UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE ARACATUBA

FIPRONIL NA BIOENERGETICA DE MITOCONDRIAS
ISOLADAS DE FIGADO DE RATO

Ivo Dias Ferreira da Palma
Farmacéutico-Bioguimico

ARACATUBA
2014



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE ARACATUBA

FIPRONIL NA BIOENERGETICA DE MITOCONDRIAS
ISOLADAS DE FIGADO DE RATO

Ivo Dias Ferreira da Palma
Orientador: Prof. Adj. Fabio Erminio Mingatto

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria — Unesp, Campus de Aracatuba, como
parte das exigéncias para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal (Fisiopatologia Médica e
Cirargica).

ARACATUBA - SP
2014



P171f

Catalogacéo na Publicagc&o(CIP)
Palma, Ivo Dias Ferreira

Fipronil na bioenergética de mitocdndrias isoladas de
figado de rato / lvo Dias Ferreira Palma. -- Aracatuba: [s.n],
2014.

47 f. il.; + CD-ROM

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria, 2014.

Orientador: Prof. Adj. Fabio Erminio Mingatto

1. Consumo de oxigénio. 2. Figado. 3. Inseticidas. 4.
Fosforilacdo oxidatival. 5. Ectoparasitas. 6. Toxicidade. T.

CDD 636.0892

Servigo Técnico de Biblioteca e Documentacdo — FMVA/UNESP




VA
Aege' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes ‘JULIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Aragatuba
Secdo Técnica de Gradeagan ¢ PAs-Graduagio

CERTIFICADO DE APROVAGCAO

TiITULO: Fipronil na bicenergética de mitocdndnas isoladas de figado de rato.

AUTOR: IVO DIAS FERREIRA DA PALMA

ORIENTADOR: Dr. FABIO ERMINIO MINGATTO

Aprovade como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de MESTRE em CIENCIA ANIMAL
(FISIOPATOLOGIA MEDICA E CIRURGICA) pela Comiss3o Examinadora.

Arcie v, Opuisse,

Dra. ANDREA FONTES GARCIA

oS - >
Q;ZIO ERMINIO MINGATTO



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Ivo Dias Ferreira da Palma, graduado em Farmacia-Bioquimica,
Modalidade Analises Clinicas, pela Faculdade de Ciéncias Bioldgicas de Araras
— Araras (SP), em dezembro de 1987. Bacharel em Direito pela FADAP —
Faculdade de Direito da Alta Paulista — Tupad (SP) em dezembro de 1993.
Especialista em Direito Processual Civil,b na modalidade Grandes
Transformacdes Processuais, pela UNAMA — Universidade do Amazonas (AM)
em 2005. Mestrado em Ciéncia Animal pela UNESP de Aracatuba (SP), na
area de Fisiopatologia Médica e Cirlrgica, sob orientacdo do Prof. Adj. Dr.
Fabio Erminio Mingatto, professor adjunto da disciplina de Bioquimica Animal e
Quimica Geral do curso de graduacdo em Zootecnia da UNESP de Dracena.
Atualmente é Perito Criminal, de 2° classe, da Superintendéncia da Policia
Técnico Cientifica do Estado de Sédo Paulo, lotado na Equipe de Pericias

Criminalisticas de Andradina (SP).



“A vida nos for dada para as grandes cotsas”.

Autor desconhecido



DEDICO:

A minha esposa Vanessa Cristina, minha incentivadora e
exemplo de mulher focada nos estudos bem como aos nossos
filhos Victéria, Yago e Pablo, motivo pelo qual dedico minha
vida concedida por DEUS.



AGRADECO

A DEUS, pela saiide e coragem de enfrentar os obstdculos da vida.

Aos Meus Pais Donaldo e Annita, pelo amor maior e pela doagdo dos esforgos
proporcionados a mim bem como os ensinamentos transmitidos no decorrer de minha

vida académica, sempre no caminho do bem, da moral e dignadade humana.

Ao Professor Adj. Dr. Fdabio Erminio Mingatto, pessoa de extrema sabedoria,
bondade e conhecimento, exemplo de Pesquisador e Docente, o qual me orientou e me

apoiou em todos os momentos e principalmente pela nova amizade conquistada.

Aos amigos Marcos Maioli, Hyllana Catarine Dias de Medeiros, Andréia Tieme de
Santana, Marieli Guelfi, que me auxiliaram nas horas dificets e sem os quais este

trabalho nao seria realizado.

Muzto Obrigado.



SUMARIO

1 INTRODUGAO........ooiieeece ettt
1.1 ODJELIVO.....ceiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e
1.1.1 ODbjetivo geral.........cciiiiiiiiiiiee e
1.1.2 Objetivo eSPECIfiCO......cuuriiiiiiiiiiiieeeei e
L2 HIPOLESE.. .ot
2 REVISAO DA LITERATURA. ....ooeot oo,

2.1 FIPIONIL e

2.2 MItOCONAIIAS. .. ceeeee e

2.2.1Cadeia transportadora de elétrons (cadeia respiratoria)........................

2.2 2 FOF L - AT PAS. .. et

2.2.3 Fosforilagao oXidatiVa............coeeiiiiiiiiiiiieeieeee e

2.3 Figado e Hepatotoxicidade..............cc.eeeeeeeeriiiviiinnnnnnns
3 MATERIAL E METODO.......c.ciiieeeeeeeeceeeee e,

3.1 AvaliaGa0 EtiCa.......cveveeveeeeeieeeeee e,

B2 AN IS ettt e — e ————

3.3 REAGENIES. ..ccii i

B4 FIPIONIL ..o e

3.5 Isolamentos de mitocondrias intactas e preparagéo de mitocondrias
(010 0] o]0 F= 1S PP PPPPRRRP

3.6 Dosagem das proteinas mitocondriais.............ccceeenen...
3.7 Determinagao do consumo de OXigénio.......................

3.8 Determinacdes das atividades das enzimas relacionadas a cadeia

respiratéria  mitocondrial (NADH  desidrogenase

e Succinato

(02 (o [ doTo =T o = L] = ) OSSP PPPPPPPPTTPPPR

3.9 Determinagéo do potencial elétrico da membrana mitocondrial(AW).....

3.10 Determinagéo da concentragéo de ATP mitocondrial
4 ANALISE ESTATISTICA. ..ot
5 RESULTADOS......coiiiiieiiiitee ettt

5.1 Efeitos do fipronil sobre a respiracédo de mitocondrias

27
28
28

29
29
30
31
32
32



5.2 Efeitos do fipronil sobre a atividade das enzimas NADH desidrogenase

€ SUCCINALO AESIATOGENASE. .....eeiiiiiiiiiiiie ettt e e e

5.3 Efeitos do fipronil sobre o potencial elétrico da membrana mitocondrial.

5.4 Efeito do fipronil sobre a concentracdo de ATP mitocondrial...................

B DISCUSSAOD ...

7 CONCLUSAO...
8 REFERENCIAS

35
36
37
39
42
43



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AW = Potencial elétrico de membrana mitocondrial interna

ADP = Adenina 5’- difosfato

ATP = Adenosina 5'- trifosfato

ATR = Atractilosideo

BSA = Albumina de soro bovino

CCCP = Carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona

DMSO = Dimetilsulfoxido

EGTA = Acido etilenoglicol bis — (B-aminoetil éter) N,N,N',N'
tetracético

EPM = Erro padrdao da média

Da = Dalton

FAD = Flavina adenina dinucleotideo (forma oxidada)

FADH, = Flavina adenina dinucleotideo (forma reduzida)

FMN = Flavina mononucleotideo (forma oxidada)

GABA = Complexo receptor do acido gama-aminobutirico

H" = fon hidrogénio

H,O = Agua

HEPES = Acido 2[4(2 hidroxietil) piperazinil(1)] etanossulfénico

kg = Quilograma

mg = Miligrama

mM = Milimolar

NADH = Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)

0, = Oxigénio

Oligo = Oligomicina

pH = Potencial hidrogeniénico

Pi= Fosfato inorganico

uM = Micromolar



Micrometro
Micrograma

Microlitro



LISTA DE FIGURAS

Pagina

FIGURA 1- Estrutura quimica do fipronil...............cccoiriricicieie e, 15
FIGURA 2- Modelo esquematico do fluxo de elétrons, provenientes

do NADH ou do succinato, por meio dos complexos |, I,

Il e IV da cadeia respiratéria, até o

(0) ([0 =] 21 o TSSO 21
FIGURA 3- FOFL- ATPASE......uiiiiiiiiiiiiiiiee et e e 22
FIGURA 4- Esquema representativo do transporte de elétrons e

fosforilacao oxidatiVa...............ueuiviiiiiiiiniieeeeeeeeeeiie 23
FIGURA 5- Efeito do fipronil no estado 3 da respiragéo..................... 32
FIGURA 6- Efeito do fipronil 25 um no estado 4 da respiracéo........... 33
FIGURA 7- Efeito do CCCP sobre o consumo de oxigénio................ 34
FIGURA 8- Efeito da oligomicina, atractilosideo ou fipronil no

CONSUMO d€ OXIJENIO......cceiiiiiiiiiiiiiiei et e e e e 35
FIGURA 9- Efeitos do fipronil sobre NADH desidrogenase e

succinato desidrogenase.........ccoceevvvvieiieeeeeeiiiiie e 36
FIGURA 10- Efeito do fipronil no potencial de membrana.................... 37

FIGURA 11- Efeito do fiptonil sobre a concentragéo de ATP............... 38



FIPRONIL NA BIOENERGETICA DE MITOCONDRIAS
ISOLADAS DE FIGADO DE RATO

RESUMO - Fipronil € um inseticida e acaricida altamente efetivo pertencente a
familia dos fenilpirazéis e ultimamente vem sendo extensivamente utilizado
para combater infestacdes parasitarias tais como pulgas, formigas, cupins,
carrapatos e piolhos de céaes, gatos e bovinos. De acordo com relatos
apresentados na literatura cientifica, existem casos de intoxicacédo hepatica em
mamiferos devido a sua exposi¢ao acidental ou utilizacdo equivocada. O figado
desempenha funcdo central no metabolismo, recebe nutrientes e xenobibticos
que sao por ele absorvidos, transformados, armazenados e liberados no
sangue. A mitocondria é responsavel pela sintese de quase a totalidade do
ATP necesséario a manutencdo da estrutura e funcdo celular. Neste trabalho
foram avaliados os efeitos do fipronil sobre a bioenergética de mitocéndrias
isoladas de figado de rato. Nas concentragfes testadas (5 a 25 uM), o fipronil
inibiu a respiracdo no Estado 3 da respiracdo em mitocondrias energizadas
com glutamato + malato, substratos do complexo | da cadeia respiratoria, além
de dissipar o potencial de membrana mitocondrial, acarretando a inibicdo da
sintese de ATP pelas mitocéndrias. O efeito inibidor do fipronil sobre o
complexo | foi confirmado pela inibicdo da atividade da enzima NADH
desidrogenase. Esse efeito apresentado pelo fipronil sobre a bioenergética
mitocondrial pode estar relacionado ao efeito toxico apresentado pelo inseticida

no figado.

Palavras-chave: consumo de oxigénio, figado, inseticidas, fosforilacdo

oxidativa, ectoparasitas, toxicidade



EFFECTS OF FIPRONIL IN THE BIOENERGETICS
OF ISOLATED RAT LIVER MITOCHONDRIA

ABSTRACT - Fipronil is a highly effective insecticide and acaricide that belongs
to the phenylpyrazole chemical family and it has been extensively used to
control fleas, ticks and lice of dogs, cats and bovines.As reported by literature,
there are intoxication cases due to the accidental exposure or mistaken fipronil
application in mammals, it might affect including the liver that performs
essencial functions related to metabolism, due to the liver receives nutrients
and xenobiotics that are absorbed, converted, stored and released into the
blood. The mitochondria is responsible for almost entirety ATP synthase
required to maintaining cellular structure and function. In this paper were
evaluated the fipronil effects on bioenergetic of isolated rat-liver mitochondria. In
the tested concentrations (5 to 25 pM), the fipronil inhibited State Il of
respiration to mitochondria energized with glutamate + malate , complex |
substrates of respiratory chain, besides dissipate mitochondrial membrane
potential, resulting in mitochondrial ATP synthase inhibition. The fipronil inhibitor
effect about the complex | was confirmed by the inhibiting enzyme NADH
dehydrogenase activity. The effect presented by fipronil about the mitochondrial
bioenergetic may be related to the toxic effect showed by the insecticide on

liver.

Keywords: oxygen consumption, liver, fipronil, oxidative phosphorylation,

ectoparasites, toxicity
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1 INTRODUCAO

O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-
[(trifluorometil)sulfinil]-1H-pirazol-3-carbonitril) (Figura 1) € um inseticida da
familia dos Fenilpirazéis, extensivamente utilizado para o controle de uma
variedade de infestacbes, como baratas, mosquitos, cupins, formigas,
gafanhotos, pulgas, carrapatos e piolhos de caes, gatos e bovinos (AAJOUD et
al.,, 2003; CHANTON et al.,, 2001). Faz parte de uma nova geracdo de
inseticidas desenvolvidos com o intuito de reduzir danos ao ambiente bem
como aos mamiferos além de servirem como alternativa a resisténcia
desenvolvida por alguns insetos a outros compostos inseticidas tais como 0s
organofosfatos, piretroides e carbamatos, desempenhando assim, grande
efetividade em doses inferiores aos agentes anteriormente citados (BOBE et
al., 1997).

o
M .
F;’C'__ —
\F&
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a, | cl
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FIGURA 1- Estrutura quimica do fipronil.

A acédo téxica do fipronil € devida a sua habilidade de agir como um
bloqueador ndo competitivo dos canais de CI" ligados aos receptores do acido
y-aminobutirico (GABA), levando os insetos a morte por hiperexcitacao
neuronal e paralisia (ZHAO, 2004). Existem trés principais vias de intoxicacao
causada pelo fipronil, sendo elas a oral, dermal e a inalagcdo (FUNG et al.,

2003; JENNINGS et al., 2002). Em primeira instancia, o fipronil ndo aparenta
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ser um agente toxico severo aos mamiferos, todavia, qualquer espécie podera
ser afetada se a dose utilizada for maior que a recomendada pelos fabricantes.
De acordo com relatos apresentados na literatura cientifica, existem casos de
intoxicacdo devido a exposicao acidental ou utilizacdo equivocada do composto
(CHODOROWSKI; ANAND, 2004). Um caso de intoxicacdo aguda apos
ingestdo de uma elevada dose de fipronil acarretou 6bito humano (MOHAMED
et al., 2004).

Em estudo realizado por Silva (2008) avaliando os efeitos da exposicao
prolongada de ratos ao fipronil, foi observada tumefacdo das células hepaticas
e aumento do peso do figado em animais tratados com 10 mg/kg administrada
via gavagem. A dose utilizada corresponde a um décimo da DLsy em ratos
estabelecida por Hainzl e Casida (1996), a qual € de 100 mg/kg.

Uma vez circulando na corrente sanguinea, o fipronil € amplamente
distribuido, particularmente em tecidos gordurosos e seus residuos sé&o
distribuidos em tecidos gordurosos, onde permanecem até uma semana apos
sua administracéo oral (TINGLE et al., 2003). Foi constatado que a formacéo
do metabdlito sulfona, derivado de uma reacdo de oxidacdo, corresponda a
principal via do metabolismo hepatico deste composto (CABONI et al., 2003;
TANG et al.,, 2004). De acordo com Leghait et al. (2009), essa reacao de
oxidacdo € catalisada pelas enzimas do complexo citocromo P450. Tanto o
fipronil quanto seu metabolito sulfona induziram a morte celular em culturas de
hepatocitos humanos e células HepG2 (DAS et al., 2006). Além disso, em
estudo usando células intestinais Caco-2, Vidau et al., 2009 demonstraram que
o fipronil e seus metabdlitos sulfona e sulfeto exercem efeito citotdxico
relacionado a diminuigdo do ATP.

E sabido que o figado desempenha diversas fungdes relacionadas ao
metabolismo animal e além disto, recebe tanto nutrientes como também
xenobidticos que sédo absorvidos por meio do trato digestivo e veia porta. Em
relacdo aos xenobidticos seu principal papel relaciona-se a biotransformacao,
mediada principalmente pelo complexo enzimatico citocromo P450 que por

meio de sucessivas reacdes quimicas converte compostos hidrofébicos em
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compostos hidrossoluveis, mais facilmente eliminados pelo organismo
(GUILLOUZO, 1998).

A mitocondria é responsavel pela sintese de quase a totalidade do ATP
necessario a manutencdo da estrutura e funcdo celular. Na respiracao
mitocondrial os elétrons doados por substratos oxidaveis a cadeia respiratoria
na membrana mitocondrial interna, por meio de NADH ou FADH,, séo
transferidos ao O, reduzindo-o a H,O e a energia livre resultante € utilizada,
através da fosforilacdo oxidativa, para sintetizar a molécula de ATP. De acordo
com a hipétese quimiosmética de Mitchell em associagdo com a hipétese do
acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons é realizado através
do bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranar, gerando um gradiente eletroquimico de H*. A energia livre
liberada no retorno do H* & matriz mitocondrial induz alteragdo conformacional
no componente F; da FoF;-ATP sintase, liberando o ATP formado a partir de
ADP e Pi em seus sitios cataliticos (BOYER et al., 1973; MITCHELL, 1961).

Evidéncias experimentais indicam que a mitocondria representa um
alvo preferencial e critico para a acao de farmacos e toxinas. Os efeitos toxicos
sobre as mitocondrias podem ocorrer por mecanismos diretos e indiretos,
levando a disfun¢bes mitocondriais, tais como alteragdes no transporte de
elétrons na fosforilagcdo oxidativa, na permeabilidade da membrana
mitocondrial interna, no transporte de calcio, no estado oxidativo, além de uma
série de outros eventos que levam a deplecdo de ATP (CASTANHA-ZANOLI,
2012; GARCIA et al., 2010; SANTOS et al., 2009).

Diante do exposto acima, uma maior investigacao experimental sobre a
atividade toxica do fipronil no figado deve ser realizada uma vez que o0s
estudos dos mecanismos de toxicidade do fipronil se restringem em sua grande
maioria ao sistema nervoso central. Desta maneira, neste estudo foram
avaliados os efeitos do fipronil sobre a bioenergética de mitocondrias isoladas
de figado de rato, com o objetivo de auxiliar na prevencao e tratamento de

animais intoxicados pela substancia.
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1.10bjetivo

1.1.1 Objetivo geral
Determinar os efeitos do fipronil sobre mitocondrias isoladas de figado
de rato considerando parametros relacionados a bioenergética, visando

contribuir para o conhecimento do mecanismo de agéo toxica deste inseticida.

1.1.2 Objetivo especifico

Avaliar os efeitos do fipronil no consumo de oxigénio de mitocondrias
isoladas de figado de rato (respiracdo mitocondrial); nas atividades das
enzimas NADH desidrogenase e succinato desidrogenase presentes na cadeia
respiratdria nos complexos | e I, respectivamente; no potencial elétrico

transmembrana (AW) e na sintese de ATP.

1.2 Hipdtese
O fipronil afeta a bioenergética de mitocondrias isoladas de figado de

rato inibindo a sintese de ATP e comprometendo a funcéo celular.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fipronil

O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-
[(trifluorometil)sulfinil]-1H-pirazol-3-carbonitril) € uma substancia composta, de
amplo expectro, derivado quimicamente da familia dos fenilpirazais.

E uma alternativa aos inseticidas organofosforados e pode ser
encontrado com as seguintes denominagdes comerciais: Icon, Regent, Ascend,
Chipco, Adonis e Frontline sob a forma de spray, iscas, granulado, pés e
granulos dispersores em agua, liquidos, microgranulos, sdlido dispersivel bem
como emulsdes aquosas (TINGLE et al., 2003).

E rapidamente metabolizado no organismo dos ratos e seus residuos
séo distribuidos em tecidos gordurosos, onde permanecem até uma semana
ap6s sua administracdo oral (TINGLE et al.,, 2003). Além do fipronil, os
metabalitos fipronil-sulfona e fipronil-desulfinil também s&o téxicos para células
do figado e do intestino conforme estudos de Das et al., 2006 e Vidau et al.,
20009.

Tingle et al., 2003 obtiveram resultados, em carne bovina, confirmando a
lenta depuracao do fipronil nos tecidos gordurosos. Segundo estes autores, a
meia vida do fipronil em tecidos gordurosos fica em torno de 18 dias. Na
veterinaria é utilizado para combater infestacéo de carrapatos, pulgas e acaros
gque atacam caes, gatos, equinos e bovinos (HUGNET et al., 1999; JENNINGS
et al., 2002; PENALIGGON, 1997; POSTAL et al., 1995).

A molécula do fipronil é extremamente ativa e possui capacidade para
agir no Sistema Nervoso Central dos insetos e mamiferos. A sua toxicidade
estd relacionada a sua habilidade para agir como um bloqueador néo
competitivo dos canais de CI ligados aos receptores do acido y-aminobutirico
(GABA), levando os insetos a morte por hiperexcitacdo neuronal e paralisia
(ZHAO, 2004).
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2.2 Mitocodndrias

As mitocondrias sdo organelas intracelulares com dimensdes e formas
diversas, dependendo dos tecidos e estados metabdlicos nos quais se
localizam (DAUM, 1985). Podem apresentar de 0,2 a 1 um de diametro, de 2 a
8 uM de comprimento e s&o responsaveis pela respiragédo celular (PIMENTEL,
2001).

A membrana mitocondrial externa possui superficie menor, sendo
constituida principalmente por fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (DAUM,
1985). E permeével, permitindo a passagem dos substratos da cadeia
respiratoria (WALLACE; STARKOV, 2000), de pequenas moléculas (Da <
5000) e ions que se deslocam facilmente por meio de canais transmembrana,
formados por uma familia de proteinas integrais denominadas porinas
(NELSON; COX, 2011), dentre outros compostos.

O espaco intermembranas € muito pequeno e possui grande importancia
fisiolégica. Neste espaco, localizam-se enzimas envolvidas no metabolismo
energético como o citocromo c, creatina quinase e adenilato ciclase, além de
proteinas regulatérias da viabilidade celular, como o citocromo ¢ e o fator
indutor de apoptose (FREY; MANNELLA, 2000).

Ja a membrana mitocondrial interna € formada por fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e cardiolipina (DAUM, 1985). E impermeéavel a maioria
das moléculas pequenas e ions, sendo necessaria a presenca de
transportadores especificos para que outras espécies quimicas possam
atravessa-la (NELSON; COX, 2011). E permeavel ao oxigénio molecular,
diéxido de carbono, Oxido nitrico e agua. Apresenta muitas invagina¢cées ou
cristas mitocondriais, recentemente reconstruidas tridimensionalmente,
caracterizando grande complexidade (FREY; MANNELLA, 2000). Nestas
cristas, localizam-se 0os componentes da cadeia respiratoria e a enzima ATP
sintase (NELSON; COX, 2011).
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2.2.1 Cadeia transportadora de elétrons (cadeia respiratoéria)

A cadeia respiratoria (Figura 2) € constituida por uma série de
componentes transportadores de elétrons (geralmente proteinas integrais de
membrana) que atuam sequencialmente (NELSON; COX, 2011). Cada
complexo apresenta diversas subunidades protéicas, associadas a grupos
prostéticos capazes de aceitar ou doar um ou dois elétrons, tais como FMN,
FAD, centros ferro-enxofre, grupos heme (presentes nos citocromos) e ions
cobre (MARZZOCO; TORRES, 2007).

Os quatro complexos (I, Il, Il e IV) da cadeia respiratéria se localizam
nas cristas da membrana mitocondrial interna. Os complexos | e Il catalisam a
transferéncia de elétrons para a ubiquinona por meio de dois doadores
diferentes: o NADH (complexo I) e o succinato (complexo Il). O complexo I
transporta os elétrons da ubiquinona ao citocromo ¢ e o complexo IV, por sua
vez, transfere os elétrons do citocromo ¢ para um aceptor final, ou seja, o
oxigénio, reduzindo-o a 4gua (NELSON; COX, 2011).

ESPAGO
INTERMEMERANAS y " ’®\
’ e e
J——"

MATRIZ I ’ 1

FIGURA 2 - Modelo esquematico do fluxo de elétrons, provenientes do NADH ou do

succinato, por meio dos complexos I, Il, lll e IV da cadeia respiratéria, até o oxigénio.
C: citocromo c; Q: coenzima Q (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

2.2.2 FoF1-ATPase

A F.F;-ATPase (Figura 3) possui duas estruturas protéicas distintas,

sendo F, uma porgdo transmembrana através da qual os prétons H* retornam
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para o interior da matriz mitocondrial e F1, uma proteina periférica que permite
a sintese ou hidrdlise de ATP (JUNGE et al.,1997). A letra o subscrita em F,
significa sensivel a oligomicina e o nimero 1 em F; se refere ao nome a esta
porcado de fator de acoplamento 1 (MARZZOCO; TORRES, 2007; NELSON;
COX, 2011).

A porcao F; é formada por subunidades a3 B3 y, ® e €, projetando-se
para a matriz mitocondrial, sendo que as seis subunidades maiores (trés a e
trés B) alternam-se em um circulo ao redor da subunidade y que, por sua vez,
associa-se a subunidade €. O hexadmero a3-Bsinterage com a subunidade 6. A
porcdo F, contém as subunidades a, b e cjp e esta inserida na membrana
interna. As 10 subunidades ¢ formam estrutura em forma de anel e interagem
com a subunidade a que, por sua vez, liga-se ao dimero b,. A unido das duas
por¢cdes ocorre por meio de um eixo central, formado por subunidades y-€ e por
um eixo lateral, contendo as subunidades - b,. Na porcéo F, existe canais de
passagem de protons (entrada e saida) e na porcédo F;, ocorre a sintese de
ATP por meio de trés sitios ativos, presentes um em cada unidade B, junto a
uma interface o/ (MARZZOCO; TORRES, 2007).

FIGURA 3 - FoF1-ATPase (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

Os inibidores da F,F1-ATPase sdo a oligomicina, antibiético isolado da

espécie Streptomyces diastochromogenes e o diciclohexilcarbodiimida (DCCD)
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Ambos reagem covalentemente com a subunidade c¢ de F,, bloqueando o fluxo
de prétons e inibindo a atividade da F,Fi-ATPase (PEDERSEN et al., 1978) e
consequentemente, a sintese de ATP. Uma vez que 0s processos de sintese
de ATP e transporte de elétrons sdo acoplados, o blogueio de um deles reflete
imediatamente no outro, ou seja, interrompe a sintese de ATP e 0 consumo de

oxigénio, indicando interrupcdo no transporte de elétrons na cadeia respiratoria.

2.2.3 Fosforilagdo oxidativa

Conforme a teoria quimiosmotica proposta por Mitchell, associada a
hipétese do acoplamento conformacional de Boyer, a passagem de elétrons na
cadeia respiratoria, através dos complexos |, Ill e IV permite a ejecao de
prétons da matriz para o espago intermembranas, originando um gradiente
eletroquimico de prétons (Figura 4). A energia livre liberada pelo retorno destes
prétons (através do canal de protons localizados na porcao F, da enzima FoF-
ATPase) a matriz mitocondrial, promove uma alteracdo conformacional nos
sitios cataliticos localizados na porcdo F; desta enzima, liberando o ATP
formado a partir de ADP e Pi (BOYER et al., 1973; MITCHELL, 1961).

FIGURA 4 - Esquema representativo do transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa

(Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).
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Em 1955, Chance e Williams descreveram a cinética de Oxido/reducéo
dos componentes da cadeia respiratdria mitocondrial e definiram os conceitos
operacionais do estado metabdlico mitocondrial e controle respiratorio. Em
estudos desenvolvidos no ano seguinte, os pesquisadores desenvolveram o
método polarografico para medir a fosforilagdo oxidativa, estabelecendo cinco
condicbes ou estados, capazes de controlar a velocidade da respiracéo
mitocondrial. O estado 1 € caracterizado pela auséncia de ADP e substrato
respiratorio; o estado 2 é aquele no qual o substrato respiratorio é o fator
limitante da respiracdo; o estado 3 contém todos 0s componentes em
concentragOes adequadas, sendo a velocidade de fosforilagdo do ADP o fator
limitante; o estado 4 (basal), no qual a respiracdo € limitada pela
disponibilidade de ADP e o estado 5, caracterizado pela auséncia de oxigénio
(MORELAND, 2001).

No interior da célula em condicbes normais, as mitocéndrias utilizam a
energia acumulada na forma do gradiente de prétons para sintetizar ATP por
meio da F.F;-ATPase. Porém, na presenca de quantidades elevadas de ATP,
auséncia de substratos oxidaveis e auséncia de ADP, a enzima F,F;-ATPase
se comporta como uma fosfohidrolase e opera no sentido de hidrélise de ATP,
ejetando protons para o espaco intermembranas, com o objetivo de manter o
gradiente eletroquimico de prétons semelhante ao gradiente proporcionado
pela oxidacdo de substratos oxidaveis na cadeia respiratéria (BRACHT; ISHII-
IWAMOTO; SALGUEIRO-PAGADIGORRIA, 2003).

2.3 Figado e Hepatotoxicidade

Varios fatores contribuem para a toxicidade quimica do figado, tornando-
0 6rgdo alvo de vérias classes de toxicantes e toxinas naturais, devido a sua
func@o principal na biotransformacdo de substancias exdgenas (xenobioticos).
Hepatdcitos entram em contato com xenobioticos administrados oralmente sem
sofrerem alteracéo sistémica ou diluicdo, chegando ao figado pela veia porta,

que traz o sangue pobre em oxigénio, mas rico em nutrientes provenientes do
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trato gastrointestinal. Nos hepatécitos, o processo metabdlico de
biotransformacdo destes xenobidticos hidrofébicos pode gerar metabdlitos
ativos toxicos ndo acoplados as reacdes conjugadas protetoras, responsaveis
por transforma-los em substancias hidrofilicas, capazes de serem eliminadas
mais facilmente do organismo pela excregao renal (MEYER; KULKARNI, 2001).
Os hepatécitos possuem, entretanto, mecanismos de defesa capazes para
combaté-los e o resultado entre a bioativacdo, desintoxicacdo e mecanismos
de defesa que evidencia se um composto desencadeia ou nao toxicidade
(GOMEZ-LECHON et al., 2001).

A atividade anabdlica dos hepatécitos também pode causar danos
celulares, por meio de varios mecanismos, dentre eles, pelo comprometimento
da producéo de energia mitocondrial (MEYER; KULKARNI, 2001).

As hepatotoxicidades induzidas quimicamente s&o causadas por
substancias capazes de provocar danos aos hepatdcitos, denominadas
hepatotoxicantes. Drogas hepatotoxicas intrinsecas dependem da relacdo
dose-resposta, enquanto danos ao figado causados por hepatotoxicantes
idiossincraticos, da susceptibilidade individual e resultam de reacdes de
hipersensibilidade ou conversdes metabdlicas ndo usuais, as quais podem
acontecer devido ao polimorfismo no gene metabdlico de farmacos (MEYER;
KULKARNI, 2001).

Outros mecanismos de interacdo do toxicante envolvem efeitos
secundarios, dentre eles, deplecdo de moléculas celulares tais como ATP e
GSH; producéo de radicais livres; danos oxidativos principalmente para a
membrana lipidica; ligagdo covalente de metabdlitos reativos em moléculas
celulares importantes e colapso do gradiente de ions regulatorios (MEYER;
KULKARNI, 2001).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Avaliacdo Etica

A Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) do Campus
Experimental da UNESP de Dracena certificou que os procedimentos utilizando

animais estdo de acordo com os “Principios Eticos na Experimentagéo Animal
(Protocolo n°. 34/2012).

3.2 Animais

Ratos Wistar machos, provenientes do Biotério Central da Unesp
(Campus de Botucatu), ficaram alojados no Biotério do Campus Experimental
de Dracena, em nimero maximo de quatro animais por caixa, com cobertura
metalica e serragem de madeira. As caixas plasticas, com dimensfes (CxLxA)
41x34x16 cm, foram armazenadas sob temperatura controlada de
aproximadamente 22°C e os animais receberam alimento e agua ad libitum,
seguindo recomendacgdes do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
- Institute for Laboratory Animal Research. Os animais n&o receberam
tratamento prévio até 0 momento da decapitacdo uma vez que 0s experimentos
com o fipronil foram realizados in vitro, empregando mitocondrias isoladas de

figado.

3.3 Reagentes

Em todos os ensaios, reagentes de alto grau analitico disponiveis
comercialmente foram empregados e as solu¢des foram preparadas com agua
ultra-filtrada em sistema purificador Millipore DirectQ-3® (Milli-Q®). As
substancias lipofilicas, incluindo o fipronil, foram solubilizadas em
dimetilsulféxido (DMSO).
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3.4 Fipronil

O fipronil foi gentiimente cedido pela empresa OURO FINO
AGRONEGOCIOS. Baseado em dados preliminares obtidos de testes
realizados no laboratério, as doses selecionadas e empregadas nos
experimentos in vitro foram de 5, 10, 15 e 25 puM.

3.5 Isolamentos de mitocdndrias intactas e preparacdo de mitocondrias

rompidas

O método da centrifugacdo diferencial (PEDERSEN et al.,, 1978) foi
aplicado no isolamento das mitocondrias provenientes de ratos Wistar machos,
com 180-200 g, anestesiados com éter e eutanasiados por decaptacdo em
guilhotina. A exposicdo do figado ocorreu mediante incisdo bilateral na
cavidade abdominal, com remocéo imediata, sendo picotado em pequenos
fragmentos imersos rapidamente em 50 mL de meio contendo sacarose 250
mM, Acido etilenoglicol bis(B aminoetil éter) N,N,N',N' tetraacético (EGTA) 1
mM e Acido 2 [4(2 hidroxiletil) piperazinil(1)] etanossulfénico (HEPES)-KOH 10
mM, pH 7,2, a 4°C. Os fragmentos, apos lavagens sucessivas no mesmo meio,
foram homogeneizados trés vezes por 15 segundos, com intervalos de 1
minuto, em homogeneizador Potter-Elvehjem. A suspensdo obtida foi
centrifugada a 770 g durante 5 minutos, a 4°C e o sobrenadante resultante,
centrifugado a 9.800 g durante 10 minutos, a 4°C. O sedimento obtido foi
ressuspenso em 10 mL de meio contendo sacarose 250 mM, EGTA 0,3 mM e
HEPES-KOH 10 mM, pH 7,2, e centrifugado a 4.500 g durante 15 minutos, a
4°C. O sedimento mitocondrial final resultante foi homogeneizado em 1 mL de
meio contendo sacarose 250 M e HEPES-KOH 10 mM, pH 7,2, mantido em
temperatura de 4°C e utilizado por periodo maximo de 3 horas, apds o
isolamento.

As mitocondrias rompidas foram obtidas a partir das intactas isoladas,

por meio de choque térmico, apds trés ciclos consecutivos de congelamento



28

em nitrogénio liquido e descongelamento em banho aquecido a 37°C. Em
seguida, os fragmentos de membrana foram mantidos a 4°C e utilizados na
avaliacdo das atividades enzimaticas mitocondriais em um periodo maximo de

3 horas.

3.6 Dosagem das proteinas mitocondriais

A concentracdo das proteinas mitocondriais foi determinada com o uso
do espectrofotometro do modelo DU-800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA),
empregando-se a reacdo do biureto, conforme Cain e Skilleter (1987). Uma
aliquota de 10 pyL da suspensdo mitocondrial foi solubilizada em 100 uL de
acido deoxicolico 5% (m/v), seguido de 1390 pL de agua Milli-Q® e 1500 pL de
reagente Biureto 0,15% (m/v). A concentracdo de proteina foi determinada em
comprimento de onda de 540 nm por meio da curva de calibracdo com a
albumina de soro bovino (BSA) como padrdo, preparada nas mesmas

condicbes das amostras.

3.7 Determinagdo do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio por mitocbndrias intactas foi monitorado
polarograficamente, em oximetro equipado com eletrodo de oxigénio do tipo
Clark (Strathkelvin Precision Dissolved Oxygen Respirometer, Strathkelvin
Instruments Limited, Glasgow, Scotland, UK) e os parametros respiratérios
foram determinados conforme Chance e Willians (1955). As mitocondrias
intactas (1mg/mL) foram incubadas sob agitacdo (volume final de 1 mL), em
uma camara fechada e termostatizada a 30°C, no meio de respiracéo contendo
sacarose 125 mM, KCI 65 mM e HEPES-KOH 10 mM, acrescido de EGTA 0,5
mM e K;HPO,10 mM (pH=7,4) e energizadas com glutamato 5 mM + malato 5
mM ou succinato de potassio 5 mM (acrescido de rotenona 2,5 uM) ou
N,N,N,N-tetrametil-p-fenileno-diamina (TMPD) 200 yM + ascorbato 3 mM.

Diferentes concentracdes (5, 10, 15 e 25 pM) do fipronil foram adicionadas e as
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velocidades de consumo de oxigénio, determinadas por meio do software
Strathkelvin Oxygen 782 System (versao 3.0, 2005), expressas como nmol O,
consumido/min. mg de proteina. A respiracdo do estado 3 teve inicio apds a
adicdo de 400 nmols de ADP.

3.8 Determinagfes das atividades das enzimas relacionadas a cadeia
respiratéria  mitocondrial (NADH  desidrogenase e  succinato

desidrogenase)

As atividades das enzimas NADH desidrogenase e succinato
desidrogenase foram medidas espectrofotometricamente de acordo com Bracht
et al., 2003, utilizando espectrofotbmetro. O meio de reacao (volume final de
1,5 mL) continha TRIS 20 mM, pH 7,4 e antimicina A 1 pM. Mitocondrias
rompidas (0,2 mg/mL) foram acrescidas, juntamente com diferentes
concentracdes de fipronil (5, 10, 15 e 25 yM), NADH 1 mM ou succinato 10 mM
e ferricianeto de potassio 0,4 mM, como aceptor de elétrons. A quantidade de
ferricianeto reduzido foi determinada pelo decréscimo da absorvancia em
comprimento de onda de 420 nm e a atividade das enzimas foi representada
em nmol/min. mg de proteina, considerando o coeficiente de extingdo molar do

ferricianeto de 1,04 mM™.

3.9 Determinacgéo do potencial elétrico de membrana mitocondrial (AW)

O potencial elétrico de membrana das mitocdndrias intactas foi
determinado em espectrofluorimetro modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo,
Japao), monitorando-se as variacbes de fluorescéncia promovida pela
captacdo de safranina O, nos comprimentos de onda de 505 e 535 nm para
excitacdo e emissado, respectivamente. As mitocOndrias intactas (1 mg/mL)
foram incubadas a 30°C em meio de reacao (volume final de 2 mL) contendo
sacarose 125 mM, KCI 65 mM, EGTA 0,5 mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, e
o indicador safranina O 4 uM. Os substratos usados foram glutamato 5 mM +
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malato 5 mM ou succinato 5 mM (acrescido de rotenona 2,5 pM). Os resultados
foram expressos como porcentagem em relacdo a fluorescéncia da amostra

controle, ou seja, sem adicao de fipronil.

3.10 Determinacao da concentracdo de ATP mitocondrial

O método de quimioluminescéncia (sistema luciferina-luciferase de vaga-
lume) foi utilizado na quantificacdo de ATP mitocondrial, por meio do Kit
Bioluminescent Assay Kit Sigma (St. Louis, MO, USA) em um aparelho
Lumindmetro modelo Sirius | (Berthold Detection Systems, Pforzheim,
Alemanha). O meio de reacdo (volume final de 1 mL) continha sacarose 125
mM, KCI 65 mM, EGTA 0,5 mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, acrescido de
glutamato 5 mM e malato 5 mM como substratos. Diferentes concentragcdes (5,
10, 15 e 25 pyM) de fipronil foram adicionadas, além da suspensdo mitocondrial
intacta (1 mg de proteina/mL). Apdés homogeneizacdo, as amostras ficaram
incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, foram
centrifugadas a 9.000 g durante 5 minutos, a 4°C. Os sedimentos resultantes
foram solubilizados em 1 mL de acido percloroacético 1 M gelado e
centrifugados a 12.000 g durante 15 minutos, a 4°C. ApoOs a centrifugacéao,
foram coletados 100 pL de cada amostra e neutralizados (pH=7,0) com KOH 2
M, seguido da adicdo de Tris-HCI 100 M, pH 7,8 (volume final de 1 mL) e
centrifugagcdo a 12.000 g, durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
resultantes (100 uL de cada) foram avaliados em triplicata no Luminémetro, de

acordo com as recomendacdes do fabricante do kit.
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4 ANALISE ESTATISTICA

A significancia estatistica dos dados experimentais foi determinada pelo
teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Dunnet,
comparando o grupo tratado e o controle, sendo considerados estatisticamente
significantes resultados com valores de P < 0,05. As analises foram realizadas
aplicando o programa GraphPad Prism, versao 4.0 para Windows, GraphPad
Software (San Diego, CA, USA 03/04/2003).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos do fipronil sobre a respiracdo de mitocéndrias isoladas de
figado de rato

Os efeitos do fipronil causados com a adi¢cdo das doses de 5 a 25 uM
sobre a velocidade de consumo de oxigénio no estado 3 foi avaliada em dois
protocolos experimentais: no primeiro, o substrato oxidavel foi o glutamato
acrescido de malato (Figura 5A); no segundo, o substrato oxidavel foi o
succinato e o complexo | foi inibido pela rotenona (Figura 5B). O fipronil inibiu a
velocidade respiratéria no complexo | de maneira dose-dependente, porém

apenas nas mitocondrias energizadas com os substratos do complexo I.
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FIGURA 5 - feito do fipronil no estado 3 da respiracdo em mitocondrias
isoladas de figado de rato, energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM

(A) ou succinato 5 mM (acrescido de rotenona 50 nM) (B). Valores representam
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a média * EPM de trés experimentos com diferentes preparacdes
mitocondriais. *Significativamente diferente do controle (P < 0,05).

Apds observar que o fipronil inibiu 0 consumo de oxigénio no complexo |
da cadeia respiratdria, um ensaio foi realizado para avaliar sua atuacdo como
agente desacoplador, empregando glutamato + malato como substratos. A
adicdo do fipronil ocorreu apés o consumo total do ADP quando se inicia o
estado 4 e observou-se que a substancia ndo estimulou o consumo de oxigénio
(Figura 6).

ADP

Fipronil
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50 nmol O,
—
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FIGURA 6 - Efeito do fipronil 25 uM no estado 4 da respiracdo, evidenciada
ap6s o consumo total de ADP em mitocondrias isoladas de figado de rato

energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM.

Com o objetivo de verificar se o fipronil atua diretamente sobre os
complexos da cadeia transportadora de elétrons, foram realizados dois
experimentos. O primeiro consistiu em empregar os substratos glutamato +
malato, iniciando a respiracdo com 400 nmols de ADP. Apds alguns minutos do
inicio da respiracdo do complexo lll, oligomicina (inibidor da FoF;-ATPase) ou
atractilosideo (inibidor do translocador de nucleotideos de adenina; ADP/ATP)
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ou fipronil foram inseridos no meio, inibindo a respiragdo mitocondrial. Em
seguida, o desacoplador CCCP foi adicionado, sendo que o mesmo estimulou
a velocidade de consumo de oxigénio quando foram usados a oligomicina e o

atractilosideo, mas néo reverteu a inibicdo promovida pelo fipronil (Figura 7).
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FIGURA 7 - Efeito do CCCP (1 uM) sobre o consumo de oxigénio de
mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM +
malato 5 mM, inibido pela oligomicina (Oligo) 1 pyg/mL, atractilosideo (ATR) 1
MM ou fipronil 25 pM.
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No segundo, CCCP foi utilizado como agente desacoplador e o substrato
oxidavel foi o glutamato + malato. Apos alguns minutos, oligomicina, ou
atractilosideo foram adicionados e n&o inibiram o consumo de oxigénio. Em

seguida, fipronil foi adicionado e 0 mesmo inibiu 0 consumo de oxigénio (Figura
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8).
FIGURA 8 - Efeito da oligomicina (Oligo) 1 pg/mL, atractilosideo (ATR) 1 uM ou
fipronil 25 yM no consumo de oxigénio de mitocéndrias isoladas de figado de

rato, energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM e desacopladas por
CCCP 1 uM.

5.2 Efeitos do fipronil sobre a atividade das enzimas NADH desidrogenase
e succinato desidrogenase

Os efeitos do fipronil na atividade das enzimas NADH desidrogenase e
succinato desidrogenase foram avaliados em mitocondrias rompidas. O fipronil,
nas concentracdes de 5 a 25 yM, promoveu uma inibicdo dose-dependente
sobre a atividade da NADH desidrogenase (Figura 9A) apresentando efeito
significativo a partir de 15 yM. N&o foram observadas alteracdes significativas

na atividade da succinato desidrogenase (Figura 9B).
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FIGURA 9 - Efeitos do fipronil na atividade das enzimas NADH desidrogenase
(A) e succinato desidrogenase (B) em mitocondrias rompidas (0,2 mg de
proteina/mL) isoladas de figado de rato. Valores representam a média + EPM
de trés experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais.
*Significativamente diferente do controle (P < 0,05). (C = controle, sem adi¢cao
de fipronil)

5.3 Efeitos do fipronil sobre o potencial elétrico de membrana
mitocondrial (Ay)

O potencial de membrana em mitocondrias intactas de figado de rato foi
avaliado por espectrofluorimetria, utilizando-se a captacdo da safranina O como
indicador do potencial e glutamato + malato (Figura 10A) ou succinato (Figura
10B) como substratos oxidaveis. Com a adicdo das mitocondrias ocorreu a
formacdo do potencial de membrana e apdés 120 segundos, diferentes
concentracfes de fipronil (5 a 25 uM) foram adicionados em experimentos

independentes. O fipronil dissipou o potencial elétrico de membrana de maneira
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dose-dependente, mas somente nas mitocondrias energizadas com glutamato
+ malato.
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FIGURA 10 - Efeito da adicdo de fipronil no potencial de membrana em
mitocdndrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM +
malato 5 mM (A) ou succinato 5 mM (+ 2,5 yuM de rotenona) (B).
*Significativamente diferente do controle (P < 0,05).

5.4 Efeito do fipronil sobre a concentracdo de ATP mitocondrial

O efeito do fipronil na sintese de ATP pelas mitocondrias isoladas foi
avaliado pelo método de quimioluminescéncia (sistema luciferina-luciferase de
vagalume), por meio do kit “Bioluminescent Assay Kit” da marca Sigma-Aldrich.
O Fipronil inibiu significativamente a sintese de ATP a partir da concentragédo
10 uM, apresentando efeito dose-dependente (Figura 11). A substancia

inibidora do complexo I, rotenona, foi usada como controle positivo.
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FIGURA 11 - Efeitos do fipronil na concentracdo de ATP em mitocéndrias
isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM.
Valores representam a média + EPM de trés experimentos com diferentes
preparacdes mitocondriais. *Significativamente diferente do controle (P < 0,05).

(C = controle, sem adic&o de fipronil ou rotenona; C+ = rotenona 2,5 uM).
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6 DISCUSSAO

As mitocondrias sdo importantes organelas celulares por serem
responsaveis pela maior parte da energia gerada e utilizada pelas células
(NICHOLLS; FERGUSON, 2002). Estas desempenham papel fundamental na
sobrevivéncia celular por representarem o principal sitio do metabolismo
oxidativo dos eucariotos e também por participarem de vias apoptéticas e
necroticas (DESAGUER; MARTINOU, 2000; LIU et al.,, 1996; NICHOLLS;
FERGUSON, 2002).

A fosforilacdo oxidativa é um processo que envolve fluxo de elétrons,
doados por substratos oxidaveis como nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH) e flavina adenina dinucleotideo (FADH)), por uma cadeia de
transportadores ligados a membrana mitocondrial interna, denominada cadeia
respiratoria (Complexos | a IV) (NELSON; COX, 2002).

Véarios compostos capazes de promover alteracdes na fosforilacdo
oxidativa tém sido descritos na literatura cientifica (WALLACE; STARKOV,
2000). Entre estes, os denominados agentes desacopladores, 0s quais
aumentam a permeabilidade da membrana mitocondrial interna aos proétons,
comprometendo assim a formagdo do gradiente eletroquimico de protons e
consequentemente a produgéo de ATP (NICHOLLS; FERGUSON, 2002). Os
agentes inibidores interferem na respiracdo acoplada a sintese de ATP,
atuando preferencialmente nos complexos da cadeia respiratoria ou na FqF; -
ATPase (NELSON; COX, 2002).

Estudos anteriores demonstraram que o fipronil e seus metabdlitos
apresentam toxicidade em diferentes modelos de células e que este efeito pode
estar relacionado a uma diminuicdo na producdo de ATP (DAS et al., 2006;
VIDAU et al., 2009). Um trabalho realizado por Vidau et al., 2011 indicou que o
fipronil atuaria como desacoplador da fosforilagdo oxidativa induzindo apoptose
em células neuronais. Nesse sentido, no presente trabalho, foram avaliados os
efeitos do fipronil sobre a bioenergética mitocondrial para ajudar na

eluciadacdo dos mscanismos de toxicidade da substancia.
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Os resultados obtidos na respiracdo mitocondrial de estado 3,
empregando mitocondrias energizadas com glutamato + malato, doadores de
elétrons para o complexo | ou succinato, doador de elétrons para o complexo Il,
mostraram que o fipronil inibiu a cadeia respiratéria de maneira dose-
dependente. Conforme Chance e Williams (1955), o estado 3 contém
mitocondria, substrato respiratério e ADP, sendo que a velocidade de
fosforilacdo do ADP é o fator limitante da respiracdo. Esta inibicdo observada
nos experimentos poderiam decorrer da atuacdo do fipronil diretamente na
cadeia respiratoria ou ainda, por inibicdo da F,F;-ATPase ou do translocador
de ADP/ATP.

Para avaliar a atuacdo do fipronil como agente desacoplador, o
composto foi adicionado ao estado 4 da respiracdo, apés o consumo do ADP.
Substancias desacopladoras sdo capazes de atuar sobre o acoplamento da
sintese de ATP com o transporte de elétrons (MARZZOCO; TORRES, 2007).
Quando a membrana mitocondrial torna-se permeavel a H', ocorre dissipacéo
do potencial de membrana, aumentando a velocidade de respiracéo do estado
4; nestas condi¢cdes (desacoplamento), a capacidade da mitocondria de
sintetizar ATP é comprometida (MITCHELL, 1961; NICHOLLS, 1982). Ao
acrescentar o fipronil 25 uM, apds o consumo total do ADP, observou-se que
este ndo estimulou a respiragdo do estado 4 (basal), no qual a respiragédo é
limitada pela disponibilidade de ADP (MORELAND, 2001), descartando a
hipotese de sua atuacdo como agente desacoplador, em desacordo ao efeito
apresentado por Vidau et al., 2011. Os demais experimentos de respiracao
comprovaram que o efeito do fipronil € diretamente sobre o complexo | da
cadeia respiratoria, descartando-se um possivel efeito sobre a F,F;-ATPase ou
sobre o translocador de ADP/ATP.

Em relacéo a atuacéo do fipronil, administrado em doses de 5 a 25 uM,
sobre a NADH desidrogenase foi observada uma inibicdo do tipo dose-
dependente evidenciando o efeito inibidor do composto sobre a enzima
localizada no complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial. Ja em relagdo a
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atividade sobre a succinato desidrogenase ndo foram observadas alteracdes
significativas, confirmando que o composto ndo atua no complexo Il.

O fipronil dissipou significativamente o potencial de membrana de
mitocdndrias energizadas com glutamato + malato de maneira dose-
dependente, efeito este desencadeado por inibidores dos complexos da cadeia
respiratéria, como a rotenona e por substéncias desacopladoras, como o
CCCP, ou seja, aquelas capazes de atuar sobre o acoplamento da sintese de
ATP com o transporte de elétrons (MARZZOCO; TORRES, 2007). Esses
resultados corroboram com a hip6tese proposta anteriormente, indicando que o
seu mecanismo toxico poderia ser por sua atuacdo diretamente sobre o
complexo | da cadeia respiratéria.

O fipronil inibiu significativamente a sintese de ATP de mitocéndrias
energizadas com glutamato + malato a partir da concentragcdo de 10 uM
confirmando os dados obtidos na respiracdo, indicando uma capacidade desta
substancia em diminuir o potencial de fosforilacdo oxidativa. Uma vez que o
ATP é um componente metabdlico essencial, interferéncias em sua sintese ou
utilizacdo caracterizam mecanismos pelo quais o0s xenobidticos podem
expressar toxicidade aguda ou cronica (MEYER; KULKARNI, 2001).



42

7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o fipronil afeta a
bioenergética de mitocéndrias isoladas de figado de rato, energizadas com
glutamato e malato, inibindo o complexo | da cadeia respiratéria por meio da
inibicdo da enzima NADH desidrogenase e dissipa o potencial de membrana,
reduzindo a capacidade mitocondrial de fosforilacdo oxidativa, o que resulta na
diminuicdo da producédo de ATP. Esses efeitos podem estar relacionados com

a intoxicacao hepatica de animais que fizeram uso de fipronil.
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