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RESUMO 

 

PAZIN-SILVA, M. Avaliação da toxicidade dos congêneres BDE-47 e BDE-99 de 
éter de bifenilas polibromadas (PBDEs) utilizando ensaios mitocondriais. 62f. 
Dissertação (Mestrado).  Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 

 
 
Os éteres de bifenilas polibromados (PBDEs) são largamente usados como 
retardadores de chama e têm sido detectados no sangue humano, tecido adiposo e 
leite materno devido às suas propriedades físico-químicas e bioacumuladoras e à 
sua elevada persistência no meio ambiente. Muitos estudos têm relatado toxicidade 
hepática relacionada à exposição aos PBDEs. Como efeitos citotóxicos são 
frequentemente associados à disfunção mitocondrial,no presente estudo, 
investigamos a toxicidade do BDE-47 em mitocôndrias isoladas de fígado de rato. 
Nos seguintes parâmetros: potencial de membrana mitocondrial, consumo de 
oxigênio, interação com a membrana mitocondrial, liberação de cálcio, inchamento 
mitocondrial e os níveis de ATP da suspensão mitocondrial com a finalidade de 
observar a capacidade do composto em interferir com a bioenergética da organela. 
Avaliou-se ainda a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), dos níveis de 
GSH/GSSG, níveis mitocondriais de grupos sulfidrila de proteínas e níveis 
mitocondriais de NAD(P)H com o intuito de analisar o estado redox mitocondrial. Os 
congêneres BDE-47 e BDE-99 foram avaliados em concentrações que variaram 
entre 0,1 e 50 µmol/L. Os dois congêneres de PBDEsapresentaram toxicidade 
mitocondrial afetando todos os parâmetros que avaliam a bioenergética mitocondrial 
culminandoum uma depleção do ATP. Por outro lado, nos ensaios de avaliação do 
estresse oxidativo os PBDEs estudados não demonstraram qualquer efeito, no 
entanto, afetaram a cadeia respiratória mitocondrial, o que normalmente reflete em 
um acúmulo de espécies reativas de oxigênio. Estes resultados são explicados pelo 
mecanismo de ação destes compostos como retardante de chama, pois durante a 
combustão os retardantes de chama bromados realizam a neutralização de radicais 
livres (OH• e H•). Conclui-se assim que os PBDEs podem levar à disfunção 
bioenergética e assim induzir a morte celular pela diminuição do ATP. Observou-se 
ainda que BDE-47 apresentou maior toxicidade do que o BDE-99 sobre os 
parâmetros estudados. 
 
 
Palavras-chave: Éter de bifenilas polibromadas, Bioenergética, Mitocôndrias. 
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ABSTRACT 

PAZIN-SILVA, M. Evaluation of the toxicity of BDE-47 and BDE-99 congeners of 
polybrominated biphenyl ether (PBDE) using mitochondrial assays. 62f 
Dissertation (Master). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 

Polybrominated biphenyls ethers (PBDE) , widely used as flame retardants, have 
been detected in human blood, adipose tissue and breast milk due to their 
physicochemical and high bioaccumulative properties and environmental 
persistence. Many studies have reported liver toxicity related to exposure to PBDEs. 
As cytotoxic effects are often associated with mitochondrial dysfunction,in the 
present study, we investigated the toxicity of the BDE-47 and BDE-99 on isolated rat 
liver mitochondria. Assessing mitochondrial membrane potential, oxygen 
consumption, interaction with the mitochondrial membrane, calcium release, 
mitochondrial swelling and ATP levels of the mitochondrial suspension in order to 
observe the ability of the compounds to interfere with the bioenergetic organelle, and 
the formation of reactive oxygen species (ROS), GSH/GSSG levels, mitochondrial 
sulfhydryl groups and levels of mitochondrial NAD(P)H in order to analyze 
mitochondrial redox state. The congeners BDE-47 and BDE -99 were evaluated at 
concentrations ranging between 0.1 and 50 µmol/L. Both PBDEs congeners showed 
mitochondrial toxicity affecting all parameters that assess mitochondrial bioenergetics 
and culminating with ATP depletion. On the other hand, no effect was observed in 
tests assessing oxidative stress, although they were able to inhibit the mitochondrial 
respiratory chain, which is usually reflected in an accumulation of reactive oxygen 
species. These results are explained by the mechanism of action of this compounds 
as flame retardants, because during the combustion brominated flame retardants 
perform the neutralization of free radicals (OH• and H•). It follows that PBDEs can 
lead to mitochondrial dysfunction and thus induce bioenergetic cell death. It was also 
observed that The BDE-47 showed higher toxicity than BDE-99 in the studied model. 

 

Keywords: Polybrominated biphenyls ethers, Bioenergetics, Mitochondria. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 Contaminantes emergentes 
 

No mundo todo existem cerca de onze milhões de substâncias químicas, das 

quais aproximadamente três mil são produzidas em larga escala e poucas, 

aproximadamente 50, são regulamentadas pelos parâmetros de potabilidade da 

água na maioria dos países, incluindo o Brasil (NETO, 2010). 

Atualmente, os estudos de Toxicologia Ambiental têm voltado sua atenção para 

compostos originados em processos antropogênicos. Dentre estes, encontramos 

alguns que são atualmente classificados como “contaminantes emergentes”, sendo 

estes compostos de amplo espectro, originados de diferentes tipos de produtos 

químicos (sintético ou natural). Entre os contaminantes emergentes, destacam-se os 

retardantes de chama, produtos farmacêuticos, plastificantes, agentes tensoativos, 

certos praguicidas, entre outros que não eram conhecidos ou não reconhecidos 

como contaminantes ambientais, sendo seus efeitos ao meio ambiente e ao homem 

relativamente desconhecidos (MATAMOROS et al., 2012). 

Os níveis dessas substâncias têm aumentado em diversos compartimentos 

ambientais devido a atividades industriais, efluentes residenciais e das estações de 

tratamento de água e esgoto (FONTENELE et al., 2009). Portanto, uma 

monitorização destes compostos no ambiente se faz necessária, particularmente na 

água, devido a grande extensão de ação e deslocamento destes compostos, 

adicionalmente às preocupações ecotoxicológicas (RODIL et al., 2012). Para tal, as 

agências de vigilância ambientaldispendem de altos valores e muito esforço para 

monitorar xenobióticos presentes em águas superficiais, sedimentos, animais 

aquáticos e ecossistema terrestre (DIAMOND et al.,  2011). Entretanto, existe uma 

carência de dados toxicológicos, principalmente relacionados aos efeitos nocivos 

aos organismos, aos biomarcadores de exposição e potenciais danos ao ambiente 

(DIAMOND et al., 2011). 

Dentre estes contaminantes, os retardantes de chama polibromados (PBDEs – 

Polybrominated Flame Retardants) merecem uma atenção especial por possuírem 

uma alta resistência no meio ambiente e assim serem considerados como poluentes 

orgânicos persistentes (POPs) (SHE et al., 2013). Estes compostos possuem 
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características físicas, químicas e bioacumulativas semelhantes às amplamente 

estudas Bifenilas Policloradas (PCBs) e se assemelham também com relação à 

capacidade de difusão no ambiente e em tecidos humanos (SIDDIQI et al., 2003; 

PENA-ABAURREA et al., 2013). Os PCBs foram descobertos há mais de 100 anos e 

diversos trabalhos também relatam sua capacidade de causar hepatotoxicidade, 

neurotoxicidade, imunotoxicidade e alterações endócrinas assim como os PBDEs 

(ZHU et al., 2009; HORTON et al, 2013).  

 

 

1.2 Retardantes de chama 
 

A utilização dos retardantes de chama serve como medida de segurança na 

prevenção de incêndios. Estes são utilizados em indústrias de eletroeletrônicos, 

têxtil, automobilística e construção civil, sendo empregados em materiais como 

madeira, plásticos, papéis, utensílios de cozinha, dentre outros. (CHEVRIER et al., 

2010; ANGIONI et al, 2013). 

Sem estes retardantes de chama os bens de consumo se queimam com muita 

facilidade e rapidamente, o que leva a possíveis danos materiais e à saúde. Assim, 

durante ou após o processo de fabricação destes bens de consumo os retardantes 

de chama são adicionados a fim de tornar os materiais resistentes ao fogo ou à alta 

temperatura, inibindo ou suprimindo o processo de combustão e reduzindo o risco 

de lesões em casos de incêndio (PESTANA et al., 2008).  

Atualmente existem mais de 175 substâncias químicas classificadas como 

retardantes de chama, dos quais os maiores grupos são os halogenados (bromados 

e clorados), seguidos deoutros como: derivados de fósforo, de nitrogênio, melaminas 

e cargas inorgânicas (RAVICHANDRAN et al., 2011).  

Nas ultimas décadas houve um grande aumento na demanda de retardantes 

de chama, observando-se um aumento de mais de 600% entre os anos 2000 e 

2011, passando de 310.000 tonelada/ano para 2 milhões tonelada/ano (BSEF, 2000; 

FROL, 2013). Neste último levantamento, os retardantes de chama bromados 

constituíam cerca 20% dentre todos utilizados no mundo (FROL, 2013). O consumo 

dos retardantes de chama bromados (RCBs) varia de acordo com a região na 

qualsão utilizados, esta variação deve-se principalmente à legislação nacional e às 

preferências dos produtores, sendo a indústria de aparelhos eletro-eletrônicos um 
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dos campos mais importantes de consumo e demanda destes compostos 

(WATANABE, 2003). 

 

 

1.3 Retardantes de chama polibromados 

 

Os retardantes de chama polibromados podem ser divididos em grupos, dos 

quais os mais utilizados são: bifenilas polibromadas (PBBs, do inglês polybrominated 

biphenyl), os éteres de bifenilas polibromadas (PBDEs, do inglês polybrominated 

diphenyl ether), dibenzo-p-dioxinas polibromadas (PBDDs, do inglês polybrominated 

dibenzo-p-dioxins) entre outros. Os PBDEs (Figura 1) são os mais empregados 

devido a sua alta eficiência contra a propagação da chama e o baixo custo 

(PESTANA et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Estrutura química geral dos PBDEs (x + y = 1 a 10 átomos 
de bromo)  
Fonte: INCHEM. 

 

Dentre os PBDEs, os congêneres de baixo peso molecular (tri a hexa-BDE) são 

considerados os mais importantes do ponto de vista toxicológico, pois são 

absorvidos quase totalmente, lentamente excretados e apresentam alto potencial de 

bioacumulação (RICHARDSON; TERNES, 2005). Isto ocorre principalmente devido 

à baixa pressão de vapor e elevado coeficiente de partição octanol/água (log Kow), 

(BRAEKEVELT; TITTLEMIER; TOMY, 2003). 

A resistência à chama está diretamente associadaao processo de combustão 

composto por pré-aquecimento, pirólise ou decomposição/volatilização, ignição e 

extinção (SACKS; LOHMANN, 2012). Os mecanismos de ação dos retardantes de 

chama se baseiam em princípios físicos (resfriamento ou diluição) ou químicos 

(neutralização de radicais, remoção por decomposição do polímero ou proteção 
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devido à carbonização). Estes mecanismos consistemessencialmente na 

neutralização dos radicais livres (OH• e H•) produzidos durante o processo de 

combustão, formados durante a ignição e responsáveis pela a propagação da 

chama (Figura 2) (PESTANA et al., 2008). 

 

Figura 2. Mecanismo dos retardantes de chama halogenados na combustão  
Fonte: PESTANA et al., 2008. 
 

 

 
1.4 Toxicidade dos PBDEs 

 
O contato do ser humano e do meio ambiente com os retardantes de chama 

pode ocorrer em diversas situações, como: na fabricação destes, na incorporação a 

produtos, durante o tempo de uso do produto contendo estas substâncias e também 

com efluentes contaminados pelo descarte inadequado (DANISH 

ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1999; UNITED STATES 

ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2005). 

Diversos autores têm relatado o potencial tóxico dos PBDEs. Entre seus 

principais efeitos estão a hepatotoxicidade (NASH; SZABO; CAREY, 2013), 

alterações imunológicas (FAIR et al., 2012), neurotoxicidade (SLOTKIN et al, 2013)e 

ações endócrinas (YU et al., 2011). Contudo, os mecanismos de ação tóxica ainda 

não foram bem elucidados, porém sabe-se que os compostos são resistentes a 

ácidos, bases, luz, calor, redução e oxidação (COSTA, 2006), com exceção do 

congênere BDE-209 (decabromado) que pode sofrer fotólise e formar compostos 

com menor número de bromos em sua estrutura (TALNESS et al., 2008). Portanto, 

em relação ao meio ambiente pode-se afirmar que são extremamente persistentes.  
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Ainda é importante ressaltar que Talness (2008) relatou que o deca-BDE 

poderia gerar outros congêneres por metabolismo ativo ou biotransformação, além 

da fotólise, com menos átomos de bromo em suas estruturas, como tetra-BDE e 

penta-BDE. 

Koenig e colaboradores (2012) confirmaram em seu trabalho que a exposição 

perinatal ao BDE-47 pode ter consequências no neurodesenvolvimento e que a 

exposição lactacional representa um risco de exposição significativa durante o 

desenvolvimento de ratos. No mesmo sentido, Chen e colaboradores (2012) ao 

testarem o BDE-47 em zebra-fish, mostram que os padrões de conectividade 

neuronal foram alterados e isto pode contribuir para os déficits comportamentais 

motores. 

Sjödin e colaboradores (1999) verificaram que trabalhadores suecos que 

atuavam desmontando manualmente equipamentos eletrônicos em jornada de 

trabalho de 8 horas/dia apresentaram concentrações 70 vezes maiores do 

congênere BDE-183 quando comparados ao grupo controle. Outro estudo mais 

recente, quantificou BDE-47 em amostras de sangue de trabalhadores chineses em 

uma indústria de equipamentos eletrônicos e foi detectada uma presença maior 

deste composto em homens inférteis, relacionando este composto com esterilização 

(WANG et al. 2012). 

Adicionalmente, um estudo realizado entre 2002 e 2003 com 157 mulheres 

australianas investigou a presença de PBDEs no leite materno. Em todas as 

amostras estudadas foram encontrados diferentes congêneres, principalmente BDEs 

–47, –99, –100, –153, –154 e –183 (TOMS et al., 2007). Um estudo similar avaliou o 

leite materno humano, verificando níveis elevados de todos os congêneres 

estudados (DANIELS et al., 2010). 

Esses compostos são recalcitrantes no meio ambiente devido a sua alta 

lipofilicidade, podendo ser encontrados em diversos compartimentos ambientais, 

além dos vários fluidos biológicos humanos, como sangue e leite, já relatados 

anteriormente. A detecção destes compostos tem sido feita mesmo em locais 

remotos, como camadas polares, onde o lançamento não é esperado, demonstrando 

grande potencial de transporte (PESTANA et al., 2008; BIRNBAUM et al., 2003). 

Ikonomou e colaboradores (2002) constataram que se for mantida a taxa de 

bioacumulação de PBDEs em animais das regiões árticas, em 2050 os níveis dos 

retardantes de chama já será maior que o de PCBs. De acordo com este estudo, os 
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níveis de PBDEs aumentaram exponencialmente entre 1981 a 2000 na região ártica 

do Canadá. 

Vários compartimentos ambientais sofrem com a ação dos PBDEs, conforme 

relatado por Hites (2004) em sua revisão sistemática de estudos existentes na 

época, na qual mostrou elevadas concentrações de PBDEs nos compartimentos 

ambientais e em amostras biológicas de humanos e animais. Foram relatadas 

concentrações de até 193 ng/g de lipídios em leites de lactantes americanas, além 

de 7500 ng/g em ovos de gaivota da região dos grandes lagos (EUA) e 67000 ng/g 

em ar de ambientes ocupacionais na Suécia. 

Estudos mostraram que o PBDE-99 é capaz de induzir morte celular por 

apoptose, aumentando a concentração de radicais livres intracelular (SOUZA et al., 

2013). Já o BDE- 47 demonstrou em outro estudo, também a capacidade de elevar a 

produção de radicais livres nas células, indicando a possibilidade de que a 

mitocôndria seja o principal alvo de toxicidade celular, levando a um aumento na 

produção destes radicais no interior da célula e indução de morte celular (HU et al., 

2009). 

 

 

1.5 Bioensaio mitocondrial em análises toxicológicas  
 
1.5.1 Estrutura e função mitocondrial 

 
A mitocôndria é a principal organela produtora de energia celular e possui 

papel fundamental na manutenção de diversas funções celulares. A maior parte das 

células eucarióticas possui mitocôndria e a quantidade destas pode variar de acordo 

com o tipo celular e necessidade de energia que o tecido nos quais se encontram 

requerem. Mesmo havendo variabilidade morfológica pode-se atribuir uma 

morfologia básica às mesmas, caracterizada por possuir um formato ovalado, 

comprimento de aproximadamente 0,5µm e 1µm de diâmetro, além de um sistema 

duplo de membranas, externa (MME) e interna (MMI), separadas pelo espaço 

intermembranar, sendo que a membrana interna delimita uma matriz amorfa rica em 

proteínas na qual está presente DNA mitocondrial (mtDNA) (OTERA; ISHIHARA; 

MIHARA, 2013). 



Introdução  |  7 

A membrana mitocondrial externa é lisa, possui tamanho de área superficial 

fixa e contém em altas quantidades uma proteína transportadora chamada porina, a 

qual forma canais e torna a MME permeável às moléculas com tamanho menores 

que 5 kDa, cuja principal função é fazer a comunicação entre as mitocôndrias e a 

rede metabólica celular (STOWE; CAMARA, 2009). Além das porinas, existem 

outras proteínas presentes na MME, as quais realizam funções essenciais à 

mitocôndria, como síntese de lipídeos ou conversão de substratos lipídicos para o 

metabolismo (PORTER et al., 2011). 

Diferentemente da membrana externa, a membrana interna apresenta várias 

invaginações, as quais são características por sua forma de cristas ou túbulos que 

contribuem para aumentar superfície de contato (DING et al., 2012). As cristas 

podem variar em quantidade e morfologia de acordo com demanda energética da 

organela (ZICK; RABL; REICHERT, 2009) e, ainda que as cristas sejam 

predominantes, existem formações tubulares como ocorre nas mitocôndrias de 

células que sintetizam esteroides (ALBERTS et al., 1997).  

A permeabilidade da MMI também é diferente da presente na MME, pois a 

primeira é impermeável a quase todos os íons e moléculas polares e possui elevada 

quantidade de proteínas, sendo que muitas destas proteínas permitem o transporte 

de metabólitos selecionados (NICHOLLS; FERGUSON, 1982; STOWE; CAMARA, 

2009). A permeabilidade diferenciada desta membrana é mediada e regulada por 

proteínas, as quais são associadas com as três principais funções da membrana 

interna, são elas: proteínas da cadeia respiratória, que transferem elétrons; 

proteínas do complexo enzimático denominado ATP-sintase, responsável por 

produzir ATP; e proteínas transportadoras específicas que regulam a passagem de 

metabólitos por essa membrana (LIMA; DUARTE; SÁ, 2010).  

Como já citado, a mitocôndria é a principal produtora de energia celular, a 

qual encontra-se na forma de adenosina 5’-trifosfato, mais conhecido como ATP. 

Este composto é essencial em diversas funções celulares e sua síntese é realizada 

pela ATP-sintase acoplada à cadeia respiratória mitocondrial (Figura 3) (PEREIRA et 

al., 2012). 

No espaço intermembranas, compreendido entre as duas membranas, há 

diferentes enzimas que utilizam o ATP gerado para fosforilar nucleotídeos ou 

sinalizar o desencadeamento de morte celular por apoptose (LIMA; DUARTE; SÁ, 

2010).  
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Figura 3. A) Figura representativa de uma mitocôndria com ênfase nosquatro compartimentos 
principais. MME – Membrana Mitocondrial Externa; EIM – Espaço Intermembranas; MMI – Membrana 
Mitocondrial Interna; e Matriz mitocondrial. B) Esquema representativo da cadeia respiratória (cadeia 
transportadora de elétrons – CTE) acoplada a ATP-Sintase. A CTE está localizada na membrana 
interna MMI enquanto que o mtDNA está localizado na matriz mitocondrial, mesmo local que ocorre o 
ciclo do ácido cítrico (Ciclo de Krebs). A CTE é constituída por cinco complexos proteicos. Complexo I 
(NADH desidrogenase) e complexo II (succinato-desidrogenase), os quais recebem elétrons a partir 
de metabolismo intermediário, que são então transferidos para a coenzima Q e posteriormente 
entregues ao complexo III (citocromo c redutase). Estes elétronssão transportados do complexo III 
para o complexo IV (citocromo c oxidase) mediados pelo citocromo c, sendo esta a última etapa da 
cadeia transportadora de elétrons, o qual produto final é a formação de água através da redução do 
oxigênio molecular. O transporte de elétrons é acoplado ao bombeamento de prótons da matriz para 
o EIM, que é mediado pelos complexos I, III e IV. O gradiente eletroquímico (∆ψ) gerado pelo 
bombeamento de prótons durante a fosforilação oxidativa é utilizado como força motriz para o 
complexo V (ATP-sintase) produzir ATP (DUARTE, 2012; PEREIRA et al., 2012). 
Fonte: PEREIRA et al., 2012. 

 

A membrana interna delimita um compartimento denominado matriz, na qual 

se encontramdiversas enzimas, entre elas as envolvidas no ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos e na β-oxidação, além do mtDNA (LIMA; DUARTE; SÁ, 2010). Este 

material genético exclusivo, o mtDNA é diferente do DNA nuclear, sendo que o 

primeiro é caracterizado por um duplo filamento circular, compacto e sem íntrons. O 

mtDNA contém  37 genes que codificam 2 RNAs ribossômicos, 22 RNAs 

transportadores e 13 RNAs mensageiros (RNAm), que são traduzidos em 13 

polipeptídios envolvidos na fosforilação oxidativa. Enquanto que o DNA nuclear é 

conhecido por possuir longas fitas, constituídas cada uma por dupla hélice e que 

contém aproximadamente 100.000 genes (SCHEFFLER, 2001). O mtDNA codifica 

aproximadamente 10% das proteínas mitocondriais que são componentes 

essenciais de 4 dos 5 complexos responsáveis pela fosforilação oxidativa 

A) B) 
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mitocondrial, com exceção do complexo II que é formado, exclusivamente, por 

subunidades codificadas pelo DNA nuclear (nDNA). Portanto, para um bom 

funcionamento desta organela, uma boa cooperação entre o DNA nuclear e o DNA 

mitocondrial se faz necessária (SOUZA; GIUGLIANI, 2001). 

 

 

1.5.2 Ação de xenobióticos sobre a mitocôndria  

 

Conforme explicado anteriormente, a mitocôndria é a principal organela 

responsável por transformar a energia retirada dos alimentos em energia em uma 

forma útil às células, devido a isto, esta organela possui um papel fundamental na 

manutenção de várias funções celulares. Para ocorrer esta manutenção, a 

mitocôndria obtém oxigênio e substratos derivados de glicose, aminoácidos e ácidos 

graxos e como produto final há conversão destes substratos em moléculas de 

ATP(SRINIVASAN; AVADHANI, 2012).Assim, é de vital importância que se 

mantenha a integridade morfológica e funcional da organela, sendo estaum dos 

principais alvos de toxicantes (WALLACE; STARKOV, 2000). Portanto, espera-se 

encontrar um equilíbrio entre a geração e utilização de energia, avaliados a partir 

dos níveis de ATP e este equilíbrio assegura aos tecidos energia suficiente para que 

não ocorra dano celular (PEREIRA et al., 2012). 

 Quando xenobióticos agem como inibidores da cadeia respiratória, o O2 

disponível para a mitocôndria pode sofrer redução incompleta, isto gera o radical 

superóxido por meio da reação catalisada pela NADH-desidrogenase ou pelo ciclo 

da Ubiquinona (coenzima Q) (TURRENS, 1997). O aumento na formação de 

superóxido ou deficiência no sistema antioxidantelevam à formação de peróxido de 

hidrogênio (H2O2)e este se acumula ocorrendo uma condição conhecida como 

estresse oxidativo. Nesta condição, juntamente com a presença de Fe2+, há 

produção do radical hidroxil via reação de Fenton e Haber-Weiss (Figura 4). Este 

radical é capaz de induzir citotoxidade por meio dos danos oxidativos, sendo que 

para este tipo de radical, não existe nenhum sistema antioxidante enzimático 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). 
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Figura 4. Esquema da Reação de Fenton e Haber-Weiss 
explicando a formação de radicais livres na presença de ferro livre.  
Fonte: RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003. 

 
Disfunções mitocondriais têm sido relacionadas a algumas doenças 

degenerativas, como a doença de Parkinson, e com a toxicidade de diversos 

compostos (RANA; RERA; WALKER, 2013; PEREIRA; SOUZA; DORTA, 2013; 

HUANG et al., 2011). Esta associação ocorre, pois como supracitado, alguns 

xenobióticos podem causar deficiências na funcionalidade da cadeia respiratória o 

que leva a uma diminuição na produção de ATP, à formação de radicais livres e a 

alterações nos mecanismos de regulação do cálcio intracelular. Todos estes eventos 

celulares podem induzir oxidação no DNA, de proteínas e de lipídeos, além de 

induzir a abertura do poro de transição de permeabilidade, um acontecimento que 

está correlacionado com os mecanismos de apoptose e morte celular (LEMASTERS, 

1999). 

 

 

1.5.3 Formação de poro de transição de permeabilidade 

 
Caso haja um dano mitocondrial, várias mudanças podem ocorrer em sua 

fisiologia e estrutura, comprometendo assim diversas das funções mitocondriais já 

citadas. Adicionalmente pode ocorrer prejuízo no sistema de sinalização celular, pois 

esta organela também é responsável por vários destes processos, como o de 

sinalização de morte celular programada (apoptose) através de sistemas integrados 

de reações bioquímicas (BERNARDI; RASOLA, 2007).  

Quando mitocôndrias isoladas entram em contato com elevadas 

concentrações de Ca2+ e/ou ocorre um desequilíbrio no estado oxidativo, pode haver 

um aumento de temperatura – devido à liberação de energia originada na CTE que 

não foi convertida em ATP. Já, quando a mesma entra em contato com alguns 
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xenobióticos podem sofrer o fenômeno descrito como Transição de Permeabilidade 

Mitocondrial (TPM). A TPM é um fenômeno mediado pela abertura de poros de 

natureza proteica na membrana interna mitocondrial, sendo que esta abertura de 

poros que gera uma alteração na permeabilidade mitocondrial é chamada de Poro 

de Transição de Permeabilidade (PTP) (RAO; CARLSON; YAN, 2013). 

Três principais proteínas compreendem a formação PTP, são elas: o canal de 

ânion dependente de voltagem (VDAC) presente na membrana exterior; o 

translocador de nucleotídeo de adenina (ANT) localizado na membrana interna; e 

Ciclofilina D (CypD) encontrado na matriz (TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2007). Quando 

agentes externos agem sobre a mitocôndria a CypD pode se ligar ao ANT causando 

a abertura do poro, seguido de um inchamento das mitocôndrias. Este processo 

pode ser inibido na presença de Ciclosporina A (CsA), devido ao fato de que a CsA 

inibe a ligação da CypD com a membrana interna mitocondrial, porém pode ocorrer 

a formação do PTP mesmo na ausência de CypD (PEREIRA et al., 2012; RAO; 

CARLSON; YAN, 2013).  

Este processo é caracterizado por um aumento súbito da permeabilidade da 

membrana interna mitocondrial, podendo permitir a entrada de solutos que antes 

eram bloqueados(<1,5kDa), devido à abertura de um canal de alta condutância, 

sensível a Ciclosporina A e Ca+2 dependente (BERNARDI; RASOLA, 2007; 

TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2007). A ocorrência da TPM causa vários distúrbios na 

mitocôndria, podendo levar a umadissipação do potencial de membrana mitocondrial 

o que culmina em uma redução da produção de ATP (BERNARDI; RASOLA, 2007). 

Em um ambiente experimental controlado, mitocôndrias isoladas de ratos 

podem sofrer uma transição de permeabilidade devido a três principais fatores: 

aumento do cálcio intracelular, t-butilhidroperóxido e fosfato (Pi) que agem por 

diferentes mecanismos. O cálcio entra na mitocôndria por meio de um canal 

uniporter eletroforético e desencadeia a transição por meio de uma ligação em sítio 

ainda desconhecido, podendo gerar produção de radicais livres. O t-

butilhidroperóxido pode causar a abertura de poro, pois o mesmo é metabolizado 

pelo sistema glutationa peroxidase com oxidação do NAD(P)H que está associado à 

ocorrência de transição, mas também pode ser devido à supressão que o mesmo 

causa no sistema antioxidante. Por fim, o fosfato pode desencadear o evento de 

transição diminuindo a concentração de ADP na matriz mitocondrial (LAPIDUS; 

SOKOLOVE, 1994; RAO; CARLSON; YAN, 2013). Portanto, a formação de PTP leva 
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a um desequilíbrio homeostásico mitocondrial, podendo levar a uma redução nos 

níveis de ATP e culminar em morte celular. 

Outro ponto importante é que desde 1955 já era correlacionado o inchamento 

mitocondrial com a presença de xenobióticos como o fosfato, arsenato, arsenito e 

vários outros íons metálicos, assim descritos por Hunter e Ford (1955). 
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2. OBJETIVOS 
 
 O objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos de ação tóxica dos 

PBDEs em mitocôndrias, utilizando como modelo os congêneres BDE-47 e BDE-99, 

os quais são representantes amplamente utilizados da classe das bifenilas 

polibromadas com alto potencial toxicante e o principal encontrado na natureza. 

Para tanto, foram propostos especificamente os seguintes objetivos: 

• Investigar os efeitos dos congêneres BDE -47 e BDE-99 na bioenergética de 

mitocôndrias isoladas de fígado de rato; 

• Investigar os efeitos dos congêneres BDE -47 e BDE-99 sobre o estado 

oxidativo de mitocôndrias isoladas de fígado de rato. 
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3. METODOLOGIA 
 

No presente trabalho foram utilizadas soluções padrões dos congêneres de 

PBDEs (BDE-47 e BDE-99) (Accustandard, USA). Nos ensaios foram utilizadas 

concentrações de 0,1 µmol/L, 1,0 µmol/L, 5 µmol/L, 10 µmol/L, 25 µmol/L e 50 

µmol/L. Esta faixa de concentração foi escolhida, pois compreende concentrações 

que têm demonstrado atividade tóxica em diferentes linhagens de células (SOUZA et 

al., 2013). Os compostos foram analisados em mitocôndrias isoladas de células 

hepáticas de ratos. 

 

 

3.1 Reagentes 
 

Os reagentes rotenona, cianeto de carbonila cloro fenilhidrazona (CCCP), 

succinato, glutamato, malato, difosfato de adenosina (ADP), safranina-o, o-

ftalaldeído (OPT), N-etilmaleimida (NEM), 1-anilino-8-naftaleno sulfonato sal (ANSA), 

Difenilhexatrieno (DPH), 1-[4-(trimetilamino)fenil]-6-fenilhexa-1,3,5 trieno, (TMA-

DPH), Ácido Etilenoglicol bis (β-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetra acético (EGTA), 5,5'-

ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) e Vermelho de Rutênio  foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich ChemicalCo (St Louis, MO, USA). Enquanto que 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA) e Calcium Green 5N foram 

adquiridos da Molecular Probe (OR, USA). Os congêneres de BDE utilizados foram 

adquiridos da Accustandard (New Haven,USA).  

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analítico, preparados em 

água purificada pelo sistema Milli-Q. As soluções estoques dos PBDEs foram 

preparadas em Dimetil Sulfóxido (DMSO) e armazenadas de acordo com as 

instruções do fabricante (ao abrigo da luz e calor). Para todos os testes o mesmo 

volume de DMSO utilizado nos experimentos testes foi adicionado aos controles e 

nenhum efeito foi observado (dados não apresentados). 
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3.2 Animais experimentais 
 

Em nossos estudos foram utilizados ratos Wistar, pesando aproximadamente 

150 g e mantidos sob condições adequadas no Biotério Central da Universidade de 

São Paulo – Campus Ribeirão Preto (biotério convencional). Com temperatura em 

torno de 19 à 23○C, ração e água servida “ad libitum”.  

Para experimentação os animais tiveram uma ambientação mínima de 48 

horas e todos os protocolos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) do campus da USP-Ribeirão Preto sob o Protocolo: 12.1.227.53.0. 

 

 

3.2.1 Decapitação sem anestesia 

 

Para o isolamento das mitocôndrias, os animais foram sacrificados por 

decapitação e seu fígado posteriormente retirado. Há diversos trabalhos que indicam 

a não utilização de anestesia química em roedores, antes da sua decapitação para a 

coleta de tecido a ser utilizado na preparação de mitocôndrias isoladas. A conclusão 

invariável da maioria destes estudos é que os anestésicos podem alterar o 

funcionamento e a estrutura das mitocôndrias, se eles são administrados aos 

animais antes da coleta de tecido ou adicionados à mitocôndria isolada em 

concentrações fisiológicas (KATER, 1935). 

A utilização de anestesia antes de decapitação afeta importantes parâmetros 

fisiológicos, tais como a liberação de ácidos graxos no tecido e níveis de insulina, 

que por sua vez pode resultar em alterações das funções mitocondriais e, portanto, 

devem ser evitados (BHATHENA, 1992). Anestésicos induzem apoptose mediada 

pormitocôndrias em linfócitos T humanos in vitro (LOOP et al., 2005). In vivo, como é 

de conhecimento dos anestesiologistas, a aplicação de anestesia pode causar 

disfunção nas mitocôndrias (DRIESSEN, 2008). Em procedimentos nos quais se 

utilizam anestesias gerais em seres humanos ocorre uma inibição da oxidação de 

vários substratos mitocondriais responsáveis pelo ciclo do ácido tricarboxílico no 

músculo esquelético (MIRÓ et al., 1999).  

Outros trabalhos têm mostrado que a ultraestrutura das mitocôndrias isoladas 

depende da forma como os animais foram sacrificados, com ou sem o uso de 

anestésicos (HERTSENS; JACOB; VAN BOGAERT, 1984), e que este último pode 
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destruir a ultraestrutura normal mitocondrial (ABIDOVA; KHOROSHAEV; LEONOV, 

1990), alterar a composição lipídica do interior membrana (DEKUTOVICH; 

KARGAPOLOV, 1986), sua estrutura física e interações entre lipídios e proteínas 

(MAZZANTI et al., 1979; LENAZ et al., 1978). Ao nível funcional, os anestésicos são 

utilizados para desacoplar mitocôndrias (DABADIE et al., 1987; ROTTENBERG, 

1983) ou para inibir sua respiração (KATER, 1935; TSYGANIĬ; MEDVINSKAIA,  

1984) e transporte de metabólitos através de sua membrana interna 

(RAFAŁOWSKA, 1979) e para interferir na translocação de Ca2+ (BRANCA, 1988). 

Portanto, devido ao fato de que a utilização de anestesia pode interferir sobre 

as funções mitocondriais que dependem da integridade de sua membrana interna e 

o funcionamento da sua cadeia respiratória (bioenergética) ou na translocação de 

Ca2+, os ratos foram eutanasiados por decapitação sem a utilização de anestesia. 

Após a decapitação foi feito um corte sagital para remoção do fígado do animal. 

Todos os procedimentos foram realizados com materiais cirúrgicos estéreis e o 

descarte dos animais foi feito em sacos de lixo contaminante (saco branco), sendo 

armazenados em freezer a -18° e descartados posteriormente sob cuidados do 

próprio biotério. 

 

 

3.3 Isolamento de mitocôndrias de fígado de rato e dosagem de proteína 
 

As mitocôndrias foram isoladas por centrifugação diferencial. Após a eutanásia 

dos animais, o fígado (10-15 g) foi imediatamente removido, picotado em 50 mL de 

meio contendo sacarose 250 mmol/L, EGTA 1mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 

7,2, a 4oC e homogeneizado três vezes por 15 segundos com intervalos de 1 minuto 

em homogeneizador Potter-Elvehjen. A suspensão foi centrifugada a 770 g por 5 

minutos e o sobrenadante resultante foi centrifugado a 9.800 g por 10 minutos. O 

sedimento foi ressuspenso com 10 mL de meio contendo sacarose 250 mmol/L, 

EGTA 0,3 mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,2 e centrifugado a 4.500 g por 15 

minutos. O sedimento mitocondrial final foi suspenso com 1mL de meio contendo 

sacarose 250 mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,2 e utilizado dentro de um 

período de 3 horas (PEDERSEN et al., 1978). A proteína mitocondrial foi 

determinada pela reação de Biureto (PEDERSEN et al., 1978; CAIN; SKILLETER, 

1987).  
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3.4 Interação com a membrana mitocondrial interna 
 

As mitocôndrias (2 mg de proteína/mL) foram incubados a 30ºC com os 

marcadores: Difenilhexatrieno (DPH) 0,5 µmol/L, 1-anilino-8-naftaleno sulfonato 

(ANS) 75 µmol/L e 1-[4-(trimetilamino)fenil]-6-fenilhexa-1,3,5 trieno (TMA-DPH) 1,04 

µmol/L, em meio de reação contendo Sacarose 125 mmol/L, KCl 65 mmol/L, Hepes-

KOH 10 mmol/L, pH 7,2 em volume final de 2 mL. A fluorescência para os 

marcadores ANS, DPH e TMA-DPH foi determinada espectrofluorimetricamente (F-

4500, Hitachi) em comprimentos de onda para excitação e emissão, 

respectivamente, de 380 nm e 485 nm para o ANS, 360 nm e 430 nm para o DPH e 

362 nm e 432 nm para o TMA-DPH com adição sequencial dos PBDEs e monitorado 

por 600 segundos (LEE et al, 1999). A interação dos compostos estudados com a 

membrana causa redução na fluorescência emitida pelos marcadores supracitados. 

 

 

3.5 Respiração mitocondrial 
 

O consumo de oxigênio pelas mitocôndrias energizadas foi monitorado 

polarograficamente em um oxígrafo equipado com um eletrodo tipo Clark (Gilson 

Medical Eletronics, USA) (CHANCE; WILLIANS, 1956). O eletrodo de Clark é 

constituído por um cátodo de platina acoplado a dois ânodos de prata por meio de 

uma ponte de KCl saturada (preparada através da dissolução de 17,5 g de sal anidro 

em 100 mL de água deionizada a 25oC) e cobertos por uma membrana de teflon. 

Com a aplicação de uma tensão de polarização de 700 mV o eletrólito é ionizado e 

inicia-se o fluxo de corrente através de uma série de reações eletroquímicas. Dentro 

de uma determinada faixa de polarização o fluxo de elétrons, ou seja, a corrente 

elétrica gerada é proporcional à concentração de oxigênio (BRACHT; IWAMOTO 

2003). 

Este tipo de sensor por eletrodo foi inicialmente desenvolvido por Clark, em 

1956, para medir oxigênio em amostras de sangue. Como resultado, por muitas 

vezes é referido como o eletrodo de Clark. 

As mitocôndrias (1,0 mg de proteína) foram incubadas em 1,5 mL do meio 

reacional padrão juntamente com as concentrações dos PBDEs. A respiração de 

estado 3 foi iniciada com 400 nmoles de ADP  (CAIN; SKILLETER, 1987). 



Metodologia  |  18 

O meio padrão reacional constituído de Sacarose 125 mmol/L, KCl 65 mmol/L, 

Hepes-KOH 10 mmol/L, K2HPO4 10 mmol/L e EGTA 0,5 mmol/L foi suplementado 

com Glutamato + Malato (5 mmol/L cada) ou Succinato 5 mmol/L (utilizando 

rotenona 2 µmol/L para inibição do complexo I) como substratos oxidáveis de 

complexo I e II, respectivamente. As velocidades de consumo de oxigênio foram 

expressas em ng/átomo de oxigênio consumidos por miligrama de proteína 

mitocondrial por minuto, na ausência (Controle) e presença dos PBDEs.  

 

 

3.6 Potencial de membrana mitocondrial 
 

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado 

espectrofluorimetricamente (F-4500, Hitachi - Japão) monitorando-se as alterações 

na fluorescência da Safranina-o, um corante catiônico fluorescente, que se distribui 

eletroforeticamente na matriz em resposta a carga negativa da membrana 

mitocondrial interna (LEMASTERS et al., 1987), usando-se como comprimentos de 

onda de excitação 495 nm e de emissão 586 nm. As mitocôndrias (1,0 mg de 

proteína/mL) foram incubadas no meio padrão de reação contendo Sacarose 125 

mmol/L, KCl 65 mmol/L, Hepes-KOH 10 mmol/L, pH 7,2 acrescido de rotenona 2,5 

µmol/L + safranina-o 10 µmol/L, em volume final de 2 mL e energizadas pela adição 

de succinato de potássio 5 mmol/L. Após a formação do potencial de membrana 

adicionou-se diferentes concentrações dos congêneres de PBDEs no intuito de 

avaliar cineticamente o seu efeito sobre o potencial de membrana mitocondrial. No 

final do período de incubação o potencial de membrana foi totalmente desfeito 

utilizando 5 µl de CCCP 1 mmol/L. A diminuição do potencial de membrana 

observada pelo influxo eletrogênico do cátion CCCP correlaciona-se linearmente 

com o aumento da intensidade de fluorescência do corante na medida em que ele é 

liberado das mitocôndrias (AKERMAN, 1976; EMAUS et al., 1986). 
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3.7 Inchamento mitocondrial 
 

O inchamento mitocondrial foi monitorado pela diminuição da absorvância 

aparente da suspensão de mitocôndrias (0,4 mg proteína/mL), incubadas em 1,5 mL 

do meio padrão de reação contendo Sacarose 125 mmol/L, KCl 65 mmol/L, Hepes-

KOH 10 mmol/L acrescido de rotenona 2,5 µmol/L, succinato 5 mmol/L e CaCl2 10  

µmol/L, em 540 nm, usando-se um espectrofotômetro (DU-70, Beckman - U.S.A.). O 

inchamento mitocondrial é acompanhado da diminuição na turbidez da suspensão e, 

portanto, da diminuição proporcional na absorvância (LEMASTERS et al., 1987). 

Juntamente ao meio e às mitocôndrias foram adicionadas as diversas concentrações 

dos BDE-47 e BDE-99 para analisar se estes interfeririam no inchamento 

mitocondrial. 

O processo denominado de inchamento mitocondrial é observado na amostra 

mitocondrial levada a espectrofotômetro, acompanhando-se a diminuição da 

dispersão de luz em um comprimento de onda específico. Isto ocorre porque a 

matriz inchada possui um índice de refração menor que a forma condensada, 

tornando-se perceptível as modificações na organização estrutural. Uma vez que a 

penetração de água ou solutos acompanhados de água, promove o distanciamento 

de elementos estruturais, promovido por um rearranjo estrutural de sistemas 

macromoleculares, este fenômeno pode ser acompanhado na sua velocidade ou na 

sua extensão, quando mantidas sob condições constantes (ZORATTI, M; SZABO, I, 

1995). 

 

 

3.8 Efluxo de Ca2+ 

 

A movimentação de Ca+2 foi monitorada utilizando o marcador fluorescente 

Calcium Green 5N, em comprimentos de onda de 506 e 531 nm para excitação e 

emissão, respectivamente. Utilizou-se 1 mg de proteína mitocondrial em volume final 

de 2 mL de meio de reação padrão contendo Sacarose 125 mmol/L, KCl 65 mmol/L, 

Hepes-KOH 10 mmol/L acrescido de rotenona 2 µmol/L + Ca2+ 10 µmol/L + Calcium 

Green 5N 150 nmol/L. As mitocôndrias foram energizadas com succinato de 

potássio 5 mmol/L e em seguida adicionou-se diferentes concentrações dos 

congêneres BDE-47 e BDE-99 no intuito de avaliar cineticamente o efeito destes 
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compostos sobre o potencial de membrana mitocondrial. O efluxo de Ca+2 foi 

monitorado por 600 segundos em espectrofluorímetro (F-4500, Hitachi - Japão). O 

efluxo total de Ca+2 foi realizado utilizando CCCP 1mmol/L. À medida que o Calcium 

Green 5N é captado pela mitocôndria observa-se uma diminuição na fluorescência 

do meio (RAJDEV; REYNOLDS, 1993). 

 

 

3.9 Níveis mitocondriais de ATP 
 

O ATP mitocondrial foi determinado por quimioluminescência utilizando-se o 

sistema luciferina-luciferase. Foram incubados sob agitação por 30 minutos a 30ºC 

as concentrações dos PBDEs juntamente com 1 mg de proteína/mL em meio igual 

ao utilizado para avaliação do potencial de membrana (item 3.6). A suspensão 

mitocondrial foi centrifugada a 9.000 g por 5 minutos, a 4ºC e o sedimento contendo 

as mitocôndrias foi tratado com 1mL de HClO4. Após centrifugação a 14000 g por 5 

minutos, a 4ºC, alíquotas (100 µL) do sobrenadante foram neutralizadas com 70 µL 

de KOH 2 mol/L, acrescidas de Tris-HCl 100 mmol/L, pH 7,8 (volume final 1 mL) e 

novamente centrifugadas. A luminescência do sobrenadante foi medida, utilizando-

se “kit” da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) empregando um luminômetro 

AutoLumat LB953  Luminescence photometer (Perkin Elmer Life Sciences, Wildbad 

Germany).   O ATP presente na amostra é consumido durante a oxidação da 

Luciferina, catalisada pela enzima luciferase com emissão de luz conforme reação:  

 

ATP + Luciferina + O2  
LUCIFERASE    Oxiluciferina + CO2 + AMP +  PPi + Luz.  

 

Quando as concentrações de luciferina, luciferase e oxigênio são mantidos 

constantes e o ATP é o reagente limitante, a quantidade de luz emitida é 

proporcional ao ATP presente no meio (THORE, 1979). 

 

 

3.10 Produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

 

A geração de Espécies reativas de oxigênio (EROs) foi monitorada 

espectrofluorimetricamente (F-4500, Hitachi - Japão) utilizando a sonda fluorescente 
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H2DCF-DA nos comprimentos de onda de 503 nm para excitação e 529 nm para 

emissão. As mitocôndrias (1,0 mg de proteína/mL) foram incubadas em meio padrão 

de reação contendo Sacarose 125 mmol/L, KCl 65 mmol/L, Hepes-KOH 10 mmol/L, 

pH 7,2 acrescido de rotenona 2,5 µmol/L e H2DCFDA 2 µmol/L e energizadas pela 

adição de succinato de potássio 5 mmol/L. Foi realizado controle negativo (basal), 

positivo induzido por t-butilhidroperóxido (t-BOOH) 300 µmol/L e tratamentos 

utilizando as diferentes concentrações de BDE-47 e BDE-99. 

O DCFDA é uma molécula que atravessa facilmente as membranas 

biológicas e é hidrolisado por esterases liberando o composto não fluorescente 

DCFH. Porém, este em presença de ERONs (Espécies reativas de Oxigênio e 

Nitrogênio) é rapidamente oxidado e transformado em DCF que apresenta alto 

rendimento quântico de fluorescência quando excitado em 503 nm. Sendo assim o 

aumento da fluorescência é diretamente proporcional à produção de EROs pelas 

mitocôndrias (CATHCART; SCHWIERS; AMES, 1983). 

 

 

3.11 Níveis mitocondriais de grupos sulfidril de proteínas 
 

Os compostos em estudo foram incubados juntamente com 0,4 mg/mL de 

proteína mitocondrial em meio idêntico ao utilizado para avaliação do potencial de 

membrana (item 3.6), sob agitação por 30 minutos a 30ºC. A suspensão mitocondrial 

(1 mg de proteína/mL) foi tratada com ácido perclórico (concentração final de 5%) e 

centrifugada a 3400 g por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso com 1mL do 

meio contendo EDTA 50 mmol/L e TRIS 100 mmol/L, pH 8,0. A quantidade de 

grupos sulfidril de proteínas foi calculada a partir de Ɛ = 13600 M-1.cm-1, da 

absorvância determinada em 412 nm, após adição de 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzóico 

(DTNB) 0,2 mmol/L. (JOCELYN, 1987). Foi realizado controle negativo (sem adição 

dos PBDEs), positivo induzido por t-butilhidroperóxido (t-BOOH) 300 µmol/L e 

tratamentos utilizando as diferentes concentrações de BDE-47 e BDE-99. 

O ácido DTNB reage rapidamente com grupamentos sulfidril, formando 

dissulfetos mistos e o ânion p-nitrotiofenol, que apresenta coloração amarela, com 

intensidade proporcional à quantidade de grupos sulfidril (HAUGAARD, 2000). 
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3.12 Níveis mitocondriais de GSG/GSSG 
 

Os níveis de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) foram determinados 

espectrofluorimetricamente (F-4500, Hitachi - Japão) em 350 nm para excitação e 

420 nm para emissão, utilizando o-ftalaldeído (OPT) como sonda (HISSIN; HILF, 

1976). As mitocôndrias (1,0 mg de proteína/mL) foram incubadas em meio padrão 

de reação contendo Sacarose 125 mmol/L, KCl 65 mmol/L, Hepes-KOH 10 mmol/L 

acrescido de rotenona 2,5 µmol/L e succinato 5 mmol/L e diferentes concentrações 

dos congênere em estudo por 30 minutos a 30ºC. A reação foi interrompida com 

adição de Ácido Perclórico (PCA) 1% e levadas a centrifugação a 9000g por 3 

minutos. Alíquotas do sobrenadante (100µL) foram adicionadas a 1,8 mL de Tampão 

NaH2PO4 100 mmol/L, pH 8.0 e EGTA 5 mmol/L adicionando-se 100 µL de OPT 

(1mg/mL). A fluorescência para GSH foi determinada após 15 minutos de incubação 

ao abrigo da luz. Os níveis de GSSG foram determinados pela adição de 250 µL de 

N-etilmaleimida (NEM) 0,04M a alíquotas de 250 µL de sobrenadante. Após 20 

minutos de incubação a temperatura ambiente, 500 µL de NaOH 10 mol/L foi 

adicionado e 100 µL desta solução foi adicionado à 2 mL de NaOH 1 mol/L e 100 µL 

de OPT (1mg/mL). A fluorescência foi determinada após 15 minutos de incubação 

ao abrigo da luz.  

Glutationa é distribuída nas células é responsável por muitas funções 

biológicas, sendo encontrada na forma oxidada (GSSG) e é rapidamente convertida 

para a forma reduzida (GSH) pela enzima glutationa redutase. Este método consiste 

na utilização de um agente fluorescente que possui afinidade por GSH ou GSSG 

dependente do pH e o NEM é utilizado para evitar a redução do GSSG (HISSIN; 

HILF, 1976). 

 

 

3.13 Níveis mitocondriais de NAD(P)H 
 

O estado redox dos nucleotídeos de piridina foi monitorado 

espectrofluorimetricamente (F-4500, Hitachi - Japão) pela autofluorescencia do 

NAD(P)H em comprimentos de onda de 366 nm e 450 nm para excitação e emissão, 

respectivamente. As mitocôndrias (1,0 mg de proteína/mL) foram incubadas em meio 

padrão de reação contendo Sacarose 125 mmol/L, KCl 65 mmol/L, Hepes-KOH 10 
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mmol/L acrescido de rotenona 2,5 µmol/L e energizadas pela adição de succinato de 

potássio 5 mmol/L. Diferentes concentrações dos PBDEs foram adicionadas e o 

estado redox dos nucleotídeos de piridina monitorados por 10 minutos. t-

butilhidroperóxido 300 µmol/L foi utilizado como controle positivo (OLIVEIRA et al., 

2005). Os nucleotídeos de piridina reduzidos (NAD(P)H) são fluorescentes, 

enquanto que os nucleotídeos de piridina oxidados (NAD(P)+) não o são. Assim, 

alterações na intensidade de fluorescência refletem mudanças no estado redox dos 

nucleotídeos de piridina. 

 

 

3.14 Análise estatística 
 

A significância estatística dos dados experimentais, quando pertinente, foi 

avaliada pela análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnet para a 

comparação de vários grupos tratados em relação aos seus controles, utilizando-se 

o programa GraphPad Prism, versão 5.01 (San Diego, CA, U.S.A.). Os resultados 

com valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 

 

 

 

 



Resultados  |  24 

4. RESULTADOS 
 
 

4.1 Interação com a membrana mitocondrial interna 
 

Devido à hipótese de que os retardantes de chama possam interagir com a 

membrana mitocondrial interna e com isso perturbar a homeostase da mesma, 

testes foram realizados utilizando marcadores fluorescentes para detectar e 

quantificar essa possível interação. Os marcadores utilizados foram: ANS e TMA-

DPH que se fixam a região hidrofílica da membrana e DPH, o qual se liga na região 

hidrofóbica. 

Observou-se que os dois congêneres testados interferem de forma 

significativacom a fluorescência das três sondas utilizadas (Figura 5), sugerindo que 

ambos os congêneres possam interagir tanto com a região hidrofóbica como com a 

região hidrofílica da membrana mitocondrial interna. No entanto a sonda hidrofóbica 

DPH foi a mais afetada para os dois compostos em estudo, chegando a 

aproximadamente 23% de interferência sobre a fluorescência da sonda quando 

adicionado 50 µmol/L do BDE-47 e de aproximadamente 20% para o BDE-99, na 

mesma concentração do BDE-47. 
 

 

 
Figura 5. Interação dos BDE-47 e BDE-99 com a membrana mitocondrial interna avaliada pelas 
sondas ANS, TMA-DPH e DPH, conforme descrito em materiais e métodos. O gráfico representa os 
efeitos dos PBDEs comparado ao grupo controle (sem adição do composto e considerado como 0% 
de efeito). 
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4.2 Respiração Mitocondrial 
 

A avaliação da respiração mitocondrial consta em um experimento para avaliar 

se os congêneres de PBDE em questão são capazes de causar alterações na 

cadeia transportadora de elétrons, presente na membrana mitocondrial interna. 

Foram realizados testes a cerca da influência destes sobre o complexo I e II da 

cadeia. As figuras6 e 7 demonstramrespectivamente o efeito doBDE-47 eBDE-99 

sobre o consumo de oxigênio pelas mitocôndrias isoladas de fígado de rato, 

utilizando glutamato e malato como substratos oxidáveis para o sitio I (figura. 6A e 

7A) e succinato como substrato oxidável do complexo II (figura 6B e 7B), sendo que 

neste ultimo caso foi adicionada rotenona para inibir o complexo I e impedir que 

ocorra o fluxo reverso de elétrons. 
Os parâmetros avaliados foram RCR (razão de controle respiratório) e ADP/O, 

sendo que o primeiro é considerado como padrão de referencia do bom 

funcionamento da mitocôndria isolada (PARDO-ANDREU et al., 2011). Nas tabelas 

1 e 2podem-se observar os valores obtidos de RCR, para os congêneres BDE-47 e 

BDE-99, sendo que para este parâmetro observou-se uma diminuição significativa 

do RCR quando a suspensão mitocondrial foi exposta ao BDE-47 nas concentrações 

de 25 e 50 µmol/L para ambos os complexos analisados. Já para BDE-99 observou-

se que a mesma interferência sobre a cadeia respiratória mitocondrial ocorre, porém 

apenas quando exposta a maior concentração do composto (50 µmol/L).  Este 

mesmo padrão de resposta é observado se analisarmos os valores de (ADP/O), 

após a exposição das mitocôndrias aos dois compostos em estudo, como pode ser 

observado nas tabelas 3 e 4. 
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Figura 6. Gráficos obtidos no teste de respiração mitocondrial sob influência das 
concentrações do BDE-47. A) Curva de respiração iniciada a partir com complexo I, na 
qual foi adicionado glutamato e malato. B) Curva de respiração iniciada a partir com 
complexo II, na qual foi adicionado succinato. 
 

A) 
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Figura 7. Gráficos obtidos no teste de respiração mitocondrial sob influência das 
concentrações do BDE-99. A) Curva de respiração iniciada a partir com complexo I, na 
qual foi adicionado glutamato e malato. B) Curva de respiração iniciada a partir com 
complexo II, na qual foi adicionado succinato. 

A) 

B) 
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TABELA 1. Efeito do BDE-47 sobre a razão de controle respiratório (RCR) 
utilizando Glutamato e Malato, para complexo I, e Succinato, para 
Complexo II, em mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Os valores são 
expressos como média +/- desvio padrão para três experimentos com 
diferentes preparações mitocondriais. 

[ ] BDE-47 
(µmol/L) Glutamato + Malato Succinato 

Controle (0) 6,32 ± 0,72 4,94 ± 0,26 
0,1  5,63 ± 0,60 4,97 ± 0,54 
1 6,01 ± 0,15 4,65 ± 0,10 
5 5,87 ± 0,16 4,88 ± 0,18 
10  5,67 ± 0,36 4,93 ± 0,81 
25  4,37 ± 0,45* 3,49 ± 0,24* 
50  2,68 ± 0,49* 2,67 ± 0,39* 

*Médias diferentes do controle (sem adição do BDE-47) de acordo com 
teste de Dunett (p<0,05). 

 
 

TABELA 2. Efeito do BDE-99 sobre a razão de controle respiratório (RCR) 
utilizando Glutamato e Malato, para complexo I, e Succinato, para 
Complexo II, em mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Os valores são 
expressos como média +/- desvio padrão para três experimentos com 
diferentes preparações mitocondriais. 

[ ] BDE-99 
(µmol/L) Glutamato + Malato Succinato 

Controle (0) 7,15 ± 0,11 5,67 ± 0,13 
0,1  7,12 ± 0,11 5,47 ± 0,36 
1 7,17 ± 0,16 5,64 ± 0,25 
5 7,15 ± 0,22 5,63 ± 0,37 
10  7,24 ± 0,28 5,64 ± 0,16 
25  6,41 ± 1,14 5,27 ± 0,48 
50  4,21 ± 0,93* 4,06 ± 0,43* 

*Médias diferentes do controle (sem adição do BDE-99) de acordo com 
teste de Dunett (p<0,05). 

 
  

TABELA 3. Efeito do BDE-47 sobre a razão ADP/O utilizando Glutamato e 
Malato, para complexo I, e Succinato, para Complexo II, em mitocôndrias 
isoladas de fígado de rato. Os valores são expressos como média +/- desvio 
padrão para três experimentos com diferentes preparações mitocondriais. 

 
 
 
 
 

 
 

*Médias diferentes do controle (sem adição do BDE-47) de acordo com 
teste de Dunett (p<0,05). 

 
 
 

 

[ ] BDE-47 
(µmol/L) Glutamato + Malato Succinato 

Controle (0) 2,727 ± 0,02 1,703 ± 0,19 
0,1  2,780 ± 0,04 1,587 ± 0,03 
1 2,737 ± 0,03 1,647 ± 0,04 
5 2,750 ± 0,04 1,597 ± 0,06 
10  2,790 ± 0,10 1,483 ± 0,16 
25  2,510 ± 0,17* 1,400 ± 0,06* 
50  1,267 ± 0,08* 1,136 ± 0,09* 
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TABELA 4. Efeito do BDE-99 sobre a razão ADP/O utilizando Glutamato e 
Malato, para complexo I, e Succinato, para Complexo II, em mitocôndrias 
isoladas de fígado de rato. Os valores são expressos como média +/- 
desvio padrão para três experimentos com diferentes preparações 
mitocondriais. 

[ ] BDE-99 
(µmol/L) Glutamato + Malato Succinato 

Controle (0) 2,61 ± 0,09 1,77 ± 0,04 
0,1  2,66 ± 0,13 1,77 ± 0,09 
1 2,68 ± 0,03 1,72 ± 0,02 
5 2,77 ± 0,06 1,71 ± 0,04 
10  2,68 ± 0,16 1,76 ± 0,06 
25  2,60 ± 0,15 1,81 ± 0,03 
50  2,29 ± 0,23* 1,63 ± 0,08* 

*Médias diferentes do controle (sem adição do BDE-99) de acordo com 
teste de Dunett (p<0,05). 

 
 

4.3 Potencial de Membrana mitocondrial 
 

O estado da membrana mitocondrial interna está diretamente relacionado com 

o potencial de membrana mitocondrial. Portanto, efeitos nocivos à membrana 

refletem em alterações no potencial eletroquímico desta organela, assim, 

corroborando com os dados expostos anteriormente, as Fig. 8 e 9 mostram que os 

dois congêneres afetaram de forma significativa este parâmetro mitocondrial 

estudado. Sendo que a dissipação do potencial foi observada nas maiores 

concentrações do BDE-47 (25 e 50 µmol/L) e na maior concentração do BDE-99 (50 

µmol/L). 
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Figura 8. A) Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre a dissipação 
do potencial de membrana mitocondrial em mitocôndrias isoladas de 
fígado de rato (1,0 mg de proteína/mL) incubadas como descrito nos 
materiais e métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três 
determinações com diferentes preparações mitocondriais, relativo ao 
controle na ausência do composto. *Resultados estatisticamente 
significantes (p<0,05) em relação ao controle. B) Traçado representativo 
do efeito do BDE-47 sobre o potencial de membrana mitocondrial. A 
dissipação total do potencial de membrana foi induzida por CCCP 
1mmol/L. 
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Figura 9. A) Efeito concentração-resposta do BDE-99 sobre a dissipação do 
potencial de membrana mitocondrial em mitocôndrias isoladas de fígado de 
rato (1,0 mg de proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e 
métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três determinações 
com diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência 
do composto. *Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em 
relação ao controle. B) Traçado representativo do efeito do BDE-99 sobre o 
potencial de membrana mitocondrial. A dissipação total do potencial de 
membrana foi induzida por CCCP 1mmol/L. 

 

 

4.4 Inchamento mitocondrial   
 

Outro parâmetro avaliado foi o inchamento mitocondrial, também chamado de 

Swelling mitocondrial. Neste foi avaliado a capacidade dos BDE-47 e BDE-99 em 

alterar a permeabilidade da membrana da mitocôndria. Foi observado que os 

congêneres testados são capazes de induzir o aumento da permeabilidade da 

membrana mitocondrial interna (Figura 10 e 11). O congênere BDE-47 foi capaz de 

induzir o inchamento mitocondrial de forma significativa estatisticamente nas 

concentrações de 25 e 50 µmol/L, enquanto que o BDE-99 foi capaz de induzir tal 

efeito apenas na maior concentração (50 µmol/L). Nota-se ainda que nas 

concentrações de 50 µmol/L o efeito do BDE-47 sobre o inchamento mitocondrial 
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acontece mais abruptamente que o efeito observado para o BDE-99, cujo 

inchamento inicia-se apenas depois de seis minutos de exposição ao composto. 

Ainda, com o intuito de verificar o mecanismo de ação pelo qual estes 

compostos afetaram o inchamento mitocondrial utilizou-se os seguintes moduladores 

do processo: Ciclosporina A (CsA) – para avaliar se o inchamento estava ocorrendo 

devido a uma abertura de poro mediada pela CypD, pois a CsA liga-se a este 

peptídeo inibindo sua ligação com o ANT (RAO; CARLSON; YAN, 2013); Vermelho 

de Rutênio (RR) – para verificar se o inchamento que estava ocorrendo era 

dependente de cálcio, pois o RR possui a capacidade de inibir o canal uniporter 

eletroforético de transporte de cálcio (BAZILet al., 2013); e o NEM, eleva o potencial 

de membrana mitocondrial aparente a valores mais negativos de voltagem, 

diminuindo a probabilidade de abertura de poros (PETRONILLI et al., 1994), 

conferindo maior estabilidade da membrana. O teste com os inibidores foi realizado 

com a concentração de 25 µmol/L do BDE-47 e 50 µmol/L do BDE-99, ambas foram 

escolhidas por serem as menores concentrações com efeito significativo para este 

parâmetro. Observou-se que os três moduladores inibem parcialmente o processo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. A) Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre o inchamento mitocondrial em 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato (0,4 mg de proteína/mL) incubadas como descrito nos 
materiais e métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência do composto. 
*Resultados estatisticamente significantes (p˂0,05) em relação ao controle. B) Traçados 
representativos do efeito do BDE-47 sobre o inchamento mitocondrial. O máximo de 
inchamento observado foi induzida por fosfato inorgânico (Pi) 1mmol/L. C) Efeito da 
concentração de 25 µmol/L do BDE-47 sobre interação com inibidores do swelling mitocondrial, 
sendo os inibidores testados a Ciclosporina A (CsA) 1 µmol/L; N-etilmaleimida (NEM) 25 
µmol/L; e Vermelho de Rutênio (RR) 0,5 µmol/L. 
 
 

A) B) 

C) 

Con
tol

e Pi
0,1 1 5 10 25 50

0

25

50

75

100

[  ] µM BDE 47

*

*

*

In
ch

am
en

to
 m

ito
co

nd
ria

l (
%

)

0 2 4 6 8 10

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

Pi
50 µM

25 µM

Controle; 0,1; 1 µM

Tempo (min)

∆  
A

bs
. 5

40
nm 5 e 10 µM

Mµ

BDE-47
 25

 Mµ

NEM + 
BDE-47

 25
 Mµ

CsA
 + 

BDE-47
 25

 Mµ

RR + BDE-47
 25

 

0

20

40

60

80

100
* *

*

In
ib

iç
ão

 d
o 

in
ch

am
en

to
 (%

)



Resultados  |  33 

 
 

 
 
 
 

Figura 11. A) Efeito concentração-resposta do BDE-99 sobre o inchamento mitocondrial em 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato (0,4 mg de proteína/mL) incubadas como descrito nos 
materiais e métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência do composto. 
*Resultados estatisticamente significantes (p˂0,05) em relação ao controle. B) Traçados 
representativos do efeito BDE-99 sobre o inchamento mitocondrial. O máximo de inchamento 
observado foi induzida por fosfato inorgânico (Pi) 1mmol/L. C) Efeito da concentração de 50 
µmol/L do BDE-99 sobre interação com inibidores do swelling mitocondrial, sendo os inibidores 
testados a Ciclosporina A (CsA) 1 µmol/L; N-etilmaleimida (NEM) 25 µmol/L; e Vermelho de 
Rutênio (RR) 0,5 µmol/L. 
 
 
 
 

4.5 Efluxo de Ca2+ 
 

Como o inchamento mitocondrial observado no experimento anterior indicava 

que os compostos testados induziam a abertura do poro de transição de 

permeabilidade (PTP) na membrana mitocondrial avaliamos na sequencia o efeito 

dos conêneres de PBDEs estudado sobre a homeostasia cálcica no interior da 

organela. Observou-se que os dois congêneres foram capazes de induzir o efluxo de 

cálcio do interior da organela para o meio de reação. Este efeito foi observado para 

exposição ao BDE-47 nas concentrações de 25 e 50 µmol/L e para o BDE-99 

somente na concentração mais alta testada (50 µmol/L) (Figuras 12 e 13).  
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Figura 12. A) Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre o efluxo 
de cálcio em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (1,0 mg de 
proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e métodos. Os 
pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência 
do composto. * Resultados estatisticamente significantes (p˂0,05) em 
relação ao controle. B) Traçados representativos do efeito do BDE-47 
sobre o efluxo de cálcio mitocondrial. A liberação total de cálcio foi 
induzida por CCCP 1mmol/L. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. A) Efeito concentração-resposta do BDE-99 sobre o efluxo 
de cálcio em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (1,0 mg de 
proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e métodos. Os 
pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência 
do composto. *Resultados estatisticamente significantes (p˂0,05) em 
relação ao controle. B) Traçados representativos do efeito do BDE-99 
sobre o efluxo de cálcio mitocondrial. A liberação total de cálcio foi 
induzida por CCCP 1mmol/L. 
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4.6 Níveis mitocondriais de ATP 
 

Por fim, avaliamos se os efeitos observados nos experimentos anteriores sobre 

a função mitocondrial afetou a capacidade energética da organela. Assim, os níveis 

mitocondriais de ATP foram avaliados após 15 minutos de incubação da suspensão 

mitocondrial com os congêneres BDE-47 e BDE-99 (Figuras 14 e 15). Os resultados 

demonstram uma diminuição significativa nos níveis mitocondriais de ATP causada 

pela incubação da suspensão mitocondrial com as três maiores concentrações do 

BDE-47 (10, 25 e 50 µmol/L) e nas duas maiores concentrações do BDE-99 (25 e 50 

µmol/L). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 14. Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre os 
níveis de ATP em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (1,0 mg 
de proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e 
métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três 
determinações com diferentes preparações mitocondriais, relativo 
ao controle na ausência do composto. *Resultados 
estatisticamente significantes (p<0,05) em relação ao controle. A 
queda nos níveis de ATP foi induzida por CCCP 1mmol/L. 
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Figura 15. Efeito concentração-resposta do BDE-99 sobre os níveis 
de ATP em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (1,0 mg de 
proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e métodos. Os 
pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na 
ausência do composto. *Resultados estatisticamente significantes 
(p<0,05) em relação ao controle. A queda nos níveis de ATP foi 
induzida por CCCP 1mmol/L. 

 
 

 

4.7 Produção de espécies reativas de oxigênio 
 

Após observação da interferência destes compostos sobre a bioenergética 

mitocondrial, avaliou-se o estado redox das mitocôndrias. Para isso analisou-se 

inicialmente a formação e acúmulo de espécies reativas de oxigênio. As figuras 16 

e 17 demonstram que nenhum dos congêneres foram capazes de induzir um 

aumento na geração de EROs. 
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Figura 16. A) Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre a formação 
de radicais livres em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (1,0 mg de 
proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e métodos. Os 
pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência do 
composto. *Resultados estatisticamente significantes (p<0,05) em 
relação ao controle. B) Traçados representativos do efeito do BDE-47 
sobre o efluxo de cálcio mitocondrial. O aumento na formação de 
radicais livres foi induzido por t-BOOH 300 µmol/L. 
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Figura 17. A) Efeito concentração-resposta do BDE-99 sobre a 
formação de radicais livres em mitocôndrias isoladas de fígado de 
rato (1,0 mg de proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e 
métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três 
determinações com diferentes preparações mitocondriais, relativo ao 
controle na ausência do composto. *Resultados estatisticamente 
significantes (p˂0,05) em relação ao controle. B) Traçados 
representativos do efeito do BDE-99 sobre o efluxo de cálcio 
mitocondrial. O aumento na formação de radicais livres foi induzido 
por t-BOOH 300 µmol/L. 

 
 
 
4.8 Níveis mitocondriais de grupos sulfidril de proteínas 
 

Sabe-se que o acúmulo de espécies reativas na mitocôndria pode levar a 

oxidação de grupos tiólicos de proteínas mitocondriais. Assim, para confirmar os 

achados do experimento anterior os níveis de proteínas sulfidrilas foram 

quantificados. As figuras 18 e 19 demonstram que na presença de ambos os 

congêneres de PBDEs (BDE-47 e BDE-99) não houve indução significativa da 

oxidação dos grupos tiólicos. 
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Figura 18. Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre os 
níveis de proteínas SH em mitocôndrias isoladas de fígado de rato 
(0,4 mg de proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e 
métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três 
determinações com diferentes preparações mitocondriais, relativo 
ao controle na ausência do composto. *Resultados 
estatisticamente significantes (p˂0,05) em relação ao controle. A 
queda nos níveis de proteína SH foi induzida por t-BOOH 300 
µmol/L. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre os 
níveis de proteínas SH em mitocôndrias isoladas de fígado de rato 
(0,4 mg de proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e 
métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três 
determinações com diferentes preparações mitocondriais, relativo 
ao controle na ausência do composto. *Resultados 
estatisticamente significantes (p˂0,05) em relação ao controle. A 
queda nos níveis de proteína SH foi induzida por t-BOOH 300 
µmol/L. 
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4.9 Níveis mitocondriais de GSH/GSSG 
 

Outro indicador muito importante de estresse oxidativo é a razão de glutationa 

reduzida (GSH) por glutationa oxidada (GSSG), sendo que para este parâmetro 

também não houve alteração após a adição de nenhuma das concentrações 

testadas dos PBDEs em estudo, como pode ser observado nas figuras 20 e 21. 
 
 
 

Figura 20. Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre a razão 
GSH/GSSG em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (1,0 mg de 
proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e métodos. Os 
pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência 
do composto. *Resultados estatisticamente significantes (p˂0,05) em 
relação ao controle. A queda na razão GSH/GSSG foi induzida por t-
BOOH 300 µmol/L. 
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Figura 21. Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre a 
razão GSH/GSSG em mitocôndrias isoladas de fígado de rato 
(1,0 mg de proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais 
e métodos. Os pontos representam a média ± EPM de três 
determinações com diferentes preparações mitocondriais, 
relativo ao controle na ausência do composto. *Resultados 
estatisticamente significantes (p˂0,05) em relação ao controle. A 
queda na razão GSH/GSSG foi induzida por t-BOOH 300 µmol/L. 

 
 

 
4.10 Níveis mitocondriais de NAD(P)H 
 

Outro ponto essencial para averiguação de ocorrência de distúrbio no estado 

oxidativo mitocondrial é a analise do estado de oxidação dos nucleotídeos de 

piridina (NAD(P)H), sendo que para este parâmetro os PBDEs estudados também 

não apresentaram nenhum efeito, como se pode observar pelas figuras 22 e 23, 

para o BDE-47 e BDE-99, respectivamente. 
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Figura 22. A) Efeito concentração-resposta do BDE-47 sobre os níveis 
de NAD(P)H em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (1,0 mg de 
proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e métodos. Os 
pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência do 
composto. *Resultados estatisticamente significantes (p˂0,05) em 
relação ao controle. B) Traçados representativos do efeito do BDE-47 
sobre a oxidação dos nucleotídeos de piridina. A queda nos níveis de 
NAD(P)H foi induzida por t-BOOH 300 µmol/L. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23. A) Efeito concentração-resposta do BDE-99 sobre os níveis 
de NAD(P)H em mitocôndrias isoladas de fígado de rato (1,0 mg de 
proteína/mL) incubadas como descrito nos materiais e métodos. Os 
pontos representam a média ± EPM de três determinações com 
diferentes preparações mitocondriais, relativo ao controle na ausência do 
composto. *Resultados estatisticamente significantes (p˂0,05) em 
relação ao controle. Traçados representativos do efeito do BDE-99 sobre 
a oxidação dos nucleotídeos de piridina. A queda nos níveis de NAD(P)H 
foi induzida por t-BOOH 300 µmol/L. 
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5. DISCUSSÃO 
 

O fígado é o principal local de metabolismo de substâncias e, portanto, um 

importante alvo para os efeitos nocivos (JAESCHKE et al., 2002). Além disso, a 

disfunção mitocondrial é um mecanismo importante e relevante na patogênese de 

muitos toxicantes em mamíferos, principalmente a toxicidade hepática (AMACHER, 

2005). 

Com o intuito de investigar possíveis alterações hepáticas induzidas por dois 

dos principais representantes dos retardantes de chama bromados encontrados no 

ambiente, BDE-47 e BDE-99, foram realizados ensaios para avaliar as suas 

interações com as mitocôndrias, uma vez que mitocôndrias hepáticas isoladas 

constituem um clássico modelo experimental para estudos envolvendo alterações 

bioenergéticas por agentes tóxicos em geral. Foram realizados estudos avaliando o 

estado energético e oxidativo de mitocôndrias isoladas de fígado de rato sob 

influência dos PBDEs em questão.  

Os resultados obtidos indicam que os dois PBDEs em estudo apresentam um 

potencial tóxico sobre os parâmetros bioenergéticos, como observado por Pereira e 

colaboradores (2013) para o BDE-100, sendo que o BDE-47 apresentou em suas 

maiores concentrações testadas (25 e 50 µmol/L) a capacidade de interferir com os 

parâmetros bioenergéticos avaliados e os mesmo efeitos foram observados para o 

BDE-99, porém apenas na maior concentração (50 µmol/L) avaliada. Por outro lado, 

não foi verificada nenhuma influência destes compostos sobre os parâmetros 

relacionados ao estresse oxidativo. 

Com relação à interação entre o BDE-47 e BDE-99 com a membrana 

mitocondrial, foi observado que estes apresentaram capacidade de interagir com a 

membrana mitocondrial interna. De acordo com a análise, houve interação tanto com 

a parte hidrofílica, caracterizado pelo teste com ANS e TMA-DPH, quanto com a 

parte lipofílica, cujo teste foi realizado utilizando o marcador DPH. 

Estes resultados indicam que o BDE-47 e BDE-99, tetra- e penta bromado 

respectivamente, podem assumir comportamento anfipático por interagirem com 

estas duas regiões da membrana. Uma vez que, o DPH é um marcador que se 

incorpora dentro da região lipofílica da bicamada lipídica, orientando-se em paralelo 

com os lipídios e assim adquirindo fluorescência (CÁLGARO-HELENA et al., 2006) e 

também com a porção hidrofílica observada pelo monitoramento com o ANS, uma 
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vez que este marcador assume ligações com a porção polar dos fosfolipídios e 

proteínas da superfície de membrana (DORTA et al., 2005).  

Estes resultados obtidos podem ser explicados frente à capacidade que os 

BDE-47 e BDE-99 possuem de se acumularem em células, conforme proposto por 

Huang e colaboradores (2010), cujo trabalho indica que estes compostos possuem 

capacidade de se acumularem em células nervosas, sendo que o tetra-BDE se 

acumulou mais que o penta-BDE. Sendo assim, pode-se esperar que estes 

compostos possuam a capacidade de se distribuir pela membrana mitocondrial 

interna e com isso possam promover uma diminuição na fluidez da membrana 

mitocondrial ocasionando prejuízo nos processos energéticos desta organela, uma 

vez que os mesmos são sensíveis à organização da membrana. 

Este ponto pode ser observado também nos ensaios relacionados com a 

respiração mitocondrial, pois os dois PBDEs reduziram os parâmetros avaliados 

para ambos os complexos da cadeia transportadora de elétrons, sendo que a 

distribuição destes na cadeia é diferente, uma vez que o complexo I é caracterizado 

por ser transmembrana e o complexo II por situar-se na região lipofílica na 

membrana mitocondrial interna (NAKAGAWA et al., 2007). 

Testes complementares a cerca da respiração mitocondrial foram realizados 

para determinar qual mecanismo de ação estava ocorrendo a partir da interação dos 

PBDEs com a cadeia transportadora de elétrons. Os resultados sugerem que o 

efeito se dá por uma possível inibição da cadeia, já que pôde ser observada uma 

redução do estado III da respiração, momento em que a mitocôndria está 

transformando ADP em ATP. Mesmo efeito foi observado por Nakagawa e 

colaboradores (2007) avaliando a toxicidade do Tetabromo Bisfenol A, sendo que 

em seu estudo ele também observou uma depleção de ATP e redução no potencial 

de membrana, os quais foram relacionados com alterações na membrana interna 

mitocondrial.  

Com relação à avaliação de um possível efeito desacoplador dos PBDEs em 

questão, não foi observado efeito significativo (dados não apresentados). Portando, 

a toxicidade do BDE-47 e do BDE-99 está relacionada com sua capacidade de 

interagir com a membrana mitocondrial interna e assim causar uma interferência na 

cadeia transportadora de elétrons.  

Estas alterações na respiração mitocondrial estão também relacionadas com a 

perda de potencial de membrana observada em nossos resultados, os quais 
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mostraram que o BDE-47 em suas maiores concentrações (25 e 50 µmol/L) e o 

BDE-99 apenas na maior concentração (50 µmol/L) afetaram significativamente o 

potencial da membrana. Esta relação respiração/potencial de membrana pode ser 

visualizada uma vez que a oxidação de substratos presentes na matriz mitocondrial 

e também fora da mitocôndria ocorre através da atividade da cadeia transportadora 

de elétrons, que pode também ser definida como um sistema de transporte de 

elétrons transmembrana. Este sistema transmembrana, por outro lado, promove a 

transferência de prótons de dentro para fora da mitocôndria com a geração de um 

potencial de membrana. Do ponto de vista energético, este potencial de membrana 

eletroquímico é necessário para a síntese de ATP (LA PIANA et al., 1998). 

Agentes citotóxicos em geral, incluindo contaminantes emergentes (foco 

principal deste trabalho) e seus metabólitos, podem influenciar o equilíbrio 

energético das células pelo aumento de consumo de ATP e/ou redução da síntese 

do mesmo. Devido a isto, ensaios relacionados à depleção de ATP foram realizados 

para avaliar se os compostos em estudo afetam este importante mecanismo 

mitocondrial. 

Corroborando com os resultados anteriores, as maiores concentrações 

testadas do BDE-47 (10, 25 e 50 µmol/L) e BDE-99 (25 e 50 µmol/L) reduziram 

significativamente a quantidade de ATP como também foi observado por Pereira e 

colaboradores (2013) em seu trabalho com o BDE-100, no qual foi relatada depleção 

nos níveis de ATP, bem como interação com a membrana mitocondrial e alteração 

dos parâmetros respiratórios. Os efeitos neste caso apareceram em concentrações 

menores àquelas apresentadas nos demais ensaios, indicando que este processo é 

muito sensível a alterações na homeostasia mitocondrial. 

Os congêneres testados também afetaram a homeostase cálcica das 

mitocôndrias como pode ser observado no ensaio de liberação do cálcio do interior 

da mitocôndria, avaliado pela marcação com a sonda Calcium Green 5N, na qual o 

BDE-47 em suas maiores concentrações (25 e 50 µmol/L) e o BDE-99 na maior 

concentração (50 µmol/L) interferiram com este parâmetro, levando a uma liberação 

excessiva de cálcio durante o monitoramento do teste. Resultado semelhante foi 

observado no trabalho de Coburn e colaboradores (2008), no qual o BDE-47 

também afetou a homeostase cálcica em mitocôndrias isoladas de células nervosas, 

o que prejudicou o sistema de sinalização celular, indicando que esta classe de 

compostos pode afetar a homeostase cálcica não apenas no tecido hepático, mas 
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também em células do sistema nervoso central. 

Este efeito sobre a homeostase cálcica deve-se provavelmente ao inchamento 

mitocondrial induzido por BDE-47 nas concentrações de 25 e 50 µmol/L e do BDE-

99 na concentração de 50 µmol/L. Este fenômeno conhecido como swelling 

mitocondrial, segundo Bernardi e colaboradores (1999) é sempre um processo 

osmótico que pode ocorrer de acordo com dois mecanismos básicos: A) 

Eletroforético (energia-dependente) que ocorre sem perda de energia e pode ser 

regenerado pela respiração mitocondrial ou B) Difusão Passiva causado por um 

aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial decorrente de uma abertura 

de poro.  

Estas alterações no efluxo de cálcio e inchamento mitocondrial estão 

diretamente relacionadas com perda da permeabilidade da membrana mitocondrial 

(PMM), pois como indicado no teste com moduladores do swelling, ambos os PBDEs 

tiveram seu efeito quase que totalmente inibidos na presença destes moduladores. 

O ensaio com estes moduladores podem indicar possíveis mecanismos de ação dos 

BDE-47 e BDE-99, como a ação destes compostos na presença de CsA não induziu 

inchamento, pode-se inferir que na ausência de CsA estes retardantes de chama 

podem levar ao inchamento via abertura de PTP, uma vez que a CsA impede que a 

CypD se ligue ao ANT na membrana interna causando a abertura do PTP, levando 

ao inchamento mitocondrial (RAO; CARLSON; YAN, 2013).  

Outro resultado importante com relação ao ensaio de inchamento utilizando a 

presença de modulares, foi que no teste utilizando RR como inibidor, os BDE-47 e 

BDE-99 também não causaram inchamento. O que corrobora com o resultado obtido 

na presença de CsA, pois a abertura de PTP normalmente é dependente de cálcio e 

conforme observado por Wang e colaboradores (2005), mesmo na presença de 0,1 

µmol/L de RR, este composto já é capaz de inibir o canal uniporter de transporte de 

cálcio. Assim, com este canal bloqueado, não seria possível que ocorra a entrada de 

cálcio na mitocôndria e consequentemente a abertura de PTP. 

Com relação ao resultado obtido utilizando o NEM como modulador do 

inchamento mitocondrial, na presença do mesmo, os compostos em estudo também 

não causaram inchamento. Isto pode ter ocorrido, pois de acordo com Petronilli e 

colaboradores (1994) em mitocôndrias isoladas de fígado o NEM atua como um 

agente de substituição dos grupos sulfidrila, sendo que estes últimos possuem um 

importante papel como inibidores de alterações na permeabilidade mitocondrial. 
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Assim, nas condições deste experimento o NEM se comporta como um inibidor de 

abertura de PTP. 

De acordo com a literatura, esta transição de permeabilidade mitocondrial 

(TPM) encontrada em nossos ensaios pode ser desencadeada por inúmeros 

processos fisiológicos e patogênicos tanto em células intactas, quanto em 

mitocôndrias isoladas (HAJNOCZKY; MADESH, 2003). Sendo que inúmeras 

respostas estressoras (desregulação cálcica, espécies reativas de oxigênio, estresse 

genotóxico, ativação de proteases) podem desencadear a TPM, sugerindo que a 

mitocôndria age como um sensor universal de estresse (ROBERTS; GOPING; 

BLEACKLEY, 2003).  

Portanto, podem-se relacionar os resultados obtidos com os testes de interação 

com a membrana, respiração, potencial de membrana e movimentação de cálcio 

com o inchamento mitocondrial observado, pois a abertura do PTP causa alterações 

nestes parâmetros devido a um desequilíbrio eletroquímico, em consequência deste 

distúrbio ocorre uma redução nos níveis de ATP mitocondrial (BERNARDI; RASOLA, 

2007). Uma vez que a depleção do ATP é um dos eventos iniciais da toxicidade 

induzida por compostos, como uma consequência da inibição do transporte de 

elétrons/fosforilação oxidativa, dissipação do potencial de membrana mitocondrial e 

desregulação da homeostase cálcica (WALLACE; STARKOV, 2000; MINGATTO et 

al., 2002; KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 2001). 

Parâmetros relacionados com estresse oxidativo também foram analisados. 

Como já apresentado, os ensaios de formação de espécies reativas de oxigênio, 

níveis mitocôndrias de grupos sulfidril de proteínas, razão entre os níveis de 

glutationa reduzida e oxidada, além do estado redox dos nucleotídeos de piridina 

não foram afetados pelos congêneres de PBDEs em estudo em nenhuma de suas 

concentrações. 

Portanto, mesmo que classicamente os compostos que causam distúrbios na 

cadeia transportadora de elétrons possam induzir um aumento na formação de 

EROs, na presença dos BDE-47 e BDE-99 este efeito não foi observado. Este fato 

pode ser esperado se consideramos que o mecanismo de ação dos mesmos como 

retardantes de chama consiste na neutralização dos radicais livres (OH• e H•) 

durante a combustão (FROL, 2013), fato que indica que provavelmente os radicais 

formados durante a inibição da cadeia respiratória sejam prontamente neutralizados 

pelas moléculas livres dos PBDEs.  
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Contudo há relatos na literatura que o BDE-47 e o BDE-99 causam estresse 

oxidativo em células HepG2 levando as células a apoptose (SOUZA et al., 2013; HU 

et al., 2009). Entretanto, tal discrepância nos achados indica que pode estar 

ocorrendo uma metabolização desses compostos, pois linhagens de células HepG2 

possuem citocromo P-450 (VRBA et al., 2012). Estes compostos são mais tóxicos do 

que o composto sem metabolização como confirmado por Zhang e colaboradores 

(2013), cujo trabalho indicou que o principal metabolito ativo do BDE-47, o 3-OH-

BDE47 apresenta maior poder de acúmulo de radicais livres do que o BDE-47, após 

o composto original ser metabolizado pela enzima CYP3A1. Fato que também pode 

estar ocorrendo com o BDE-99, pois Stapleton e colaboradores (2009) identificaram 

que este congênere sofre metabolização mediada pelo CYP3A4, podendo gerar a 

formação de 2,4,5-tribromofenol e outros compostos ainda não totalmente 

elucidados como dois metabolitos de estruturas monohidroxiladas contendo bifenilas 

pentabromadas e ainda um composto tetrabromado também indefinido. Devido a 

isto pode-se estimar que estes metabólitos possam estar causando distúrbio no 

estado oxidativo celular. 

Em suma, nossos resultados demonstram que os danos decorrentes da 

exposição mitocondrial aos congêneres de PBDE (BDE-47 e BDE-99) avaliados no 

presente trabalho, se dão apenas nos parâmetros bioenergéticos, não alterando o 

estado oxidativo mitocondrial. Outro fator importante é que o BDE-47 apresentou 

uma maior potência tóxica nos efeitos quando comparado com o BDE-99, pois em 

todos os parâmetros bioenergéticos testados o BDE-47 apresentou efeito nocivo em 

concentrações menores que o BDE-99. Esta diferença de toxicidade pode estar 

relacionada com a quantidade de átomos de bromo, pois modelos estudando a 

relação de estrutura-atividade de PBDEs têm sido desenvolvidos e mostraram que 

PBDE com menor bromação, com átomos de bromo na posição orto e sem átomos 

de bromo na posição meta são geralmente mais tóxicos (HARJU et al., 2007) 

Assim, os dados alarmantes de altas concentrações de PBDEs em amostras 

biológicas no mundo todo têm levantado discussões a respeito da exposição 

humana a esses poluentes. Nossos resultados mostram que o congênere testado é 

capaz de interagir com a membrana mitocondrial, este efeito pode estar relacionado 

com a formação de poros que leva a uma perda da permeabilidade mitocondrial sem 

afetar o seu estado oxidativo, porém reduzindo significativamente a quantidade de 

energia produzida na forma de ATP, o que poderia induzir a morte das células. 
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A União Europeia, Canadá e muitos estados norte americanos (EUA), como 

Califórnia, Nova Iorque e Washington já proibiram o uso, produção, 

importação,comercialização e descarte de algumas classes de PBDEs e produtos 

contendo os mesmos. Segundo as agências de regulamentação,as classes mais 

proibidas são tetra- penta-, octa- e principalmente o deca-BDE, além de misturas, 

polímeros e resinas contendo estas substâncias (Cal/EPA, 2006; CEPA, 2008; 

BSEF, 2013).Entretanto, no Brasil ainda não há restrições legais para o uso dos 

PBDEs. Esta grande preocupação ocorre devido aos efeitos tóxicos já citados, 

sendo a desregulação endócrina e hepatotoxicidade os mais relatados. Finalmente, 

considerando a toxicidade dos retardantes de chama em diferentes modelos 

experimentais in vitro e in vivo, estudos adicionais, em particular no que se refere à 

hepatotoxicidade com mitocôndrias isoladas de fígado de ratos e hepatócitos, 

poderão ser úteis no sentido elucidar melhor o mecanismo de toxicidade dessas 

substâncias. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Conclui-se no presente trabalho que o BDE-47 e o BDE-99 interferem sobre a 

bioenergética mitocondrial, afetando parâmetros como o consumo de oxigênio, o 

potencial de membrana mitocondrial, a homeostase cálcica e a produção de energia, 

contudo não interferem com o estado redox desta organela. O BDE-47, tetra-BDE, 

apresentou maior toxicidade frente aos parâmetros bioenergéticos quando 

comparado com o BDE-99, penta-BDE, sendo que este maior efeito toxico está 

relacionado com a menor quantidade de átomos de bromos presente na estrutura do 

tetra-BDE. Além disso, deve-se levar em consideração a posição destes átomos de 

bromo, pois esta também interfere nos mecanismos de ação tóxica destes 

compostos, tornando importante também o estudo de estrutura-atividade destas 

substâncias. 
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