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RESUMO

Oliveira, B. Avaliacao da toxicidade dos herbicidas trifluralina e tebutiurom
utilizando ensaios mitocondriais. 92 f. Dissertacao (Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2018.

Os contaminantes emergentes compreendem uma classe de substancias que
apresentam caréncia de dados toxicolégicos, principalmente em relacdo aos
seus efeitos danosos e aos biomarcadores de exposicdo, além de potencial
dano ao ambiente, sendo esta uma preocupacdo recente da comunidade
cientifica. Dentro dessa classe enquadram-se o0s praguicidas, mais
especificamente 0s herbicidas, os quais sado largamente utilizados na
agricultura para prevenir o aparecimento de ervas daninhas, que interferem no
rendimento e qualidade da colheita. Esses compostos apresentam potencial
contaminacao de solo e aguas, podendo atingir, dessa forma, organismos nao-
alvo. Pelo fato da mitocondria ser reconhecida como a principal organela
produtora de energia celular, além de exercer papel fundamental na
manutencdo de inumeras funcdes celulares, ela foi utilizada como modelo
experimental para avaliar os efeitos dos herbicidas trifluralina e tebutiurom na
faixa de concentracdo de 1 pmol/L a 100 pmol/L. Os resultados obtidos
mostram que o tebutiurom ndo afeta a bioguimica mitocondrial em nenhuma
concentracéo testada. Ja a trifluralina, principalmente na concentragdo mais
alta (100 umol/L), é capaz de interagir com a membrana mitocondrial, induzir
inchamento mitocondrial, dissipar o potencial de membrana, desregular a
homeostase célcica, afetar a respiracdo celular e alterar os niveis de ATP.
Entretanto, ndo € capaz de induzir estresse oxidativo na mitocondria. Os
resultados indicam possiveis mecanismos de toxicidade do herbicida em
organismos nao-alvo.

Palavras-chave:Trifluralina, tebutiurom, herbicidas, mitocondria.



ABSTRACT

OLIVEIRA, B. Evaluation of the toxicity of the herbicides trifluralin and
tebuthiuron using mitochondrial assays. 92 f. Dissertation (Master).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

The emerging contaminants comprise a class of substances that exhibit a lack
of toxicology data, especially regarding to their harmful effects and biomarkers
of exposure, besides the potential damage to the environment, which is a recent
concern of the scientific community. Within this class there are the pesticides,
more specifically the herbicides, which are widely used in crop production to
prevent the appearance of weeds, that can damage the yield and quality of the
harvest. These compounds are potential contaminants of soil and water, and
may achieve non-target organisms. Because mitochondria are recognized as
the main energy-producing cell organelles, and play a vital role in the
maintenance of many cellular functions, they were used as an experimental
model to evaluate the effects of the herbicides trifluralin and tebuthiuron in
concentrations ranging from 1 pumol/L to 100 umol/L. The results show that
tebuthiuron does not affect the mitochondrial biochemistry in any concentration
tested. Trifluralin, especially at the highest concentration (100 pmol/L), is
capable of interacting with mitochondrial membrane, inducing swelling,
dissipating the membrane potential, dysregulating calcium homeostasis,
impairing mitochondrial respiration and altering ATP levels. However, it isn’t
able to induce oxidative stress in mitochondria. These events might be involved
in the mechanisms of the toxicity of trifluralin in non-target organisms.

Keyword: Trifluralin, tebuthiuron, herbicides, mitochondria.
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1. INTRODUCAO

1.1 Herbicidas

Contaminantes emergentes sdo substancias naturais ou sintéticas,
utilizadas no dia-a-dia, e que, na sua grande maioria, ndo apresentam dados
toxicolégicos que permitam prever os seus efeitos tanto a salude humana
guanto aos ecossistemas. O termo pode ser relacionado a compostos
recentemente introduzidos no meio ambiente, como medicamentos aprovados
recentemente, ou a substancias que se encontram presentes no ambiente ja ha
algum tempo, porém, sua presenca so foi detectada ultimamente. Ainda, pode
se referir a um contaminante convencional ja legislado, mas que devido a
novos dados referentes a sua ocorréncia, destino ou efeitos adversos, tornou-
se novamente foco de atencdo (GAFFNEY et al.; 2014).

Produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, hormonios, derivados do
colesterol, retardantes de chama, praguicidas e produtos de transformacao
resultantes dos mesmos sao considerados contaminantes emergentes. Em
aguas naturais, estes compostos surgem, principalmente, a partir do descarte
de efluentes industriais e/ou domésticos e, mesmo sob concentracdes baixas
(ng Lta pg L), podem provocar efeitos nocivos em organismos vivos (SODRE;
LOCATELLI; JARDIM; 2010).

Dentre estes cotaminantes emergentes, 0s praguicidas compreendem
um grupo de agroquimicos utilizados com o objetivo de inibir o aparecimento e
crescimento de organismos danosos as plantacdes. Sendo o solo o destino
final dos praguicidas aplicados tanto nas partes aéreas das plantas como
diretamente no proprio solo, a sor¢ao, ou seja, a distribuicdo do soluto aplicado

1



entre 0 solo e a agua, ira determinar a influéncia e eficacia dos praguicidas,
bem como a disponibilidade de escoamento, lixiviacdo, degradacéo e possivel
absorgéo por organismos nao-alvo (SUDDABY et al., 2013).

A maior parte do uso mundial de praguicidas, aproximadamente 80%,
esta ligada a prética da agricultura e a fracdo restante, por volta de 20%, é
voltada para o controle de pestes a saude publica (MUTURI et al.; 2017).
Segundo a Abrasco, Associacdo Brasileira de Saude Coletiva, 70% dos
alimentos in natura consumidos no Brasil estdo contaminados com residuos de
praguicidas. O uso indiscriminado dessas substadncias mantem o pais na
liderangca do consumo mundial de praguicidas desde 2008 (CCST, 2015). O
uso no pais se da principalmente para o cultivo de soja, milho, citros e cana-de-
acucar. A quantidade elevada de praguicidas utilizados na soja (32,6 %) e
cana-de-acucar (7,6%) sao devidos, principalmente, a grande extensdo que
essas culturas ocupam no pais (SPADOTTO; GOMES, 2016).

Um praguicida é uma substancia quimica, fisica ou bioldgica, capaz de
destruir, repelir ou mitigar qualquer praga macro ou micro-organismo, animal ou
vegetal (JOHNSTON, 2001). Os herbicidas sdo agroquimicos utilizados, em
especial, para o controle de ervas daninhas, as quais podem competir com 0s
vegetais por luz, 4gua e nutrientes, além de hospedar pragas e doencas a
cultura (PITELLI; DURIGAN, 1985), interferindo no rendimento e qualidade da
colheita. Os herbicidas apresentam varios estagios de aplicacdo, podendo ser
utilizados antes da plantacdo da semente (herbicidas pré-plantio),
imediatamente ap0s a semeadura e antes do aparecimento de ervas daninhas
(pré-emergente) ou apds o0 surgimento de pragas e antes que essas interfiram

no desenvolvimento da cultura (pos-emergente) (EMBRAPA, 2006).



A classificacao e identificacdo de um herbicida pode ser feita a partir da
sua estrutura quimica bésica e do seu mecanismo de acdo nas plantas.
Considera-se como mecanismo de ag&o o primeiro ponto do metabolismo das
plantas onde o herbicida atua (FRANCO-BERNARDES, 2016).

O tebutiurom (Figura 1) é um herbicida pré-emergente, pertencente a
classe das uréias substituidas, e amplamente utilizado no cultivo de cana-de-
acucar, para o controle das principais espécies de plantas daninhas infestantes

da cultura (NEGRISOLI et al., 2005).

Figura 1. Estrutura molecular do tebutiurom
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Os herbicidas inibidores do fotossistema Il das plantas, como o
tebutiurom, ligam-se ao sitio de ligacdo da proteina D1 presente nos
cloroplastos, e bloqueiam o transporte de elétrons da quinona A para a quinona
B (Figura 2), gerando moléculas de clorofila mais carregadas energeticamente,
e interrompendo a fixagdo de CO: e a producao de ATP e NADPH pela planta.
Esse estado facilita a formacdo de radicais livres, levando a oxidacdo de
membranas e morte das plantas daninhas (FUERST; NORMAN, 1991,

GRONWALD, 1994; VIDAL, 1997, BREITENBACH; ZHU; SANDMAN, 2001).



Figura2. Mecanismo de acéo do herbicida tebutiurom, pertencente a classe dos

derivados das uréias.
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Fonte: Adaptado de Gressel, 1985.

Um estudo realizado no Instituto de Ciéncia Marinha da Austrélia revelou
gue varios herbicidas inibidores do fotossistema I, incluindo o tebutiurom,
foram encontrados em concentracfes elevadas na agua e se mostraram
capazes de inibir o processo fotossintético de plantas marinhas. Apesar do
efeito de rdpida duragéo, associado a outros processos estressores, a agao
desses herbicidas pode provocar impacto ambiental legitimo (FLORES et al.;
2013).

Além dos efeitos em organismos nao-alvo, o tebutiurom apresenta meia-
vida longa de cerca de um ano em solos ricos em carbono ou com baixos
indices de chuva (CHANG; STRIKZE, 1977; FRANCO-BERNARDES, 2016) e
possui elevada solubilidade em agua, podendo contaminar lengdis de agua
subterraneos, provocando grande impacto ambiental (MEYER; BOVERY, 1988;

SOUZA et al., 2001).
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A trifluralina (Figura 3), herbicida pertencente a classe das
dinitroanilinas, € comumente utilizada no tratamento pré-emergente de varios
cultivos, como algodé&o, tomate e soja (GONG et al., 2016). Seu mecanismo de
acdo esté relacionado com a inibicdo da divisdo celular através da formacao de
um complexo com as subunidades de tubulina livres presentes na célula
vegetal, que impede a polimerizacdo dos microtibulos. Consequentemente,
ndo h4 formacao das fibras de fuso, uma das estruturas responsaveis por uma
divisdo celular bem-sucedida, comprometendo o0 desenvolvimento e

crescimento da planta (CALLAHAN, 1996; ANTHONY; HUSSEY, 1999).

Figura 3. Estrutura molecular da Trifluralina
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Apesar de ser um herbicida que apresenta baixa solubilidade em agua, a
trifluralina se liga fortemente a componentes do solo, por isso apresenta baixo
potencial de contaminacéo de aguas subterraneas. E faciimente degradada sob
luz solar em todos 0os meios, com meia-vida podendo variar de minutos a varios
meses, dependendo do substrato (GROVER et al., 1997).

Sabe-se que a trifluralina inibe a polimerizacdo de microtibulos em
plantas e protozoarios, porém ndo apresenta o mesmo efeito em vertebrados e

fungos (LYONS-ABBOTT et al; 2010). Entretanto, uma reviséo



correlacionando a incidéncia de cancer e a exposicdo de agricultores a certos
praguicidas, dentre eles a trifluralina, revelou que esta é capaz de aumentar a
incidéncia de cancer de célon nos agricultores em relacdo a individuos nao
expostos (WEICHENTHAL et al.; 2010). Além disso, a trifluralina foi
considerada como um dos praguicidas de maior risco de efeitos cronicos para a
saude, apresentando efeito carcinogénico e desregulacao endocrina (SUGENG
et al.; 2013). Contudo, a IARC (International Agency for Research on Cancer)
classifica a trifluralina como categoria 3, ou seja, nao classificavel quanto a sua
carcinogenicidade para os seres humanos, indicando falta de evidéncias
suficientes do poder carcinogénico deste herbicida para os humanos (IARC).
Experimentos realizados em células HepG2 demonstraram ainda capacidade
citotdxica desse herbicida, através da inducao do bloqueio do ciclo celular na
fase S, e morte celular por apoptose e necrose, entretanto, 0 mesmo herbicida
ndo apresentou mutagenicidade tanto para células HepG2 quanto para
diferentes linhagens de Salmonella typhimurium (FRANCO-BERNARDES,
2016).

Estima-se que apenas uma parcela do total de herbicida aplicado atinja
os sitios de acdo, sendo a maior parte perdida via pulverizacdes, deposicoes
fora do alvo, escoamento, fotodegradacéo, dentre outros. Isto ndo s6 aumenta
0 custo das producdes das culturas, como também causa grave poluicao e
toxicidade para organismos néao-alvos (WANG; LIU, 2007; FRANCO-
BERNARDES, 2016). Assim, o estudo desses compostos € de extrema
importancia a fim de compreender, prevenir e tratar os efeitos provocados

pelos mecanismos de toxicidade em organismos nao-alvos.



1.2 Mitocdbndria

As mitocbndrias sdo organelas presentes na maioria das células
eucaridticas e também em alguns micro-organismos como algas, fungos e
protozoarios. Elas se localizam no citoplasma celular e apresentam tamanho,
formato e estrutura variaveis, dependendo do tecido no qual se encontram,
podendo medir de 1 - 5 um de comprimento a 0,3 — 1 um de largura (TYLER,
1995). S&o responsaveis principalmente por prover energia a célula, além de
estarem envolvidas na biossintese de pirimidinas e do grupo heme da
hemoglobina, bem como no metabolismo de &acidos graxos e aminoacidos

(NASSEH et al., 2001).

Estruturalmente, as mitocondrias sdo envoltas por duas membranas,
uma interna e rica em proteinas, e outra externa semipermeavel, além de um
espaco aquoso denominado matriz mitocondrial, e indmeras invaginacdes

conhecidas como cristas mitocondriais (Figura 4) (STRYER, 1996).

Figura 4. Esquematizacdo da estrutura mitocondrial
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Fonte: ALEIXO, M. S. Infoescola. Adaptado de NoPainNoGain/ Shutterstock.com



A membrana externa € permeavel a maior parte de ions e moléculas
pequenas (PM < 1500 Da) e contém proteinas associadas que promovem a
comunicacgdo entre as mitocondrias e a rede metabdlica (LESNEFSKY et al,
2001). A membrana interna, por outro lado, é impermeavel a quase todos 0s
ions e moléculas polares e contém elevada quantidade de proteinas (cerca de
75%) (NICHOLLS; FERGUSON, 1982), dentre elas, proteinas que permitem o
transporte de metabdlitos 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 (FREY; MANNELLA,

2000).

Estima-se que 90 % do ATP necessario para o funcionamento celular
seja fornecido pelas mitocéndrias (TYLER, 1992). O processo de producédo de
energia, também chamado de fosforilacdo oxidativa, depende do
funcionamento de um complexo de proteinas localizadas nas cristas
mitocondriais da membrana interna da organela. Esse complexo proteico,
conhecido como cadeia transportadora de elétrons, é composto por quatro
enzimas, mais a ubiquinona e o citocromo c, orientados de forma especifica na
membrana interna, a fim de favorecer o transporte de elétrons até o seu
aceptor final, o oxigénio. A passagem de elétrons entre esses complexos libera
energia, a qual € armazenada na forma de um gradiente de protons entre as
membranas, que sera utilizado para a formacdo de ATP a partir do ADP

(SARASTE, 1999).

Assim, para que o processo de sintese de ATP ocorra, a fosforilagdo
oxidativa tem inicio com a oxidacdo do NADH ou do FADHz, provenientes de

outras vias metabdlicas, pelo complexo | (NADH desidrogenase) e Il (succinato



desidrogenase) respectivamente. Os elétrons oriundos dessa oxidacdo séo
transportados para os complexos Il (ubiquinona-citocromo c oxidorredutase) e
IV (citocromo oxidase), via ubiquinona e citocromo c, a fim de reduzir o aceptor
final, oxigénio, em &gua. Os complexos I, Il e IV sdo proteinas
transmembranas e, por isso, funcionam como bombas de prétons, ou seja,
impulsionam os prétons para o espaco intermembranar, criando uma diferenca
de potencial eletroquimico, a qual é utilizada pela ATP sintase na formacgéo de
ATP a partir de ADP e Pi (FERREIRA; AGUIAR; VILARINHO, 2008; LIU;

FISKUM; SCHUBERT, 2002).

Quando a membrana mitocondrial torna-se permeavel a H*, como pela
acado de desacopladores, ocorre dissipacdo do gradiente eletroquimico
aumentando a velocidade de respiracdo basal. Além disso, inibidores da cadeia
respiratoria, como é o caso da rotenona (complexo I) e antimicina A (complexo
[1), inibem a respiracdo acoplada a sintese de ATP. Em ambas as situacdes
ocorre comprometimento na capacidade mitocondrial de sintetizar ATP, que
consiste na principal acdo toxica dessas substancias (MITCHELL, 1961,

NICHOLLS; CROMPTON, 1980).

A mitocdndria € considerada uma das maiores fontes de producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) dentro da célula, uma vez que os
elétrons que passam pela cadeia transportadora de elétrons podem,
eventualmente, escapar e reagir com o0 oxigénio molecular formando
compostos reativos como o anion superdxido e o peroxido de hidrogénio
(LOSCHEN; AZZI; FLOHE, 1974; BOVERIS; CADENAS, 1975; LIU; FISKUM,;

SCHUBERT, 2002).



A producdo de EROs faz parte de uma rede de comunicagao entre a
mitocéndria e o nucleo para manter a homeostasia celular. Embora um certo
nivel de EROs seja benéfico para a célula, o excesso pode provocar efeitos
prejudiciais (BISCHOF, J. et al.; 2017). Acredita-se que a produgao em excesso
pela mitocéndria estd associada a processos de envelhecimento e
patogéneses de doencas neurodegenerativas, como o Parkinson
(SHIGENAGA; HAGEN; AMES, 1994; WALLACE, 1999; BETARBET et al.,

2000; LIU; FISKUM; SCHUBERT, 2002).

Os radicais livres formados nas células sdo neutralizados por um
elaborado sistema de defesa antioxidante constituido por enzimas como a
catalase, a superoxido dismutase, a glutationa peroxidase, e outros
antioxidantes ndo-enzimaticos incluindo as vitaminas A, E e C, e flavonoides
(URSO; CLARKSON, 2003). O anion superoéxido (O2*) formado em condi¢cdes
normais € neutralizado pela acdo da superdxido dismutase (SOD) dando
origem ao peroxido de hidrogénio (H202), um composto menos reativo, mais
estavel e difusivel que o O2". Durante o processo de redugédo do H202 em agua
pela glutationa peroxidase, ha o consumo de glutationa reduzida, que por sua
vez, € regenerada pela glutationa redutase utilizando NADPH (Figura 5).
(KOWALTOWSKI; VERCESI, 1999; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000;

MARTINS, 2007).
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Figura 5: Esquematizacao do ciclo da glutationa
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Fonte: Adaptado de JUNIOR; HOEHR; VELLASCO.

Quando ocorre aumento na geracdo de superoxido ou deficiéncia nas
defesas antioxidantes, condicdo conhecida como estresse oxidativo, o H202 se
acumula na mitocondria, e na presenca de Fe?* produz o radical hidroxil via
reacdo de Fenton-Haber-Weiss. Este radical é capaz de induzir citotoxicidade
por meio de danos oxidativos em macromoléculas celulares, como proteinas e
DNA, e provocar peroxidacdo dos lipidios de membrana. Além da sua rapida
capacidade de oxidar componentes celulares, o efeito oxidativo do radical
hidroxil se torna ainda mais alarmante por ndo existir nenhum sistema
antioxidante enzimatico capaz de reduzi-lo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;

URSO; CLARKSON, 2003).

Emparelhado com a oxidacdo do DNA, proteinas e lipideos, o estresse
oxidativo pode induzir a abertura do poro de transicao de permeabilidade
(PTP), um processo que esta correlacionado com 0s mecanismos de morte
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celular (LEMASTERS, 1999). A Transicdo de Permeabilidade Mitocondrial
(TPM) é um fenbmeno mediado pela abertura de poros de natureza proteica na
membrana da mitocondria, como consequéncia do contato da organela com
altas concentracées de Ca?* e/ou estresse oxidativo (PEREIRA, 2012). Esse
fenbmeno, o qual pode ser inibido por Ciclosporina A (CsA), leva a difusdo de
solutos de até 1500 Da, dissipa¢do 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 liberacao de proteinas, como a citocromo c, a qual esta envolvida

no processo de apoptose (HALESTRAP, 2005).

O poro de transicao de permeabilidade, apesar da existéncia de diversos
modelos propostos, € classicamente descrito como sendo composto por trés
proteinas principais: o canal de anion dependente de voltagem (VDAC)
presente na membrana exterior; o translocador de nucleotideo de adenina
(ANT) localizado na membrana interna; e a Ciclofilina D (Cyp D) encontrada na
matriz mitocondrial (TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2007). Quando agentes externos
agem sobre a mitocdndria, a CypD se associa ao ANT causando a abertura do
poro. O VDAC, localizado na membrana externa, junto com o ANT formam um
canal de interligacdo das duas membranas mitocondriais, conectando a matriz

mitocondrial com o citosol celular (RAO; CARLSON; YAN, 2013).

Uma outra estrutura, denominada carreador de fosfato inorganico (PiC),
localizada na membrana interna, foi também descrita como um potencial
constituinte do PTP. O PiC pode formar o poro por si s6 ou também em
associagdo com o0 ANT (RAO; CARLSON; YAN, 2013, LEUNG;

VARANYUWATANA; HALESTRAP, 2008). Um estudo conduzido por Leung et
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al prop0s que o fosfato inorganico (Pi) se liga ao PiC induzindo a formacéo do
poro, explicando a habilidade do Pi em ativar a abertura do PTP (LEUNG,
VARANYUWATANA; HALESTRAP, 2008; VARANYUWATANA; HALESTRAP,

2012).

Ainda, um trabalho publicado em 2013, investigou a formacéo do PTP a
partir dos dimeros de ATP sintase. Tal complexo, formado pela porcéo
catalitica F1 e pelo translocador de préton FO, possui uma regido lateral com
afinididade pela Cyp D. Em condi¢des estressoras, a proteina Cyp D é capaz
de se ligar a ATP sintase, impedindo a rotacdo das subunidades F1 e FO,
necessaria a producao de ATP, e levando a abertura do PTP (GIORGIO et al.,

2013).

Independente da constituicdo do PTP, sabe-se que um fator critico para
a ocorréncia de TPM é a oxidagdo de grupos tidlicos de proteinas da
membrana mitocondrial interna, que levariam a formacao de ligacdes cruzadas
entre eles (COSTANTINI et al., 1996; HALESTRAP; WOODFIELD; CONNERN,
1997; KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 2001). Além de espécies
reativas de oxigénio, o aumento da concentracdo mitocondrial de Ca*? e do
fosfato inorganico também podem induzir a abertura do poro (KWONG;
MOLKENTIN, 2015). O Calcio esta envolvido em diversos mecanismos que
levam a abertura do poro. Acredita-se que 0 aumento da concentracdo de
calcio na matriz mitocondrial favoregca a conformacgéo das proteinas CypD, ANT
e VDAC que levam a formagcdo da abertura do poro. Entretanto, estudos
demonstraram que a ablagdo genética em camundongos das proteinas ANT e
VDAC ainda levam a formacao do poro de transicao de permeabilidade, porém

a perda da Ciclofilina D resulta na diminuigdo da sensibilidade do poro por
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ativacdo calcica (WONG; STEENBERGEN; MURPHY, 2012), indicando a
relevancia da conexdo entre Cyp D e calcio para abertura do poro de transicdo

de permeabilidade.

O processo de abertura do poro pode ser inibido na presenca de
determinados moduladores. A Ciclosporina A (CsA), por exemplo, é capaz de
inibir a formacao do PTP por se ligar a Cyp D, uma das proteinas envolvidas no
processo de abertura, assim, a CsA € muito empregada para avaliar se o
processo de inchamento mitocondrial ocorre devido a abertura do poro
mediada pela Cyp D (BROEKEMEIER; PFEIFFER, 1995; TSUJIMOTO;
SHIMIZU, 2006). O Vermelho de Ruténio (RR), por sua vez, é utilizado para
verificar se a abertura do poro esta sendo dependente de calcio, ja que o RR
inibbe o canal uniporter desse ion, impedindo a saida de Ca?" do meio
intramitocondrial, quando utilizado na concentracdo de 5 umol/L, e a entrada do
mesmo para a matriz, quando na concentracdo de 0,5 pmol/L
(KOWALTOWSKI; CASTILHO, 1997). O ADP possui alta afinidade de
associacdo com o ANT e atua diminuindo a sensitividade do canal em liberar
Ca*? (HALESTRAP; WOODFIELD; CONNERN, 1997; LEUNG;
VARANYUWATANA; HALESTRAP, 2008). A oxidacdo de grupos tidis de
cisteina do ANT, em situacdes de estresse oxidativo, diminui a afinidade do
ADP a esta proteina e aumenta a da ligacdo com a Cyp D, favorecendo a
abertura do poro. Em baixas concentracdes, a N-etilmaleimida (NEM) previne a
oxidacdo dos grupos tidis e inibe a ativacdo do PTP (ZORATTI; SZABO, 1995;

MCSTAY; CLARKE; HALESTRAP, 2002).

Um outro papel importante da organela dentro da célula, em particular a

TPM, é o seu envolvimento na morte celular. Em meados dos anos 80, estudos
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sugeriram que a inibicdo do PTP com Ciclosporina A poderia reduzir a
disfuncdo e a morte celular seguida da isquemia-reperfusdo cardiaca. De fato,
inimeros estudos seguintes confirmaram o efeito cardioprotetor da inibicdo da
formacdo do PTP em humanos (WONG; STEENBERGEN; MURPHY, 2012).
Durante a apoptose, a mitocondria libera proteinas pro-apoptéticas do espaco
intermembranar, como o citocromo c, ativando a via interna (mitocondrial) do
processo. Por outro lado, um dano severo na mitocéndria que leve a deplecao
de ATP induz a morte da célula por necrose (LOGAN; MURPHY, 2017). O
processo de apoptose, ao contrario da necrose, requer a presenca de ATP.
Assim, a instalacdo da TPM ser& crucial para determinar o processo de morte
celular. Nos casos onde a TPM acontece de forma rispida, provocando falta de
ATP, o processo ocorrerd por necrose; porém se o0s niveis de ATP se
mantiverem devido a instalacdo gradativa da TPM ou pela existéncia de outras
fontes de ATP, a sinalizacdo da via apoptoética € iniciada (LEMASTERS, 1999;

PAROLIN, M. B.; REASON, I. J. M.; 2001).

Baseado no que foi citado anteriormente, a mitocéndria € o centro da
vida e da morte da célula. Seu papel nha manutencao do funcionamento celular
€ indiscutivel. AlteracBes bioquimicas, energéticas ou oxidativas nessa
organela afetam drasticamente os processos celulares. Assim, entender como
xenobidticos afetam a capacidade da mitocondria de exercer seu papel pode
contribuir para compreender os efeitos toxicos e 0 seu mecanismo de acéo

dentro do organismo.
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2. OBJETIVO

O presente estudo visou analisar os mecanismos de toxicidade dos
herbicidas trifluralina e tebutiurom, utilizando mitocéndrias isoladas de figado
de ratos como modelo biolégico, a fim de estimar os danos provocados pelos

mesmos quando em contato com o organismo humano.

2.1 Objetivos especificos

e Verificar os efeitos dos herbicidas trifluralina e tebutiurom na

bioenergética de mitocondrias isoladas de figado de ratos;

e Investigar os efeitos dos herbicidas trifluralina e tebutiurom sobre o

estado oxidativo de mitocondrias isoladas de figado de ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para o estudo, foram utilizadas solugbes padrdao dos herbicidas
trifluralina e tebutiurom (Sigma-Aldrich, USA) nas concentracdes de 1, 5, 10,
20, 50 e 100 umol/L. Para isso, foram preparadas solu¢des estoque de 0,2; 1;
2; 4; 10 e 20 mmol/L dos herbicidas em DMSO com o0 objetivo de padronizar o
volume adicionado das substancias as mitocondrias para obtencdo da
concentracdo final de herbicida desejada. A concentracdo maxima de DMSO
utilizada foi 0,5%. Os compostos foram analisados em mitocondrias isoladas de
células hepaticas de ratos.

Para a obtencdo das mitocondrias, foram utilizados ratos machos da
raca Wistar, pesando aproximadamente 150 g. Os animais foram mantidos no
Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto em salas
com temperatura de 19 a 23°C e sendo servidos de ragao e agua “ad libitum”.
O controle de iluminacéo do local de alojamento foi feito de forma automatica
com timer, assim os animais foram mantidos sob 12 horas no claro e 12 horas
no escuro. O tempo minimo de permanéncia no biotério foi de 48 horas, para
ambientacdo dos mesmos. Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do campus da USP-RP em 31/08/2015

sob o Protocolo n°® 15.1.690.59.3.

3.1 Decapitagdo sem anestesia

Para o isolamento das mitocondrias, os ratos foram sacrificados por
decapitacdo e posteriormente tiveram o figado retirado. Varios estudos

17



sugerem que o uso de anestésicos em roedores pode afetar tanto a estrutura
guanto a funcdo mitocondrial, se administrados previamente a decapitagdo ou
mesmo apos o isolamento (STARKOV, 2008).

H& muito sdo estudados os efeitos de drogas anestésicas em
mitocondrias in vivo e in vitro. Alguns experimentos iniciais revelaram que
certos anestésicos, como o0s barbitlricos, sdo capazes de bloquear a
transferéncia de elétrons do NADH para a flavoproteina (COHEN, 1973),
impedindo assim que o0s processos bioquimicos para producdo de ATP sejam
completados. InUmeros pesquisadores relataram também que a anestesia é
capaz de inibir a captacdo de oxigénio pela organela (COHEN, 1973), um dos
passos essenciais para o encadeamento da respiracdo mitocondrial.

Além desses efeitos, estudos revelam que a anestesia local é capaz de
desacoplar a fosforilagdo oxidativa, inibir a F1 ATPase e o transporte adenina-
nucleotideo em mitocondrias isoladas e em culturas celulares (GROUSELLE et
al., 1990). Podem ainda interferir no transporte de Ca*?> e de metabdlitos
através da membrana interna (RAFALOWSKA, 1979; BRANCA et al., 1988). A
nivel estrutural, os anestésicos alteram a composicéo lipidica da membrana
interna (DEKUTOVICH; KARGAPOLOV, 1986), a estrutura fisica e interacdes
proteina-lipideo da mitocondria (LENAZ et al., 1978; MAZZANTI et al., 1979).

Assim, uma vez que a anestesia poderia interferir nos resultados finais
dos experimentos, por afetar o funcionamento da cadeira respiratoria, a
translocacdo de Ca* e a integridade da membrana interna, os ratos foram
sacrificados por decapitacdo por este ser um meétodo de eutanasia rapido e
indolor, que permite a recuperacdo dos tecidos e fluidos corporais nao

contaminados quimicamente, e por ndo interferir nos processos bioquimicos da
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mitocéndria (CFMV, 2002). ApGs o procedimento, foi realizado um corte sagital
para remocao do figado. O animal foi descartado em saco de lixo contaminante
(saco branco), armazenado em freezer a -18°C e descartado posteriormente

sob os cuidados do préprio biotério.

3.2 Isolamento de mitocéndrias de figado de rato e dosagem de proteina

Apés a decapitacdo e extracdo do figado, o mesmo foi rapidamente
colocado em um béquer contendo 25 mL do meio de homogeneizacéo
(sacarose 250 mmol/L, EGTA 1mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,2).
Todo material utilizado durante a extracdo do figado e isolamento das
mitocéndrias foi mantido a temperaturas baixas, 4°C, e previamente lavado
com 0s meios a serem utilizados. O figado, entdo, foi picotado e lavado trés
vezes com o0 meio de homogeneizacdo para limpar o tecido de sangue e
substancias que pudessem interferir no experimento.

Em seguida, o 6rgdo picotado foi homogeneizado trés vezes por 15
segundos, com intervalos de 1 minuto, em homogeneizador Potter-Elvehjen. A
suspensao foi centrifugada a 770 g por 5 minutos a temperatura de 4°C. O
sobrenadante, livre de gordura e sangue, foi centrifugado novamente a 9.800 g
por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 20 mL do meio de lavagem
(sacarose 250 mmol/L, EGTA 0,3 mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,2) e
centrifugado uma Udltima vez a 4.500 g por 15 minutos. O sedimento
mitocondrial final foi suspenso novamente em 1 mL do meio especifico
contendo sacarose 250 mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,2 e utilizado

num periodo de 4 horas (PEDERSEN et al., 1978).
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3.3 Dosagem de proteinas

A quantificacdo de proteina mitocondrial foi realizada utilizando o
método do Biureto (CAIN; SKILLETER, 1987), no qual adicionou-se 10 uL do
sedimento mitocondrial em uma mistura contendo 100 pL de acido deoxicoélico
5% (m/v) e &gua g.s.p 1,5 mL. 1500 pL da solucédo de biureto foi adicionada,
por fim, e a solucdo foi submetida a leitura em espectrofotdmetro (DU-70,
Beckman — U.S.A.) no A 540 nm. A dosagem proteica foi determinada a partir

de uma curva de calibrag&o utilizando BSA como padréo.

3.4 Respiracao mitocondrial

O consumo de oxigénio realizado pela mitocéndria foi analisado
utilizando um oxigrafo equipado com um eletrodo do tipo Clark (Hansatech
instruments, Oxytherm eletrode unit, UK) (CHANCE; WILLIANS, 1956).

O eletrodo de oxigénio, designado por Clark inicialmente para medir
oxigénio em amostras de sangue, € constituido por uma célula polarogréfica,
composta por um anodo de prata e um catodo de platina, imersos em uma
solucdo saturada de KCI, e coberta por uma membrana de Teflon, permeavel
ao oxigénio. Com a aplicacdo de uma tensdo de polarizacdo de 700 mV, o
eletrdlito KCI é ionizado, desencadeando uma série de reacdes eletroquimicas
gue culminam com a reducéo do oxigénio no catodo de platina em ions OH". A
corrente elétrica gerada pela polarizacdo do fluxo de elétrons € proporcional a

concentracdo de oxigénio (BRACHT; IWAMOTO 2003).
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Para tanto, 1 mg de proteina mitocondrial foi incubada em 1 mL do meio
de reacdo, constituido de Sacarose 125 mmol/L, KCI 65 mmol/L, Hepes-KOH
10 mmol/L, Kz2HPO4 10 mmol/L e EGTA 0,5 mmol/L e Succinato 5 mmol/L
(utiizando rotenona 2 pmol/L para inibicdo do complexo I) como substrato
oxidavel de complexo Il. A respiracdo de estado 3 foi iniciada com 400 nmols
de ADP (CAIN; SKILLETER, 1987). As velocidades de consumo de oxigénio
foram expressas em nmol/atomo de oxigénio consumidos por ml da suspensao
de proteina mitocondrial por minuto (nmol/ml/min), na auséncia (Controle
negativo) e presenca dos herbicidas, utilizando 5uL de CCCP 1pmol/L como
controle positivo no final de cada corrida.

A andlise do consumo de oxigénio foi realizada a temperatura e agitacéo
constantes, sem trocas de oxigénio entre 0 meio externo e a camara do

oxigrafo (SEVERINGHAUS; FREEMAN BRADLEY; 1958).

3.5 Intumescimento Osmotico Mitocondrial

O inchamento da mitocondria avalia o intumescimento osmético da
organela, ou seja, a diminuicdo da turbidez da suspenséo provocada pela
alteragdo da permeabilidade da membrana mitocondrial interna. A penetracdo
de agua ou solutos acompanhados de agua promove o distanciamento de
elementos estruturais. Dessa forma, a membrana interna perde sua estrutura
em forma de invaginagdes e se torna estendida. Como consequéncia dessa
alteracdo, a organela inchada aumenta de tamanho e diminui a dispersdo da

luz, fenbmeno que pode ser observado por meio da diminuigdo da absorvancia
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em um comprimento de onda especifico. (BLONDIN; GREEN, 1967; ZORATTI;
SZARO, 1995).

Para isso, 0,4 mg de proteina/mL da suspensdo de mitocondrias foi
incubada em 3 mL do meio de reagao (Sacarose 125 mmol/L, KCl 65 mmol/L,
Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2), acrescido de rotenona 2,5 pmol/L, succinato 5
mmol/L, CaCl2 10 umol/L, e 15 pL de cada concentracdo de cada herbicida.
Como controle positivo foi utilizado 20 pL de fosfato inorganico (Pi) 10mM. A
variacgdo da absorbancia nas cubetas foi determinada por um

espectrofotometro (DU-70, Beckman — U.S.A.) em A 540 nm.

3.6 Lipoperoxidacdo de membrana

Para realizar o teste de peroxidacdo lipidica, incubou-se 1 mg de
proteina mitocondrial com 1 mL do meio de reacéo (Sacarose 125 mmol/L, KCI
130 mmol/L, Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2), rotenona 2,5 umol/L, succinato
de potassio 5 mmol/L, e 10 puL dos herbicidas por 30 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionou-se 1 mL de acido tiobarbitdrico (TBA), 40 mL
de hidroxido de sodio e 500 pL de acido fosférico 20 %. A reacéo foi incubada
em banho-maria a 85°C por mais 20 minutos. Ap6s o resfriamento em gelo,
adicionou-se 2 mL de n-butanol P.A., centrifugou-se a 380 g por 2 minutos e
verificou-se a absorbéncia do sobrenadante em espectrofotémetro (DU-70,
Beckman — U.S.A.) em A 535 nm.

O experimento de lipoperoxidacdo visava verificar a capacidade dos
herbicidas em gerar espécies reativas de oxigénio, as quais sdo capazes de

abstrair um atomo de hidrogénio dos lipideos presentes nas membranas,
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iniciando o processo de peroxidacdo. Através de hidrélise ou aquecimento,
esse processo gera produtos de degradacdo de baixo peso molecular, como o
malondialdeido (MDA). Sob aquecimento e em meio acido, o MDA reage com o
TBA originando um complexo de coloragéo rosa, o qual pode ser extraido por
um solvente organico e lido em espectrofotdmetro a 535 nm (PLAA; WITSCHI,
1976).

Os lipideos sdo componentes essenciais das membranas celulares que
mantém a estrutura e o controle funcional das células. O ataque aos lipideos de
membranas por espécies reativas de oxigénio, processo conhecido como
peroxidacdo lipidica, est4d associado com varios estados patologicos

(ESTERBAUER; 1993).

3.7 Potencial de Membrana

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado incubando-se 1
mg/ mL de proteina mitocondrial em meio de reacdo (Sacarose 125 mmol/L,
KCI 65 mmol/L, Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2), acrescido de rotenona 2,5
umol/L, safranina-O 10 mmol/L e energizadas com succinato 5 mmol/L. O
potencial eletroquimico foi monitorado espectrofluorimetricamente (SHIMADZU,
RF-5301PC) em A 495 nm e 586 nm de excitagao e emissao, respectivamente.
No final do periodo de incubacédo, o potencial de membrana foi totalmente
desfeito utilizando 5 pl de CCCP 1 pmol/L.

A safranina-O é uma substancia cationica fluorescente capaz de difundir-
se para o interior da matriz mitocondrial em resposta a formacao do gradiente

eletroquimico (AKERMAN; WIKSTROM, 1976). O desacoplamento da
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fosforilagdo oxidativa desfaz o gradiente e, dessa forma, ocorre o aumento na
intensidade de fluorescéncia do corante a medida em que ele é liberado das
mitocéndrias. O potencial de membrana € gerado por um gradiente
eletroquimico via cadeia de transporte de elétrons, no qual ha o acamulo de
protons no espaco intermembranar. Uma diminuicdo desse potencial esta
associada a disfun¢gdes que podem levar a morte celular (SAKAMURU et al.,

2012).

3.8 Avaliacdo do Estado Redox dos Nucleotideos de Piridina

Os nucleotideos de piridina sdo compostos organicos que apresentam
estados de oxidacdo e reducdo. O NAD(P)H é a forma reduzida desses
compostos e quando excitados em comprimentos de onda de 366 nm emitem
fluorescéncia a 450 nm. Assim, 1 mL da suspensédo de proteina mitocondrial
foi incubada em meio de reacdo (Sacarose 125 mmol/L, KClI 65 mmol/L,
Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2), acrescido de rotenona 2,5 umol/L e
energizadas com succinato 5 mmol/L. Diferentes concentracfes dos herbicidas
foram adicionadas em cada experimento e o estado redox dos nucleotideos de
piridina foi monitorado por 10 minutos. Para o controle positivo foi utilizado t-
butilhidroperéxido 300 umol/L. Como os nucleotideos sao fluorescentes apenas
na forma reduzida, alteracdes nos valores de fluorescéncia representam
alteracOes de estado redox de NAD(P)H para NAD(P)* (OLIVEIRA et al., 2005).
Essa diminuicdo da fluorescéncia decorrente da oxidacdo dos nucleotideos de
piridina pode estar associada a processos oxidativos provocados pelos

herbicidas.
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3.9 Interacdo com membrana mitocondrial interna

A interacdo dos herbicidas com a membrana mitocondrial interna foi
determinada espectrofluorimetricamente utilizando Difenilhexatrieno (DPH)
para monitorar interacdes com a regido hidrofébica e 1-anilino-8-naftaleno
sulfonato (ANS) para monitorizacdo da regido hidrofilica da membrana. Assim,
2 mg/mL de proteina mitocondrial foram incubadas em meio de reagéo padréo
(Sacarose 125 mmol/L, KCI 65 mmol/L, Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2) por 30’
a 37°C com os marcadores DPH (concentracdo final 0,5 pmol/L) e ANS
(concentragao final 75 pmol/L). A interacdo foi determinada em
espectrofluorimetro (SHIMADZU, RF-5301PC) nos comprimentos de onda 360
nm de excitacdo e 430 nm de emissao para DPH e 380 nm de excitacao e 485
nm de emissdo para ANS, com adicdo sequencial dos herbicidas (LEE et al.,

1999; SLAVIK, 1982; MAIOLI, et al., 2012).

3.10 Movimentacéo e Liberagdo de Ca*?

A movimentacdo de Ca*? foi monitorada utilizando o marcador
fluorescente Calcium Green 5N, o qual se liga reversivelmente ao Ca*? livre
encontrado fora da mitocondria (MADUNGWE et al.,, 2016). Assim, a
fluorescéncia determinada é proporcional a quantidade de calcio liberado pela
organela.

Para isso, incubou-se em meio de reacdo (Sacarose 125 mmol/L, KCI| 65
mmol/L, Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2) 1 mg/mL de proteina mitocondrial,

acrescido de rotenona 2 pmol/L, Ca?* 10 umol/L e Calcium Green 5N 150
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nmol/L. As mitocéndrias foram energizadas com succinato de potassio 5
mmol/L e em seguida adicionou-se diferentes concentracdes dos herbicidas. O
efluxo de Ca*® foi monitorado por 600 segundos em espectrofluorimetro
(SHIMADZU, RF-5301PC) em A 506 nm de excitacdo e 531 nm de emissédo. O

efluxo total de Ca*? foi realizado utilizando CCCP 1pmol/L.

3.11 Concentracdo mitocondrial de ATP

Para determinar a concentracdo mitocondrial de ATP, foram incubados
1 mg de proteina mitocondrial/mL em meio de reacédo, acrescido de rotenona
2,5 pmol/L, succinato 5 mmol/L, CaCl2 10 pmol/L e as diferentes concentracdes
dos herbicidas por 10 minutos a 30°C. A suspensdo foi centrifugada a 9.000 g
por 5 minutos, a 4°C e o sedimento contendo as mitocondrias foi tratado com
1mL de HCIOs4 1M. ApoGs centrifugacdo a 14000 g por 5 minutos, a 4°C,
aliquotas (100 pL) do sobrenadante foram neutralizadas com 70 pL de KOH 2
mol/L, acrescidas de Tris-HCI 100 mmol/L, pH 7,8 (volume final 1 mL) e
novamente centrifugadas a 15000 g por 10 minutos a 4°C. Por fim, o
sobrenadante foi separado e a luminescéncia determinada no luminédmetro,
utilizando-se o “kit” da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, U.S.A.).
O ATP presente na amostra € consumido durante a oxidacdo da
Luciferina, catalisada pela enzima luciferase com emissdo de luz conforme

reacao:

ATP + Luciferina + Oz UCIFERASE - Oxiluciferina + CO2 + AMP + PPi + Luz.
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Quando as concentracdes de luciferina, luciferase e oxigénio sao
mantidos constantes e o ATP é o reagente limitante, a quantidade de luz

emitida € proporcional ao ATP presente no meio (THORE, 1979).

3.12 Concentracdo mitocondrial de Glutationa Reduzida (GSH) e

Glutationa Oxidada (GSSG)

As concentracdes de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) foram
determinados espectrofluorimetricamente (SHIMADZU, RF-5301PC) em A 350
nm para excitacao e 420 nm para emisséo, utilizando o-ftalaldeido (OPT) como
sonda fluorescente. As mitocéndrias (1,0 mg de proteina/mL) foram incubadas
em meio padrdo de reagdo, contendo Sacarose 125 mmol/L, KCI 65 mmol/L,
Hepes-KOH 10 mmol/L, em pH 7,2, acrescido de rotenona 2,5 pmol/L e
succinato 5 mmol/L e diferentes concentragbes dos herbicidas em estudo por
30 minutos a 30°C. A reac&o foi interrompida com adicdo de Acido Perclérico
(PCA) 1% e levada a centrifugacdo a 9000 g por 3 minutos. Aliquotas do
sobrenadante (100uL) foram adicionadas a 1,75 mL de Tamp&o KH2PO4 0,1
mol/L contendo EGTA 5 mmol/L pH 8,0 e completou-se o volume adicionando
100 pL de OPT (Img/mL). A fluorescéncia para GSH foi determinada apés 15
minutos de incubacédo ao abrigo da luz. Os niveis de GSSG, por sua vez, foram
determinados pela adicdo de 250 pL de N-etilmaleimida (NEM) 0,04M a
aliqguotas de 250 pL de sobrenadante. Apos 20 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, adicionou-se 500 pL de NaOH 10 mol/L e 100 pL desta

solugao foi acrescido a 1,75 mL de NaOH 1 mol/L e 100 pL de OPT (1mg/mL).
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A fluorescéncia foi determinada apés 15 minutos de incubacéo ao abrigo da luz
(HISSIN; HILF, 1976).

Este método consiste na utilizacdo de um agente fluorescente (OPT) que
possui afinidade por GSH ou GSSG dependente do pH. O NEM é um potente
inibidor da glutationa redutase e, por isso, é utilizado para evitar a reducao do

GSSG em GSH (BROWNE, R. W.; ARMSTRONG, D., 1998).

3.13 Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi verificada
utilizando o diacetato de 2' 7'-diclorofluoresceina (H2DCFDA), um composto
gue atravessa facilmente membranas biologicas e € enzimaticamente
hidrolisado por esterases liberando o composto ndo fluorescente DCFH. Em
presenca de EROs, este é oxidado e transformado em DCF, o qual apresenta
fluorescéncia quando excitado em 503 nm. Assim, o aumento da fluorescéncia
€ diretamente proporcional a producdo de EROs pela mitocéndria (AMES,

1983; LEBEL, C. P.; ISCHIROPOLUS, H.; BONDY, S. C., 1992).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio foi monitorada
espectrofluorimetricamente (SHIMADZU, RF-5301PC) nos comprimentos de
onda de excitacdo 503 nm e de emissao 529 nm. As mitocondrias (1,0 mg de
proteina/mL) foram incubadas em meio de reacdo contendo Sacarose 125
mmol/L, KCI 65 mmol/L, Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2, acrescido de rotenona
2,5 umol/L e H2DCFDA 2 umol/L e energizadas pela adicdo de succinato de

potassio 5 mmol/L. Foi realizado controle negativo (basal), positivo induzido por
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t-butilhidroperéxido (t-BOOH) 300 umol/L e tratamentos utilizando as diferentes

concentra¢des do tebutiurom e da trifluralina.

3.14 Andlise estatistica

A significancia estatistica dos dados experimentais, quando pertinente,
foi verificada pela andalise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnet
para a comparacao de varios grupos tratados em relacdo aos seus controles,
utilizando-se o programa GraphPad Prism, versdo 5.01 (San Diego, CA,
U.S.A). Os resultados com valor de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Respiragédo Mitocondrial

Para avaliar o efeito dos herbicidas sobre o consumo de oxigénio foram
utilizados como parametros a razao do controle respiratério (RCR) e o ADP/O.
O RCR foi calculado através da relagdo entre o estado 3 e 0 estado 4 da
respiracéo, enquanto o ADP/O foi determinado pela razdo da concentragao de
ADP adicionado na camara pelo consumo de oxigénio molecular durante o
estado 3 (ESTABROOK, 1967, CHANCE; WILLIAMS, 1955). O estado 3 (V3)
representa a velocidade de consumo de oxigénio realizado pela mitocondria
apos estimulo com ADP e o estado 4 (V4) representa a taxa basal da

respiracéo mitocondrial.

Como demonstrado nas tabelas 1 e 2, o RCR néo foi significativamente
alterado por ambos os herbicidas, contudo a razdo ADP/O apresentou
alteracao significante a partir da concentracdo de 50 pmol/L quando em contato
com a trifluralina. Analisando os graficos da Figura 6, nota-se que 0 consumo
de O2 no estado 3 diminui conforme aumenta-se a concentragéo da trifluralina,
indicando possivel inibicdo da fosforilagdo oxidativa por parte desse herbicida.
Conforme observado na Figura 7, o tebutiurom nao diminuiu significativamente

0 consumo de O2 no estado 3 em nenhuma concentragao.
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TABELA 1.Efeito da trifluralina e do tebutiurom sobre a razéo de
controle respiratério (RCR) utilizando succinato como substrato
oxidavel para o complexo Il em mitocéndrias isoladas de figado de
rato. Os valores séo expressos como média +/- desvio padrdo para

trés experimentos com diferentes preparagfes mitocondriais.

[ ] umol/L Trifluralina Tebutiurom
Controle (0) 4,45 + 0,31 4,47 £ 0,29
1 4,39 +£0,23 4,21 £0,05

5 4,55 + 0,33 4,17 £ 0,20

10 4,68 £ 0,26 4,21 + 0,20

20 4,47 +0,34 4,12 £ 0,06

50 4,34 + 0,36 4,00 £ 0,05

100 4,05 +0,17 4,00 £0,03

TABELA 2. Efeito da trifluralina e do tebutiurom sobre a razdo ADP/O
utilizando succinato para inducdo do complexo Il em mitocondrias
isoladas de figado de rato. Os valores sao expressos como média +/-
desvio padréo para trés experimentos com diferentes preparacdes
mitocondriais. *Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em
relacédo ao controle.

[ ] umol/L Trifluralina Tebutiurom
Controle (0) 1,54 +£0,11 1,34 £ 0,22
1 1,65+0,19 1,97 £ 0,69

5 1,69 £ 0,32 1,99 £ 0,56

10 1,79 £ 0,04 2,08 +0,61

20 1,89 +£0,18 2,22 +0,74

50 2,12+0,13* 2,33+0,71

100 2,25+0,49* 2,38 + 0,80
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Figura 6. Efeito da trifluralina sobre a respiracdo no estado 3 em mitocéndrias
isoladas de figado de rato. A curva de respiragcdo foi iniciada pela indugdo do
complexo Il com adicdo de succinato.
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Figura 7. Efeito do tebutiurom sobre a respiracdo no estado 3 em mitocédndrias
isoladas de figado de rato. A curva de respiracao foi iniciada pela inducdo do
complexo Il com adicdo de succinato.
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4.2 Potencial de membrana

A dissipacdo do potencial de membrana esta intimamente relacionada
com a integridade da membrana mitocondrial interna e com o funcionamento
da cadeia respiratéria (PETIT et al., 1990). Os resultados obtidos mostram que
0 tebutiurom ndo afeta o potencial de membrana em qualquer das
concentracdes testadas (Figura 8). Ja a trifluralina apresentou capacidade de
dissipar o potencial de membrana mitocondrial de forma parcial porém
significativa para a maior concentracéo (100 umol/L), como pode ser observado

na Figura 9.
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Figura 8. A) Efeito concentracéo-resposta do tebutiurom sobre a dissipacdo do potencial de
membrana mitocondrial em mitocdndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL)
incubadas como descrito em materiais e métodos. Os resultados representam a média + EPM
de trés determinacbes com diferentes preparacdes mitocondriais, relativo ao controle na
auséncia do composto. B) Tracado representativo do efeito do tebutiurom sobre o potencial de
membrana mitocondrial. A dissipacdo total do potencial de membrana foi induzida por CCCP
1pmol/L.
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Figura 9. A) Efeito concentragdo-resposta da trifluralina sobre a dissipacdo do potencial de
membrana mitocondrial em mitocdndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL)
incubadas como descrito em materiais e métodos. Os resultados representam a média + EPM
de trés determinacbes com diferentes preparacdes mitocondriais, relativo ao controle na
auséncia do composto. *Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relagdo ao
controle. B) Tracado representativo do efeito da trifluralina sobre o potencial de membrana

mitocondrial. A dissipacéo total do potencial de membrana foi induzida por CCCP 1pmol/L.
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4.3 Interagdo com membrana mitocondrial interna

A partir dos resultados obtidos para o experimento do potencial de
membrana, utilizou-se dois marcadores fluorescentes para detectar se o0s
herbicidas eram capazes de interagir com a membrana mitocondrial interna. O
DPH monitora interacdo com a regido hidrofébica e o0 ANS com a regido
hidrofilica da membrana biol6gica, ou seja, com 0s grupos-cabeca polares dos
fosfolipidios, proteinas e grupos sulfénicos anibnicos na superficie das
membranas (KLAUSNER, R. D. et al.; 1979). Uma vez que o xenobibtico é
capaz de interagir com a membrana, ocorre a liberacdo da sonda,
consequentemente provocando a diminuicdo da fluorescéncia (MAIOLI et al.,

2012).

Os resultados obtidos revelam que a trifluralina afeta de forma
significativa a fluorescéncia de ambas as sondas utilizadas, sugerindo que esse
herbicida interage tanto com a regido lipofilica quanto com a regido hidrofilica
da membrana mitocondrial interna (Figura 10). Entretanto, a analise estatistica
mostrou que o marcador DPH sofreu maior interferéncia na sua fluorescéncia
(83%) que o ANS (57%), quando adicionado 100 pmol/L de trifluralina. O
tebutiurom ndo apresentou interferéncia significativa na fluorescéncia das

sondas em nenhuma concentracédo testada.

36



Figura 10. Interagdo dos herbicidas trifluralina e tebutiurom com a membrana mitocondrial
interna avaliada pelas sondas ANS e DPH, conforme descrito em materiais e métodos. O
gréfico representa os efeitos dos herbicidas (A — Trifluralina e B — Tebutiuron) comparado ao
grupo controle (sem adicdo do composto e considerado como 0% de efeito). Os resultados
representam a média + EPM de trés determinagdes com diferentes preparagdes mitocondriais,
relativo ao controle na auséncia do composto. *Resultados estatisticamente significantes
(p<0,05) em relagéo ao controle.
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4.4 Intumescimento osmoético mitocondrial

O inchamento mitocondrial, ou também chamado de swelling
mitocondrial, avalia a capacidade dos herbicidas tebutiurom e trifluralina em
provocar o intumescimento da organela através da alteracao da permeabilidade
da membrana mitocondrial. Foi observado que o tebutiurom n&o induziu o
inchamento em nenhuma concentragdo testada (Figura 11). Entretanto, a
trifluralina foi capaz de provocar esse efeito a partir da concentragcéo 20 pumol/L

(Figura 12).
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Figura 11. A) Efeito concentragdo-resposta do tebutiurom sobre o inchamento mitocondrial em
mitocéndrias isoladas de figado de rato (0,4 mg de proteina/mL) incubadas como descrito em
materiais e métodos. Os resultados representam a média + EPM de trés determinagbes com

diferentes preparacdes mitocondriais,

relativo ao controle na auséncia do composto.

*Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relacdo ao controle. B) Tragados
representativos do efeito do tebutiurom sobre o inchamento mitocondrial.

A)

B)

Abs 540 nm

% Indugdo de inchamento

100
80
60+
40+
20+
0- ES omm ESSY EEE e
N N6
{&a@ < S SR
. : :
HmollL tebutiurom
n__n_ i ..-..-_._ ——— e, R Ec.rtr-:.lal'lfu. ":II
20, 50 e 100 pmalL
0.7+
0.6
0.5+
Pi
0 200 400 600

Tempo (s)

39



Figura 12. A) Efeito concentracdo-resposta da trifluralina sobre o inchamento mitocondrial em
mitocéndrias isoladas de figado de rato (0,4 mg de proteina/mL) incubadas como descrito em
materiais e métodos. Os resultados representam a média + EPM de trés determinagbes com
diferentes preparacdes mitocondriais, relativo ao controle na auséncia do composto.
*Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relacdo ao controle. B) Tragados
representativos do efeito da trifluralina sobre o inchamento mitocondrial.
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Com os resultados obtidos para a trifluralina, foram realizados outros
experimentos, dessa vez utilizando alguns moduladores (CsA, RR, NEM e
ADP) que permitiriam inferir o mecanismo de acédo pelo qual a trifluralina afeta
a permeabilidade da membrana mitocondrial. O teste com a trifluralina foi
realizado apenas com a maior concentracdo (100 pmol/L), porém nesta
situagdo, nenhum inibidor foi capaz de impedir o intumescimento osmético

provocado pelo herbicida (Figura 13).

Figura 13. Efeito de inibidores do inchamento mitocondrial sobre o inchamento induzido pela
trifluralina (100 pmol/L): Ciclosporina A (CsA) 1 pmol/L; N-etiimaleimida (NEM) 25 pmol/L;
Vermelho de Ruténio (RR) 0,5 umol/L e 5 umol/L e ADP.
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4.5 Movimentacéo e liberacdo de Ca*?

O intumescimento osmdético pode estar relacionado, dentre outros
fatores, com a abertura do poro de transicdo de permeabilidade (PTP). Assim,
analisou-se ou efeitos dos herbicidas sobre a homeostasia célcica no interior
da mitocondria, uma vez que a abertura do poro ocasiona liberacdo de ions

Ca*?da organela (KINNALLY et al., 2011).

Observou-se que a trifluralina foi capaz de interferir de forma significativa
na liberacdo de calcio na maior concentracdo testada, 100 umol/L (Figura 14).
N&o foi observado, no entanto, efluxo de célcio para o tebutiurom em nenhuma

concentracéo (Figura 15).
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Figura 14. A) Efeito concentracdo-resposta da trifluralina sobre o efluxo de célcio em
mitocéndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL) incubadas como descrito em
materiais e métodos. Os resultados representam a média + EPM de trés determinagbes com
diferentes prepara¢bes mitocondriais, relativo ao controle na auséncia do composto. *
Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relacdo ao controle. B) Tragados
representativos do efeito da trifluralina sobre o efluxo de calcio mitocondrial. A liberacéo total de
calcio foi induzida por CCCP 1umol/L.
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Figura 15. A) Efeito concentracdo-resposta do tebutiurom sobre o efluxo de célcio em
mitocéndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL) incubadas como descrito em
materiais e métodos. Os resultados representam a média + EPM de trés determinagbes com
diferentes preparacdes mitocondriais, relativo ao controle na auséncia do composto.
*Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relacdo ao controle. B) Tragados
representativos do efeito do tebutiurom sobre o efluxo de célcio mitocondrial. A liberagdo total
de célcio foi induzida por CCCP 1umol/L.
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4.6 Concentracdo mitocondrial de ATP

A fim de verificar se os herbicidas afetavam a capacidade da organela
de produzir ATP, a concentracdo mitocondrial de ATP foi avaliada ap6s 10
minutos de incubacdo da suspensdo com os herbicidas. Os resultados
demonstram que o tebutiurom ndo foi capaz de diminuir a concentracdo de
ATP (Figura 16). Ja a trifluralina apresentou diminuicdo significativa para a

concentracdo 100 pmol/L (Figura 17).

Figura 16. Efeito concentrac@o-resposta do tebutiurom sobre a concentracdo de ATP em
mitocéndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL) incubadas como descrito nos
materiais e métodos. Os resultados representam a média + EPM de trés determinacdes com
diferentes preparacdes mitocondriais, relativo ao controle na auséncia do composto.
*Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relagdo ao controle. Como controle
positivo foi utilizado CCCP 1umol/L.
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Figura 17. Efeito concentracdo-resposta da trifluralina sobre a concentracdo de ATP em
mitocéndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL) incubadas como descrito em
materiais e métodos. Os resultados representam a média + EPM de trés determinagbes com
diferentes preparacdes mitocondriais, relativo ao controle na auséncia do composto.
*Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relagdo ao controle. Como controle
positivo foi utilizado CCCP 1umol/L.
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4.7 Producao de espécies reativas de oxigénio

Com o intuito de investigar mais a fundo se os herbicidas eram capazes
de provocar interferéncia no estado redox das mitocéndrias, analisou-se a
formacdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio. Entretanto, tanto a
trifluralina (Figura 18) quanto o tebutiurom (Figura 19) ndo induziram a
producdo de espécies reativas de oxigénio em nenhuma das concentracdes

testadas.
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Figura 18. A) Efeito concentrac@o-resposta da trifluralina sobre a formacgéo de radicais livres
em mitocondrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL) incubadas como descrito
em materiais e métodos. Os resultados representam a média £+ EPM de trés determinacdes
com diferentes preparacdes mitocondriais, relativo ao controle na auséncia do composto.
*Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relacdo ao controle. B) Tragados
representativos do efeito da trifluralina sobre a producéo de EROs. O aumento na formacédo de
radicais livres foi induzido por t-BOOH 300 pmol/L.
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Figura 19. A) Efeito concentragdo-resposta do tebutiurom sobre a formacgéo de radicais livres
em mitocdndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL) incubadas como descrito
em materiais e métodos. Os resultados representam a média £+ EPM de trés determinacdes
com diferentes preparacdes mitocondriais, relativo ao controle na auséncia do composto.
*Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relagdo ao controle. B) Tragados
representativos do efeito da trifluralina sobre a producdo de EROs. O aumento na formacéo de

radicais livres foi induzido por t-BOOH 300 pmol/L.
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4.8 Lipoperoxidagdo de membrana

O experimento de lipoperoxidacéo foi realizado com o intuito de verificar
se os herbicidas trifluralina e tebutiurom eram capazes de induzir estresse
oxidativo na mitocéndria. Como controle positivo foi utilizado Fe*?/ citrato, uma

vez que ions ferrosos reagem com hidoperoéxidos lipidicos (LOOH) originando
radicais altamente reativos (LO- e LOO:) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Como mostra a Figura 20, nenhum dos herbicidas foi capaz de induzir a

lipoperoxidag&o nas concentracdes testadas:

Figura 20. Efeito concentracdo-resposta dos herbicidas trifluralina (A) e tebutiurom (B) sobre a
oxidacao de lipideos de membranas em mitocondrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de
proteina/mL) incubadas como descrito em materiais e métodos. Os resultados representam a
média + EPM de trés determinacdes com diferentes preparagdes mitocondriais, relativo ao
controle na auséncia do composto. *Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em
relagéo ao controle.
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4.9 Avaliagéo do estado redox dos nucleotideos de piridina

O estado oxidativo das mitocéndrias também foi analisado por meio da
oxidacao dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H). Os resultados apresentados
para o tebutiurom corroboram os dados apresentados pelos experimentos
anteriores, onde ndo foram encontradas alteracbes no estado oxidativo
mitocondrial (Figura 21). Ja para a trifluralina, constatou-se alteracdo no estado
oxidativo de NAD(P)H de forma significante nas concentracbes 20, 50 e 100

pumol/L (figura 22).
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Figura 21. A) Efeito concentracdo-resposta do tebutiurom sobre o estado oxidativo dos
nucleotideos de piridina(NAD(P)H) em mitocéndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de
proteina/mL) incubadas como descrito em materiais e métodos. Os resultados representam a
média + EPM de trés determina¢des com diferentes prepara¢gdes mitocondriais, relativo ao
controle na auséncia do composto. *Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em
relacdo ao controle. B) Tracados representativos do efeito do tebutiurom sobre a oxidacao dos
nucleotideos de piridina. A oxidacdo de NAD(P)H foi induzida por t-BOOH 300 pmol/L.
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Figura 22. A) Efeito concentrac@o-resposta da trifluralina sobre o estado oxidativo dos
nucleotideos de piridina (NAD(P)H) em mitocdndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de
proteina/mL) incubadas como descrito em materiais e métodos. Os resultados representam a
média + EPM de trés determina¢des com diferentes prepara¢cdes mitocondriais, relativo ao
controle na auséncia do composto. *Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em
relacdo ao controle. B) Tracados representativos do efeito da trifluralina sobre a oxidac&o dos

nucleotideos de piridina. A

A)

L 1

a

(]

e

=z

O

=]

O

{131

On

(3]

=]

=

o

R

B)
4001
3004
<
w200
=

1004
0-

oxidacdo de NAD(P)H foi induzida por t-BOOH 300 pmol/L.

00+

80

60

_|

40-

20+

°© P &P
&L :

Hmol/L trifluralina

T
J‘\

trifluralina

/

BUC

Controle
1 pmolL

5 pmolL
10 & 20 pmolL
50 pmolL
v 100 VL

t—EIC:II'IIZ:lmHE|

L) ] I I

0 200 400 600

Tempo (s)

53



4.10 Concentra¢cdes mitocondriais de glutationa reduzida (GSH) e

glutationa oxidada (GSSG)

Por fim, uma vez que o NADPH participa do ciclo de redugcdo da
glutationa, investigou-se a possibilidade de os herbicidas alterarem as
concentracbes mitocondriais de glutationa reduzida e glutationa oxidada.
Ambos o0s herbicidas n&o provocaram nenhuma alteracdo nos niveis
mitocondriais de GSH e GSSG em nenhuma das concentracdes testadas,

conforme demonstrado pela razdo entre GSH/GSSG (Figura 23).

Figura 23. Efeito concentracdo-resposta dos herbicidas sobre a raz8o GSH/GSSG em
mitocOndrias isoladas de figado de rato (1,0 mg de proteina/mL) incubadas como descrito nos
materiais e métodos. Os pontos representam a média + EPM de trés determina¢des com
diferentes prepara¢cdes mitocondriais, relativo ao controle na auséncia do composto.
*Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em relagdo ao controle. A queda na razao
GSH/GSSG foi induzida por t-BOOH 300 pmol/L.
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5. DISCUSSAO

Ha muito sdo investigados os riscos e as consequéncias da polui¢do
ambiental provocada pelo uso de substancias quimicas na natureza. Uma vez
que atingem organismos ndo-alvos, esses compostos, tais como 0s
praguicidas, sdo capazes de afetar o desenvolvimento, a fisiologia, o
comportamento, a reproducdo e a sobrevivéncia de espécies. Também
aumentam a taxa de hibridizacdo e diminuem a diversidade genética,
ocasionando uma reducdo da viabilidade populacional podendo levar a

extingdo (LIFSHITZ; CLAIR, 2016).

Tanto o tebutiurom quanto a trifluralina ja foram quantificados em solo e
aguas, mesmo apos meses de uso dos mesmos (MERCURIO et al., 2016),
indicando contaminacdo ambiental por esses herbicidas, o que favorece a
absorcéo por organismos nao-alvo e possibilita a acdo toxica por parte destes

herbicidas nesses organismos.

Desta forma, a primeira parte do estudo avaliou 0os aspectos energéticos
das mitocondrias isoladas de figado de rato, quando expostas aos herbicidas
tebutiurom e trifluralina, pois ja é descrito na literatura que alguns praguicidas,
como € o caso dos organoclorados, sdo capazes de bioacumular em células
hepaticas e provocar mudangas estruturais nas cristas mitocondriais (LIU et al.,

2017) e assim afetar a bioenergética celular.

Os resultados obtidos para interacdo com a membrana mitocondrial
denotam que apenas a trifluralina apresentou resultado significativo para

ambas as sondas utilizadas, DPH e ANS, porém causou maior interferéncia
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quando utilizado o DPH. Uma vez que este marcador se incorpora dentro da
regido lipofilica da bi-camada lipidica, orientando-se em paralelo com lipidios e
adquirindo fluorescéncia (HELENA et al.,, 2006), é razoavel supor que a
trifluralina se dissolva na regido hidrofébica da membrana, diminuindo sua
fluidez. Tal efeito afeta negativamente o0s processos energéticos da
mitocondria, j& que os mesmos sao sensiveis a organizacdo da membrana

interna.

Majoritariamente, o processo de producdo de ATP ocorre através da
fosforilagdo oxidativa, processo que consiste na transferéncia de elétrons em
uma série de reacOes redox. A energia liberada pelo fluxo de elétrons pela
cadeia transportadora de elétrons, localizada na membrana mitocondrial
interna, cria um gradiente eletroquimico essencial para a sintese de ATP. A
analise do potencial de membrana gerado através desse gradiente
eletroquimico fornece uma avaliagdo acerca da funcdo mitocondrial
(SAKAMURU et al.,, 2012). Dentre os herbicidas analisados, apenas a
trifluralina foi capaz de desfazer o potencial de membrana, na maior
concentracdo testada (100 pmol/L). Este achado corrobora um estudo
conduzido com células HepG2 que demonstrou que o tebutiurom néo é capaz
de dissipar o potencial de membrana destas células na mesma faixa de
concentracdo utilizada no presente trabalho, enquanto a trifluralina induziu a
diminuicdo do Ay nas concentragcdes de 50 e 100 pmol/L (FRANCO-
BERNARDES, 2016), reforcando a capacidade desse herbicida em afetar

parametros celulares ligados a producédo de ATP.

Muitos xenobidticos, incluindo os contaminantes emergentes, s&o

capazes de dissipar o potencial de membrana atuando como desacopladores,
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substancias anfifilicas capazes de atravessar a membrana mitocondrial interna
e transportar protons para a matriz mitocondrial por uma via independente da
ATP sintase, como o 2,4-Dinitrofenol e o CCCP. Ainda existem os inibidores
especificos de cada complexo, que levam a interrupcdo da cadeia
transportadora de elétrons, como a Antimicina A e a Rotenona (KENWOOD et
al., 2013). Além disso, a abertura do poro de transicdo de permeabilidade
(PTP) também pode levar a diminuicdo do potencial de membrana (HUSER;
BLATTER, 1999). O resultado significativo obtido para a trifluralina na
dissipacdo do potencial provavelmente estd relacionado a abertura do PTP,
gue provoca como consequéncia 0 intumescimento mitocondrial e lise da
membrana externa da organela. O efeito desacoplador deste herbicida sobre a
mitocondria € descartado ao avaliarmos a taxa de consumo de oxigénio no
estado 3 da respiracdo mitocondrial, na qual percebe-se que conforme ocorre o
aumento da concentracdo de trifluralina utilizada, menor € a velocidade de
consumo de oxigénio realizado pela mitocondria isolada. Esse valor se reflete

na elevada taxa de ADP/O encontrada, uma vez que o consumo de oxigénio é

inversamente proporcional a razdo ADP/O.

A mitocéndria esta envolvida em inUmeros processos fisioldgicos, que
incluem o metabolismo energético, a homeostase célcica e a morte celular. A
abertura do PTP, sensivel ao Ca*?, € um dos fatores que podem levar a
liberacao de proteinas pro-apoptéticas, como o citocromo ¢ e o AlF (DETAILLE
et al., 2016). Desregulagdo célcica, espécies reativas de oxigénio, proteases e
diminuicdo do potencial de membrana s&o alguns dos fatores que levam ao
desencadeamento da transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM), o que

sugere que a mitocondria atua como um sensor celular de estresse
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(HAIJNOCZKY; MADESH, 2003; ROBERTS; GOPING; BLEACKLEY, 2003).
Como consequéncia da TPM a organela incha, podendo levar a ruptura da
membrana externa e liberacdo de fatores apoptogénicos (GREEN; REED,
1998). O tebutiurom ndo apresentou resultado significativo para o experimento
de inchamento mitocondrial para nenhuma concentracéo testada. Entretando, a

trifluralina foi capaz de induz tal efeito nas concentragdes 20, 50 e 100 pmol/L.

A transicdo de permeabilidade pode ser regulada através de inibidores
gue impedem a formacdo do PTP. A droga imunossupressora Ciclosporina A
(CsA) se liga ao Cyp D, blogueando sua ligacdo com o ANT. Varios estudos
também relataram que a abertura do PTP é melhorada quando ha deplecéo
dos nucleotideos de adenina, que se ligam ao ANT e, de forma contraria, a
adicdo de ATP ou ADP é capaz de inibir a formacédo do poro (HALESTRAP,
2006). Ainda, uma vez que 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*? na matriz mitocondrial também pode
desencadear o processo de abertura do poro de transicdo de permeabilidade.
O consumo de célcio para a matriz € alcancado por um uniporter senvivel ao

Vermelho de Ruténio (RR) (BERNARDI e RASOLA, 2007).

Os resultados obtidos apontam que a trifluralina foi capaz de induzir
inchamento mitocondrial nas concentragdes 20, 50 e 100 pmol/L. Entretanto,
nenhum dos inibidores utilizados (CsA, RR, NEM e ADP) impediu o
intumescimento provocado pela mesma. Esses dados sugerem que a

trifluralina ndo atua por nenhum dos mecanismos citados anteriormente. O PiC,
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carreador de fosfato inorgéanico, e, mais recentemente, os dimeros da ATP
sintase, sdo proteinas que também possuem papel na abertura do poro de
transicdo de permeabilidade (MIURA; TANNO, 2012; GIORGIO et al., 2013).
Essas recentes descobertas reforcam a complexidade do mecanismo de
inducdo da abertura do poro de transicdo mitocondrial, e indicam que a
trifluralina talvez atue por processos ainda ndo elucidados. Por ser um
processo complexo, os mecanismos relacionados a essa abertura ainda néo
estdo completamente elucidados, por isso outros experimentos utilizando
diferentes inibidores devem ser realizados para se compreender a agédo pela
qual a trifluralina é capaz de induzir o inchamento mitocondrial. Porém, a
ocorréncia do inchamento esta intimamente relacionada com a abertura do

poro de transicéo de permeabilidade, apontando a capacidade da trifluralina de

alterar a permeabilidade mitocondrial.

Ainda sobre a abertura do poro de transicdo de permeabilidade, o calcio
€ um ion que assume grande importancia para o desencadeamento desse
evento. Um aumento expressivo na concentracdo interna de Ca*?> é um dos
principais gatilhos da abertura do PTP, que tem como uma de suas
consequéncias a liberacdo massiva do proprio ion calcio para fora da organela
(HALESTRAP, 2006; RASOLA; BERNARDI, 2007). A avaliacdo do efluxo de
célcio através do experimento com Calcio Green 5N revelou que o tebutiurom
ndo induz a liberacdo do ion, enquanto a trifluralina, apesar de liberar calcio
sutiimente na concentracdo de 50 pmol/L, o efeito ocorre de forma significativa
na maior concentracdo testada, 100 pumol/L. Este resultado condiz com um
estudo realizado com herbicidas e fungicidas, dentre eles a trifluralina e a

orizalina, um herbicida também pertencente a classe das dinitroanilinas, que
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revelou a influéncia desses compostos no efluxo de Ca*? em mitocondrias
isoladas de figado de ratos (HERTEL et al., 1981). Conforme mencionado
anteriormente, o efluxo € uma das consequéncias da abertura do poro de
transicdo de permeabilidade. Assim, a liberagdo do ion quando na presenca da
trifluralina sugere que este herbicida, pelo menos em altas concentragfes, é
capaz de induzir a abertura do poro e alterar a transicdo de permeabilidade de

membrana, afetando bruscamente o funcionamento da organela.

A concentracao celular de ATP esta diretamente envolvida no processo
de morte celular. Enquanto um leve decaimento nos niveis de ATP na
mitocdndria encaminha a célula para a apoptose, uma queda abrupta sinaliza
mecanismo de necrose (LA PIANA et al., 1998). A analise da concentracao
mitocondrial de ATP revelou reducdo significativa para a trifluralina na
concentracdo de 100 pmol/L, apesar da concentracdo 50 pmol/L também ter
apresentado grande queda. O tebutiurom, por outro lado, ndo afetou os niveis

de ATP.

Em congruéncia com os resultados ja obtidos, a diminuicdo de ATP esté
diretamente relacionada com os demais efeitos provocados pela trifluralina. A
dissipacéo do potencial de membrana, o inchamento mitocondrial e o efluxo de
célcio sao indicativos de abertura do poro de transicdo de permeabilidade, que
provoca, além da liberacdo de moléculas para o citoplasma, a perda da
homeostasia celular e a interrupcdo da sintese de ATP. Quando esses sinais
alcancam a mitocéndria, ha liberacao, através do PTP, de proteinas ativadores,
dentre as quais encontra-se a citocromo c. Esta possui papel fundamental
durante o processo de morte celular por participar da via intrinseca da

apoptose através da ativacao das caspases (HALESTRAP, 2005).
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Corroborando os resultados encontrados nesse trabalho, um estudo
realizado com células HepG2 demonstrou que a trifluralina € capaz de provocar
morte celular por necrose e apoptose, além de induzir bloqueio do ciclo celular
na fase S, sendo considerado, portanto, um herbicida citotdéxico para essa
célula (FRANCO-BERNARDES, 2016). A andlise realizada com mitocéndrias
neste projeto sugere que o efeito citotoxico da trifluralina pode estar
relacionado com a formacdo do PTP e consequente transicdo de
permeabilidade mitocondrial. Como ja mencionado, a mitocéndria apresenta
um importante papel na manutencdo do funcionamento celular. Assim, um
efeito drastico, como a indug¢do do poro de transicdo de permeabilidade, pode

afetar os processos celulares e levar a morte celular.

Em situacbGes de estresse oxidativo causadas por xenobioticos e
toxicantes, o aumento da geragcdo de O2" e consequente acumulo de H202 e
OH® na mitocondria pode levar a oxidacdo de lipidios de membrana, um
processo conhecido como lipoperoxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999). O experimento realizado com a sonda H:DCFDA para verificar a
formacdo de radicais livres revelou que ambos os herbicidas ndo sao capazes
de estimular a producdo dessas espécies além do basal. Esses resultados sdo
confirmados pelos dados obtidos para os experimentos de lipoperoxidacdo e
niveis de GSH e GSSG, nos quais, novamente, tanto a trifluralina quanto o

tebutiurom ndo apresentaram resultados positivos.

Entretanto, foi constatado que a trifluralina € capaz de alterar o estado
redox dos nucleotideos de piridina nas trés maiores concentracfes, 20, 50 e
100 pmol/L. Uma das principais fungcdes do NADPH dentro da organela é a de

restaurar sistemas antioxidantes, como o da glutationa, a qual é responsavel
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por catalisar a transformacao de H202 em H20 (MAILLOUX; TREBERG, 2016).
O tebutiurom, assim como nos demais experimentos oxidativos, nao foi capaz

de alterar o estado redox do NAD(P)H.

Uma vez que os niveis de GSH e GSSG ndo foram afetados pela
trifluralina, acredita-se que o resultado positivo obtido para a oxidacado de
NAD(P)H seja proveniente de uma interagdo direta entre o herbicida e o
nucleotideo de piridina. O paraquat, por exemplo, herbicida utilizado em
diversas culturas como algoddo, arroz e café, € uma molécula aceptora de
elétrons, a qual em plantas expostas a luz leva a deplecdo de NADPH com
consequente producdo de superoxidos, promovendo a destruicdo de
membranas. Em humanos, esse herbicida provoca a geracdo de grandes
guantidades de espécies reativas de oxigénio, levando o organismo ao
estresse oxidativo e a peroxidacdo de gorduras, bem como a deplecdo de
NADPH por oxidacéo direta desta coenzima (MARTINS, T., 2013). Apesar dos
demais experimentos demonstrarem que a trifluralina ndo provoca estresse
oxidativo, assim como o paraquat, ela pode atuar diretamente ao NAD(P)H,
oxidando-o e diminuindo os niveis mitocondriais dessa coenzima. Entretanto,

outros experimentos devem ser realizados para confirmar tal suposicao.

A oxidacdo do NAD(P)H por toxicantes pode iniciar ou amplificar eventos
patolégicos e fisiologicos (DI LISA; ZIEGLER, 2001), contudo, ja que ndo houve
alteracdes nos niveis de GSH e GSSG, compreende-se que a oxidacdo do
NAD(P)H provocada pela trifluralina ndo é intensa o suficiente para provocar
um desequilibrio nos processos antioxidantes da mitocondria. Com base no
ciclo da glutationa, uma vez que a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH)

provoca a estimulacdo da via das pentoses e aumento da sintese de NADPH
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(WINKLER; DESANTIS; SOLOMON, 1986), a oxidacdo massiva do NAD(P)H
ocasionaria reducdo na atividade da glutationa redutase, enzima a qual o
NADPH atua como cofator, reduzindo a concentracdo de glutationa reduzida
(GSH). Essa alteracdo causaria desequilibrio entre a razdo GSH/GSSG, que
seria observado no experimento de niveis mitocondriais de GSH e GSSG.
Contudo, os resultados obtidos revelam que n&o houve alteragdo, implicando
que o efeito da trifluralina sobre o NADPH nao sao significantes a ponto de

afetar o funcionamento mitocondrial.

No estudo realizado por Franco-Bernardes (2016) foi constatado o
acumulo de espécies reativas de oxigénio provocado pela trifluralina (100
pumol/L) em células HepG2. Uma vez que essas células possuem atividade de
metabolizacdo, a discrepéancia entre os achados com esse trabalho pode ser
fruto da acdo oxidativa de produtos de degradacdo ou biotransformacéo

provenientes da metabolizac&o do herbicida nessas células.
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6. CONCLUSAO

Com base nos objetivos do trabalho e nos resultados obtidos, pode-se
concluir que o tebutiurom nao afeta os processos bioquimicos ou oxidativos da
mitocondria, nas concentracdes testadas. A trifluralina, por outro lado, foi capaz
de alterar os processos bioquimicos bioenergéticos testados, porém nao
provocou desequilibrio significativo nos experimentos oxidativos. Assim,
acredita-se que, em altas concentracOes, a trifluralina seja capaz de afetar
organismos nao-alvo, porém o efeito observado é para concentracées maiores
das que sé@o encontradas no ambiente. Isso indica, entretanto, que um eventual
acumulo desse herbicida, ou mesmo uma toxicidade aguda provocada pelo
mesmo, poderia ocasionar danos severos ao organismo, ja que tal herbicida
demonstrou ser capaz de interagir com as regides hidrofobicas e hidrofilicas da
membrana mitocondrial, levando a dissipacdo do potencial de membrana,
alteracdo na respiracdo mitocondrial, inchamento da organela, efluxo de Ca*?

e, consequentemente, reducdo da producéo de ATP.

Ainda, a partir dos resultados obtidos da acao da trifluralina sobre o
estado energético mitocondrial, acredita-se que a TPM desempenha um papel

chave na etiologia da toxicidade desse herbicida.

No entanto, os compostos analisados nao induzem estresse oxidativo,
indicando que a formacdo de espécies reativas pode ndo ser o principal
mecanismo responsavel pela toxicidade dos herbicidas estudados em

mitocondrias isoladas de figado de ratos.
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