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EFEITOS DA ABAMECTINA NA BIOENERGETICA DE MITOCONDRIAS
ISOLADAS DE FiGADO DE RATO

RESUMO - Abamectina € uma lactona macrociclica pertencente a familia das
avermectinas, utilizada mundialmente como agente antiparasitario em animais de
criacdo e estimacao, além do emprego agricola como principio ativo dos inseticidas
e nematicidas. Mitocdndrias sdo responsaveis pela conversdo da energia liberada
pelo transporte de elétrons e armazenamento como energia de ligagdo na molécula
de ATP, um componente metabdlico essencial. Interferéncias em sua sintese ou
utilizagdo caracterizam mecanismos pelos quais os xenobidticos podem expressar
toxicidade aguda ou cronica. Neste trabalho, os efeitos da abamectina na
bioenergética de mitocondrias isoladas de figado de rato foram avaliados. Nas
concentragcbes utilizadas (5 a 25 uyM), abamectina causou inibicdo da cadeia
respiratoria, sem afetar a atividade das enzimas NADH desidrogenase, succinato
desidrogenase e o potencial de membrana, comportando-se de maneira semelhante
a oligomicina e ao atractilosideo. A principal atuacdo da abamectina foi reduzir o
potencial mitocondrial de fosforilagdo oxidativa, diminuindo os niveis de ATP
provavelmente como resultado de sua acgao direta sobre a F,F{-ATPase, uma vez
que inibiu a atividade desta enzima, e/ou sobre o translocador de ADP/ATP. A
inibicdo mais acentuada da atividade fosfohidrolase em mitocéndrias intactas
desacopladas do que em mitocondrias rompidas juntamente com a inibicdo da
despolarizagdo do potencial de membrana induzida pelo ADP sugerem que a
abamectina atuou inibindo mais especificamente o translocador de ADP/ATP do que
a FoF4-ATPase.

Palavras-chave: abamectina, F,F{-ATPase, fosforilagcdo oxidativa, mitocéndria,

respiracdo mitocondrial, sintese de ATP.



EFFECTS OF ABAMECTIN IN THE BIOENERGETICS OF ISOLATED RAT LIVER
MITOCHONDRIA

SUMMARY - Abamectin is a macrocyclic lactone belonging to the avermectin family,
used worldwide as antiparasitic agent in farm animals and pets, and agricultural
employment as the active ingredient of insecticides and nematicides. Mitochondria
are responsible for converting the energy released by electron transport and storage
as the binding energy molecule ATP, an essential metabolic component. Interference
in its synthesis or utilization characterize mechanisms by which xenobiotics can
express acute or chronic toxicity. In this study, the effects of abamectin in the
bioenergetics of mitochondria isolated from rat liver were evaluated. At the
concentrations used (5-25 mM), abamectin caused inhibition of the respiratory chain
without affecting the activity of enzymes NADH dehydrogenase, succinate
dehydrogenase and the membrane potential, behaving similarly to oligomycin and
Atractyloside. The main activity of abamectin was to reduce the potential of
mitochondrial oxidative phosphorylation, decreasing ATP levels probably as a result
of its direct action on the F,-F1 ATPase, since it inhibited the activity of this enzyme,
and/or the ADP/ATP translocator. The more pronounced inhibition of the
fosfohydrolase activity in intact uncoupled mitochondria than in disrupted
mitochondria, in addition to the inhibition of the ADP-stimulated depolarization of
mitochondrial membrane potential suggest that abamectin acted more specifically by
inhibiting the ADP/ATP translocator than the F,F{-ATPase.

Keywords: abamectin, F,F-ATPase, mitochondria, oxidative phosphorylation,

mitochondrial respiration, ATP synthesis.
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1 INTRODUGAO

As parasitoses gastrintestinais, provocadas por endo e ectoparasitas, estéo
amplamente disseminadas na pecuaria, desencadeando perdas na produtividade da
bovinocultura brasileira. Animais com idade entre 5 e 18 meses sdo os mais
acometidos, resultando em prejuizos econémicos (BIANCHIN et al., 1996).

Os parasiticidas mais utilizados e comercializados sido as lactonas
macrociclicas, representadas pelo grupo das avermectinas (abamectina,
ivermectina) e milbemicinas (SILVERS; FUENTEALBA, 2003). As avermectinas se
destacam uma vez que apresentam maior numero de produtos comerciais para
todas as espécies animais. Ha no Brasil, apenas para a abamectina, mais de 50
marcas comerciais disponiveis de diferentes laboratorios (SINDAN, 2007).

A abamectina € obtida pela fermentacao natural do Streptomyces avermitilis,
sendo composta por uma mistura de avermectinas, com concentragao = 80% da
avermectina B, € < 20% de avermectina By, (AGARWAL, 1998). Em 1985, foi
introduzida no mercado como inseticida e antiparasitario (TAYLOR, 2001).
Atualmente, € usada em varios paises como agente antiparasitario em animais de
criagao como principio ativo de nematicidas e inseticidas de uso agricola (KOLAR et
al., 2008).

A abamectina fez parte da lista dos componentes ativos propostos para
reavaliacdo pela ANVISA conforme Resolugcdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 10,
de 22 de fevereiro de 2008. Estudos realizados evidenciaram resultados
preocupantes com referéncia a toxicidade aguda e suspeita de toxicidade
reprodutiva deste principio ativo e seus metabdlitos (BRASIL, 2008). De acordo com
Seixas et al. (2006), intoxicagdo por abamectina provocou em quatro anos a morte

de 57 animais.

Devido a sua interposicao entre o trato digestivo e a circulagdo geral do
organismo, o figado tem uma importante fungdo no metabolismo e na
biotransformagdo de substancias exogenas. Assim sendo, este orgdo recebe
grandes quantidades de nutrientes e xenobidticos que sao absorvidos por meio do
trato digestivo e veia porta, tornando-se alvo de varias classes de toxicantes e
toxinas naturais ou sintéticas (GUILLOUZO, 1998). Toxicidade hepatica, a nivel
celular e molecular, pode ser decorrente da interagcao especifica do toxicante com
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um componente celular fundamental (mitocondria, por exemplo) e consequente
modulagéo de sua fungdo (MEYER; KULKARNI, 2001).

A intoxicagdo por abamectina pode prejudicar a fungdo dos hepatdcitos.
Pesquisa realizada por Hsu et al. (2001) evidenciou elevag¢des dos niveis da enzima
aspartato aminotransferase (AST) no soro apods exposicao de ratos Wistar a
abamectina por gavagem, com doses entre 1 e 20 mg/kg de peso vivo. A atividade
maxima foi obtida com a dose de 20 mg/kg de peso vivo 1 hora apos a ingestao da
droga.

Mitocondrias sao organelas responsaveis pela sintese da quase totalidade do
ATP necessario a manutencgao da estrutura e fungao celular por meio da fosforilagéo
oxidativa. E 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 localizados na membrana
mitocondrial interna, denominada cadeia respiratoria (Complexos | a IV). Os elétrons
sao transferidos ao O,, reduzindo-o a H,O, etapa denominada de respiracao
mitocondrial. Este fluxo de elétrons também fornece energia livre, que esta acoplada
ao transporte de protons para o espacgo intermembranas. O fluxo dos prétons
transmembrana, no sentido dos seus gradientes de concentragdo, via canais
protéicos especificos, fornece energia livre para a sintese do ATP, que é catalisada
pelo complexo protéico localizado na membrana mitocondrial interna, denominado
ATP sintase (F,F{-ATPase), capaz de acoplar o fluxo de protons a fosforilagdo
oxidativa (NELSON; COX, 2002).

Evidéncias experimentais indicam que a mitocéndria representa um alvo
preferencial e critico para a agdo de drogas e toxinas (GARCIA et al.,, 2010;
MINGATTO et al., 1996; 2007). Existem xenobioticos capazes de inibir o fluxo de
elétrons pela cadeia transportadora de elétrons. Esta inibicdo provoca uma
diminuicdo na transferéncia de protons para o0 espago intermembranas,
comprometendo o funcionamento da enzima F,F-ATPase (BOELSTERLI, 2007),
além de inibir as vias metabdlicas que dependem da cadeia para a reoxidagao de
coenzimas (MARZZOCO; TORRES, 2007). Portanto, compostos que interagem com
as mitocdndrias prejudicando a eficacia do transporte de elétrons e a fosforilagdo
oxidativa, promovem grandes déficits de energia, levando a perda de fungdes vitais
importantes para a sobrevida das células e organismos.
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A escolha do agrotoxico abamectina como objeto deste estudo foi motivada
pelo uso extensivo na medicina veterinaria e em varias culturas agricolas, como
componente ativo de inseticidas, acaricidas e nematicidas disponiveis
comercialmente e pelo fato de que os estudos dos mecanismos de toxicidade da
abamectina se restringem em sua grande maioria ao sistema nervoso central. Outro
fato de grande importancia € que a intoxicagdo por abamectina pode provocar
perdas ao agronegocio, devido a queda no desempenho produtivo dos animais ou

até mesmo a perda de animais por morte.

1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivo geral

Determinar os efeitos da abamectina sobre mitocéndrias isoladas de figado
de rato considerando parametros relacionados a bioenergética, visando contribuir

para o conhecimento do mecanismo de agao toxica deste antiparasitario.

1.1.2 Objetivo especifico

Avaliar os efeitos da abamectina no consumo de oxigénio de mitocdndrias
isoladas de figado de rato (respiragcdo mitocondrial); nas atividades das enzimas
NADH desidrogenase e succinato desidrogenase presentes na cadeia respiratoria
nos complexos | e Il, respectivamente; no potencial elétrico transmembrana (AW); na
atividade da enzima F.,F-ATPase mitocondrial; na sintese de ATP e na

despolarizagao do potencial de membrana induzida por ADP.

1.2 Hipétese

A abamectina afeta a bioenergética de mitocéndrias isoladas de figado de

rato diminuindo a sintese de ATP e comprometendo a funcéao celular.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Avermectinas e Milbemicinas

As avermectinas e milbemicinas sédo lactonas macrociclicas produzidas pela
fermentacdo de actinomicetos do género Streptomyces presentes no solo. Com
atividades biologicas semelhantes, revolucionaram o controle antiparasitario e
antipesticida durante a ultima década (SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995).

As milbemicinas (Figura 1) (milb=acaro + myc=fungo + in=produto
farmacéutico) foram descobertas em 1973, por cientistas da Sankyo, com fungao
acaricida e inseticida, visando proteger as culturas (SHOOP; MROZIK; FISHER,
1995). Sao produzidas pela fermentacdo de Streptomyces hygroscopicus e
Streptomyces cyanogriseus, sendo a milbemicina D e a moxidectina, integrantes

principais desta classe de farmacos (TAKIGUCHI et al.,1980).

Milbemicina alfa; (A3) Ry5=CH; Milbemicina Oxima Rys ou CH; ou CH,CHj;
Milbemicina alfaz (A4) Rys=CH,CH;
Milbemicina D R25 = CH (CHa),

FIGURA 1 - Estruturas quimicas das milbemicinas (Fonte: FISHER; MROZIK, 1992).
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O potencial quimico das milbemicinas nao foi explorado até a descoberta das
avermectinas, com atividade acaricida, inseticida e nematicida, por cientistas do
laboratério Merck, em 1975 (EGERTON et al., 1980; OSTLIND; CIFELLI; LANG,
1979). A adicdo desta ultima propriedade possibilitou uma nova oportunidade no
tratamento de infecgdes por endoparasitas e infestagdes por ectoparasitas de
animais e humanos (SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995).

As avermectinas (a=sem + verme=verme + ecto=externo + in=produto
farmacéutico) pertencem a uma familia de 16 membros que apresentam semelhanca
estrutural aos antibidticos bacteriostaticos macrolideos e anti-fungicos polienos
macrociclicos. Apesar desta semelhancga, ndo desempenham tais atividades (BURG
et al., 1979; CAMPBELL et al., 1983; FISHER; MROZIK, 1989).

A fermentacao de Streptomyces avermitilis produz oito tipos de avermectinas:
A1a, A1b, Aza, Azb, B1a, Bib, Boa, € By (Figura 2), sendo que os tipos Aga, B1a, € Boa
sdo produzidos em maiores quantidades. Os compostos “A” possuem um radical
metoxi ligado ao carbono de numero 5 enquanto os compostos “B”, um radical
hidroxi; os do tipo 1 possuem dupla ligagédo entre os carbonos 22 e 23, sendo que 0s
do tipo 2, uma ligagao simples; o grupo “a” representa um radical butil (C4Hy) ligado
ao carbono 25 e o grupo “b”, um radical isopropil (C3H7) (FISHER; MROZIK, 1989).

FIGURA 2 - Estruturas quimicas das avermectinas naturais (Fonte: PITERNA et al., 2009).
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As avermectinas do tipo B4y sdo as mais importantes, devido ao amplo
espectro de acao antiparasitaria e eficacia elevada, e a separagao dos grupos B+, e
B, em escala industrial € inviavel, permitindo a fabricacdo e comercializacdo das
formulacbes como uma mistura dos grupos “a” e “b”, desempenhando atividade
bioldgica praticamente idéntica a observada em cada grupo isoladamente (SHOOP;
SOLL, 2002).

A diferencga estrutural principal entre as avermectinas e as milbemicinas é a
presenga de um grupo dissacarideo, encontrado no carbono de posigdo 13 do anel
macrolideo das avermectinas, sendo que esta posicdo ndo é substituida na
milbemicina (FISHER; MROZIK, 1992). As estruturas moleculares sdo sobreponiveis
(Figura 3), caracterizando as avermectinas como milbemicinas glicosiladas e as
milbemicinas como avermectinas deglicosiladas (SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995).

Avermectina

FIGURA 3 - Sobreposi¢cao das moléculas de milbemicina D e avermectina B;, (SHOOP; MROZIK;
FISHER, 1995).

O grupo das avermectinas é composto pela ivermectina, abamectina,
doramectina, eprinomectina e selamectina (McKELLAR; BENCHAOUI, 1996).
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2.1.1 Abamectina e ivermectina

De acordo com Chabala et al. (1980), a ivermectina € um derivado sintético
da abamectina (Figura 4). Suas estruturas quimicas diferem somente na ligacéo
entre os C-22 e C-23, onde a abamectina tem uma dupla ligagcdo e a ivermectina,
uma ligacao simples, com 2 atomos adicionais de hidrogénio. Ambas caracterizam
uma mistura de produtos homélogos B4, e By, diferentes entre si apenas na posi¢ao
do C-26, na qual B1s possui um metileno a mais. Estudos evidenciaram que os
componentes individuais possuem propriedades biologicas e toxicoldgicas
semelhantes, sendo considerados equivalentes (LANKAS; GORDON, 1989).

OCH;

OCH;

H¢” Mo

HsC
Abamectina B1a: R/R;, = —CH=CH— R;=C,H5
Abamectina B1b: R/R; = —CH=CH— R;=CHs;
Ivermectina H2B1a: R/R; = —CH,—CH,— R;=C,H5
Ivermectina H2B1b: R4R; = —CH,—CHy,— R;=CHs;

FIGURA 4 - Estruturas quimicas das abamectinas e ivermectinas (Fonte: WU et al., 2001).

A ivermectina foi descoberta e desenvolvida por meio de uma parceira
ocorrida no ano de 1973, entre o Instituto Kitasato, sob chefia do Dr. Satoshi Omura,
com a empresa Merck Sharp & Dohme Research Laboratories, cujo objetivo era

descobrir novas drogas para a saude animal. Em 1974, Omura e sua equipe
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isolaram amostras de solo japonés, localizado proximo a um campo de golfe em
Kawana, Cidade de Ito, Shizuoka, Jap&o. O extrato de Streptomyces avermectinius
presente na amostra mostrou ter atividade contra vermes parasitas em um modelo
experimental empregando camundongos. O composto foi denominado avermectina.
Estudos demonstraram, em 1975, a atividade da avermectina contra amplo numero
de vermes, aracnideos e insetos, sendo os primeiros trabalhos sobre a avermectina
e seus derivados (inclusive a ivermectina), publicados em 1979. A consagracao da
ivermetina ocorreu em 1981, com o lancamento do primeiro produto denominado
Ivomec®, contendo este principio ativo de amplo espectro, sendo empregado no uso
veterinario (OMURA, 2007).

A ivermectina é eficaz contra uma ampla gama de endo e ectoparasitas (que
acometem animais domésticos e selvagens) e sua alta poténcia permite formular
formas farmacéuticas eficazes com diferentes apresentagbes, tais como
administragao oral, injecao subcutanea ou distribuigcao transdérmica tépica (FISHER;
MROZIK, 1992). E a droga de escolha para bovinos, ovinos, caprinos, suinos e
equinos, devido ao amplo espectro de agdo, seguranga clinica e eficacia
(CAMPBELL; BENZ, 1984; CAMPBELL et al., 1983).

Em humanos, a ivermectina possui eficacia relevante no tratamento da
estrongiloidose (GROVE, 1983) e atualmente, é a droga de escolha para a
prevencao dos efeitos mais graves da infecgdo pelo nematodo filarial Onchocerca
volvulus, agente causador da doenga oncocercose, conhecida também como
cegueira de rio (TAYLOR; GREENE, 1989).

2.1.2 Agoes farmacologicas e toxicologicas

Diversos compostos da familia das lactonas macrociclicas foram avaliados
em ensaios de curto espectro de agao apos o langamento da ivermectina. Alguns
apresentaram eficacia contra determinadas espécies de parasitos. Entretanto, o
emprego de um composto que age apenas em uma espécie é desfavoravel em
relagdo a outro composto de amplo espectro. Assim sendo, principios ativos
eficientes contra o maior numero possivel de espécies de parasitos foram escolhidos
(SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995).

O mecanismo de acdo das lactonas macrociclicas ainda nao foi elucidado.

Esta dificuldade se deve as caracteristicas das drogas, tais como, atuar em
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diferentes organismos com sensibilidades distintas aos seus efeitos farmacoldgicos,
exercer suas atividades em diversos locais de acdo, bem como apresentar pouca
solubilidade em solucbes aquosas. Em experimentos distintos, respostas diversas
foram encontradas. Ao injetar as avermectinas diretamente em Ascaris suum,
ocorreu rapida paralisia sem rigidez e flacidez; na incubagdo com o nematdide vivo
Caenorhabditis elegans ocorreu paralisia rigida e na incubagdo com Haemonchous
contourtos, nao foram observados efeitos notaveis (TURNER; SCHAEFFER, 1989).

O primeiro mecanismo de ag¢ao proposto para as lactonas macrociclicas
sugere que estas drogas agem como agonistas do acido gama amino butirico
(GABA), aumentando a permeabilidade dos ions cloro (CI”), desencadeando
paralisia muscular e eventual morte do parasito (ALBERT et al., 1986; MELLIN;
BUSCH; WANG, 1983). Por este mecanismo, seria possivel explicar porque as
avermectinas ndo atuam sobre cestdodeos e trematdédeos uma vez que estes nao
possuem receptores GABA com alta afinidade para as avermectinas (SHOOP;
MROZIK; FISHER, 1995).

O comportamento cinético da abamectina é semelhante ao comportamento
descrito para varias formulagdes de ivermectinas. Entretanto, diferentes formulagdes
de ivermectinas genéricas, quando administradas em bezerros, desencadeiam
comportamentos cinéticos distintos, capazes de refletir na eficacia e persisténcia de
suas atividades antiparasitarias. Assim sendo, faz-se necessario um controle de
qualidade padronizado destas formulagcdes endectocidas, contribuindo para um uso
adequado e eficaz (LIFSCHITZ et al., 2004). A elucidacédo das vias pelas quais as
avermectinas atingem os parasitos localizados no tubo gastrointestinal é importante
para compreender a farmacodindmica destas drogas (LIFSCHITZ et al., 1999).

Outras propostas para o mecanismo de agdo das lactonas macrociclicas
também s&o sugestivas. Em 1987, Scott e Duce evidenciaram que, em gafanhotos
Schistocerca gregaria, os feixes musculares especificos que receberam apenas
inervagao excitatéria ndo sensiveis ao GABA, mostraram resposta irreversivel a
ivermectina. Outras pesquisas observaram que a ivermectina ndo atua em canais
GABA e sim em outros canais de cloro diferentes, quando empregaram um modelo
experimental com Ascaris suum (MARTIN; PENNINGTON, 1988).

As avermectinas possuem alto peso molecular e afinidade acentuada por
gorduras corporeas, além de um grande volume de distribuicdo (McKELLAR;

BENCHAOQUI, 1996). A baixa solubilidade destas em solugbdes aquosas faz com que
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veiculos que proporcionam lenta absorgéo (no local de aplicagdo da droga) sejam
empregados na tentativa de solubiliza-las, contribuindo para um efeito residual
prolongado (LO et al., 1985).

Em pesquisa realizada por Palma et al. (2006), na qual bovinos foram
tratados com abamectina por via oral, detectou-se residuos de abamectina em
maiores concentracdes nos tecidos do figado (apds sete dias de tratamento), depois
nos tecidos de gordura, rim e por ultimo, nas amostras de tecidos musculares.

As avermectinas, devido ao alto peso molecular, ndo atravessam facilmente a
barreira hematoencefalica (BHE). Geralmente n&o causam efeitos toxicos aos
animais devido a dificuldade de atuarem no sistema nervoso central (COURTNEY;
ROBERSON, 1995; LANKAS; GORDON, 1989). Casos de intoxicagdo podem
ocorrer se a dose ingerida pelo animal, por exposi¢cao acidental ou administragéo
contraria as recomendadas (MOORE, 1999), for capaz de penetrar a BHE
(ANDRADE; SANTAREM, 2002; MOORE, 1999). S&o farmacos contra-indicados em
casos de doengas que causam danos a BHE (NOBMANN; BAUER; FRICKER, 2001;
TRACY; WEBSTER, 2001), devendo ser empregadas com cuidado em pacientes
que fazem uso de agentes depressores do sistema nervoso central (TRACY;
WEBSTER, 2001). Bezerros com menos de quatro meses, roedores e coelhos
gestantes sao algumas espécies de animais que possuem maior susceptibilidade a
intoxicagao por farmacos desta familia (LANKAS; GORDON, 1989).

Ratos sdo empregados em diversos experimentos uma vez que servem como
bons modelos de laboratério para avaliar toxicidade animal, conforme estudos
desenvolvidos por Halley et al. (1992). Os destinos metabdlicos da abamectina e
ivermectina foram avaliados em diferentes espécies animais. Ambas sao
metabolizadas pelas mesmas vias de maneira qualitativa em bovinos, suinos, ovinos
e ratos. Nestes animais, os metabdlitos principais incluem os derivados 24-
hidroximetil (24-OHMe) ou 3”-O-desmetil (3”-ODMe). Metabdlitos nao identificados
menos importantes também foram observados em ratos e provavelmente em alguns
animais de outras espécies (HALLEY et al.,, 1992; MAYNARD; WISLOCKI; KU,
1989). Porém, as enzimas envolvidas ainda ndao foram descritas em qualquer
espécie. Esta informacdo ¢é util para determinar a relevancia de enzimas
responsaveis pelo metabolismo em outros animais, inclusive em seres humanos
(ZENG et al., 1996).
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Estudo prévio realizado por Hsu et al. (2001) demonstrou que a abamectina
provoca elevagao da atividade sérica da enzima aspartato aminotransferase (AST).
O aumento da concentragdo desta enzima reflete maior permeabilidade da
membrana plasmatica das células do parénquima hepatico, revelando danos (PLAA,;
HEWITT, 1982), sendo utilizada dessa maneira, na detecgao de efeitos deletérios ao
figado (KLAASSEN; EARTON, 1991). Ainda, Maioli et al. (2010) avaliaram os efeitos
in vitro da abamectina sobre hepatdcitos isolados de rato, com relagao a viabilidade
celular e parametros associados a bioenergética, e sugeriram que a abamectina
desencadeia toxicidade aos hepatocitos, induzindo a liberagcdo da alanina
aminotransferase (ALT) e da aspartato aminotransferase (AST), além de afetar a
sintese de ATP. A inibicdo da sintese de ATP em mitocbndrias isoladas de figado de
rato exercida pela abamectina e observada neste estudo indica uma capacidade do
farmaco em diminuir o potencial de fosforilagao oxidativa.

Intoxicagbes decorrentes do uso da abamectina podem ocorrer em seres
humanos. Estudos conduzidos por Chung et al. (1999) avaliaram, entre os meses de
setembro a dezembro de 1997, dezoito pacientes intoxicados por abamectina e um
unico, por ivermectina. A exposigao ocorreu na maioria dos casos devido a tentativa
de suicidio, sendo a ingestdo oral a via de exposicdo mais comum. Destes
pacientes, quatro ndo apresentaram sintomas, oito manifestaram sintomas leves
(apds ingestao de 4,2 a 67 mg/kg de abamectina, com ingestdo média de 23 mg/kg)
apo6s contato dérmico ou inalatorio. Sintomas graves ocorreram em sete pacientes
que receberam cuidados intensivos. Os principais sintomas foram coma,
insuficiéncia respiratéria e hipotensdo (apds ingestdo média de 11,7 mg/kg de
avermectina, sendo 15,4 mg/kg para ivermectina e 114,9 mg/kg de abamectina).
Apenas um paciente veio a o6bito por faléncia multipla dos érgdos. Os autores
concluiram que ingestdao de doses elevadas de avermectinas pode desencadear
sintomas graves e levar o individuo a morte.

Em 2009, Sung et al. relataram intoxicagdo provocada por ingestdo de dose
elevada de abamectina (414,2 mg/kg). Além da toxicidade ao sistema nervoso
central (em altas doses, a abamectina é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica), a intoxicacdo aguda desencadeou quadro de coma, mioclonia e
polineuropatia. As manifestacdes clinicas e severidade da intoxicacdo dependem da
quantidade ingerida sendo, portanto, dose-dependentes, ou seja, quanto maior a

dose ingerida, maior a severidade da intoxicagao com risco de morte.
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Estudo proposto por Andrew e Halley (1996) evidenciou que a ivermectina
nao é metabolizada no rumen de ovinos e bovinos uma vez que nenhum metabalito
foi detectado ao longo de 24 horas de incubacdes in vitro a 38°C, do componente
H.B1a de ivermectina marcado com tritio, no fluido ruminal.

A presenga de drogas antihelminticas no leite dos animais submetidos a
tratamento € um processo complexo que depende das caracteristicas fisico-
quimicas e interagbes de membranas, até obtengao de equilibrio reversivel da droga
entre o leite e o plasma sanguineo, caracterizando perfis similares entre estes dois
compartimentos (HENNESSY; ALVINERIE, 2002). A particao de drogas hidrofobicas
nos componentes do plasma desempenha um papel fundamental na distribuicao do
farmaco pelo organismo. No plasma sanguineo, 96% das lactonas macrociclicas
interagem com as lipoproteinas, sendo que 80 a 90% de ligam preferencialmente as
lipoproteinas de alta densidade (HDL). A abamectina, em comparagao com outras
lactonas macrociclicas, esta associada as lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL) (BASSISSI; ALVINERIE; LESPINE, 2004).

Em 2007, Cerkvenik-Flajs et al. avaliaram a cinética da disposicao de
abamectina no plasma sanguineo e no leite de ovelhas leiteiras apos administragao
subcutanea, empregando a dose terapéutica, e concluiram que, para garantir a
qualidade do leite ao consumidor, animais tratados com abamectina deveriam ser
retirados da cadeia alimentar por um periodo de um més apds o tratamento.

Cerca de 5% da dose administrada de lactonas macrociclias sdo excretadas
pelo leite devido as suas caracteristicas farmacocinéticas. Assim sendo, é proibido o
uso nas fémeas em lactacdo que fornecerem produtos para o consumo humano. A
recomendacgao para vacas gestantes € de uma administragdo em até 28 dias antes
do parto (ALVINERIE et al., 1994).

2.2 Mitocondrias

As mitocondrias s&o 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 didmetro, de 2 a 8 uyM de
comprimento e sdo responsaveis pela respiragéo celular (PIMENTEL, 2001).

Os avangos em técnicas de microscopia eletrébnica permitiram observar a

organizagao interna das mitocondrias. Palade (1952) e Sjoéstrand (1956) foram os
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primeiros autores a descrevé-las como estruturas compostas por sistemas de
membranas (FREY; MANELLA, 2000). O conhecimento atual permite dizer que a
mitocéndria é constituida por duas membranas distintas, denominadas membrana
mitocondrial externa e interna, definindo dois compartimentos, 0 espaco
intermembranas e a matriz mitocondrial (PIMENTEL, 2001).

A membrana mitocondrial externa possui superficie menor, sendo constituida
principalmente por fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (DAUM, 1985). E
permeavel, permitindo a passagem dos substratos da cadeia respiratoria
(WALLACE; STARKQV, 2000), de pequenas moléculas (Mr < 5000) e ions que se
deslocam facilmente por meio de canais transmembrana, formados por uma familia
de proteinas integrais denominadas porinas (NELSON; COX, 2002), 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 regulatorias da viabilidade celular, como o citocromo c¢ e o fator indutor de
apoptose (FREY; MANNELLA, 2000).

A  membrana mitocondrial interna ¢é formada por fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e cardiolipina (DAUM, 1985). E impermeavel & maioria das
moléculas pequenas e ions, sendo necessaria a presenga de transportadores
especificos para que outras espécies quimicas possam atravessa-la (NELSON;
COX, 2002). E permeavel ao oxigénio molecular, diéxido de carbono, éxido nitrico e
agua. Apresenta muitas invaginagbes ou cristas mitocondriais, recentemente
reconstruidas tridimensionalmente, caracterizando grande complexidade (FREY;
MANNELLA, 2000). Nestas cristas, localizam-se os componentes da cadeia
respiratoria e a ATP sintase (NELSON; COX, 2002).

A membrana interna mitocondrial também é impermeavel ao NAD" e NADH. A
oxidacdo do NADH citosodlico ndo pode ocorrer diretamente na cadeia transportadora
de elétrons necessitando assim, de um sistema denominado langadeira malato-
aspartato. Neste sistema, o NADH proveniente do citosol transfere seus
equivalentes redutores ao oxaloacetato citosélico, originando malato (em uma
reacao catalisada pela enzima malato desidrogenase citosoélica), que atravessa a

membrana mitocondrial interna e é oxidado a oxaloacetato, ao transferir seus
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equivalentes redutores ao NAD®, formando NADH, pela agdo da malato
desidrogenase matricial (Figura 5) (NELSON; COX, 2002).

FIGURA 5 - Representagdo simplificada da langadeira malato-aspartato. O malato é transportado
para a matriz mitocondrial (seta azul) e o oxaloacetato & regenerado no citosol (seta
vermelha tracejada) (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

Nos musculos esqueléticos e cérebros de mamiferos, o NADH proveniente do
citoplasma entra na cadeia respiratéria localizada na membrana interna da
mitocdndria por meio da langadeira do glicerol-3-fosfato (Figura 6). Neste sistema, o
NADH citosolico reduz diidroxiacetona fosfato a glicerol 3-fosfato, em uma reagao
catalisada pela enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase, que contém FAD como
grupo prostético. Em seguida, a diidrohidroxicetona é regenerada, produzindo
FADH,, que doa seus elétrons a coenzima Q. Cada NADH origina apenas 2 ATP
(MARZZOCO; TORRES, 2007).
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FIGURA 6 - Representagao da langadeira glicerol-3-fosfato (Fonte: NELSON; COX, 2002).

Outros compostos como ATP e ADP atravessam a membrana interna
mitocondrial por meio de um sistema de transporte denominado adenina nucleotideo
translocase (ANT) ou translocador de ADP/ATP. Esta translocase € uma proteina de
membrana muito abundante, correspondendo a 15% do conteudo protéico da
membrana mitocondrial interna e permite a troca de uma molécula de ATP da matriz
mitocondrial por uma molécula de ADP proveniente do citosol. O ATP sintetizado,
transportado ao citosol, sera utilizado na maioria dos processos que consomem
energia. Um composto capaz de inibir esta translocase € o atractilosideo (glicosidio
toxico extraido de uma espécie de erva daninha existente em pastagens), capaz de
bloquear a fosforilagcdo oxidativa por falta de substratos. Outra translocase muito
importante é a fosfato translocase que catalisa o cotransporte (simporte) de fosfato
inorganico (Pi) e ions H* provenientes do espacgo intermembranas para a matriz
mitocondrial. Estes dois sistemas (Figura 7) em conjunto fornecem os substratos
ADP e Pi a ATP sintase, permitindo assim, a sintese de ATP (MARZZOCO;
TORRES, 2007).
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FIGURA 7 - Translocador de ADP/ATP (1) e fosfato translocase (2). (Fonte: MARZZOCO; TORRES,
2007).

A matriz mitocondrial contém acidos nucléicos (PIMENTEL, 2001), enzimas
pertencentes ao ciclo do acido citrico, a via da B-oxidagdo dos acidos graxos, o
complexo da piruvato desidrogenase e as vias de oxidagdo dos aminoacidos, exceto
a glicdlise, que ocorre no citosol (NELSON; COX, 2002).

MitocOndrias sdo responsaveis pela conversao da energia liberada pelo
transporte de elétrons e armazenamento como energia de ligagdo na molécula de
ATP. Esta energia armazenada é utilizada pelas células para realizar trabalhos
mecanicos, de transporte ou de biossintese (MEYER; KULKARNI, 2001).

Em mamiferos principalmente, o mecanismo patogénico de algumas
toxicidades envolve uma disfuncdo mitocondrial, especialmente se o 6&rgéo
acometido for o figado (AMACHER, 2005; SZEWCZYK; WOJTCZAK, 2002),
diminuindo os niveis de ATP celulares, podendo desencadear morte celular por
necrose ou apoptose (NICOTERA; LEIST; FERRANDO-MAY, 1998; SZEWCZYK;
WOJTCZAK, 2002; WALLACE; STARKOQV, 2000).

2.2.1 Cadeia transportadora de elétrons ou cadeia respiratéria

A cadeia respiratéria (Figura 8) é constituida por uma série de transportadores
de elétrons (geralmente proteinas integrais de membrana) que atuam
sequencialmente (NELSON; COX, 2002). 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).
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Os quatro complexos (I, Il, 1l e IV) da cadeia respiratéria se localizam nas
cristas da membrana mitocondrial interna. Os complexos | e |l catalisam a
transferéncia de elétrons para a ubiquinona por meio de dois doadores diferentes: o
NADH (complexo I) e o succinato (complexo IlI). O complexo Il transporta os elétrons
da ubiquinona ao citocromo ¢ e o complexo IV, por sua vez, transfere os elétrons do
citocromo c para um aceptor final, ou seja, o oxigénio, reduzindo-o a agua
(NELSON; COX, 2002).

FIGURA 8 - Modelo esquematico do fluxo de elétrons, provenientes do NADH ou do succinato, por
meio dos complexos |, I, 1ll e IV da cadeia respiratéria, até o oxigénio. C: citocromo c; Q:
coenzima Q (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

2.2.1.1 Complexo |

O complexo |, denominado NADH-ubiquinona oxido-redutase (Figura 9), esta
presente na cadeia respiratdéria mitocondrial e € constituido por um complexo
estrutural enzimatico, composto por 42 cadeias polipeptidicas diferentes (NELSON;
COX, 2002).
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FIGURA 9 - Complexo | (NADH-ubiquinona 6xido-redutase) (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

O complexo | contém a FMN (flavina mononucleotideo), um derivado da
vitamina riboflavina, capaz de receber dois protons e dois elétrons doados pelo
NADH (proveniente de varias reagbes metabdlicas), originando a forma reduzida
FMNH,. Este processo ocorre quando a forma oxidada do FMN reage com um
proton e um elétron originando a forma semiquinona (FMNH®), um radical livre, que
reage com mais um préton e um elétron, gerando a forma reduzida FMNH, (Figura
10) (MARZZOCO; TORRES, 2007).

FIGURA 10 - Estruturas quimicas da flavina mononucleotideo. A reagédo da forma oxidada (FMN) com
um préton e um elétron origina a forma semiquinona (FMNH®) que incorpora mais um
préton e um elétron, gerando a forma reduzida (FMNH,) (Fonte: MARZZOCO; TORRES,
2007).
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A reacgao processada na oxidagdo do NADH é:

NADH + H" + FMN — NAD® + FMNH;

(complexo 1)

A redugdo do FMN permite a passagem de um préton da matriz para o
espaco intermembranas. Em seguida, os elétrons do FMNH, sao transferidos aos
centros ferro-enxofre e destes, para a ubiquinona ou coenzima Q, deixando o
complexo | (MARZZOCO; TORRES, 2007).

Os centros ferro-enxofre (Fe-S) (Figura 11) sao formados por ions de ferro e
enxofre e estdo presentes nos complexos I, Il e lll. Apresentam configuracdes
variadas (Fe-S, Fe»-S,, Fes-S4) e geralmente estdo ligados aos residuos de cisteina,
presentes nas cadeias polipeptidicas. Estes centros ndo recebem prétons, sendo
basicamente transportadores de elétrons que sao recebidos e doados pelo ion ferro,
cuja valéncia varia entre Fe** e Fe** (MARZZOCO; TORRES, 2007).

FIGURA 11 - Representagdo do centro ferro-enxofre do tipo Fes,-S, (Fonte: MARZZOCO; TORRES,
2007).

A ubiquinona tem caracteristica hidrofébica, permitindo sua mobilidade na
fase lipidica da membrana mitocondrial interna (MARZZOCO; TORRES, 2007). A
ubiquinona recebe apenas um elétron inicialmente, originando um radical livre
denominado semiquinona (FREITAS, 2006).
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Posteriomente, este intermediario recebe outro elétron, gerando o ubiquinol
(QH,) (Figura 12). O fluxo dos dois elétrons para o ubiquinol permite o bombeamento
de quatro H" da matriz mitocondrial para o espaco denominado intermembranas,
compreendido entre a membrana mitocondrial interna e a externa. O complexo |
contribui com a formagédo do gradiente de prétons, atuando como uma bomba de
prétons movida pelas reagdes redox, uma vez que sao retirados protons da matriz e
introduzidos no espaco intermembranas (MARZZOCO; TORRES, 2007).

FIGURA 12 - Representacao das formas da coenzima Q. Ao receber um préton e um elétron, a
ubiquinona (Q) gera a semi-ubiquinona (QH") que, ao reagir com mais um préton e um
elétron, origina a forma reduzida ubiquinol (QH,) (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

O complexo | pode ser inibido por inibidores n&o especificos (compostos que
inibem as desidrogenases) ou por inibidores especificos, que interagem com uma
subunidade do complexo. Um desses inibidores especificos € a rotenona. A
rotenona é um composto que ocorre naturalmente, altamente téxico, muito utilizado
como instrumento experimental para estudar o papel da mitocéndria na toxicidade
de xenobioticos. Inibe seletivamente o complexo | (NADH: ubiquinona
oxidoredutase), bloqueando a cadeia transportadora de elétrons e rapidamente
depletando o fornecimento de energia celular. Sua caracteristica comum é uma
semelhancga estrutural a ubiquinona (um aceptor fisiolégico de elétrons), ou seja,
contém uma cabega ciclica e uma cauda hidrofobica (BOELSTERLI, 2007).

Outros inibidores do complexo |, capazes de bloquear o transporte de elétrons
do NADH para a ubiquinona, sdo o amital e o antibiético piericidina A (ESPOSTI,
1998; LUMMEN, 1998).
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2.2.1.2 Complexo Il

O complexo Il (Figura 13) contém a enzima succinato desidrogenase, Unica
enzima do ciclo de krebs ligada a membrana mitocondrial interna, responsavel pela
oxidagao do succinato a fumarato, cujos elétrons e prétons passam para o FAD,
reduzindo-o a FADH, (NELSON; COX, 2002). Os elétrons do FADH; passam pelos
centros Fe-S, sendo transferidos a ubiquinona. Uma vez que os centros Fe-S nao
recebem protons, estes sdo devolvidos a matriz mitocondrial (MARZZOCO;
TORRES, 2007).

FIGURA 13 - Complexo Il (succinato-ubiquinona oéxido-redutase) (Fonte: MARZZOCO; TORRES,
2007).

De acordo com Luciani (1971), a estrutura quimica sintética 2-
tenoiltrofluoroacetona é um inibidor especifico do complexo Il. Interage com um dos
centros Fe-S do complexo Il e bloqueia a transferéncia de equivalentes redutores a
partir de FAD (MEYER; KULKARNI, 2001)

2.2.1.3 Complexo lll
Neste complexo, denominado complexo dos citocromos bcs ou ubiquinona-

citocromo ¢ oxidoredutase, o ubiquinol transfere seus elétrons para o citocromo c,

com transporte de protons da matriz para o espacgo intermembranas. O citocromo c é
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uma proteina soluvel e o seu grupo heme aceita um elétron do complexo i,
movendo-se em diregdo ao complexo IV para doar o elétron a um centro de cobre
binuclear nessa enzima (NELSON; COX, 2002).

O acoplamento do transporte de elétrons a translocacdo de protons pelo
complexo Ill ocorre em duas etapas (Figura 14), sendo denominado ciclo Q. Na
primeira etapa, o ubiquinol (QH;) perde um elétron e em préton, originando o radical
semi-ubiquinona (QH®), sendo que o elétron segue o caminho QH, — Fe-S —
citocromo ¢; — citocromo ¢ e o préton H* é liberado no espaco intermembranas. O
radical QH® transfere seu elétron aos citocromos b e promove a extrusdo do proton,
convertendo-se em sua forma oxidada, a ubiquinona (Q), que se desloca ao sitio
catalitico interno (seta pontilhada), recebendo novamente o elétron do citocromo bse;
e reagindo com um H* da matriz, recuperando QH®. Na segunda etapa, outra
molécula de ubiquinol realiza o mesmo trajeto descrito acima até a passagem do
elétron para os citocromos b e formagao de ubiquinona, que sai do complexo Ill e
retorna a bicamada lipidica (seta pontilhada). Em seguida, o elétron é transferido do
citocromo bse, para o radical QH® formado na primeira etapa e regenera QH,, com
consumo de um H* da matriz mitocondrial. A segunda molécula de citocromo ¢, ao
se reduzir, promove a extrusdo de mais dois H*, consome outro H* da matriz,
regenera a molécula de QH; consumida e produz a forma oxidada, ubiquinona,
capaz de receber novamente elétrons dos complexos da cadeia que a antecedem
(MARZZOCO; TORRES, 2007).
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FIGURA 14 - Modelo representativo do ciclo Q (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

A reducdo do citocromo ¢ e a oxidagdo do ubiquinol no complexo Il

promovem a retirada de dois protons da matriz e bombeia quatro prétons para o

espacgo

caracterizam o ciclo Q sao:
Primeira etapa
QH, — QH°

cit ¢ (Fe*) — cit ¢ (Fe*")

1 H® matriz — 2 H* exterior

intermembranas (MARZZOCO; TORRES, 2007). As

reacbes que

Segunda etapa

QH, - Q
QH* — QH;
cit ¢ (Fe**) — cit ¢ (Fe*)

1 H® matriz — 2 H* exterior

Final: QH, + 2 cit ¢ (Fe®*) + 2H " matriz — Q + 2citc (Fe?*) + 4 H* exterior
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O mixotiazol e a antimicina A s&o inibidores do complexo Ill. O mixotiazol
provém da bactéria Myxococcus fulvus e bloqueia a oxidagdo do ubiquinol. A
antimicina A, um antibiético produzido por varias espécies de fungos Streptomyces,
inibe a transferéncia do elétron do grupo heme b para a molécula de quinona ou
semiquinona (WALLACE; STARKOQOV, 2000).

2.2.1.4 Complexo IV

O complexo IV ou citocromo-oxidase € uma proteina contida na membrana
mitocondrial interna que contém 13 subunidades. Transporta dois elétrons do
citocromo ¢ para um aceptor final, o oxigénio molecular, reduzindo-o a agua
(NELSON; COX, 2002).

Nos eucariotos, a proteina que compde o complexo IV constitui um dimero,
sendo que cada monémero contendo 13 subunidades protéicas e estdo associados
a dois grupos heme (tipo a e a3) e trés ions de cobre, organizados em dois centros,
denominados Cua/Cua (contendo dois ions de cobre) e Cug (contendo um ion de
cobre). Estes ions se alternam entre os estados de oxidagdo Cu®** e Cu*. O grupo
heme a3 e o centro Cug sdo muito proximos, originando o centro ativo no qual o
oxigénio é reduzido a agua (MARZZOCO; TORRES, 2007).

No complexo IV (Figura 15), os elétrons sdo transferidos do citocromo c para
o centro Cup, do heme a para o heme as-centro Cug € em seguida, para o O,. Para
cada quatro elétrons que atravessam este complexo, ha o consumo pela enzima, de
quatro H+ da matriz, convertendo o oxigénio (O2) em duas moléculas de agua. A
energia dessa reagdo redox é utilizada para bombear um proton ao espaco
intermembranas para cada elétron transportado, aumentando o potencial
eletroquimico gerado pelo transporte de protons através dos complexos | e llI,
induzidos pelas reacdes redox (NELSON; COX, 2002).
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FIGURA 15 - Complexo IV (citocromo ¢ oxidase) (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

O complexo IV contribui para o gradiente de prétons e utiliza em torno de 95%
de todo o oxigénio consumido pelo organismo humano, produzindo cerca de 300 mL
de H,0 diariamente (MARZZOCO; TORRES, 2007). A reagao de reducao de quatro

elétrons do oxigénio e oxidagédo de quatro moléculas de citocromo c reduzido é:
4 Git ¢ (reouziao) + 4H" + 02 — 43it ¢ (oxigasn) *+ 2 H2O

A reducdo de quatro elétrons do O, ndo pode gerar intermediarios
incompletamente reduzidos, como peroxido de hidrogénio e radicais hidroxil livres,
espécies reativas capazes de danificar os componentes celulares. Os intermediarios
ficam ligados ao complexo IV até serem completamente convertidos em agua
(NELSON; COX, 2002). Entretanto, evidéncias indicam que ha formag&o do radical
superoxido nos complexos | e Ill devido a reagdo da forma semiquinona da
coenzima Q ou do FMN com o oxigénio. Este processo se intensificaria na falta de
ADP, quando o gradiente eletroquimico aumenta. Uma inibigdo na cadeia
transportadora de elétrons desencadearia um aumento na meia-vida de
intermediarios com elétrons desemparelhados, capazes de reduzir oxigénio
molecular a ions superéxidos. A redugao parcial do oxigénio molecular, por adigao
de um elétron, gera ion superéxido que reage com outro elétron, originando o ion
peréxido que protona-se gerando peroxido de hidrogénio. Este, embora ndo seja um
radical livre, € um potente oxidante podendo gerar um radical muito reativo, o hidroxil
(MARZZOCO; TORRES, 2007).
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A cadeia transportadora de elétrons é considerada a maior fonte endégena de
espécies reativas de oxigénio, além dos peroxissomos, reticulo endoplasmatico e
células do sistema imunoldgico (onde a produgdo é fundamental para combater
agentes agressores externos como as bactérias, por exemplo). Estas espécies
reativas interagem com proteinas e DNA modificando suas estruturas e com lipidios,
transformando-os em peréxidos, por reacdo com duplas ligacbes pertencentes as
moléculas dos acidos graxos componentes das membranas, podendo desencadear
lise celular (MARZZOCO; TORRES, 2007).

Compostos classicos inibidores deste complexo incluem o cianeto, a azida e o
monodxido de carbono (CO). Os dois primeiros se ligam a forma férrica do citocromo
as, de maneira ndo competitiva ao oxigénio, e o CO liga-se a forma ferrosa,
competindo com o oxigénio (WALLACE; STARKOV, 2000).

2.2.1.5 Complexo V ou F,F{-ATPase

O complexo V ou F,F{-ATPase possui duas estruturas protéicas distintas,
sendo F, uma porgdo transmembrana através da qual os prétons H* retornam para
o interior da matriz mitocondrial e F4, uma proteina periférica que permite a sintese
ou hidrélise de ATP (JUNGE; LILL; ENGELBRECHT, 1997). A letra o subscrita em
Fo significa sensivel a oligomicina (NELSON; COX, 2002) e o numero 1 em F4 se
refere ao nome a esta porgédo de fator de acoplamento 1 (MARZZOCO; TORRES,
2007).

O modelo proposto para a ATP sintase (Figura 16) provém da Escherichia
coli. A porgao F4 é formada por subunidades as, 3 y, O e €, projetando-se para a
matriz mitocondrial, sendo que as seis subunidades maiores (irés a e trés )
alternam-se em um circulo ao redor da subunidade y que, por sua vez, associa-se a
subunidade €. O hexdmero as-f3interage com a subunidade 8. A porgao F, contém
as subunidades a, b e c¢1o e esta inserida na membrana interna. As 10 subunidades ¢
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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 porgdes ocorre por meio de um eixo
central, formado por subunidades y-¢ € por um eixo lateral, contendo as subunidades
0- b,. Na porcao F, existem canais de passagem de protons (entrada e saida) e na
porcao Fq, ocorre a sintese de ATP por meio de trés sitios ativos, presentes um em
cada unidade B, junto a uma interface a/f (MARZZOCO; TORRES, 2007).

FIGURA 16 - FoF1-ATPase (Fonte: MARZZOCO; TORRES, 2007).

Os inibidores da F,F{-ATPase s&o a oligomicina, antibidtico isolado da
espécie Streptomyces diastochromogenes e o diciclohexilcarbodiimida (DCCD)
(SOPER; PEDERSEN, 1976). Ambos reagem covalentemente com a subunidade ¢
de F,, bloqueando o fluxo de prétons e inibindo a atividade da F,F¢-ATPase
(SOPER; PEDERSEN, 1976) e consequentemente, a sintese de ATP. Uma vez que
os processos de sintese de ATP e transporte de elétrons sdo acoplados, o bloqueio
de um deles reflete imediatamente no outro, ou seja, interrompe a sintese de ATP e
o0 consumo de oxigénio, indicando interrupgdo no transporte de elétrons na cadeia

respiratoria.
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2.2.1.6 Fosforilagao oxidativa

Conforme a teoria quimiosmotica proposta por Mitchell, associada a hipotese
do acoplamento conformacional de Boyer, a passagem de elétrons na cadeia
respiratoria, através dos complexos |, lll e IV permite a ejegdo de protons da matriz
para o espaco intermembranas, originando um gradiente eletroquimico de prétons
(Figura 17). A energia livre liberada pelo retorno destes protons (através do canal de
prétons localizados na porgao F, da enzima F,F-ATPase) a matriz mitocondrial,
promove uma alteragdo conformacional nos sitios cataliticos localizados na porgcao
F1 desta enzima, liberando o ATP formado a partir de ADP e Pi (BOYER et al., 1973;
MITCHELL, 1961).

= = = Nl -
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FIGURA 17 - Esquema representativo do o transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa (Fonte:
MARZZOCO; TORRES, 2007).

Em 1955, Chance e Williams descreveram a cinética de 6xido/redugao dos
componentes da cadeia respiratdéria mitocondrial e definiram os conceitos
operacionais do estado metabdlico mitocondrial e controle respiratério. Em estudos
desenvolvidos no ano seguinte, os pesquisadores desenvolveram o método
polarografico para medir a fosforilagdo oxidativa, estabelecendo cinco condigdes ou
estados, capazes de controlar a velocidade da respiragao mitocondrial. O estado 1 é
caracterizado pela auséncia de ADP e substrato respiratério; o estado 2 é aquele no
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qual o substrato respiratorio € o fator limitante da respiragdo; o estado 3 contém
todos os componentes em concentracbes adequadas, sendo a velocidade de
fosforilagdo do ADP o fator limitante; o estado 4 (basal), no qual a respiragao é
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,F1-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 prétons para o
espacgo intermembranas, com o objetivo de manter o gradiente eletroquimico de
prétons semelhante ao gradiente proporcionado pela oxidagdo de substratos
oxidaveis na cadeia respiratéria (BRACHT; ISHII-IWAMOTO; SALGUEIRO-
PAGADIGORRIA, 2003).

A atividade ATPasica (fosfohidrolase) da F,F1-ATPase pode ser medida pela
quantidade de fosfato liberado utilizando mitocéndrias isoladas de figado de rato
intactas, desacopladas com CCCP ou mitocéndrias rompidas. Nestas trés
preparagdes distintas, diferentes fatores controlam a atividade da F,F1-ATPase e os
resultados obtidos nos experimentos permitem avaliar o efeito de drogas ou
inibidores especificos, auxiliando na elucidagdo dos mecanismos de acao destas
substancias. Assim sendo, em mitocOndrias intactas, a atividade ATPasica da F.F+-
ATPase é controlada retroativamente pelo potencial eletroquimico de prétons e a
velocidade de hidrélise de ATP deve ser lenta, decorrente apenas da compensagao
de um pequeno escoamento natural de prétons que retornam a matriz mitocondrial.
Em mitocéndrias intactas desacopladas, a velocidade de catalise de ATP pela F,F4-
ATPase dependera apenas da capacidade desta enzima em hidrolisar ATP e da
velocidade de troca de ADP por ATP pelo translocador de ADP/ATP. Assim sendo,
Inibidores especificos da F,F4-ATPase (oligomicina) ou do translocador de ADP/ATP
(atractilosideo) promovem diminuigdo da velocidade de hidrolise de ATP. Ja em
mitocdndrias rompidas, o ATP passa a ter livre acesso a F,F-ATPase e a
velocidade de hidrélise de ATP dependera exclusivamente de sua propria atividade.
Portanto, somente substéncias que agem diretamente sobre esta enzima poderao
promover inibicdo da atividade ATPasica (BRACHT; ISHII-IWAMOTO; SALGUEIRO-
PAGADIGORRIA, 2003)..
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2.2.1.7 Desacopladores da fosforilagao oxidativa

Desacopladores sao substancias hidrofébicas capazes de atravessar a
membrana mitocondrial interna transportando prétons provenientes do espaco
intermembranas (atividade denominada protonoforética) até a matriz mitocondrial.
Dessa maneira, impedem a formacao do gradiente de prétons com dissipacao da
energia, na forma de calor, que seria empregada na sintese de ATP. O transporte
dos elétrons na cadeia torna-se energeticamente mais favoravel (pela falta de
transporte de protons contra este gradiente) e sua velocidade aumenta, aumentando
a velocidade de consumo de oxigénio (MARZZOCO; TORRES, 2007).

Os representantes desta classe incluem o 24-dinitrofenol (DNP), o
carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenilhidrazona  (FCCP) e  carbonilcianeto-m-
clorofenilhidrazona (CCCP), todos acidos lipofilicos fracos, capazes de transportar
prétons através da membrana mitocondrial interna e desfazer o gradiente necessario
a sintese de ATP. Trabalhos desenvolvidos anteriormente evidenciaram outras
substancias com capacidades desacopladoras como ion6foros (KADENBACH, 2003;
WALLACE; STARKOQOV, 2000) e antiinflamatérios nao-esteroidais, dentre eles, o
diclofenaco de sodio, acido mefenamico e a nimesulida (CAPARROZ-ASSEF et al.,
2001; MINGATTO et al., 1996; 2000).

2.3 Generalidades Sobre o Figado e Hepatotoxicidade

Varios fatores contribuem para a toxicidade quimica do figado, tornando-o
orgao alvo de varias classes de toxicantes e toxinas naturais, devido a sua funcéo
principal na biotransformacédo de substancias exdégenas (xenobidticos). Hepatdcitos
entram em contato com xenobidticos administrados oralmente sem sofrerem
alteracao sistémica ou diluicdo, chegando ao figado pela veia porta, que traz o
sangue pobre em oxigénio, mas rico em nutrientes provenientes do trato
gastrointestinal. Nos hepatdcitos, o processo metabdlico de biotransformacao destes
xenobidticos hidrofébicos pode gerar metabdlitos ativos toxicos ndo acoplados as
reagcdes conjugadas protetoras, responsaveis por transforma-los em substancias
hidrofilicas, capazes de serem eliminadas mais facilmente do organismo pela
excrecdo renal (MEYER; KULKARNI, 2001). Os hepatocitos possuem, entretanto,

mecanismos de defesa capazes para combaté-los e o resultado entre a bioativacéo,
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desintoxicacdo e mecanismos de defesa que evidencia se um composto
desencadeia ou néo toxicidade (GOMEZ-LECHON et al., 2001).

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

As hepatotoxicidades induzidas quimicamente sdo causadas por substancias
capazes de provocar danos aos hepatécitos, denominadas hepatotoxicantes. Drogas
hepatotdxicas intrinsecas dependem da relagao dose-resposta, enquanto danos ao
figado causados por hepatotoxicantes idiossincraticos, da susceptibilidade individual
e resultam de reacgdes de hipersensibilidade ou conversdes metabdlicas nao usuais,
as quais podem acontecer devido ao polimorfismo no gene metabdlico de farmacos
(MEYER; KULKARNI, 2001).

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

A Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Campus
Experimental da UNESP de Dracena certificou que os procedimentos utilizando
animais estdo de acordo com os “Principios Eticos na Experimentacdo Animal’
(Protocolo no. 03/2010).

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
numero maximo de quatro animais por caixa, com cobertura metalica e serragem de
madeira. As caixas plasticas, com dimensdes (CxLxA) 41x34x16 cm, foram
armazenadas sob temperatura controlada de aproximadamente 22°C e os animais
receberam alimento e agua ad libitum, seguindo recomendagdes do Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals - Institute for Laboratory Animal Research. Os
animais nao receberam tratamento prévio até o momento da decaptagdo uma vez
que os experimentos com a abamectina foram realizados in vitro, empregando

mitocdndrias isoladas do figado.
3.3 Reagentes

Em todos os ensaios, reagentes de alto grau analitico disponiveis
comercialmente foram empregados e as solugdes foram preparadas com agua ultra-
filtrada em sistema purificador Millipore DirectQ-3° (Milli-Q®). As substancias
lipofilicas, incluido a abamectina, foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO).

3.4 Abamectina

Abamectina foi gentiimente cedida pela empresa OURO FINO
AGRONEGOCIOS, contendo 92% de avermectina By, e 8 % de avermectina Byp.
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Considerando-se dados preliminares de testes realizados no laboratério, as doses
selecionadas e empregadas nos experimentos in vitro foram de 5, 10, 15 e 25 uM.

3.5 Isolamentos de Mitocondrias Intactas e Preparagcdao de Mitocondrias
Rompidas

O método da centrifugacao diferencial (PEDERSEN et al., 1978) foi aplicado
no isolamento das mitocéndrias provenientes de ratos Wistar machos, com 180-200
g, anestesiados com éter e eutanasiados por decaptacdo em guilhotina. A exposigao
do figado ocorreu mediante incisdo bilateral na cavidade abdominal, com remog¢ao
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 suspenséo
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 mitocéndrias rompidas foram obtidas a partir das intactas isoladas, por
meio de choque térmico, apds trés ciclos consecutivos de congelamento 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 avaliagdo das

atividades enzimaticas mitocondriais em um periodo maximo de 3 horas.
3.6 Determinagoes das Proteinas Mitocondrias
As proteinas mitocondrias foram determinadas espectrofotometricamente,

empregando-se a reagao do biureto, conforme Cain e Skilleter (1987). Uma aliquota

de 10 uL da suspensio mitocondrial foi solubilizada em 100 uL de acido deoxicélico
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5% (m/v), seguido de 1390 uL de agua Milli-Q® e 1500 pL de reagente Biureto 0,15%
(m/v). A concentracao de proteina foi determinada em comprimento de onda de 540
nm por meio da curva de calibragdo com a albumina de soro bovino (BSA) como

padrao, preparada nas mesmas condi¢cdes das amostras.
3.7 Determinagao do Consumo de Oxigénio

O consumo de oxigénio por mitocdndrias 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 respiratorios foram determinados
conforme Chance e Willians (1955). As mitocéndrias intactas (1mg/mL) foram
incubadas sob agitagdo (volume final de 1 mL), em uma camara fechada e
termostatizada a 30°C, no meio de respiragdo contendo sacarose 125 mM, KCI 65
mM e HEPES-KOH 10 mM, acrescido de EGTA 0,5 mM e K;HPO4 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 pM + ascorbato 3 mM. Diferentes concentragdées (5, 10, 15 e 25 yuM) da
abamectina foram adicionadas e as 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 respiragdo do

estado 3 teve inicio apds a adicao de 400 nmols de ADP.

3.8 Determinagoes 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, Ishii-lwamoto e
Salgueiro-Pagadigorria  (2003), utilizando espectrofotdmetro modelo DU-800
(Beckman Coulter, Fullerton, CA). O meio de reagdo (volume final de 1,5 mL)
continha TRIS 20 mM, pH 7,4 e antimicina A 1 pM. Mitocéndrias rompidas (0,2
mg/mL) foram acrescidas, juntamente com diferentes concentracbes de abamectina
(5, 10, 15 e 25 pM), NADH 1 mM ou succinato 10 mM e ferricianeto de potassio 0,4
mM, como aceptor de elétrons. A quantidade de ferricianeto reduzido foi
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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 extingao molar do ferricianeto de 1,04 mM™,
3.9 Determinagao do Potencial Elétrico de Membrana Mitocondrial (AW)

O potencial elétrico de membrana das mitocondrias intactas foi determinado
em espectrofluorimetro modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo, Jap&o), monitorando-
se as variagdoes de fluorescéncia promovida pela captagdo de safranina O, nos
comprimentos de onda de 505 e 535 nm para excitagao e emissao, respectivamente.
As mitocbndrias intactas (1 mg/mL) foram incubadas a 30°C em meio de reagéo
(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 + malato 5 mM ou succinato 5 mM (acrescido de rotenona 2,5
MM). A abamectina foi testada na concentragdo de 25 uM. Os resultados foram
expressos como porcentagem em relagdo a fluorescéncia da amostra controle, ou

seja, sem adicdo de abamectina.
3.10 Quantificagao de ATP Mitocondrial

O meétodo 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
reacao (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 concentragdes (5, 10, 15 e 25 yM) de abamectina foram
adicionadas, além da suspensdo mitocondrial intacta (1mg/mL). Apos
homogeneizagdo, 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. Apds a centrifugacao,
foram coletados 100 yL de cada amostra e neutralizados (pH=7,0) com KOH 2 M,
seguido da adigéo de Tris-HCI 100 M, pH 7,8 (volume final de 1 mL) e centrifugagéo
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a 12.000 g, durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes resultantes (100 yL de
cada) foram avaliados em triplicata no Lumindmetro, de acordo com as

recomendacgdes do fabricante do kit.

3.11 Determinacgao da Atividade da F,F-ATPase Mitocondrial

A atividade da F,F-ATPase foi determinada conforme Bracht, Ishii-lwamoto e
Salgueiro-Pagadigorria  (2003), em preparagdes de mitocdndrias intactas
desacopladas e mitocondrias rompidas. As mitocéndrias intactas (1 mg/mL) foram
desacopladas com carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP) 2 uM, e o meio
empregado continha sacarose 125 mM, KCI 65 mM, EGTA 0,5 mM, HEPES-KOH 10
mM, pH 7,4. Em mitocéndrias rompidas (0,25 mg/mL) o meio continha tamp&o Tris-
HCI 20 mM, pH 7,2.

O procedimento foi 0 mesmo nas duas preparagdes e consistiu em incubar as
mitocdndrias nos respectivos meios (volume final de 0,5 mL) e adicionar diferentes
concentragbes (5, 10, 15 e 25 yM) de abamectina. A reacado foi iniciada com a
adicdo de ATP 5 mM e incubagao durante 20 minutos em banho a 37°C. Na
sequéncia, acido tricloroacético gelado foi adicionado em concentragao final de 5%,
finalizando a reacdo. Em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 g, durante dez
minutos e o fosfato inorgénico (Pi) liberado foi dosado segundo o método proposto
por Fiske e Subbarow (1925), em comprimento de onda de 700 nm, empregando
espectrofotometro modelo DU-800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Os resultados
foram expressos em nmol de Pi/min.mg de proteina. A sensibilidade da oligomicina

(4 pg/mL) foi testada em todas as suspensdes mitocondriais.

3.12 Determinacao da Inibicao da Despolarizagcao do Potencial de Membrana
(AW) Induzida por ADP

A inibicdo da despolarizagdo do AW induzida por ADP foi realizada conforme
O’Brien, Oliveira e Wallace (2008), com modificagdes. Mitocdndrias isoladas (1 mg
de proteina) foram pré-incubadas por um minuto com abamectina nas
concentragdes de 5 a 25 yM ou carboxiatractilosideo (CATR) 5 yM a 30°C em meio
de reagao (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 rodamina 123 0,4 uM e, em
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seguida, energizadas com succinato 5 mM durante 1,5 minutos antes da adicdo de
400 nmol de ADP. A amplitude da despolarizacao induzida pelo ADP foi medida na
presenca e auséncia dos compostos testados em espectrofluorimetro modelo RFPC
5301 (Shimadzu, Tokyo, Japao).

3.13 Analise Estatistica

A significancia estatistica dos dados experimentais foi determinada pelo teste
de analise 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 andlises 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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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da Abamectina Sobre a Velocidade de Consumo de Oxigénio no

Estado 3 em Mitocondrias Isoladas de Figado de Rato

Os efeitos das adigbes de diferentes concentragées de abamectina (5, 10, 15
e 25 uM) foram observados em trés experimentos independentes, com diferentes
preparagdes mitocondriais (n=3), sobre a velocidade de consumo de oxigénio no
estado 3 em mitocéndrias isoladas de figado de rato. No primeiro experimento, o
substrato oxidavel foi o glutamato 5 mM juntamente com malato 5 mM (Figura 18).
No segundo, o substrato oxidavel foi o succinato 5 mM e o complexo | foi inibido pela
rotenona 2,5 uM (Figura 19). No terceiro, o substrato oxidavel foi o TMPD 200 pM +
ascorbato 3 mM (dados ndo apresentados). A abamectina inibiu a velocidade do

estado 3, de maneira dose-dependente, nos trés experimentos descritos acima.
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FIGURA 18 — Efeitos da abamectina no estado 3 da respiragdo em mitocdndrias (1 mg/mL) isoladas
de figado de rato, energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM. Valores representam
a média + EPM de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.

**Significativamente diferente do controle (P < 0,01).
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FIGURA 19 - Efeitos da abamectina no estado 3 da respiragdo em mitocondrias (1 mg/mL) isoladas
de figado de rato, energizadas com succinato 5 mM (acrescido de rotenona 2,5 uM).

Valores representam a média + EPM de trés experimentos com diferentes preparagdes

mitocondriais. **Significativamente diferente do controle (P < 0,01).

Uma vez que a abamectina inibiu o consumo de oxigénio no estado 3 da
respiracdo mitocondrial, um ensaio foi realizado para avaliar sua atuagdo como
agente desacoplador, empregando succinato 5 mM como substrato. A adigdo da
abamectina 25 yM ocorreu apos o consumo total do ADP e observou-se que a

mesma nao estimulou a respiracéo do estado 4 (Figura 20).
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FIGURA 20 - Efeito da abamectina (Aba) 25 yM na respiracdo de estado 4, evidenciada apds o

consumo total de ADP em mitocdndrias isoladas de figado de rato (1 mg/mL).

Com o objetivo de verificar se a abamectina atuou diretamente sobre os
complexos da cadeia transportadora de elétrons, foram realizados dois
experimentos. O primeiro consistiu em empregar o substrato succinato 5 mM,
iniciando a respiracdo com 400 nmols de ADP. Apds alguns minutos do inicio da
respiracao de estado 3, oligomicina (inibidor da F,F{-ATPase, na concentragéo de 1
Mg/mL) ou atractilosideo 1 uM ou abamectina 25 pM foram inseridos no meio,
inibindo a respiracdo mitocondrial. Em seguida, CCCP 1 pM foi adicionado,

estimulando a velocidade de consumo de oxigénio (Figura 21).
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FIGURA 21 — Efeito do CCCP (1 uM) sobre o consumo de oxigénio de mitocondrias (1 mg/mL)
isoladas de figado de rato energizadas com succinato 5 mM, inibido pela oligomicina
(Oligo) 1 pg/mL, atractilosideo (ATR) 1 uM ou abamectina (Aba) 25 yM.

No segundo experimento, CCCP foi utilizado como agente desacoplador e o
cianeto de potassio (KCN), como inibidor do complexo IV. Neste experimento (Figura
22), o substrato oxidavel foi o succinato 5 mM e o CCCP 1 uM foi adicionado
desacoplando a fosforilagdo oxidativa. Apds alguns minutos, abamectina 25 yM ou
oligomicina 1 pg/mL ou atractilosideo 1 uM (inibidor do translocador de ADP/ATP)
foram adicionadas e nédo inibiram o consumo de oxigénio. Em seguida, KCN 1 uM foi
adicionado e o0 mesmo inibiu o consumo de oxigénio, caracterizando sua atuagéo

como inibidor do complexo IV da cadeia respiratoria.
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FIGURA 22 — Efeitos da oligomicina (Oligo) 1 ug/mL, atractilosideo (ATR) 1 uM ou abamectina (Aba)
25 yM e KCN 1 uyM no consumo de oxigénio de mitocédndrias (1 mg/mL) isoladas de figado

de rato, energizadas com succinato 5 mM e desacopladas por CCCP 1 uM.

4.2 Efeitos da Abamectina Sobre a Atividade das Enzimas NADH

Desidrogenase e Succinato Desidrogenase

Os efeitos da abamectina na atividade das enzimas NADH desidrogenase e
succinato desidrogenase foram avaliados em mitocondrias rompidas. Abamectina,
nas concentragbes de 5 a 25 uM, ndo promoveu alteragbes significativas na

atividade da NADH (Figura 23) nem da succinato desidrogenase (Figura 24).
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FIGURA 23 - Efeitos da abamectina (Aba) na atividade da enzima NADH desidrogenase em
mitocéndrias rompidas (0,2 mg/mL) isoladas de figado de rato. Valores representam a

média + EPM de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais. (C =

controle)
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FIGURA 24 - Efeitos da abamectina (Aba) na atividade da enzima succinato desidrogenase em
mitocéndrias rompidas (0,2 mg/mL) isoladas de figado de rato. Valores representam a
média + EPM de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais. (C =
controle)
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4.3 Efeitos da Abamectina Sobre o Potencial Elétrico de Membrana
Mitocondrial (AW)

O potencial de membrana em mitocéndrias intactas de figado de rato foi
avaliado por espectrofluorimetria, utilizando-se a captacdo da safranina O (4 uM)
como indicador do potencial e glutamato 5 mM + malato 5 mM como substratos
oxidaveis. Com a adicao das mitocondrias ocorreu a formacado do potencial de
membrana e apdés 120 segundos, abamectina 25 yM, atractilosideo (ATR) 1 uM e
oligomicina 1 yg/mL foram adicionados em experimentos independentes e nenhum
deles exerceu influéncia sobre o potencial de membrana (Figura 25). CCCP 1 uM ou
rotenona 2,5 uyM foram adicionados e dissiparam o potencial elétrico de membrana

mitocondrial.
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FIGURA 25 — Efeitos da adigdo de abamectina (Aba) 25 pM, oligomicina (Oligo) 1 pg/mL ou
atractilosideo (ATR) 1 pyM no potencial de membrana (AW) em mitocdndrias (1 mg/mL)
isoladas de figado de rato, energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM. (CCCP 1
MM; rotenona (Rot) 2,5 uM).
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4.4 Efeitos da Abamectina Sobre a Sintese de ATP

Os efeitos da abamectina na sintese de ATP foram avaliados pelo método de
quimioluminescéncia (sistema luciferina-luciferase de vaga-lume), por meio do kit
“Bioluminescent Assay Kit” da marca Sigma-Aldrich. Abamectina, em concentragbes
de 5, 10, 15 e 25 uyM inibiu significativamente a sintese de ATP a partir da
concentracdo 10 uyM e alcancou o seu efeito maximo na concentracao de 15 uM
(Figura 26).
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FIGURA 26 — Efeitos da abamectina e oligomicina (Oligo) 1 ug/mL na sintese mitocondrial de ATP.
Valores representam a média £+ EPM de trés experimentos com diferentes preparagoes

mitocondriais. **Significativamente diferente do controle (P < 0,01). (C = controle)

4.5 Efeitos da Abamectina Sobre a Atividade da F,F{-ATPase

Os efeitos da abamectina na atividade da enzima F,F{-ATPase foram
avaliados em duas condigbes experimentais distintas, empregando mitocéndrias
intactas desacopladas com CCCP (1 uM) e mitocéndrias rompidas. Nos
experimentos com mitocondrias intactas desacopladas, abamectina causou
diminuicdo da atividade da F.F4-ATPase de maneira dose-dependente (Figura 27).
Nas mitocéndrias rompidas o efeito foi de extensdo menor e semelhante em todas

as concentragdes testadas (Figura 28).
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FIGURA 27 — Efeitos da abamectina e oligomicina 4 pg/mL na atividade da enzima F,F1-ATPase em
mitocdndrias intactas (1 mg/mL) isoladas de figado de rato e desacopladas com CCCP 1
MM. Valores representam a média + EPM de trés experimentos com diferentes
preparacdes mitocondriais. *Significativamente diferente do controle (P < 0,05) e

**Significativamente diferente do controle (P < 0,01).
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FIGURA 28 — Efeitos da abamectina e oligomicina 4 ug/mL na atividade da enzima FoF{-ATPase em
mitocondrias rompidas (0,25 mg/mL) isoladas de figado de rato. Valores representam a
média £+ EPM de trés experimentos com diferentes preparagcbes mitocondriais.
*Significativamente diferente do controle (P < 0,05) e **Significativamente diferente do
controle (P < 0,01).
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4.6 Efeitos da Abamectina Sobre a Despolarizagao do Potencial de Membrana
(AW) Induzida por ADP

O objetivo deste ensaio foi determinar se a abamectina é capaz de inibir a
despolarizagcédo do potencial de membrana induzida pelo ADP como forma de avaliar
o efeito do composto sobre o translocador de ADP/ATP. Carboxiatractilosideo foi
utilizado como controle positivo para a inibicdo do translocador. A abamectina (5 a
25 uM) inibiu significativamente a despolarizacdo do potencial de membrana

induzida por ADP de maneira dose-dependente (Figura 29).
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FIGURA 29 — Efeitos da abamectina sobre a despolarizagao do potencial de membrana (AW) induzida
pelo ADP em mitocéndrias isoladas de figado de rato. Valores representam a média *
EPM de trés experimentos com diferentes preparagcbes mitocondriais.
**Significativamente diferente do controle (P < 0,01). (C = Controle; cATR =

carboxiatractilosideo)
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, os resultados obtidos na respiragdo mitocondrial, empregando
mitocdndrias energizadas com glutamato + malato, doadores de elétrons para o
complexo | (Figura 18); com succinato, doador de elétrons para o complexo |l
(Figura 19) e com TMPD/ascorbato (dados ndo apresentados), doador artificial de
elétrons para o complexo |V da cadeia transportadora de elétrons, mostraram que a
abamectina inibiu a respiracdo do estado 3, nas concentracdes de 5 a 25 uM, de
maneira dose-dependente. Conforme Chance e Williams (1955), o fator limitante da
respiracdo no estado 3 é a velocidade de fosforilagdo do ADP. Estas inibigcbes
observadas poderiam decorrer da atuagdo da abamectina diretamente na cadeia
respiratoria; por inibicdo da F,F-ATPase, do translocador de ADP/ATP, ou de
ambos.

Substancias desacopladoras sao capazes de atuar sobre o acoplamento da
sintese de ATP com o transporte de elétrons (MARZZOCO; TORRES, 2007).
Quando a membrana mitocondrial interna torna-se permeével a H®, ocorre
dissipacao do potencial de membrana aumentando a velocidade de respiragdo do
estado 4; nestas condicbes (desacoplamento), a capacidade da mitocéndria de
sintetizar ATP ¢é comprometida (MITCHELL, 1961; NICHOLLS, 1982). Ao
acrescentar a abamectina 25 puM, apdés o consumo total do ADP (Figura 20),
observou-se que esta ndo estimulou a respiragcdo do estado 4 (basal), na qual a
respiragao € limitada pela disponibilidade de ADP (MORELAND, 2001), descartando
a hipotese de sua atuagao como agente desacoplador.

Pela adicdo de um desacoplador, € possivel distinguir a inibicdo do sistema
da fosforilagdo oxidativa da inibicdo da cadeia transportadora de elétrons. Se a
inibicdo ocorre na fosforilagdo oxidativa, o consumo de oxigénio € restaurado e se
ocorre na cadeia transportadora de elétrons, o desacoplador € inécuo sendo que,
nos dois casos, a formacdo de ATP permanece inibida (MARZZOCO; TORRES,
2007). Nesse sentido, foi realizado o teste empregando CCCP como desacoplador e
succinato como substrato, apés inibicao induzida por abamectina, oligomicina ou
atractilosideo (Figura 21), e o mesmo foi capaz de restaurar o consumo de oxigénio,
indicando que a inibicdo da respiracao do estado 3 pela abamectina nao foi pela sua
atuacao diretamente sobre a cadeia respiratoria e sim, provavelmente por interagcéo

com a F,F-ATPase e/ou com o translocador de ADP/ATP, uma vez que seu
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comportamento foi semelhante ao da oligomicina, um inibidor especifico da F,F+-
ATPase, e ao do atractilosideo (inibidor do translocador de ADP/ATP).

Outro experimento foi realizado para verificar se a abamectina exercia um
efeito direto sobre os complexos da cadeia respiratéria empregando CCCP como
agente desacoplador e KCN como inibidor do complexo IV da cadeia respiratoria
(Figura 22). Neste experimento, o CCCP foi adicionado apds energizagdo da
mitocéndria com succinato e desacoplou a fosforilacdo oxidativa. Ao adicionar
abamectina, atractilosideo ou oligomicina, estes n&o inibiram o consumo de oxigénio
e ao adicionar KCN, este inibiu o consumo de oxigénio demonstrando que
abamectina ndo exerce agao direta sobre os complexos da cadeia respiratéria.
Portanto, a abamectina novamente comportou-se de forma semelhante ao
atractilosideo e a oligomicina.

O complexo | (NADH desidrogenase) € o mais vulneravel de todos os
complexos da cadeia transportadora de elétrons (BOELSTERLI, 2007). O complexo
I, que é menor e mais simples que o complexo |, contém a enzima succinato
desidrogenase, unica enzima do ciclo de Krebs ligada a membrana mitocondrial
interna (NELSON; COX, 2002). A abamectina nao interagiu com as enzimas NADH
desidrogenase (Figura 23) e succinato desidrogenase (Figura 24), em experimentos
realizados para avaliar as atividades das mesmas, comprovando que o farmaco nao
atua diretamente sobre a cadeia transportadora de elétrons, especificamente nos
complexos | e Il.

Em concordancia com os resultados anteriores, abamectina ndo dissipou o
potencial de membrana (Figura 25), efeito este desencadeado por inibidores dos
complexos da cadeia respiratéria como a rotenona e por substancias
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 reforcam a hipdtese proposta anteriormente de
que a abamectina exerceria o seu mecanismo téxico por sua atuacido diretamente
sobre a enzima F,F1-ATPase e/ou sobre o translocador de ADP/ATP.

A abamectina inibiu significativamente a sintese de ATP na concentracéo de
10 uM e atingiu seu efeito maximo na concentragcdo de 15 uM (Figura 26)
confirmando dados obtidos por Maioli et al. (2010) em estudo no qual a abamectina
inibiu a sintese de ATP em hepatdcitos isolados de rato, indicando uma capacidade

deste farmaco em diminuir o potencial de fosforilagdo oxidativa. Uma vez que ATP é
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um componente metabdlico essencial, interferéncias em sua sintese ou utilizagao
caracterizam mecanismos pelo quais 0os xenobidticos podem expressar toxicidade
aguda ou crénica (MEYER; KULKARNI, 2001).

O ANT € um componente importante do sistema mitocondrial de sintese de
ATP devido a sua atividade de translocase de nucleotidios de adenina e pode ser
um alvo potencial para a toxicidade induzida por compostos quimicos (OLIVEIRA,;
WALLACE, 2006). Experimentos foram realizados para caracterizar a atividade da
abamectina sobre a atividade da F,F4-ATPase ou do ANT. Ao avaliar a atividade da
enzima ATPase, observou-se inibicdo da atividade enzimatica, tanto em
mitocdndrias intactas desacopladas com CCCP (Figura 27) como em mitocéndrias
rompidas (Figura 28). Porém, a inibicdo exercida pela abamectina (5 a 25 yuM) foi
mais significativa em mitocéndrias desacopladas do que em mitocéndrias rompidas.
Esses resultados juntamente com a inibigdo da despolarizagdo do potencial de
membrana induzida pelo ADP demonstrada pela abamectina (Figura 29) indicam
que a abamectina atua inibindo mais especificamente o translocador de ADP/ATP do

que a F,F¢-ATPase.
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6 CONCLUSAO

A abamectina afetou a bioenergética de mitocdndrias isoladas de figado de
rato inibindo a cadeia respiratéria, sem afetar a atividade das enzimas NADH
desidrogenase, succinato desidrogenase e o potencial de membrana; reduzindo o
potencial mitocondrial de fosforilagdo oxidativa e diminuindo os niveis de ATP como
consequéncia de sua atuacgao evidente por inibicdo mais especifica do translocador
de ADP/ATP do que da F,F{-ATPase. Esse efeito pode estar relacionado com a
intoxicagcdo hepatica de animais tratados com a abamectina observada em estudos

anteriores.
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