxico de Diuron e seus metabdlitos, que foram capazes de alterar in vitro
parametros da fungdo mitocondrial. Particularmente, o0 metabodlito DCA, na
maior concentracdo testada (500 umol/L), gerou inchamento mitocondrial,
um indicador de comprometimento morfofuncional grave da organela
(PEREIRA et al., 2012).

A transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) pode ser regulada
através de inibidores que impedem a formacgédo de PTPs (Poros de transicao
de permeabilidade). A substancia imunossupressora Ciclosporina A (CsA) se
liga ao Cyp D, blogueando sua ligagdo com o ANT. Varios estudos também
relataram que a abertura do PTP é melhorada quando ha deplecdo dos
nucleotideos de adenina, que se ligam ao ANT e, de forma contraria, a adi¢éo
de ATP ou ADP é capaz de inibir a formac&o de poros (HALESTRAP, 2006).
Ainda, uma vez gque o potencial de membrana pode induzir a TPM, a presenca
de reagentes de grupos tidis, como o N-etilmaleimida (NEM), eleva o
potencial aparente a valores de voltagem mais negativos, diminuindo a
probabilidade de abertura do poro (PETRONILLI et al., 1994; PESTANA,
2010). Por fim, a elevada concentracdo de Ca+2 na matriz mitocondrial
também pode desencadear o processo de abertura do poro de transicdo de
permeabilidade. O consumo de calcio para a matriz é alcancado por um
uniporter sensivel ao Vermelho de Ruténio (RR) (BERNARDI e RASOLA,
2007).
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Neste estudo ficou evidente que o Diuron e 0 DCPMU n&o possuem
habilidade em causar o inchamento mitocondrial nas doses testadas, mas, por
outro lado, o DCA, na sua maior concentracdo de 500 pmol/L, causou
inchamento mitocondrial. Este fendmeno compreende genericamente uma
série de fendmenos, que podem ser quantificados como alteraces da absor¢édo
de luz com o uso de espectrofotometros. Na concentragdo de 500 pumol/L o
modulador cléassico Ciclosporina A (CsA), um imunossupressor que se liga a
proteina ciclofilina D, um componente essencial do agregado proteico que
forma o PTPM, prevenindo sua abertura, foi possivel observar que o CsA
preveniu o inchamento mitocondrial deixando o PTPM fechado impedindo
seu inchamento. Ja a acentuada transicdo de permeabilidade observada com
exposicdo ao DCA aparentemente corresponde ao mecanismo classico de
inducdo, uma vez que a adicdo de ciclosporina A ao meio reacional previne
parcialmente este efeito, porém, em nosso estudo, outros moduladores
testados nessa concentragdo nao conseguiram impedir o inchamento da
organela. O processo ndo foi inibido em iguais proporcdes de Vermelho de
Ruténio, NEM e NAC, moduladores potenciais da TPM (HE e LEMASTERS,
2002).

O Diuron e seus metabdlitos alteraram a respiracdo mitocondrial. As
maiores concentragdes utilizadas (100 e 500 umol/L) apresentam efeito
desacoplador dos compostos, visto que as mitocondrias apresentam
dificuldade de retornarem ao estado basal quando comparadas ao controle
negativo, apos a fosforilacdo do ADP adicionado no ensaio. Esses resultados
estdo de acordo com os achados de Diablo e colaboradores em 1974 que
também demonstraram o efeito desacoplador do Diuron. Durante o
metabolismo mitocondrial, espécies reativas de oxigénio sdo formadas pelos
complexos | e Ill da cadeia respiratéria, especialmente o anion superéxido
(027), a H203, e radical OH". Em condi¢des de estresse oxidativo causados
por xenobidticos e toxicantes, a geracdo de O~ e, consequentemente, O

acumulo de H202, podem estar aumentados em mitocondrias formando, por

50



Discusséao

meio da reacdo de Fenton-Haber-Weiss, radicais OH- que atacam lipidios de
membrana dando inicio ao processo de lipoperoxidacdo (HALLIWELL,;
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GUTTERIDGE, 1999). Nossos resultados demonstraram que Diuron e o
DCPMU ndo foram capazes de estimular a producdo destas espécies. Por
outro lado, o DCA na sua maior concentracdo causou a producdo de espécies
reativas de oxigénio. Contudo, quando analisados em conjunto, Nnossos
resultados mostram que mesmo a indugdo de ERONSs pelo DCA 500 pmol/L,
ndo foi suficiente para disparar um efeito cascata de estresse oxidativo na
organela.

A formacdo de espécies reativas de oxigénio é aumentada quando os
niveis de ADP estdo reduzidos e o potencial de membrana esta aumentado,
condicao que reflete o estado 4 da respiracdo. No estado 3, quando o potencial
de membrana estd diminuido, mas os niveis de ADP estdo altos, ocorre
diminuicdo da formagéo de radicais livres oriundos da cadeia transportadora
de elétrons (TURUNEN; OLSSON; DALLNER, 2004). Por outro lado, a
diminuicio do potencial de membrana mitocondrial devido ao
desacoplamento inibe a geracdo de radicais livres de oxigénio atraves da
cadeia respiratoria (KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 2001). O
Diuron e seus metabdlitos exerceram acdo desacopladora da fosforilagcdo
oxidativa, nas maiores concentracdes testadas e isso foi evidenciada pela
dissipacao do potencial de membrana e do consumo de oxigénio basal nessas
concentragoes.

O presente estudo mostrou que o dano mitocondrial do Diuron nédo
envolve a inducdo de peroxidacdo e lipoperoxidacao lipidica no estado redox
mitocondrial. O NAD(P)H guando monitorado em meio reacional, ndo sofreu
oxidacdo mensuravel apos exposicdo das mitocéndrias pelas substancias
testadas, fortalecendo a hipotese que Diuron e seus metab6litos ndo provocam
alteracdes no estado redox mitocondrial. Este é um evento benéfico para a
célula, pois os nucleotideos de piridina sdo extensivamente armazenados no
interior da mitocéndria, onde sdo envolvidos em diferentes funcGes
relacionadas ao metabolismo energético e sinalizagdo celular. A liberagéo de

NAD+ pelas organelas pode iniciar e até mesmo amplificar eventos
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patoldgicos e fisiologicos (DI LISA e ZIEGLER, 2001). Desta forma, a
auséncia de efeitos oxidantes do conteddo de NAD(P)H, associada a
preservacdo dos grupamentos tidlicos de proteinas em seu estado reduzido e
a ndo presenca de lipoperoxidacdo, suportam a hipétese que Diuron e seus
metabolitos ndo interferem com eventos associados ao estresse oxidativo. A
auséncia de participacdo ativa de estresse oxidativo no mecanismo de
toxicidade dos compostos € sustentada pelo ensaio onde verificamos a
oxidacdo dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H mitocondriais.

Tais observagdes, no entanto, ndo sdo demonstrativas de que estes
compostos ndo induzam outras alteragdes mitocondriais. De fato, nossos
resultados sugerem possivel alteracdo na estrutura mitocondrial e deficiéncia
na manutencdo do potencial de membrana.

O Diuron e seus metabolitos testados apresentaram acéo
desacopladora da fosforilagdo oxidativa, evidenciada pela dissipacdo do
potencial de membrana mitocondrial e do consumo de oxigénio basal. Embora
esses compostos tenham apresentado efeito desacoplador na fosforilacao
oxidativa, nossas analises demonstraram que eles foram incapazes de induzir
ERONs em Diuron e em DCPMU.

O monitoramento do estado redox mitocondrial € um indicativo
importante de toxicidade de compostos, pois a formacdo de Espécies Reativas
de Oxigénio e Nitrogénio (ERONSs) e o consequente ataque dos mesmos aos
componentes mitocondriais bem como a membrana mitocondrial podem
promover a formacdo de Poros de Transi¢do de Permeabilidade Mitocondrial
(PTPM) o que pode levar a morte celular.

As patologias associadas as doencas mitocondriais destacam a
importancia da funcdo mitocondrial para a satde. Os efeitos mitocondriais
demonstrados por inimeros toxicantes, levam a preocupacdo de que as
mitocéndrias atuam como um alvo importante para muitos tdxicos
ambientais, por meio de diferentes mecanismos de toxicidade. A

possibilidade de que contaminantes ambientais podem atingir as
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mitocdndrias ja foi observada anteriormente, por exemplo o Paraquat parece
agir em grande parte por ciclos redox de uma forma anéloga a adriamicina
(MARTINEZ E GREENAMYRE, 2012 ;SHAUGHNESSY ET AL., 2010).
E vélido observar que as exposicdes provavelmente afetam outros
alvos além das mitocéndrias e, em alguns casos, os efeitos mitocondriais
podem ser secundarios a efeitos em outros lugares. Embora muitos desses
produtos quimicos causem outros efeitos além da toxicidade mitocondrial, a
importancia dos efeitos mitocondriais €, em alguns casos, sustentada pelo
fato de que ha sobreposicdo nas patologias observadas apds exposicoes e
doencas mitocondriais. Por exemplo, a rotenona, paraquat e manganés estao
todos associados a doenca de Parkinson ou sintomas relacionados
(CANNON E GREENAMYRE, 2011; TANNER ET AL., 2011).
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Concluséao

5. CONCLUSAO

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

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

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

que provocaram disfuncdo mitocondrial no sistema in vitro adotado
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