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MECANISMOS DE TOXICIDADE DO INSETICIDA IMIDACLOPRIDO NO FIGADO
DE RATO

RESUMO - O imidacloprido (IMD) é um inseticida neonicotindide largamente
utilizado em diversas culturas agricolas e em animais para o controle de pragas. O
IMD é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e por contato, sendo rapida
e uniformemente distribuido nos 6rgaos e tecidos. Dados da literatura mostram que
as concentracdes mais elevadas foram observadas nos o6rgdos de eliminagéo:
figado e rins. O figado € o principal 6rgdo envolvido na biotransformacédo de
substancias exogenas (xenobidticos), convertendo compostos hidrofobicos em
hidrossoluveis, mais facilmente eliminados pelo organismo. Varios estudos vém
sendo conduzidos sobre os efeitos toxicos do IMD em animais, causando danos ao
figado. Nesse sentido, 0 objetivo desse estudo foi avaliar os mecanismos envolvidos
na toxicidade do IMD sobre a bioenergética de mitocéndrias e hepatdcitos isolados
de rato e acdes do IMD sobre o metabolismo de carboidratos e proteinas em figado
de rato em perfusdo. Em mitocondrias isoladas, o IMD promoveu uma diminui¢ao
dose-dependente no estado 3 da respiracdo e na producdo de ATP, sem afetar o
potencial de membrana mitocondrial. Experimentos subsequentes medindo o
consumo de oxigénio mostraram que o IMD nédo afeta a cadeia respiratéria e que
seu efeito é semelhante ao da oligomicina (inibidora da F,F1-ATP sintase) e/ou ao do
atractilosideo (inibidor do translocador de nucleotideos de adenina, ANT). IMD inibiu
a atividade da F,F;-ATP sintase em mitocondrias rompidas e inibiu parcialmente a
despolarizacdo do potencial de membrana induzida pelo ADP. Esses resultados
indicam que o IMD afeta a bioenergética mitocondrial por meio da inibicdo da FoF;-
ATP sintase. Em Experimentos com hepatdécitos isolados de rato os resultados da
respiracdo foram semelhantes aos encontrados nas mitocéndrias isoladas, porém o
IMD afetou a producéo intracelular de ATP e induziu a morte celular somente nos
hepatdécitos isolados de ratos previamente tratados com dexametasona, um ativador
do citocromo P450. No figado de rato em perfusédo o IMD também inibiu a producéo
de glicose por meio da gliconeogénese. Esses resultados sugerem que a toxicidade
do IMD pode estar associada a alteracdes no metabolismo energético celular sendo
a enzima FoF;-ATP sintase o principal alvo da acdo toxica deste inseticida, e que 0s
metabdlitos formados na biotransformacédo do IMD podem ser mais toxicos do que o
proprio IMD.

Palavras-chave: bioenergética, biotransformacdo, inseticida, metabolismo,
toxicidade.



MECHANISMS OF TOXICITY OF THE INSECTICIDE IMIDACLOPRID IN THE RAT
LIVER

ABSTRACT - Imidacloprid (IMD) is a neonicotinoid insecticide widely used in
various crops and animals for pest control. IMD is rapidly absorbed by the
gastrointestinal tract, being rapidly and evenly distributed in the organs and tissues.
The highest concentrations were observed in the elimination organs: liver and
kidneys. The liver is the main organ involved in the biotransformation of exogenous
substances (xenobiotics), with the capacity to convert hydrophobic compounds into
water soluble metabolites, which are more easily eliminated by the organism. Studies
have been conducted on the toxic effects of IMD on animals, causing damage to the
liver. In this sense, the objective of this study was to evaluate the mechanisms
involved in the toxicity of IMD on the bioenergetics of mitochondria and isolated
hepatocytes of rats and its actions on the metabolism of carbohydrates and proteins
in liver of rats in perfusion. In isolated mitochondria, IMD promoted a dose-dependent
decrease in the state 3 of mitochondrial respiration and ATP levels, without affecting
mitochondrial membrane potential. Subsequent experiments measuring oxygen
consumption have shown that IMD does not affect the electron transport chain and
that its effect is similar to that of oligomycin (FoF1-ATP synthase inhibitor) and/or
atracytoside (ANT adenine nucleotide translocator inhibitor). In the perfusion rat liver
IMD inhibited the activity of FoF;-ATP synthase in freeze/thaw-disrupted mitochondria
and patrtially inhibited the depolarization of the membrane potential induced by ADP.
These results indicate that IMD affects in mitochondrial bioenergetics by inhibiting
FoF1-ATP synthase. In experiments with isolated hepatocytes respiration results were
similar to those found in isolated mitochondria, but IMD affected the intracellular
production of ATP and induced cell death only in hepatocytes isolated from rats
previously treated with dexamethasone, a cytochrome P450 activator. IMD also
inhibited the production of glucose by gluconeogenesis. These results suggest that
IMD toxicity may be associated with changes in cellular energy metabolism with the
enzyme F.Fi-ATP synthase being the main target of the toxic action of this
insecticide, and that the metabolites formed in the biotransformation of the IMD may
be more toxic than the IMD itself.

Keywords — bioenergetics, biotransformation, insecticide, metabolism, toxicity.
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1 INTRODUCAO

Pesticidas sdo utilizados extensivamente na agropecuaria sendo poluentes
cada vez mais presentes no ambiente, 0s quais muitas vezes sao persistentes e
podem ser bioacumulados através das cadeias bioldgicas, tais como solo-planta-
alimento ou &agua-organismos aquaticos-alimentos (PRESTON, 2002). Entre os
pesticidas estdo os inseticidas, acaricidas, fungicidas e rodenticidas, nomes comuns
gue indicam a principal funcao do pesticida (BAPTISTA, 1999).

O imidacloprido (IMD) € um inseticida neonicotindide sistémico que mata 0s
insetos via ingestdo ou contato, interferindo no sistema nervoso por meio do
bloqueio dos receptores pos-sinapticos da acetilcolina (nAChRs) (TOMIZAWA et al.,
2005). E amplamente utilizado para controle de varios insetos no tratamento de
sementes, do solo e de planta¢cfes, e até mesmo no controle de pulgas em animais
domeésticos, moscas em animais de fazenda e piolhos em ovelhas (HUTCHINSON et
al., 2001; POSPISCHIL, 2002; FOSSEN, 2006; BAYER, 2018). E um dos inseticidas
mais utilizados no mundo e estudo publicado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (Indicadores de Desenvolvimento Sustentavel - Brasil 2015 - IBGE)
mostrou que o IMD estd entre os trés ingredientes ativos de pesticidas mais
comercializados no Brasil.

Por ser um inseticida altamente seletivo para nAChRs em insetos, o IMD néo
deveria apresentar um agente toxico em mamiferos. No entanto, casos de
intoxicacao ocorreram em seres humanos devido a exposi¢cées ocupacionais ou uso
indevido dos produtos que contém como principio ativo o imidacloprid (MOHAMED
et al.,, 2009; KUMAR et al., 2013; HAN et al., 2018). Varios estudos vém sendo
conduzidos sobre os efeitos do IMD em animais, sendo eles ratos (MOHANY et al.,
2011, TOOR et al., 2013; KAPOOR et al., 2014) camundongos (ARFAT et al., 2014),
frangos de postura (KAMMON et al., 2010), peixes (DESAI; PARIKH, 2013; QADIR
et al., 2014) e bovideos (KAUR et al., 2006), demonstrando que o0 composto tem alta
capacidade de danificar o figado, envolvendo lesdes do tipo hepatocelular, ou seja,
aguelas caracterizadas por altos niveis séricos de alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase, porém, o mecanismo de acao toxica neste 6rgéo ainda

nao foi totalmente descrito.
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O figado desempenha uma funcéo central no metabolismo, pois recebe
grandes quantidades de nutrientes e xenobioticos que sdo absorvidos por meio do
trato digestivo e veia porta. Entre as principais funcées hepaticas estdo a captacéo
de aminoacidos, lipidios, carboidratos e vitaminas, com subsequente
armazenamento, conversao metabolica e liberacdo no sangue e bile. O figado é
também o principal 6rgdo envolvido na biotransformacdo de substancias exdgenas
(xenobidticos), com capacidade de converter compostos hidrofébicos em
hidrossoltuveis, mais facilmente eliminados pelo organismo (GUILLOUZO, 1998).
Esse processo de biotransformacao (desintoxicagdo) € realizado principalmente pelo
sistema enzimético denominado citocromo P450 (DANIELSON, 2002; IOANNIDES,
2002).

Evidéncias experimentais indicam que a mitocondria representa um alvo
preferencial e critico para a acado de drogas, toxinas ou seus metabdlitos reativos
formados pelo citocromo P450. Os efeitos toxicos sobre as mitocondrias podem
ocorrer por mecanismos diretos e indiretos, levando a disfun¢cdes mitocondriais, tais
como alteracbes no transporte de elétrons e 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 deplecdo de
ATP, morte celular ou uma disfuncdo metabdlica (NADANACIVA et al., 2007;
MINGATTO et al., 2007; DYKENS et al., 2008; SANTOS et al., 2009; GARCIA et al.,
2010; ZANOLI et al., 2012; LI et al., 2012; TAVARES et al., 2015).

Sendo assim, torna-se importante a avaliagcdo dos efeitos do IMD sobre os
parametros relacionados a bioenergética de mitocdndrias e hepatdcitos primarios
isolados de figado de rato, e o efeito do IMD sobre a morte celular e 0 metabolismo
hepatico, no sentido de avaliar os mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade do
inseticida. Assim, espera-se fornecer informacdes relevantes para o auxilio no

tratamento em caso de intoxicagdo em animais e humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inseticidas

Os Pesticidas sdo substancias quimicas que apresentam acao fisioldgica
sobre organismos vivos e normalmente sdo utilizados para impedir a acdo ou
destruir, direta ou indiretamente, ervas daninhas, roedores, fungos, acaros e insetos.
Estes produtos sdo apresentados em formulacbes solidas ou liquidas naturais,
semissintéticas ou sintéticas utilizadas como inseticidas, acaricidas, fungicidas e
rodenticidas, nomes comuns que indicam a principal funcdo do pesticida
(BAPTISTA, 1999).

A rigidez e evolucao da legislacdo e do sistema de registro garantem que 0s
produtos colocados a disposi¢cdo do usuéario sdo seguros, quando bem utilizados.
Porém, os pesticidas podem ser toxicos devido ao uso inadequado e sua toxicidade
depende das propriedades dos ingredientes ativos e inertes do produto (TAVELLA et
al., 2011). Outro fator a ser considerado é que os pesticidas sao poluentes cada vez
mais presentes no ambiente, 0os quais muitas vezes sao persistentes e podem ser
bioacumulados através das cadeias biolégicas, tais como solo-planta-alimento ou
agua-organismos aquaticos-alimentos (PRESTON, 2002), além de produtos
resultantes do seu metabolismo ou degradagcdo originam residuos que podem
contaminar e acumular no ambiente, sendo frequente encontrar residuos de
pesticidas em aguas superficiais ou lencéis freaticos, no solo e em produtos
agricolas.

Os inseticidas sdo uma classe de pesticidas com o objetivo de prevenir,
destruir e controlar insetos. O modo de a¢do da maioria dos inseticidas é ao nivel do
sistema nervoso, bloqueando os processos fisiologicos e bioquimicos dos insetos,
mediante a bloqueio de receptores. Os inseticidas podem ser classificados em
grupos quimicos sendo eles os Organofosforados, Carbamatos, Organoclorados,
Piretréides e Neonicotindides (DURO et al., 2013; TOMIZAWA, CASIDA, 2000).

Na ultima década os neonicotindides tiveram grande expansao comercial,
tornando-os de maior classe de inseticidas usada na prevencgdo, controle e

tratamento de parasitas (insetos) no ambito veterindrio e ambiental. Os
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neonicotindides tiveram origem na molécula de nicotina, um alcaldide de ocorréncia
natural proveniente das folhas da planta do tabaco (Nicotiana tabacum), atingindo
niveis entre 2 a 7 %, e € um constituinte ativo do fumo do tabaco. Na sua forma
concentrada é também usada como inseticida, ja que € um agente tOxico nervoso
potente (DURO et al, 2013).

Os principios ativos desta classe atuam como agonistas de receptores
nicotinicos dos insetos e tém como principal representante o IMD (TOMIZAWA,
CASIDA, 2000), o qual foi o primeiro neonicotindide introduzido no Japdo e na
Europa no ano de 1990 e comercializado nos EUA em 1992 (OBANA, et al. 2003).

2.1.1 Imidacloprido

O IMD (1-[(6-cloro-3-piridinil)metil]-N-nitro-2-imidazolidinimina) (Fig. 1) € um
inseticida neonicotindide sistémico que mata 0s insetos via ingestdo ou contato,
interferindo no sistema nervoso por meio do bloqueio dos receptores pos-sinapticos
da acetilcolina (TOMIZAWA et al., 2005). E amplamente utilizado para controle de
varios insetos no tratamento de sementes, do solo e de plantacdes e até mesmo no
controle de pulgas em animais domésticos e moscas em animais de fazenda
(HUTCHINSON et al., 2001; FOSSEN, 2006).

N—

Figura 1. Estrutura molecular do IMD. Fonte: dominio publico.

E um dos inseticidas mais utilizados no mundo e estudo recente publicado
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (Indicadores de Desenvolvimento

Sustentavel - Brasil 2015 - IBGE) mostrou que o IMD esta entre os trés ingredientes
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ativos de agroquimicos mais comercializados no Brasil. Em 2013, a Unido Européia,
através do Regulamento n.485, restringiu o uso e as aplicacdes de neonicotindides,
incluindo o imidacloprido, havendo necessidade de mais pesquisas sobre sua
toxicidade (EU, 2013).

Como um pesticida sistémico, o IMD move-se facilmente ou se transloca no
xilema a partir do solo para as folhas, frutas, pélen e néctar das plantas (FOSSEN,
2006), podendo estes servirem de alimento para animais, facilitando uma possivel
intoxicacdo ou danos em sua producdo ou até mesmo em sua saude.

O IMD é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal, sendo rapida e
uniformemente distribuido nos 6rgados e tecidos. As concentracdes mais elevadas
foram observadas nos 6rgdos de eliminacdo: figado e rins (NORTOX, 2015).
Entretanto, também h& relatos na literatura em que o IMD apresentou efeito
neurotoxico (ABOU-DONIA et al., 2008; BAL et al., 2010; LONARE et al., 2014),
genotdxico (DEMSIA et al., 2007; KATARIA et al., 2016; STIVAKTAKIS et al., 2016)
e efeitos sobre o sistema reprodutor (BAL et al, 2012a; BAL et al., 2012b).

Varios estudos vém sendo conduzidos sobre os efeitos do IMD em animais,
principalmente em ratos e camundongos, demonstrando que o composto tem alta
capacidade de danificar o figado, porém, o mecanismo de acdo toxica neste 6rgao
ainda néo foi descrito.

Kammon et al. (2010) utilizaram a concentracdo de 139 mg/kg de massa
corporea de IMD em frangos de postura, administrado via oral, onde o composto
produziusinais detoxicidadenos 15 minutos pds administracdo: lentiddo, olhos
caidos, galinhas sentadas nojarrete, respiracdo de boca aberta, tremores
musculares, galinhas deitadas de um lado e algumas das galinhas também
revelaram paralisia e diarréia aquosa. Mortes ocorreram dentro de 5-24 horas apés a
administracdo do inseticida. O exame histopatolégico revelou hemorragia,
degeneracéo dos hepatdcitos, congestao e dilatacao leve de sinusoéides hepaticos e
valores de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
fosfatase alcalina (FC) significantemente elevados. Os rins mostraram hemorragia
sub-capsular e necrose coagulativa do epitélio tubular.

Mohany et al. (2011) forneceram IMD 0,21 mg/kg de massa corpoOrea por via

oral durante quatro semanas e aumentos significantes nos niveis séricos de AST,
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ALT, FC e de malondialdeido (MDA), foram observados no grupo tratado. Veia
central e sinus6ides fortemente congestionados foram observados no tecido
hepatico; nucleos picnéticos e infiltracdo de leucdcitos também foram encontrados
em todo o tecido hepatico, indicando hepatotoxicidade.

Duzguner e Erdogan (2012) usaram IMD em ratos na dose de 1 mg/kg de
massa corporea por 30 dias para analisar 0 estresse oxidativo. A administragdo do
composto resultou no aumento da atividade da catalase, reducdo da capacidade
antioxidante diminuindo a concentracdo de GSH no cérebro e aumento das
concentracdes de Ca®** no plasma. No figado, as enzimas superdxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e ALT néo foram afetas pelo IMD, porém houve
diminuicao da atividade das enzimas AST e lactato desidrogenase (LDH).

Soujanya et al. (2013) testaram o IMD em ratos na concentracdo de 80 mg/kg
de massa corporea e o efeito protetor da vitamina C sobre a toxicidade da
substancia. Os resultados mostraram um aumentona atividade das enzimas ALT e
AST e as concentracdes de GSH foram reduzidas com o IMD. A exposi¢cdo ao IMD
afetou a funcdo hepatica em ratos, nas funcdes antioxidante e histolégica e a
vitamina C mostrou efeitos protetores significantes.

Toor et al. (2013) forneceram duas doses de IMD: 9 e 45 mg/kg de massa
corpoérea por via oral durante quatro semanas para ratas e observaram aumento na
atividade das enzimas ALT, AST e fosfatase alcalina no plasma das ratas tratadas
com a maior dose. Além disso, foram observadas alteracfes na atividade da ALT e
AST no tecido hepético de ratas tratadas com a maior dose. O exame histolégico do
figado revelou que o tratamento com a maior dose do IMD resultou em dilatagBes da
veia central e sinusodides entre os hepatdécitos.

Arfatet al. (2014) usaram as concentracdes de 5, 10 e 15 mg/kg de massa
corporea de IMD, via oral por 15 dias, em camundongos e observaram que a maior
dose causou um aumento significante na atividade sérica das enzimas ALT, AST e
FA e na quantidade de bilirrubina total. A analise histolégica indicou
hepatotoxicidade com vasos sanguineos hipertrofiados, lesbes citoplasmaticas e
necrose no figado, enquanto que a analise do rim indicou nefrotoxicidade com

hemolise, degeneracdodos tubulos eglomérulos, ambas na maior dose de IMD
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utilizada, a qual estd muito abaixo da DLsp para camundongos que é de 131 mg/kg
de massa corporea.

Kapor et al. (2014) administraram uma dose Unica de IMD (20 mg/kg de
massa corpoOrea via oral) em ratas e observaram aumento significante na atividade
sérica das enzimas ALT e AST, além de aumento na quantidade de bilirrubina e
uréia no sangue 48 h ap6s a administracdo do inseticida.

2.2 Figado e Hepatotoxicidade

O figado desempenha uma funcdo central no metabolismo, devido a sua
interposicdo entre o trato digestivo e a circulacdo geral do organismo. Entre as
principais fungdes hepaticas estdo a captacdo de aminoécidos, lipidios, carboidratos
e vitaminas, com subsequente armazenamento, conversdo metabolica e liberacéo
no sangue e bile. O figado €& também o principal 6rgdo envolvido na
biotransformacdo de substancias (xenobidticos), com capacidade de converter
compostos hidrofébicos em hidrossollveis, mais facilmente eliminados pelo
organismo (GUILLOUZO, 1998).

A célula parenquimal (hepatdcito) € a principal unidade funcional do figado,
constituindo 60% da populacdo de células e 80% do volume total do figado. Os
hepatdcitos isolados tém sido extensivamente utilizados para estudar o metabolismo
e a toxicidade de uma grande variedade de drogas e substancias quimicas
(GUILLOUZO, 1998; MINGATTO et al., 2002; MAIOLI et al.,, 2011), uma vez que
mantém membranas intactas e tém altos niveis de varias enzimas do sistema de
metabolismo de xenobidticos e seus co-fatores sendo, portanto, Uteis para o estudo
da captacdo, alvos intracelulares e eventos que levam a danos celulares por
substancias quimicas e seus metabdlitos via biotransformagéo (MOLDEUS, 1978).

Substancias capazes de produzir danos aos hepatécitos sdo denominadas
hepatotoxicantes. Os hepatotoxicantes intrinsecos afetam todos os individuos em
uma forma dose-dependente e, portanto, previsivelmente, podendo interferir com o
metabolismo celular (hepatotoxicantes ativos) ou tornarem-se toxicos apoés

biotransformacgé&o (hepatotoxicantes latentes). A hepatotoxicidade idiossincratica, por
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outro lado, é dose-independente, podendo ser uma consequéncia 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 concentracdes de um xenobidtico podem provocar
toxicidade.

A biotransformacdo, a qual envolve reacfes bioquimicas especificas, é
definida como uma alteracdo quimica dos xenobidticos realizada pelos organismos
vivos. O principal objetivo da biotransformacéo € excretar substancias, normalmente
toxicas, que foram absorvidas pelos organismos, na forma de metabdlitos e/ou
produtos sollveis em agua e assim mais facilmente excretadas (WILLIAMS et al.,
2000). Geralmente, esse processo ocorre para inativar os agentes toxicos, sendo
denominado como sistema de desintoxicacdo, embora os metabdlitos formados,
possam ser compostos biologicamente ativos, 0s quais podem interagir com
proteinas séricas, membranas plasmaticas e/ou mitocondriais, ser distribuidos para
orgaos, interagir com receptores e organelas celulares (THOMPSON; THOMPSON,
1990; TOLEDO FILHO; VIEIRA, 1990) podendo desencadear maior toxicidade do
que o xenobidtico inicial.

O sistema enziméatico capaz de metabolizar xenobibticos € o citocromo P450,
o qual esta presente em todo o organismo, com maior concentracao no figado, o que
consequentemente torna esse 0rgdo o centro do metabolismo de xenobibticos.
(DANIELSON, 2002; IOANNIDES, 2002). O citocromo P450 faz parte da fracéo
microssémica e €é responsavel pelas reacdes de oxidacdo de inUmeras substancias,
desempenhando papel fundamental na biotransformacdo (KOROLKOVAS;
BURCKHALTER, 1988; DELUCIA et al., 1988).

A biotransformacdo dos xenobioticos € decorrente de alteracbes em sua
molécula e sdo divididas em duas fases. Na Fase | ocorrem as transformacgdes
metabdlicas catalisadas por enzimas presentes no reticulo endoplasmatico fazendo
com que o xenobidtico sofra rea¢cdes quimicas de oxidacao, hidrolise ou reducédo. Ja
na Fase Il ocorre a conjugacdo com constituintes naturais do organismo que sao
catalisadas por enzimas citoplasmaticas, fazendo assim com que o xenobiético sofra
reacoes quimicas como a glucoridinacdo (principalmente em mamiferos),

conjugacdo com a glutationa ou outros componentes celulares, como aminoé&cidos.
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Para eliminacdo de uma substancia, ndo € necessario que um composto seja
submetido as duas fases, ou seja, apenas a fase | ou fase Il podem ser suficientes
para aumentar a polaridade do composto e elimina-lo do organismo (WILLIAMS;
JAMES; ROBERTS, 2000).

2.3 Biotransformacéao do IMD

O IMD é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal, sendo rapida e
uniformemente distribuido nos érgaos e tecidos. Foram encontradas concentracfes
mais elevadas no figado e rins, ou seja, 6rgdos de eliminacdo de substancias
(NORTOX, 2015). Em ratos, a biotransformacédo ocorre principalmente em duas vias.
A primeira através da oxidacao da molécula, formando o acido 6-cloronicotinico, que
reage posteriormente com glicina para formar o conjugado acido hipurico e, a
segunda, pela hidroxilacdo do anel imidazolidina na posicdo 4 ou 5, formando assim

seus metabdlitos (Figura 2).
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2.4 Bioenergética mitocondrial

Mitocondrias sao organelas intracelulares exclusivas das células eucarioticas
e sdo encontradas em todos os tipos de tecidos. Sdo compostas por um sistema
duplo de membranas, as membranas externa e interna, as quais definem dois
compartimentos: o espago intermembranar e a matriz mitocondrial (DAUM, 1985;
FREY; MANNELA, 2000).

As mitocondrias presentes no parénquima hepatico apresentam 17% do
volume celular, possuindo dimensdes de 0,45 ym de didmetro e 4,42 ym de
comprimento, e a quantidade encontrada por hepatécito varia na faixa de 800
(SCHEFFLER, 1999) a 1312 mitocondrias/célula (VAN GURP et al., 2003).

Essa organela apresenta caracteristicas peculiares quando comparada as
demais, visto que apresenta seu préprio DNA e RNA além de estarem diretamente
ligadas a regulacdo de vérias funcdes celulares dependentes de energia, como o
metabolismo intermediario, regulacdo i6nica, motilidade e proliferacdo celular
(PEDERSEN, 1999).

A mitocbndria € responsavel pela sintese da quase totalidade do ATP
necessario a manutencdo da estrutura e funcao celular. Os elétrons doados por
substratos oxidaveis a cadeia respiratéria na membrana mitocondrial interna, por
meio de NADH ou FADH,, sdo transferidos ao O, reduzindo-o a H,O (respiracao
mitocondrial), e a energia livre resultante é utilizada para a sintese de ATP

(fosforilagcdo oxidativa) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica da cadeia respiratoria e fosforilacdo
oxidativa. Fonte: Maioli (2012). Seta verde: caminho percorrido pelos elétrons.

De acordo com a hipétese quimiosmotica de Mitchell em associagdo com a do
acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons é acompanhado de
bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas,
gerando um gradiente eletroquimico de H*. A energia livre liberada no retorno do H*
a matriz mitocondrial induz alteracdo conformacional no componente F; da FoF;-ATP
sintase, liberando o ATP formado a partir de ADP e Pi em seus sitios cataliticos
(MITCHELL, 1961; BOYER et al., 1973). Quando a membrana mitocondrial torna-se
permeavel a H* (por exemplo, pela acdo de protondforos) ocorre dissipagdo do
potencial de membrana aumentando a velocidade de respiracdo; sob essas
condi¢cdes (desacoplamento), a capacidade da mitocondria de sintetizar ATP é
comprometida (MITCHELL, 1961; NICHOLLS, 1982).

Evidéncias experimentais indicam que a mitocondria representa um alvo
preferencial e critico para a acado de drogas e toxinas. Os efeitos toxicos sobre as
mitocodndrias podem ocorrer por mecanismos diretos e indiretos, levando a
disfuncbes mitocondriais, tais como alteracbes no transporte de elétrons e
fosforilacdo oxidativa, na permeabilidade da membrana mitocondrial interna, no
transporte de célcio, no estado oxidativo, aléem de uma série de outros eventos que
levam a deplecdo de ATP (NADANACIVA et al.,, 2007; MINGATTO et al., 2007,
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DYKENS et al.,, 2008; SANTOS et al., 2009; GARCIA et al., 2010; ZANOLI et al.,
2012; Ll et al., 2012; TAVARES et al., 2015). Além do seu papel critico na sintese de
ATP, a mitocondria também €é a maior responsavel pela formacdo de
espéciesreativas de oxigénio (ERO) (VOTYAKOVA; REYNOLDS, 2001;
KOWALTOWSKI et al., 2009) e também controla a morte celular (CROMPTON,
1999; KOWALTOWSKI; CASTILHO, 2001; KIM et al., 2003).
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3 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do IMD e seus
metabdlitos sobre os parametros relacionados a bioenergética em mitocondrias e
hepatocitos primarios isolados de figado de rato, além de analisar efeitos sobre o
metabolismo hepatico, no sentido de auxiliar no conhecimento sobre os mecanismos

envolvidos na toxicidade apresentada pelo inseticida.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacéao ética

A Comissédo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Tecnoldgicas - Unesp - Campus de Dracena certificou que o0s
procedimentos utilizando animais estdo de acordo com o0s preceitos e normas
editados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)
(Certificado n°. 30/2015.R2-CEUA).

4.2 Reagentes

O IMD (Cddigo 37894) foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich Brrasil Ltda
(Séao Paulo, SP, Brasil). Em todos os ensaios foram empregados reagentes de alto
grau analitico disponiveis comercialmente e as solu¢cdes foram preparadas com
agua ultra-filtrada em sistema purificador Millipore DirectQ-3® (Milli-Q®). As
substancias lipofilicas, incluindo o IMD, foram solubilizadas em dimetilsulféxido
(DMSO), sendo que este ndo excedeu a concentracdo de 1% do volume total nos

ensaios experimentais.

4.3 Animais

Ratos Wistar machos com aproximadamente 200 g de peso Vvivo,
provenientes do Biotério Central da Unesp - Campus de Botucatu, ficaram alojados
no Biotério de Roedores da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas - Unesp
- Campus de Dracena, em caixas plasticas de polipropileno com dimensdes (CxLxA)
41x34x16 cm, com cobertura metélica e serragem de madeira em numero maximo
de quatro animais por caixa. Os animais ficaram em temperatura controlada de
aproximadamente 22°C e receberam alimento e agua ad libitum, seguindo
recomendacgdes do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals - Institute for
Laboratory Animal Research. Para o isolamento de hepatécitos foram utilizados

animais normais ou animais previamente tratados com dexametasona (50 mg/kg de
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peso corporal por 3 dias via intraperitoneal), um estimulador do sistema CYP 450
(SIDHU; OMIECINSKI, 1995).

4.4  MitocObndrias

4.4.1 Isolamento de mitocéndrias de figado de rato intactas e rompidas

As mitocdndrias foram isoladas por centrifugacdo diferencial padrdo
(PEDERSEN et al., 1978) (Figura 4). Os ratos foram insensibilizados com éter,
eutanaziados por decapitacdo e o figado foi imediatamente removido, picotado em
50 mL de meio contendo 250 mM de sacarose, 1 mM de EGTA e 10 mM de HEPES-
KOH, pH 7,2 e homogeneizado trés vezes durante 15 segundos com intervalos de 1
minuto com um homogeneizador Potter-Elvehjem. O homogeneizado foi
centrifugado a 770 x g durante 5 min, e o sobrenadante resultante foi ainda
centrifugado a 9.800 x g durante 10 min. O preciptado foi suspenso em 10 mL de
meio contendo 250 mM de sacarose, 0,3 mM de EGTA e 10 mM de HEPES-KOH,
pH 7,2 e centrifugados a 4.500 x g durante 15 min. O preciptado final mitocondrial foi
suspenso em 1 mL de meio contendo 250 mM de sacarose e 10 mM de HEPES-
KOH, pH 7,2 e foi utilizado no periodo maximo de 3 horas. A concentracdo de
proteina mitocondrial foi determinada pelo método de biureto utilizando BSA
(albumina de soro bovino) como padrédo (CAIN; SKILLETER, 1987).

As mitocbndrias rompidas foram obtidas por tratamento de choque térmico
apos trés ciclos consecutivos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em um banho de agua aquecido a 37°C. Os fragmentos de
membrana foram mantidos a 4°C e foram utilizados na avaliacdo da atividade

enzimatica mitocondrial no periodo maximo de 3 horas.
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Figura 4. Procedimento realizado para o isolamento das mitocondrias
intactas. Fonte: Pedersen et al. (1978).
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442 Respiragdo mitocondrial

A respiracdo mitocondrial foi avaliada utilizando um medidor de oxigénio
dissolvido (Strathkelvin Instruments Limited, Glasgow, Escoécia, Reino Unido)
equipado com um eletrodo do tipo Clark (Figura 5).

Um miligrama de proteina mitocondrial foi adicionado a 1 mL de meio de
respiracdo contendo sacarose 125 mM, HCI 65 mM e HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4,
mais EGTA 0,5 mM e K;HPO, 10 mM, a 30°C. O consumo de oxigénio foi medido
usando 5 mM de glutamato + 5 mM de malato ou 5 mM de succinato (+ 50 nM de
rotenona) como substratos respiratorios na auséncia (estado 4 da respiracao
mitocondrial) ou a presenca de 400 nmol de ADP (estado 3 da respiracao
mitocondrial).

As velocidades de respiracédo de estado 3 e 4 foram determinadas por meio
do software Strathkelvin Oxygen 782 System (versao 3.0, 2005) e expressas como
nmol O,.min*.mg de proteina®. As concentracbes do IMD utilizadas nos

experimentos com mitocondrias isoladas foram 50, 100, 150 e 200 puM.

Computador com software que registra
as leituras em forma de grafico

Suspensio
mitocondrial ( y

GCamara
tesmostatizada

Eletrodo de Aparelho registrador

Clark 1

TR L

o

Figura 5. Representacdo esquematica do oximetro utilizado para o
monitoramento do consumo de oxigénio pelos hepatdcitos e do software usado para
registrar e calcular as velocidades de consumo de oxigénio. Fonte: Maioli (2012).

4.4.3 Potencial da membrana mitocondrial (Agn)

O potencial de membrana mitocondrial (Aym) foi determinado por meio de
espectrofluorimetria usando um aparelho espectrofluorimetro modelo RF-5301 PC

(Shimadzu, Toquio, Japdo), monitorando-se as alteracdes de fluorescéncia da
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safranina O, usando-se como comprimentos de onda de excitacdo e emissédo 495 e
586 nm, respectivamente (ZANOTTI; AZZONE, 1980).

As mitocondrias (2 mg de proteina) foram incubadas em um meio contendo
sacarosel25 mM, KCI 65 mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4 e EGTA 0,5 mM (2 mL

de volume final) e foram energizadas com glutamato 5 mM + malato 5 mM.

444 Sintese de ATP

A sintese de ATP foi determinada pelo método de quimioluminescéncia
utiizando o sistema luciferina-luciferase do vagalume por meio de um Kit
Bioluminescent Assay Kit Sigma (St. Louis, MO, USA) em um aparelho Luminémetro
modelo Sirius | (Berthold Detection Systems, Pforzheim, Alemanha). As mitocéndrias
(1 mg de proteina) foram incubadas no meio de respiragéo (1 mL de volume final) na
presenca ou na auséncia do IMD. A suspenséo foi submetida a agitacdo branda e
apos 10 minutos de incubacdo a mesma foi centrifugada a 9.000 x g por 5 min, a
4°C. O precipitado obtido foi tratado com 1 mL de acido percloracético 1 M a 4°C e
novamente centrifugado a 14.000 x g por 10 min a 4°C. Foram separadas aliquotas
de 100 pL do sobrenadante de cada amostra e as mesmas foram neutralizadas com
KOH 2 M. Em seguida foi adicionado TRIS-HCI 100 mM, pH 7,8 (1 mL de volume
final), sendo as amostras centrifugadas a 15.000 x g, por 10 min a 4°C, e os
sobrenadantes resultantes foram avaliados, em triplicata, no Luminémetro seguindo

as recomendac0des do fabricante do Kkit.

445 Atividade da F;F1-ATP sintase

A atividade da F,F;-ATP sintase foi determinada conforme Bracht et al (2003),
em preparacdes de mitocondrias intactas desacopladas e mitocondrias rompidas. As
mitocondrias intactas (0,5 mg de proteina) foram incubadas em meio contendo
sacarose 125 mM, KCI 65 mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, mais EGTA 0,2 mM e
ATP 5 mM por 20 min a 37°C, na presenca de carbonil cianeto-m-clorofenilhidrazona
(CCCP) 1 uM, em volume final de 0,5 mL. Quando as mitocondrias rompidas foram
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usadas como fonte da enzima, o meio foi composto por tampéao Tris-HCI 20 mM, pH
7,4 e ATP 5 mM.

O procedimento foi 0 mesmo nas duas preparacdes e consistiu em incubar as
mitocdndrias nos respectivos meios (volume final de 0,5 mL) e adicionar diferentes
concentracdes (50, 100, 150 e 200 uM) do IMD. A reacéao foi iniciada com a adi¢cao
de ATP 5 mM e finalizada com a adi¢cao de acido tricloroacético a 4°C (concentracdo
final de 5%). Em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 x g, durante 10
minutos e o fosfato inorganico (Pi) liberado foi dosado segundo 0 método proposto
por Fiske; Subbarow (1925), em comprimento de onda de 700 nm, utilizando o
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 como

controle positivo e o controle negativo foi realizado na auséncia do IMD.

4.4.6 Despolarizacdo do Ay induzida pelo ADP

O efeito do IMD sobre a despolarizagédo do Ay induzida por ADP foi avaliado
conforme descrito por O'Brien et al., 2008, com modificacdes. As mitocondrias (2 mg
de proteina) foram incubadas em um meio contendo sacarosel25 mM, KCI 65 mM,
HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, mais EGTA 0,5 mM, glutamato 5 mM + malato 5 mM e
safranina O 10 pM (2 mL de volume final) a 30°C.

IMD 200 uM ou carboxilatractilosideo (CATR) 5 uM ou Oligomicina 1 pg/mL,
foram adicionados 30 segundos antes da adicdo de 400 nmol de ADP. A
despolarizacdo induzida por ADP descreve a alteracao e a recuperagao do Ay apos
a adicdo do nucleotideo. A amplitude de despolarizacdo induzida por ADP foi

medida na presenca e auséncia (controle) das substancias teste.
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4.5 Hepat6citos Primarios

45.1 Isolamento dos Hepatdcitos de Rato

Os hepatdcitos foram isolados ap6s a perfusdo do figado com colagenase,
conforme descrito previamente por Guguen-Guillouzo (1992), com modificagbes. Os
ratos foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de tiopental sédico 50 mg.kg™
de peso corporal e a cavidade peritoneal foi aberta por incisdo bilateral. O figado foi
canulado e perfundido através da veia porta (Figuras 6 a 8) com uma solugcédo de
NaCl 160,8 mM, KCI 3,15 mM, EGTA 0,5 mM, Na,HPO,4.12 H,O 0,7 mM, glicose 5
mM e HEPES-KOH 33 mM, pH 7,65 (meio 1), a 37° C, com um fluxo de 30 mL/min
durante 15 minutos. Em seguida, o figado foi perfundido com uma solu¢do composta
pelo meio 1 adicionado de colagenase tipo IV 0,025% (p/v) e CaCl, 1 mM, com um
fluxo de 20 mL/min durante 15 minutos. Ao término da perfusdo as células foram
separadas (liberadas dos I6bulos) no meio de Krebs-Henseleit, composto por NacCl
119 mM, KCI 4,9 mM, KH,PO,4 1,2 mM, CaCl, 2,6 mM, NaHCO3; 25 mM, MgSO, 1,2
mM e glicose 5 mM, adicionado de BSA 0,1% (p/v) e HEPES 12,5 mM, pH 7,4. A
suspensao foi filtrada em gaze e centrifugada 2 vezes a 50 x g por 3 minutos em
centrifuga refrigerada (Eppendorf 5804R, Alemanha). Os hepatocitos foram

ressuspendidos no meio de Krebs-Henseleit.
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Figura 6. Representacdo esquematica do processo cirlrgico envolvido no
isolamento de hepatdcitos. Incisdo bilateral no abdémen do animal (A) e insercdo da
canula na veia porta hepatica (B). Fonte: Maioli (2012)
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Figura 7. Representacdo simplificada da distribuicdo dos principais pontos
onde ocorre a insercédo de canulas e/ou interrupcdo do fluxo sanguineo ao longo da
cirurgia. Veia porta hepatica (a), veia cava caudal (b), veia cava cranial (c). Adaptado
de Principle of Toxicology: Environmental and Industrial Applications, (2000).
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Figura 8. Sistema de perfusdo do figado para isolamento dos hepatdcitos. A
sequéncia letras indica o sentido do fluxo e os equipamentos responsaveis pela
condugéo do liquido de perfusdo até o figado. (A) bomba peristaltica, (B) cAmara
oxigenadora e aquecedora, (C) captador de bolhas, (D) canulas de entrada e saida
do liquido de perfuséo e (E) copo coletor do liquido de perfusdo para a recirculacao
apos a insercdo do meio 1 acrescido de colagenase V. Fonte: Maioli (2012).

ApOGs a ressuspensdo, o numero de células foi verificado por contagem em
camara de Neubauer (Figura 9). Para isso a suspensao celular obtida teve de ser
diluida inicialmente com meio de Krebs, sendo esta diluicdo variavel em funcéo do
namero de células presentes, visto que durante a contagem na camara, ndo se pode
exceder o limite de 200 células em cada quadrante, pois a presenca de um namero
maior de células diminui a confiabilidade da contagem. Em seguida a suspenséao
sofreu nova dilui¢do, de 10 vezes, com Trypan Blue 0,16% (p/v) (MOLDEUS, et al.,
1978), sendo esta diluicdo realizada com o intuito de avaliar a viabilidade celular
pelo teste de exclusédo, pois simultaneamente a contagem do numero total de células
€ obtido também o nimero de células viaveis, sendo utilizadas apenas preparacoes

com viabilidade celular inicial superior a 85%.
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Depois da contagem das células na camara, para se obter o niumero de
células por mL de suspensao, o valor obtido na contagem foi adicionado na seguinte

formula:

n° de células/mL = n° total de células x fator de diluicdo x 10.000

guadrantes

Figura 9. Camara de Neubauer utilizada para avaliacdo da viabilidade celular
por meio da exclusdo do Trypan blue (0,16%) e contagem do numero total de
células. (A) visdo macroscopica da camara; (B) visdo microscépica da organizagédo
dos quadrantes utilizados para contagem das células. Fonte: elaborado pelo autor.

45.2 Ensaios com Células Permeabilizadas

4521 Respiragdo Mitocondrial

Os hepatécitos (10° células/mL) foram incubados em meio contendo sacarose
250 mM, KH,PO,4 2mM, HEPES 10 mM, EGTA 0,5 mM, BSA 0,5% (m/v), MgCl, 5
mM,pH 7,2, a 37° C. As células foram permeabilizadas com digitonina 0,002% (m/v),
um detergente que facilita a entrada do substrato na célula. Os substratos utilizados
foram glutamato 5mM + malato 5 mM ou succinato de potassio 5 mM acrescido de
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rotenona 2,5 pM. A respiracédo de estado 3 foi iniciada pela adicdo de ADP 2 mM
(MOREADITH; FISCKUM, 1984).

A velocidade de respiracdo de estado 3 foi determinada por meio do
software Strathkelvin Oxygen 782 System (versao 3.0, 2005) e expressas como nmol
0,.min™".10° células™. As concentraces do IMD utilizadas nos experimentos de
respiracdo mitocondrial e potencial de membrana mitocondrial em hepatdécitos foram
de 50, 100, 150 e 200 uM.

45.2.2 Potencial de Membrana Mitocondrial (Agm)

As células (1x10°) permeabilizadas com digitonina 0,007% foram incubadas
no meio de respiracdo contendo sacarose 250 mM, KH,PO, 2mM, Hepes 10 mM,
EGTA 0,5 mM, BSA 0,5 % e MgCl, 5 mM, pH 7,2, acrescido de safranina O 10 uM
(volume final de 2 mL) e a energizacdo das mitocdndrias foi feita pela adicdo de 5

mM de glutamato + 5 mM de malato ou 5 mM de succinato.
4.5.3 Ensaios com Células Incubadas

45.3.1 Condic¢bes de Incubacdo dos Hepatocitos

Os hepatdcitos (1x10° células/mL) foram incubados na auséncia (controle) ou
na presenca de diferentes concentragbes do IMD (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 3,0 mM) em
frascos tipo erlenmeyer de 25 mL, em um volume final de 10 mL, no meio de Krebs-
Henseleit adicionado de BSA 0,1% (p/v) e HEPES 12,5 mM, pH 7,4, e mantidos sob
agitacdo constante (30 rpm), a 37° C, em atmosfera com 95% O, 5% CO,
(MINGATTO et al., 2002) (Figura 10). As coletas de amostras foram realizadas nos
tempos: 0 (logo apds a adigdo do inseticida a suspenséo celular), 30, 60, 90 e 120

minutos de incubacao. Controle foi feito na auséncia do IMD com adicdo de DMSO.
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Figura 10. Sistema de oxigenagdo e agitacdo dos hepatécitos durante o
processo de incubacdo. (A) A mistura carbogénica é inserida ao sistema, o
excedente é transferido de um erlenmeyer para o outro apO0s a saturacdo do
recipiente onde estdo contidas as células. (B) Organizacdo dos erlenmeyers no
banho-maria tipo Dubnoff utilizado para manter a suspensao celular homogénea e a
37°C. Fonte: elaborado pelo autor.

4.5.3.2 Concentragao Celular de ATP

Para a determinagdo da concentracdo celular de ATP amostras de 1 mL
foram coletadas nos tempos determinados e centrifugadas a 50 g, por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi tratado com 1 mL de HCIO; 1 M a 4°
C. Apds centrifugacdo da mistura a 2.000 g por 10 minutos, a 4° C, uma aliquota de
100 pL do sobrenadante foi retirada, neutralizada com KOH 2 M e acrescida de Tris-
HClI 100 mM, pH 7,8 (g.s.p. 1 mL). A amostra neutralizada foi novamente
centrifugada a 15.000 g por 10 minutos, e o conteido de ATP foi determinado por
bioluminescéncia a partir de uma aliquota de 100 pL, obtida apdés a ultima
centrifugacéo, utilizando-se o sistema luciferina-luciferase por meio do kit “ATP
BIOLUMINESCENT ASSAY KIT” (Sigma ChemicalCo. St. Louis, MO, USA) em um
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aparelho Lumindmetro (modelo Sirius |, BertholdDetection Systems, Pforzheim,
Alemanha). Os resultados apds as conversdes foram expressos em nmol de
ATP.10° células™.

4.5.3.3 Viabilidade Celular Avaliada pela Atividade das Enzimas ALT e
AST

ApOs a incubacdo, amostras de 1 mL foram coletadas nos tempos
determinados e centrifugadas a 50 g, por 5 minutos, a 4° C, e a atividade das
enzimas ALT e AST foram determinadas no sobrenadante utilizando-se um “kit” de
reagente da marca Bioclin (Belo Horizonte, MG, Brasil). As dosagens foram
realizadas em comprimento de onda igual a 340 nm em um espectrofotdmetro
(BeckmanCoulter modelo DU8B00) sob agitacdo e temperatura (37° C) controladas. A
quantificacdo foi realizada por meio da diferenca da absorvancia medida a cada um
minuto (Figura 11), sendo a citotoxicidade expressa em porcentagem da atividade
total de ALT e AST, determinada em células tratadas com Triton X-100 0,5% (v/v).

- Calculo para obtencéo da porcentagem em relacao ao total:

O primeiro passo € calcular a diferenca de absorvancia entre os pontos, ou
seja, sao obtidos 3 valores (A= A-B; A= B-C; Az= C-D) sendo que a leitura inicial é
desconsiderada. Assim, faz-se uma média, como mostrado na Figura 11. A média
dos valores é multiplicada por um fator de converséo (especifico para cada enzima)
obtendo-se o resultado em U/L. Por fim, faz-se uma relagcdo de porcentagem entre a
guantidade de enzima liberada por cada tratamento e a quantidade total, obtida com
TRITON X-100.
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Figura 11. Exemplo de interface do sistema operacional do espectrofotdmetro
DUB00 no modo cinético (Kinects/Time), onde as leituras sao realizadas a cada
minuto, dando origem as curvas acima apresentadas. Fonte: elaborado pelo autor.

4.6 Perfusao de figado de rato

Os experimentos de perfusdo de figado de rato foram realizados no
Laboratorio de Oxidacdes Biologicas do Departamento de Bioquimica, da

Universidade Estadual de Maringa (UEM).
4.6.1 Animais

Os animais foram cedidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa, e acondicionados em um biotério setorial (Biotério do Departamento de
Bioquimica — Credenciado pelo CIUCA-CONCEA para Criagdo ou Utilizacdo de

Animais em Ensino ou Pesquisa Cientifica) de acordo com as normas vigentes
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estabelecidas pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentac&o
(CEAE) da Universidade Estadual de Maringa.

Foram utilizados ratos machos albinos da linhagem Wistar, pesando 200 g.
Os animais foram alimentados com rac&o balanceada padrdo Nuvilab® e receberam
agua ad libitum. Os ratos foram mantidos em caixas plasticas de polipropileno (4
animais por caixa). O ciclo claro/escuro foi de 12 horas e a temperatura controlada
foi de 25°C. Para avaliar as acfes do IMD (150 e 250 uM) sobre a gliconeogénese e
o metabolismo de proteinas, os ratos foram previamente tratados com fenobarbital
(90 mg/kg de peso corporal por 3 dias via intraperitonial), um estimulador do sistema
CYP 450, e permaneceram em jejum por 24 horas antes da cirurgia (NEWMAN;
GUZELIAN, 1982).

4.6.2 Liquido de perfuséo

O liquido de perfusdo padrdao utilizado foi o tampado Krebs/Henseleit-
bicarbonato (KREBS; HENSELEIT, 1932) com pH 7,4, saturado com a mistura de
oxigénio: dioxido de carbono (95:5%). O liquido contém também albumina bovina a
25 mg % (p/v). A composicdo salina do tampéao foi: NaCl 115 mM; NaHCO3; 25 mM;
KCI 5,8 mM; Na,SO,4 1,2 mM; MgCl, 1,18 mM; NaH,PO, 1,2 mM e CaCl, 1,3 mM.

4.6.3 Método de perfuséo do figado

Para o procedimento cirargico, os ratos foram anestesiados por injecao
intraperitoneal de tiopental (50 mg.kg™?). A técnica cirGrgica a ser utilizada foi a
descrita por Scholz e Blcher (1965). O abdémen foi aberto e o tecido conjuntivo que
cerca o figado seccionado. A veia esplénica foi fechada e a veia porta canulada sob
fluxo. Com isso ocorrera o completo dessangramento do figado. O torax foi aberto, e
para isso, o diafragma e as costelas serdo cortados para exposicdo completa do
coracao, em seguida ocorreu o fechamento da veia hepatica por meio da veia cava
superior. Dessa maneira, a veia hepatica foi canulada por meio da veia cava

superior (porcao cranial). O figado foi retirado do animal, e o fluxo através do 6rgéo
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foi ajustado para valores que permitiam oxigenacdo adequada (entre 4 e 5 mL por
minuto, por grama de figado), o que pode ser avaliado a partir da concentragcéo
venosa de oxigénio (nunca inferior a 0,2 mM).

O sistema de perfusdo foi composto de uma bomba peristaltica, um
oxigenador de membrana e uma camara para onde o efluente do figado foi
conduzido, sendo que nesta estd acoplado um micro eletrodo de platina com
polarografo, um registrador potenciométrico. Além disso, no sistema existiu um
banho-maria com bomba de circulagdo externa do liquido, um cilindro contendo a
mistura carbogénica (0,:CO,/ 95:5) e uma bomba de infusdo. As partes essenciais
deste sistema foram construidas nas oficinas da Universidade Estadual de Maringa.
O fluido de perfusdo foi bombeado através do sistema de oxigenacdo com
temperatura controlada (37° C) antes de entrar no figado via a canula inserida na
veia porta. O fluxo de perfusdo foi ser mantido constante em cada procedimento
experimental, sendo ajustado entre 30 e 35 mL/min, dependendo do peso do figado.
Amostras do liquido perfundido foram coletadas em tempos especificos e analisadas
para a determinac¢éo de glicose, lactato, piruvato e uréia (Figura 12).

Os experimentos relacionados a gliconeogénese, ciclo da uréia e consumo de
oxigénio foram planejados para avaliar as ag¢des do IMD sobre processos
biossintéticos dependentes de energia. O figado de ratos previamente tratados com
fenobarbital submetidos ao jejum prévio de 24 h foi perfundido com alanina, um
substrato gliconeogénico, e com diferentes concentracdes de IMD (150 e 250 uM). A
alanina, foi infundida na concentragéo supra fisiologica de 2,5 mM. A escolha deste
aminoacido se deu uma vez que a alanina, juntamente com a glutamina, sdo 0s
aminoacidos encontrados em maior concentragdo nos fluidos corporais, em

comparacao aos demais aminoacidos (HOLECEK, 2011).
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Figura 12. Processo de retirada do figado pés canulados (A), figado canulado fora
do corpo do animal (B), figado acoplado ao sistema (C), coleta do liquido perfusado
para dosagem dos parametros (D). Fonte: Constantin (2009).
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4.6.3 Dosagens bioguimicas

4.6.4.1 Dosagem de lactato

As dosagens de lactato foram realizadas de acordo com metodologia descrita
por Gutmann; Wahlefeld, (1974). Foram coletadas 500 pL das amostras na saida do
perfusado e foram colocados em tubo de ensaio e em seguida serdo adicionados 1
mL de mistura reativa composta por tampao glicina 0,1 M-hidrazina 0,4 M, pH 9,0;
NAD" 2,75 mM e lactato desidrogenase (LDH) 19 U/mL. Apés a adigdo da mistura
reativa, as amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37° C em banho-maria
durante 1 hora. Ao término desse periodo as leituras foram realizadas em

espectrofotdmetro utilizando comprimento de onda de 340 nm.

Principio do método:

L-(+)Lactato + NAD" «2"_, Piruvato + NADH + H*

De acordo com a reacdo apresentada acima catalizada pela enzima lactato
desidrogenase (LDH), o lactato € convertido em piruvato com a consequente
reducdo do NAD® em NADH, com isso ocorre um aumento na absorbancia no
espectro de luz com comprimento de onda de 340 nm devido a formacédo de NADH.
Por meio dessa reacdo pode-se dosar a producdo de lactato pela quantidade de
NADH produzida, visto que as concentracdes de ambos foram utilizadas em
proporgdes iguais para que a reagao ocorra. O coeficiente de extingdo molar (€)

utilizado para converséo dos dados foi de 6,22 mM™*.cm™.

4.6.4.2 Dosagem de piruvato

As dosagens de piruvato foram realizadas como descritas por Czok;
Lamprecht (1974). Das amostras coletadas na saida do perfusado, 500 pL foram
colocados em tubo de ensaio, onde em seguida foram adicionados 1 mL de mistura
reativa composta por tampao TRIS 0,1 M pH 7,0; NADH 0,1 mM e LDH 2,75 U/mL.

Apos a adicdo da mistura reativa, as amostras foram homogeneizadas e incubadas



43

a 37° C em banho-maria por 10 minutos. Ao término desse periodo as leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 340 nm.

Principio do método:
L-(+)Lactato + NAD* <2, Piruvato + NADH + H*

A reacdo apresentada acima se trata de uma reacdo reversivel, catalisada
pela enzima lactato desidrogenase (LDH), onde o piruvato pode ser convertido em
lactato utilizando os ions hidrogénio fornecido pelo NADH. Por esse fato, a
quantidade de piruvato no perfusado pode ser medida por meio de uma diminui¢ao
na absorbancia no espectro de luz com comprimento de onda de 340 nm
ocasionada pela oxidacdo do NADH. Isso ocorre porque a oxidacdo do NADH e a
producédo de lactato séo diretamente proporcionais. O coeficiente de extingdo molar

(€) utilizado para conversao dos dados foi 6,22 mM™*.cm™.

4.6.4.3 Dosagem de glicose

A glicose foi quantificada pelo método enzimatico colorimétrico utilizando a
glicose oxidase (BERGMEYER; BERNT, 1974). Das amostras a serem coletadas na
saida do perfusado ao longo do periodo de perfusdo 1 mL foram colocados em
tubos de ensaio, onde foram adicionados 500 puL uma solucdo de um Kit de reacéo
enzimatica (Gold Analise Diagnéstica — 434E-2). Ap6s a adicdo do reagente do Kkit,
as amostras foram homogeneizadas e colocadas para incubagcdo em banho-maria a
37°C por 20 minutos. Ao término da incubacdo as leituras foram realizadas em

espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 505 nm.

Principio do método:
Glicose + H,0 + 0, %22 Acido glucorénico + H,0,

POD

2 H,O, + 4-aminofenazona + fenol 4-(p-benzoquinona-

monoimino)fenazona + 4 H,O
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A glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) a &cido
glucorbnico e agua oxigenada. Essa ultima, na presenca de peroxidase (POD),
produz a conjugacao do fenol presente na solucdo com a 4-aminofenazona, dando
lugar a um composto colorido que absorve luz a 505 nm. Assim, a intensidade da cor

formada é diretamente proporcional a concentragcdo da glicose presente na amostra.
4.6.4.4 Dosagem de uréia

A dosagem de uréia foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Kun e Kearney (1974). Nas amostras foram adicionados 10 pL de solugéo de urease
1,6 U/mL (obtida de um kit reagente especifico para dosagem de uréia). Apés a
adicdo da solucdo de enzima, as amostras foram homogeneizadas e incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos. Ao término desse periodo foram realizadas as

leituras a 340 nm.

Principio do método:
Ureia + H,O ﬂ, 2 NH3 + CO»

a-cetoglutarato + 2 NADH + 2 NH," __ %9 2 Glutamato + 2 NAD" + 2
H,O

De acordo com as reacfes apresentadas acima, a dosagem de uréia pode ser
realizada por meio de sua decomposicao, pois ocorre a formacao de duas moléculas
de amobnia que ao serem produzidas séo protonadas tornando-se duas moléculas de
amonio. Estas moléculas de ambnio por sua vez, sdo consumidas em uma reagao
posterior com a consequente formacdo de glutamato, sendo consumidas duas
moléculas de NADH nesse processo. Essa oxidacdo do NADH em NAD® resulta
numa queda na absor¢céo do espectro de luz a 340 nm, sendo esta utilizada para o
calculo da concentragéo de uréia. O coeficiente de extingao molar (€) a ser utilizado

para conversdo dos dados foi de 6,22 mM t.cm ™.
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4.6.4.5 Consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio no meio de perfusdo foi monitorado continuamente
por um eletrodo de platina blindado com Teflon, estando este adequadamente
posicionado em uma camara de acrilico na saida do perfusado do figado como
descrito por Scholz e Blcher (1965), estando também acoplado um polardgrafo para

realizar as leituras que foram convertidas em pmol.min™.g™.

4.7 Anélise Estatistica

A significancia estatistica dos dados experimentais foi avaliada pela analise
de variancia (ANOVA), sendo a comparacao de médias realizada por meio do teste
de Dunnet, o qual realiza a comparagdo entre os tratamentos e o controle, e os
resultados com valor de P < 0,05 considerados estatisticamente significantes. O
programa utilizado foi o Graph pad Prism, verséo 4.0 para o Windows, do Graph pad
Software (San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Mitocobndrias

5.1.1 Efeito do IMD na respiracdo mitocondrial

Nas concentragdes testadas (50, 100, 150 e 200 yM), o IMD inibiu o estado 3
da respiracao das mitocdndrias de forma dose-dependente. Este efeito foi observado
quando as mitocondrias foram energizadas com glutamato mais malato, 0s
substratos do complexo | da cadeia respiratoria (Figura 13 A), apresentando
resultados significantes nas concentragées de 100 yM (P <0,05), 150 e 200 uM (P
<0,01). Quando as mitocéndrias foram energizadas com succinato, um substrato do
complexo Il da cadeia respiratéria (Figura 13 B), foram observados resultados
significantes nas concentragdo de 150 e 200 uM (P <0,01). O IMD n&o estimulou o
estado 4 da respiracdo em nenhuma das concentracfes testadas (dados né&o

mostrados).
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Figura 13. Efeito do IMD (50 - 200 uM) sobre o estado 3 da respiragdo em
mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM mais
malato 5 mM (A) ou succinato 5 mM (acrescido de rotenona 50 nM) (B). As
condicdes de ensaio estdo descritas na secdo Material e Métodos. Os valores
representam a media £+ EPM de trés experimentos com diferentes preparacdes
mitocondriais. ***Significantemente diferente do controle (*P < 0,05 e *P < 0,01,
respectivamente). Fonte: elaborado pelo autor.

Experimentos subsequentes de consumo de oxigénio com mitocondrias
desacopladas pela adicdo de cianeto de carbonil m-clorofenil-hidrazona (CCCP)

foram realizados para testar se o IMD exercia acdo inibitoria sobre a cadeia
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respiratéria. O IMD n&o inibiu a respiracdo desacoplada por CCCP, indicando que
apenas a fosforilagdo oxidativa foi inibida (Figura 14), visto que a cadeia respiratoria
estd funcionando normalmente e assim, bombeando os protons para o espaco
intermembranar. O mesmo comportamento foi observado com a oligomicina (inibidor
especifico da F,F;-ATP sintase) e o carboxiatractilosideo (inibidor especifico do
ANT). Ao adicionar o cianeto de potassio (KCN) (inibidor da cadeia respiratéria), a

respiracao foi totalmente inibida.

50 umol O,

{

1 min

Figura 14. Efeito do IMD (200 pM) sobre o consumo de oxigénio em
mitocbndrias isoladas de figado de rato desacopladas com CCCP (1 pM). A figura é
representativa de trés experimentos com diferentes preparacées mitocondriais. As
setas indicam a adicdo dos compostos. Oligo: oligomicina 1 pg.mL™. cATR:
carboxiatractilosideo 1 yM. Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.2 Efeito do IMD no potencial de membrana mitocondrial (Ag)

O IMD (50-200 puM) néo dissipou o Ay nas mitocéndrias isoladas de figado de
rato energizadas com glutamato e malato (Figura 15), nem nas mitocondrias

energizadas com succinato (dados ndo mostrados).
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Figura 15. Efeito do IMD (50 - 200 uM) sobre o potencial de membrana (Ay)
de mitocbndrias isoladas de figado de rato energizadas com glutamato 5 mM mais
malato 5 mM. As condi¢des de ensaio estdo descritas na secdo Material e Métodos.
A Figura A é representativa de um experimento, e os valores na Figura B
representam a meédia £+ EPM de trés experimentos com diferentes preparacdes

mitocondriais. Fonte: elaborado pelo autor.
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5.1.3 Efeito do IMD nos niveis de ATP mitocondriais
O IMD (50-200 uM) inibiu a producédo de ATP de maneira dose-dependente

(Figura 16), apresentando resultados significantes nas concentracfes de 100 (P <
0,05), 150 e 200 uM (P < 0,01).

12

*% *

ATP
(nmol.mg proteina ™)

C Oligo 50 100 150 200

Imidacloprido (uM)

Figura 16. Efeito do IMD (50-200 pM) sobre a sintese de ATP em
mitocéndrias isoladas de figado de ratos energizadas com glutamato 5 mM mais
malato 5 mM. As condi¢Bes de ensaio estdo descritas na secdo Material e Métodos.
Os valores representam a meédia + EPM de trés experimentos com diferentes
preparacdes mitocondriais. C: controle, apenas 0,1% de DMSO. Oligo: oligomicina 1
pg/mL. ***Significantemente diferente do controle (*P < 0,05 e *»*P < 0,01,
respectivamente). Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.4 Efeito do IMD na despolarizacdo induzida por ADP no Ay

O objetivo desse ensaio foi determinar se o IMD inibe a despolarizagdo do Ay
induzida por ADP por inibicdo do ANT. O carboxiatractilosideo foi usado como um
controle positivo para a inibigéo direta do ANT. O IMD (200 uM) causou apenas uma

inibicdo parcial da despolarizacdo estimulada pelo ADP, resultado semelhante ao
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efeito provocado pela oligomicina (1 pg/mL), indicando assim que o IMD n&o inibe o
ANT (Figura 18).

Mit

—

Controle
IMD
Oligomicina
cATR

& A 4 4

2 : ADP cccep

o

o

1 min
—

Figura 17. Efeito comparativo do IMD (200 uM), oligomicina (1 pg/mL) e
carboxiatractilosideo (CATR) (5 uM) na despolarizacdo do Ay induzida por ADP em
mitocondrias isoladas de figado de rato. As condicBes de ensaio estdo descritas na
secdo Material e Métodos. A figura € representativa de trés experimentos com
diferentes preparagdes mitocondriais. Controle, apenas 0,1% de DMSO. Seta
pontilhada: adicdo do cATR, oligomicina ou IMD. Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.5 Efeito do IMD na atividade da F,F1-ATP sintase

A atividade da enzima F,Fi-ATP sintase das mitocOndrias intactas
desacopladas ndo foram afetadas pelo IMD (Figura 17 A). JA& nas mitocondrias
rompidas, o IMD reduziu a atividade da F,F;-ATP sintase de maneira dose-
dependente (Figura 17 B) , apresentando resultados significantes nas concentracdes
de 50, 100 (P < 0,05), 150 e 200 uM (P < 0,01).
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Figura 18. Efeito do IMD (50-200 uM) sobre a atividade da F,F1-ATP sintase
em mitocOndrias intactas e desacopladas na presenca de CCCP (A) e em
mitocondrias rompidas (B). As condicbes de ensaio estdo descritas na secao
Material e Métodos. Os valores representam a média + EPM de trés experimentos
com diferentes preparacdes mitocondriais. C: controle, apenas 0,1% de DMSO.
Oligo: oligomicina 1 pg/mL. ***Significantemente diferente do controle (*P < 0,05 e
**P < 0,01, respectivamente). Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2 Hepatécitos

5.2.1 Efeitos do IMD sobre a respiracdo mitocondrial dos hepatocitos

permeabilizados

O IMD apresentou agéao inibidora sobre a respiracdo mitocondrial semelhante
ao observado em mitocondrias isoladas. A adicdo de 150 pM de IMD reduziu
significantemente (P < 0,05) a velocidade de consumo de oxigénio do estado 3
quando as células foram energizadas com glutamato mais malato, apresentando
inibicdo maxima com a adi¢do de 200 uM do IMD (P < 0,01), apresentando um efeito
dose-dependente (Figura 19A). Quando as células foram energizadas com succinato
(Figura 19B) ndo houve diferenca significante, porém houve uma tendéncia de

inibicdo da velocidade do consumo de oxigénio.
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Figura 19. Efeito do IMD sobre o estado 3 da respiracdo mitocondrial em
hepatdcitos isolados de ratos (10° células. mL™). As células foram permeabilizadas
com digitonina 0,002% e energizadas com glutamato 5 mM mais malato 5 mM (A),
ou com succinato 5 mM (B). As condicdes de ensaio estdo descritas na secao
Material e Métodos. Os valores representam a média + EPM de trés experimentos
com diferentes preparagbes mitocondriais. C: controle, apenas 0,1% de DMSO.
***Significantemente diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01, respectivamente).
Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2.2 Efeitos do IMD sobre o potencial de membrana mitocondrial dos
hepatécitos

Semelhante aos resultados em mitocondrias isoladas o IMD ndo apresentou
inibicdo sobre o potencial de membrana mitocondrial dos hepatdcitos energizados
nem com com glutamato mais malato nem com succinato nas concentragdes
testadas (Figura 20A).
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Figura 20. Efeito do IMD sobre o potencial de membrana mitocondrial em
hepatdcitos isolados de rato (10° células.mL™) energizados com glutamato 5 mM
mais malato 5 mM (A) ou succinato 5 mM (B). As células foram permeabilizadas com
digitonina 0,002% e o potencial de membrana foi avaliado pela captacdo da sonda
fluorescente safranina O. As condi¢des de ensaio estdo descritas na se¢cao Material
e Métodos. Os valores representam a média + EPM de trés experimentos com
diferentes preparacbes mitocondriais. C: controle, apenas 0,1% de DMSO.
*Significantemente diferente do controle (P < 0,05). Fonte: elaborado pelo autor.

5.2.3 Efeito do IMD sobre a concentracao intracelular de ATP dos hepatocitos

Ndo foram observadas diferengcas significantes nas concentracoes
intracelulares de ATP em hepatoécitos isolados de ratos normais (Figura 21A).
Porém, observou-se uma reducéo significante da concentragéo intracelular de ATP

nos hepatdcitos isolados dos ratos previamente tratados com dexametasona (Figura



57

21B). Essa reduc¢édo ocorreu a partir de 90 minutos do periodo de incubacdo, sendo
significante nas concentracées de 1,5, 2,0 e 3,0 mM (P < 0,05) do inseticida,
apresentando o efeito dose e tempo-dependente, e no tempo de 120 minutos, a
reducdo de ATP foi maxima nas mesmas concentracdes 2,0 e 3,0 mM (P < 0,01) do
IMD.
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Figura 21. Efeito do IMD sobre a concentracdo intracelular de ATP em
hepatécitos isolados (10° células.mL™) de ratos normais (A) e ratos previamente
tratados com dexametasona (B). As condi¢gbes de ensaio estdo descritas na sec¢éo
Material e Métodos. Os resultados representam a média + EPM de 4 experimentos
com preparacgdes diferentes. Controle, apenas 0,1% de DMSO. ***Significantemente
diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01, respectivamente). Fonte: elaborado
pelo autor.



59

5.2.4 Efeitos do IMD sobre a viabilidade celular

N&o foram observadas alteracdes na atividade das enzimas hepaticas (ALT e
AST) no sobrenadante dos hepatécitos isolados de ratos normais (Figura 22A e
22B). Porém, observou-se aumento significante na atividade de ambas as enzimas
no sobrenadante dos hepatocitos isolados de ratos previamente tratados com
dexametasona (Figura 23A e 23B). O aumento da atividade da ALT ocorreu a partir
dos 30 minutos nas concentracdes de 1,5 (P <0,05), 2,0 e 3,0 mM (P < 0,01) do IMD
e se manteve até o final do experimento, sendo tempo e dose-dependente (Figura
23A). Ja para a enzima AST, o aumento foi observado a partir do tempo 30 minutos
apenas na concentracado de 3,0 mM (P < 0,05), enquanto que no tempo 60 minutos
apresentou resultados significantes nas concentracfes de 2,5 e 3,0 mM (P <0,01), e
no tempo 90 minutos nas concentragdes de 2,0, 2,5 e 3,0 mM (P < 0,01) (Figura
23B).
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Figura 22. Efeito do IMD sobre a viabilidade celular avaliada pela atividade da
enzima alanina transaminase (ALT) (A) e aspartato transaminase (AST) (B) em
hepatécitos isolados de ratos normais (10° células.mL™). As condicdes de ensaio
estdo descritas na secdo Material e Métodos. Os resultados representam a média +
EPM de 4 experimentos com preparacdes diferentes. Controle, apenas 0,1% de
DMSO. Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 23. Efeito do IMD sobre a viabilidade celular avaliada pela atividade da
enzima alanina transaminase (ALT) (A) e aspartato transaminase (AST) (B) em
hepatdcitos isolados de ratos previamente tratados com dexametasona (10°
células.mL™). As condicbes de ensaio estdo descritas na secdo Material e Métodos.
Os resultados representam a média + EPM de 4 experimentos com preparacdes
diferentes. Controle, apenas 0,1% de DMSO. ***Significantemente diferente do
controle (*P < 0,05 e **P < 0,01, respectivamente). Fonte: elaborado pelo autor.
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5.3 Figado de ratos em perfusao

5.3.1 Efeito do IMD sobre a gliconeogénese, ciclo da uréia e consumo de

oxigénio no figado de ratos em jejum

A Figura 24 ilustra os dados referentes aos fluxos metabdlicos encontrados
em ratos sem a adicdo do IMD. Nesta série foi infundindo apenas o meio Krebs-
Henseleit nos primeiros 10 minutos e, durante esse periodo, a quantidade de
glicose, lactato e piruvato liberada foi muito pequena devido a baixa concentracéo do
glicogénio hepético (Figura 24A). Apds o periodo de pré-perfusdo, foi infundida a
alanina na concentracdo de 2,5 mM até o final do periodo experimental, ou seja,
durante 80 minutos. Um aumento consideravel na producdo de glicose, lactato e
piruvato pode ser observado apds a adicdo do aminoacido atingindo a estabilidade
aos 10 minutos aproximadamente.

A Figura 24B mostra as alteracdes no consumo de oxigénio e na producao de
ureia. Na auséncia de substrato exdgeno (10 primeiros minutos), a producao de
ureia foi praticamente inexistente. ApGs o inicio da infusdo do substrato (alanina) a
producdo de ureia aumentou progressivamente. JA& o consumo de oxigénio

aumentou apés a infusdo da alanina, porém atingiu a estabilidade aos 20 minutos.
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Figura 24. Fluxos metabodlicos em figados de ratos controle tratados com
fenobarbital em jejum por 24 h, sem a adicdo do IMD. O figado foi perfundido
conforme descrito em Material e Métodos. A alanina foi infundida entre 10 e 90
minutos como indicado nas barras horizontais. Amostras do efluente da perfuséo
foram coletadas para os experimentos metabdlicos. Painel A: Producao da glicose,
lactato e piruvato. Painel B: Producdo da uréia e consumo de oxigénio. Os
resultados representam a média dos valores + EPM de 4 experimentos. Fonte:
elaborado pelo autor.
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A Figura 25A mostra as alteracdes na producéo de glicose, lactato e do
piruvato no figado de ratos em jejum submetidos a perfusdo com o IMD 150 uM. N&o
foram observadas alteracfes significantes nos fluxos destes metabdlitos apos a
infusdo do IMD em relacdo ao experimento controle. Ainda, foi feita a avaliacdo do
efeito do IMD em relacdo ao Ultimo tempo antes da adicdo do inseticida (30
minutos), sendo que também ndo houve diferenca significante nos resultados
obtidos neste caso.

A Figura 25B mostra as alteracdes no consumo de oxigénio e na producao de
ureia no figado de ratos em jejum submetidos a perfusdo com o IMD 150 M.
Também ndo foram observadas alteragBes significantes nesses parametros

avaliados ap0s a adicdo do IMD.
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Figura 25. Fluxos metabdlicos em figados de ratos tratados com fenobarbital
em jejum por 24 h, na presenca de IMD 150 uM. O figado foi perfundido conforme
descrito em Material e Métodos. A alanina foi infundida entre 10 e 90 minutos e o
IMD entre 30 e 70 minutos, como indicado nas barras horizontais. Amostras do
efluente da perfusdo foram coletadas para os experimentos metabdlicos. Painel A:
Producgéo da glicose, lactato e piruvato. Painel B: Producdo da uréia e consumo de
oxigénio. Os resultados representam a média dos valores + EPM de 4 experimentos.
Fonte: elaborado pelo autor.
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A Figura 26A mostra as alteracdes na producédo de glicose, lactato e do
piruvato no figado de ratos em jejum submetidos a perfusdo com o IMD 250 uM. N&o
foram observadas alteracfes significantes nos fluxos destes metabdlitos apos a
infusdo do IMD em relacdo ao experimento controle. Porém, quando comparados
com o tempo imediatamente anterior a adicdo do IMD (30 minutos) foram
observadas alteracdes significantes na producao de glicose. A inibicdo na producéo
de glicose teve inicio no tempo 36 minutos e perdurou até o final da infusdo do
inseticida.

A Figura 26B mostra as alteracdes no consumo de oxigénio e na producao de
ureia no figado de ratos em jejum submetidos a perfusdo com o IMD 250 uM. N&o
foram observadas alteracfes significantes nesses parametros avaliados apds a
adicao do IMD.
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Figura 26. Fluxos metabdlicos em figados de ratos tratados com fenobarbital
em jejum por 24 h, na presenca de IMD 250 pM. O figado foi perfundido conforme
descrito em Material e Métodos. A alanina foi infundida entre 10 e 90 minutos e o
IMD entre 30 e 70 minutos, como indicado nas barras horizontais. Amostras do
efluente da perfusdo foram coletadas para os experimentos metabdlicos. Painel A:
Producgédo da glicose, lactato e piruvato. Painel B: Producéo da uréia e consumo de
oxigénio. Os resultados representam a media dos valores + EPM de 4 experimentos.
Os asteriscos indicam a diferenca estatistica em comparagdo ao tempo
imediatamente anterior a adicdo do IMD (30 minutos) com a andlise de variancia e
pos-teste Dunnet (*P<0,05 e **P<0,01). Fonte: elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

As mitocondrias sdo responsaveis pela producdo de energia utilizada pelas
células por meio da fosforilacdo oxidativa (NICHOLLS; FERGUSON, 2013). A
energia liberada pela oxidacdo de substratos na cadeia respiratoria é usada para
transportar prétons através da membrana interna, gerando a for¢ca préton-motora
qgue impulsiona a sintese de ATP pela F,F1-ATP sintase. Varios compostos capazes
de promover mudancas na fosforilacdo oxidativa foram descritos na literatura
cientifica (WALLACE; STARKQOV, 2000; MAIOLI et al., 2012; BRIDGES et al., 2014).
Entre estes, estdo os inibidores que interferem com a sintese de ATP atuando nos
complexos da cadeia respiratéria ou na FoF1-ATP sintase (NICHOLLS; FERGUSON,
2013). No presente estudo, foram avaliadas os efeitos do IMD sobre a bioenergética
de mitocbndrias isoladas do figado de ratos para auxiliar na descoberta dos
mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade induzida por este inseticida.

Os resultados obtidos usando mitocondrias energizadas com glutamato mais
malato (carreadores de elétrons para o complexo |) e succinato (carreadores de
elétrons para o complexo II) mostraram que o IMD inibe o estado 3 da respiracéo
mitocondrial em uma maneira dose-dependente nas concentracdes de 100 a 200 uM
no complexo | e 150 a 200 uM no complexo Il. De acordo com Chance e Williams
(1955), a respiracdo do estado 3 envolve mitocondrias, ADP e um substrato
respiratorio, e a taxa de fosforilacdo de ADP é o fator limitante do processo. A
inibicdo observada nos dois complexos (I e 1l) pode resultar da acéo direta do IMD
na cadeia respiratéria, ou de um efeito inibitério sobre a F,F;-ATP sintase e/ou no
ANT.

Para distinguir se o efeito inibitério do IMD no estado 3 da respiracdo € devido
a inibicdo da cadeia de transporte de elétrons ou fosforilacdo oxidativa, um teste de
consumo de oxigénio estimulado por um desacoplador, o CCCP, foi realizado. Se a
inibicAo ocorresse na cadeia de transporte de elétrons, o consumo de oxigénio
estimulado pelo desacoplador seria inibido. Se 0 composto testado, em vez disso,
atuasse sobre a fosforilagdo oxidativa, o mesmo nao seria capaz de inibir a
respiracdo desacoplada pelo CCCP. O consumo de oxigénio mitocondrial n&o foi

inibido pelo IMD, mas foi inibido pelo KCN (inibidor do complexo IV da cadeia
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respiratéria), indicando que a inibicdo do estado 3 da respiracdo pelo inseticida ndo
ocorre por acdo direta na cadeia respiratéria. Assim, o IMD pode atuar como um
inibidor da F,F1-ATP sintase e/ou sobre o ANT, ja que seu efeito é semelhante ao da
oligomicina, um inibidor especifico da F,F;-ATP sintase e do carboxiatractilosideo
(CATR), um inibidor do ANT.

O IMD nao estimulou o estado 4 da respiragcdo mitocondrial e nem dissipou o
potencial da membrana mitocondrial, indicando que o inseticida ndo age como um
desacoplador do transporte de elétrons e da fosforilacdo oxidativa. Este resultado
suporta a hipétese anteriormente proposta de que o IMD se comporta de forma
semelhante a oligomicina e/ou o cATR.

A interferéncia na sintese ou uso de ATP mitocondrial € o mecanismo pelo
gual muitos xenobioticos induzem toxicidade aguda ou crénica (MEYER; KULKARNI,
2001). O IMD inibiu significantemente a sintese de ATP de uma maneira dose-
dependente, a partir da dose de 100 uM. Resultados semelhantes mostrando que o
IMD afeta a sintese de ATP foram obtidos em outro estudo do nosso grupo usando
mitocondrias isoladas das cabecas e térax de abelhas africanizadas (NICODEMO et
al., 2014).

Foram realizados dois experimentos para determinar o possivel efeito do IMD
sobre F,F1-ATP sintase e/ou efeito sobre o ANT. No primeiro, o efeito do inseticida
na despolarizacdo do potencial de membrana induzida por ADP foi comparado ao da
oligomicina (inibidor especifico do componente F, da F,F;-ATP sintase) e do cATR
(inibidor especifico do ANT). A adicdo de cATR antes da adicdo do ADP inibiu
completamente a despolarizacado do potencial formado, porque neste caso os ANTs
foram inibidos; assim, o ADP néo foi transportado para a matriz mitocondrial.
Quando a oligomicina foi adicionada antes do ADP, ocorreu apenas uma
despolarizacdo parcial do potencial de membrana, ja que o transporte do ADP pelo
ANT estava limitado nesta condi¢cdo, uma vez que a F,F1-ATP sintase esta inibida e
assim, o retorno dos H' para a matriz mitocondrial ocorre em menor proporgao.
Portanto o IMD teve um efeito semelhante & oligomicina, indicando que sua agéo &
apenas sobre a FoF1-ATP sintase.

A F.F1-ATP sintase, complexo V, consiste em duas proteinas funcionais: Fi,

situado na matriz mitocondrial e F,, localizado na membrana mitocondrial interna.
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Para confirmar a inibicdo da F,Fi-ATP sintase induzida pelo IMD, o efeito sobre a
atividade enzimatica foi avaliado utilizando mitocdndrias intactas desacopladas e
mitocondrias rompidas com alta concentracdo de ATP, condicdo que leva a enzima
a operar na direcdo inversa, hidrolisando ATP (BRACHT et al., 2003). O IMD inibiu
significantemente a atividade da F,F;-ATP sintase de forma dose-dependente,
apenas em mitocondrias rompidas. Uma explicacdo razoavel para esta diferenca
observada € que, nas mitocondrias desacopladas com o CCCP, a estrutura geral da
organela ainda estad preservada, enquanto na mitocéndria rompida, a estrutura
mitocondrial € destruida e a F,F1-ATP sintase é exposta. Isso sugere que a ruptura
da estrutura mitocondrial permite ao IMD interagir com a enzima, provavelmente
visando a porcdo F;. Estudos adicionais serdo necessarios para esclarecer o
mecanismo exato pelo qual o IMD interage com o complexo V. Esse efeito,
juntamente com a inibicdo do estado 3 da respiracdo e o0s ensaios realizados na
despolarizacdo do potencial de membrana induzida por ADP, indica que o inseticida
inibe a FoF1-ATP sintase.

Devido a alta especificidade para receptores de insetos, IMD é considerado
altamente toxico para insetos e pouco toxico para os animais. No entanto, estudos
sobre os efeitos do IMD sobre roedores, frangos, peixes e bovideos indicam que ele
induz hepatotoxicidade. Os animais expostos a diferentes doses do inseticida
apresentaram sinais e sintomas caracteristicos de dano hepatico, como hemorragia,
degeneracdo de hepatdcitos, congestdo e dilatacdo venosa central, sinusoéides
hepaticos (KAMMON et al.,, 2010; MOHANY et al.,, 2011; TOOR et al. ., 2013),
nacleos picnéticos e infitracdo de leucécitos, bem como vasos sanguineos
hipertrofiados, lesfes citoplasmaticas e necrose hepatica (ARFAT et al., 2014), com
a consequente liberacdo das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) no meio extracelular (MOHANY et al., 2011; DUZGUNER,;
ERDOGAN, 2012; DESAI; PARIKH, 2013; SOUJANYA et al., 2013; TOOR et al.,
2013; ARFAT et al., 2014; KAPOOR et al., 2014; QADIR et al., 2014).

Nesse sentido, avaliamos também os efeitos do IMD sobre a bioenergética de
hepatocitos isolados do figado de ratos no sentido de avaliar a toxicidade hepatica
induzida por este inseticida, visto que uma reducdo da producdo de ATP pode

diminuir a eficiéncia dos processos dependentes de energia e as fungdes celulares
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mediadas pelo ATP, o que segundo Eguchi et al. (1997) e Skulachev (2006), pode
acarretar na morte celular. Neste sentido, o efeito do IMD sobre a viabilidade dos
hepatocitos também foi avaliado por meio da atividade das enzimas ALT e AST no
meio de incubacdo. A enzima AST € uma enzima encontrada em maior quantidade
nas mitocéndrias, cerca de 80%, e ndo é liberada tao rapido como a ALT, que é uma
enzima puramente citosolica. A AST esta presente em altas concentracbes em um
grande numero de tecidos, como coracdo, figado, musculo esquelético, rins e
pancreas. A ALT é primariamente limitada ao citosol dos hepatdcitos, e é
considerada um indicador altamente sensivel de dano hepatocelular e, dentro de
certos limites, pode fornecer uma taxa quantitativa do grau de dano sofrido pelo
figado (AL-HABORI et al., 2002).

Os resultados obtidos usando hepatécitos permeabilizados com digitonina e
energizados com glutamato mais malato (carreadores de elétrons para o complexo I)
e succinato (carreadores de elétrons para o complexo Il), mostraram que o IMD inibe
o estado 3 da respiracdo mitocondrial de maneira dose-dependente, resultado
semelhante ao obtido com mitocéndrias isoladas.

Na analise de concentracdo de ATP e viabilidade celular avaliada pela
atividade da ALT e AST em hepatdécitos normais ndo houve diferencga significante
nos hepatdcitos incubados com o IMD comparado com o controle, ou seja, as
concentracfes utilizadas do inseticida (0,5-3,0 mM) ndo estavam sendo suficientes
para que houvesse deplecdo na producdo de ATP, e consequentemente morte
celular. Sendo assim, os experimentos foram repetidos com ratos previamente
tratados com dexametasona (estimulador do citocromo P450), ou seja, apés a
adicado do IMD no processo de incubagéao, este seria metabolizado, avaliando assim
o efeito toxico de possiveis metabdlitos.

Nos hepatocitos dos ratos tratados com o dexametasona, observou-se
diferenca significante na concentragdo de ATP nos hepatocitos incubados com 1,5,
2,0 e 3,0 mM do inseticida a partir de 90 minutos de incubacéo, sendo o efeito tempo
e dose-dependente. Também foi observada atividade elevada das enzimas
hepaticas (ALT e AST) nesta condicdo. Esses resultados sugerem que devido a

diminuicdo na concentracdo de ATP intracelular ocorre a morte celular, lesionando
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membranas citoplasmética e membranas mitocondriais, liberando as enzimas para o
meio extracelular.

Estudos recentes mostram que a exposicado ao IMD representa risco potencial
para animais de fazenda e seres humanos. Um estudo de Shridhar, 2010 revelou um
episédio de toxicidade clinica com 8 bufalos mortos depois de beber 4gua de uma
lagoa contaminada com IMD. Os dados sobre a exposicdo humana ao IMD estéao
relacionados a exposicbes ocupacionais (CALUMPANG; MEDINA, 1996;
AGARWAL,; SRINIVAS, 2007; KUMAR et al., 2013) e relatos de casos de auto-
envenenamento (WU et al., 2001; PROENCA et al., 2005; HUANG et al., 2006;
DAVID et al., 2007; MOHAMED et al., 2009; LIN et al., 2013). Geralmente, ocorrem
efeitos clinicos leves, como taquicardia, hipertensdo, nauseas, voémitos, dor de
cabeca e diarréia, mas sequelas mais graves, incluindo insuficiéncia respiratoria,
convulsdes (WU et al., 2001; AGARWAL,; SRINIVAS, 2007; MOHAMED et al., 2009)
e até casos de morte foram relatados (PROENCA et al., 2005; HUANG et al., 2006;
SHADNIA; MOGHADDAM, 2008; IYYADURAI et al., 2010).

Com base na importancia do figado para o metabolismo animal e no fato de
que o IMD exerce acdo sobre a bioenergética em mitocdndrias e hepatdcitos
isolados, passou-se a investigar os efeitos do IMD no figado de rato perfundido
isoladamente, avaliando o metabolismo de carboidratos e proteinas em condicdes
de jejum, utilizando as concentracfes de 150 e 200 uM do inseticida em ratos em
normais e tratados com fenobarbital (estimulador do citocromo P450). Neste
sistema, os estados metabdlicos estacionarios derivados de diferentes vias podem
ser determinados precisamente em condi¢cdes préximas da situacdo fisiolégica
(SCHOLZ; BUCHER, 1965).

A gliconeogénese é uma via anabdlica do metabolismo hepatico, na qual
ocorre a sintese de glicose a partir de compostos como aminoacidos, lactato e
glicerol, e acido propiénico no caso de animais ruminantes, por meio de diversas
reagbes quimicas com o consumo de ATP (MARZZOCO; TORRES, 2014). Dos
parametros analisados, o IMD néo apresentou resultado significante comparado com
as curvas do experimento controle, porém ao analisar a concentracdo de glicose
comparando-a com o tempo 30 (Gltimo tempo em que apenas a alanina era

perfundida) e os demais tempos (quando o IMD estava sendo perfundido) na
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concentragdo de 250 uM, o IMD diminuiu significantemente os niveis de glicose a
partir dos 40 minutos de perfusdo. Esses resultados indicam que o IMD afeta a
gliconeogénese, podendo esse efeito ser decorrente da sua interferéncia sobre a
bioenergética observada nas mitocondrias e hepatdécitos isolados, visto que essa via
metabdlica é dependente de energia. Ainda, existe a possibilidade de que a
toxicidade do IMD possa estar associada com uma possivel inibicdo de enzimas
especificas da gliconeogénese. Além disso, alguns dos sinais gerais de toxicidade
gue foram observados na intoxicacdo por IMD em animais e seres humanos
poderiam ser em parte a consequéncia de uma diminui¢cdo da producdo de energia
nos tecidos, jA que os efeitos reportados neste trabalho certamente ndo estédo

restritos as mitocondrias hepaticas.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o IMD pode causar alteracdes
no metabolismo energético celular sendo a enzima FyF1-ATP sintase o principal alvo
da acdo toxica deste inseticida, e que os metabdlitos formados na biotransformacgéo
do IMD podem ser mais téxicos do que o proprio IMD. Uma vez que a inibicdo do
metabolismo energético pode afetar varios processos importantes para a
manutencdo celular, é razoavel que as mudancas na producdo de energia
mitocondrial do figado descritas no presente trabalho possam contribuir para a
hepatotoxicidade apresentada pelo inseticida.
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