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RESUMO

A deltametrina, um piretréide sintético, e o g¢lifosato, um herbicida
fosfonado, s&o utilizados na agricultura mundial com diversas finalidades.
Apresentam também ampla aplicagdo na agricultura brasileira. Os efeitos da
deltametrina € do glifosato sobre parametros da respiracdo mitocondrial € sobre a
organizagdo de membranas artificiais e naturais sao descritos neste trabalho. Em
mitocondrias de figado de rato a deltametrina diminuiu 0 consumo de oxigénio
durante os estados 3 € 4, como também interferiu no potencial elétrico da membrana
mitocondrial interna (Ay). Andlises dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial sugeriram que o sitio de inibicdo da deltametrina esta localizado nos
complexos Il e lll. O inchamento mitocondrial, energizado ou dirigido pelo potencial
de difusdo do K" na presencga do ionéforo valinomicina, foi parcialmente inibido pela
deltametrina. A polarizacao de fluorescéncia do DPH e do DPH-PA, sondas para as
regides interna e externa de membranas, respectivamente, de liposomas de
dimiristoilfosfatidil-colina (DMPC) e membranas naturais (mitocondrial), indicaram
que a deltametrina muda a temperatura da transigdo de fase para valores mais
baixos, além de estender a regido de transicdo de fase. A deltametrina diminuiu a
ordem lipidica da bicamada de DMPC, em temperaturas inferiores a temperatura de
transicao do lipidio, e também causou um efeito de desordem sobre membranas
naturais. Entretanto, em temperaturas superiores a temperatura de transigédo, o
piretréide aumentou a rigidez da membrana. Ferro foi liberado da ferritina de bago de
cavalo pela deltametrina. A superdxido dismutase e a catalase diminuiram
parcialmente este processo. A deltametrina estimulou a lipoperoxidagéo ferro-
dependente. A abertura do MPTP induzida por Ca®* e Pi foi protegida pela
deltametrina e, agentes indutores da MPT como diamida e mersalil diminuiram o
efeito protetor da deltametrina, sugerindo que o piretréide ndo previne a oxidagao
extensiva de grupos tidis. Os dados sugerem que a deltametrina causa perturbacées
nas interagbes lipidio-lipidio e lipidio-proteina, interfere nos mecanismos de
transporte localizados na membrana, e causam alteragbées da permeabilidade e na
atividade de enzimas mitocondriais. Os efeitos da exposi¢do de ratos machos a 1, 2,
e 4 mg.kg" de deltametrina por 63 dias sobre pardmetros comportamentais foram
avaliados. O peso corporal dos ratos, os testes de preferéncia por solugdo de
sacarose, natacao forgada, labirinto em cruz elevado, e comportamento no campo
aberto ndo foram afetados pela exposicdo ao piretréide. O outro praguicida
estudado, o glifosato, nas doses testadas nao modificou os parametros mitocéndrias
acima descritos para a deltametrina. As exceg¢bes foram o inchamento dirigido pelo
potencial de difusdo de K* usando valinomicina, e a lipoperoxidagdo, os quais foram
parcialmente inibidos pelo herbicida. Estes efeitos podem ser atribuidos a habilidade
do glifosato coordenar-se fortemente no pH do meio, com os ions disponiveis nos
experimentos de inchamento induzido pela valinomicina (K*) e de lipoperoxidagéo
(Fe3+). Os dados deste estudo podem ser importantes para o julgamento da
seguranga de ambos o0s praguicidas.
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ABSTRACT

Deltamethrin, a synthetic pyrethoid and glyphosate, a phosphonate herbicide
are used wideworld in agriculture. They also have widespread applications in
Brazilian agriculture. The effects of deltamethrin and glyphosate on mitochondrial
respiratory parameters and on the organization of artificial and native membranes are
described. Deltamethrin decreased the oxygen consumption of both state 3 and 4, as
well as the inner mitochondrial membrane potential (Ay) in rat liver mitochondria.
Analysis of segments of the respiratory chain suggested that inhibition site of
deltamethrin is located in complex Il and lll. Mitochondrial swelling, energized or
driven by the K* diffusion potential in the presence of valinomycin was partially
inhibited by deltamethrin. Fluorescence polarization of DPH and DPH-PA, probing
the core and outer regions respectively of dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC)
and native membranes (mitochondrial), indicated that deltamethrin shifts the phase
transition temperature to lower values, besides broadening the phase transition.
Deltamethrin decreased the lipid order of DMPC bilayers, at temperatures lower than
the lipid transition temperature, and also caused a disordering effect on native
membranes. However, at temperatures above the transition temperature, the
pesticide increased the rigidity of the membrane. Iron was released from horse
spleen ferritin by deltamethrin. Superoxide dismutase and catalase slowed this
process. Deltamethrin increased iron-dependent lipid peroxidation. The opening of
MPTP induced by Ca®* and Pi was protected by deltamethrin, and inductor agents of
MPT (diamide and mersalyl) are shown to decrease the protection by deltamethrin,
showing that the pyrethroid does not prevent the extensive oxidation of thiol groups.
The data suggest that deltamethrin causes perturbations in lipid-lipid and lipid-protein
interactions, interferes in transport mechanisms operating at the membrane level,
and causes alterations of membrane permeability and mitochondrial enzyme
activities. The effects of exposure of male rats to 1, 2 and 4 mg.kg ™' deltamethrin for
63 days on behavioral parameters were evaluated. The body weight of rats, sucrose
preference, forced swimming, elevated plus-maze, and open-field behaviors were
unaffected by exposure to the pyrethroid. The other pesticide evaluated, glyphosate,
at the tested doses did not modify the above mitochondrial parameters ascribed to
deltamethrin. The exceptions were the swelling driven by the K* diffusion potential
using valinomycin, and lipid peroxidation, which was partially inhibited by the
herbicide. However, these effects can be attributed to the ability of glyphosate to
strongly coordinate with the ions available in valinomiciyn induced swelling (K*) and
lipid peroxidation (Fe®*) experiments. Data gathered in this study may be important
for assessment of the safety of both pesticides.



1 INTRODUCAO

O crescimento da populacdo mundial € a demanda por alimentos tém
exigido um sistema complexo de cultivo, transporte, estocagem e processamento de
produtos agricolas (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001). Em decorréncia deste aumento, o
amplo uso de praguicidas, sem o0s cuidados necessarios, tem contribuido para a
degradacao ambiental e 0 aumento das intoxicagbes ocupacionais, incluindo casos
de envenenamento humano agudo e crénico.

No sul do Brasil, os agriculiores utilizam uma combinagdo de
organofosforados, herbicidas, fungicidas e inseticidas nas plantagdes,
principalmente nas de tabaco (SALVI et al., 2003). A falta de prote¢do durante a
aplicagdo, devido a razdes culturais e econémicas, e a subvalorizacdo da toxicidade
dos praguicidas, pode resultar em intoxicagbes agudas e crbnicas, além de
alteragbes de comportamento, tais como depressao e ansiedade, como sequelas do
envenenamento por praguicidas na populagao exposta a estes agentes
(STALLONES & BESELER, 2002).

O Estado do Parana encontra-se entre aqueles de maior producao agricola
do pais. Para a manutencdo das lavouras, substancias quimicas sdo utilizadas no
combate de pragas que atacam plantagdes de soja, milho, trigo, feijdo, batata entre
outros, assim como no combate de pragas que atacam culturas de produtos
hortifrutigranjeiros, que juntamente com outros produtos de origem vegetal e animal,
compdem a cesta basica da populacdo paranaense € brasileira.

Entre os fatores que contribuiram para a realizagdo deste estudo destaca-
se o grande volume de aplicacdo de glifosato nas areas agricolas, principalmente de
soja transgénica, bem como devido a presenca de piretroides como a deltametrina
em produtos para uso em domestico (“sprays”) para protecdo contra insetos, € aos
casos de intoxicagbes causadas por estes praguicidas.

As células animais utilizam mais de 90% da energia proveniente da
fosforilacdo oxidativa associada com a membrana mitocondrial interna (MITCHELL,
1961). Assim, as mitocondrias estdo diretamente ligadas a regulagédo de varias
funcbes celulares dependentes de energia, como o metabolismo intermediario,
regulacdo ibnica, motilidade e proliferacdo celular (PEDERSEN, 1999). Portanto,

compostos que interagem com membranas mitocondriais perturbando a eficiéncia do



transporte de elétrons e a fosforilacdo oxidativa promovem grandes déficits de
energia levando a perda de varias fungdes vitais para a sobrevivéncia das células e
organismos.

No presente estudo, ouiro aspecto de abordagem refere-se a suspeita
toxicolégica atual quanto a possibilidade da exposicdo de longo prazo determinar
alteragdes comportamentais. Esta hip6tese tem sido investigada para outras classes
de praguicidas como os organofosforados, mas até o0 momento os estudos nao sédo
conclusivos (ROSENSTOK et al., 1991; FARIA et al., 1999).

Desta forma este trabalho teve por objetivo investigar os efeitos da
deltametrina e do glifosato em mitocéndrias isoladas de figado de rato, membranas
naturais e artificiais. Como a ocorréncia de intoxicagées por praguicidas de uso
agricola esta fortemente associada com transtornos comportamentais, como a
depressao e a ansiedade, uma avaliagcdo comportamental de ratos machos expostos
a deltametrina também foi realizada.



2 REVISAO DA LITERATURA

A utilizagao sistematica dos agrotoéxicos na agricultura iniciou-se na década
de vinte, época em que eram pouco conhecidos do ponto de vista toxicol6gico.
Durante a Segunda Guerra Mundial foram utilizados como arma quimica, e
posteriormente seu uso foi expandido, chegando a produgdao mundial a atingir dois
milhdes de toneladas de agrotdxicos por ano (OPAS, 1997).

No Brasil, foram primeiramente utilizados em programas de saude publica,
no combate a vetores e controle de parasitas, passando a ser utilizados mais
intensivamente na agricultura a partir da década de sessenta. Em 1975, o Plano
Nacional de Desenvolvimento (PND), responsavel pela abertura do Brasil ao
comércio de agrotdxicos, condicionava o agricultor a comprar 0 veneno com
recursos do crédito rural, ao instituir a inclusdo de uma cota definida de agrotéxico
para cada financiamento requerido (OPAS, 1997). Essa obrigatoriedade, somada a
propaganda dos fabricantes, determinou um enorme incremento e disseminagdo da
utilizagéo dos agrotdxicos no Brasil, que € atualmente um dos maiores consumidores
mundiais. Em conseqliéncia deste consumo excessivo 0 pais apresenta iniUmeros
problemas, tanto de saude da populacdo como do meio ambiente (GARCIA, 1997;
OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

A industrializacdo da agricultura e da pecuaria no Brasil, ocorrida nas
décadas de sessenta e setenta, provocou também profundas transformagbes nos
processos e nas relagbes de trabalho existentes, assim como no modo de vida das
populacdes. A introducdo em larga escala das maquinas e dos agrotdxicos no
campo intensificou a produtividade, assim como 0 aumento no ritmo e na jornada de
trabalho e a destruicdo de pequenas unidades produtivas (TRAPE, 1993).

Estudos realizados em distintos estados do Brasil tém detectado a
presenca de agrotéxicos no leite materno, assim como tém apontado a possibilidade
de ocorréncia de anomalias congénitas relacionadas ao uso de agrotéxicos (TRAPE,
1993). YANEZ et al. (2002) verificaram em uma cidade do México, que o consumo
de peixe e leite materno estavam entre os fatores que contribuiram para o aumento
de intoxicagbes devido a exposicdo da populagdo durante pulverizagbes do
piretrdide deltametrina, utilizado para 0 combate do mosquito transmissor da malaria.

Observa-se portanto que o problema néo se restringe aos agricultores durante a



aplicagdo, mas atinge também de uma forma direta a populagdo em geral (TRAPE,
1993).

Entre os agricultores é importante ressaltar os grupos de risco, ou seja
aqueles que diluem ou preparam as "caldas”, mistura de varios agrotdxicos, os que
aplicam os agrotdxicos e 0s que entram nas lavouras ap6s a aplicagdo dos produtos.

Além da exposig¢ao ocupacional, a contaminagéo ambiental coloca em risco
de intoxicagdo outros grupos populacionais. Merecem destaque as familias dos
agricultores e a populagdo em geral, que fazem uso de praguicidas facilmente
encontrados em supermercados e lojas de produtos veterinarios, sendo portanto,
expostos a praguicidas de uso doméstico, raticidas, entre outros. Finalmente, pode-
se dizer que os efeitos dos agrotéxicos sobre a salde ndo dizem respeito apenas
aos trabalhadores rurais diretamente envolvidos na aplicagdo, mas a populagdo em

geral.

2.1 AGROTOXICOS

2.1.1 Definicao

Segundo a Organizacdo das Nagbes Unidas para a Agricultura e
Alimentacao (FAQO) os praguicidas s&o produtos quimicos ou quaisquer substancias
ou mistura de substancias destinadas a prevencgao, a destruicdo ou ao controle de
qualquer praga, incluindo os vetores de doengas humanas ou de animais, que
causam prejuizo ou interferem de qualquer outra forma na produgéo, elaboragéo,
armazenagem, transporte ou comercializagdo de alimentos, para os homens ou 0s
animais, de produtos agricolas, de madeira € seus produtos, ou que podem ser
administrados aos animais para combater insetos, aracnideos ou outras pragas
dentro ou sobre seus corpos. Esse termo inclui também as substancias destinadas a
serem reguladoras do crescimento das plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes
para reduzir a densidade ou evitar a queda prematura dos frutos, e as substancias
aplicadas nas culturas, antes ou ap6s a colheita, para proteger o produto durante o
depdésito ou o transporte (ECOBICHON, 1996).

Definicdo semelhante a da FAO é usada na legislacdo brasileira, para



agrotoxico. O termo agrotéxico foi introduzido para substituir a designagao
“defensivo agricola”, para denominar 0s venenos agricolas, colocando em evidéncia
a toxicidade desses produtos para 0 meio ambiente e a salde humana. Essa
definicdo exclui os fertilizantes e os produtos quimicos administrados aos animais
para estimular o crescimento ou modificar o comportamento reprodutivo
(ECOBICHON, 1996).

O uso do termo “agrotdxico” ao invés de “defensivo agricola” no Brasil se
deu apds grande mobilizacdo da sociedade civil organizada. Mais do que uma
simples mudanca da terminologia, esse termo coloca em evidéncia a toxicidade

desses produtos para o meio ambiente e a saude humana (OGA, 2003).

2.1.2 Consideragdes Gerais sobre o0 Consumo de Praguicidas

No ambito da América Latina, o Brasil desponta como o maior consumidor
de praguicidas, com um consumo estimado em 50% da quantidade comercializada
nesta regido (GARCIA, 1997). A extensdao deste problema pode ser observada
através dos valores envolvidos na comercializagdo desses produtos, cujo consumo
aumentou de U$ 988 milhdes gastos em 1981 para U$ 2,2 bilhdes em 1997
(GARCIA, 1997; MEYER et al., 1999).

Segundo dados fornecidos pelo Sindicato Nacional da Indistria de
Defensivos Agricolas (SINDAG) e Agéncia Nacional de Defesa Vegetal (ANDEF),
em 2001 o Brasil consumiu 328.413 toneladas de produtos formulados,
correspondendo a 151.523 toneladas de ingredientes ativos. Desta forma,
considerando-se o0 consumo em dez paises que representam 70% do mercado
mundial de agrotéxicos, o Brasil aparece em 7° lugar, e o emprego de agrotoxicos
nos Estados de Sao Paulo, Parana e Minas Gerais representa atualmente 50% do
total utilizado no Pais (GAZETA MERCANTIL, 2004). A maior utilizacdo dessas
substancias é na agricultura, mas também em salde publica, para a eliminagéo e
controle de vetores transmissores de doengas endémicas. Sdo utilizados também no
tratamento da madeira para construgdo, no armazenamento de graos a sementes,
na producéo de flores, para combate a piolhos e outros parasitas, na pecuaria, entre
outras aplicacbes (GAZETA MERCANTIL, 2004).



A utilizagdo dos praguicidas no meio rural brasileiro tem trazido uma série
de consequléncias tanto para o ambiente como para a saude do trabalhador rural.
Essas s&o, em geral, relacionadas ao uso inadequado, a toxicidade de cerios
produtos, a falta de utilizacdo de equipamentos de protecdo e a precariedade dos
mecanismos de vigilancia. Esse quadro € agravado pelo baixo nivel sécio-
econémico e cultural da grande maioria desses trabalhadores (OLIVEIRA-SILVA et
al., 2001).

2.2 A EXPOSICAO AOS AGROTOXICOS NO BRASIL

O controle de vetores de diversas doengas através do uso de diferentes
praguicidas, € amplamente realizado pelos agricultores. Embora sejam geralmente
eficientes para um rendimento maior na producéao agricola, tais substancias também
sao agentes poluidores e podem resultar em problemas de saude para 0 homem e
prejuizo ao meio ambiente (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001). Um estudo comparativo
realizado na década de noventa, relacionado ao uso e ao padrdo de exposi¢do a
praguicidas no Brasil e outros paises da América Latina, Asia e Africa, mostrou que
faltam cuidados técnicos e seguranca no manuseio dos praguicidas (WORLD
RESOURCES INSTITUTE - WRI, 1996).

A maior parte dos agrotéxicos utilizados na agricultura acaba atingindo o
solo e as aguas, principalmente durante a sua aplicagdo no controle de ervas
daninhas, lavagem das folhas tratadas, lixiviacao, erosao, aplicagao direta em aguas
para controles de vetores de doencas, residuos de embalagens vazias, lavagens de
equipamentos de aplicacéo e efluentes de industrias de agrotéxicos (WRI, 1996).

A populagdo em geral pode estar exposta a praguicidas através da
ingestdo de residuos em alimentos (incluindo carne, peixe, laticinios, frutas e
vegetais), por exposicao dérmica apos aplicagbes domeésticas ou pulverizagdes em
cultura ou ambientes publicos (pragas, auditérios) ou ainda inadvertidamente por
inalacédo de aerossois durante a aplicacdo em suas residéncias. Assim, a exposicao
€ pode ser de natureza aguda ou crénica, ocorrendo as vezes em periodos de anos
(RITTER, 1997). Em termos populacionais, os efeitos crénicos sdo mais prejudiciais
que os agudos e existem evidéncias de que compreendem desde conseqléncias



deletérias na reproducgédo até sequelas neurologicas e cancer (SHARP, 1986).

Dados coletados pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, 2001) e
analisados pelo Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacolégicas (SINITOX)
(Tabela 1) revelam a distribuic&o dos casos de intoxicagdes por agente toxico e zona
de ocorréncia registrados em todo o pais. Em 2001, os agrotdéxicos foram os
responsaveis por 5.384 casos (7,15%) no Brasil, sendo que os agrotdxicos de uso
doméstico, produtos veterindrios e raticidas contabilizaram 2.517 (3,34%), 973
(1,29%) e 5.110 (6,79%) casos de intoxicagbes humanas, respectivamente. A
intoxicagao por estes agentes no Brasil corresponderam a aproximadamente 19% do
total de casos de intoxicagdo registrados no pais em 2001. Além disso, a
Organizagdo Mundial da Saude (WHO — World Health Organization) considera que
em paises como o Brasil, nos quais existem graves problemas estruturais na rede
publica de salde, ocorre um sub-registro de casos de intoxicagbes por agentes
quimicos em geral, inclusive daqueles causados por agrotdoxicos. Para estes, as
agéncias estimam que os casos registrados de intoxicacdes representem somente

2% do total de casos que ocorrem anualmente (WRI, 1996).

2.3 A EXPOSICAO A AGROTOXICOS NO ESTADO DO PARANA

As tabelas 2 e 3 apresentam dados referentes a populagéo rural
paranaense que é composta por aproximadamente 53% de homens e 47% por
mulheres (IBGE, 2001) (Tabela 2). O maior nimero de trabalhadores no trabalho
rural se concentra na faixa etaria de 20 a 59 anos, demonstrando assim, que 78% da
populacao rural esta em idade produtiva (Tabela 3).

Aproximadamente 66% da populagdo rural esta direcionada a atividade
agricola (1.135.772) e portanto exposta aos agrotéxicos (Tabela 2). E importante
ressaltar também o trabalho infantil e de adolescentes no campo, retratados nos
significativos dados da tabela 2. Trabalham nesta atividade 14.267 criangas de 5 a 9
anos, 88.169 criangas de 10 a 14 anos e 145.554 adolescentes de 15 a 19 anos,
que representa 22% da populagéo rural nesta faixa etaria (Tabela 3) (IBGE, 2001).

Segundo os dados do Ministério Publico do Estado do Parand (MPEP,
2004), no periodo de 1993 a 2002, ocorreram 6.869 intoxicagdes por agrotdxicos



TABELA 1 - CASOS REGISTRADOS DE INTOXICACAO HUMANA POR
AGENTE TOXICO E ZONA DE OCORRENCIA. BRASIL: 2001

Rural Urbana Ignorado Total

Agente n® n® n® n® Yo
Medicamentos 842 19324 368 20534 27,27
Agrotoxicos / uso agricola 2319 2921 144 5384 7,15
Agrotoxicos / uso domeéstico 224 2215 78 2517 3,34
Produtos veterinarios 373 577 23 973 1,29
Raticidas 520 4458 132 5110 6,79
Domissanitarios 296 6379 102 6777 9,00
Cosméticos 24 729 13 766 1,02
Produtos quimicos industriais 225 4259 105 4589 6,09
Metais 41 647 14 702 0,93
Drogas de abuso 32 1385 75 1492 1,98
Plantas 184 1444 44 1672 2,22
Alimentos 19 778 15 812 1,08
Animais Peg./serpentess 3039 1500 192 4731 6,28
Animais Peg¢./aranha 600 2539 91 3230 4,29
Animais peg/escorpides 679 5079 137 5895 7,83
Qutros animais pe¢. Venenosos 591 2828 158 3577 4,75
Animais ndo pegonhentos 812 3278 214 4304 5,72
Desconhecido 199 1029 170 1398 1,86
Outro 50 747 33 830 1,10
Total 11069 62116 2108 75293 100
% 14,70 82,50 2,80 100

FONTE: FIOCRUZ



TABELA 2 - COMPOSICAO DA POPULACAO DO
ESTADO DO PARANA - 2001

Populagdo na area Populagéo na

rural atividade agricola

Total 1.725.369 (100%) 1.135.772 (100%)
Homens 913.714 (53%) 711.682 (63%)
Mulheres 811.655 (47%) 424.090 (37%)

FONTE: IBGE

TABELA 3 - NUMERO DE CRIANGCAS E ADOLESCENTES, NO
TRABALHO RURAL, NO PARANA - 2001

FAIXA ETARIA N° TRABALHADORES
5a9anos 14.267 (1%)
10 a 14 anos 88.169 (8%)
15a19 anos 145.554 (13%)
20 a 59 anos 887.782 (78%)

FONTE: IBGE
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TABELA 4 - AS PRINCIPAIS CAUSAS DE INTOXICACOES POR AGROTOXICOS
NO ESTADO DO PARANA - 2004

1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 Soma %

Profissional 558 597 423 285 347 286 216 283 248 229 3472 505
Suicidio 275 203 202 178 177 184 198 174 289 191 2071 301
Acidental 194 104 107 108 106 385 99 51 g 52 989 144
Qutrosfignorado/ indeterminado 13 09 16 24 15 o7 15 an 53 47 229 33
Poluic&o ambiental 06 04 03 03 0z 01 04 05 - 28 04
Alimento com agrotoxico - - 05 (05} 0 03 14 13 oy 09 g3 09
Criminosa - a1 - 04 03 03 01 03 01 16 02
Tentativa de aborta - - - - - - - 01 1 0.0
Soma 46 918 756 B0V 6855 5B9 545 5B6 677 530 B89 100
Ya 152 134 110 88 85 83 78 82 8% 77 100

FONTE Ministério Publico do Estado do Parana
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com 795 Obitos (Tabela 4). Nota-se que as notificagbes destes agravos vém
diminuindo gradativamente: em 1993 foram notificadas 1.046 intoxicagcbes e em
2002 o total foi de 530 notificagbes (Tabela 4). Os casos de intoxicagdo acidental
que em 1993 foi de 194 casos, em 2002 foi de 52, mostrando uma provavel
tendéncia da populacdo em se proteger destes agentes. A principal causa das
intoxicagdes por agrotoxicos sdo as provocadas pelo trabalho (profissional) sendo
esta, responsavel por cerca de 50% dos eventos. Em seguida, as tentativas de
suicidio com cerca de 30% das causas. As de carater acidental, outros e ignorados
representam cerca de 18% (Tabela 4) (MPEP, 2004). No Parana, no primeiro
semestre de 2004 morreram 19 pessoas em decorréncia de intoxicagcdo por
agrotoxicos. Também no Estado do Parana, um dado alarmante é o que aponta a
influéncia dos principios ativos de alguns defensivos agricolas como causadores de
depressao (MPEP, 2004).

Do ponto de vista toxicolégico, os praguicidas que sao mais utilizados no
combate de pragas (ervas daninhas e insetos) requerem maior atengao e maiores
estudos quanto aos seus efeitos adversos sobre a saude publica, ocupacional e
ambiental. Dentre os praguicidas em corrente uso no Estado do Parand, devido as
suas caracteristicas e volume de aplicacdo destacam-se, o herbicida derivado da
glicina, Glifosato (Roundup®, Biocarb®, Glycel®, Glyfonox®, Rodeo®) e o piretréide
do tipo Il, deltametrina (Decis®; Scabin®, K-Othrine®). A deltametrina é bastante
utilizada tanto na lavoura como em residéncias no controle e eliminagéao de pragas €
insetos. O glifosato, componente principal de herbicidas utilizados para o controle de
plantas daninhas, é utilizado nos jardins residenciais e principalmente no cultivo de
soja transgénica.

2.4 INSETICIDAS PIRETROIDES

2.4.1 Caracteristicas Gerais

Inicialmente, o0s piretroides eram extraidos de flores secas de
Chrysanthemum cinerarieafolium. O extrato obtido desta flor contém ésteres
crisantémicos (piretrina 1) e acido pirétrico (piretrina 1l) em quantidades
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aproximadamente iguais (Figura 1) (DAVIES, 1985).

Os constituintes ativos do extrato pirétrico, as piretrinas, sédo ésteres,
formados pela combinagéo de dois acidos, o acido crisantémico € o acido pirétrico, e
trés alcoois, piretrolona, cinerolona, e jasmolona. Os ésteres do acido crisantémico
sdo chamados de piretrina |, cinerina | e jasmolina |, respectivamente, e juntos
constituem as piretrinas da fracdo |. Os ésteres do &cido pirétrico sdo chamados
piretrina Il, cinerina Il, e jasmolina I, e estes sdo os representantes das piretrinas da
fragdo Il (CASIDA, 1973). Suas estruturas estdo mostradas na figura 1.

Os piretréides, ou seja, 0s analogos sintéticos da piretrina sdo produzidos
desde 1940 (ELLIOT et al., 1973; ELLIOT, 1980), e dividem-se em 2 categorias
distintas: piretréides do Tipo | e piretrdides do Tipo Il. Esta classificagdo € baseada
nos sintomas produzidos em animais experimentais que receberam doses agudas
toxicas dos piretréides (VERSCHOYLE & ALDRIDGE, 1980), e também na presenca
ou auséncia do grupo alfa-ciano na molécula destes praguicidas. Os piretréides do
Tipo |, como a permetrina e a aletrina, ndo apresentam um grupo alfa ciano (Figura
2). Em geral os piretréides do Tipo Il como a cipermetrina e o fenvalerato séo
inseticidas mais potentes devido a presenga do grupo alfa ciano em suas estruturas
(VIJVERBERG et al., 1982, GLICKMAN & CASIDA, 1982; HOLLOWAY et al., 1989;
TABAREAN & NARAHASHI, 1998).

2.4.2 Biotransformacao e Toxicidade dos Piretrdides

O carater lipofilico dos piretréides favorece um rapido acesso destes
compostos aos tecidos, incluindo o sistema nervoso central. A administragdo
intraperitoneal de 5-8 mg.kg”" de deltametrina, piretroide do tipo Il, resultou em
concentragdes de 0,12 - 0,45 nmol.g” de tecido no cérebro de rato, causando o
aparecimento dos primeiros sintomas neurotéxicos na exposigdo aguda (ALDRIDGE,
1990).

Alguns estudos relatam casos de envenenamento sistémico de humanos
com piretrdides, e que a farmacoterapia para estes casos € dificil, e a duragdo do
envenenamento pode ser longa (MIYAMOTO, 1993). Em rela¢do ao envenenamento

sistémico, os anticonvulsivantes tém sido utilizados, mas sua eficacia é baixa
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FIGURA 1- ESTRUTURA QUIMICA DAS SEIS PIRETRINAS NATURAIS

FONTE: CASIDA, J. E. Composition of pyrethrum extract and analysis of pyrethrins. In: Pyrethrum:
The natural insecticide. Casida, J. E., Academic Press: New York. 329 p., 1973.
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FIGURA 2 - ESTRUTURAS QUIMICAS DE PIRETROIDE DO TIPO I E DO TIPO II

FONTE: CASIDA, J. E. Composition of pyrethrum extract and analysis of pyrethrins. In: Pyrethrum:
The natural insecticide. Casida, J. E., Academic Press: New York, 329 p., 1973.
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(MIYAMOTO, 1993).

Os piretréides sintéticos sdo metabolizados muito rapidamente no figado
de mamiferos. A reacdo inicial de detoxificagdo em mamiferos é a clivagem da
ligagdo éster, provavelmente por esterases, seguidas por reagdes de hidroxilagdo
através do sistema citocromo P-450 e por varias reagdes de conjugacao (KANEKO
et al.,, 1981; HIEDER et al., 2001). A metabolizagdo de um piretréide resulta no
aumento significativo de sua solubilidade em &gua, facilitando assim sua rapida
excregao na urina.

Além do figado, as principais reacées metabdlicas tém sido detectadas
também nos nédulos linfaticos mesentéricos de ratos e camundongos. Entretanto, a
atividade metabodlica em neonatos e animais jovens ndo é tao efetiva como em
adultos (MIYAMOTO et al., 1995; KALE et al., 1999).

Alguns dados clinicos importantes séo citados a seguir. Em seres humanos
expostos a piretrbides, existem poucas evidéncias de reacbes alérgicas. A
parestesia cutanea tem sido relatada como forma de toxicidade de piretréides
sintéticos contendo um grupo alfa ciano, observada em aplicadores de piretrdides na
forma de aerosol (HE et al., 1989). Entre os sintomas relatados estdo a perda de
sensibilidade dérmica facial e discinesia, combinados com queimacao e prurido da
area da pele exposta. Os sinais e sintomas desapareceram apés 24 horas da
exposicao. A parestesia se desenvolve varias horas depois da exposicdo aguda e
continua por 12-18 horas (TUCKER et al., 1984).

Existem evidéncias de seqlielas cronicas e irreversiveis em pacientes que
sofreram intoxicagcdo aguda por piretréides. As complicagbes freqlientemente
observadas apés dois anos da exposicdo foram: desordens de personalidade,
redugdo da performance intelectual, perturbagbes visuais, polineuropatia
sensomotora na parte inferior das pernas, taquicardia, aumento na sensibilidade ao
calor. Muitos destes pacientes desenvolvem infecgbes oportunistas e doengas
autoimunes como a hemélise autoimune (MULLER-MOHNSSEN, 1999).

Os sintomas associados a intoxicacdo por permetrina, um piretréide
sintético do tipo I, sdo bastante conhecidos e incluem a perda de memodria, fadiga,
dores musculares e articulares, ataxia, erupgdes na pele, dificuldades respiratérias e
disturbios gastrointestinais (MURPHY et al.,, 1999). Tais sintomas ficaram
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conhecidos como a Sindrome do Golfo Pérsico (KLAUSTERMEYER et al., 1998;
PROCTOR et al., 1998; UNWIN et al., 1999), pela sua manifestagdo em militares
expostos ao praguicida.

2.4.3 Alterag6es Bioquimicas Causadas por Piretréides

Os piretréides sdo moléculas hidrofobicas, e esta caracteristica indica que
estes praguicidas podem interferir principalmente com membranas biolégicas
(MICHELANGELI et al., 1990). De fato, o canal de so6dio voltagem-dependente nas
membranas neuronais é considerado o principal sitio de ac¢do dos piretrdides
(NARAHASHI, 1985; SODERLUND & BLOOMQUIST, 1989; VIUVERBERG & van
den BERCKEN, 1990). A inibicdo do receptor GABAa representa um mecanismo
adicional, proposto para os piretroides do tipo Il (NARAHASHI, 1991).

GASSNER et al. (1997) verificaram que os piretréides permetrina e a
cihalotrina, em concentragdes até 50 umoI.L'1, s&o potentes inibidores do complexo |
da cadeia respiratéria, o complexo sensivel a rotenona, em mitocondrias de figado
de rato. Por outro lado, a atividade ATPasica nao foi afetada por estes piretrdides.

A aletrina, outro piretréide sintético, diminuiu a amplitude do inchamento de
mitocondrias de figado de camundongo e estimulou o consumo de oxigénio
mitocondrial (SETTLEMIRE et al., 1974). O fenvalerato, diminui o consumo de
oxigénio por peixes vivos e de seus tecidos (musculo, figado, e cérebro) (REDDY &
PHILIP, 1992) e a cipermetrina (PHILIP et al., 1995) inibiu enzimas de preparagdes
mitocondriais isoladas de figado de peixe.

Varios praguicidas, incluindo aqueles organoclorados, o endosulfano
(HINCAL et al., 1995), e organofosforados exercem efeitos toxicos envolvendo
espécies reativas de oxigénio (ERO) (YANG et al., 1996). A indugdo do estresse
oxidativo € a alteragdo do sistema antioxidante por piretréides tém sido mostradas
por varios autores como, MAITI et al. (1995), GUPTA et al. (1999), KALE et al.
(1999) e GABBIANELLI et al. (2002).

KALE et al. (1999) mostraram em eritrocitos de ratos expostos a
piretréides, um aumento na peroxidagao lipidica e uma correlacdo entre o estresse
oxidativo e o estimulo na atividade das enzimas antioxidantes tais como a

superoxido dismutase (SOD) e catalate (CAT), bem como na concentragdo de
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glutationa reduzida (GSH).

O mecanismo envolvendo ERO no sistema nervoso central (SNC), propicia
elevacdo da liberacdo de Ca®* intracelular, acompanhada do aumento da liberagdo
de aminodcidos excitatérios, principalmente o glutamato, além de causar a
lipoperoxidagdo € a diminuicdo dos niveis de GSH neuronal (BONDY & LEBEL,
1993).

MAITI et al. (1995) mostraram que ratos ftratados com fenvalerato
apresentaram uma disfungdo na tiredide e um aumento na lipoperoxidagéo no rim e
figado. Estes efeitos foram relacionados com a geragdo de radicais livres. A
clivagem de piretroides, contendo o grupo alfa-ciano, e seus ésteres metabdlicos,
geram cianohidrinas, as quais sao instaveis sob condi¢bes fisiolégicas e se
decompdéem em cianeto e aldeido (WHO, 1990; SHAN & HAMMOCK, 2001). Os
aldeidos e outros conjugados lipofilicos também podem levar ao estresse oxidativo
durante a intoxicagdo por piretréide (KALE et al., 1999).

As ERO, tais como o anion superéxido (O2"), o radical hidroxila ("OH) e o
peréxido de hidrogénio (H.O») aumentam o processo oxidativo e promovem
peroxidacdo de lipidios de membrana. Os efeitos das ERO sao amplos, e trés
mecanismos relevantes envolvidos na injuria celular por estresse oxidativo sdo: (1) a
modificagao oxidativa de proteinas; (2) lesdes no ADN; (3) peroxidagao de lipidios de
membranas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). A lipoperoxidag¢do tem sido uma
hipdtese atrativa para explicar a toxicidade induzida por piretréides (KALE et al.,
1999; GIRAY et al., 2001; GABBIANELLI et al., 2002; NASUTI et al., 2003; SAYEED
et al., 2003; DATTA & KAVIRAJ, 2003).

2.5 DELTAMETRINA

2.5.1 Propriedades Fisico-Quimicas

A deltametrina, praguicida utilizado no presente estudo (Figura 3), € um
inseticida do grupo quimico dos piretréides, conhecido quimicamente como (S)-alfa-
ciano-3-fenoxibenzil-(1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato,
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e comercialmente como Decis®, K-Othrine®, Ambush®, Fuminset®, Decametrina®, K-
obiol®, Scabin®, entre outros.

Apresenta férmula quimica CooH19sBroNOs, € pertence a classe de
inseticidas do grupo quimico éster do acido crisantemico ou piretréide do Tipo Il. Sua
classificagdo toxicologica segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2003) é: "Produto Técnico Classe Il ou medianamente toxico". Existem
quatro categorias estabelecidas pela ANVISA para classificar os praguicidas: Classe
| ou altamente téxico; Classe Il ou toxico; Classe Il ou medianamente toxico e

Classe IV ou pouco toxico.
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FIGURA 3 - ESTRUTURA QUIMICA DA DELTAMETRINA

FONTE: CASIDA, J. E. Composition of pyrethrum extract and analysis of pyrethrins. In: Pyrethrum:
The natural insecticide. Casida, J. E., Academic Press: New York. 329 p., 1973.

2.5.2 Biotransformagéo da Deltametrina

A exemplo de todos os piretroides sintéticos, a deltametrina também
parece ser degradada por hidrdlise da ligacdo éster central, e reagbes de
conjugagao para produzir metabolitos primarios e secundérios solUveis em agua que
serdo excretados através do sitema urinario e biliar (CASIDA et al., 1983; LENG et
al., 1999).

A deltametrina é rapidamente absorvida quando administrada por via oral,
e menos absorvida quando por via dérmica, sendo que a velocidade de absorgao é
dependente do solvente utilizado na formulagdo. Administrada a ratos machos por
via oral (0,64 - 1,6 mg.kg™), a porcdo 4cida e a porgdo alcool da molécula foram
quase completamente eliminadas do organismo dentro de dois a quatro dias (RUZO
et al., 1978). Por outro lado, o grupo ciano foi eliminado mais lentamente, sendo

detectado ainda oito dias apds a administragdo de deltametrina. As principais
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reacbes metabdlicas da deltametrina foram: a oxidagdo, que ocorre no grupo trans-
metil, relativo ao grupo carbonila da porgdo acida, e nas posigdes 2'-, 4-, € 5- da
porcdo alcool, a clivagem da ligacao éster, e a conversdo da por¢ao ciano em
tiocianato e acido 2-iminotiazolidina-4-carboxilico (ITCA) (Figura 4) (MCGREGOR,
2000). Os derivados fendlicos e o acido carboxilico podem ser conjugados com
grupos sulfato, glicina, e acido glucurénico (MCGREGOR, 2000).

2.5.3 Toxicidade da Deltametrina

A deltametrina foi sintetizada por ELLIOT et al. (1974), como o primeiro
piretréide contendo a porcdo alfa-ciano-3-fenoxibenzil. Desde entdo vem sendo
descrita como um composto que apresenta toxicidade aguda em ratos (BARNES &
VERSCHOYLE, 1974). Estes autores descreveram os sinais de intoxicagdo por
deltametrina que sdo observados apds ingestao ou administracdo intravenosa. Entre
estes destacam-se: a salivagdo excessiva seguida por movimentos abruptos das
patas e movimentos convulsivos progressivos (coreoatetose) (BARNES &
VERSCHOYLE, 1974).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar o modo de acao
neurotoxica da deltametrina, incluindo efeitos sobre canais de s6dio na membrana
das células nervosas (NARAHASHI, 1982; CASIDA et al., 1983), aumento nos niveis
de neurotransmissores como a acetilcolina e dopamina (ERIKSSON & NORDBERG,
1990; MALAVIYA et al.,, 1993), aumento no consumo de glucose no cerebelo
(CREMER et al., 1983), e nos niveis de poliaminas (HUSAIN et al., 1994).

A DL50 para ratos machos é de 95 mg.kg™ e para fémeas é de 87 mg.kg™
em 6leo de milho (VARSHO et al., 1996). A administracdo intravenosa de baixas
doses de deltametrina em ratos (0,05, 0,15, e 0,45 mg.kg'1) promoveu vigorosas
respostas autonémicas e neuroenddcrinas, com aumento dos niveis plasmaticos de
noradrenalina, adrenalina e corticosterona, indicando alto nivel de estresse (BOER
et al., 1988).

CLARK & BROOKS (1989) mostraram em preparagdes de sinaptossomas,
que baixas concentracdes de deltametrina (107" moI.L'1) estimulam a liberagao de
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colchetes, embora nao sejam detectados sao intermediarios provaveis do metabolismo
identificado.
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neurotransmissores. A neurotoxicidade deste piretréide parece ser devido a
presenca do substituinte alfa-ciano na porcao 3-fenoxibenzil alcool de sua estrutura
guimica (SODERLUND et al., 2002). Segundo LAWRENCE & CASIDA (1982) a
deltametrina apresenta uma DL50 de 0,5 a 1,2ug.g"’ de tecido cerebral de
camundongo, um valor inferior em relacdo a outro piretréide sintético e bastante
utilizado, a permetrina (DL50 de 11 ug.g'1) (LAWRENCE & CASIDA, 1982).

LAZARINI et al. (2001) mostraram que a administracao de 0,08 mg/kg de
deltametrina a ratas entre 0 6° e 0 15° dia da gravidez nao alterou o ganho de peso e
0 desenvolvimento fisico das mdaes e dos filhotes. Entre os parametros
comportamentais analisados, estes autores verificaram aumento na freqiéncia de
levantar nas patas traseiras no teste de campo aberio, € uma diminui¢gdo no tempo
parado, no teste de natacéo forcada. Andlises bioquimicas mostraram um aumento
aproximado de 45% nos machos e de 27% nas fémeas nos niveis de acido 3,4-
dihidréxi-fenil-acético (DOPAC) estriatal sem modificacdo dos niveis de dopamina,
durante o periodo organogénico. Estes dados indicaram que houve um aumento na
atividade do sistema dopaminérgico destes animais. Foi verificado também um
aumento significativo de aproximadamente 150% nos niveis de noradrenalina dos
animais machos do grupo experimental em relagdo aos machos do grupo controle.
Entretanto a deltametrina utilizada nesta investigagao era o produto formulado nao
sendo revelado a concentragdo exata de deltametrina pura na formulagéo.

YANEZ e colaboradores (2002) analizaram amostras de urina coletadas de
criangas que haviam sido expostas a aplicagdo de deltametrina com pulverizadores,
durante o combate a malaria em Oaxaca no México. Os autores verificaram que 50%
do grupo de criangas expostas tinham niveis urindrios de um metabdlito da
deltametrina, o acido 3-fenoxibenzico acima do limite de deteccdo do método
empregado, e 6% tinham niveis acima de 25 ug-L™, isto &, cindo vezes o limite de
deteccdo (YANEZ et al., 2002). Segundo estes autores, o consumo de peixes, e de
leite materno estariam entre os fatores que contribuiram para este nivel de
exposicao.

DAYAL et al. (1999) verificaram que a administragao de deltametrina (5, 10
e 15mgkg” por 7 dias ou 5mgkg” por 15 e 21 dias) em ratos produziu um

aumento significativo na atividade da EROD (7-etoxiresorufina-O-dealquilase) e da
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PROD (7-pentoxiresorufina-O-dealquilase) no figado e no cérebro dos animais.
Andlises de wersten blot revelaram também um aumento dose € tempo-dependente
na expressao das isoenzimas 2B1/2B2 e 1A1 da citocromo P-450, sendo
significativo para as doses de 10 e 15 mg-kg™.

EL-AZIZ et al. (1994) mostraram que o tratamento de ratos machos adultos
com 1 e 2mgkg" durante 65 dias consecutivos foi capaz de reduzir o peso dos
testiculos, da préstata, e da vesicula seminal, além de diminuir a contagem de
espermatozéides e os niveis de testosterona.

ANDRADE et al. (2002) investigaram os possiveis efeitos da exposicao a
deltametrina de ratas gravidas e durante a lactagdo. Os resultados mostraram que a
exposigcao a baixas doses de deltametrina (1, 2, e 4 mg-kg'1) induziu subitas
alteragbes no comportamento reprodutivo e na fisiologia dos filhotes machos,
enquanto que as maes ndo foram afetadas. Entre os parametros avaliados
verificaram que o ganho de peso das maes nao foi alterado. Nenhum sinal clinico de
intoxicagao pelo piretroide foi observado durante o periodo de tratamento, indicando
auséncia de toxicidade materna com as doses testadas. Variaveis como a descida
dos testiculos e a separacédo prepucial dos filhotes machos também ndo foram
afetadas. Estas variaveis sdo padrdes externos de desenvolvimento sexual em ratos
machos e sao eventos androgeno-dependentes (DALSENTER et al., 1999). O peso
testicular e do epididimo foi significativamente reduzido nos filhotes machos
expostos & dose de 4 mg-kg™.

2.6 HERBICIDAS FOSFONADOS

2.6.1 Caracteristicas Gerais

Os herbicidas fosfonados ou derivados da glicina sdo compostos que
contém em sua estrutura um ou mais grupos R—-PO(OH),. Devido a sua boa
estabilidade quimica e solubilidade em agua, os compostos desta classe podem ser
utilizados na producao de 6leo, na formulacdo de detergentes, € na inibicdo da
corrosao (BARJA et al.,, 2001). Os herbicidas fosfonados tém habilidade para formar

fortes complexos com metais, 0 que influencia a ocorréncia e a velocidade de
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transporte destes compostos no meio ambiente. Todos 0s processos de adsor¢ao,
fotoedegradacao e biodegradacao dos herbicidas fosfonados sao modificados pela
presenca de metais devido a formacac de complexos que podem ser sollveis ou
insolaveis (BARJA et al., 2001).

Um dos mais importantes herbicidas fosfonados, amplamente utilizado
como herbicida é o N-(fosfonometil)-glicina (glifosato) (Figura 5).

2.7 GLIFOSATO

2.7.1 Propriedades Fisico-Quimicas

O glifosato foi sintetizado pela primeira vez em 1950. Somente vinte anos
mais tarde, em 1970, J. E. Franz (Monsanto Agricultural) descobriu a propriedade de
herbicida desta molécula. Este herbicida vem sendo utilizado com ampla aceitagao
entre governos de varios paises, inclusive com exportagao dos Estados Unidos para
0s paises latino-americanos.

O glifosato (Figura 5), formula empirica CsHgNOsP, é o principio ativo de
um herbicida pos-emergente de amplo espectro (Roundup®) conhecido pela agao
herbicida altamente efetiva sobre plantas anuais e perianuais (FRANZ et al., 1997).
O composto € um acido organico fraco, e apresenta um aminoacido glicina e uma
porcao fosfenometil. Este herbicida é usualmente formulado como sal do glifosato e
um cation (isopropil-amina ou trimetilsulfénio) (Figura 6).

ﬁ 0
]
OH

FIGURA 5 - ESTRUTURA QUIMICA DO GLIFOSATO

FONTE: KAMRIN, M. A. Glyphosate. In: Pesticide Profiles: Toxicity, environmental impact, and fate.
Kamrin, M. A. (Ed.). CRC Lewis Publishers: Boca Raton. 676 p., 1997.



23

0 0
ci, |l I
O0—C—CH,—NH—CH,—P—OH
H;C——CH—NH; (l)H

FIGURA 6 - ESTRUTURA QUiMICA DO SAL DO ACIDO DESPROTONADO DO
GLIFOSATO E SEU CATION (ISOPROPIL-AMINA)

FONTE: WILLIAMS, G. M.; KROES, R.; MUNRO, |. C. Safety Evaluation and Risk Assessment of the
Herbicide Roundup and Its Active Ingredient, Glyphosate, for Humans. Reg. Toxicol.
Pharmacol., Orlando, v. 31, p. 117-165, 2000.

Como j& mencionado para os herbicidas fosfonados, o destino do glifosato
através do solo é fortemente dependente de suas propriedades fisico-quimicas em
meio aquoso, da solubilidade em &gua, capacidade de complexacdo com metais
(MADSEN et al., 1978; MOTEKAITIS & MARTELL, 1985) e adsor¢éo a constituintes
do solo (McCONNEL & HOSSNER, 1989; PICCOLO & CELANO, 1993).

O ¢lifosato € um composto anfotérico e pode ser anion monovalente e
divalente em pH fisiolégico, por apresentar valores de pKa de 2,2 a 2,6 (pKay), 5,5 a
5,9 (pKay, e 10,1 a 10,9 (pKas) (MERVOSH & BALKE, 1991). Devido a alta
polaridade desta molécula, o glifosato é praticamente insolivel em solventes
organicos (WILLIAMS et al., 2000).

Este herbicida apresenta trés grupos funcionais (grupo amina, carboxilico,
e fosfato), os quais, em pH neutro, poderiam coordenar fortemente com ions
metalicos (PEARSON, 1963), onde o grupo carboxilico e o fosfato estariam
desprotonados.

2.7.2 Biotransformacao do Glifosato

A velocidade de degradacgéao do glifosato em diferentes solos € na agua
varia de acordo com o grau de atividade microbiana do solo e a presenga de certos
fons metalicos (BARJA et al., 2001), tais como Fe**, Fe**, A’*, Ca®*, Mg**, Co** e
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cu** (SMITH & RAYMOND, 1988; HEINEKE et al., 1994; CLARKE et al., 1989).

O ¢lifosato, administrado oralmente, sofre pouca biotransformagcdo em
animais. Administrado a ratos, uma Unica dose oral de 6,7 mg-kg'1, verificou-se que
somente 15% da dose foi absorvida em machos e 15-35% em fémeas. A excrecao
da quantidade absorvida foi quase inteiramente através da urina. A excrecéao biliar e
pela circulacdo entero-hepatica ocorreu em menor extensédo, € menos de 1% da
dose foi expirada como CO.. Em 48 horas, os animais machos eliminaram
aproximadamente 94-98% do glifosato, enquanto que as fémeas eliminaram 82-84%
(WILLIAMS et al., 2000).

O acido aminometilfosfénico (AMPA), o Unico metabdlito do glifosato
encontrado em quantidades significativas em sistemas biol6gicos, € moderadamente
(~20%) absorvido pelo trato digestivo, e a excre¢do ocorre quase totalmente pela
urina (SMITH & OEHME, 1992).

2.7.3 Toxicidade do Glifosato

O ¢lifosato técnico é de relativamente baixa toxicidade aguda oral e
dérmica. Nos Estados Unidos € classificado na categoria de toxicidade Il (a escala
vai de | - mais toxico - a IV - menos toxico) e, no Brasil, sua classificacdo segundo a
ANVISA ¢ toxicidade classe IV (ANVISA, 2003).

A tabela 5 mostra os valores de DL50 conforme a modalidade de
administracao e a espécie animal utilizados. A DL50 oral média do glifosato para
ratos é de 4.873 mg-kg”', e a DL50 intraperitoneal é de 235 mg-kg"' (NATIONAL
TOXICOLOGY PROGRAM — USA/NTP, 1992). Entretanto, o produto comercial
Roundup® € mais toxico do que o glifosato (COX, 1998). A quantidade de
Roundup® (contendo glifosato e o surfactante POEA - polioxietileno) necessaria
para causar a morte de ratos é aproximadamente 1/3 da quantidade de glifosato
sozinho (MARTINEZ & BROWN, 1991).

YOUSEF et al. (1995) investigaram o efeito do glifosato técnico sobre as
caracteristicas do sémen de coelhos tratados com o herbicida verificando o declinio:
no peso corporal dos animais, libido, volume de ejaculagdo, concentragdo de

espermatozéides, osmolaridade e concentragéo de frutose no sémen.
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TABELA 5 - DADOS DE TOXICIDADE AGUDA DO GLIFOSATO EM ANIMAIS
EXPERIMENTAIS - 1992

Espécie utilizada Administragédo DL50 (mg-kg"' de peso corpéreo)
Rato Oral 4.873

Rato Intraperitoneal 235

Camundongo Oral 1.568
Camundongo Intraperitoneal 130

Coelho Oral 3.800

FONTE: NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM (USA/NTP)

A administragdo de Roundup (36% de glifosato e 18% de polioxietileno) a
ratas em doses de 500, 750 e 1.000 mg-kg”' do 6° ao 15° dia da gravidez, um
periodo definido como critico para o desenvolvimento estrutural do estagio
embriogénico de ratos (OMS, 2001), induziu um retardo no desenvolvimento 6sseo,
principalmente do cranio e ossos das patas (DALLEGRAVE et al., 2003). Entretanto,
a toxicidade materna observada neste estudo mostra que a formulagdo comercial
vendida no Brasil € mais téxica do que o glifosato técnico, como demonstrado por
ADAM et al. (1997) e DALLEGRAVE et al. (2002).

Utilizando doses de 4,87, 48,7 e 487 mgkg' de Glifosato-Biocarb®,
administradas a cada dois dias, durante 75 dias a ratos machos adultos,
BENEDETTI et al. (2004) observaram estimulo significativo das enzimas aspartato-
aminotransferase (AST) somente na dose de 487 mgkg', e alanina
aminotransferase (ALT) a partir da dose de 4,87 mg-kg'1. Uma grande deposicéo de
colageno e mudangas no numero € na espessura das fibras de reticulina na dose de
487 mg.kg ™' também foram observadas.

Um estudo comparativo entre o glifosato puro e formulado (Roundup Ulira
360 SL), PIENIAZEK e colaboradores (2004) verificaram apés uma hora de
incubagdo com o produto formulado um aumento nos niveis de metahemoglobina,
na lipoperoxidacédo e lise de eritrécitos humanos, bem como aumento da atividade
da enzima catalase, quando eritrcitos foram tratados com doses de 100-1500 ppm
de glifosato comercial. Entretanto ndo foram observadas mudangas nos niveis de
glutationa reduzida. Estes autores concluiram que o Roundup Ultra 360 SL provoca
mudangas mais acentuadas na fungéo dos eritrécitos do que sua substancia ativa, o

glifosato, as quais resultam provavelmente das propriedades de aditivos presentes
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na formulagéo.

Embora o glifosato seja considerado um herbicida relativamente seguro e
de baixa toxicidade, varios casos de intoxicagdo com o uso deste herbicida ja foram
relatados. Dentre eles destacam-se alguns intencionais, 80 casos, onde os efeitos
observados foram hemorragia e erosdo do trato gastrointestinal (66%) além de
alteracbes em outros oOrgdos como: pulmdo (23%), figado (19%), sistema
cardiovascular (18%), sistema renal (14%) e sistema nervoso central (12%)
(TALBOT et al., 1991). Segundo TALBOT et al. (1991) a quantidade estimada de
Roundup® (41%) ingerida pelas pessoas que ndo sobreviveram foi de 184 + 70 mL.
A maioria das mortes ocorreu dentro de algumas horas ap6s a ingestao do herbicida.

LIOI et al., (1998) verificaram atividade citotoxica e estimulo da atividade
da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase em cultura de linfécitos bovinos
sugerindo que o praguicida testado induz estresse oxidativo ou efeito mutagénico
nesta espécie. Reforgam ainda a hipétese de inducdo de estresse oxidativo os
resultados obtidos por PELUSO et al., (1998) onde os autores verificaram a indugao
da formacgédo de adutos de ADN no rim e figado de camundongos e aumento da
atividade da catalase hepatica em ratos tratados com glifosato comercial. Foram
observadas também diminuicdo da atividade da citocromo P-450 e atividade
monooxigenase hepatica (HIETANEN et al., 1983) em ratos tratados com glifosato
(Roundup®).

VAINIO et al., (1983) observaram que a administracdo oral de glifosato,
300 mg.kg™ cinco dias por semana durante 60 dias, ndo provocou a proliferagdo de
peroxissomos dos hepatécitos ou hipolipidemia nos animais tratados. Em outro
estudo do mesmo grupo, onde os ratos foram tratados com roundup 1 mmol-kg™”
durante 14 dias, também ndo foram observadas alteracbes nos niveis da beta-
oxidacao nos peroxissomos hepaticos, no contetdo de glutationa reduzida, além da
auséncia de efeitos sobre o ganho de peso corporal, sobre o0 peso do figado, e sobre
a quantidade de proteina peroxisomal (HIETANEN et al., 1983).

OLORUNSOGO et al. (1979), utilizando mitocéndrias isoladas de figado de
ratos tratados intraperitonealmente com glifosato técnico (120 mg-kg'1), sacrificados
5 horas apés, observaram: (a) inibicdo do estado 3 (~42%); (b) e estimulo do estado
4 (~10%); (c) inibicdo do coeficiente de controle respiratério (~45%), (d) estimulo da
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atividade da ATPase (~480% com 120 mg-kg'1), (e) estimulo das enzimas isocitrato
desidrogenase (~11%), beta-hidroxibutirato desidrogenase (~20%), glutamato
desidrogenase (~40%) e succinato desidrogenase (~27%). As atividades das
enzimas citocromo ¢ oxidase, succinato citocromo ¢ redutase e NADH citocromo ¢
redutase nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas quando
comparadas aguelas do controle. Baseado nestes resultados, estes autores
sugeriram que estes efeitos téxicos poderiam ser primariamente devido a um efeito
desacoplador mitocondrial deste herbicida (OLORUNSOGO et al., 1979). O mesmo
autor relata decréscimo de atividade da transidrogenase (OLORUNSOGO, 1982) e
reducao na razdo NADH/NAD™ mitocondrial (OLORUNSOGO, 1980).

Em outro estudo, OLORUNSOGO (1990) verificou um aumento na
permeabilidade a prétons da membrana mitocondrial, € que a entrada de Ca** na
organela energizada por succinato ou ATP, foi inibida por doses que variaram de
0,075 mmol-L™ a 5 mmol-L™" de glifosato. Porém, o autor se refere a este efeito como
uma habilidade do glifosato em agir como quelante de ions.

Por outro lado, ARNAUD et al. (1993) realizaram experimentos com
mitocondrias intactas de batata, e verificaram que este herbicida em concentragdes
até 50 mmol-L” n&o afetou o consumo de oxigénio das preparagdes mitocondriais,
sugerindo que o glifosato ndo é capaz de atravessar a membrana mitocondrial
interna em concentracdo suficiente para afetar a respiracdo mitocondrial. Como
consequéncia, este composto ndo poderia agir como desacoplador da fosforilagdo
oxidativa mitocondrial (ARNAUD et al., 1993). Usando [C"*]-glifosato, ARNAUD et al.
(1993) mostrou que o glifosato ndo foi capaz de atingir uma concentragédo suficiente
na maitriz mitocondrial, e por ndo ter mobilidade suficiente entre os espagos interno e
externo, ndo seria capaz de transportar prétons na mesma velocidade em que séo
produzidos durante a transferéncia de elétrons do NADH end6geno ao Oo.

QOutros aspectos toxicolégicos do glifosato foram analisados por WILLIAMS
et al. (2000). Os autores abordaram aspectos relacionados a absorcdo oral e
dérmica, bioacumulagao nos tecidos, genotoxicidade, danos ao ADN, entre outros, e
concluiram que dentro dos padrdes estabelecidos, o herbicida ndo ofereceu risco a
saude humana.
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3 JUSTIFICATIVA

A realizagdo deste trabalho justifica-se porque o Estado do Parana
encontra-se entre aqueles de maior producdo agricola do pais, utilizando-se de
substancias quimicas como um recurso no combate de pragas que atacam diversas
culturas, que formardo os alimentos que compde a cesta basica da populagdo
paranaense e brasileira.

Como xenobiéticos, os praguicidas podem tanto interagir com membranas
biol6gicas, alterando suas propriedades fisico-quimicas e fisiolégicas, quanto
comprometer atividades metaboélicas provocando danos celulares. Sendo assim,
lipossomas construidos artificialmente constituem uma importante alternativa
experimental para o entendimento dos danos de membrana causados por tais
agentes (ANTUNES-MADEIRA et al.,, 1980); as mitocdndrias isoladas também
representam um interessante modelo para estudos toxicolégicos, pois, além de
possibilitar uma analise das conseqliiéncias de tais compostos no ambiente da
membrana, permite também uma visdo em termos da atividade metabdlica.

A revisdo bibliografica mostra estudos que relatam a acdo destes
praguicidas sobre diversos modelos experimentais in vitro. Porém, nao existem
dados na literatura sobre os efeitos da deltametrina sobre mitocéndrias de figado de
rato, € apenas alguns trabalhos relatam efeitos do glifosato sobre este modelo
experimental. Dentre estes, o realizado por OLORUNSOGO et al. (1979), refere-se
ao glifosato (na forma de sal de isopropilamina) como um desacoplador da
fosforilacdo oxidativa, devido aos efeitos observados em mitocondrias de figado de
rato, 5 horas ap6s uma injecao intraperitoneal de glifosato 120 mg-kg™. Por outro
lado, ARNAUD et al. (1993) mostraram que em mitocondrias de batata, o glifosato
[N-(fosfonometil)-glicina] até 50 mmolL"' ndo tem efeito desacoplador. Estas
informagdes revelam uma discrepancia de efeitos €, portanto, a avaliagao dos efeitos
do glifosato sobre mitocéndrias isoladas de figado de rato é necessaria para elucidar
0 modo de agao deste praguicida na organela.

No presente trabalho, a deltametrina e o glifosato, foram estudados quanto
ao mecanismo de agéo e a toxicidade. Para tanto, seus efeitos foram determinados
em mitocdndrias extraidas de figado de rato e, em animais submetidos a um
tratamento subcrénico com baixas doses de deltametrina, foram realizados testes
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comportamentais. Estes Ultimos foram motivados por dados da literatura que
revelam uma associagdo entre transtornos psiquiatricos como a depresséo e alto
indice de suicidios entre agricultores que faziam uso de agrotéxicos no Estado do
Parana. Parametros relacionados ao comportamento, especialmente aqueles
indicativos de comportamento depressivo foram avaliados, sendo estes
experimentos realizados com a colaboragdo do Departamento de Farmacologia da
UFPR.

Desta maneira, o presente estudo pretende contribuir com uma avaliagao
da toxicidade in vitro € in vivo da deltametrina, sobre parametros bioquimicos e
comportamentais, € in vitro do glifosato, sobre parametros bioquimicos relacionados

ao metabolismo energético mitocondrial.
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4 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos da deltametrina e do
glifosato sobre mitocéndrias de figado de rato € parametros relacionados com as
propriedades de membranas naturais e ariificiais, visando contribuir para o
conhecimento do mecanismo de acao destes praguicidas.

Foram objetivos especificos deste trabalho para a deltametrina e para o
glifosato avaliar:

1) a interacdo dos praguicidas sobre o consumo de oxigénio de
mitocondrias acopladas de figado de rato;

2) os efeitos sobre enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial;

3) o efeito sobre a atividade da enzima FiFo-ATPase mitocondrial;

4) o efeito sobre o inchamento mitocondrial em mitocondrias energizadas
com glutamato ou succinato;

5) o efeito sobre o potencial elétrico transmembrana (Ay);

6) o efeito sobre o inchamento mitocondrial na auséncia de substrato
oxidavel, utilizando valinomicina e potéssio;

7) o efeito sobre membranas artificiais e naturais a fim de conhecer seus
efeitos sobre a permeabilidade e fluidez de membrana.

8) o efeito da deltametrina sobre a transicdo de permeabilidade
mitocondrial e a possibilidade deste fenébmeno estar envolvido no mecanismo de
toxicidade deste praguicida.

9) o efeito sobre a lipoperoxidagao;

10) a capacidade destes praguicidas promoverem in vitro a liberagdo de
ferro da ferritina, utilizando a ferritina de bago de cavalo como modelo.

Considerando as evidéncias de alteracdo de parametros comportamentais,
em relacdo a deltametrina, foram incluidos testes in vivo visando avaliar alteracdes
no comportamento de ratos submetidos a um tratamento subcrénico com este
praguicida. Para tanto os objetivos especificos foram avaliar:

1) o efeito do tratamento repetido com deltametrina no comportamento de
ratos submetidos a um modelo animal de ansiedade;

2) a atividade motora dos animais ao final do periodo de tratamento
utilizando o teste de campo aberto;
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3) o efeito ansiogénico da deltametrina através do teste do labirinto em
cruz elevado;

4) o comportamento dos animais no teste de natagéo forgada;

5) a preferéncia dos animais por uma solugéo de sacarose, como indice de

depressao, bem como o ganho de peso corporal dos animais durante o tratamento.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AVALIACAO ETICA

A Comissdo de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA) do Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana certificou que os
procedimentos utilizando animais descritos na se¢do Materiais e Métodos, estdo de
acordo com os principios éticos de pesquisa estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA) (ANEXO I).

5.2 REAGENTES

Glutamato de sdédio, succinato de sodio, NADH, ATP, ADP, EGTA, EDTA,
rotenona, FCCP, manitol, Hepes, BSA, fosfoenolpiruvato, valinomicina, oligomicina,
citocromo ¢, DCIP, ferritina e Tris foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (EUA).
Sacarose, hidréxido de potassio, cloreto de potassio, fosfato monobasico de
potassio, fosfato dibasico de potassio, acido cloridrico, acido sulfurico, molibdato de
amonio, sulfato de ferro foram adquiridos da Merck do Brasil.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico comercialmente
disponivel. As solugdes dos reagentes foram preparadas com agua ultrafiltrada
atraveés de sistema purificador Millipore MilliQ.

5.3 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados ratos brancos da linhagem Wistar, machos,
mantidos pelo biotério do Setor de Ciéncias Biol6gicas da UFPR. Para o isolamento
de mitocondrias foram utilizados animais pesando 200 a 300 g. Os animais foram
alimentados com ragdo Purina® e antes dos experimentos foram colocados em
jejum por 12 horas com agua ad libitum. Os animais foram mortos por decapitacao,
sem anestesia, e o figado foi rapidamente retirado e colocado no meio de extragéao,
sendo mantidos em banho de gelo durante todo o processamento.

Para os experimentos in vivo foram utilizados animais pesando 300 a 350 g
e aproximadamente 100 dias de idade (adultos).
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5.4 PRAGUICIDAS

Deltametrina técnica [lote 99027 com 99,2% (m/m) de pureza], foi
gentilmente cedida pelo Laboratério Farmacéutico Aventis CropScience Brasil Ltda,
Sao Paulo - SP. Glifosato Técnico ou N-(fosfonometil)-glicina [lote GLP-9607-7215-A
95,86% (m/m) de pureza), foi gentilmente cedido pela Monsanto do Brasil Ltda, Sao
José dos Campos - SP.

O praguicida deltametrina, sélido branco, inodoro, em concentragao
adequada para cada experimento realizado foi dissolvido em DMSO; e levando-se
em conta os dados de estudos preliminares e testes realizados, as doses
selecionadas e utilizadas nos experimentos in vitro foram de: 10 a 200 nmol-mg™' de
proteina mitocondrial.

O herbicida fosfonado Glifosato, sélido branco Umido e inodoro, foi
solubilizado no tampao de cada experimento e foi utilizado em doses que variaram
de 0,4 a 12,8 umol-mg'1 de proteina mitocondrial, estabelecidas ap6s ensaios

preliminares.

5.5 ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS

5.5.1 Isolamento de Mitocondrias de Figado de Rato

O isolamento de mitocondrias para experimentos de determinacédo do
consumo de O foi realizado segundo VOSS et al. (1961) utilizando como meio de
extracdo: Sacarose 250 mmol-L ™, Tris-HCI 10 mmol-L™", pH 7,4, EDTA 0,9 mmol-L" e
soroalbumina bovina (BSA) 0,19%.

Os animais foram sacrificados e os figados foram removidos, lavados com
0 meio de extragdo e cortados em pequenos pedagos sendo mantidos a temperatura
maxima de 4°C. O homogeneizado de figado foi obtdo utilizando-se o
homogeneizador de Van Potter Elvehjen por trés vezes com o pistilo frouxo e duas
vezes com o apertado. O homogeneizado obtido foi entdo centrifugado por 5
minutos a 320 x g em centrifuga refrigerada a 4°C (Hitachi modelo CR21E). O
sobrenadante desta centrifugagédo foi centrifugado novamente a 12.600 x g por

10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso com meio de extracdo € novamente
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centrifugado a 8.100 x g por 10 minutos. Este procedimento foi executado mais uma
vez. Por fim, obteve-se uma suspensdo mitocondrial, com concentragao protéica

final variando de 20 a 80 mg-mL'1.

5.5.2 Obtengédo de Mitocondrias de Figado de Rato Rompidas para Avaliacdo de

Atividades Enzimaticas Mitocondriais
Mitocdndrias intactas isoladas de figado de rato como descrito no item
anterior foram congeladas em nitrogénio liquido até o momento de sua utilizagao,
quando entdo foram rompidas por choque térmico (congelamento e
descongelamento por 3 vezes) e mantidas a 4° C. Os fragmentos de membrana
obtidos foram utilizados para avaliagdo dos segmentos enzimaticos da cadeia

respiratoria.

5.5.3 Isolamento de Mitocondrias para a Determinagdo da Atividade da FiFo-

ATPase em Particulas Submitocondriais

Todas as etapas do isolamento das mitocdndrias e obtengéo das particulas
submitocondriais (PMS) foram realizadas a 4°G e todas as soluces utilizadas foram
preparadas com &gua ultrafiltrada (Milli Q®). As mitocondrias foram isoladas segundo
método de MUSCARI et al. (1990). O figado de quatro ratos foi removido e
homogeneizado no meio A constituido de KCI 180 mmol-L™', EDTA 10 mmol-L", pH
7,2, e BSA 0,5%. O homogeneizado foi obtido como no procedimento ja descrito no
item 5.5.1, e centrifugado a 1.500 x g por cinco minutos em centrifuga refrigerada a
4°C. O sobrenadante foi ertdo centrifugado duas vezes a 8.000 x g por 10 minutos
utilizando o meio B constituido de KCI 180 mmol.L", EDTA 2 mmol-L", BSA 0,5%.
Na seqliéncia, o pellet foi resuspenso no meio C, sem EDTA, constituido de KCI

180 mmol-L™, pH 7,2, BSA 0,5% e acondicionado em nitrogénio liquido.

5.5.3.1 Obtenc¢éo de Particulas Submitocondriais (PSMs)

As PSMs foram obtidas de acordo com PENIN et al. (1982). As
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mitocondrias obtidas como descrito no item anterior foram descongeladas e
ressuspensas para uma concentracdo de 10 mg-mL' em meio constituido de
KH-PO, 20 mmol.L™, pH 7,4. A suspensado foi centrifugada a 105.000 x g por
60 minutos e o precipitado foi ressuspenso em meio constituido de sacarose
250 mmol-L" e Tris-HCI 10 mmol-L", pH 7,4, e submetido a centrifugacdo a
11.500 x g por 15 minutos, para eliminar remanescentes de membrana externa. O
pellet foi ressuspenso em meio constituido de sacarose 250 mmol-L™, Tris-H»SO,4
10 mmol-L™", ATP 1 mmol-L™" e MgSO4 15 mmol-L”, pH 7,5. A suspensdo, mantida a
4°C, foi sonicada por trés minutos a 60 Watts e centrifugada a 22.500 x g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi centrifugado a 105.000x g por 75 minutos e o
precipitado constituido de particulas submitocondriais ressuspensoc em meio
contendo sacarose 250 mmol-L™, Tris-H,SO4 10 mmol-L" e MgSO4 10 mmol-L™, pH
7,5. Esta dltima centrifugacdo foi repetida mais uma vez, € a preparacao foi
acondicionada em nitrogénio liquido.

Tanto para a realizagdo desses procedimentos como para os estudos com
particulas submitocondriais, a vidraria utilizada foi previamente lavada com acido

cloridrico 5% (v/v), e enxaguada exaustivamente com agua Milli Q.

554 Isolamento de Mitocéndrias para Determinacao do Inchamento Mitocondrial

Mitocdndrias de figado de rato utilizadas para determinagéao do inchamento
mitocondrial, foram isoladas segundo o método descrito por MUSTAFA et al. (1966),
com pequenas modificagbes. Os animais foram sacrificados e os figados
processados como no item 5.5.1. O meio de extracdo foi constituido de: sacarose
330 mmol-L™", Tris-HCI 1 mmol-L™", pH 7,5 e EDTA 1 mmol-L", sendo que na Gltima

centrifugacao o meio de extragao nao continha EDTA.
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5.6 METODOS ANALITICOS

5.6.1 Determinagdo do Consumo de O,, Calculo do Coeficiente de Controle

Respiratério e Razdo ADP/O

O consumo de O por mitocndrias intactas, foi determinado utilizando
eletrodo de oxigénio, tipo Clark, em oxigrafo Gilson, termostatizado a 28°C. O
sistema de reagdo foi constituido de: sacarose 175 mmol-L”, KCI 50 mmol-L",
KH2PO4 10 mmol-L”, Tris-HCI 20 mmol-L", pH 7,4, EDTA 0,5 mmol-L" e MgSO,
2 mmol-L™ (PETRESCU & TARBA, 1997).

O meio de reacdo foi suplementado com succinato de potassio
10 mmol-L™", rotenona 1 pmol-L™, ADP 0,1 mmol-L™", ou com glutamato de potéssio
10 mmol-L" e ADP 0,2 mmol-L". A quantidade de mitocondrias utilizada em cada
experimento, expressa com relagdo a concentracao de proteinas, foi de 1 mg-mL'1
quando o substrato utilizado foi o succinato de sédio e de 2 mg-mL" quando
substrato foi o glutamato de sédio.

As velocidades respiratérias foram expressas em nmol de O
consumido-min™-mg™ de proteina, considerando-se a solubilidade do O na agua, a
28°C e a 1 atm, de 235meOI.L'1 (ESTABROOK, 1967). A razdo ADP/O foi
determinada como descrito por CHANCE & WILLIAMS (1955). O coeficiente de
controle respiratério (CCR), foi obtido da relagdo entre a velocidade respiratéria na
presenca de ADP (estado 3) e a velocidade respiratéria apdés o consumo de ADP
(estado 4).

As mitocdndrias foram pré-incubadas por dois minutos na presenca do
praguicida deltametrina ou do herbicida glifosato nas concentragées indicadas no
item 5.4. A respiragdo foi iniciada pela adicdo do substrato (L-glutamato ou
succinato), sendo que os valores de velocidade da respira¢do (% do controle) foram
representados contra as concentragdes de deltametrina e glifosato. Controles com
DMSO (solvente da deltametrina) foram realizados em cada situagdo experimental,
tendo sido observado que nas condigbes em que 0Ss experimentos foram

desenvolvidos o0 DMSO nao interferiu nas atividades avaliadas.
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5.6.2 Determinagado do Potencial Elétrico de Membrana Mitocondrial Interna (Ay)

O potencial elétrico de membrana (Ay) foi determinado em
espectrofluorimetro modelo RF-5031PC (Shimadzu Scientific Instruments, Inc.)
analizando-se a variagao de fluorescéncia promovida pela captagdo de safranina O
(AKERMAN & WIKSTROM, 1976). O comprimento de onda de excitagdo e de
emissao utilizado foi 495 e 586 nm, respectivamente, e as aberiuras das fendas de
excitacdo e emissao utilizadas foram de 3 nm (WEICKOWSKI & WOJTCZAK, 1998).
A reacdo ocorreu a 28°C em volume final de 2mL. O meio foi constituido de:
sacarose 250 mmol-L", tampdo MOPS 20mmolL", pH 7,2, mitocondrias
(0,5 mg:mL™"), safranina O 5 umol-L", succinato de sédio 3 mmol-L", NaH,PO,

2 mmol-L", e rotenona 1 umol-L™.

5.6.2.1 Curva de Calibragdo para o Potencial Elétrico de Membrana Mitocondrial

Interna (Ay)

As curvas de calibracdo foram realizadas de acordo com a metologia
descrita por AKERMAN & WIKSTROM (1976), onde mediu-se o potencial de
membrana desenvolvido pela difusdo de K* na presenga de valinomicina
(0,2 ug-mL™). O potencial foi calculado utilizando a equagédo de Nernst (equacéo 1),
como descrito por ROSSI & AZZONE (1969).

Equagéo 1: Equagao de Nernst

K™ (in
Ay= 80 log ﬁ onde K* (in) = 120 mmol.L"

A adicdo de succinato de sédio ao meio de reagao livre de K*, contendo
mitocondrias de figado de rato e valinomicina, um ionéforo para o K*, induziu um
aumento na diferenca de fluorescéncia do corante no par de comprimentos de onda
495 nm (excitagdo) e 586 nm (emissao) (Figura 7). Esta variagéo na fluorescéncia
indica a ligagdo das moléculas do corante na face interna da membrana mitocondrial
interna (ZANOTTI & AZZONI, 1980) e corresponde ao estabelecimento de um
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FIGURA 7 - CURVA DE CALlBRA(;AO PARA A DETERMlNA(;AO DO
POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA UTILIZANDO

SAFRANINA O
NOTA: (A) refere-se a alteragbes na intensidade de fluorescéncia da safranina induzidas pelo
potencial de difusdo de potassio e (B) refere-se a curva de calibragdo em fungéo das
variagdes de fluorescéncia da safranina O. O sistema de reagéo foi constituido de: sacarose
250 mmoI~L'1, tampao MOPS 20 mmoI~L'1, pH 7.2, mitocéndrias (0,5 mg~mL'1), safranina O
5 umoI~L'1, rotenona 1 umoI~L'1, NaH,PO, 2 mmoI~L'1, e succinato de sédio 3 mmol-L". As
adigbes de valinomicina (0,2 ugmL"), de KCl e FCCP (1 umol-L™") foram feitas como indicado

na figura.
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potencial de membrana (AKERMAN & WIKSTRON, 1976). Adicdes sucessivas de
ions K*, na presenca de valinomicina, resultam na diminuicdo progressiva da
fluorescéncia da safranina O (Figura 7 A), pois a entrada do cation na matriz
mitocondrial neutraliza cargas internas negativas e conseqlientemente promove uma
diminuicdo no potencial elétrico da membrana. Desta forma, menos moléculas de
safranina estardo ligadas a membrana. Uma relacéo linear foi obtida entre o grau de
mudanc¢a induzido na faixa de 54 a 174 mV (Figura 7 B). Observa-se que a
interseccdo ocorre em um potencial de aproximadamente 50 mV, que €
correspondente a um potencial de Donnan, e que esta de acordo com os valores
encontrados por AKERMAN & WIKSTRON (1976) em mitocondrias de figado de
rato.

5.6.3 Determinagédo da Concentracao de Proteinas

A concentragdo protéica das preparagdes mitocondriais foi determinada
pelo método LOWRY et al. (1951), utilizando-se soroalbumina bovina como padréo.
As leituras foram realizadas em 700 nm em espectrofotémetro Hitachi mod. U-2001
UV/Vis.

5.6.4 Determinagdo da Atividade das Enzimas Ligadas a Cadeia Respiratéria

5.6.4.1 NADH Oxidase (NADH: Oxigénio Oxidorredutase)

A atividade da NADH oxidase foi determinada polarograficamente como
recomendado por SINGER (1974). O sistema de reagéo a 28°C e em volume final de
1 mL foi constituido de: tampao fosfato 80 mmol-L", pH 7,4, EDTA 50 umol-L" e
20 ug de proteina mitocondrial. A preparacao de mitocdndrias rompidas foi incubada
por 2 minutos com concentragbes variaveis dos compostos em questao e a reacéo
foi iniciada pela adicdo de NADH (0,17 mmol-L™"). Os resultados foram expressos em
nmol de oxigénio consumido-min’-mg” de proteina mitocondrial, considerando a
solubilidade do O, em agua e a 28°C, em 1 atm, de 235umol-L”" (ESTABROOK,
1967).
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5.6.4.2 NADH Desidrogenase (EC 1.6.5.3 - NADH: Ferricianeto Oxidorredutase)

A atividade da NADH desidrogenase foi determinada pelo método
espectrofotométrico de SINGER (1974), utilizando-se o ferricianeto como aceitador
de elétrons. O sistema de reacdo em volume final de 1 mL e a 28°C foi constituido
de: tampdo fosfato 50 mmol-L", pH 7,4, EDTA 2 mmol-L™, ferricianeto de potassio
600 umoI-L'1 e 100 ug de proteina mitocondrial. A enzima foi incubada por dois
minutos em cada concentragao da droga. A reacao foi iniciada pela adigdo de NADH
para a concentraco final de 150 umol-L™ e foi monitorada em 420 nm. A velocidade
de reducgao do ferricianeto foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingao molar
para o ferricianeto €40 = 1.040 (mol/L)".cm™. Os resultados foram expressos em

nmol de ferricianeto reduzido-min™-mg™ de proteina.

5.6.4.3 NADH Citocromo ¢ Redutase (EC 1.6.99.3 — NADH: Citocromo c¢

Oxidorredutase)

A atividade da NADH citocromo ¢ redutase foi determinada pelo método
descrito por SOMLO (1965). O sistema de reagcdo em volume final de 1 mL foi
constituido de: tampao fosfato 50 mmol-L”", pH 7,4, EDTA 2 mmol-L", NADH
50 pumol-L™, citocromo ¢ (oxidado) 40 umol-L™", NaCN 1 mmol-L™ e 20 pug de proteina
mitocondrial. A preparagdo foi incubada por dois minutos com cada concentragao do
pesticida. A reagdo foi realizada a 28°C, e iniciada pela adicao de citocromo ¢
oxidado. A velocidade de redugdo do citocromo ¢ foi acompanhada em 550 nm, e
para calcular a velocidade da reagao utilizou-se o coeficiente de extingdo molar esso
= 19.000 (mol/L)".cm . O resultado foi expresso em nmol de citocromo c

reduzido-min”-mg™ de proteina mitocondrial.

5.6.4.4 Succinato Oxidase (NADH: Oxigénio Oxidorredutase)

A determinagdo da atividade da succinato oxidase foi realizada
polarograficamente através da determinagéo do consumo de oxigénio no oxigrafo. O
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sistema de reagdo a 28°C e em volume final de 1,3mL foi constituido de: tampao
fosfato 80 mmol-L", pH 7,4, EDTA 50 umol-L™", rotenona 1 umol-L™" e 750 ng de
proteina mitocondrial. As mitocondrias foram incubadas por dois minutos com cada
concentragao do praguicida. A reagao foi iniciada pela adigdao de succinato de
potassio 20 mmol-L", e a velocidade de consumo de oxigénio foi registrada. Os
resultados foram expressos em nmol de oxigénio consumido-min”-mg™ de proteina
mitocondrial, considerando a solubilidade do O, em agua a 28°C e 1atm, de
235 umol-L™' (ESTABROOK, 1967).

5.6.4.5 Succinato desidrogenase (EC 1.3.5.1 - Succinato: Fenazina Metasulfato

Oxidorredutase)

A atividade da succinato desidrogenase foi determinada pelo método de
SINGER (1974), utilizando-se o sistema diclorofenolindol (DCPIP) e fenazina-meta-
sulfato (PMS) como aceitadores artificiais de elétrons. O sistema de reacdo em
volume final de 1 mL foi constituido de: tamp&o fosfato de sédio 50 mmol-L™, pH 7,4,
succinato de sédio 20 mmol-L", NaCN 1 mmol-L", rotenona 1 umol-L", EDTA
2 mmol-L”" e 20 pg proteina mitocondrial. A mistura foi incubada por 10 minutos a
28°C para ativacdo da enzima, e, posteriormente por 2minutos na presenca do
praguicida. A reacdo iniciada pela adicdo de DCPIP 60 pmol-L" e PMS 1 mmol-L". A
velocidade de reducédo do DCPIP foi monitorada em 600 nm e os resultados foram
expressos em pmol de DCPIP reduzido-min™-mg”’ de proteina mitocondrial,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 19.100 (mol/L)"-cm™ para o DCPIP
reduzido (SINGER, 1974).

5.6.4.6 Succinato Citocromo ¢ Redutase (EC 1.3.99.1 - Succinato: Ferrocitocromo
¢ Oxidorredutase)
A atividade da succinato citocromo c redutase foi determinada pelo método

de SOMLO et al. (1965), medindo-se a redugao do citocromo ¢, apés o bloqueio da
cadeia respiratéria com NaCN e rotenona.
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O sistema de reagdo em volume final de 1 mL foi constituido de: tampao
fosfato 50 mmol-L™", pH 7,4, EDTA 2 mmol-L™, NaCN 1 mmol-L™, succinato de sédio
5 mmol-L™, rotenona 1 umol-L™" e 20 ug de proteina mitocondrial. A preparagéo foi
incubada com o praguicida por dois minutos a 28°C e a reagédo foi iniciada pela
adicdo de 40 umol-L™" do citocromo ¢ e acompanhada espectrofotometricamente em
550 nm. A atividade enzimatica foi expressa em nmol de citocromo ¢
reduzido-min”-mg™” de proteina, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar esso =

19.000 (mol/L) '.cm™.

5.6.4.7 Obtencéao do Ferrocitocromo ¢ para determinagéo da Citocromo ¢ Oxidase

O citocromo ¢ 1 mmol-L™ foi reduzido pela adicdo de ditionito de sédio. A
preparacao foi entdo cromatografada em coluna de Sephadex G-25, separando-se o
ferrocitocromo ¢ do excesso de ditionito (YONETANI & RAY, 1965).

A concentragdo do citocromo ¢ reduzido foi determinada
espectrofotometricamente, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
27.700 (mol/L).cm™ para a hemeproteina reduzida (MARGOLIASH, 1954). O
ferrocitocromo ¢ preparado por este método contém menos de 5% da proteina
oxidada.

5.6.4.7.1 Citocromo ¢ Oxidase (EC 1.9.3.1 - Ferrocitocromo c¢: Oxigénio

Oxidorredutase)

A atividade da citocromo ¢ oxidase foi determinada segundo o método
espectrofotométrico de MASON et al. (1973). O sistema de reagdo em volume final
de 1 mL foi constituido de: tampao fosfato 50 mmol-L™" pH 7,4, EDTA 2 mmol-L™,
ferrocitocromo ¢ 30 umol-L™ e 100 pg proteina mitocondrial. A enzima foi incubada
por dois minutos com cada concentragdo do praguicida. A reacgao foi acompanhada
em 550 nm utilizando-se o coeficiente de extingdo molar esso = 19.000 (mol/L)"-cm™.

A atividade foi expressa em nmol de citocromo ¢ oxidado-min'1-mg'1 de proteina.
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5.6.5 Determinacdo da Atividade da Fi{Fo-ATPase em Mitocdndrias Intactas,
Rompidas e Desacopladas com FCCP e em Particulas Submitocondriais

(PSM)
Para determinacdo da atividade de hidrélise de ATP pela FiFo-ATPase

foram utilizadas tanto mitocéndrias como particulas submitocondriais (PSM) obtidas
como descrito nos itens 5.5.1 e 5.5.3, respectivamente.

5.6.5.1 Determinagdo da Atividade da FiFo-ATPase em Mitocdndrias Intactas

A atividade da FiFo-ATPase em mitocondrias intactas foi determinada
através do método de PULLMAN et al. (1960). O sistema de reacao foi constituido
de: sacarose 50 mmol-L™, tampao Tris-HCI 12 mmol-L", pH 7,4, KCI 50 mmol-L" e
2 mg proteina mitocondrial. O volume da reacgéo foi de 1 mL e a temperatura mantida
em 28°C. A reacdo foi iniciada com a adicdo de ATP 3mmol-L" e mantida sob
agitacao constante. Apés 10 minutos adicionou-se solugdo de TCA em concentragdo
final de 5% e em seguida, o material foi centrifugado a 7.800 x g, durante um minuto
e o fosfato inorganico liberado foi dosado segundo o método de SUMNER (1944).
Os resultados foram expressos em nmol de fosfato liberado-min™-mg™ de proteina.

5.6.5.2 Determinagdo da Atividade da FiFo-ATPase em Mitocondrias Rompidas

A atividade da Fi{Fo-ATPase em preparagbes mitocondriais rompidas por
choque térmico, foi determinada na presenga de um sistema regenerador de ATP
segundo o método descrito por PULLMAN et al. (1960).

O sistema de reagdo e volume final de 1 mL foi constituido de: tampao
Tris-HCI 50 mmolL" e pH 8,4, MgSO, 3 mmolL", PEP 2,5 mmol-L", piruvato
quinase (PK) 3 unidades (1 unidade de PK converte 1 umol de PEP a piruvato em 1
minuto a 37°C em pH 7,6) e 2 mg proteina mitocondrial. A reagdo foi iniciada pela
adigcdo de ATP 4 mmol.L", a 30°C e interrompida apds 10 minutos pela adicdo de

TCA a 5%. O material foi centrifugado a 7.800 x g, por um minuto em temperatura
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ambiente e o fosfato inorgéanico liberado dosado pelo método de SUMNER (1944).
Os resultados foram expressos em nmol de Pi liberado-min™-mg’ de

proteina.

5.6.5.3 Determinagdo da Atividade da F1Fo-ATPase em Mitocondrias Tratadas com

Carbonil Cianeto p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP)

A atividade da FiFo-ATPase em mitocbndrias desacopladas foi
determinada através do método de PULLMAN et al. (1960). O sistema de reagéo foi
constituido de: sacarose 50 mmol-L™", tamp&o Tris-HCI 10 mmol-L", pH 7,4, KCI
50 mmol-L", 2 mg de proteina mitocondrial e suplementado com FCCP 1 umol-L™". O
volume da reacgao foi de 1 mL e a temperatura mantida em 30°C.

A reacgao foi iniciada com a adicao de ATP 3mmolL" e mantida sob
agitacao constante. Ap6s 10 minutos, TCA foi adicionado em concentracao final de
5%. Em seguida, o material foi centrifugado a 7.800 x g, durante um minuto e o
fosfato inorganico liberado foi dosado segundo o método de SUMNER (1944). Os

resultados foram expressos em nmol de Pi liberado-min™"-mg™ de proteina.

5.6.5.4 Determinagdo da Atividade da F{Fo-ATPase em Particulas

Submitocondriais

A atividade da FiFo-ATPase foi determinada em particulas
submitocondriais através da dosagem do fosfato inorganico liberado. O meio de
reacdo foi constituido de sacarose 100 mmol-L”, KCI 80 mmol-L" e Hepes-KOH
50 mmol-L" em volume final de 1 mL. As particulas submitocondriais (10 ug de
proteina) foram incubadas no meio, e a reagdo enzimatica foi iniciada pela adigéo de
ATP 4 mmol-L™. Apb6s 10 minutos a reacéo foi interrompida pela adi¢gdo de 0,5 mL de
TCA 30% ao sistema. A quantidade de Pi liberado foi medida de acordo com

SUMNER (1944) e os resultados foram expressos em nmol de Pi liberado-min™-mg™.
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5.6.6 Efeitos da Deltametrina e do Glifosato sobre o Inchamento Mitocondrial

5.6.6.1 Determinagdao do Inchamento Mitocondrial na Presengca de Acetato de

Saodio

Suspensdes mitocondriais de figado de rato, isoladas como ja descrito no
item 5.5.4, foram utilizadas para avaliar os efeitos da deltametrina e do glifosato
sobre o inchamento mitocondrial. A determinagdo do inchamento mitocondrial, foi
realizada pelo método espectrofotométrico de SEPPALA et al. (1973), sendo a
variagdo na absorbancia acompanhada em 546 nm. O meio de reagdo em volume
final de 3mL foi constituido de: sacarose 100 mmol-L', tampdo Tris-HCI
30 mmol-L", EDTA 0,5 mmol-L", acetato de sédio 50 mmol-L' e 1 ou 2mg de
proteina mitocondrial. O succinato de sédio (5 mmol-L'") ou glutamato de sédio
(15 mmoI-L'1), foram utilizados como substraios e adicionados depois de dois
minutos de incubacdo das mitocdndrias com deltametrina (10-200 nmol-mg™ de
proteina mitocondrial) ou glifosato (0,4-12,8 umol-mg'1 de proteina mitocondrial).
Apbs a observagdo do inchamento, adicionou-se NaCN (1,7 mmol-L™") ou rotenona
(4 umoI-L'1), verificando-se entdo a contragdo da organela, quando succinato ou L-

glutamato foram os substratos, respectivamente.

5.6.7 Determinagéo do Inchamento na Presenga de Valinomicina e K*

O inchamento mitocondrial devido a entrada de K* na matriz, mediada pela
valinomicina, foi acompanhado espectrofotometricamente como recomendado por
MORENO & MADEIRA (1990). O meio de reagcdo em volume final de 3 mL foi
constituido de: KNOs 135 mmol-L", tampdo Hepes 5mmolL", pH 7,4, EDTA
0,1 mmolL", rotenona 4 umolL™", antimicina A 2ugmL"' e 1mg de proteina
mitocondrial. A mitocondria foi incubada por dois minutos com cada concentragéo do
agrotoxico em questdo antes da adicdo de valinomicina. A reacéao foi iniciada pela
adicdo da valinomicina em concentragdo final de 4 ugmL"', e as variacdes na

absorbéancia foram acompanhadas em 546 nm.
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5.6.8 Efeitos da Deltametrina e do Glifosato sobre a Transi¢do de Permeabilidade

Mitocondrial em mitocdndrias energizadas e desenergizadas

Os experimentos de ftransicdo de permeabilidade mitocondrial foram
realizados a 28°C acompanhandose a variacdo da absorbancia em 540 nm
(BERNARDI et al., 1992) em espetrofotdbmetro Hitachi, modelo U - 2001 UV/VIS
equipado com impressora Epson LX 300. A suspensao mitocondrial (0,3 mg-mL'1) foi
incubada a 28°C em meio contendo: sacarose 250mmol-L”, tampado HEPES
10 mmol-L", pH 7,2, suplementado com KH,PO,; 0,3 mmol-L", CaCl, 10, 25 e
50 umol-L™"; rotenona 5pumolL" e succinato de potassio 3 mmolL" quando o
inhamento foi energizado, ou suplementado com FCCP 1umoI-L'1, antimicina A
150 ugmg”' de proteina e rotenona 5pumolL’ quando o inchamento foi
desenergizado.

A transicdo de permeabilidade mitocondrial foi monitorada pelo decréscimo
da absorbancia em 540nm (GUNTER & PFEIFFER, 1990), resultante do
inchamento da organela. O efeito da deltametrina (50, 100 e 200 nmol-mg'1 de
proteina) foi determinado apds a pré-incubagdo por dois minutos com a suspensao
mitocondrial. Em situagées especificas o efeito da deltametrina (200 nmol-mg™ de
proteina) foi avaliado na presenca de indutores: diamida 0,3 mmol-L”, mersalil
20 umol-L", FeCls 100 umol-L”, e H,0, 10 mmol-L™, e na presenca de inibidores:
Catalase 1, 4 e 8 umol-L”, ditiotreitol (DTT) 1 mmol-L™. A ciclosporina A (CsA) na

concentragao final de 1 umol-L™ foi utilizada como controle do efeito inibidor.

5.6.9 Efeitos da Deltametrina sobre a Fluidez de Membranas Ariificiais e Naturais

por Polarizagédo de Fluorescéncia

5.6.9.1 Preparo das Membranas Atriificiais (liposomas de dimiristoilfosfatidil-colina -

DMPC)

Os liposomas de DMPC foram preparados de acordo com a metodologia
descrita por ANTUNES-MADEIRA et al. (1980), utilizando-se DMPC em
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concentracdo final de 345 umol-L™". O fosfolipidio foi dissolvido em cloroférmio e o
solvente foi evaporado até a secura, em evaporador rotatério, a 25°C. O filme
lipidico foi entdo hidratado com volume adequado de tampao Tris-maleato
10 mmol-L™, pH 7,0, KCI 50 mmol-L”, e disperso por agitagdo manual, em banho a
30°C (7°C acima da temperatura média de transigcdo de fase do fosfolipidio). A
amostra foi agitada vigorosamente durante um minuto e entdo submetida a
ultrasonicagado suave em banho de ultra-som (THORTON T 7), visando dispersar
agregados e tornar a suspensao homogénea. O tempo de sonicagao foi controlado
pela medida da turbidez da suspensao, a 600 nm em espectrofotébmetro HITACHI,
modelo U 2001 UV/VIS, até atingir uma absorbéancia de aproximadamente 0,2. Os
liposomas preparados nestas condicées sdo multilamelares (ANTUNES-MADEIRA
et al., 1995).

5.6.9.2 Preparo das Membranas Naturais (liposomas de membranas mitocondriais)

As membranas naturais foram preparadas de acordo com a metodologia
utilizada por ANTUNES-MADEIRA et al. (1980), padronizando a concentragéo de
mitocéndrias com relagdo A& concentracdo de lipidios em 345 pumolL’. O
procedimento foi realizado como descrito no item anterior, exceto que as
mitocondrias foram diluidas em volume adequado de tampdo Tris-maleato
10 mmol-L™", pH 7,0, contendo KCI 50 mmol-L", ¢ PMSF 10 umol-L™", em banho a
30°C. A amostra foi agitada vigorosamente durante um minuto e submetida a
sonicagdo suave em banho de ultra-som (THORTON T 7). O tempo de sonicacao foi
controlado pela turbidez da suspensdo a 600 nm em espectrofotbmetro HITACHI,
modelo U 2001 UV/VIS, até atingir uma absorbancia de aproximadamente 0,2.

A concentracdo de fosfolipidios nas preparacbes mitocondriais foi
determinada seguindo o método de BARTLETT (1959).

5.6.9.3 Incorporacdo das Sondas as Membranas Artificiais e Naturais

Foram utilizadas duas sondas o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), que se
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localiza no interior hidrofobico da membrana, e o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno-acido
propibnico (DPH-PA), que permanece ancorado a superficie da membrana. Estas
sondas foram  solubilizadas em tetrahidrofurano e  dimetilformamida,
respectivamente. Aliquotas das solugdes concentradas das sondas foram injetadas,
sob agitacdo vigorosa em voértex, nas suspensées de membranas (DMPC e
mitocéndrias), mantidas a 28°C. A concentragcdo final da sonda e o quociente
sonda/lipideo foram ajustados para 1,73 umol-L™ e 1/200 respectivamente, tanto na
situagao do DPH quanto do DPH-PA.

As preparagcbes de membranas artificiais e naturais jA em presenga das
sondas foram incubadas no escuro, durante aproximadamente 19 horas, a 8°C para
evitar precipitacdo de proteinas. Ambas as sondas incorporam-se rapidamente as
membranas multilamelares, atingindo intensidade de fluorescéncia constante ao fim
de 90 minutos de incubagao (LENTZ et al., 1976).

Para cada amostra (suspensdo de membranas contendo sonda) foi
preparado um controle sem sonda, contendo volume correspondente de
tetrahidrofurano ou dimetilformamida (controle branco) e que sofreu tratamento igual
ao da amostra. Estes controles foram utilizados na correcdo das medigdes
fluorimétricas, para descontar a interferéncia da luz dispersa pelas particulas em
suspensao (light scattering). As suspensées de membrana contendo as sondas
foram incubadas na presenga de deltametrina ou de glifosato. Controles com o

solvente utilizado na presenca € auséncia das sondas também foram realizados.

5.6.9.4 Medi¢des Fluorimétricas

As medicbes fluorimétricas foram realizadas em espectrofluorimetro
modelo RF-5031PC (Shimadzu Scientific Instruments, Inc.), equipado com agitacao
constante e célula termostatizada pela circulagdo de agua a partir de banho de
circulagédo (PHARMACIA). O controle de temperatura foi de £0,1°C.

Para as medi¢bes de polarizacdo de fluorescéncia (P) foram utilizados
polarizadores Polaroid: um, entre a amostra e 0 monocromador de excitagao, para
interceptar o feixe de excitagdo; outro, entre a amostra e o monocromador de

emissao, para interceptar o feixe de emissao (analisador).
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A amostra foi excitada pelo componente vertical da luz monocromatica e
foram medidas as intensidades da luz emitida quando o analisador estava orientado
paralela (Ij) e perpendicularmente (/;) a dire¢cdo de polarizagéo da luz de excitagdo.
As diregbes de polarizagado de Iy e I, foram, respectivamente, as dos eixos Z e X
(Figura 8). O indice de polarizacdo de fluorescéncia (P) foi calculado como
recomendado por LITMAN & BARENHOLZ (1982), pelo quociente descrito na
equacgéo 2.

P=(ly-1)/ (I +1.) (Equagéo 2)

Considerando que a intensidade de Iy e I, foi medida depois que o feixe de
luz atravessa a rede de difragdo do monocromador de emissdo, onde ocorre
dispersao e alteracdo da polarizagdo, a dispersdao da luz, dependente do
comprimento de onda, resulta em transmissao desigual dos dois componentes da luz
polarizada. Assim, foi necessario introduzir ainda um fator de corregédo nesta
equacdo. A correcdo matematica desta distorcdo instrumental foi feita conforme
recomendado por TOPLAK et al. (1990), introduzindo-se na equagéo anterior o fator:

G=I", /I (Equacéo 3)

em que I*; e I'; correspondem as intensidades dos componentes vertical e horizontal
da luz emitida quando o polarizador estiver orientado horizontalmente. A
amostra excitada com o componente horizontal da Iluz proveniente do
monocromador de excitacdo devera produzir componentes da luz emitida, vertical e
horizontal idénticos, porque as probabilidades de reorientagdo das moléculas
excitadas, durante o tempo de vida da excitagdo, sao idénticas em todas as direcbes
horizontal e vertical. A diferenga dos componentes vertical e horizontal, depois de
atravessarem o monocromador de emissado, deve-se a dispersdao e, portanto,
transmissdo desigual desses componentes. O valor corrigido do indice de
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FIGURA 8 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS MEDICOES DE
POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA

NOTA: A luz monocromatica de excitagéo (Le) ao passar pelo polarizador (P), orientado na vertical, d&
lugar a um componente vertical da luz polarizada (Ley) que excita a amostra contida na célula
C. A luz emitida (L) ao passar pelo analisador (A) da lugar a componentes da luz polarizada
(Lip), Iy ou I, conforme o analisador estiver colocado paralelamente ou a 90° a diregéo de
polarizagéo da luz de excitagao. No processo, sao preferencialmente excitadas as moléculas
da amostra que se encontram alinhadas com o vetor eletromagnético do feixe polarizado de
excitagdo. Estas moléculas, devido a difusao, vao depois se orientar em vérias diregdes no
periodo de tempo do estado excitado e, por isso, é possivel detectar na emisséo
componentes polarizados paralelamente () e perpendicularmente (1,) a excitagéo. Isto é, as
moléculas excitadas vao reorientar-se em todas as diregdes do espago e, assim, a

fluorescéncia emitida é despolarizada.
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polarizacao visualizado na equacao 4, é:

P=(-G.1)/(l, +G.1) (Equagéo 4)

Deve-se salientar que a interferéncia da dispersao da luz pelas particulas
em suspensdo da amostra foi descontada de todas as intensidades de fluorescéncia
medidas (I, I, I, I";) subtraindo-lhes as correspondentes intensidades de luz
emitida por um controle branco (sem sonda), nas mesmas condigdes da amostra.
Assim, para cada amostra, a determinacdo do indice de polarizagdo exigiu oito
leituras independentes da quantidade de luz emitida nas diversas condigbes
(LITMAN & BARENHOLZ, 1982).

As medicbes de polarizagdo de fluorescéncia foram realizadas
selecionando 365 nm para o comprimento de onda de excitagdo e 450 nm para o
comprimento de emissdo (LITMAN & BARENHOLZ, 1982). As fendas de excitagéo
e emissdao foram selecionadas em 3 nm. Para cada preparagdo os valores de
polarizacdo foram determinados no intervalo de 10°C a 40°C, variando-se a
temperatura a cada 1°C ou 2°C. As temperaturas foram medidas com precisdo de
+0,1°C utilizando-se termdmetro digital Minipa, modelo APPA-MT 510.

5.6.9.5 Determinagdo da Temperatura Média de Transicao de Fase (Tn)

Para a determinagdo da Tm, a curva de polarizacao foi decomposta em trés
segmentos lineares e a Ty, foi considerada como o ponto médio da projecao vertical
do segmento com maior inclinagdo (ANTUNES-MADEIRA et al., 1980).

5.6.10 Efeito da Deltametrina e do Glifosato na Mobilizagdo de Ferro da Ferritina

5.6.10.1 Preparo da solugao de ferritina

O ferro fracamente ligado a ferritina de bago de cavalo foi removido pela
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incubacao durante uma hora a 4°C de uma aliquota de 0,3mL da proteina com igual
volume de tampdo Tris-HCI 20 mmol-L", pH 7,4, contendo NaCl 140 mmol-L" e
EDTA 10 mmol.L™". Em seguida, a ferritina foi purificada em coluna Sephadex G-25,
equilibrada com o mesmo tampao, porém sem EDTA. A preparagdo assim obtida foi
mantida a temperatura de 4°C (OTEIZA et al., 1995) e a proteina dosada pelo
método de LOWRY et al. (1951) como descrita no item 5.6.3.

5.6.10.2 Liberagao de Ferro da Ferritina

A determinagdo da liberagdo de ferro da ferritina, foi realizada
espectrofotometricamente segundo o método descrito por OTEIZA et al. (1995),
variando-se as concentracbes de deltametrina ou do glifosato. O meio consistia de
ferritina (0,3 mg-mL'1) em tampédo Tris-HCI 100 mmol-L", pH 7,4, contendo sulfonato
de batofenantrolina 1 mmol-L™". A liberagcdo de Fe** da ferritina foi acompanhada a
530 nm em espetrofotdmetro HITACHI, modelo U - 2001 UV/VIS, e os resultados
foram expressos em umol.L" de Fe®* liberado, utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar do complexo Fe?*-batofenantrolina de 22,14 (mmol/L)"-cm™ (AUST et
al.,1990).

5.6.11 Efeitos da Deltametrina e do Glifosato sobre a Lipoperoxidacdo de

Membranas Ferro-induzida

A peroxidagdo de lipidios de preparagbes mitocondriais foi avaliada atravées
da reacdo do malondialdeido com acido tiobarbitirico, de acordo com técnica
descrita por BUEGE & AUST (1978).

Mitocondrias (1,0 mg.mL'1), obtidas de acordo com o procedimento descrito
no item 5.5.1 foram incubadas, sob agitagéo a 37°C, em meio de reacdo constituida
de: D-manitol 250 mmol-L™!, HEPES 10 mmol-L", pH 7,2, ADP 2 mmol-L", FeCls
0,2 mmol-L™" na auséncia ou presenca de deltametrina ou de glifosato.

A reacdo foi iniciada pela adigdo de 2-oxoglutarato 5 mmol-L™'. Aliquotas de

0,5 mL da mistura foram retiradas aos tempos zero, 10, 20, 30 e 45 minutos de
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incubagdo na presenca de substrato e adicionadas em 2 mL de reagente TBA
constituido de TCA 15%, TBA 0,375% em HCI 0,25 N e BHT 0,01%. A mistura foi
colocada em banho-maria fervente, por 15 minutos, resfriada e entdo centrifugada a
12.000 x g por 5 minutos. Apds o esfriamento a absorbancia do sobrenadante foi
determinada em 535 nm contra um branco, o qual continha todos os reagentes,
exceto a fracéo protéica, submetidos aos mesmos procedimentos das amostras. Nas
condigdes experimentais o solvente (DMSO) nédo interferiu na lipoperoxidagéo.

Os resultados foram expressos em umol de malondialdeido formado por
min por mg de proteina, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar
1,56 x 10° (mol/L)"-cm™ (BUEGE & AUST, 1978).

5.6.12 Avaliagdo dos Efeitos da Deltametrina em Modelos Animais de

Comportamento
Os estudos visando avaliar os efeitos do tratamento repetido com
deltametrina no comportamento de ratos foram realizados no Departamento de
Farmacologia da UFPR, sob a supervisao dos professores Roberto Andreatini, Maria
A. Vital e Paulo R. Dalsenter. Nesta avaliagao foram realizados os testes de natagao
forgada, consumo preferencial de solugdo de sacarose, labirinto em cruz elevado e

campo aberio.

5.6.12.1 Manipulagao dos Animais

Os animais (ratos machos, variedade Wistar), obtidos do biotério do Setor
de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal do Parana, foram mantidos em
salas com temperatura e umidade relativa do ar constantes, e ciclos claro/escuro de

12 horas. Os animais receberam agua e racao ad libitum.

5.6.12.2 Doses e Tratamento

Para o tratamento foi utilizada deltametrina do mesmo lote utilizado nos
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experimentos in vitro, isto €, grau técnico com 99,2% de pureza, utilizando éleo de
canola como veiculo.

Ratos adultos (n = 36) foram randomicamente separados em quatro grupos
(n = 9) e em caixas individuais. O praguicida foi administrado diariamente por via oral
(gavage) por 63 dias consecutivos. O tratamento dos 4 grupos de animais foi 0
seguinte:

Grupo 1: 0s animais deste grupo receberam éleo de canola em um volume
equivalente (5 mL-kg'1) aquele usado com deltametrina (controle do veiculo) e serviu
como grupo controle (n = 9).

Grupo 2: os animais deste grupo foram tratados diariamente com a dose de
deltametrina de 1 mg-kg™ (n = 9).

Grupo 3: os animais deste grupo foram tratados diariamente com a dose de
deltametrina de 2 mg-kg™ (n = 9).

Grupo 4: os animais deste grupo foram tratados diariamente com a dose de
deltametrina de 4 mg-kg™ (n = 9).

As doses utilizadas de deltametrina foram estabelecidas a partir da NOEL-
dose (No Observed Effect Level) para toxicidade materna, ou seja, a maior dose de
deltametrina que n&o causa nenhum efeito adverso (ndo provoca toxicidade), e com
base em estudos prévios realizados nos laboratérios do Departamento de
Farmacologia (UFPR). Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA), a NOEL dose para deltametrina em ratos é de 3.3 mg-kg' (EPA,
2000).

5.6.12.3 Teste de Consumo de Solugéo de Sacarose

O teste de consumo de solucdo de sacarose baseado no modelo de
anedonia induzida por estresse brando repetido proposto por WILLNER et al. (1987),
avalia o efeito reforgcador de uma solugao doce. Inicialmente os animais foram
habituados por 48 horas com uma solugao de sacarose a 1%, sendo posteriormente
(uma semana depois), realizado o teste de verificagdo do consumo de sacarose 1%.
Este teste foi realizado durante uma hora, imediatamente ap6s um periodo de 24
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horas de privacdo de agua e ragdo. O consumo foi medido pela pesagem das
garrafas antes e depois do teste, sendo expresso em percentagem de consumo de
sacarose. Nesse teste tém-se o0s seguintes parametros: consumo de solugdo de
sacarose 1%, consumo de agua, consumo total (consumo de agua + consumo de
sacarose) e percentagem de preferéncia pela sacarose [(consumo de sacarose 1% x
100) / consumo total]l. Os animais foram testados individualmente em caixas
semelhantes medindo 30 x 10 x 18 cm. A reducao da preferéncia ou do consumo de
sacarose foi utilizada como indicativo de um estado de anedonia (redugao do efeito
reforgador), sugestivo de depressao (WILLNER, 1997).

5.6.12.4 Teste de Natagéo Forgada

Neste procedimento foi utilizada a metodologia descrita por PORSOLT et
al. (1977) e BORSINI & MELI (1988), que é de uso corrente no laboratério de
Farmacologia da UFPR. No dia anterior ao teste, os animais foram submetidos a
uma sessao inicial (treino) na qual foram "forgados” a nadar em um cilindro de vidro
(20 cm de diametro x 50 cm de altura), com agua a 30 c¢cm de altura e a 25°C. A
sessao teve duracdo de 15 minutos. Nesta condicdo, apés um periodo de intensa
movimentagao, 0s animais adquirem uma postura de imobilidade, com movimentos
minimos para manterem a cabega fora da agua. Ap6s 24 horas 0s animais foram
submetidos a uma segunda sessao (teste) de cinco minutos, em que foi registrado o
tempo de imobilidade. Os animais foram julgados imoéveis quando pararam de nadar
e permaneceram flutuando com movimentos minimos, apenas o suficiente para
manter a cabega pouco acima do nivel da 4gua. A cada animal testado a agua foi
trocada, para evitar que alguma substancia liberada pelo animal precedente
alterasse o comportamento do animal testado na sequéncia. Os tratamentos
antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade na 2% sessdo (BORSINI & MELI,
1988).
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5.6.12.5 Teste do Campo Aberto

A atividade geral dos animais em campo aberto foi avaliada em aparelho
construido segundo BROADHURST (1960). O ensaio foi realizado através da
observagao direta dos animais, em uma arena circular de madeira (campo aberto)
com 97 cm de didmetro e 32,5 cm de altura, pintada de branco e dividida por meio
de trés circulos concéntricos, em trés partes, que por sua vez sao subdivididos
através de segmentos de reta em 19 partes aproximadamente iguais. A arena estava
contida em uma caixa de madeira distando 48 cm do chéo, e tendo na sua parte
frontal uma cortina que, devido as condi¢gdes de iluminagdo do ambiente permite
uma total observacdo do animal no campo aberto dificultando a este a visdo do
observador. A parte superior da caixa, distante 74 cm do chao da arena, promovia a
iluminagdo da mesma atravées de uma lampada de 40 watts.

Cada animal foi colocado individualmente na arena por um periodo de
cinco minutos, uma unica vez. Os animais controles e experimentais foram
observados intercaladamente e no mesmo horario, entre 8:00 e 12:00h, isto €, no
periodo claro do ciclo. Entre as observacdes de cada animal, o campo aberto foi
limpo com uma solugéo de agua-alcool a 5%.

Do repertorio comportamental de um animal colocado em campo aberto os
parametros indicativos de sua atividade geral escolhidos para a andlise e
quantificagao foram: locomoc¢ao, levantar, e duragédo do tempo parado.

Cada unidade de locomogéao foi correspondente ao ato do animal penetrar
com as quatro patas em uma das divisbes do chdo da arena; cada unidade de
levantar foi correspondente a postura do animal permanecer apoiado nas patas
posteriores com o tronco perpendicular ao chao da arena tendo a cabecga dirigida
para cima e tocando, ou ndo, com as patas anteriores as paredes do campo aberio.

O parametro comportamental “parado” foi considerado como o periodo de
tempo, em segundos, durante o qual o animal nao apresentou atividade motora,
permanecendo estatico no que diz respeito a cabega, tronco € membros.

O registro das frequéncias dos parametros foi realizado por intermédio de
contagem, computando-se o total dos mesmos em cinco minutos de observagao,
cronometrando-se a duragao de tempo parado.
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5.6.12.6 Teste no Labirinto em Cruz Elevado

Este modelo que foi desenvolvido por HANDLEY & MITHANI (1984)
consiste de um labirinto em cruz, com dois bragos abertos (10 x 50 x 0,5 cm) e dois
bragos fechados (10 x 50 x 40 cm) dispostos de tal modo que os bragos de um
mesmo tipo ficam em posi¢gdes opostas. Neste teste, o rato foi colocado na
plataforma central, isto é, na zona de intersecéao dos 4 bracos e avaliou-se o tempo e
0 nimero de entradas do animal em cada brago. A premissa deste modelo € que 0s
ratos, assim como 0s camundongos, apresentam um conflito entre aversao pelos
espagos abertos (representado pelo braco aberto) e uma tendéncia a exploragao de
todo labirinto pelo carater de novidade (TREIT et al., 1993). Drogas ansioliticas
aumentam a porcentagem de entradas e/ou tempo gasto nos bragos abertos,
enquanto que drogas ansiogénicas diminuem estes parametros. Estes efeitos séo
observados sem que se observe uma alteragdao na atividade locomotora, que neste
teste é avaliado pelo nUmero de entradas nos bragos fechados.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

5.7.1 Andlise Estatistica dos Experimentos in vitro

Os resultados obtidos foram analisados utilizando Analise de Variancia
(ANOVA). O teste de Tukey foi utilizado para localizar diferengas obtidas na ANOVA.
Foi utilizado um pacote de estatistica para microcomputador Statistica 5.5 (StatSoft,
Inc.). Em todos os experimentos p < 0,05 foi usado como critério para significancia
estatistica. Os experimentos de polarizagao de fluorescéncia usando membranas
naturais foram avaliados através de regressao linear.

5.7.2 Andlise Estatistica dos Experimentos in vivo

As analises estatisticas dos experimentos in vivo foram realizadas
utilizando-se ANOVA de 2 vias seguido pelo teste de Newman Keuls, utilizado para
localizar diferencas obtidas na ANOVA, através de pacote de estatistica para
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microcomputador Statistica 5.5 (StatSoft, Inc.). O teste de Preferéncia pela Sacarose
e 0 Peso Corporal dos animais foi avaliado por ANOVA para medidas repetidas para
cada grupo como fator independente e tempo como medida repetida. Para os dados
ndo paramétricos foi empregado o teste de Kruskal-Wallis.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do ponto de vista bioquimico-toxicolégico as alteragbes relatadas na
literatura causadas pela deltametrina e pelo glifosato, sejam elas funcionais ou
morfolégicas, podem estar diretamente correlacionadas a distribuicdo e possivel
acumulacéo dos praguicidas no figado. Considerando tal possibilidade, a avaliagdo
da toxicidade da deltametrina e do glifosato sobre paradmetros vinculados a
bioenergética mitocondrial tornou-se relevante, disponibilizando, desta forma,
informagdes importantes sobre 0 mecanismo bioquimico da agéo destes praguicidas.

Para tanto, mitocondrias isoladas de figado de rato foram utilizadas neste
estudo como modelo experimental, avaliando-se inicialmente o efeito da deltametrina
e do glifosato sobre a velocidade de consumo de oxigénio e a fosforilagdo oxidativa.
Nestes experimentos foram utilizados como substratos para a cadeia respiratéria
mitocondrial o glutamato e o succinato, doadores de elétrons para o complexo | €
para o complexo Il da cadeia respiratdria mitocondrial, respectivamente.

6.1 EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO

MITOCONDRIAL

As figuras 9-12 mostram os efeitos da deltametrina quando foram
analisados o0s seguintes parametros: velocidade de consumo de oxigénio na
presenca de ADP (estado 3) e apds o consumo do ADP (estado 4); coeficiente de
controle respiratério (CCR) e a razdo ADP/O, utilizando glutamato ou succinato
como substrato.

Na figura 9 pode-se observar que a deltametrina promoveu uma diminuigao
da velocidade respiratéria no estado 3, na presenca de ADP e do substrato L-
glutamato ou succinato. Quando o L-glutamato foi utilizado como substrato, a
deltametrina promoveu discreta inibi¢do, porém estatisticamente significativa, em
relagcao ao controle, em todas as concentragdes utilizadas. Nas concentragbes de
10, 20, 50, 100, 150 e 200 nmolmg” de proteina as inibigbes da velocidade
respiratéria durante o estado 3 foram de 11, 13, 16, 23, 23 e 27% em relagédo ao
controle, respectivamente.

Quando o succinato foi utilizado como substrato (Figura 9), o consumo de
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FIGURA 9 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE A VELOCIDADE DE
CONSUMO DE OXIGENIO NO ESTADO 3 EM MITOCONDRIAS

ISOLADAS DE FiGADO DE RATO

SISTEMA: Sacarose 175 mmolxL-1, KCI 50 mmolxL-1, fosfato de potassio 10 mmolxL-1, Tris-HCI| 20
mmolxL-1, pH 7,4, EDTA 0,5 mmolxL-1, e MgSO4 2 mmolxL-1, suplementado com
succinato de potassio 10 mmolxL-1, rotenona 1 mmolxL-1, ADP 0,1 mmolxL-1 ou com
glutamato de potassio 10 mmolxL-1, ADP 0,2 mmolxL-1. A quantidade utilizada de
mitocdndrias em cada experimento foi de 1 mg quando o substrato utilizado foi o succinato
de potéssio e, de 2 mg quando o substrato foi o glutamato de potéssio.
- O 100% do consumo de oxigénio na presenga de ADP e substrato (Estado 3)
corresponde a 44,3 £+ 6,0 e 110,8 £ 4,0 nmol de oxigénio consumido><min-1><mg'1 de
proteina mitocondrial para o glutamato e succinato, respectivamente.
- Cada valor representa a Média + DP de cinco experimentos independentes. *Valores

estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
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oxigénio durante o estado 3 também foi inibido de forma estatisticamente
significativa em todas as concentragbes testadas do praguicida, e na maior dose
(200 nmol.mg™' de proteina mitocondrial) o efeito foi da ordem de 45%.

Os resultados apresentados na figura 10 demonstram o efeito da
deltametrina sobre a velocidade de consumo de oxigénio apés a fosforilagdo do ADP
(estado 4). A diminuicdo do consumo de oxigénio observada durante a oxidagédo do
L-glutamato, em concentragdes inferiores a 100 nmol-mg'1 de proteina, embora
reproduziveis ndo foram estatisticamente significativos (p > 0,05).

A partir da concentragdo de 100 nmol-mg™ de proteina, quando o substrato
empregado foi o glutamato, e a partir da concentragédo de 10 nmol-mg'1 de proteina
quando o substrato foi o succinato, o piretréide inibiu o estado 4, em
aproximadamente 20% e 25%, respectivamente, nas concentragbes testadas.

A relagao entre os valores obtidos no estado 3 e no estado 4, fornece o
coeficiente de controle respiratério (CCR). A figura 11 mostra que para o L-glutamato
a deltametrina promoveu discreta diminuicdo do CCR, de aproximadamente 11%
para as concentragdes de 10, 20, 50 nmol-mg” de proteina, e aproximadamente
20% nas concentragées de 100, 150 e 200 nmol-mg” de proteina. Quando o
substrato utilizado foi o succinato, a inibicdo do CCR foi de 17, 25, 32% nas
concentragdes de 100, 150 e 200 nmol-mg” de proteina, respectivamente. Tal
resultado € conseqliéncia do decréscimo no consumo de oxigénio durante o estado
3 e estado 4, com ambos os substratos utilizados.

A figura 12 apresenta o efeito da deltametrina sobre a relagdo ADP/O.
Verifica-se que este piretréide nédo produziu alteragcéo significativa neste parametro,
nas concentragbes e com o0s substratos utilizados, sugerindo que na presente
condi¢do experimental, apesar do decréscimo do CCR, a preparacao ainda preserva
a capacidade mitocondrial para fosforilar o ADP.

O decréscimo da velocidade respiratério de mitocédndrias de figado de rato
causado pela deltametrina poderia ser uma consequéncia de:

a) inibicdo da atividade de complexos enzimaticos e conseqlentemente
restricdo parcial no fluxo de elétrons na cadeia respiratéria;

b) alteracdo da fluidez de membrana mitocondrial que afetaria ndo s6 a
oxidacdo de substratos e o fluxo de elétrons através da cadeia respiratéria como
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FIGURA 10 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE A VELOCIDADE DE
CONSUMO DE OXIGENIO NO ESTADO 4 EM MITOCONDRIAS
ISOLADAS DE FIiGADO DE RATO

SISTEMA: Sacarose 175 mmoI~L'1, KCI 50 mmoI~L'1, fosfato de potassio 10 mmoI~L'1, Tris-HCI
20 mmoI~L'1, pH 7.4, EDTA 05 mmoI~L'1, e MgSQO, 2 mmoI~L'1, suplementado com
succinato de potassio 10 mmoI~L'1, rotenona 1 umoI~L'1, ADP 0,1 mmolL" ou com
glutamato de potassio 10 mmol-L", ADP 0,2 mmolL'. A quantidade utilizada de
mitocdndrias em cada experimento foi de 1 mg quando o substrato utilizado foi o succinato
de potéssio e, de 2 mg quando o substrato foi o glutamato de potéssio.

- O 100% do consumo de oxigénio, apéds a fosforilagao de ADP (Estado IV), corresponde a
8,5 + 4,0 e 19,5 + 4,0 nmol de oxigénio consumido-min™-mg” de proteina mitocondrial para
o glutamato e succinato, respectivamente.

- Cada valor representa a Média + DP de cinco experimentos independentes. *Valores

estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).
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FIGURA 11 - EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O COEFICIENTE DE
CONTROLE RESPIRATORIO DE MITOCONDRIAS ISOLADAS DE
FIGADO DE RATO

SISTEMA: Sacarose 175 mmoI~L'1, KCI 50 mmoI~L'1, fosfato de potassio 10 mmoI~L'1, Tris-HCI
20 mmoI~L'1, pH 7.4, EDTA 05 mmoI~L'1, e MgSQ, 2mmoI~L'1, suplementado com
succinato de potassio 10 mmoI~L'1, rotenona 1umoI~L'1, ADP 0,1 mmol-L" ou com
glutamato de potassio 10 mmolL”", ADP 0,2 mmolL". A quantidade utilizada de
mitocondrias em cada experimento foi de 1 mg quando o substrato utilizado foi o
succinato de potassio e, de 2 mg quando o substrato foi o glutamato de potéssio.

- Coeficiente de Controle Respiratério (CCR). O 100% corresponde a 5,7 + 1,0 e 5,2 %
0,6 para o glutamato e succinato, respectivamente.
- Cada valor representa a Média + DP de cinco experimentos independentes. *Valores

estatisticamente diferentes do controle (p<0,05).
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FIGURA 12 - EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE A RAZAO ADP/O DE
MITOCONDRIAS ISOLADAS DE FiGADO DE RATO

SISTEMA: Sacarose 175 mmoI~L'1, KCI 50 mmoI~L'1, fosfato de potassio 10 mmoI~L'1, Tris-HCI
20 mmoI~L'1, pH 7.4, EDTA 05 mmoI~L'1, e MgSQ, 2mmoI~L'1, suplementado com
succinato de potassio 10 mmoI~L'1, rotenona 1umoI~L'1, ADP 0,1 mmol-L" ou com
glutamato de potassio 10 mmolL”", ADP 0,2 mmolL". A quantidade utilizada de
mitocondrias em cada experimento foi de 1 mg quando o substrato utilizado foi o
succinato de potassio e, de 2 mg quando o substrato foi o glutamato de potéssio.

- O 100% da concentragdo de ADP/consumo de oxigénio (ADP/O), corresponde a
2,8+0,9e 1,7 £0,5 para o glutamato e succinato, respectivamente.

- Cada valor representa a Média + DP de cinco experimentos independentes.
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também os fenbmenos resultantes deste processo (translocacdao de ions,
manutencéo do potencial eletroquimico de membrana e organizacao dos lipidios de
membrana).

Tais possibilidades serao abordadas posteriormente neste estudo.

6.2 AVALIAGAO DOS EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE O CONSUMO DE

OXIGENIO MITOCONDRIAL

De acordo com OLORUNSOGO et al. (1979), o tratamento in vivo de ratos
com o glifosato resultaria em desacoplamento mitocondrial. Com a finalidade de
melhor discriminar este efeito, no presente estudo optou-se pelo tratamento in vitro
de mitocéndrias isoladas de figado de rato com o glifosato. Na presente avaliagéo,
as concentracdes de glifosato utilizadas foram 0,4, 0,8, 1,6, 3,2 e 12,8 umol-mg™' de
proteina, que sdo correspondentes a concentragées milimolares no sistema e
portanto, relativamente muito altas e superiores em relagdo aos niveis plasmaticos
descritos por OLORUNSOGO et al. (1979).

As figuras 13-16 mostram que o glifosato, nas concentragdes testadas, nao
alterou significativamente nenhum dos parametros avaliados (estado 3, estado 4,
CCR e a relagdo ADP/O) durante o consumo de oxigénio por mitocéndrias de figado
de rato. Estes resultados, portanto contradizem as observagdes de OLORUNSOGO
et al. (1979) em mitocondrias de figado de rato, que sugerem um efeito
desacoplador para o glifosato. Vale destacar que ARNAUD et al. (1993) néo
encontrou efeitos do glifosato sobre mitocdndrias isoladas de batata. Em que pese
as diferengas existentes enire a organela de origem vegetal e animal o que limita
comparagdes diretas, os resultados do presente estudo estdo de acordo com
aqueles obtidos por Arnoud et al (1993), onde nao foram observadas alteragbes em
mitocondrias de batata, nos mesmos parametros presentemente analisados.

Embora o glifosato, nas condicbes experimentais e concentragdes
utilizadas néo alterou a velocidade respiratéria mitocondrial, os efeitos sobre os
segmentos da cadeia respiratdéria, NADH oxidase e succinato oxidase, foram
também avaliados com o objetivo de verificar se na auséncia da barreira

proporcionado pela membrana integra, o herbicida poderia alterar o funcionamento
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FIGURA 13 - EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE A VELOCIDADE DE CONSUMO
DE OXIGENIO NO ESTADO 3 EM MITOCONDRIAS ISOLADAS DE
FIGADO DE RATO
SISTEMA: Sacarose 175 mmoI~L'1, KCl 50 mmoI~L'1, fosfato de potassio 10 mmoI~L'1, Tris-HC
20 mmoI~L'1, pH 7.4, EDTA 05 mmoI~L'1, e MgSQ, 2mmoI~L'1, suplementado com
succinato de potassio 10 mmoI~L'1, rotenona 1umoI~L'1, ADP 0,1 mmolL" ou com
glutamato de potassio 10 mmolL”", ADP 0,2 mmolL". A quantidade utilizada de
mitocondrias em cada experimento foi de 1 mg quando o substrato utilizado foi o
succinato de potassio e, de 2 mg quando o substrato foi o glutamato de potéssio.
- O 100% do consumo de oxigénio na presenga de ADP e substrato (Estado 3),
corresponde a 47,0 + 10,0 e 174,3 = 7.0 nmol de oxigénio consumidomin".mg'1 de

proteina mitocondrial para o glutamato e succinato, respectivamente.

- Cada valor representa a Média + DP de cinco experimentos independentes.
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FIGURA 14: EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE A VELOCIDADE DE CONSUMO
DE OXIGENIO NO ESTADO 4 EM MITOCONDRIAS ISOLADAS DE
FIGADO DE RATO
SISTEMA: Sacarose 175 mmoI~L'1, KCI 50 mmoI~L'1, fosfato de potassio 10 mmoI~L'1, Tris-HCI
20 mmoI~L'1, pH 7.4, EDTA 05 mmoI~L'1, e MgSQ, 2mmoI~L'1, suplementado com
succinato de potassio 10 mmoI~L'1, rotenona 1umoI~L'1, ADP 0,1 mmol.L" ou com
glutamato de potassio 10 mmolL”", ADP 0,2 mmolL". A quantidade utilizada de
mitocondrias em cada experimento foi de 1 mg quando o substrato utilizado foi o
succinato de potassio e, de 2 mg quando o substrato foi o glutamato de potassio.
- O 100% do consumo de oxigénio apds a fosforilagao de ADP (Estado 4), corresponde a
8,2+20 e 42,5 + 7,2 nmol de oxigénio consumidomin"mg'1 de proteina mitocondrial
para o glutamato e succinato, respectivamente.

- Cada valor representa a Média + DP de cinco experimentos independentes.
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FIGURA 15 - EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE O CCR DE MITOCONDRIAS
ISOLADAS DE FIGADO DE RATO

SISTEMA: Sacarose 175 mmoI~L'1, KCI 50 mmoI~L'1, fosfato de potassio 10 mmoI~L'1, Tris-HCI
20 mmoI~L'1, pH 7.4, EDTA 05 mmoI~L'1, e MgSQ, 2mmoI~L'1, suplementado com
succinato de potassio 10 mmoI~L'1, rotenona 1umoI~L'1, ADP 0,1 mmolL" ou com
glutamato de potassio 10 mmolL”", ADP 0,2 mmolL". A quantidade utilizada de
mitocondrias em cada experimento foi de 1 mg quando o substrato utilizado foi o
succinato de potassio e, de 2 mg quando o substrato foi o glutamato de potassio.

- Coeficiente de Controle Respiratério (CCR). O 100% corresponde a 52 + 1,0 e
4,1 + 0,3 para o glutamato e succinato, respectivamente.

- Cada valor representa a Média + DP de cinco experimentos independentes.
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FIGURA 16 - EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE A RAZAO ADP/O DE
MITOCONDRIAS ISOLADAS DE FiGADO DE RATO

SISTEMA: Sacarose 175 mmoI~L'1, KCI 50 mmoI~L'1, fosfato de potassio 10 mmoI~L'1, Tris-HCI
20 mmoI~L'1, pH 7.4, EDTA 05 mmoI~L'1, e MgSQ, 2mmoI~L'1, suplementado com
succinato de potassio 10 mmoI~L'1, rotenona 1umoI~L'1, ADP 0,1 mmolL" ou com
glutamato de potassio 10 mmolL”", ADP 0,2 mmolL". A quantidade utilizada de
mitocondrias em cada experimento foi de 1 mg quando o substrato utilizado foi o
succinato de potassio e, de 2 mg quando o substrato foi o glutamato de potéssio.

- Concentragao de ADP/consumo de oxigénio (ADP/O). O 100% corresponde a 2,6 + 0,7
e 1,6 £ 0,2 para o glutamato e succinato, respectivamente.

- Cada valor representa a Média + DP de cinco experimentos independentes.
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da cadeia respiratéria. Além disso, o efeito do praguicida foi também avaliado sobre
a atividade ATPasica e potencial elétrico de membrana, com a intencao de detectar
sutis alteragbes eventualmente subavaliadas nos experimentos de consumo de
oxigénio, como parametros de analise que pudessem dar subsidios para as
observagbes de OLORUNSOGO et al. (1979).

6.3 ANALISE DOS EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE ATIVIDADES

ENZIMATICAS DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Os resultados obtidos com a deltametrina, 0s quais mostraram o
decréscimo no consumo de oxigénio por mitocéndrias isoladas de figado de rato,
sugeriram efeitos causados pelo piretrdide sobre segmentos da cadeia de transporte
de elétrons.

Os dados apresentados na tabela 6 referem-se aos efeitos da deltametrina
sobre as atividades enzimaticas da cadeia respiratdria mitocondrial. Verifica-se nesta
tabela que a deltametrina (200 nmol-mg™ de proteina mitocondrial) inibe em 36% a
atividade da NADH oxidase e em 30% a atividade da NADH citocromo c¢ redutase.
Verifica-se também que a NADH desidrogenase e a citocromo ¢ oxidase nao
sofreram alteragdo significativa em suas atividades nas concentragbes de
deltametrina utilizadas. Desta maneira foi possivel excluir um efeito deste praguicida
diretamente sobre o complexo | e complexo IV da cadeia respiratéria mitocondrial.
Este resultado difere daquele descrito para a permetrina, um piretréide do tipo |, o
qual foi descrito como potente inibidor do complexo | da cadeia respiratéria
(GASSNER et al., 1997). Destaca-se porém que o efeito da permetrina ocorreu em
concentragées muito superiores (50 umoI-L'1), quando comparadas as utilizadas no
presente trabalho para a deltametrina (200 nmol-mg'1 de proteina mitocondrial).

As atividades enzimaticas da succinato oxidase, succinato desidrogenase e
da succinato citocromo ¢ redutase foram inibidas 37%, 21% e 38%, respectivamente,
quando a dose utilizada de deltametrina foi de 200 nmol-mg™ de proteina. Estes
resultados demonstram que a deltametrina atua sobre complexo Il e lll, uma vez que
a desidrogenase do substrato succinato foi inibida.

A cipermetrina, outro piretréide do tipo Il, foi mostrado por PHILIP et al.
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TABELA 6 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE ATIVIDADES ENZIMATICAS
RELACIONADAS COM A CADEIA RESPIRATORIA

YValores em % relativos ao controle (100%)

MNADH Succinato
CTH (nmolmg®  NADH MADH citocromo ¢ Succinato Succinato citocromo ¢ Citocromo ¢
de proteina) oxidase  desidrogenase  redutase oxidase  desidrogenase  redutase oxidase
10 B9+7 " 96 +3 96 +4 93+ 10 10247 97+8 97 +3
20 82+57 94 +3 92 +4 85+97 90 +4 82457 96 +6
50 B1+6" 97 +8 88437 79+8" 90+9 76467 97 +3
100 74457 95472 74+6T 73117 9149 68+9" 98+72
150 B5E£8 T 89 +4 7511t 724127 90 +5 64457 98+5
200 BA+5" 93+9 70447 B3LE" 79+ 7" 62437 96 +6

MOTA As condicdes experimentais estio descritas no item & 6.4 da secéo & Materiais e Métodos. 100% corresponde a
atividade dos controles: MADH axidase = 174,36 nmol O consumido-min'mg’; NADH desidrogenase =
19umol de ferricianeto reduzidoeminmg™, MADH cdtocromo ¢ redutase = 32842 nmol cdtocromo ¢
reduzidominmg ™, succinato Oxidase = 11741 nmol de oxigénio consumido-min™mg™  succinato
desidrogenase = 13940 pmol de DCFIP reduzidominmg ™ succinato citocromo ¢ redutase = 104,61 nmoal
citocromo ¢ reduzidomin ™ mg ™, citocromo ¢ axidase = 64,54 nmol citocromo ¢ oxidadomin ' mg?. Os resultados
ectdo expressos em percentagem relativos aos controles (100%) e séo Média £ DF de 3 experimentos
independentes. *Valores estatisticaments significativos relativos ao controle (100%) —p< 005,
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(1995) também inibir a succinato desidrogenase, além da malato desidrogenase do
figado, cérebro e rim de peixes (Labeo rohita) expostos a concentragdo subletal de
0,52 g-L'1 e letal de 5,24 g-L'1 por 4 dias. Alteragdes nos niveis de lactado e piruvato,
e diminuicdo no contetdo de glicogénio € aumento na lactato desidrogenase
também foram observados para a cipermetrina (PHILIP et al., 1995), entretanto as
doses utilizadas por estes autores correspondem a 1,24 e 12,6 mmol-L”, sendo 6 e
63 vezes maiores, respectivamente, comparadas com a dose maxima de
deltametrina (200 nmol-mg™ de proteina) utilizada nos experimentos com as enzimas
da cadeia respiratéria.

Os resultados justificam aqueles obtidos nos experin mentos de consumo
de oxigénio quando se analisaram as velocidades respiratérias no estado 3 de
mitocondrias energizadas com 0s substratos L-glutamato e succinato. Porém, €
importante ressaltar que nos estudos polarogréficos os complexos enzimaticos foram
indiretamente avaliados em mitoc6ndrias intactas e acopladas, enquanto que nos
estudos das atividades parciais das enzimas da cadeia respiratoria, eles fazem parte
de fragmentos de membrana, obtidos pelo rompimento por choque térmico, onde o

praguicida teria livre acesso aos complexos enzimaticos.

6.4 ANALISE DOS EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE ATIVIDADES

ENZIMATICAS DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Embora o glifosato ndo tenha apresentado efeito sobre o consumo de
oxigénio, seus efeitos sobre as enzimas da cadeia respiratéria também foram
avaliados, nao descartando um possivel efeito desta molécula sobre o transporte de
elétrons mitocondrial em uma condigdo onde a membrana nao representasse uma
barreira para este composto.

Foram avaliadas as enzimas NADH oxidase e succinato oxidase. Os
resultados obtidos mostraram que o glifosato até 12,8 pmol-mg'de proteina, nédo
alterou as atividades destes segmentos (Tabela 7), descartando-se portanto, a
possibilidade de efeito do glifosato sobre o transporte de elétrons da cadeia
respiratéria, bem como confirma a auséncia de efeitos sobre a velocidade

respiratéria do estado 3 e do estado 4. As observagdes deste trabalho estdo de
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TABELA 7 - EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE ATIVIDADES ENZIMATICAS DA
CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Atividade Enzimatica

Glifosato (umolmg™) NADH oxidase Succinato Oxidase
0 100 100
0,4 106,5+ 6,0 110,2+£8,0
0,8 100+ 6,0 106,3+10,0
1,6 97,3+ 8,0 106,9+ 7,0
3,2 948120 96,2 £ 3,0
12,8 93,7x7,0 92,9+0.5

NOTA: As condigdes experimentais estdo descritas no item 5.6.4 da segdo Materiais e
Métodos. 100% corresponde a atividade dos controles: NADH oxidase = 52,9 +
4,8 nmol de oxigéniomin"mg" de proteina; Succinato oxidase: 29,5 £ 1,0 nmol de
oxigéniomin"mg" de proteina. Os resultados sao a Média + DP de 3 experimentos

independentes e estao expressos em % em relagdo aos valores do controle (100%).
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acordo com o descrito por ARNAUD et al. (1993) que avaliaram o efeito do glifosato
sobre mitocondrias isoladas de batata e propuseram que este composto ndo ora
alcangaria concentragées suficientes para interferir nos complexos enzimaticos
localizados na membrana.

6.5 EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE A ATIVIDADE DA FiFo-ATPase

De acordo com a teoria quimio-osmética (MITCHELL, 1961), o transporte
de elétrons através da cadeia respiratéria mitocondrial gera um gradiente
eletroquimico de prétons no espago entre as membranas interna e externa, e a
utilizacao deste gradiente pela ATP sintase leva a sintese de ATP. Por outro lado,
protonéforos, desacopladores, translocadores de prétons, substancias que
aumentam a condutancia de prétons através da membrana, desfazem o gradiente
eletroquimico, dissipam a forga préton motriz, impedindo a sintese de ATP
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002).

Por ser uma molécula lipossollivel, a deltametrina poderia afetar uma
grande extensdo da membrana mitocondrial interferindo, em maior ou menor grau,
no funcionamento dos complexos nela inseridos como ja mostrado pela interacao
com as enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial.

Neste trabalho avaliou-se o efeito da deltametrina sobre a atividade
ATPasica em mitocondrias de figado de rato intactas, em mitocéndrias intactas
tratadas com FCCP, um desacoplador classico, em mitocondrias rompidas e em
particulas submitocondriais. No primeiro caso, a membrana mitocondrial estd intacta
e 0 acesso da deltametrina a regides internas da membrana e ao conteldo da matriz
é limitado. No segundo caso, a membrana mitocondrial interna embora permeavel a
protons, representa ainda uma barreira, estando preservado o arranjo dos
complexos enzimaticos na membrana. No terceiro caso, as membranas nao séo
limitantes do acesso da deltametrina a enzima. Os resultados de tais experimentos
estdo apresentados na tabela 8, onde se verifica que a deltametrina nas
concentragbes utilizadas nao interferiu na atividade de enzima em nenhuma das

condicbes experimentais utilizadas, o que esta de acordo com os resultados
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TABELA 8 - EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE A ATIVIDADE ATPASICA DE
MITOCONDRIAS DE FIiGADO DE RATO E DE PARTICULAS
SUBMITOCONDRIAIS

Atividade ATPasica (% do controle)

Deltametrina Mitocéndria Mitocondria  Mitocdndria PSM
(nmolmg™' de Intacta + FCCP Rompida
proteina)

10 104 =7 1117 1005 99+2
20 1039 109 £3 995 104 £3
50 1038 1103 1019 101 £1
100 105 £ 11 1117 99+6 1033
150 1138 116 £ 8 1006 106 £ 3
200 104 £ 10 111 £3 101 x4 1072

NOTA: As condigdes experimentais estdo descritas no item 5.6.5 de Materiais e Métodos.
100% corresponde a atividade dos controles: Mitocondrias intactas = 16,3 +
1,4 nmol de Pi Iiberado~min'1~mg'1 de proteina; Mitocondrias desacopladas com
FCCP = 441 + 0,2 nmol de Pi Iiberadomin"mg'1 de proteina; Mitocndrias
rompidas = 622 £ 23 nmol de Pi Iiberadomin"mg'1 de proteina; PSM = 274 £
3,4 nmol de Pi liberado-min™-mg™' de proteina. Os resultados expressam a Média +
DP de 3 experimentos independentes e estdo expressos em % em relagao aos

valores do controle (100%).
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polarogréficos obtidos inicialmente, como também exclui a possibilidade de uma
interferéncia no translocador de nucleotideos de adenina.

6.6 EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE A ATIVIDADE DA FiFo-ATPase

Os resultados da andlise dos efeitos do glifosato sobre a atividade
ATPasica nas trés condicbes experimentais distintas estdo na tabela 9. Nas
concentragoes utilizadas nestes experimentos, o glifosato ndo alterou a atividade da
enzima ATPase em nenhuma das preparagdes utilizadas nos ensaios. Neste caso, a
auséncia de efeitos do glifosato sobre a atividade enzimatica da ATPase também
esta de acordo com os resultados polarogréficos. Entretanto, contrastam com os
resultados de OLORUNSOGO et al. (1979) que afirmam ser o glifosato um agente
desacoplador.

6.7 EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL
ENERGIZADO

O funcionamento da membrana mitocondrial interna como uma barreira
seletiva para prétons e outros ions € de especial importancia. Assim, o gradiente
destes ions pode ser usado nos processos de transporte secundario para dirigir a
captacao seletiva de solutos e excregdo de produtos finais do metabolismo
(POOLMAN, 1992; POOLMAN & KONINGS, 1993).

O acumulo ou a interferéncia de substancias, tais como a deltametrina na
bicamada lipidica pode afetar as interacbes entre os lipidios e as proteinas da
membrana. Além disso, interagdes de moléculas do praguicida com regides
hidrofébicas da membrana também podem ocorrer. Parametros como a espessura
da membrana, a fluidez e composicao de acidos graxos regulam a atividade de
enzimas ligadas a membrana. Todos estes parametros podem ser afetados pela
interacdo de compostos lipofilicos com a bicamada lipidica (SIKKEMA et al., 1995).

O transporte de solutos através da membrana mitocondrial interna é
acompanhado pelo transporte de agua, resultando em inchamento ou contragao do
compartimento da matriz mitocondrial. A permeacdo de agua, por outro lado, é
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TABELA 9 - EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE A ATIVIDADE ATPASICA DE
MITOCONDRIAS DE FiGADO DE RATO E DE PARTICULAS

SUBMITOCONDRIAIS

Atividade ATPasica (% do controle)

Glifosato Mitocéndria  Mitocéndria  Mitocdndria PSM
(umolmg™) Intacta + FCCP Rompida
0,4 100 £ 10 906 96 £ 12 101 £ 2
0,8 100 £8 92+4 95+6 107 2
1,6 113+ 12 907 1027 107 £ 6
3,2 108 £7 98 £ 8 973 106 £ 1
12,8 1035 90+9 105+9 106 £ 3

NOTA: As condigdes experimentais estdo descritas no item 5.6.5 da segdo Materiais e
Métodos. 100% corresponde a atividade dos controles: Mitocdndrias intactas
16,3 + 1,4 nmol de Pi liberado-min"-mg” de proteina; Mitocdndrias rompidas = 458 +

23 nmol de Pi Iiberado~min'1~mg'1 de proteina; Mitocdndrias desacopladas com

FCCP = 441+02nmol de Pi Iiberado~min'1~mg'1 de proteina; PSM

2744+ 6,3 nmol de Pi liberado-min™-mg"'. Os resultados expressam a média +

desvio padrao de 3 experimentos independentes e estdo expressos em % em

relagéo aos valores do controle (100%).
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suficientemente rapida para assegurar que o equilibrio osmotico seja mantido e que
a velocidade do inchamento seja limitada pela velocidade do transporte de soluto
(BEAVIS et al., 1985; GARLID & BEAVIS, 1985). Portanto, as medidas quantitativas
da amplitude e da velocidade de inchamento da matriz, sdo ferramentas Uteis para o
estudo de mecanismos de transporte na mitocondria (GARLID & BEAVIS, 1985). E
possivel acompanhar o inchamento mitocondrial pela medida do decréscimo de luz
absorvida, quando se adicionam a suspensao mitocondrial 0s ions necessarios
(acetato de s6dio) e um substrato oxidavel (L-glutamato). A oxidagao deste substrato
gera uma diferenca de potencial eletroquimico que favorece a entrada do sal de
sédio, e consequientemente de agua, atingindo o steady state em alguns minutos. A
capacidade de contragcdo da membrana mitocondrial interna também pode ser
avaliada, promovendo-se a reversao do inchamento pela utilizagdo de inibidores da
cadeia respiratoria ou da ATPsintase (SEPPALA et al., 1973).

Os efeitos da deltametrina sobre a amplitude de inchamento de
mitocondrias isoladas de figado de rato, € energizadas com glutamato de sédio
estao representadas na figura 17. Verifica-se que a deltametrina reduziu a amplitude
do inchamento, um efeito dependente da sua concentragédo presente no sistema de
reacdo. A adicdo do piretréide (200 nmolmg' de proteina) previamente a
energizacdo, determina uma reduc¢do na amplitude do inchamento em até 30%
(Figura 17, tragado g). Por outro lado, a contragdo da organela, visualizada apés a
adicao de rotenona ao sistema, ndo é afetada pela deltametrina (Figura 17, tracados
b - g). A diminuicdo do inchamento mitocondrial foi observada também para outro
piretréide, a aletrina, que pertence ao grupo de piretréides do tipo | (SETTLEMIRE et
al., 1974). Porém, os efeitos deste piretride diferem do efeito da deltametrina,
porque este composto apresentou atividade desacopladora, o que nao aconteceu
com a deltametrina.

A figura 18 apresenta o efeito da deltametrina sobre o inchamento
mitocondrial quando o succinato de sodio foi utilizado como substrato. Como no caso
anterior (Figura 17), ocorreu uma inibigao dependente da concentracao utilizada do
piretréide. Na concentracdo de deltametrina correspondente a 200 nmol-mg™ de
proteina a redugdo da amplitude de inchamento foi de aproximadamente 58%
(Figura 18, tracado g) ap6s a incubagé&o por 2 minutos com deltametrina. Como



79

MR
+ MITO
st R R R YR R
7~
% 4 Rot s
o
2 min

FIGURA 17 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE O INCHAMENTO DE
MITOCONDRIAS DE FiGADO ENERGIZADAS COM
GLUTAMATO NA PRESENCA DE ACETADO DE SODIO

SISTEMA: Sacarose 100 mmol-L™", Tris-HCI 30 mmol-L", pH 7,2, EDTA 0,5 mmol-L", acetato de sédio
50 mmolL" e mitocondrias (2,0 mg) em volume final 3 mL. Deltametrina nas
concentragdes de (b) 10, (¢) 20, (d) 50, (e) 100, (f) 150, e (g) 200 nmol~mg'1 de proteina
foi incubada por dois minutos antes da adicio de glutamato (GLU) 15 mmolL'. A
contragao foi observada pela adigdo de rotenona (Rot) 4 umoIL". O tragado (a) refere-se
ao controle na auséncia da deltametrina. MR = meio de reagéo; MITO = mitocéndria. A
figura mostra os tragados representativos de trés experimentos independentes em
triplicata. O inchamento é indicado pela diminuicdo e a contragéo pelo aumento na

absorbancia.
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FIGURA 18 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE O INCHAMENTO DE
MITOCONDRIAS DE FIGADO ENERGIZADAS COM SUCCINATO
NA PRESENCA DE ACETATO DE SODIO

SISTEMA: Sacarose 100 mmol.L"", Tris-HCI 30 mmol-L", pH 7,2, EDTA 0,5 mmol.L", acetato de sédio
50 mmol-L", rotenona 4 umoIL'1 e mitocdndrias (1,0 mg) em volume final de 3 mL. A
deltametrina nas concentragdes de (b) 10, (¢) 20, (d) 50, (e} 100, () 150, e (g)
200 nmol-mg” de proteina foi incubada por dois minutos antes da adicio de succinato
(SUC) 5 mmolL". A contragéo foi observada pela adigdo de NaCN 1,7 mmolL'. O
tracado (a) refere-se ao controle na auséncia da deltametrina. MR = meio de reagéo; MITO
= mitocdndria. A figura mostra os tragados representativos de trés experimentos
independentes em triplicata. O inchamento é indicado pela diminuigéo e a contragao pelo

aumento na absorbancia.
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anteriormente, a amplitude e a velocidade da contragdo ndo sofreram alteragdes
significativas na presente condigdo experimental.

A inibicdo do inchamento mitocondrial mais acentuada quando se utilizou
succinato como substrato, estd de acordo com os dados anteriores obtidos nos
experimentos de velocidade respiratéria e atividade das enzimas da cadeia
respiratéria mitocondrial por este praguicida. Estes resultados sugerem também que

pode ocorrer um comprometimento do potencial da membrana mitocondrial interna.

6.8 EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL

ENERGIZADO
O outro praguicida estudado, o glifosato, ndo exerceu efeitos sobre o
inchamento mitocondrial (Figuras 19 e 20). Isso seria esperado face as informacoes
anteriores ja discutidas, mostrando auséncia de efeitos sobre o consumo de oxigénio
e sobre as atividades enzimaticas.

6.9 EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL

DESENERGIZADO

Mitocbndrias intactas sdo pouco permeaveis aos ions K*. De acordo com
PRESSMAN (1976), esta restricdo a penetragdo do K* e outros ions se deve aos
componentes fosfolipidicos da membrana que tornam energeticamente desfavoravel
a penetracdo deste cation na matriz mitocondrial. Entretanto, na presenga do
peptideo macrociclico, valinomicina, ocorre a formacao do complexo valinomicina-
K*, onde a carga estd concentrada no interior da molécula. A formagdo deste
complexo lipossoluvel reduz a necessidade energética para o transporte, facilitando
a transferéncia do K através da membrana mitocondrial interna (NICHOLLS &
FERGUSON, 2002). Assim, a velocidade do transporte de K* é determinada pela
rapidez com que o complexo se move na bicamada lipidica, sendo esta mobilidade
dependente da fluidez da membrana. O complexo sofre dissociacdo e o K* é
liberado na matriz mitocondrial levando ao inchamento mitocondrial (NICHOLLS &
FERGUSON, 2002).
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FIGURA 19 - EFEITO DO GLIFOSATO SOBRE O INCHAMENTO DE
MITOCONDRIAS DE FiGADO ENERGIZADAS COM
GLUTAMATO NA PRESENCA DE ACETADO DE SODIO

SISTEMA: Sacarose 100 mmol.L™", Tris-HCI 30 mmol-L", pH 7,2, EDTA 0,5 mmol.L", acetato de sédio
50 mmolL" e mitocondrias (2,0 mg) em volume final de 3mL. O glifosato nas
concentragbes de (b) 0,4, (¢) 0,8, (d) 1,6, (e) 3,2, e (f) 12,8 umolmg'1 de proteina foi
incubado por dois minutos antes da adigéo de glutamato (GLU) 15 mmol-L™". A contragéo
foi observada pela adigdo de rotenona (Rot) 4 umoIL". O tragado (a) refere-se ao controle
na auséncia de glifosato. MR = meio de reagao; MITO = mitocdndria. A figura mostra os
tragados representativos de trés experimentos independentes em triplicata. O inchamento

é indicado pela diminuigao e a contragdo pelo aumento na absorbéancia.
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FIGURA 20 - EFEITO DO GLIFOSATO SOBRE O INCHAMENTO DE
MITOCONDRIAS DE FiGADO ENERGIZADAS COM
SUCCINATO NA PRESENCA DE ACETATO DE SODIO

SISTEMA: Sacarose 100 mmol-L™", Tris-HCI 30 mmol-L", pH 7,2, EDTA 0,5 mmol.L™", acetato de sédio
50 mmol-L™", rotenona 4 umoIL'1 e mitocdndrias (1,0 mg) em volume final de 3 mL. O
glifosato nas concentragbes de (b) 0,4, (¢) 0,8, (d) 1,6, (e) 3,2, e () 12,8 umol-mg'1 de
proteina foi incubado por dois minutos antes da adi¢gdo de succinato (SUC) 5 mmol.L". A
contracio foi observada pela adigdo de NaCN 1,7 mmol-L". O tracado (a) refere-se ao
controle na auséncia da deltametrina. MR = meio de reagao; MITO = mitocdndria. A figura
representa os tragados de trés experimentos independentes em triplicata. O inchamento é

indicado pela diminui¢éo e a contragéo pelo aumento na absorbéancia.



84

A condigdo experimental empregada nos experimentos cujos resultados
sdo descritos a seguir inclui a adigdo, ao sistema, de inibidores da cadeia de
transporte de elétrons, nomeadamente a rotenona e a antimicina A. Assim uma
eventual interferéncia do potencial eletroquimico de prétons, gerado pela oxidagéao
de substratos endégenos foi eliminada.

A figura 21 (tracados a - g) mostra os efeitos da deltametrina, nas
concentragdes indicadas, sobre a velocidade e amplitude do inchamento induzido
pela valinomicina, na presenca de sal de potassio, em mitocdndrias isoladas de
figado de rato. O resultado indica que o piretréide, na maior concentragao avaliada
(200 nmol-mg™ de proteina) reduz a velocidade do inchamento (75%), bem como a
sua amplitude (25%) (Figura 21, tragado g).

Estes resultados indicam que além do efeito no sistema de transporte de
elétrons, a deltametrina tem uma agéo primaria sobre a fracao lipidica da membrana
mitocondrial, pois a velocidade do inchamento € uma consequiéncia da mobilidade
do complexo valinomicina-K* através da bicamada lipidica e, entdo, independente
dos outros efeitos da deltametrina sobre o metabolismo mitocondrial.

6.10 EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL

DESENERGIZADO

A mesma metodologia foi utilizada para avaliar um possivel efeito do
glifosato sobre o mecanismo de transporte do complexo valinomicina-K* através da
bicamada lipidica mitocondrial.

A figura 22 mostra que o glifosato reduziu a amplitude do inchamento
mitocondrial induzido pela valinomicina-K*, em todas as concentragdes utilizadas. O
glifosato (12,8 umol-mg™ de proteina) inibiu a amplitude mitocondrial em 48% e a
velocidade em 69% (Figura 22, tragado f). A primeira vista, esse resultado pareceu
surpreendente, primeiro porque o praguicida ndo apresentou efeitos sobre os
parametros anteriormente analisados € segundo porque, por ftratar-se de um
composto muito hidrofilico, sua insercdo na membrana para afetar o parametro em
analise estaria prejudicada. Embora uma interagdo do glifosato em regides mais
superficiais da membrana n&o possa ser descartada, um importante aspecto a ser
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FIGURA 21 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE O INCHAMENTO DE
MITOCONDRIAS DE FIiGADO DE RATO INDUZIDO POR
VALINOMICINA E POTASSIO

SISTEMA KNO; 135 mmolL", HEPES-NaOH 5 mmolL", pH 7,4, rotenona 1 pmolL', EDTA
0,1 mmol-L", antimicina A 2 ugmL'1 e mitocdndrias (1,0 mg de proteina) em volume final
de 3,0 mL. Deltametrina nas doses de (b) 10; (¢) 20; (d) 50; (e) 100; (H 150 e (g)
200 nmol-mg” de proteina foi incubada por 2 minutos antes da adigéo da valinomicina. O
tragado (a) refere-se ao controle na auséncia de deltametrina. A reagao foi iniciada pela
adicéo de valinomicina 4ug~mL'1. MR = meio de reagédo; MITO = mitocdndria. A figura

representa os tragados de quatro experimentos independentes em triplicata.
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22 - EFEITO DO GLIFOSATO SOBRE O INCHAMENTO DE
MITOCONDRIAS DE FiGADO DE RATO INDUZIDO POR
VALINOMICINA E POTASSIO

KNO; 135 mmol.L"', HEPES-NaOH 5 mmol-L", pH 7,4, rotenona 1 pumolL”, EDTA
0,1 mmol.L”, antimicina A 2 ug-mL'1 e mitocdndrias (1,0 mg de proteina) em volume final
de 3,0 mL. Glifosato nas concentragdes de (b) 0,4; (¢) 0,8; (d) 1,6; (e) 3,2 e (H
12,8 umolmg'1 de proteina foi incubado por 2 minutos antes da adi¢gdo da valinomicina. O
tracado (a) refere-se ao controle na auséncia de glifosato. A reagao foi iniciada pela adigao
de valinomicina 4 ugmL". MR = meio de reagao; MITO = mitocdndria. A figura representa

os tragados de quatro experimentos independentes em triplicata.
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considerado trata-se de uma possivel interacdo do glifosato com o K*. Esta é uma
possibilidade atraente para justificar o resultado, uma vez que este praguicida
apresenta reconhecida propriedade quelante de metais (SUBRAMANIAM &
HOGGARD, 1988; BARJA et al., 2001); o meio de reacdo empregado neste sistema
contém K*, que complexado a valinomicina, se move através da membrana sendo
liberado na matriz. Neste aspecto, a presenca do glifosato tornaria o K* indisponivel,

resultando na diminuigdo do inchamento, como mostrado na figura 22.

6.11 EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O POTENCIAL ELETRICO DE

MEMBRANA MITOCONDRIAL (Ay)

Os efeitos inibitérios da deltametrina sobre a velocidade de consumo de
oxigénio, atividade das enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial e inchamento da
organela sugerem um comprometimento funcional da organela, em termos do
desenvolvimento do potencial elétrico transmembrana (Ay). Com a finalidade de
avaliar tal possibilidade, o efeito da deltametrina foi entdo avaliado sobre o Ay
utilizando-se a captacao de safranina como indicador do potencial. A safranina € um
corante carregado positivamente, e apresenta caracteristicas espectrais que variam
em fungdo de sua concentragdo. Estas resultam da agregagédo ou stacking da
safranina do lado da matriz mitocondrial. A agregacao se deve a associagdo dos
radicais positivos da safranina com polidnions ou sitios aniénicos, localizados na
porcdo hidrofébica da membrana interna (AKERMAN & WIKSTRON, 1976; ZANOTTI
& AZZONE, 1980). Portanto, sob a influéncia do Ay obtido pela oxidagdo de
substratos ou pela hidrélise de ATP, a safranina move-se do lado externo para o
lado interno da membrana interna (matriz). Esta propriedade é util para medir o
estado energizado em mitocondrias e as variagbes na fluorescéncia podem ser
usadas como medida quantitativa do potencial de membrana (ZANOTTI & AZZONE,
1980).

A figura 23 mostra a influéncia de concentragbes crescentes do piretrdide
deltametrina sobre 0 Ay em mitocdndrias oxidando o succinato. Os dados de Ay em

milivolts (mV) foram obtidos através da curva de calibragdo apresentada na segéo de
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Materiais e Métodos (item 5.6.2.1). Verifica-se na figura 23 o experimento controle
(tragado a) onde, na presenca de substrato (succinato), o potencial desenvolvido é
de aproximadamente 174 mV. A pré-incubacao da preparagdo com o piretréide por 2
minutos leva a uma diminuicdo progressiva do Ay em cerca de 40% na
concentracao de deltametrina de 200 nmol-mg'1 de proteina (Figura 23). O efeito foi
dose-dependente, caindo para aproximadamente 165, 151, 147, 145 e 110 mV
quando a concentragdo de deltametrina usada foi de 20, 50, 100, 150 e
200 nmol-mg™' de proteina, respectivamente (Figura 23).

Os efeitos da deltametrina sobre 0 Ay de membrana produziram resultados
concordantes com aqueles anteriormente obtidos, que indicam interferéncia deste
piretroide no complexo Il da cadeia respiratdéria mitocondrial, e dos efeitos ja
discutidos nas figuras 9, 10, e tabela 6. Entretanto, considerando que a velocidade e
amplitude do inchamento decorrente da captagdo de K* na presenca de valinomicina
foram alterados pela deltametrina (Figura 21), uma investigagdo mais detalhada da
possibilidade da deltametrina alterar caracteristicas fisicas da membrana
mitocondrial se tornou relevante para esclarecer se existiria, além do efeito sobre a
cadeia respiratoria, um efeito sobre a fluidez da membrana. Esta possibilidade foi
avaliada através da andlise de incorporacdo de sondas fluorescentes em

membranas artificiais e naturais e sera apresentada na seqiéncia.

6.12 EFEITOS DO GLIFOSATO SOBRE O POTENCIAL ELETRICO DE
MEMBRANA MITOCONDRIAL (Ay)

Os efeitos do glifosato sobre 0 Ay de membrana também foram avaliados,
nao rejeitando a hipotese de que este herbicida pudesse alterar o ambiente de
membrana e consequientemente o Ay. Entretanto, na figura 24 pode ser observado
que o glifosato, nas concentragcées testadas ndo alterou o potencial elétrico de

membrana.
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FIGURA 23 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE O POTENCIAL ELETRICO DE

MEMBRANA (Ay) DE MITOCONDRIAS ISOLADAS DE FiGADO DE
RATO, ENERGIZADAS COM SUCCINATO DE SODIO

SISTEMA: Sacarose 250 mmoI~L'1, tampao MOPS 20 mmoI~L'1, pH 7,2, NaH,PO, 2 mmoI~L'1, e

rotenona 1 pmol-L™", safranina 5 umolL", e 0,5 mgmL" de proteina mitocondrial. (a)
controle sem deltametrina. Apds 2 minutos de incubagéo com deltametrina (b) 20; (¢) 50;
(d) 100; (e) 150; (f) 200 nmol~mg'1 foi adicionado succinato de sédio 3 mmolL". A figura

representa os tragados de trés experimentos independentes em triplicata.
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FIGURA 24 - Efeito do glifosato sobre o potencial elétrico de membrana (Ay) de
mitocondrias isoladas de figado de rato, energizadas com

succinato de sodio

SISTEMA: Sacarose 250 mmol-L", tampao MOPS 20 mmolL”, pH 7,2, NaH,PO, 2 mmolL™,
rotenona 1 umol-L™', safranina O 5 umol-L"' e 0,5 mg-mL" de proteina mitocondtial. (a)
controle sem glifosato. Ap6s 2 minutos de incubagédo com glifosato (b) 0,4; (¢) 0,8; (d)
1,6; (e) 3,2; (h 12,8 umolmg", foi adicionado succinato de sédio 3 mmol-L™". A figura

representa os tragados de trés experimentos independentes em triplicata.
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6.13 EFEITO DA DELTAMETRINA E DO GLIFOSATO SOBRE A POLARIZACAO
DE FLUORESCENCIA DAS SONDAS 1,6-DIFENIL-1,3,5-HEXATRIENO (DPH)
E 1,6-DIFENIL-1,3,5-HEXATRIENO-ACIDO  PROPIONICO  (DPH-PA)
INCORPORADAS EM MEMBRANAS ARTIFICIAIS E  NATURAIS

(MITOCONDRIAS)

Compostos lipossollveis distribuem-se em regides hidrofébicas de
membranas ou em sitios protéicos nela inseridos podendo afetar fungdes como a
difusdo lateral de proteinas, a qual é importante para o acoplamento de unidades
cataliticas de enzimas bem como para a ligagdo de ions bivalentes na superficie da
membrana (GOLDSTEIN, 1984).

Considerando que as principais atribuicbes da membrana mitocondrial
envolvem: (a) fungdo de barreira e transdug¢do de energia, que permite a formagéao
de gradientes i6nicos que podem ser utilizados para dirigir varios processos
endergbnicos, e (b) a formagéo de uma matriz para insergdo de proteinas (enzimas),
as alteragGes na integridade da membrana como resultado de interacao de solutos
lipofilicos com diferentes componentes da membrana, podem levar a dramaticas
mudancas na estrutura da membrana (SIKKEMA et al., 1995).

Portanto, em fungéo dos efeitos observados da deltametrina sobre alguns
dos parametros mitocondriais avaliados, tais como: a inibigdo da cadeia de
transporte de elétrons, inibigdo do inchamento mitocondrial em mitocondrias
energizadas com glutamato e succinato, inibicdo do inchamento mitocondrial em
mitocondrias desenergizadas e inibicdo do potencial elétrico de membrana, uma
avaliagdo da interacdo da deltametrina com membranas artificiais foi realizada.
Nestes experimentos foram utilizadas membranas artificiais, preparadas como
lipossomas multilamelares constituidos de dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC).

As perturbagdes na organizagéao da bicamada lipidica podem ser induzidas
pela temperatura, bem como por varios agentes quimicos levando a alteragdes do
perfil de transi¢cao das cadeias acil que envolvem a passagem do estado gel para o
estado liquido cristalino. Durante a fase gel, as cadeias acil estdo em forma
altamente ordenada sendo que essa organizagdo exige que todas as ligagdes
carbono-carbono (C-C) estejam na conformacao trans. Ja no estado liquido
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cristalino, algumas ligagdes C-C estédo na conformacao gauche (JAIN & WU, 1977).
A medida da polarizacéo de fluorescéncia emitida por sondas especificas
localizadas em diferentes regides da membrana reflete a mobilidade destas sondas
no ambiente hidrofébico da membrana. As sondas imobilizadas numa matriz rigida e
excitadas por luz polarizada emitem fluorescéncia que é polarizada paralela ou
perpendicularmente a luz excitante. Um decréscimo na polarizagao de fluorescéncia
desta sonda € uma medida de desordem da bicamada onde a mesma esta inserida
(GOLDSTEIN, 1984). As sondas utilizadas neste estudo foram a 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH) e seu derivado 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno-acido propiénico (DPH-
PA). A sonda DPH fica localizada numa regido mais hidrofobica da membrana
(cerne), enquanto a sonda DPH-PA fica ancorada préxima a regiao polar da
bicamada (superficie) devido ao seu grupamento acido propidnico. Desta forma,
informagbes sobre regides diferentes da bicamada podem ser obtidas a partir dos
valores de polarizacdo de fluorescéncia, isto é, um alto grau de polarizacao

representa uma alta ordem estrutural ou uma baixa fluidez de membrana.

6.13.1 Efeitos da deltametrina sobre a polarizacdo de fluorescéncia da sonda de

DPH em membrana artificial

Neste estudo, o tragado da transicao de fase, dependente da temperatura,
sera denominado de perfil termotropico.

A figura 25 mostra o perfil termotrépico obtido quando as preparagdes
contendo a sonda DPH, foram tratadas com o solvente da deltametrina (8 uL de
DMSO) na concentracdo final de 0,25% (v/v), correspondente ao mesmo volume
utilizado quando a concentragdo de 120 umol-L’1 de deltametrina foi analisada.
Observa-se que na presente condicdo experimental o solvente néo interferiu com o
perfil termotrépico de fase de membranas de DMPC do controle, as quais continham
somente as membranas de DMPC e a sonda DPH. Nesta condi¢do (auséncia de
deltametrina), a temperatura média de transi¢éo de fase (Tm) foi de 23,5 °C, e ndo se
alterando quando DMSO estava presente (Figura 25). Este valor é semelhante ao
descrito por outros autores que utilizaram esta mesma metodologia (ANTUNES-
MADEIRA et al., 1991; CADENA et al., 2002). A Ty, corresponde a temperatura na
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FIGURA 25 - EFEITO DO DMSO (0,25% v/v), SOBRE TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA
DE DPH

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. Uma aliquota da solugao
concentrada de DPH foi injetada, sob agitagdo vigorosa em vértex, na suspensao de
membranas (DMPC) mantidas a 28°C. A concentragao final de sonda e o quociente
sonda/lipideo foram ajustados para 1,73 umoIL'1 e 1/200, respectivamente. As
suspensdes de membrana contendo as sondas foram incubadas por 2 horas na presenga
de DMSO (8 ulL) na concentragao final de 0,25 % (v/v). O inserto representa a polarizagéo
diferencial da sonda de DPH (AP/AT) em fungéo da temperatura (°C). Os valores no

gréfico sao as médias de 3 experimentos independentes
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qual os fosfolipidios passam do estado de gel para o de liquido-cristalino. Abaixo da
T as cadeias acil dos acidos graxos estdo empacotadas de forma ordenada, o que
restringe o movimento das sondas, resultando em altos valores de polarizagao.
Acima da Ty as cadeias acil dos acidos graxos estdo desordenadas e possuem uma
maior liberdade de movimento, permitindo, assim, que as sondas também se
movimentem com maior facilidade, o que resulta em valores mais baixos de
polarizagdo. Portanto o DMSO 0,25% (v/v) ndo alterou a fluidez de membrana no
volume correspondente a maior concentragdo de deltametrina (120 umoI-L'1)
utilizada nestes experimentos.

As figuras 26, 27 e 28 mostram os efeitos da deltametrina nas
concentragbes de 40, 60, e 120 umol-L", respectivamente, sobre o perfil
termotrépico de transicdo de fase de membranas de DMPC, quando se utilizou a
sonda DPH.

A analise da figura 26 evidencia altera¢des causadas pelo piretrbide na
concentracdo de 40 umol-L”, perturbando o ambiente hidrofébico da membrana de
maneira significativa. Tal alteragdo é mais evidente nas temperaturas abaixo da Tn,
sugerindo que a deltametrina perturba o ambiente lipidico no estado gel, conforme
observado pela diminuicdo dos valores de polariza¢do. O perfil termotropico também
sugere uma antecipacgao do inicio da fase de transigdo. Através do grafico (inserto)
na figura 26, obtido pelo célculo de AP/AT, esta antecipagéo reflete uma mudanca na
temperatura média de transicdo de fase de 23,5 °C (controle) para 22,5 °C
(deltametrina 40 umoI-L'1). Portanto, a diminuicdo nos valores de polarizagdo em
temperaturas abaixo da Tm, promoveu uma diminuigdo de 1°C na Tp.

Quando a concentragdo de deltametrina utilizada nestes experimentos foi
de 60 umol-L™" (Figura 27), as modificagdes no perfil termotropico tornaram-se mais
evidentes. O piretrdide provoca uma diminuicdo dos valores de polariazagdo em
relagdo ao controle na regido abaixo da Tm, semelhante ao observado na
concentragcao de 40 umoI-L'1 (Figura 25). Porém, acima da Tm, 0S valores de
polarizacdo para a concentragéo de 60 umol-L foram superiores aos do controle.

O efeito condensante sobre as membranas de DMPC pela deltametrina
ficou mais evidente quando a concentracdo utilizada foi de 120 umol-L™ (Figura 28).

Nesta concentracdo e acima da Tm, 0s valores de polarizagdo foram superiores
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FIGURA 26 - EFEITOS DA DELTAMETRINA (40 p,moI-L'1) NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE
DPH

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por 2 horas na presenga de
deltametrina 40 umoIL". O inserto representa a polarizagao diferencial da sonda de DPH
(AP/AT) em fungao da temperatura (°C). Os valores no gréfico sdo as médias de 3

experimentos independentes.
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FIGURA 27 - EFEITOS DA DELTAMETRINA (60 umol-L") NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE
DPH.

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por 2 horas na presenga de
deltametrina 60 umol-L™". O incerto representa a polarizagéo diferencial da sonda de DPH
(AP/AT) em fungao da temperatura (°C). Os valores no gréfico sdo as médias de 3

experimentos independentes.
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FIGURA 28 - EFEITOS DA DELTAMETRINA (120 umoI-L'1) NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,

DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE
DPH

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por 2 horas na presenga de
deltametrina 120 umoIL". O inserto representa a polarizagdo diferencial da sonda de
DPH (AP/AT) em fungéo da temperatura (°C). Os valores no grafico sao as médias de 3

experimentos independentes.
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aos da concentragdo anterior e aos do controle. Da mesma forma esta alteragdo no
perfil termotrépico refletiu na Ty, do lipidio utilizado, deslocando a T, de 23,5 para
21,5°C (Figura 28, inserto).

6.13.2 Efeitos da deltametrina sobre a polarizacéo de fluorescéncia da sonda de

DPH-PA em membrana artificial

As analises de polarizagdo de fluorescéncia utilizando membranas de
DMPC também foram realizadas com a sonda DPH-PA, que monitora as regides
superficiais da membrana.

A figura 29 mostra o perfil termotrépico obtido quando as preparagdes
contendo a sonda DPH-PA, foram tratadas com o solvente da deltametrina (8 uL
DMSQO) em concentragdo final de 0,25% (v/v), correspondente ao mesmo volume de
deltametrina 120 umol-L™". Observa-se que o solvente utilizado para solubilizar a
deltametrina, nao interferiu com o perfil termotrépico de fase de membranas de
DMPC do controle, as quais continham somente as membranas de DMPC e a sonda
DPH. A temperatura média de transi¢cdo de fase (Tm), deteminada através desta
sonda, nos experimentos controle (auséncia de deltametrina), foi estimada em
23,5°C, e mantevese a mesma quando DMSO estava presente (Figura 29). O valor
encontrado para o controle foi semelhante ao descrito por outros autores que
utilizaram esta mesma metodologia (ANTUNES-MADEIRA et al., 1991; CADENA et
al., 2002).

As figuras 30, 31 e 32 mostram os efeitos da deltametrina nas
concentragbes de 40, 60, e 120 umol-L", respectivamente, sobre o perfil
termotrépico de transicdo de fase de membranas de DMPC, utilizando sonda DPH-
PA.

Na figura 30, nenhuma alteracao significativa no perfil termotrépico foi
observada quando deltametrina (40 umoI-L'1) foi incubada com as membranas de
DMPC e a sonda DPH-PA. Portanto, a temperatura média de transicao de fase para
a deltametrina 40 umol-L’1 permaneceu igual aquela para o controle (23,5°C).

Quando a concentragdo de deltametrina utilizada foi de 60 umol-L™ (figura

31), uma diminuigdo significativa nos valores de polarizagdo abaixo da Tm foi
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FIGURA 29 - EFEITO DO DMSO (0,25% v/v), SOBRE TRANSIC}Z\O
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACJ\O DE FLUORESCENCIA
DE DPH-PA
SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por 2 horas na presenca de DMSO
(8 uL) na concentragdo final de 0,25% (v/v). O inserto representa a polarizagdo
diferencial da sonda de DPH-PA (AP/AT) em fungdo da temperatura (°C). Os valores no

grafico sdo as médias de 3 experimentos independentes.



100

0,254 —o— Controle

0,01
o 0,454 S~o 0,00
) .\.>.§0\
=
@©
@ 0,40
o
o
=
. 0,351
®
'O T T T T T T T
o 10 15 20 25 30 35 40
o 0,304 Temperatura (°C)
©
N
IS
o
o

1 —e— Deltametrina 40 umol.L™

0,20

10 15 20 25 30 35 40 45
Temperatura (°C)

FIGURA 30 - EFEITOS DA DELTAMETRINA (40 umoI-L'1) NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE
DPH-PA

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presenga de
deltametrina 40 umoIL". O inserto representa a polarizagdo diferencial da sonda de
DPH-PA (AP/AT) em fungao da temperatura (°C). Os valores no grafico sdo as médias

de 3 experimentos independentes.
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observado, sugerindo um maior fluidez da membrana nesta regido mais hidrofilica da
membrana. No entanto, a T, ndo foi afetada pela deltametrina na concentragdo de
60 umol-L™", com esta sonda.

A figura 32 mostra o efeito da deltametrina 120 umol-L™" sobre a transicéo
de fase do DMPC na presenca da sonda DPH-PA. Na presenca do piretréide,
valores de polarizacao de fluorescéncia inferiores ao controle durante a fase gel, ou
seja, abaixo da T, sugerem uma antecipacao da transi¢do de fase do lipidio e um
aumento na fluidez da membrana nesta regido. Apés a T, isto é, na fase liquida
cristalina, o aumento nos valores de polarizagao foi observado, sugerindo o efeito
condensante sobre a membrana de DMPC, durante a fase de liquido cristalino.
Nesta condi¢do, T diminuiu em 2°C, caindo de 23,5°C para 21,5°C.

Estes resultados mosiram que a deltametrina nas concentragdes
estudadas perturba o ambiente lipidico de membranas, tanto na regido hidrofébica
quanto na hidrofilica ou mais superficial. No entanto, os dados s&o sugestivos de
maior interacéo da deltametrina com a regido hidrofébica do que com a hidrofilica,
como pode ser inferido da menor variagdo da polarizagdo de fluorescéncia da sonda
DPH-PA quando comparada a sonda DPH, sugerindo que o piretréide teria menor
efeito sobre a organizacdo dos dominios polares da membrana.

Tal localizagao preferencial na regido mais hidrofébica da membrana, esta
de acordo com as caracteristicas de solubilidade da deltametrina que é
extremamente baixa em solugdes aquosas (Kow = 4,6 a2 25°C) (TOMLIN,1995).

Por outro lado, a diminuicdo nos valores de polarizacao de fluorescéncia
guando os fosfolipidios estdo no estado liquido-cristalino (Figuras 27, 28 e 32), tanto
para a sonda DPH quanto para a sonda DPH-PA, indicam que o piretréide provoca

aumento da rigidez na membrana.

6.13.3 Efeitos da deltametrina sobre a polarizacdo de fluorescéncia da sonda de

DPH em membrana natural
Embora demonstrado de forma inequivoca a interagdo da deltametrina com
membranas, os resultados descritos foram obtidos com liposomas de DMPC, cujo
acido graxo (Ci4) tem cadeia saturada. Considerando que em membranas naturais
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FIGURA 31 - EFEITOS DA DELTAMETRINA (60 pumol-L") NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,

DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE
DPH-PA

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presenga de
deltametrina 60 umoI-L". O inserto representa a polarizagdo diferencial da sonda de
DPH-PA (AP/AT) em fungao da temperatura (°C). Os valores no grafico sdo as médias

de 3 experimentos independentes.
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FIGURA 32 - EFEITOS DA DELTAMETRINA (120 umoI-L'1) NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,

DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE
DPH-PA

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presenga de
deltametrina 120 umoIL". O inserto representa a polarizagéao diferencial da sonda de
DPH-PA (AP/AT) em fungao da temperatura (°C). Os valores no grafico sdo as médias

de 3 experimentos independentes.
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como a membrana mitocondrial interna, os fosfolipidios constituintes possuem alto
percentual de acidos graxos insaturados, as andlises de polarizacdo de
fluorescéncia foram estendidas também a estas, sendo utilizado como modelo a
propria membrana mitocondrial, em experimentos que utilizaram as mesmas sondas
DPH e DPH-PA.

Dependendo do conteudo de colesterol presente em uma membrana, a
polarizagao de fluorescéncia de membranas nativa varia linearmente com a variagao
da temperatura (ANTUNES-MADEIRA & MADEIRA 1990; ANTUNES-MADEIRA &
MADEIRA 1989). Outro fator importante € a presenca de proteinas de membrana. A
grande quantidade de dados disponiveis sobre a dinamica de componentes da
membrana sugere que a fluidez e as propriedades funcionais das membranas
biol6gicas é alcancada pela colaboracdo entre proteinas e lipidios (SHINITZKY &
BARENHOLZ, 1978).

Como as membranas mitocondriais sao isentas de colesterol (ANTUNES-
MADEIRA & MADEIRA, 1990) estas permanecem no estado liquido cristalino, ndo
havendo uma acentuada passagem do estado gel para o de liqtido-cristalino, tal
como € observado para as membranas artificiais de DMPC.

A polarizagéo de fluorescéncia das sondas DPH e DPH-PA, inseridas nas
bicamadas de membranas de mitocéndrias de figado de rato foi monitorada
seguindo o aumento de temperatura de 0,1 °C a partir de 10,5 até 40,5 °C para cada
concentracao de deltametrina utilizada.

A figura 33 mostra o perfil termotrépico de membranas mitocondriais
nativas, obtido quando as preparag¢des contendo a sonda DPH, foram tratadas com
0 solvente da deltametrina (8 uL de DMSQO) em concentracéo final de 0,25% (v/v),
correspondente a0 mesmo volume de deltametrina 120 umol-L™. Observa-se que o
solvente utilizado para solubilizar o piretréide, ndo interferiu no perfil termotrépico de
membranas mitocondriais (controle), as quais continham somente as membranas
mitocondriais e a sonda DPH (coeficiente de correlagdao -0,961 para o controle e -
0,978 para o0 DMSO). Ainda na figura 33 pode ser observado o efeito da incubagéo
da deltametrina nas concentragdes de 40 e 60 umoI-L'1, sob a faixa de temperatura
em estudo (10,5 - 40,5°C). Um aumento nos valores de polarizacao de fluacescéncia
em relagdo ao controle foi observado, indicando um efeito de enrigecimento da



105

Polarizacao de Fluorescéncia

o Controle
{ A& Deltametrina 40 ymol.L"
0,054 e Deltametrina 60 pmol.L"
1 w DMSO 0,25% (v/v)
0,00 .

| ! | ! | ! | ! | ! |
10 15 20 25 30 35 40
Temperatura (°C)

FIGURA 33 - EFEITO DA DELTAMETRINA NA FLUIDEZ DE MEMBRANAS
MITOCONDRIAIS, DETERMINADO POR POLARIZACAO DE
FLUORESCENCIA DE DPH

SISTEMA: Membranas mitocondriais foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo a sonda foram incubadas por 2 horas na presenga de deltametrina
40 e 60 umoIL", ou na presenga de DMSQ (8 uL) na concentragao final de 0,25 % (v/v).

Os valores no gréafico sao as médias de 3 experimentos independentes.
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membrana. Este comportamento é similar ao descrito para a agdo da deltametrina
observada com as membranas artificiais de DMPC, em temperaturas acima da T,
(Figura 27).

6.13.4 Efeitos da deltametrina sobre a polarizagdo de fluorescéncia da sonda de

DPH-PA em membrana natural

Os efeitos da deltametrina também foram avaliados em membranas
mitocondriais incubadas com a sonda DPH-PA.

A figura 34 mostra o perfil termotrépico de membranas mitocondriais obtido
quando as preparagbes contendo a sonda DPH-PA, foram tratadas com o solvente
(8 uL de DMSO) em concentragdo de 0,25% (v/v), correspondente ao mesmo
volume de deltametrina 120 umol-L™ (coeficiente de correlagdo para o controle =
-0,964 e para o DMSO = -0,925). Nesta condicdo, o solvente utilizado para
solubilizar o piretréide, nao interferiu com o perfil termotrépico de fase de
membranas mitocondriais do controle, as quais continham somente as membranas
mitocondriais e a sonda DPH-PA.

Na concentracao de 40 umoI-L'1 0 piretroide (Figura 34), ndo alterou a
mobilidade da sonda DPH-PA, como se depreende dos valores de polarizagdo, que
foram semelhantes aos dos experimentos controle.

Quando a concentragdo utilizada foi 60 umol-L" de deltametrina (Figura
34), o efeito condensante da membrana € caracterizado pela observacdo dos
valores de polarizagao superiores aos do controle.

6.13.5 Efeitos do glifosato sobre a polarizagdo de fluorescéncia da sonda de DPH

em membrana artificial
Devido ao acentuado efeito do glifosato sobre o inchamento mitocondrial
induzido por valinomicina e K* (Figura 22), uma avaliagdo dos possiveis efeitos deste
herbicida sobre lipossomas de DMPC e membranas mitocondriais tornou-se
importante, a fim de esclarecer a natureza deste efeito.
A figura 35 mostra que o glifosato nao altera significativamente o perfil
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FIGURA 34 - EFEITO DA DELTAMETRINA NA FLUIDEZ DE MEMBRANAS
MITOCONDRIAIS, DETERMINADO POR POLARIZACAO DE
FLUORESCENCIA DE DPH-PA

SISTEMA: Membranas mitocondriais foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo a sonda foram incubadas por duas horas na presenga de DMSO
(8 uL) na concentragéao final de 0,25 % (v/v). Os valores no gréfico séo as médias de 3

experimentos independentes.
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FIGURA 35 - EFEITOS DO GLIFOSATO (400 pmolL") NA TRANSICAO

TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA
DE DPH

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presenga de
glifosato 400 umoI-L". O inserto representa a polarizagéo diferencial da sonda de DPH
(AP/AT) em fungédo da temperatura (°C). Os valores no grafico sao as médias de 3
experimentos independentes.
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termotrépico das membranas de DMPC quando a concentragéo do defensivo foi de
400 umol-L™". Porém uma diminuicdo de 1°C na Ty, de transicdo de fase do
fosfolipidio foi observado (de 23,5 para 22,5°C) quando a sonda utilizada foi DPH.
Com o aumento da concentragdo do glifosato (Figura 36) foram observadas
alteracdes discretas do perfil termotrépico na regido de 24,5°C até 27,5°C em
relagdo ao controle, acompanhada da diminuicdo da T, em 1°C (de 23,5°C para
22,5°C).

6.13.6 Efeitos do glifosato sobre a polarizagcao de fluorescéncia da sonda de DPH-
PA em membrana artificial

As figuras 37 e 38 demonstraram que o glifosato nao interfere no perfil

termotrépico de membranas de DMPC quando a sonda de DPH-PA foi utilizada.

Nenhuma alteragédo da polarizagdo ou da Ty, foi observada nestes experimentos, 0

que é compativel com as caracteristicas estruturais do composto, que é polar.

6.13.7 Efeitos do glifosato sobre a polarizagéao de fluorescéncia da sonda de DPH e

DPH-PA em membrana natural

Da mesma forma, quando foram utilizadas membranas mitocondriais e as
sondas de DPH (Figura 39) e DPH-PA (Figura 40), e glifosato na concentragdo de
800 pumol-L™, nao foi observado alteragées significativas nos valores de polarizagéo
de fluorescéncia em relagéo ao controle. Os valores dos coeficientes de correlagdo
(r) obtidos foram -0,966 e -0,963 para os controles, e -0,981 e -0,961 para o
glifosato, com as sondas de DPH e DPH-PA, respectivamente (Figuras 38 e 39).

Os resultados destes experimentos excluem efeitos do glifosato sobre
membranas ariificiais e naturais. Portanto, a inibigdo do inchamento mitocondrial em
preparagbes desenergizadas demonstrada na figura 21, reforga a proposicao da
provavel interacdo entre o glifosato e o K*, que fica indisponivel para transpor a
membrana, via o ion6foro valinomicina.
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FIGURA 36 - EFEITOS DO GLIFOSATO (800 pmolL') NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE
DPH

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presenga de
glifosato 800 umoIL". O inserto representa a polarizagéo diferencial da sonda de DPH
(AP/AT) em fungédo da temperatura (°C). Os valores no grafico sdo as médias de 3

experimentos independentes.
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37 - EFEITOS DO GLIFOSATO (400 pmolL) NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE
DPH-PA

Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presencga de glifosato
400 umoIL". O inserto representa a polarizagao diferencial da sonda de DPH-PA (AP/AT)
em fungéo da temperatura (°C). Os valores no grafico sdo as médias de 3 experimentos
independentes.
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38 - EFEITOS DO GLIFOSATO (800 pmolL") NA TRANSICAO
TERMOTROPICA DE FASE DE BICAMADAS DE DMPC,
DETERMINADO POR POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE

DPH-PA

SISTEMA: Membranas de DMPC foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensdes de

membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presenga de

glifosato 800 umoI-L". O inserto representa a polarizagao diferencial da sonda de DPH-

PA (AP/AT) em fungao da temperatura (°C). Os valores no grafico sdo as médias de 3

experimentos independentes.
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FIGURA 39 - EFEITOS DA GLIFOSATO (800 pmolL') NA FLUIDEZ DE
MEMBRANAS MITOCONDRIAIS, DETERMINADO POR
POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE DPH

SISTEMA: Membranas mitocondriais foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensbes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presenga de
glifosato 800 umoIL". Os valores no grafico sdo as médias de 3 experimentos

independentes.
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FIGURA 40 - EFEITOS DA GLIFOSATO (800 umolL") NA FLUIDEZ DE
MEMBRANAS MITOCONDRIAIS, DETERMINADO POR
POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DE DPH-PA

SISTEMA: Membranas mitocondriais foram preparadas como no item 5.6.9. As suspensbes de
membrana contendo as sondas foram incubadas por duas horas na presenga de
glifosato 800 umoIL". Os valores no grafico sdo as médias de 3 experimentos

independentes.
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6.14 DETERMINACAO DA LIPOPEROXIDAGAO FERRO-INDUZIDA PELA

DELTAMETRINA E GLIFOSATO

A toxicidade dos piretréides pode estar ligada a diferentes mecanismos,
incluindo o estresse oxidativo e geracao de ERO (MAITI et al., 1995; GUPTA et al.,
1999; KALE et al., 1999; GABBIANELLI et al., 2002). Neste contexto KALE et al.
(1999) observaram um aumento na peroxidagao lipidica bem como na atividade das
enzimas antioxidantes tais como a superéxido dismutase (SOD) e catalate (CAT),
além da concentragdo de glutationa reduzida (GSH) em eritrécitos de ratos expostos
a piretréides. Desta forma considerando estes estudos, uma investigacao dos efeitos
da deltametrina sob este enfoque em mitocdndrias isoladas tornou-se relevante.
Assim, o processo de lipoperoxidagdo em preparagdes mitocondriais expostas a
deltametrina, foi avaliado através da reacdo com o &acido tiobarbitlrico segundo
BUEGE & AUST (1978).

A lipoperoxidagdo, quando ocorre em membranas mitocondriais, resulta em
perda irreversivel das fungbes da organela, tais como a respiragdo mitocondrial, a
fosforilagcdo oxidativa € o transporte iénico (VLADIMIROV et al., 1980; MASINI et al.,
1985).

A lipoperoxidagdo, processo que pode ser induzido por muitos diferentes
agentes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999), € iniciado por um radical livre, o qual
abstrai um atomo de hidrogénio de &acidos graxos insaturados da membrana,
levando a geracdo de radicais lipidicos, 0os quais combinam-se com o oxigénio
molecular (L* — LOQ"). Os radicais formados propagam a reagdo de lipoperoxidagéo
que pode ser interrompida pela reagdo entre dois radicais lipidicos ou por
antioxidantes como a vitamina E (KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999).

Neste trabalho foram utilizados ADP e FeCls para induzir a lipoperoxidagéao
em mitocondrias energizadas pela oxidacdo de 2-oxoglutarato. Neste sistema, o
complexo ADP-Fe®**-O," inicia a reagdo de lipoperoxidacdo (SASSA et al., 1994).

A figura 41 mostra que a deltametrina estimulou o processo de
lipoperoxidagdo em mitocondrias de figado de rato. Na concentracdo de
10 nmol-mg™ de proteina o estimulo foi significativo somente no tempo de 45

minutos. Com deltametrina 100 nmol-mg™” de proteina a partir de 30 minutos ja foi
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FIGURA 41 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE A LIPOPEROXIDACAO
FERRO INDUZIDA EM MITOCONDRIAS DE FiGADO DE RATO

SISTEMA: Mitocéndrias (1,0 mg-mL™") foram incubadas sob agitacdo a 37°C, em mistura de reacéo
constituida de: D-manitol 250 mmoI.L'1, HEPES 10 mmoI.L'1, pH 7,2, ADP 2 mmoI.L'1,
FeCls 200 Omol-L™" na auséncia e presenca de deltametrina (10, 100, 200 e 400 nmol.mg'1
de proteina). A incubagao foi iniciada pela adi¢do de 2-oxoglutarato 5 mmol-L". Aliquotas
de 0,5 mL da mistura foram retiradas nos tempos zero (anterior a adi¢do de substrato) e
em 10, 20, 30 e 45 minutos de incubagao na presenga de substrato e adicionadas em
2 mL de reagente TBARS (TCA 15%, TBA 0,375% em HCI 0,25 N e BHT 0,01%). Os
resultados experimentais estdo expressos em Umol de TBARS formado por miligrama de
proteina. Os pontos experimentais sao as médias de 4 experimentos distintos. As barras
de erros representam os desvios padrao.

*Valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05).



117

observado um aumento significativo na lipoperoxidagdo. Quando a concentragdo
utilizada foi de 200 e 400 nmol-mg™ de proteina o efeito sobre a lipoperoxidacao foi
significativo a partir de 20 e 10 minutos, respectivamente. No tempo 45 minutos os
valores de TBARS aumentaram de 37, 47, 57 € 77% nas concentracbes de
deltametrina de 10, 100, 200 e 400 nmol-mg'1 de proteina, respectivamente. Estes
resultados incluem a deltametrina como mais um piretréide a apresentar efeito
estimulador da lipoperoxidacao que foi também descrito para o fenvalerato, outro
piretroide do tipo Il (MAITI et al., 1995).

Entre os fatores que contribuem para este efeito da deltametrina deve-se
destacar o carater altamente lipofilico da molécula deste piretrdide, e a sua interagdo
na regido mais hidrofébica da membrana, como ja discutido anteriormente. Cabe
também ressaltar que a clivagem de piretrdides, contendo o grupo alfa-ciano, e seus
ésteres metabdlicos, geram cianohidrinas, as quais sdo muito instaveis sob
condi¢des fisioldégicas e se decompdem rapidamente em cianeto e aldeido (WHO,
1990; SHAN & HAMMOCK, 2001). Os aldeidos e outros conjugados lipofilicos
podem levar ao estresse oxidativo durante a intoxicagédo por piretroide (KALE et al.,
1999). Neste aspecto, vale destacar que os experimentos controle mostraram que o
composto nao gerou grupos aldeidicos correspondentes no sistema nas mesmas
condigbes experimentais, porém, na auséncia de mitocondrias, descartando-se,
desta forma, fatores interferentes de reacdo ndo especifica nos resultados
observados. Outro aspecto refere-se aos niveis de cianeto formado por hidrélise da
deltametrina. De acordo com SHAN & HAMMOCK (2001) estes ndo séo suficientes
para causar efeito téxico em humanos. A conversao da cianohidrina a aldeido é pH-
dependente e a conversao é promovida por condi¢cdes basicas. A taxa de conversao
de cianohidrina em aldeido aumenta rapidamente em pH 8 ou superior (SHAN &
HAMMOCK, 2001), desta forma os experimentos controle, realizados na auséncia de
mitocondrias descartaram também a possibilidade da formagao de cianeto e aldeido
a partir da deltametrina.

A figura 42 mostra o efeito do glifosato nas concentragbes de 3,2 e
12,8 umol-mg'1 de proteina sobre a lipoperoxidagéo ferro-induzida. O glifosato inibiu
significativamente o processo de lipoperoxidagao em todos os tempos analisados. A

inibicdo foi de 64 e 84% nas concentracées de 3,2 e 12,8 umol-mg™ de proteina no



118

1,2 1
Tg 1.0 _ —o— Controle §
S {1 —e—3,2 umol.mg'1
E& 084 —a— 12,8 umol.mg'1 §
o)
3 0,6
g T *
S 04 & /I
w 4 *
% 0,2 4 . *VI ?
— T !—/4 *
0,0 - * *
T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tempo (min)

FIGURA 42 - EFEITO DO GLIFOSATO SOBRE A LIPOPEROXIDACAO FERRO
INDUZIDA EM MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO

SISTEMA: Mitocéndrias (1,0 mg-mL™") foram incubadas sob agitagio a 37°C, em mistura de reagéo
constituida de: D-manitol 250 mmoI~L'1, HEPES 10 mmol.L", pH 7,2, ADP 2 mmoI~L'1,
FeCls 200 Omol-L" na auséncia ou presenca de: glifosato (3,2 e 12,8 umolmg'1 de
proteina). A incubagao foi iniciada pela adigao de 2-oxoglutarato 5 mmol.L". Aliquotas de
0,5 mL da mistura foram retiradas nos tempos zero (anterior a adigao de substrato) e em
10, 20, 30 e 45 minutos de incubagéo na presenga de substrato e adicionadas em 2 mL de
reagente TBARS (TCA 15%, TBA 0,375% em HCI 0,25 N e BHT 0,01%). Os resultados
experimentais estdo expressos em [mol de TBARS formado por miligrama de proteina.
Os pontos experimentais sao as médias de 4 experimentos independentes. As barras de
erros representam os desvios padrao.

*Valores estatisticamente diferentes do controle (p<0,05).
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tempo de 45 minutos. Considerando a capacidade do glifosato na formacéo de
complexos metalicos, pode-se propor que o efeito seja resultante de uma
complexagao do herbicida com o metal, o que diminuiria a disponibilidade de ferro no
sistema. Outra possibilidade seria a interferéncia do glifosato na redugédo do ferro.
Tais possibilidades permanecem em aberto como possibilidade de investigagao
futura onde estudos visando elucidar se o glifosato impede a redugdo do ferro, por
aceitar elétrons ou se o praguicida é quelante de ferro nas condi¢des experimentais
utilizadas, deverao ser realizados.

6.15 DETERMINAGAO DA LIBERACAO DE FERRO DA FERRITINA PELA

DELTAMETRINA E GLIFOSATO

Considerando que a deltametrina estimula a lipoperoxidagédo ferro-
dependente, a avaliagdo da possibilidade deste piretréide promover a liberagéo de
ferro da ferritina tornou-se relevante, considerando o papel desta proteina no
armazenamento de uma grande quantidade de ferro no seu interior (WATT et al.,
1985). A agregacao do metal a ferritina, contribui para proteger a célula contra a
toxicidade envolvendo radicais de oxigénio formados pelo ferro e por peréxidos nas
reacdes de Fenton e Haber-Weiss (HARRISON & AROSIO, 1996). Contudo, o Fe**
da ferritina pode ser reduzido por varios radicais como o anion superéxido e
semiquinona, e liberado como Fe?* pode promover dano oxidativo & célula através
das reacgdes citadas (MONTEIRO et al., 1988; THOMAS et al., 1985). A mobilizagéo
do ferro da ferritina in vitro pode ocorrer por quelacéo direta do Fe®* ou pela reducéo
do Fe®* a Fe?* (FUNK et al., 1985). Alguns estudos sugerem que a presenca de um
xenobiético pode promover a liberagdo de ferro da ferritina, e desta forma, a ferritina
funciona como uma fonte de ferro, que quando liberado, pode promover
lipoperoxidagao in vivo (THOMAS et al., 1985).

Os experimentos cujos resultados estdo apresentados na figura 43 foram
planejados para avaliar o efeito da deltametrina sobre a liberagao de ferro da
ferritina. Verifica-se que isto ocorreu em um efeito que foi dependente da
concentracdo do piretréide, sendo significativo desde a concentracdo de
10 nmol-mg™' de proteina. Os valores absolutos obtidos para a liberagédo de ferro da



120

e 4
1 ,8 ] */
o 187 b
o 1,44 */ 3.0
€ 1 g 251 —
= 1 ,2 - ~k/I < 77 ./o/
o ] E 2,04 /o/
< 1,04 * 2 A
© 4 g 1.54 A
S 0,8- 5 101 <~
O ’ p 3 10 _ o/ O—0
. 0,6 & 0,54 O/O’O/O—O—O—O—‘O’_
c‘\l"q) ] Qo /(.)/O/ —0— Controle
0,04 # —e— Deltametrina 200 nmol.mg”
L 0,4 - ' T 1 T T T T T T T T 7 ?
1 0 10 20 30 40 50 60
052 __ Tempo (min)
0,0 T T T T T T I T I !
0 50 100 150 200

Deltametrina (nmol.mg'1 de proteina)

FIGURA 43 - EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE A LIBERACAO DE FERRO
DA FERRITINA
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