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MECANISMOS DE TOXICIDADE DOS METABOLITOS DO FIPRONIL, FIPRONIL
DESSULFINIL E FIPRONIL SULFONA EM MITOCONDRIAS ISOLADAS DE
FIGADO DE RATO

RESUMO - O fipronil é um inseticida amplamente utilizado para controlar pragas nas
plantacbes e em animais. Existem relatos de intoxicacdo devido a exposicao de
fipronil em mamiferos e o figado é um alvo potencial. No presente estudo, foram
avaliados os efeitos dos metabdlitos do fipronil, fipronil dessulfinil e fipronil sulfona
sobre a bioenergética, producao de espécies reativas de oxigénio e efluxo de calcio
em mitocondrias isoladas de figado de rato. O fipronil dessulfinil (5 a 25 uM) inibiu o
estado 3 da respiracdo em mitocdndrias energizadas com glutamato mais malato,
substratos do complexo | da cadeia respiratéria, e diminuiu o potencial de membrana
mitocondrial, resultando em inibicdo da sintese de adenosina trifosfato. O metabdlito
dessulfinil também causou desacoplamento nas mitocondrias energizadas com
succinato e estimulou o efluxo de célcio. O metabdlito sulfona também atuou como
inibidor e desacoplador mitocondrial e estimulou o efluxo de calcio, porém em
menores concentragdes (0,5 a 5 uM). Os efeitos dos metabdlitos do fipronil na
bioenergética mitocondrial e homeostase do calcio podem estar relacionados com os
efeitos toxicos do inseticida no figado.

Palavras-chave: dessulfinil, figado, fosforilagdo oxidativa, mitocéndrias, sulfona,

toxicidade



MECHANISMS OF TOXICITY OF METABOLITES OF FIPRONIL, FIPRONIL
DESULFINYL ANDFIPRONIL SULFONE IN ISOLATED RAT LIVER
MITOCHONDRIA

ABSTRACT - Fipronil is an insecticide extensively used to control pests in crops and
animals. There are relates of poisoning due to exposure of fipronil in mammals and
the liver is a potential target. In this study, we evaluated the effects of metabolites of
fipronil, fipronildesulfinyl and fipronilsulfone on the bioenergetics, reactive oxygen
species production and calcium efflux from mitochondria isolated from rat liver.
Desulfinyl (5 to 25 puM) inhibited state-3 respiration in mitochondria energized with
glutamate plus malate, substrates of complex | of the respiratory chain, and
decreased the mitochondrial membrane potential resulting in inhibition of. Synthesis.
Desulfinyl also caused uncoupling in succinate-energized mitochondria and calcium
efflux. The metabolitesulfone also acted as mitochondrial inhibitors and uncouplers
and caused calcium efflux, but inlower concentrations (0.5 to 5 uM). These effects of
metabolites of fipronil on mitochondrial bioenergetics and calcium homeostasis may
be related to toxic effects of the insecticide in the liver.

Keywords: desulfinyl, liver, oxidative phosphorylation, mitochondria, sulfone, toxicity
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| INTRODUCAO

O fipronil € um inseticida amplamente utilizado para controlar uma variedade
de pragas tais como baratas, mosquitos, gafanhotos, além de pulgas, carrapatos e
piolhos em céaes, gatos e bovinos (CHANTON et al., 2001;. AAJOUD; RAVANEL;
TISSUT, 2003). Ele pertence a uma nova geragdo de inseticidas que foram
desenvolvidos para reduzir os danos ao ambiente e aos mamiferos. Além disso,
estes novos inseticidas servem como agentes de controle alternativos que séo
necessarios porque alguns insetos desenvolveram resisténcia a compostos tais
como organofosforados, carbamatos e piretrdides. Assim, estes novos inseticidas
demonstram grande eficacia em doses mais baixas em comparacao com o0s agentes
anteriormente citados (BOBE; COSTE; COOPER, 1997).

A acédo téxica do fipronil € devida a sua habilidade de agir como um
bloqueador ndo competitivo dos canais de CI" ligados aos receptores do &cido y-
aminobutirico (GABA), levando os insetos a morte por hiperexcitacdo neuronal e
paralisia (ZHAQO, 2004). Existem trés principais vias de intoxicacdo com fipronil: oral,
dermal e por inalagdo (JENNINGS et al. 2002; FUNG et al., 2003). No efeito inicial, o
fipronil ndo aparenta ser um agente tdéxico 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 utilizagdo equivocada do
composto (CHODOROWSKI; ANAND, 2004). Um caso de intoxicacdo aguda apds
ingestao de uma elevada dose de fipronil acarretou ébito humano (MOHAMED et al.,
2004).

Além do sistema nervoso central (SNC), outros 6rgaos podem ser afetados
pelo tratamento com fipronil, incluindo o figado. Um estudo realizado por Silva
(2008) avaliou os efeitos da exposicdo prolongada de ratos ao inseticida; foram
observados hepatécitos edemaciados e aumento do peso do figado em animais
tratados com uma dose oral de 10 mg kg™, o que corresponde a um décimo do valor
da DLs, estabelecida para ratos (TINGLE et al., 2003).

Uma vez no sangue, o fipronil e os seus metabdlitos sdo amplamente

distribuidos, em particular nos tecidos adiposos, além de ter um elevado nivel de
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recirculacdo entero-hepatica (HAINZL; CASIDA, 1996; MOHAMED et al, 2004). A
formacao do metabadlito fipronil sulfona, que é derivado de uma reacao de oxidacao
do grupo tioéter, corresponde a principal via de metabolismo hepatico do composto,
assim como a transformacdo no metabdlito fipronil dessulfinii (CABONI;
SAMMELSON; CASIDA, 2003; TANG et al, 2004). De acordo com Leghaitet al.
(2009), esta oxidagao é catalisada por enzimas do citocromo P450. Tanto o fipronil
como seus metabdlitos fipronil dessulfinil e fipronil sulfona podem induzir a morte
celular em células HepG2 e em hepatécitos humanos (DAS et al., 2006).

O figado desempenha diversas funcdes relacionadas com o metabolismo
animal que recebe ambos os xenobibticos, bem como os nutrientes, os quais sdo
absorvidos através do trato digestivo e da veia porta (GUILLOUZO, 1998). O
processo de metabolismo dos xenobioticos realizado pelo citocromo P450 no figado
€ denominado biotransformagdo (OGA, 2008). Sua principal funcdo é aumentar a
polaridade das substancias para que essas sejam excretadas mais facilmente.
Todavia, esse processo tem sido apontado como responsavel pelos efeitos toxicos
de inuUmeros compostos quimicos, visto que os metabdlitos produzidos podem
exercer atividades adversas ao organismo animal (MINGATTO et al, 2007; MAIOLI
et al., 2011) por alterar, a nivel celular e molecular, algum componente celular
fundamental (mitocéndria, por exemplo) modulando assim sua funcdo (MEYER;
KULKARNI, 2001).

A mitocOndria é responsavel pela sintese de quase todo o ATP necessario a
manutencdo da estrutura e funcéo celular. Na respiracdo mitocondrial os elétrons
doados por substratos oxidaveis a cadeia respiratéria ha membrana mitocondrial
interna, por meio de NADH ou FADH,, sado transferidos ao O, reduzindo-o a H,O e a
energia livre resultante é utilizada, através da fosforilacao oxidativa, para sintetizar a
molécula de ATP. De acordo com a hip6tese quimiosmética de Mitchell em
associacdo com a hip6tese do acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de
elétrons é realizado através do bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para
0 espaco intermembranar, gerando um gradiente eletroquimico de H*. A energia livre
liberada no retorno do H* a matriz mitocondrial induz alteragdo conformacional no
componente Fy da F,F1-ATP sintase, liberando o ATP formado a partir de ADP e Pi
em seus sitios cataliticos (MITCHELL, 1961; BOYER et al., 1973).
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Evidéncias experimentais indicam que a mitocéndria representa um alvo
preferencial e critico para a acao de farmacos e toxinas. Os efeitos tdxicos sobre as
mitocdndrias podem ocorrer por mecanismos diretos e indiretos, levando a
disfuncées mitocondriais, tais como alteracdes no transporte de elétrons na
fosforilacdo oxidativa, na permeabilidade da membrana mitocondrial interna, no
transporte de calcio, no estado oxidativo, além de uma série de outros eventos que
levam a deplecdao de ATP (NADANACIVA et al., 2007; DYKENS et al., 2008;
SANTOS et al., 2009; GARCIA et al., 2010; CASTANHA-ZANOLI, 2012; LI et al.,
2012).

Diante do exposto acima, uma maior investigacdo experimental sobre a
atividade toxica dos metabdlitos fipronil dessulfinil e fipronil sulfona no figado deve
ser realizada uma vez que este € um 6érgdo de suma importancia ao organismo.
Desta maneira, neste estudo foram avaliados os efeitos dos metabdlitos do fipronil
sobre a bioenergética de mitocdndrias isoladas de figado de rato, com o objetivo de

auxiliar na prevencao e tratamento de animais intoxicados pela substancia.

Il REVISAO DA LITERATURA

2.1 Generalidades sobre o figado e hepatotoxicidade

Devido a sua interposicao entre o trato gastro-intestinal e a circulacao geral
do organismo, o figado desempenha uma funcao central no metabolismo. Ele recebe
grandes quantidades de nutrientes e xenobidticos que sdo absorvidos no trato
digestivo por meio da veia porta. Entre as principais funcées hepaticas estao a
captacdo de aminoécidos, lipidios, carboidratos e vitaminas, com subseqiente
armazenamento, conversao metabdlica e liberacdo no sangue e bile. O figado é
também o principal érgdo envolvido na biotransformagao de substancias exdgenas
(xenobidticos), com capacidade de converter compostos hidrofébicos em
hidrossollveis, mais facilmente eliminados pelo organismo (GUILLOUZO, 1998).

Substancias capazes de produzir danos aos hepatécitos sdo denominadas

hepatotoxicantes. Os hepatotoxicantes intrinsecos afetam todos os individuos em
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uma forma dose-dependente e, portanto, previsivelmente, podendo interferir com o
metabolismo celular (hepatotoxicantes ativos) ou tornarem-se tdxicos apos
biotransformacao (hepatotoxicantes latentes). A hepatotoxicidade idiossincratica, por
outro lado, é dose-independente, podendo ser uma conseqiéncia do metabolismo
anormal do xenobidtico em individuos susceptiveis (idiossincrasia metabdlica) ou ser
provocada por lesdo hepatica mediada pelo sistema imune (hepatite alérgica);
nesses casos, mesmo pequenas concentracées de um farmaco podem provocar
toxicidade. A atividade do figado no metabolismo de substancias exégenas é
mediada principalmente pelo citocromo P450 (CYP). As enzimas do CYP s&o uma
superfamilia de monooxigenases, muitas das quais sado responsaveis por
metabolizar xenobibticos. Apesar de existirem 18 familias destas enzimas em
humanos, as familias 1-4 parecem possuir 0 maior envolvimento no metabolismo de
quimicos exodgenos. Dentro dessas familias, existem importantes subfamilias e
isoformas que contribuem substancialmente ao metabolismo de xenobidticos.
Algumas das isoformas de CYP hepaticas mais importantes incluem 3A4, 2C19,
1A1, 2B6 e 3A5 (CABONI et al., 2003; TANG et al., 2004, DAS et al., 2006).

Embora as reacdes de biotransformacéo estejam associadas ao processo de
desintoxicacdo, em alguns casos o metabolismo do xenobibtico é prejudicial as
células devido a producédo de metabdlitos altamente reativos, mais téxicos do que o
composto de origem, entre eles, eletréfilos, radicais e espécies reativas de oxigénio
(ERO); estes, por sua vez, podem reagir diretamente com macromoléculas celulares
ou iniciar reacdes em cadeia.

Os diversos aspectos da lesdo quimica ao figado incluem a natureza dos
agentes hepatotoxicos, a caracteristica da lesdo, o mecanismo para os efeitos
hepatotéxicos, as circunstancias de exposicdo e a importancia médica e social.
Algumas hepatotoxinas encontradas na natureza sdo produtos de plantas,
metabolismo de fungos e bactérias ou sdo minerais. Muitos agentes hepatotoxicos
sao produtos da industria quimica ou farmacéutica (TOLMAN e SIRRINE, 1998;
ZIMMERMAN, 1998). Outros ainda sdo subprodutos ou residuos de materiais
industriais que, por poluir 0 ambiente, podem ter acesso a humanos e animais. A
lesdo hepatotoxica pode ter véarias formas. Alguns agentes quimicos levam a
necrose, esteatose, cirrose ou carcinoma (SCHOENTAL, 1963; TOLMAN e
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SIRRINE, 1998; ZIMMERMAN, 1998). Outros levam apenas a interferéncias na
secrecdao biliar e ictericia, com pequena ou nenhuma leséo evidente ao parénquima
hepatico (ROUILLER, 1964; ZIMMERMAN, 1998). Alguns produzem curiosas lesbes

degenerativas ou vasculares.
2.2 Propriedades das mitocondrias

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 sao responsaveis pela respiragao celular (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; STARKOV, 2000), de pequenas moléculas 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 adenilatociclase, além de
proteinas regulatérias da viabilidade celular, como o préprio citocromo ¢ e o fator
indutor de apoptose (FREY; MANNELLA, 2000).

Ja& a membrana mitocondrial interna é formada por fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e cardiolipina (DAUM, 1985). E impermeavel & 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, 6xido nitrico e
agua. Apresenta muitas invaginacdes ou cristas mitocondriais, recentemente
reconstruidas tridimensionalmente, caracterizando grande complexidade. (figura 1)
(FREY; MANNELLA, 2000). Nestas cristas, localizam-se os componentes da cadeia
respiratéria e a ATP sintase (NELSON; COX, 2011). A matriz mitocondrial, além do
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DNA, contém enzimas pertencentes ao ciclo de Krebs, -oxidacao de acidos graxos
e vias de oxidacao dos aminoacidos (NELSON; COX, 2011).

Membrana
mitocondrial
externa
Membrana
mitocondrial
interna

Cristas

mitocondriais Matriz

mitocondrial Espaco

intermembranas

Figura 1 - Morfologia basica das mitocéndrias (Fonte: SCHEFFLER, 1999).

2.2.1 Mitocondria e funcao energética

A mitocondria é responsavel pela sintese da quase totalidade do ATP
necessario a manutencao da estrutura e fungéo celular. A producdo do ATP pelas
mitocbndrias ocorre através do acoplamento e funcionamento da cadeia de
transporte de elétrons e a fosforilacao oxidativa.

Os elétrons doados por substratos oxidaveis a cadeia respiratéria na
membrana mitocondrial interna, por meio de NADH ou FADH2, sdo transferidos ao
O2 reduzindo-o a H>O (respiragdo mitocondrial). A transferéncia dos elétrons das
coenzimas NADH e FADH,, ocorre através dos equivalentes redutores NADH

desidrogenase (Complexo 1) e succinato desidrogenase (complexo |Il),
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respectivamente. Os complexos | e Il recebem e transferem os elétrons para a
ubiquinona por meio de uma série de centros Fe-S, que por sua vez os transfere
para a ubiquinona-citocromo c¢ oxidorredutase (Complexo Ill), e este para a
citocromo oxidase (Complexo IV) por meio do citocromo ¢, uma proteina que se
localiza na face externa da membrana mitocondrial interna.

O fluxo de elétrons segue ao longo da cadeia respiratéria resultando no
bombeamento de prétons através da membrana mitocondrial interna gerando um
gradiente eletroquimico de H*. A energia livre liberada no retorno do H* a matriz
mitocondrial induz alteragdo conformacional no componente Fy da F,F{-ATP sintase,
liberando o ATP formado a partir de ADP e Pi em seus sitios cataliticos (Figura
2)(MITCHELL,1961; BOYER et al., 1973).
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Figura 2 - Representacao esquematica da cadeia respiratdria mitocondrial acoplada
a sintese de ATP (MAIOLI, 2012).

Em 1955, Chance e Williams descreveram a cinética de éxido/reducao dos
componentes da cadeia respiratoria mitocondrial e definiram o0s conceitos
operacionais do estado metabdlico mitocondrial e controle respiratério. Em estudos
desenvolvidos no ano seguinte, os pesquisadores desenvolveram o método

polarografico para medir a fosforilacao oxidativa, estabelecendo cinco condigdes ou
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estados, capazes de controlar a velocidade da respiracao mitocondrial. O estado 1 é
caracterizado pela auséncia de ADP e substrato respiratério; o estado 2 é aquele no
qual o substrato respiratério é o fator limitante da respiracdo; o estado 3 contém
todos os componentes em concentracdes adequadas, sendo a velocidade de
fosforilacdo 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)(Figura 3).

ADP

[O2] Estado 3

Estado 4

Tempo

Figura 3 - Representacdo do método polarografico de avaliacdo da fosforilagéo
oxidativapor meio da respiracdo mitocondrial.

2.2.1.1 Fosforilacao oxidativa

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

Como mencionado anteriormente, a producdo de ATP via fosforilacdo
oxidativa & dependente do acoplamento existente entre a cadeia de transporte de
elétrons e a fosforilacdo oxidativa, e inUmeras substancias denominadas, de maneira
geral como inibidores e desacopladores diminuem ou impedem a fosforilagcdo do
ADP realizada pela ATP sintase.

Inibidores sdo substancias que interagem com os complexos enzimaticos da
cadeia respiratéria, impedindo o transporte de elétrons e consequentemente
reduzindo bombeamento de prétons para a formacado do potencial de membrana
mitocondrial (A¥Wm), refletindo em menor consumo de oxigénio. Dentre os classicos
exemplos de inibidores, pode-se citar a rotenona, a antimicina A e oligomicina que
atuam sobre os complexos |, Ill e ATP sintase, respectivamente (NELSON; COX,
2002).

Os desacopladores sao substancias hidrofébicas capazes de atravessar a
membrana mitocondrial interna transportando prétons provenientes do espaco
intermembranas até a matriz mitocondrial. Dessa maneira, impedem a formacao do
gradiente de prétons com dissipacdo 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 prétons contra este
gradiente) e sua velocidade aumenta, elevando a velocidade de consumo de
oxigénio (MARZZOCO; TORRES, 2007). Os representantes desta classe incluem o
2,4-dinitrofenol (DNP), o carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) e
carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP) e todos acidos lipofilicos fracos,
capazes de transportar protons através da membrana mitocondrial interna e
desfazer o gradiente necessario a sintese de ATP ( WALLACE; STARKOV, 2000).

2.2.2 Mitocondria e homeostase intracelular de Ca%*

O ion calcio é conhecido por ser importante na regulacao de muitas reacdes

enziméticas, e 0 aumento da sua concentragdo no citossol da ordem de 1 x 107 M
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para uma concentracdo = 1 x 10°® M pode promover drasticas modificagdes em todo
0 padrao metabdlico da célula eucariotica (SKULACHEV, 1999).

A mitocOndria além de estar envolvida no processo de producado de energia
atua, juntamente com o reticulo endoplasmatico, ativamente sobre a homeostase
intracelular de Ca?*, pois dependendo da concentracdo do fon no citossol e da
necessidade da célula, a mitocéndria pode tanto capta-lo quanto libera-lo. Sao trés
0s mecanismos utilizados pela organela para o transporte do calcio: canal uniporter,
o antiporter Ca®*/H* e o antiporter Ca?*/Na* (Figura 4) (SKULACHEYV, 1999).

Os canais uniporter e antiporter sdo responsaveis pelo influxo e efluxo de
Ca®* da mitocondria, respectivamente. O influxo do calcio através da membrana
mitocondrial interna pelo canal uniporter € impulsionado pelo potencial de membrana
mitocondrial, ou seja, a captacdo do ion célcio por esse canal consome o potencial
de membrana formado (BROOKES et al., 2004; GUNTER, 1994). O efluxo, por sua
vez, é mediado pelos canais antiporter Ca®*/H* e Ca®**/Na* que operam por meio de
trocas eletroneutras (GUNTER et al., 1994). Além dos dois canais antiporter, o poro
associado a transicdo de permeabilidade mitocondrial (PTP) compde outra via de
efluxo de calcio (Figura 4).

Figura 4 - Representacdo do funcionamento dos canais do influxo de Ca** pelo
canal uniporter (UP) e efluxo pelo canal antiporter Ca**/Na* e pelo poro de transi¢ao
de permeabilidade (PTP). ([Ca?']m) = concentracdo mitocondrial de célcio (Adaptado
de BOOKES et al., 2004).
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2.3 Fipronil e seus metabolitos dessulfinil e sulfona

O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-[(trifluorometil)sulfinil]-
1H-pirazol-3-carbonitril) foi langado em 1993 como o primeiro inseticida fenilpirazol,
sendo este um composto sintético produzido pela companhia Rhéne-Poulenc Agro
em 1987 (TINGLE et al., 2003).

Esse inseticida tem sido extensivamente utilizado para o controle de uma
variedade de pestes, como baratas, mosquitos, gafanhotos, pulgas, carrapatos,
piolhos de caes, gatos e bovinos (CHANTON et al. 2001; AAJOUD et al. 2003). Faz
parte da nova geracao de inseticidas desenvolvidos recentemente com o intuito de
reduzir danos ao meio ambiente e mamifero, além de servirem como alternativa a
resisténcia de alguns insetos a outros compostos inseticidas como organofosfatos,
piretréides e carbamatos, desempenhando assim, grande efetividade em doses
inferiores aos agentes anteriormente citados (BOBE et al. 1997).

A acdo téxica do fipronil € devido 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 hiperexcitacdo neuronal e
paralisia (ZHAQO, 2004). Uma maior afinidade para receptores GABA de insetos do
que de mamiferos resulta em menor toxicidade a estes em relagdo a outros
inseticidas. Sua seletividade deve-se a elevada capacidade do fipronil de bloquear a
isoforma dos canais de CI" do receptor GABA de insetos (HAINZL; CASIDA, 1996)
Apesar disso, o fipronil pode ligar-se aos receptores GABAx e GABA; de mamiferos
(IKEDA et al., 2001; RATRA et al., 2002). O fipronil é metabolizado em fipronil
dessulfinil e fipronil sulfona (Figura 5) por oxidagdo do grupo tioéter e
fotodegradacao, respectivamente, e que sdo mais persistentes e menos seletivos
aos receptores GABA, além de serem mais toxicos a insetos, mamiferos,
organismos aquaticos e passaros em relacdo ao composto original (DAS et al.,
2006). Em relagdo aos metabdlitos fipronil sulfona e fipronil dessulfinil apresentam
respectivamente, afinidades 6 e 15 vezes maiores aos receptores GABA do cérebro
humano (HAINZL et al., 1998).

Além do sistema nervoso central (SNC), outros 6rgaos podem ser afetados
pelo tratamento com fipronil, Silva (2008) avaliando os efeitos da exposicao



26

prolongada de ratos ao composto, foi dentre eles o figado, pois além desse ter efeito
de intoxicacdo, ainda produz metabdlitos mais agressivos. Em estudo recente
realizado foi observado tumefagdo 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 DLs, em ratos estabelecida por Hainzl e
Casida (1996), de 100 mg/kg.

Existem 3 principais vias de intoxicagdo com fipronil: oral, dermal e por
inalacao (JENNINGS et al. 2002; FUNG et al., 2003). Em primeira instancia, o fipronil
nao representa um tdxico severo aos organismos acima citados, todavia, qualquer
espécie podera ser afetada se a dose utilizada for maior que a recomendada pelos
fabricantes. De acordo com relatos apresentados na literatura, existem casos de
intoxicacdo devido a exposicdo acidental ou utilizagdo equivocada do composto
(CHODOROWSKI; ANAND, 2004). Um caso de intoxicagdo aguda ap6s ingestdo de
uma elevada dose de fipronil acarretou em morte humana (MOHAMED et al., 2004).

Nao se pode afirmar se os sintomas causados por intoxicacdo, tais como
sudorese, nauseas, vOmitos e agitacdo resultam de toxicidade neurolégica, mas
relatos de convulsées em coelhos sugerem que o SNC seja o maior alvo do fipronil e
seus metabdlitos dessulfinil e o sulfona (WEBSTER, 1999). Durante alimentacéo
cronica de ratos com fipronil, sintomas como apreensdo, inclusive causando
fatalidades, foram observados. Outros efeitos relatados foram diminuicdo do ganho
de peso, reduzido consumo de alimento e eficiéncia na conversdo do alimento,
diminuidas medidas hematolégicas, mudancas nos horménios tireoidianos, aumento
no peso do figado e progressiva nefropatia senil. Ja os efeitos de contato local com
o fipronil foram brandos, constando apenas de irritacao transitéria dos olhos e pele
(EPA, 1996). Também existem evidéncias de que o fipronil e seus metabdlitos
podem ser bioacumulados, particularmente em peixes, ou ainda causar cancer de
tireGide em ratos (TINGLE et al., 2003).

Existem poucos estudos relacionados ao metabolismo do fipronil em
mamiferos. Uma vez na corrente sanguinea, o fipronil e seus metabdlitos sao
amplamente distribuidos, particularmente em tecidos gordurosos, além de
apresentarem um alto nivel de recirculacdo entero hepatica (HAINZL; CASIDA,
1996; MOHAMED et al., 2004). Foi constatado que a formacao do metabdlito fipronil
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sulfona derivado de uma reacdo de oxidagdo corresponda a principal via do
metabolismo hepético deste composto (CABONI et al., 2003; TANG et al., 2004). De
acordo com Leghaitet al. (2009), essa reacdo de oxidacdo € catalisada pelas
enzimas do CYP. O tratamento de animais com fipronil provoca a elevacdo na
atividade do CYP no figado, sendo a isoforma 3A4 considerada a principal enzima
hepatica responsavel pela formacdo dos metabdlitos de acordo com (Figura 5)
(CABONI et al., 2003; TANG et al., 2004; DAS et al., 2006). Tanto o fipronil quanto
seus metabdlitos fipronil dessulfinil e fipronil sulfona podem induzir a morte celular
em culturas de hepatécitos humanos. Das et al. (2006) sugeriram que a formacéao do
metabdlito seja uma forma de ativacdo da toxicidade do composto, o que
potencializaria seus efeitos. De acordo com Mohamed (2004), obteve em seus
resultados caso de morte pelo composto fipronil. Os casos na literatura de
intoxicacdo por acidente ou uso incorreto do composto fipronil (CHODOROWSKI;
ANAND, 2004; LEE et al., 2010). Vidal (2011) ressalta a citotoxidade do fipronil que

leva a célula a apoptose.
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Figura 5 - Estrutura quimica do fipronil e seus metabdlitos dessulfinil e sulfona.
Adaptado de Kurzet al. (2013).

2.4 Justificativa

Os estudos dos mecanismos de toxicidade do fipronil em sua grande maioria
referem-se ao SNC. Além disso, nao existem relatos disponiveis na literatura acerca
dos mecanismos de agao dos metabdlitos do fipronil, fipronil dessulfinil e fipronil
sulfona sobre o metabolismo energético celular e estresse oxidativo. Dessa forma, o
conhecimento bioquimico da acdo desses metabdlitos no figado a nivel mitocondrial
€ de extrema importancia para o desenvolvimento de um método de intervencao

caso os mamiferos apresentem um quadro de intoxicacao pela substancia.
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Il OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos dos metabdlitos do fipronil, dessulfinil e sulfona, em
mitocondrias isoladas de figado de ratos.

3.1.1 Objetivo especifico

Avaliar os efeitos do fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona, com relagéo a
parametros associados a bioenergética, estresse oxidativo e homeostase de calcio
com o intuito de elucidar os mecanismos de toxicidade da substancia.

3.2 Hipotese

A toxicidade do fipronil esta relacionada com o efeito dos seus metabdlitos,
fipronil dessulfinil e fipronil sulfona sobre a bioenergética, homeostase de calcio e

estresse oxidativo em mitocondrias.

IV MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacdo Etica

A Comissao de Etica em Uso de Animais (CEUA) do Campus da UNESP de
Dracena certificou que os procedimentos utilizando animais est&do de acordo com os

“Principios Eticos na Experimentagdo Animal” (Protocolo n°. 34/2012).

4.2 Animais

Ratos Wistar machos (200 g), provenientes do Biotério Central da UNESP
(Campus de Botucatu), ficaram alojados no Biotério do Campus de Dracena, em

namero maximo de quatro animais por caixa, com cobertura metélica e serragem de
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madeira. As caixas plasticas, com dimensdes (CxLxA) 41x34x16 cm, foram
armazenadas sob temperatura controlada de aproximadamente 22°C e os animais
receberam alimento e 4gua ad libitum. Os animais ndo receberam tratamento prévio
até o momento da decapitacdo uma vez que os experimentos com o fipronil
dessulfinil e o fipronil sulfona foram realizados in vitro, empregando mitocéndrias

isoladas de figado.
4.3 Reagentes

Em todos os ensaios, os reagentes de maior alto grau analitico disponivel
comercialmente foram empregados e as solucdes foram preparadas com agua ultra-
filtrada em sistema purificador Millipore DirectQ-3® (Milli-Q®).

O fipronil dessulfinil foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Séao
Paulo, Brasil) e o fipronil sulfona foi importado do Laborat6rio Dr. Ehrenstorfer-
Schafers (Augsburg, Alemanha). Ambos foram solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO).

4.4 Isolamento das mitocondrias de figado de rato

O método da centrifugacao diferencial (PEDERSEN et al., 1978) foi aplicado
no isolamento das mitocondrias provenientes de ratos Wistar machos, com 180-200
g. Os animais foram eutanasiados por decaptacao em guilhotina e a exposicao do
figado ocorreu mediante incisdo bilateral na cavidade abdominal, com remogéo
imediata, sendo picotado em pequenos fragmentos e imersos rapidamente em 50
mL de meio contendo sacarose 250 mM, acido etilenoglicol bis(B-aminoetiléter)
N,N,N',N'-tetraacético (EGTA) 1 mM e &cido 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
foi 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
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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 um periodo méximo de 3 horas apds o isolamento.

4.5 Determinacao das proteinas mitocondriais

A concentragdo das proteinas mitocondriais foi determinada com o uso do
espectrofotometro do modelo DU-800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA),
empregando-se a reacao do biureto, conforme Cain e Skilleter (1987). Uma aliquota
de 10 yL da suspensao mitocondrial foi solubilizada em 100 uL de acido deoxicdlico
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 calibragcdo com a albumina de soro bovino (BSA) como

padrdo, preparada nas mesmas condicées das amostras.
4.6 Determinacao do consumo de oxigénio mitocondrial

O consumo de oxigénio pelas mitocéndrias 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
Williams (1955). As mitocondrias (1 mg de proteina/mL) foram incubadas sob
agitacdo (volume final de 1 mL), em uma camara fechada e termostatizada a 30°C,
no meio de respiracdo contendo sacarose 125 mM, KCI65 mM e HEPES-KOH 10
mM, acrescido de EGTA 0,5 mM e K:HPO4, 10 mM (pH7,4) e energizadas com
glutamato 5 mM + malato 5 mM ou succinato de potassio 5 mM (acrescido de
rotenona 50 nM). Diferentes concentragdes (5, 10, 15 e 25 pM) do fipronil dessulfinil
e (0,5, 1, 2,5 e 5uM) do fipronil sulfona foram adicionadas e as velocidades de
consumo de oxigénio foram determinadas por meio do software Strathkelvin Oxygen
782 System (versdo 3.0, 2005) e expressas como nmol O, consumido/min/mg de

proteinas. A respiracao do estado 3 teve inicio apds a adicdo de 400 nmols de ADP.
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4.7 Determinacao do potencial de membrana mitocondrial (AW)

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado em
espectrofluorimetro modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo, Japao), monitorando-se
as variacoes de fluorescéncia promovida pela captagcdo de safranina O, nos
comprimentos de onda de 505 e 535 nm para excitacdo e emissao, respectivamente.
As mitocdndrias (1 mg de proteina/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 + malato 5 mM ou succinato 5 mM (acrescido de rotenona 2,5
UM). Os resultados foram expressos como porcentagem em relagdo a fluorescéncia
da amostra controle, ou seja, sem adicao do fipronil dessulfinil ou do fipronil sulfona.

4.8 Determinacao da concentracao de ATP mitocondrial

O método de quimioluminescéncia (sistema luciferina-luciferase de vaga-
lume) foi utilizado na quantificagdo de ATP mitocondrial, por meio do kit
Bioluminescent Assay Kit Sigma (St. Louis, MO, USA) em um aparelho Luminémetro
modelo Sirius | (Berthold Detection Systems, Pforzheim, Alemanha). O meio de
reacao (volume final de 1mL) continha sacarose 125 mM, KCI65 mM, EGTA 0,5 mM,
HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, acrescido de glutamato 5 mM mais malato 5 mM como
substratos. As diferentes concentracdes de fipronil dessulfinil e sulfona foram
adicionadas, além da suspensdao mitocondrial (1 mg de proteina/mL). Apds
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. Apés a centrifugacao,
foram coletados 100 puL de cada amostra e neutralizados (pH 7,0) com KOH 2 M,
seguido da adicdo de Tris-HCI 100 mM, pH 7,8 (volume final de 1 mL) e
centrifugacdo a 12.000 g, durante 10 minutos a 4°C. Uma aliquota de 100 uL de
cada sobrenadante resultante foi avaliada em triplicata no Luminémetro, de acordo

com as recomendacodes do fabricante do kit.
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4.9 Inchamento mitocondrial em meio hiposmaético de acetato de potassio

As mitocondrias (0,45 mg de proteina) foram incubadas a 30°C em um meio
contendo acetato de potassio 54 mM, HEPES-KOH 5 mM, pH 7,1, EGTA 0,1 mM,
EDTA 0,2 mM, azida sédica 0,1 mM, albumina do soro bovino 0,1% (p/v),
atractilosideo 15 pM, antimicina A 1 uM e propanolol 0,3 mM, seguido por
valinomicina 1 uM e as substancias testadas, em volume final de 1,5 mL. O
inchamento foi monitorado pela diminuicdo da absorvancia em 540 nm em um
espectrofotometro modelo DU-800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) (MINGATTO et
al., 2000).

4.10 Efluxo de calcio

O efluxo de célcio nas mitocondrias intactas (2 mg de proteina) foi monitorado
pelas variacdes na absorvancia do corante arsenazo lll, entre 685 e 675 nm, em um
meio contendo 125 mM, KCI65 mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, acrescido de
CaCl, 10 puM (volume final 2 mL) (Scarpa, 1979). O efluxo do ion foi calculado em
porcentagem em relagédo ao efeito do desacoplador CCCP.

4.11 Avaliacao da interacao do fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona com a
membrana mitocondrial

As mitocéndrias foram incubadas a 37°C em meio contendo sacarose 125
mM, KCI; 65 mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,2, com ANS (1-anilinonaftaleno-8-
sulfonato) 75 pM (2 mg de proteina) ou DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno) 0,5 uM
(0,5 mg de proteina), mais CCCP 1 uM antes que as substancias testadas fossem
adicionadas (2 mL de volume final). A fluorescéncia foi medida em
espectrofluorimetro modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo, Japao) em
comprimentos de onda de 380 e 485 nm para excitacdo e emissao, respectivamente,
para ANS (Slavik, 1982) e 377 e 431 nm, respectivamente, para DPH (Lee et al.,
1999).



34

4.12 Producao de peroxido de hidrogénio (H,0,)

A producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelas mitocédndrias de
figado foi avaliada por meio da producao de H.O. (Votyakova e Reynolds, 2001). As
mitocéndrias (0,5 mg/mL) energizadas com glutamato 5 mM mais malato 5 mM ou
succinato 5 mM (acrescido de rotenona 50 nM) foram incubadas com Amplex Red
25 UM e a enzima peroxidase de raiz forte 0,025 U/mL, e a fluorescéncia foi
medidaem espectrofluorimetro modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo, Japao) em
comprimentos de onda de 563 e 587nmpara excitacao e emissao, respectivamente.

V 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 anadlises foram realizadas aplicando o programa
GraphPad Prism, versao 4.0 para Windows, GraphPad Software (San Diego, CA,
USA 03/04/2003).

VI RESULTADOS

6.1 Efeitos do fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona sobre a respiracao de
mitocondrias isoladas de figado de rato

Os efeitos da adicao do fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona nas doses de 5
a 25 UM sobre a velocidade de consumo de oxigénio no estado 3 da respiracao
mitocondrial foram avaliados em dois protocolos experimentais: no primeiro
experimento, os substratos oxidaveis foram o glutamato 5 mM mais o malato 5mM,
0s quais sao substratos do complexo da cadeia respiratoria; no segundo, foi usado o
succinato 5 mM, um substrato do complexo Il da cadeia respiratéria, acrescentado
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de um inibidor do complexo |, rotenona 50 nM. Ambos os metabdlitos inibiram a
atividade respiratéria no complexo | de maneira dose-dependente (Figuras 6A e 6B),
sendo que o fipronil dessulfinil apresentou efeito significante a partir de 5 puM,
enquanto o efeito do fipronil sulfona foi significante somente na maior concentragéo
testada (25 uM); nenhum dos dois metabdlitos inibiu a respiracdo de estado 3 em

mitocOndrias energizadas com o succinato (resultados nao apresentados).



36

. A
®© _
oc %7 T
S 2 50-
3 o 40 =+ -
S 30- L o
o £
€ E oo
3 AN
o O
c — 101
8¢
e
c 5 10 15 25
Dessulfinil (M)
B
T“\ 60_
o £
@5 507 T
> 5 T
» Qo *
O o)) 40_
%% 30-
o £
EE oo
3 N
n O
c — 10-
8¢
g 0
c 5 10 15 25
Sulfona (uM)

Figura 6 - Efeitos do fipronil dessulfinil (A) e do fipronil sulfona (B) no consumo de
oxigénio do estado 3 da respiracdo em mitocondrias isoladas de figado de rato,
energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM. Os valores representam a média
+ EPM de cinco experimentos com diferentes preparacbes mitocondriais.
***Significantemente diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01). C = controle,

sem adicao dos metabdlitos.

Apés observar que o fipronil dessulfinil e o fipronil sulfona inibiram o complexo

| da cadeia respiratoria, um ensaio foi realizado para avaliar seus efeitos sobre a
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velocidade de consumo de oxigénio no estado 4 da respiracao mitocondrial nos dois
protocolos experimentais citados acima. Os metabdlitos ndo apresentaram efeito
sobre 0 consumo de oxigénio em mitocondrias energizadas com glutamato + malato

conforme observado na Figura 7.

ADP

Dessulfinil ou Sulfona

50 nmol O,
—

3
5

Figura 7 - Efeitos do fipronil dessulfinil (25 pM) ou fipronil sulfona (5 yuM) no estado 4
da respiracdo mitocondrial, avaliados apdés o consumo total de ADP, em
mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM + malato 5
mM. A figura € representativa de trés experimentos com diferentes preparacdes

mitocondriais.

Ambos os metabolitos estimularam a respiracdo de maneira dose-dependente
nas mitocondrias energizadas com succinato (Figuras 8A e 8B). O fipronil dessulfinil
apresentou efeito significante na faixa de concentragdo compreendida entre 5 a 25
UM, enquanto que o fipronil sulfona mostrou-se mais potente com relagdo a esse
efeito o qual foi significante em uma faixa de concentracdo que variou entre 0,5 a 5
uM.



38

40

*k
Fk
30 *k
*k -
-
20+
10
0_

C 5 10 15 25

Consumo de Oxigénio
(nmol O,/min/mg proteina)

Dessulfinil (LM)

60

**
50
*%*
40
30 *%*
I 1
_l_
20
10
0_

C 0.5 1 2.5 5

Consumo de Oxigénio
(nmol O,/min/mg proteina)

Sulfona (uM)

Figura 8 - Efeitos do fipronil dessulfinil (A) e do fipronil sulfona (B) no consumo de
oxigénio do estado 4 da respiracdo em mitocondrias isoladas de figado de rato,
energizadas com succinato 5 mM (+ rotenona 50 nM). Os valores representam a
média £+ EPM de cinco experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.

**Significantemente diferente do controle (**P < 0,01). C = controle, sem adicdo dos
metabdlitos.

A estimulacdo da respiracdo de estado 4 promovida pelos metabdlitos
dessulfinil e sulfona ndo foi inibida pelos moduladores carboxiatractilosideo 5 pM
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(cATR), magnésio 1 mM (Mg?*), ciclosporina A 1 pM (CsA), ditiotreitol 1 mM (DTT)
ou N-etilmaleimida 25 uM (NEM), conforme observado na Figura 9.

cATR, Mg®*, CsA, DTT ou NEM

l

dessulfinil ou sulfona

50 umol O,
—

1 min

Figura 9 - Efeitos dos moduladores no desacoplamento da respiragdo promovido
pelos metabdlitos dessulfinil e sulfona em mitocéndrias (1 mg de proteina/mL)
isoladas de figado de rato, energizadas com succinato 5 mM (+ rotenona 50 nM). A
figura é representativa de trés experimentos com diferentes preparacoes
mitocondriais. As setas indicam a adi¢do das substancias. ADP: adenosina difosfato
400 nmols; cATR: carboxiatractilosideo 5 pM; Mg®: magnésio 1 mM; CsA:
ciclosporina A 1 uM; DTT: ditiotreitol 1 mM; NEM: N-etilmaleimida 25 uM.

6.2 Efeitos dos metabdlitos fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona sobre o

potencial de membrana mitocondrial (Ay)

Os efeitos dos metabdlitos sobre o potencial de membrana mitocondrial foi
avaliado por espectrofluorimetria, utilizando-se a captacdo da safranina O como
indicador do potencial e glutamato mais malato ou succinato, como substratos
oxidaveis. Com a adicdo dos substratos as mitocéndrias ocorreu a formacao do
potencial de membrana e apds 120 segundos, diferentes concentragdes do fipronil
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dessulfinil (5 a 25 yM) (Figuras 10A e 10B) ou do fipronil sulfona (0,5 a 5 uM) (Figura
11A e 11B) foram adicionados em experimentos independentes. Ambos o0s
compostos diminuiram o potencial de membrana de maneira dose-dependente, tanto
em mitocéndrias energizadas com substratos do complexo | quanto do complexo Il
da cadeia respiratéria. O inibidor do poro de transicido de permeabilidade
mitocondrial ciclosporina A (1 uM) ndo preveniu a dissipag¢do do Ay induzido pelos

compostos (Figura 12).
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Figura 10 - Efeitos da adi¢cdo do fipronil dessulfinil no potencial de membrana em
mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM + malato 5
mM (A) ou succinato 5 mM (+ 2,5 uM de rotenona) (B). Os valores representam a
média + EPM de cinco experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.

***Significantemente diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01). C = controle,

sem adicao dos metabdlitos.
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Figura 11 - Efeitos da adigdo do fipronil sulfona no potencial de membrana em
mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM + malato 5
mM (A) ou succinato 5 mM (+ 2,5 uM de rotenona) (B). Os valores representam a
média £+ EPM de cinco experimentos com diferentes prepara¢des mitocondriais.
***Significantemente diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01). C = controle,

sem adicao dos metabdlitos.
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Figura 12 - Efeitos dos moduladores no desacoplamento do potencial de membrana
promovido pelos metabdlitos dessulfinil e sulfona em mitocéndrias (1 mg de
proteina/mL) isoladas de figado de rato, energizadas com succinato 5 mM (+
rotenona 50 nM). A figura é representativa de trés experimentos com diferentes
preparacoes mitocondriais. As setas indicam a adicao das substancias. Ciclosporina
A (CsA) e dessulfinil ou sulfona.

6.3 Efeitos dos metabdlitos fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona sobre a
concentracao de ATP mitocondrial

Os efeitos dos metabdlitos do fipronil, fipronil sulfona e fipronil dessulfinil na
sintese de ATP pelas mitocdndrias isoladas foram avaliados nas mesmas condi¢des
da respiracdao mitocondrial 15 minutos apdés a incubacdo das mitocdndrias as
substancias na presenca de glutamato mais malato (Figuras 13A e 13B). Em
consonancia com os resultados da respiracao mitocondrial, ambos os metabdlitos
causaram uma diminuicdo dose-dependente significante na concentracdo de ATP
mitocondrial. Os mesmos resultados foram obtidos em mitocéndrias incubadas com

os metabdlitos na presenca de succinato (Figuras 14A e 14B)
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Figura 13 - Efeitos do fipronil dessulfinil (A) e do fipronil sulfona (B) na concentragao
de ATP em mitocdndrias isoladas de figado de rato, energizadas com glutamato
5mM + malato 5 mM. Os valores representam a média £ EPM de trés experimentos
com diferentes preparacées mitocondriais. ***Significantemente diferente do
controle (*P < 0,05 e **P < 0,01).C = controle, sem adicdo dos metabdlitos ou

rotenona; C+ = controle positivo, obtido pela adigcdo de rotenona 2,5 pM.
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Figura 14 - Efeitos do fipronil dessulfinil (A) e do fipronil sulfona (B) na concentracao
de ATP em mitocbndrias isoladas de figado de rato, energizadas com succinato
5mM (+ 2,5 uM de rotenona). Os valores representam a média + EPM de trés
experimentos com diferentes preparagcdes mitocondriais. ***Significantemente
diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01).C = controle, sem adicdo dos
metabdlitos ou rotenona; C+ = controle positivo, obtido pela adicdo de rotenona 2,5
MM.
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6.4 Efeitos dos metabdlitos fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona no
inchamento mitocondrial em meio hiposmaético de acetato de potassio

Para avaliar as propriedades protonoforéticas dos metabdlitos, foram
investigados os seus efeitos no inchamento de mitocondrias incubadas em meio
hiposmético de acetato de potéssio. O fipronil dessulfinil e o fipronil sulfona em suas
concentracbes maximas testadas de 25 pM e 5uM, respectivamente, ndo induziram
o inchamento das mitocbndrias, o que indica que eles ndao atuam como o0s
desacopladores classicos da cadeia respiratoria e da fosforilacao oxidativa (Figura
15).

C, Dessulfinil ou Sulfona

CCCP

AA 0.05

1 min

Figura 15 - Efeitos do fipronil dessulfinil (25 yM) e do fipronil sulfona (5 pyM) no
inchamento mitocondrial em meio hiposmético de acetato de potassio. A figura é
representativa de trés experimentos com diferentes preparacées mitocondriais. A
seta indica a adicao dos compostos. C = controle, sem adicdo dos metabdlitos ou
CCCP; CCCP = controle positivo, obtido pela adicao do desacoplador protoforético
CCCP 1pM.

6.5 Efeitos dos metabdlitos fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona no efluxo

de calcio mitocondrial

A capacidade das mitocondrias do figado para acumular Ca?* na presenca do
fipronil dessulfinil ou do fipronil sulfona foi avaliada utilizando o indicador arsenazo
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lIl. As mitocondrias expostas ao Ca?* e energizadas com glutamato mais malato ou
sucinato foram capazes de captar e reter quase todo o Ca?* presente no meio. A
adicdo dos metabdlitos as mitocondrias energizadas diminuiu a sua capacidade de
reter o Ca®* de uma forma dose-dependente, sendo o metabdlito fipronil sulfona o
mais potente (Figura 16). O inibidor do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial ciclosporina A (1 pM) ndo impediu a liberagdo do Ca?* induzida pelos

metabdlitos (Figura 17).
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Figura 16 - Efeito do fipronil dessulfinil (A) e do fipronil sulfona (B) sobre a liberacao
de Ca?" (10 uM de CaCl, adicionado) em mitocdndrias isoladas de figado de rato
energizadas com succinato 5 mM (+ rotenona 2,5 uM).Os valores representam a
média + EPM de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.
***Significantemente diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01). C = controle,

sem adicao dos metabdlitos.
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Figura 17 - Efeitos dos moduladores no efluxo de calcio promovido pelos
metabdlitos dessulfinil e sulfona em mitocondrias (1 mg de proteina/mL) isoladas de
figado de rato, energizadas com succinato 5 mM (+ rotenona 50 nM). A figura é
representativa de trés experimentos com diferentes preparacées mitocondriais. As
setas indicam a adicdo das substancias. Ciclosporina A (CsA) e dessulfinil ou

sulfona.

6.6 Avaliacao da interacao do fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona com a
membrana mitocondrial

A interacdo dos metabdlitos do fipronil, fipronil dessulfinil e fipronil sulfona
com a membrana mitocondrial foi testada com duas sondas diferentes (ANS e DPH),
de forma a avaliar as interagcbes com ambas as porcoes hidrofilica e hidrofébica da
membrana. O ANS geralmente se liga aos grupos polares dos fosfolipidios e as
proteinas na superficie da membrana, sendo o seu grupo sulfonato anidnico o
principal determinante da ligacdo. A quantidade de moléculas de ANS ligadas a
membrana é altamente influenciada pelo potencial de carga de superficie, sendo
inversamente proporcional ao seu potencial negativo (Slavik, 1982). O DPH ¢é
incorporado na regido hidrofébica da membrana, sendo orientado paralelamente ao
eixo da cadeia acil dos lipidios (Lee et al., 1999). Nenhum dos metabdlitos afetou as

respostas de fluorescéncia do ANS e DPH incubados com mitocdndrias isoladas de
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figado de rato, indicando que eles nao interagem com a membrana mitocondrial
(Figura 18).
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Figura 18 - Interacdo do fipronil dessulfinil (A) e do fipronil sulfona (B) com a
membrana mitocondrial, avaliada com as sondas fluorescentes ANS (¢) e DPH(@). Os
valores representam a média * EPM de trés experimentos com diferentes

preparacdes mitocondriais.
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6.7 Efeitos dos metabdlitos fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona sobre o

acumulo de H>O, mitocondrial

Os efeitos do fipronil dessulfinil e do fipronil sulfona sobre a geragdo de ERO
mitocondrial foram avaliados por meio da producdo de H202. De acordo com os
resultados apresentados na Figura 19, a exposicao das mitocbndrias energizadas
com succinato aos metabolitos, ndo apresentaram alteracbes na concentracdo de
H>O.. Um controle positivo foi efetuado utilizando t-butil hidroperéxido. Nenhuma
alteracao na producédo de H,O, foi observada em mitocondrias energizadas com
glutamato mais malato (resultados nao apresentados).
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Figura 19 - Efeitos do fipronil dessulfinil (c, 25 pM) e do fipronil sulfona (d, 5 uM)
sobre a geracdo de H»O, em mitocéndrias isoladas de figado de rato. A figura é
representativa de trés experimentos com diferentes preparacées mitocondriais. A
seta indica a adicdo dos compostos. a = controle positivo, t-butilhidroperéxido 0,1
mM; b = controle, sem a adi¢do dos metabdlitos ou do t-butilhidroperdxido.

VIl DISCUSSAO

As mitocdndrias sao importantes organelas celulares por serem responsaveis

pela maior parte da energia gerada e utilizada pelas células (NICHOLLS;
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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 necréticas (NICHOLLS; FERGUSON,
2002; LIU et al., 1996; DESAGUER; MARTINOU, 2000).

Estudos anteriores demonstraram que o fipronil e seus metabdlitos, dessulfinil
e sulfona 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). Nesse sentido, experimentos realizados com figado de rato em
perfusdo mostraram que o fipronil (10-50 uM) interfere no metabolismo energético
causando hepatotoxicidade (MEDEIROS et al., 2015).

De acordo com Chance e Wiliams (1955), o estado 3 da respiracao
mitocondrial contém mitocbndria, substrato respiratério e ADP, sendo que a
velocidade de fosforilagdo do ADP € o fator limitante da velocidade de consumo de
oxigénio. No presente estudo, o efeito dos metabdlitos do fipronil no estado 3 da
respiracdo mitocondrial, utilizando mitocéndrias energizadas com glutamato mais
malato, doadores de elétrons para o complexo | e succinato, doador de elétrons para
o complexo Il, demonstrou que ambos os metabdlitos sédo inibidores do complexo |
de maneira dose-dependente, porém o fipronil dessulfinil € um agente mais potente,
uma vez que apresentou efeitos em concentracdes a partir de 5 uM enquanto que o
fipronil sulfona exerceu efeito significante apenas na concentracao de 25 uM.

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 ions H*, ocorre dissipacido
do potencial de membrana, aumentando a taxa respiratéria. Sob esta condicéo
(desacoplamento) a organela ja ndo é capaz de sustentar a sintese de ATP
(MITCHELL, 1961; NICHOLLS, 1982).

Ao acrescentar ambos os metabdlitos, apds o consumo total do ADP (estado
4 da respiracdo), em mitocéndrias energizadas com os substratos do complexo | da
cadeia respiratéria glutamato mais malato observou-se que estes ndo estimularam a
respiracdo descartando a hipbétese de sua atuacdo como agente desacoplador
nessas condicdes. No entanto, as duas substancias testadas estimularam o

consumo de oxigénio nas mitocondrias energizadas com succinato, indicando uma
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acao desacopladora, porém de um modo diferente daquele pelo qual agem os
desacopladores protonoforéticos tais como o 2,4-dinitrofenol ou o CCCP devido a
sua incapacidade de promover o inchamento mitocondrial em meio hiposmético de
acetato de potassio. Além disso, carboxiatractilosideo (um inibidor do translocador
de nucleotideos de adenina, ANT), Mg?" (um estabilizante da membrana),
ciclosporina A (um inibidor do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial),
ditiotreitol (um agente redutor de grupos tidis) e N-etiimaleimida (um agente
alquilante de grupos tiéis) ndo protegeram contra o desacoplamento induzido pelos
metabdlitos. Além disso, a auséncia de producdo de ERO mitocondrial conforme
avaliada pelo acumulo de H>O. corroborou auséncia de efeitos oxidativos no
desacoplamento causado pelos metabdlitos do fipronil. Estes resultados reforcam a
hipétese de que as substancias podem atuar como um desacoplador incomum,
provavelmente por meio de uma interacdo com a membrana mitocondrial, tornando
assim a membrana permeavel a prétons, tal como sugerido por Vidal et al., 2011.

Os metabdlitos do fipronil, assim como outros inseticidas que exercem acoes
inibidoras em canais de ions, sdo compostos lipofilicos que podem ligar-se aos
dominios hidrofébicos das proteinas de membrana (HU et al., 2008). Para testar a
hipétese de que o efeito desacoplador desses metabdlitos é mediado por uma
interagdo com a membrana mitocondrial, foram realizados ensaios utilizando
mitocdndrias marcadas com as sondas fluorescentes ANS e DPH. O DPH é
incorporado na membrana mitocondrial e alojado perpendicularmente entre as
extremidades dos lipidos ndo polares que compéem a membrana; substancias
quimicas capazes de interagir com o interior da bicamada lipidica podem induzir a
liberacdo de DPH, causando uma reducdo na sua fluorescéncia (ANDRICH,;
VANDERKOQOOI, 1976; LEE et al., 1999). Apds a adicdo dos metabdlitos do fipronil
nas mitocondrias incubadas com a sonda DPH, ndo foi observada alteragcédo
significante na intensidade de fluorescéncia, o que indica que as substancias nao
interagem com as extremidades hidrofébicas dos lipidios de membrana. Este
resultado estd de acordo com o descrito por Hu et al., 2008, que nao observaram
alteracoes significantes na polarizacao de fluorescéncia do DPH quando membranas
mitocondriais de Plutella xylostella foram incubadas com o fipronil. Usando o ANS,

que se liga as extremidades polares dos fosfolipidios e proteinas na superficie da



55

membrana (SLAVIK, 1982), ndo foram observados aumentos na fluorescéncia, o
gue sugere que os compostos ndo tém capacidade para interagir com a superficie
da membrana mitocondrial.

Uma vez observado que o fipronil dessulfinil e o fipronil sulfona n&o induzem o
inchamento em meio hiposmoético de acetato de potassio e ndo interagem com a
membrana mitocondrial é razoavel propor que possam atuar sobre proteinas
especificas de membrana e utilizar algumas dessas para induzir o desacoplamento.
Estudos realizados para descrever a ligacdo do inseticida fipronil com o receptor
GABA e o canal de CI' mostraram que a substancia interage com residuos de
aminoacidos dessas proteinas por meio de interacbes hidrofébicas e pontes de
hidrogénio (CHEN et al., 2006; Cl et al., 2007; CHENG et al., 2009). Nesse sentido,
serao necessarios estudos complementares para testar se os metabélitos do fipronil
induzem desacoplamento por meio de interagdes com as proteinas da membrana
mitocondrial.

Ambos os metabdlitos diminuiram o potencial de membrana e inibiram
significantemente a sintese de ATP nas mitocondrias de um modo dose-dependente,
confirmando, assim, os dados obtidos nos testes de respiragdo, 0 que indica a
capacidade das substancias de interferir no processo de fosforilacdo oxidativa.
Sendo o ATP um importante componente metabdlico, a interferéncia na sua sintese
ou utilizacdo pode -caracterizar uma toxicidade aguda ou cronica (MEYER,;
KULKARNI, 2001).

O célcio regula varios processos fisioldgicos atuando como um mensageiro
intracelular. No entanto, a interrupcao da sua homeostase, devido a um aumento de
Ca®* livre no citoplasma, pode induzir a morte celular por apoptose (ORRENIUS et
al., 2003; PINTON et al., 2008). No presente estudo, observou-se que a exposicao
das mitocondrias energizadas com succinato aos metabdlitos fipronil dessulfinil e
fipronil sulfona resultou na liberagcdo de Ca?* mitocondrial. A auséncia de inibicao da
liberacado de calcio pela ciclosporina A, porém, descarta o envolvimento do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial neste fendmeno.
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VIIl CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que os metabdlitos do fipronil,
fipronil dessulfinil e fipronil sulfona afetam a bioenergética de mitocondrias isoladas
de figado de rato, energizadas com glutamato mais malato e succinato, atuando
como inibidores do complexo | da cadeia respiratéria e desacopladores, diminuindo
o potencial de membrana mitocondrial e consequentemente inibindo a sintese de
ATP. Além disso, os metabdlitos promoveram o efluxo de calcio mitocondrial, efeito
este que, em conjunto com a reducado da sintese de ATP, pode provocar a inducéao
da morte celular por apoptose, conforme observado para o fipronil sulfona em

estudos usando células HepG2 e hepatécitos humanos (DAS et al., 2006).
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