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RESUMO

O uso intensivo de pesticidas na agricultura moderna tem aumentado nas ultimas décadas,
impulsionado pela crescente demanda por alimentos e pela necessidade de controle de pragas e
doengas em culturas de grande importancia econdmica. No entanto, a exposi¢cdo humana a esses
compostos, especialmente por residuos presentes em alimentos e no ambiente, tem despertado
preocupacao devido aos seus potenciais efeitos toxicos. O figado torna-se um dos principais
orgados-alvo dessa toxicidade por defensivos agricolas, uma vez que exerce papel central na
biotransformacgao e detoxificagdo desses compostos. Nesse contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos dos fungicidas dimetomorfe (DIM) e fenpropimorfe (FEN) sobre a
viabilidade e a atividade metabdlica celular, € o potencial de membrana mitocondrial em células
hepéaticas humanas das linhagens HepG2 e LX-2. As células foram tratadas por 24 horas com
diferentes concentragdes dos fungicidas e submetidas aos ensaios de Sulforrodamina B (SRB),
Alamar Blue e tetrametilrodamina etil éster (TMRE). Ap6s 24 horas, o DIM, na concentragao
de 300 uM, reduziu significativamente a viabilidade e a atividade metabodlica das células
HepG2 e LX-2, enquanto o FEN reduziu a viabilidade das células LX-2 em 1 uM. Alteragdes
no potencial de membrana mitocondrial também foram observadas, com redugdo nas células
HepG2 expostas ao DIM e ao FEN e aumento da fluorescéncia de TMRE nas células LX-2,
evidenciando respostas mitocondriais dependentes da concentragdo e da linhagem celular.
Esses achados contribuem para a compreensdo dos mecanismos celulares associados a
toxicidade desses fungicidas e reforgam a importincia de estudos in vitro para subsidiar futuras

avaliagdes de riscos relacionadas a exposi¢ao humana a pesticidas.

Palavras-chave: dimetomorfe; disfungdo mitocondrial; fenpropimorfe; HepG2; LX-2.



ABSTRACT

The intensive use of pesticides in modern agriculture has increased in recent decades, driven
by the growing demand for food and the need to control pests and diseases in crops of great
economic importance. However, human exposure to these compounds, especially through
residues present in food and the environment, has raised concerns due to their potential toxic
effects. The liver is one of the main target organs of toxicity caused by agricultural pesticides,
as it plays a central role in the biotransformation and detoxification of these compounds. In
this context, this study aimed to evaluate the effects of the fungicides dimethomorph (DIM) and
fenpropimorph (FEN) on cell viability, metabolic activity, and mitochondrial membrane
potential in human hepatic cells lines HepG2 and LX-2. The cells were treated for 24 hours
with different concentrations of the fungicides and subjected to Sulforhodamine B (SRB),
Alamar Blue and tetramethylrhodamine ethyl ester (TMRE) assays. After 24 hours of exposure,
DIM at 300 uM significantly reduced cell viability and metabolic activity in both HepG2 and
LX-2 cells, whereas FEN reduced LX-2 cell viability at 1 uM. Alterations in mitochondrial
membrane potential were also observed, with decreased TMRE fluorescence in HepG2 cells
exposed to DIM and FEN and increased TMRE fluorescence in LX-2 cells, indicating
concentration- and cell line-dependent mitochondrial responses. These findings contribute to
the understanding of the cellular mechanisms associated with the toxicity of these fungicides
and reinforce the importance of in vitro studies to support future risk assessments related to

human exposure to pesticides.

Keywords: dimethomorph, mitochondrial dysfunction, fenpropimorph; HepG2; LX-2.
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INTRODUCAO

O uso intensivo de defensivos agricolas tornou-se uma pratica central na agricultura
moderna, especialmente em sistemas produtivos de larga escala voltados ao atendimento da
crescente demanda global por alimentos. Esses compostos sao utilizados com a finalidade
de reduzir perdas causadas por pragas, plantas daninhas e doencas que comprometem o
rendimento e a qualidade das culturas agricolas. Embora sua aplicagdo esteja associada ao
aumento da produtividade e a estabilidade da produgdo de alimentos, a ampla utilizagao
desses produtos tem levantado preocupagdes crescentes quanto aos seus impactos sobre a
sade humana, os ecossistemas ¢ os sistemas publicos de sauide (AKTAR; SENGUPTA;
CHOWDHURY, 2009). A exposi¢do humana aos pesticidas pode ocorrer por diferentes
vias, incluindo contato ocupacional durante o preparo ¢ a aplica¢ao dos produtos, exposi¢ao
ambiental em areas proximas as lavouras e ingestdo de 4gua e alimentos contendo residuos
desses compostos (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009). No Brasil, esse cenario
assume particular relevancia, uma vez que o pais apresenta consumo de agrotoxicos elevado
e ampla dependéncia desses produtos em diferentes cadeias agricolas (PANIS et al., 2022;
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS
RENOVAVEIS, 2024).

A utilizagdo intensiva de pesticidas também est4 relacionada a efeitos ambientais
importantes, uma vez que esses compostos podem atingir diferentes compartimentos do
ambiente ap0s sua aplicagdo. Parte dos produtos aplicados pode permanecer no solo, ser
transportada por escoamento superficial, atingir aguas superficiais e subterrdneas ou
dispersar-se pelo ar, ampliando o alcance da contaminacdo para além da area diretamente
tratada (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009). A persisténcia ambiental, a
mobilidade e a toxicidade desses compostos variam de acordo com suas caracteristicas
fisico-quimicas, formulagdes comerciais, condi¢cdes climaticas e praticas agricolas
adotadas. Em revisdo critica sobre a distribui¢do de pesticidas em solos agricolas e urbanos
brasileiros, Fernandes ef al. (2020) demonstraram a presenca de diferentes classes desses
compostos em matrizes ambientais, evidenciando a importancia da contaminagdo do solo
como indicador de exposi¢do ambiental. Além disso, pesticidas podem afetar organismos
nao-alvo, incluindo microrganismos do solo, insetos benéficos, organismos aquaticos e
espécies silvestres, comprometendo processos ecologicos essenciais e a qualidade dos
recursos naturais (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009; FERNANDES et al.,
2020).
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Do ponto de vista da saude publica, a exposi¢do a pesticidas representa uma
preocupacao relevante devido a diversidade de efeitos adversos ja associados a esses
compostos. A exposicdo aguda pode estar relacionada a quadros de intoxicacdo com
manifestagdes neuroldgicas, respiratorias, gastrointestinais, dermatolédgicas e sistémicas,
enquanto a exposi¢do cronica tem sido associada a alteracdes endocrinas, efeitos
reprodutivos, imunoldgicos, metabdlicos e carcinogénicos, dependendo do composto, da
dose e do tempo de exposi¢ao (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009; PANIS et
al., 2022). No Brasil, trabalhadores rurais, criangas, gestantes e populagdes residentes
proximas a areas agricolas constituem grupos particularmente vulneraveis, seja pela
exposicao ocupacional direta, seja pela exposi¢ao ambiental e alimentar (PANIS et al.,
2022). Entre 2010 e 2019, foram registrados 56.870 casos de intoxicagdo por agrotoxicos
no pais, nimero provavelmente subestimado em razdo da subnotificacdo desses agravos
(FUNDACAO HEINRICH BOLL, 2023). Esses dados reforgam a relevancia do tema néo
apenas como questdo agricola, mas também como problema de satde coletiva.

Além dos impactos sanitarios, as intoxicacdes por pesticidas geram consequéncias
econdmicas e sociais significativas. Os custos associados a exposi¢do e ao adoecimento
incluem atendimentos ambulatoriais, internagdes, afastamentos do trabalho, perda de
produtividade, sequelas em longo prazo e sobrecarga ao Sistema Unico de Saude (SUS).
Soares e Porto (2012) destacam que os impactos econOmicos associados ao uso de
agrotoxicos ndo se restringem ao setor produtivo, pois os custos decorrentes dos danos a
saude frequentemente sdo transferidos para o sistema publico e para a sociedade. Esse
cenario evidencia que, embora os pesticidas sejam utilizados para aumentar a produtividade
agricola, parte dos prejuizos sanitarios, ambientais e sociais relacionados ao seu uso nao €
incorporada diretamente ao custo de produgdo. Assim, a avaliacdo cientifica dos efeitos
desses compostos torna-se essencial para subsidiar politicas publicas, estratégias de
prevencdo e medidas regulatdrias voltadas a reducao da exposi¢do humana e ambiental.

A preocupagdo com residuos de pesticidas em alimentos também reforca a
necessidade de monitoramento e avaliacdo de risco. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) coordena o Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA), cujo objetivo ¢ monitorar residuos em alimentos de
origem vegetal e subsidiar a¢des de avaliacdo de risco, fiscalizagdo e comunicacdo a
populacdo. No relatorio referente aos ciclos de 2018/2019 e 2022, a ANVISA analisou
3.296 amostras no ciclo 2018/2019, das quais 25,6% apresentaram inconformidade, e 1.772

amostras no ciclo 2022, das quais 25,0% foram consideradas inconformes. Essas
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inconformidades incluem residuos acima do Limite Méximo de Residuos (LMR), presenca
de agrotdxicos ndo autorizados para determinada cultura ou ingredientes ativos proibidos
ou nao aprovados no Brasil (ANVISA, 2023). Em ambito internacional, a Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e a World Health Organization
(WHO) destacam que a gestdo de pesticidas deve ser baseada em evidéncias cientificas,
avaliagdo de risco, boas praticas agricolas e medidas de redugdo da exposi¢cdo humana e
ambiental (FAO; WHO, 2014). A European Food Safety Authority (EFSA) também realiza
avaliacoes de risco de substancias ativas, considerando aspectos toxicoldgicos, ambientais,
ocupacionais e alimentares (EFSA, 2023). Esses mecanismos de regulagdo demonstram que
a seguranga no uso de pesticidas depende de uma base cientifica continuamente atualizada.

Em nivel celular ¢ molecular, um dos mecanismos frequentemente associados a
toxicidade dos pesticidas ¢ o desequilibrio redox. Esse processo ocorre quando ha aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e reducdo da capacidade
antioxidante celular, favorecendo danos oxidativos em diferentes biomoléculas (SULE;
CONDON; GOMES, 2022). Lipidios de membrana, proteinas estruturais ¢ enzimaticas,
além do material genético, podem ser afetados por esse desequilibrio, resultando em
alteragdes funcionais importantes (SULE; CONDON; GOMES, 2022). Jablonska-Trypué
et al. (2017) discutem que o estresse oxidativo constitui um mecanismo relevante na
toxicidade induzida por pesticidas e pode estar associado a efeitos celulares e sist€émicos.
De forma semelhante, Sule, Condon e Gomes (2022) apontam que a indugdo de estresse
oxidativo € uma caracteristica comum observada em diferentes classes de pesticidas, tanto
em modelos celulares quanto em modelos animais. Esses achados indicam que a
investigacao de eventos celulares associados ao desequilibrio redox ¢ fundamental para
compreender os mecanismos de toxicidade desses compostos.

Embora o estresse oxidativo seja amplamente descrito na literatura, a disfun¢do
mitocondrial tem recebido crescente atengdo como evento central na toxicidade induzida
por xenobioticos (REDDAM et al., 2022). As mitocondrias sdo organelas essenciais para a
producdo de ATP por meio da fosforilagdo oxidativa, além de participarem da regulagdo do
metabolismo celular, da sinalizacdo redox, da homeostase de calcio e da ativacdo de vias
de morte celular (VASAN et al., 2022). Dessa forma, alteracdes mitocondriais podem
comprometer a bioenergética celular e desencadear respostas que antecedem a perda de
viabilidade (VASAN et al., 2022). O potencial de membrana mitocondrial (A¥m) é um dos
principais indicadores da integridade funcional das mitocOndrias, pois reflete o

funcionamento da cadeia transportadora de elétrons e o gradiente eletroquimico necessario
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a sintese de ATP (SCADUTO JUNIOR; GROTYOHANN, 1999). Alteragdes no A¥Ym
podem indicar despolarizacdo, comprometimento da atividade respiratoria, perda de
eficiéncia energética e ativagdo de processos associados a morte celular (VASAN et al.,
2022. Assim, a avaliagdo do A¥Ym constitui uma abordagem relevante para investigar
toxicidade celular e disfunc¢do bioenergética.

O figado destaca-se como um dos principais orgdos-alvo da toxicidade por
pesticidas, pois exerce papel central na absor¢do, biotransformacgdo, metabolizacdo e
detoxificacdo de xenobidticos (ARZUMANIAN; KISELEVA; POVERENNAYA, 2021).
As células hepaticas estdo particularmente expostas aos efeitos de substincias quimicas,
tornando o figado um modelo fundamental para estudos toxicoldgicos. A elevada demanda
energética desse 0rgao também torna a mitocondria um alvo relevante de investigagdo, uma
vez que alteragdes na funcdo mitocondrial podem comprometer processos metabolicos
essenciais. Portanto, estudar a viabilidade celular, a atividade metabolica € 0 A¥Ym em
modelos hepaticos permite compreender eventos iniciais associados a toxicidade de
pesticidas.

Modelos in vitro baseados em células humanas t€m sido amplamente utilizados em
toxicologia por permitirem a avaliagdo de respostas celulares em condi¢des experimentais
controladas e reprodutiveis (OECD, 2018). Esses modelos possibilitam a analise de eventos
especificos, como viabilidade celular, citotoxicidade, atividade metabolica, estresse
oxidativo e fun¢do mitocondrial, além de contribuirem para a redu¢do do uso de animais
em etapas iniciais de investigacdo. Embora ndo reproduzam integralmente a complexidade
de um organismo, os modelos celulares sdo Uteis para identificar mecanismos de toxicidade
e selecionar concentragOes relevantes para estudos posteriores. A linhagem HepG2,
derivada de hepatoblastoma humano, ¢ uma das mais utilizadas em estudos de toxicologia
hepatica, metabolismo de xenobioticos e citotoxicidade (ARZUMANIAN; KISELEVA;
POVERENNAYA, 2021). Apesar de apresentar limitagdes em relagdo a hepatdcitos
primarios, essa linhagem mantém caracteristicas hepaticas relevantes e oferece vantagens
como estabilidade, facil manutencdo, elevada reprodutibilidade e ampla disponibilidade
experimental (ARZUMANIAN; KISELEVA; POVERENNAYA, 2021).

Em estudo desenvolvido pelo proprio grupo de pesquisa, Arruda et al. (2024)
utilizaram células HepG2 para estabelecer um modelo in vitro de doenca hepatica gordurosa
ndo alcodlica induzida por &cidos graxos livres, avaliando deposicdo lipidica, viabilidade

celular, estresse oxidativo e expressao diferencial de anexina A2.
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Além da linhagem HepG2, células estreladas hepaticas também apresentam grande
relevancia em estudos de toxicidade e dano hepatico (YIN et al., 2013). As células
estreladas sdo componentes importantes do microambiente hepatico e participam de
processos relacionados a resposta inflamatdria, remodelamento da matriz extracelular e
fibrogénese (XU et al., 2005). A linhagem LX-2 corresponde a células estreladas hepaticas
humanas imortalizadas e mantém caracteristicas relevantes desse tipo celular, sendo
considerada uma ferramenta importante para estudos relacionados ao dano hepatico e a
fibrose (XU et al., 2005). A utilizacdo de LX-2 com HepG2 permite avaliar a resposta a
pesticidas em diferentes populagdes celulares hepaticas, ampliando a interpretacdo dos
mecanismos envolvidos na toxicidade. Enquanto HepG2 representa um modelo associado
a hepatocitos e metabolismo hepatico, LX-2 permite investigar respostas de células
estreladas, que sdo fundamentais em processos de remodelamento tecidual e resposta ao
dano. Assim, a combinacao dessas linhagens fornece uma abordagem mais abrangente para
avaliar os efeitos celulares de xenobidticos em modelos hepaticos humanos.

A literatura recente demonstra que a exposicao a pesticidas pode provocar multiplos
efeitos em células hepaticas humanas. Yang et al. (2024) observaram que piretrinas naturais
induziram dano oxidativo em linhagens celulares hepaticas humanas por meio da
modulagdo da via Nrf-2 (Fator Nuclear Eritroide 2 relacionado ao fator 2), reforcando a
sensibilidade desses modelos a toxicidade induzida por pesticidas. Wang et al. (2023), ao
avaliarem os efeitos combinados de trés pesticidas, amplamente utilizados, em células
HepG2, demonstraram que tanto compostos isolados quanto misturas podem provocar
citotoxicidade, apoptose, necrose e estresse oxidativo. Esses dados sdo relevantes porque a
exposi¢ao humana raramente ocorre a um unico composto isolado. Na pratica, diferentes
residuos podem coexistir em alimentos, 4gua, solo ou ambientes ocupacionais, resultando
em cendrios de exposi¢do combinada. Dessa forma, a investigacdo de efeitos celulares em
modelos hepaticos contribui para compreender mecanismos de toxicidade que podem
ocorrer em condigdes proximas a exposi¢ao real.

Entre os compostos de interesse neste estudo, o dimetomorfe e o fenpropimorfe sdo
fungicidas utilizados no controle de doengas que comprometem culturas de importancia
agricola. O dimetomorfe pertence ao grupo das carboxamidas do acido carboxilico,
classificadas pelo Fungicide Resistance Action Committee (FRAC) no codigo 40, grupo
associado ao controle de oomicetos e relacionado a interferéncia em processos de
biossintese de parede celular (FRAC, 2024). A EFSA avaliou o dimetomorfe em processo

de revisao de risco, considerando aspectos toxicologicos, ambientais e de exposi¢ao, o que
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demonstra a relevancia regulatdria desse composto (EFSA, 2023). O fenpropimorfe, por
sua vez, ¢ classificado como fungicida morfolinico associado a inibi¢do da biossintese de
esterois, interferindo em etapas relacionadas ao ergosterol, componente essencial a
integridade da membrana celular de fungos. Compostos que interferem na biossintese de
esterdis podem comprometer a estabilidade e a funcdo das membranas fungicas,
justificando sua acdo antifungica (ONYEWU et al., 2003; FRAC, 2024).

Além dos estudos com células hepaticas, ensaios in vitro voltados a avaliagao de
misturas de pesticidas t€ém demonstrado a importancia da toxicologia baseada em multiplos
desfechos. Tait et al. (2022) avaliaram misturas de pesticidas em concentragdes derivadas
de cenarios de exposicdo ocupacional e destacaram a relevancia de abordagens
experimentais capazes de priorizar combinac¢des com maior potencial toxicologico. Embora
o presente trabalho avalie o DIM e o FEN em condigdes experimentais especificas, a
literatura sobre misturas reforca que a toxicidade de pesticidas deve ser interpretada em um
contexto mais amplo, considerando a possibilidade de exposi¢des multiplas e efeitos
cumulativos ou sinérgicos.

Estudos in vivo também reforcam a necessidade de investigar fungicidas em
diferentes niveis biologicos. Em embrides de zebrafish, a exposi¢ao ao dimetomorfe em
combinacdo com difenoconazol interferiu no desenvolvimento embriondrio € aumentou
efeitos adversos relacionados a mortalidade e deformidades (FAN et al., 2021). Mais
recentemente, Wang et al. (2025) demonstraram que a exposicdo combinada ao
dimetomorfe e ao difenoconazol pode afetar diferentes processos biologicos em zebrafish,
incluindo respostas intergeracionais. Embora modelos animais ndo substituam ensaios em
células humanas, eles contribuem para a compreensao de efeitos sist€émicos, ambientais e
de desenvolvimento associados a exposicdo a fungicidas. A integra¢do entre modelos in
vitro e in vivo fortalece a avaliagdo toxicologica, pois permite associar alteragdes celulares
iniciais a possiveis consequéncias bioldgicas em niveis mais complexos de organismos.

Apesar da relevancia agricola desses fungicidas, a maior parte das informagdes
disponiveis esta relacionada a eficacia agrondmica, ao modo de ag@o sobre fitopatdgenos
ou a avaliacdo regulatoria. No entanto, ainda sdo escassos os estudos voltados aos seus
efeitos diretos sobre células humanas, especialmente quanto a alteragdes funcionais que
possam ocorrer antes da perda evidente de viabilidade. Nesse sentido, alteragdes na
atividade metabdlica, nos processos bioenergéticos e na integridade mitocondrial podem

indicar eventos precoces de toxicidade celular. Portanto, avaliar esses desfechos em
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linhagens hepaticas humanas contribui para ampliar o conhecimento sobre os possiveis
efeitos celulares associados a exposi¢ao ao DIM e ao FEN.

A investigacdo do A¥m, nesse contexto, representa relevancia significativa. O
ensaio baseado em tetrametilrodamina etil éster (TMRE), permite avaliar o acimulo do
marcador em mitocOndrias funcionalmente ativas, fornecendo uma medida indireta da
manutengdo do A¥Ym (SCADUTO JUNIOR; GROTYOHANN, 1999). Redu¢des na
fluorescéncia de TMRE sao geralmente associadas a despolarizagao mitocondrial e ao
comprometimento da fungdo bioenergética, enquanto aumentos podem indicar alteragdes
no equilibrio eletroquimico e respostas adaptativas dependentes do contexto experimental
(TOVAR-FERRERO et al., 2025). Assim, a avaliagdo do A¥Ym deve ser interpretada em
conjunto com outros parametros celulares, como viabilidade e atividade metabolica, para
fornecer uma compreensdo mais consistente dos efeitos toxicos. Essa integracdo ¢
importante porque a disfun¢do mitocondrial pode contribuir para alteragdes na atividade
metabolica celular e para a ativagdo de vias associadas a morte celular (VASAN et al.,
2022).

Diante desse contexto, torna-se necessario aprofundar a investigacdo sobre os
efeitos do DIM e do FEN em células hepaticas humanas, especialmente considerando a
escassez de estudos voltados a efeitos biologicos. A utilizagdo das linhagens HepG2 e LX-
2 permite avaliar respostas complementares em diferentes populagdes celulares do figado,
contribuindo para a compreensdo dos mecanismos associados a exposi¢ao a fungicidas.
Além disso, a andlise integrada dos ensaios de SRB, Alamar Blue ¢ TMRE permite
relacionar alteracdes na massa celular, metabolismo redox e integridade mitocondrial,
fornecendo uma avaliagdo mais ampla dos efeitos celulares induzidos por esses compostos.

Assim, o presente estudo apresenta relevancia cientifica, nas areas da saude e do
meio ambiente, ao investigar compostos amplamente utilizados na agricultura e ainda pouco
explorados quanto aos seus efeitos em células hepaticas humanas. A geracdo de dados
experimentais sobre citotoxicidade, atividade metabdlica e AWm pode contribuir para
preencher lacunas na literatura, apoiar futuras avaliagdes de risco e subsidiar estratégias de
prevencdo relacionadas a exposi¢do humana a pesticidas. Dessa forma, pesquisas dessa
natureza fortalecem a toxicologia experimental e podem fornecer subsidios para discussoes

regulatdrias, politicas publicas e acdes voltadas a prote¢ao da saide humana e ambiental.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Objetiva-se, com o presente trabalho, avaliar os efeitos dos fungicidas dimetomorfe

e fenpropimorfe sobre a citotoxicidade e o potencial de membrana mitocondrial em células

hepaticas humanas das linhagens HepG2 e LX-2, identificando as concentragdes associadas

a alteracoes estatisticamente significativas apos 24 horas de exposi¢ao.

2.1. Objetivos Especificos

Cultivar e manter células hepaticas humanas da linhagem HepG2 e LX-2 em condic¢des
controladas de cultivo celular.

Tratar as células HepG2 e LX-2 com diferentes concentracdes de dimetomorfe e
fenpropimorfe por 24 h.

Verificar a viabilidade celular das células HepG2 e LX-2 apds o tratamento com 0s
pesticidas.

Verificar a atividade metabolica das células HepG2 e LX-2 apds o tratamento com os
pesticidas.

Analisar alteragdes no potencial de membrana mitocondrial das células HepG2 e LX-2

em resposta ao tratamento com o dimetomorfe e fenpropimorfe.

3. METODOLOGIA

3.1. Tratamento experimental com os pesticidas e cultivo celular das linhagens HepG2

e LX-2

As células hepaticas humanas da linhagem HepG2 foram obtidas junto ao Banco de

Células do Rio de Janeiro (BCRJ). O cultivo celular foi realizado em meio Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (DMEM) baixa glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e

solucdo de antibioticos — estreptomicina (100 ug/ml) e penicilina (100 U/ml). As células foram

mantidas em frascos de cultivo apropriados, em estufa com atmosfera umidificada, a 37°C e
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5% de CO2, condigdes necessarias para manutencdo da viabilidade, adesdo e proliferagdo
celular.

As células foram acompanhadas periodicamente em microscopio invertido, a fim de
verificar a morfologia, a aderéncia, a confluéncia e a auséncia de contaminagdes. A troca do
meio de cultivo foi realizada conforme a necessidade metabolica das células, visando a
manuten¢do das condic¢des ideais de crescimento. Quando atingida confluéncia adequada, as
células foram submetidas ao processo de subcultivo, com remogao do meio de cultura, lavagem
com solugdo tampao PBS (Tampao Fosfato-salino) e desprendimento celular por meio de
solugdo de tripsina (0,25%). Apo6s o desprendimento, a agdo da tripsina foi neutralizada com
meio suplementado com SFB, e a suspensao celular foi homogeneizada para posterior contagem
e semeadura em novas placas ou frascos de cultivo.

As células da linhagem LX-2, correspondentes a células estreladas hepaticas humanas
imortalizadas, foram cedidas pelo professor Scott L. Friedman, NY, EUA (XU et al., 2005).
Essas células foram mantidas sob as mesmas condi¢des gerais de cultivo descritas para a
linhagem HepG2.

Apbs o periodo necessario para adesdo celular, as células foram expostas aos fungicidas
DIM e FEN. Para isso, foram preparadas solucdes estoque (SE) em dimetilsulféxido (DMSO),
nas concentragdes de 20mM para DIM e 1mM para FEN. A partir dessas SE, foram realizadas
dilui¢des seriadas em meio de cultura, de modo a obter as concentragdes finais utilizadas nos
tratamentos (solugdes trabalho). As faixas avaliadas foram selecionadas por abrangerem
concentragdes fisiologicamente relevantes, associadas a niveis potenciais de exposi¢do humana
ao DIM e ao FEN.

As células foram incubadas com diferentes concentracdes de DIM (9,375; 18,75; 37,5;
75; 150 e 300 uM) e FEN (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1 e 2 uM), diluidas em meio de cultivo.
Além dos grupos tratados, foram incluidos um grupo controle ndo tratado, contendo apenas
células e meio de cultivo, e um controle de veiculo, contendo células, meio de cultivo e DMSO
utilizado como veiculo, em volume correspondente a 0,5 pL para volume final de 200 pL,
permitindo a avaliagdo dos efeitos dos pesticidas sobre parametros da viabilidade celular,

atividade metabolica e fun¢do mitocondrial.

3.2. Determinacao da viabilidade celular e atividade metaboélica

3.2.1. Sulforodamina B (SRB)
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A viabilidade celular das linhagens HepG2 e LX-2 foi avaliada por meio do ensaio de
SRB, conforme metodologia descrita por Vichai e Kirtikara (2006), que se baseia na liga¢ao do
corante a residuos basicos de aminodcidos das proteinas celulares totais em condigdes
levemente acidas, permitindo estimar indiretamente a massa celular aderida e,
consequentemente, a viabilidade celular apds os tratamentos. Para isso, 7 x 10° células foram
semeadas por pogo em placas de 96 pogos e, apds o periodo de adesdo celular, foram tratadas
por 24 horas com diferentes concentragdes de pesticidas anteriormente citadas.

Posterior ao periodo de tratamento, as células foram fixadas pela adicdo direta da
solugdo de acido tricloroacético (TCA) 50% a 4°C sobre o meio de cultivo sobrenadante,
seguida de incubagdo a 4°C por 1 hora. Em seguida, as placas foram lavadas em agua corrente
para remog¢ao do excesso de TCA e residuos do meio de cultivo. A secagem foi realizada por
inversdo da placa, sendo o volume de 4gua remanescente nos pogos seco de forma natural em
temperatura ambiente.

Para a etapa de coloragdo, as células fixadas foram incubadas por 1 hora, em temperatura
ambiente, com solucdo de SRB 0,04%. Apos esse periodo, as placas foram lavadas,
rapidamente, quatro vezes com solucdo de 4cido acético a 1%, a fim de remover o corante nao
ligado as proteinas celulares. Posteriormente, as placas foram novamente secas em temperaturas
ambiente, e o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com solugao Tris base 10
mM, pH 10,5. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a 510 nm.

A viabilidade celular foi expressa em porcentagem em relagdo ao grupo controle ndo
tratado, a partir da normalizacdo da média de absorbancia dos grupos tratados pela média de
absorbancia dos controles, conforme a equagao:

média da absorbancia dos tratados

C o) —
Viabilidade celular (%) média de absorbancia dos controles x 100

3.2.2. Alamar Blue

A atividade metabolica celular e a viabilidade celular das linhagens HepG2 e LX-2 foi
avaliada por meio do ensaio de Alamar Blue, baseado na redu¢do da resazurina em resorufina
por células metabolicamente ativas, conforme descrito por Rampersad (2012), com adaptagoes.
Para isso, 2x10* células foram cultivadas em placas de 96 pogos e, apos o periodo de adesdo
celular, foram tratadas por 24 horas com as solugdes de pesticidas apresentadas.

A solugdo de resazurina foi preparada na concentragdo de 0,4 mM em PBS 1x, sendo

posteriormente filtrada em condi¢des estéreis. Devido a sensibilidade da molécula de resazurina
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a luz, o preparo, o manuseio e o armazenamento da solugdo foram realizados protegidos da
luminosidade. Ao final do periodo experimental de 24 h, o meio de cultivo contido nos pogos
foi removido e substituido por meio novo contendo 10% de solucao de resazurina.

Apo6s a adicao do reagente, as placas foram incubadas novamente em estufa a 37°C e
5% de CO., durante o periodo suficiente para permitir a reducdo da resazurina em resorufina
pelas células viaveis. A mudanga de coloragdo de azul para rosa foi monitorada durante a
incubacao, indicando atividade metabolica celular. Foram utilizados controles contendo células
nao tratadas em meio de cultivo, considerados como controle de viabilidade, bem como pogos
contendo apenas meio de cultivo, utilizados como branco.

A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas nos comprimentos de
onda de 570 nm e 600 nm. Para analise dos resultados, os valores de absorbancia foram
corrigidos pela subtragdo da leitura em 600 nm da leitura em 570 nm. A viabilidade celular foi

expressa em porcentagem em relagio ao grupo controle ndo tratado conforme a equagao:

S (117216 x tratamento 570) — (80586 x tratamento 600)
Viabilidade (%) = — — x 100
(117216 x controle viavel 570) — (80586 x controle viavel 600)

3.3. Determinacio do potencial de membrana mitocondrial por sonda

tetrametilrodamina etil éster (TMRE)

O potencial de membrana mitocondrial (A¥m) das linhagens HepG2 e LX-2 foi
avaliado por meio do ensaio com tetrametilrodamina etil éster (TMRE), um corante catidnico
permeavel a membrana celular que se acumula na matriz mitocondrial de acordo com o
potencial eletroquimico da membrana interna. Assim, alteragdes na intensidade de
fluorescéncia do TMRE refletem modificagdes na integridade funcional mitocondrial, sendo
este método amplamente utilizado para avaliagdo do A¥Ym em células viaveis (SCADUTO
JUNIOR; GROTYOHANN, 1999).

Para o ensaio, células HepG2 foram semeadas em placas pretas de fundo transparente
de 96 pogos na densidade de 2x10* células/poco, enquanto células LX-2 foram semeadas na
densidade de 1x10* células/pogo e mantidas em cultivo por mais um dia para adesdo e
crescimento celular. Apods esse periodo, as células foram tratadas conforme desenho

experimental, respeitando as mesmas concentragdes e tempo dos demais ensaios.
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O controle positivo foi incubado com carbonil cianeto de p-trifluorometoxifenil-
hidrazona (FCCP) a 10 uM, por 30 minutos. O FCCP foi utilizado como indutor da disfungado
mitocondrial, permitindo verificar a responsividade do ensaio frente a uma condi¢ao de
despolarizagao de membrana previamente conhecida.

Apos os tratamentos, as células foram lavadas delicadamente com tampao HBSS/Ca/Mg
a 37°C e, em seguida, incubadas com solucdo de TMRE a 100 nM em DMSO. A placa foi
incubada por 30 minutos a 37°C, protegida da luz, a fim de permitir a marcacao das
mitocondrias funcionalmente ativas. Passado o tempo de incubagdo, as células foram
novamente lavadas com HBSS/Ca/Mg a 37°C para remogao do excesso de corante. Ao final,
foi adicionado o mesmo tampao das lavagens aos pocos e a placa permaneceu protegida da luz
por 15 a 30 minutos antes da leitura.

A fluorescéncia do TMRE foi determinada em leitor de placas multimodal utilizando
comprimento de onda de excitagdo de 530 nm e emissdo de 580 nm. Os resultados foram
expressos em porcentagem de IFR (intensidade de fluorescéncia relativa) em relagdo ao grupo
controle, considerando que redu¢des na fluorescéncia de TMRE indicam perda do A¥Ym e
comprometimento da fun¢ao mitocondrial.

A intensidade de fluorescéncia relativa (IFR) foi calculada conforme a equagao:

fluorescéncia média dos tratados
IFR = ——— x 100
fluorescéncia média dos controles

3.4. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a avaliacdo quanto a normalidade por meio do teste de Shapiro-
Wilk. A homogeneidade das variancias entre os grupos experimentais foi verificada utilizando
o teste de Brown-Forsythe. Os dados que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade
foram analisados por meio da andlise de variancia de uma via (One-way ANOVA). Quando
identificadas as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, foi aplicado o teste
de comparagdes multiplas de Dunnett, utilizando o grupo controle como referéncia para as
comparagoes. As diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior
a 0,05 (p <0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o sofiware GraphPad
Prism, versdo 8.0.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados sdo
apresentados como média = DP (desvio padrao) de trés experimentos independentes em

triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A defini¢do das concentragdes e do tempo de exposi¢ao constitui um aspecto importante
na interpretacdo dos resultados obtidos em ensaios in vitro. No presente estudo, as células
HepG2 e LX-2 foram expostas por 24 horas a uma faixa crescente de concentragdes de DIM e
FEN, permitindo avaliar as respostas celulares e identificar alteracdes especificas para cada tipo
celular. Essa abordagem estd de acordo com recomendagdes gerais da Organisaton for
Economic Co-operation and Development (OECD) para boas praticas em métodos in vitro, que
destacam a importancia da selegdo de uma faixa apropriada de concentragdes, considerando
aspectos como solubilidade, citotoxicidade, limites técnicos do método e obtencdo de uma
possivel relacdo concentragao-resposta (OECD, 2018). A exposi¢do por 24 horas foi adotada
por representar um periodo adequado para detectar respostas celulares a exposi¢des agudas aos
fungicidas, antes ou durante o estabelecimento de alteragdes funcionais mais evidentes. Dessa
forma, a analise conjunta dos efeitos observados nesse intervalo fornece uma visdo inicial dos

impactos celulares induzidos pelos compostos avaliados.

4.1. Viabilidade celular pelo ensaio de SRB

A viabilidade das células HepG2 e LX-2 foi avaliada ap6s 24 horas de exposi¢do ao
dimetomorfe e ao fenpropimorfe por meio do ensaio de SRB, cujos resultados estdo
apresentados na Figura 1. Esse ensaio baseia-se na ligagdo do corante SRB a proteinas celulares
totais em condi¢des levemente acidas, sendo utilizado como estimativa indireta da massa
celular aderida e, consequentemente, da viabilidade celular apds os tratamentos (VICHALI,
KIRTIKARA, 2006). Dessa forma, redu¢des na absorbancia refletem diminui¢do do contetido
proteico celular, podendo indicar perda de células viaveis, reducdo da proliferagdo ou

desprendimento celular decorrente do efeito citotoxico dos compostos avaliados.

Figura 1 — Viabilidade celular das linhagens HepG2 (A) e LX-2 (B) apos exposicdo ao DIM e ao FEN por 24
horas, avaliada pelo ensaio de Sulforrodamina B. As barras representam média + desvio padrdo. Diferengas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle sdo indicadas por: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <

0,001.
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Células da linhagem HepG2 apresentaram viabilidade celular relativamente preservada
apds exposicdo a maioria das concentragdes de DIM e FEN (Figura 1.A). Para o DIM,
observou-se redugdo significativa da viabilidade celular apenas na maior concentragdo testada,
300 uM, em comparacdo ao grupo controle. As demais concentracdes mantiveram valores
préximos a 100%, indicando que, nas condi¢des experimentais avaliadas, a linhagem HepG2
apresentou baixa sensibilidade a perda de massa celular induzida pelo DIM em concentragdes
inferiores. Para o FEN, ndo foram observadas redugdes significativas da viabilidade celular em
nenhuma das concentragdes avaliadas, sugerindo que esse fungicida ndo promoveu diminui¢do
expressiva do contetido proteico celular total em HepG2 apds 24 horas de exposigao.

Esse perfil indica que a HepG2 foi relativamente resistente aos efeitos citotdxicos
detectaveis pelo SRB, apresentando alteragio significativa apenas diante da maior concentragdo
de DIM. Essa resisténcia pode estar relacionada as caracteristicas proprias da linhagem. As
células HepG2 sdo derivadas de hepatoblastoma humano e, embora sejam amplamente
empregadas em estudos de toxicologia hepatica, apresentam particularidades metabdlicas e
proliferativas associadas a sua origem tumoral (ARZUMANIAN; KISELEVA;
POVERENNAYA, 2021). Essas células possuem elevada estabilidade em cultura, capacidade
proliferativa acentuada e maior tolerancia a determinados estimulos toxicos, o que pode
contribuir para a manutencdo da massa celular mesmo em condi¢des de exposi¢do quimica.
Além disso, adaptacdes metabolicas tipicas de células tumorais podem favorecer mecanismos
de sobrevivéncia frente ao estresse celular, incluindo alteragdes no metabolismo energético, na
resposta antioxidante e em vias de reparo (ARZUMANIAN; KISELEVA; POVERENNAYA,
2021).

Entretanto, a auséncia de redugio expressiva no ensaio de SRB ndo deve ser interpretada
como auséncia completa de efeito celular. Como esse ensaio avalia principalmente massa
proteica aderida, alteragdes funcionais mais precoces, como comprometimento metabdlico ou

disfuncdo mitocondrial, podem ocorrer antes que haja diminui¢do evidente do niimero de
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células ou do contetido proteico total. Por isso, os resultados devem ser interpretados em
conjunto com ensaios complementares, como Alamar Blue e TMRE, que avaliam,
respectivamente, atividade metabdlica e AWYm. Essa abordagem integrada ¢ importante porque
diferentes ensaios de viabilidade podem responder de maneira distinta dependendo do
mecanismo de toxicidade, do tempo de exposi¢do e do tipo celular avaliado (RISS et al., 2016).

Na linhagem LX-2, o ensaio de SRB revelou respostas que variaram de acordo com o
fungicida e a concentracdo avaliados. Para o DIM, a concentragao de 300 uM promoveu
redugdo significativa da viabilidade celular, indicando efeito citotoxico na maior concentragao
avaliada (Figura 1.B). Para o FEN, observou-se redu¢ao significativa da viabilidade celular na
concentragdo de 1 uM. Embora as demais concentragdes tenham permanecido proximas ao
controle, a presenga de reducdes significativas em LX-2 demonstra que essa linhagem
respondeu de forma mais sensivel a determinados tratamentos. Esse achado ¢ relevante porque
células LX-2 correspondem a uma linhagem de células estreladas hepaticas humanas
imortalizadas, amplamente utilizada como modelo para estudos relacionados ao dano hepatico,
ativacdo celular, remodelamento de matriz extracelular e fibrogénese (XU ef al., 2005).

A maior sensibilidade da LX-2 pode estar associada ao papel biologico das células
estreladas hepaticas em processos de resposta ao dano. Em condig¢des fisiologicas, essas células
participam da homeostase hepatica e permanecem em estado relativamente quiescente (HOU;
SYN, 2018). No entanto, diante de estimulos toxicos, inflamatorios ou oxidativos, podem sofrer
ativagdo e adquirir um fendtipo semelhante ao de miofibroblastos, caracterizado por maior
atividade metabolica, aumento da expressdo de proteinas contrateis e maior producdo de
componentes da matriz extracelular, especialmente colageno (HOU; SYN, 2018; XU et al.,
2005). Esse processo ¢ relevante porque a ativagdo persistente das células estreladas hepaticas
estd diretamente relacionada a deposicdo excessiva de matriz extracelular e ao desenvolvimento
da fibrose hepatica (XU et al., 2005; HOU; SYN, 2018; SMITH-CORTINEZ et al., 2020).
Estudos demonstram que a ativag¢do de células estreladas envolve mudangas no metabolismo
energético e na fun¢ao mitocondrial processos que podem modificar a resposta dessas células
a xenobidticos (SMITH-CORTINEZ et al., 2020; ZHOU et al., 2022). Assim, a reducao da
viabilidade observada em LX-2 sugere que células estreladas hepéticas podem representar um
alvo relevante na toxicidade induzida por fungicidas, especialmente considerando que o dano
hepatico envolve a interacao entre diferentes populacdes celulares.

A comparagdo entre as duas linhagens evidencia que a citotoxicidade induzida pelos
fungicidas ndo ocorreu de maneira uniforme nos modelos hepaticos avaliados.

Especificamente, o DIM, na concentragdao de 300 uM, reduziu significativamente a viabilidade
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em HepG2 e LX-2, enquanto o FEN, na concentragdo de 1 uM, promoveu redugdo significativa
somente em LX-2. Esse comportamento sugere que a resposta citotoxica depende ndo apenas
da concentracao e do composto testado, mas também das caracteristicas bioldgicas do modelo
celular. Diferencas no estado metabolico basal, na capacidade proliferativa, na sensibilidade ao
estresse oxidativo, na fun¢do mitocondrial e nos mecanismos de reparo celular podem
influenciar diretamente a susceptibilidade das linhagens aos pesticidas.

Além disso, os resultados ndo demonstram um padrao estritamente dose-dependente
para todos os tratamentos, especialmente no caso do FEN em LX-2, no qual a redugdo
significativa foi observada na concentragdo de 1 pM, mas ndo na maior concentracao testada.
Esse tipo de resposta pode ocorrer em estudos toxicoldgicos in vitro, uma vez que diferentes
concentragdes podem ativar mecanismos celulares distintos, incluindo adaptagao, compensagao
metabolica, estresse subletal ou perda seletiva de subpopulagdes celulares mais sensiveis
(CALABRESE; MATTSON, 2017). Portanto, embora a reducdo de viabilidade em pontos
especificos indique efeito citotdxico, a auséncia de linearidade refor¢a a necessidade de
interpretar os dados em conjunto com outros parametros funcionais.

Os achados deste estudo estdo de acordo com a literatura, que demonstra que pesticidas
podem comprometer a viabilidade de células hepaticas humanas, embora a intensidade da
resposta varie conforme o composto, a concentracao, o tempo de exposicao e o modelo celular
utilizado. Wang et al. (2023) observaram que clorpirifos, carbofurano e acetamiprido, avaliados
isoladamente ou em combinagdo em concentragdes correspondentes a 0,125; 0,25; 0,5; 1 e 2
vezes as respectivas ECso, promoveram citotoxicidade, apoptose, necrose e estresse oxidativo
em células HepG2. De forma complementar, em uma revisao sobre os mecanismos envolvidos
na toxicidade induzida por pesticidas, Sule, Condon e Gomes (2022) destacam que diferentes
classes desses compostos podem induzir estresse oxidativo em diversos tipos celulares e
modelos animais, frequentemente associado a alteragcdes mitocondriais e ativacdo de vias de
morte celular. Assim, mesmo com a redu¢do da viabilidade apenas em determinadas
concentragoes, esses dados podem representar parte de um processo toxicoldgico mais amplo.

Em conjunto, os resultados indicam que o DIM e o FEN foram capazes de reduzir a
viabilidade celular em concentragdes especificas, com maior sensibilidade observada na
linhagem LX-2. A resposta distinta entre HepG2 e LX-2 refor¢a a importancia da utilizacdo de
diferentes tipos celulares para a avaliacdo da toxicidade de pesticidas. Enquanto a HepG2
fornece informacdes relacionadas a um modelo hepatico amplamente utilizado em toxicologia,
a LX-2 permite avaliar respostas de células estreladas hepdaticas, importantes na resposta ao

dano e na remodelacao tecidual. Portanto, os dados sugerem que os fungicidas avaliados podem
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exercer efeitos citotoxicos dependentes da linhagem celular e da concentragio, contribuindo

para a compreensao inicial dos impactos desses compostos em modelos hepaticos humanos.

4.2. Atividade metabdlica pelo ensaio de Alamar Blue

A atividade metabdlica das linhagens HepG2 e LX-2 foi avaliada ap6s 24 horas de
exposi¢do ao DIM e ao FEN por meio do ensaio de Alamar Blue, cujos resultados estdo
apresentados na Figura 2. Esse ensaio baseia-se na redugdo da resazurina, composto azul e
pouco fluorescente, em resorufina, produto rosa e altamente fluorescente, por células
metabolicamente ativas. Dessa forma, o Alamar Blue permite estimar a atividade redox celular
e a viabilidade metabdlica das células apds a exposicdo aos compostos avaliados
(RAMPERSAD, 2012). No entanto, ¢ importante destacar que esse ensaio ndo mede
diretamente o numero de células, mas sim a capacidade metabdlica das células vidveis em
reduzir a resazurina. Por esse motivo, aumentos ou reduc¢des no sinal do Alamar Blue devem
ser interpretados como altera¢des na atividade metabdlica celular, e ndo necessariamente como
mudangas diretas na proliferagdo ou na quantidade total de células (RISS et al., 2016; VIEIRA-
DA-SILVA et al., 2023).

Figura 2 - Atividade metabdlica das linhagens HepG2 (A) e LX-2 (B) apos exposi¢do ao DIM e ao FEN por 24
horas, avaliada pelo ensaio de Alamar Blue. As barras representam média + desvio padrio. Diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle sdo indicadas por: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <

0,001.

150+ 150 =

100+ 100+

50 50+

% Viabilidade celular
% Viabilidade celular

DControIe
.Dimelomorfe
. Fenpropimorfe 0-
R '5\(’,3:‘"\6 n;\t‘ s R ,hgz?éf’g,‘\'f’ Q’}f’ N K '::'\“)\%’}‘3 n;\‘? ® KoM @Qi ?e’f’g:(f’ Q‘}(? 2 N Y

Conforme apresentado na Figura 2, a linhagem HepG2 apresentou atividade metabdlica
relativamente preservada apos exposi¢do a maioria das concentragcdes de DIM e FEN. Para o

DIM, observou-se aumento significativo da atividade metabdlica na concentragdo de 37,5 uM,
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enquanto a maior concentracdo avaliada, 300 M, promoveu reducdo significativa em relacao
ao grupo controle. As demais concentragdes permaneceram proximas aos valores do controle,
sugerindo que a resposta metabolica da HepG2 ao DIM ocorreu de forma dependente da
concentracdo, mas sem um padrao linear simples. Esse resultado indica que concentracdes
intermedidrias podem induzir uma resposta metabolica compensatéria, enquanto a maior
concentragdo testada foi capaz de comprometer a atividade metabdlica celular.

Em relacdo ao FEN, em células HepG2, foi observado aumento significativo da
atividade metabdlica nas concentragdes de 0,0625 uM e 1 uM, sem redugdo significativa nas
demais concentragdes. Esse padrao sugere que o FEN, nas condi¢des experimentais avaliadas,
ndo comprometeu de forma evidente a viabilidade metabdlica da linhagem HepG2 apods 24
horas de exposi¢ao. No entanto, esse ndo deve ser interpretado necessariamente como aumento
de proliferagcdo celular. Como a reducao da resazurina depende da atividade metabolica e do
estado redox celular, esse aumento pode refletir intensificagdo transitdria do metabolismo das
c¢lulas remanescentes, ativacdo de mecanismos adaptativos ou alteragdo na atividade de vias
oxidorredutoras (VIEIRA-DA-SILVA; CASTANHO, 2023).

A interpretagdo desses resultados deve considerar as caracteristicas biologicas da
linhagem HepG2. Como exposto anteriormente, por ser derivada de hepatoblastoma humano,
essa linhagem apresenta particularidades metabolicas associadas a sua origem tumoral,
incluindo maior plasticidade bioenergética e capacidade de adaptacdo a condigdes de estresse
(ARZUMANIAN; KISELEVA; POVERENNAYA, 2021). Assim, a manuten¢ao ou o aumento
da atividade metabolica em determinadas concentragcdes pode estar relacionado a ativacdao de
respostas compensatorias, permitindo que as células mantenham seu metabolismo mesmo
diante da exposicao aos fungicidas. Esse comportamento € coerente com o observado no ensaio
de SRB, no qual a HepG2 apresentou redu¢do significativa da viabilidade apenas na maior
concentracdo de DIM. Portanto, em células HepG2 alteragdes metabdlicas podem ocorrer de
forma discreta ou pontual antes da perda expressiva de massa celular.

Na linhagem LX-2, o perfil observado no Alamar Blue foi mais pronunciado quando
comparado com as células HepG2, conforme apresentado na Figura 2. Para o DIM, houve
aumento significativo da atividade metabolica em concentragdes iniciais e intermedidrias,
especialmente entre 9,375 e 75 uM. Por outro lado, a concentragdo de 300 uM promoveu
redugdo significativa da atividade metabolica em relacdao ao controle. Esse padrdo sugere uma
resposta bifasica, na qual concentragdes menores ou intermedidrias estimulam a atividade
metabolica das células, enquanto a maior concentragdo avaliada compromete esse parametro.

Esse tipo de comportamento pode ocorrer quando a célula, diante de um estresse quimico
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moderado, aumenta temporariamente sua atividade metabdlica como tentativa de adaptagdo.
Entretanto, quando a intensidade do estimulo ultrapassa a capacidade de compensagao celular,
ocorre reducao da atividade metabodlica, como observado na concentragao de 300 uM.

Para o FEN em LX-2, a Figura 2 demonstra aumento significativo da atividade
metabdlica em varias concentracdes, principalmente entre 0,125 e 2 uM. Esse resultado indica
que a LX-2 apresentou forte resposta metabdlica ao FEN, mesmo em concentragdes que nao
reduziram significativamente a viabilidade celular pelo ensaio de SRB. Tal achado reforca que
o método de Alamar Blue pode detectar alteragdes funcionais que ndo sao necessariamente
acompanhadas por perda imediata de massa celular. Nesse caso, o aumento da atividade
metabolica pode estar associado a ativagdo de mecanismos celulares de resposta ao estresse,
alteracdo do metabolismo energético ou reprogramagdo metabolica das células estreladas
hepaticas.

O aumento da atividade metabodlica observado no ensaio de Alamar Blue deve ser
interpretado como alteragdo da capacidade redutora celular, e ndo como aumento direto de
viabilidade ou proliferagdo (VIEIRA-DA-SILVA; CASTANHO, 2023). A conversdo da
resazurina em resorufina depende da atividade de sistemas oxidorredutores celulares, incluindo
enzimas associadas ao metabolismo energético e ao balango de NADH/NADPH (VIEIRA-DA-
SILVA; CASTANHO, 2023). Assim, compostos capazes de modificar o estado redox
intracelular podem aumentar ou reduzir o sinal do ensaio sem que isso corresponda,
necessariamente, a variagcdes proporcionais no nimero de células vidveis. Nesse sentido, os
aumentos observados principalmente em LX-2 sugerem que a exposi¢do ao dimetomorfe e ao
fenpropimorfe pode ter alterado a atividade redox/metabolica das células remanescentes,
indicando uma resposta funcional ao estresse quimico. Essa interpretacdo reforca a necessidade
da andlise em conjunto com outros parametros, como viabilidade celular e potencial de
membrana mitocondrial, uma vez que alteragdes metabdlicas podem ocorrer de forma
independente da perda imediata de massa celular (RISS et al., 2016).

Esse ponto ¢ importante porque ensaios baseados no metabolismo celular podem ser
influenciados por alteragdes na fungdo mitocondrial, no consumo de substratos, na atividade de
desidrogenases e no estado redox intracelular (VIEIRA-DA-SILVA; CASTANHO, 2023).
Vieira-da-Silva et al. (2023) destacam que ensaios baseados na redu¢do da resazurina exigem
interpretagdo cuidadosa, pois o sinal pode ser afetado por processos intracelulares e
extracelulares, além de apresentar desvios de linearidade dependendo da densidade celular, do
tempo de incubacdo e das condigdes experimentais. Essa interpretacdo ¢ coerente com a

biologia das células estreladas hepaticas, uma vez que a ativagao dessas c€lulas envolve intensa
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reprogramagdo metabolica. Chen et al. (2012) demonstraram que a transdiferenciacdo de
células estreladas hepaticas em miofibroblastos depende de alteragdes metabodlicas associadas
a glicolise e ao acimulo de lactato, enquanto Hou e Syn (2018) destacam que glicdlise,
glutaminolise e metabolismo lipidico participam da ativacao e da fibrogénese mediada por essas
células.

A resposta bifasica observada em LX-2 para o DIM também pode ser discutida sob o
conceito de respostas nao monotdnicas ou adaptativas em toxicologia. Em determinadas
condigdes, concentracoes menores de agentes quimicos podem induzir respostas
compensatdrias, enquanto concentragdes mais elevadas resultam em inibigdo funcional ou
citotoxicidade (CALABRESE; MATTSON, 2017). Esse fenomeno nao significa auséncia de
toxicidade, mas sim que diferentes faixas de concentracdo podem ativar mecanismos celulares
distintos. No presente estudo, o aumento da atividade metabdlica em concentragdes menores €
intermediarias, seguido de reducdo em 300 uM, sugere que a célula pode inicialmente tentar
compensar o estresse induzido pelo DIM, mas perde essa capacidade em concentragdes mais
elevadas.

Quando analisados em conjunto com os resultados de viabilidade celular, os dados de
Alamar Blue indicam que a linhagem LX-2 apresentou maior sensibilidade funcional aos
fungicidas em comparagdo a HepG2. Enquanto a HepG2 manteve atividade metabdlica
proxima ao controle na maior parte das concentracoes, com alteragdes significativas apenas em
pontos especificos, a LX-2 apresentou aumento metabdlico em vdrias condigdes experimentais
e reducgdo significativa na maior concentragdo de DIM. Esse perfil sugere que os fungicidas
avaliados podem modular a atividade metabdlica de maneira dependente da linhagem e da
concentracdo, mesmo em condi¢des nas quais a perda de viabilidade celular ainda nao ¢
expressiva. Dessa forma, os resultados refor¢am que a toxicidade do DIM e do FEN nao deve
ser interpretada apenas pela reducdo da massa celular, mas também por alteragdes funcionais
associadas ao metabolismo celular, evidenciando a importincia da andlise integrada entre SRB

e Alamar Blue.

4.3. Potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

O A¥m das linhagens HepG2 e LX-2 foi avaliado ap6s 24 horas de exposi¢cao ao DIM
e ao FEN. Os resultados estdo apresentados na Figura 3.
O TMRE ¢ um fluoréforo cationico permeavel a membrana celular que se acumula

preferencialmente em mitocOndrias funcionalmente ativas, de acordo com o potencial
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eletroquimico da membrana mitocondrial interna. Dessa forma, altera¢des na fluorescéncia de
TMRE refletem modificagdes no A¥Ym, um parametro essencial para a manuten¢do da
fosforilagdo oxidativa, produ¢do de ATP e homeostase energética celular (SCADUTO
JUNIOR; GROTYOHANN, 1999; ZOROVA et al., 2018).

Conforme apresentado na Figura 3, a linhagem HepG2 apresentou redugao significativa
da fluorescéncia de TMRE apo6s exposigdo a diferentes concentragdes dos fungicidas. Para a
exposicdo ao DIM, observou-se redugdo significativa do sinal de TMRE nas concentrag¢des de
9,375; 18,75; 37,5 e 150 uM. Esse resultado indica despolarizagdo mitocondrial em condicdes
especificas, sugerindo comprometimento do potencial eletroquimico mitocondrial. E relevante
destacar que essa redugdo ocorreu em concentragdes que ndo reduziram significativamente a
viabilidade celular. Esse achado sugere que a disfun¢do mitocondrial pode ocorrer antes da
perda evidente de massa celular, caracterizando um evento funcional precoce na toxicidade

induzida pelo DIM.

Figura 3 - Potencial de membrana mitocondrial das linhagens HepG2 (A) e LX-2 (B) ap6s exposi¢do ao DIM ¢ ao
FEN por 24 horas, avaliado pela marcagdo com fluoréforo TMRE. Os resultados estdo expressos em IFR. As
barras representam média + desvio padrio. Diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle

sdo indicadas por: *p <0,05; **p < 0,01; ***p <0,001.
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Ainda nas células HepG2, a concentragdo de 300 uM de DIM reduziu significativamente
a viabilidade celular e a atividade metabdlica, mas ndo apresentou alteracdo significativa do
A¥m, observada em algumas concentra¢des menores. Esse resultado pode refletir a natureza
dindmica da resposta mitocondrial. Em concentragdes mais elevadas, parte das células pode

estar em estagio avan¢ado de comprometimento, com perda de aderéncia, reducdo da atividade
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metabdlica ou alteragdes que modificam a retengdo do marcador. Outra possibilidade ¢ que,
nessa condi¢do, o efeito citotdoxico envolva mecanismos adicionais além da despolarizagao
mitocondrial, incluindo dano a membrana plasmatica, estresse oxidativo intenso, alteragao de
proteinas celulares ou comprometimento metabolico global. Assim, a auséncia de alteracao
significativa no A¥Ym em uma concentracio elevada ndo exclui toxicidade, mas indica que o
mecanismo observado pode ser mais complexo do que uma relagdo linear entre dose e
despolarizagao.

Os dados apresentados na Figura 3, demonstram reducao significativa da fluorescéncia
de TMRE em concentragdes iniciais e intermedidrias, especialmente entre 0,0625 ¢ 0,5 uM em
c¢lulas HepG2 tratadas com o FEN. Esse achado indica que o FEN também foi capaz de alterar
0 A¥Ym nas células HepG2, mesmo em concentragdes que ndo promoveram reducdo
significativa da viabilidade. Portanto, esse resultado refor¢a que a mitocondria pode ser um alvo
sensivel a agdo dos fungicidas, e que alteracdes no A¥Ym podem anteceder ou ocorrer
independentemente da perda evidente de viabilidade celular.

O A¥m ¢ essencial para a producao de ATP e para a manutengao da fungao celular. A
despolarizagao mitocondrial pode comprometer a fosforilagdo oxidativa, alterar a homeostase
de calcio, favorecer a geragdo de espécies reativas e contribuir para a ativagao de vias de morte
celular (ZOROVA et al., 2018). Em contexto toxicoldgico, a mitocondria € reconhecida como
um alvo central de diferentes xenobidticos, incluindo pesticidas. Reddam et al. (2022) destacam
que exposi¢des quimicas ambientais podem afetar a fungdo mitocondrial por multiplos
mecanismos, incluindo reducdo do potencial de membrana, dano ao DNA mitocondrial,
alteragdes na cadeia respiratoria e aumento do estresse oxidativo. Assim, os resultados
observados em HepG2 sao compativeis com a literatura que associa a exposicao a pesticidas a
disfun¢do mitocondrial.

Por outro lado, na linhagem LX-2, diversas concentragdes dos fungicidas promoveram
aumento significativo da fluorescéncia de TMRE. Para o DIM, foram observados aumentos
significativos nas concentragdes de 9,375; 18,75; 37,5; 75 e 150 uM. Para o FEN, os aumentos
significativos ocorreram principalmente nas concentragdes de 0,25 e 0,5 uM. Esse padrao
sugere hiperpolarizagdo mitocondrial ou alteracdo do estado eletroquimico mitocondrial em
resposta a exposicdo aos fungicidas. Esses resultados indicam que os mesmos compostos
podem induzir respostas mitocondriais distintas de acordo com o tipo celular e podem ser
relacionados ao aumento significativo da atividade metabolica em varias concentragdes de DIM

e FEN observado nas células LX-2. Essa associagdo sugere que as células LX-2 podem
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responder aos fungicidas por meio de ativagdo metabolica acompanhada de alteragdo
bioenergética mitocondrial.

A hiperpolarizagao mitocondrial pode ocorrer em situagdes de estresse celular, alteracao
no consumo de ATP, redu¢do do retorno de protons pela ATP sintase ou tentativa de
compensagdo bioenergética (TOVAR-FERRERO et al., 2025). Zorova et al. (2018) destacam
que o A¥m esté diretamente associado ao estado funcional das mitocondrias e pode variar de
acordo com o balanco entre transporte de elétrons, bombeamento de protons, consumo
energético e integridade da membrana interna. Portanto, o aumento da fluorescéncia observado
na LX-2 pode ser interpretado como alteragdo da homeostase mitocondrial.

Estudos sobre células estreladas hepaticas demonstram que o metabolismo mitocondrial
exerce papel importante na ativacdo dessas células e na resposta ao dano hepatico. Smith-
Cortinez et al. (2020) observaram que a ativagcdo de células estreladas envolve inducdo
simultanea da glicdlise e da fosforilacdo oxidativa, indicando que essas células aumentam sua
demanda energética durante processos de ativagao. De forma complementar, Zhou et al. (2022)
demonstraram que o estresse oxidativo pode promover fissdo mitocondrial e estimular a
fosforilagdo oxidativa durante a ativagdo de células estreladas hepaticas. Esses dados ajudam a
sustentar a hipotese de que o aumento da intensidade de fluorescéncia do TMRE observado
pode refletir uma resposta adaptativa ou de ativagdo mitocondrial em LX-2 frente a exposi¢ao
aos fungicidas.

A diferenga entre os efeitos observados sobre o0 A¥m entre as células HepG2 e LX-2
expostas aos pesticidas ¢ um dos achados mais importantes deste estudo. Enquanto a HepG2
apresentou tendéncia predominante de despolarizacdo mitocondrial, a LX-2 apresentou
aumento da fluorescéncia de TMRE em vérias concentragdes, sugerindo hiperpolarizagdo. Essa
resposta oposta pode ser explicada pelas diferengas funcionais entre as linhagens. A HepG2,
por ser derivada de hepatoblastoma, apresenta adaptacdes metabolicas proprias de células
tumorais, enquanto a LX-2 representa células estreladas hepaticas, cuja funcao estd diretamente
relacionada a resposta ao dano, ativagdo celular e remodelamento do tecido hepatico
(ARZUMANIAN; KISELEVA; POVERENNAYA, 2021; XU et al., 2005). Portanto, os
resultados da Figura 3 indicam que a exposicao aos fungicidas afeta a fungcdo mitocondrial de
maneira dependente do modelo celular.

Outro ponto importante ¢ que os resultados nao apresentaram um padrio estritamente
dose-dependente em todas as condicdes. Esse tipo de resposta ¢ comum em ensaios celulares
envolvendo xenobidticos, pois diferentes concentragdes podem ativar mecanismos celulares

distintos. Concentragdes menores podem induzir respostas adaptativas ou compensatorias,
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enquanto concentracdes maiores podem provocar dano celular mais intenso, redugdo da
atividade metabdlica ou perda de células sensiveis antes da leitura. Assim, a auséncia de
linearidade nao invalida os resultados, mas refor¢a que a toxicidade dos fungicidas envolve
mecanismos complexos e dependentes do contexto celular.

A literatura recente refor¢a que a mitocondria constitui um alvo sensivel da toxicidade
induzida por fungicidas e outros pesticidas em células hepaticas humanas. Vandensande et al.
(2024) demonstraram que a exposicdo de células HepG2 ao fungicida kresoxim-metil,
isoladamente ou em combinacdo com boscalida, promoveu disfungdo mitocondrial,
caracterizada por redug¢do da respiracdo celular, aumento de superoxido mitocondrial,
diminui¢ao dos niveis de ATP e alteracao da viabilidade celular. De modo semelhante, Ren et
al. (2022) observaram que o inseticida clorfenapir induziu toxicidade em HepG2 por
mecanismos mediados pela mitocdndria, incluindo acumulo de espécies reativas, sobrecarga de
calcio mitocondrial, apoptose e autofagia. Esses estudos ndo avaliam diretamente DIM e FEN,
mas demonstram que compostos utilizados na agricultura podem alterar a fungdo mitocondrial
em modelos hepaticos humanos. Nesse sentido, os resultados apresentados na Figura 3 indicam
que os fungicidas avaliados interferiram no A¥Ym de maneira dependente da linhagem celular,
com despolarizagdo predominante em HepG2 e provavel hiperpolarizagdo em LX-2, sugerindo
respostas bioenergéticas distintas frente a0 mesmo estimulo quimico.

Em conjunto, os resultados indicam que o DIM e o FEN promoveram alteragdes no
A¥m de forma dependente da linhagem celular. Esses achados reforgam a mitocondria como
alvo relevante da toxicidade induzida por fungicidas e demonstram que diferentes populagdes

celulares hepaticas podem responder de maneira distinta & exposi¢do a0os mesmos compostos.

5. CONCLUSAO

O presente estudo conclui, portanto, que a exposi¢ao ao DIM e ao FEN promoveu
alteracdes dependentes da linhagem celular e da concentragdo em células hepaticas humanas.
A linhagem HepG2 apresentou maior preservagdo da viabilidade celular, mas alteragdes
relevantes no A¥Ym, enquanto a linhagem LX-2 demonstrou maior sensibilidade funcional, com
alteragdes na viabilidade, atividade metabdlica e provavel hiperpolarizagdo mitocondrial. Esses
resultados contribuem para ampliar o conhecimento sobre os efeitos celulares desses fungicidas

e reforcam a importancia de estudos in vitro com diferentes modelos hepaticos para subsidiar
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futuras investigacdes toxicologicas e avaliagdes de risco relacionadas a exposicdo humana a
pesticidas.

Apesar da relevancia dos resultados obtidos, algumas limitagdes devem ser
consideradas. O estudo foi realizado em modelos in vitro, que, embora permitam controle
experimental e analise de mecanismos celulares especificos, ndo reproduzem integralmente a
complexidade de um organismo. Além disso, a exposi¢do foi avaliada em um unico tempo
experimental, 24 horas, o que limita a compreensao de respostas tardias ou persistentes.
Também ¢ importante considerar que os ensaios utilizados indicam alteragdes de viabilidade,
metabolismo e potencial mitocondrial, mas ndo permitem, isoladamente, definir todos os
mecanismos moleculares envolvidos. Assim, estudos futuros devem incluir outros tempos de
exposicao, avaliagdo de espécies reativas de oxigénio, apoptose, necrose, produgdo de ATP,
dinamica mitocondrial e expressdo de marcadores associados ao estresse oxidativo e a ativagao

de células estreladas hepaticas.
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