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RESUMO

PAZIN-SILVA, M. Avaliagcéo da toxicidade dos congéneres BDE-47 e BDE-99 de
éter de bifenilas polibromadas (PBDEs) utilizando ensaios mitocondriais. 62f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Os éteres de bifenilas polibromados (PBDEs) sao largamente usados como
retardadores de chama e tém sido detectados no sangue humano, tecido adiposo e
leite materno devido as suas propriedades fisico-quimicas e bioacumuladoras e a
sua elevada persisténcia no meio ambiente. Muitos estudos tém relatado toxicidade
hepatica relacionada a exposicdo aos PBDEs. Como efeitos citotoxicos sao
frequentemente associados a disfuncdo mitocondrial,no presente estudo,
investigamos a toxicidade do BDE-47 em mitocondrias isoladas de figado de rato.
Nos seguintes parémetros: potencial de membrana mitocondrial, consumo de
oxigénio, interagcdo com a membrana mitocondrial, liberagdo de calcio, inchamento
mitocondrial e os niveis de ATP da suspensao mitocondrial com a finalidade de
observar a capacidade do composto em interferir com a bioenergética da organela.
Avaliou-se ainda a formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS), dos niveis de
GSH/GSSG, niveis mitocondriais de grupos sulfidrila de proteinas e niveis
mitocondriais de NAD(P)H com o intuito de analisar o estado redox mitocondrial. Os
congéneres BDE-47 e BDE-99 foram avaliados em concentragdes que variaram
entre 0,1 e 50 pymol/L. Os dois congéneres de PBDEsapresentaram toxicidade
mitocondrial afetando todos os parametros que avaliam a bioenergética mitocondrial
culminandoum uma deplecado do ATP. Por outro lado, nos ensaios de avaliacdo do
estresse oxidativo os PBDEs estudados ndo demonstraram qualquer efeito, no
entanto, afetaram a cadeia respiratoria mitocondrial, o que normalmente reflete em
um acumulo de espécies reativas de oxigénio. Estes resultados sdo explicados pelo
mecanismo de acdo destes compostos como retardante de chama, pois durante a
combustao os retardantes de chama bromados realizam a neutralizagado de radicais
livres (OH" e H’). Conclui-se assim que os PBDEs podem levar a disfungao
bioenergética e assim induzir a morte celular pela diminuigdo do ATP. Observou-se
ainda que BDE-47 apresentou maior toxicidade do que o BDE-99 sobre os
parametros estudados.

Palavras-chave: Eter de bifenilas polibromadas, Bioenergética, Mitocondrias.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contaminantes emergentes

No mundo todo existem cerca de onze milhdes de substancias quimicas, das
quais aproximadamente trés mil sdo produzidas em larga escala e poucas,
aproximadamente 50, sdo regulamentadas pelos parametros de potabilidade da
agua na maioria dos paises, incluindo o Brasil (NETO, 2010).

Atualmente, os estudos de Toxicologia Ambiental tém voltado sua ateng¢ao para
compostos originados em processos antropogénicos. Dentre estes, encontramos
alguns que sao atualmente classificados como “contaminantes emergentes”, sendo
estes compostos de amplo espectro, originados de diferentes tipos de produtos
quimicos (sintético ou natural). Entre os contaminantes emergentes, destacam-se os
retardantes de chama, produtos farmacéuticos, plastificantes, agentes tensoativos,
certos praguicidas, entre outros que ndo eram conhecidos ou nao reconhecidos
como contaminantes ambientais, sendo seus efeitos ao meio ambiente e ao homem
relativamente desconhecidos (MATAMOROS et al., 2012).

Os niveis dessas substancias tém aumentado em diversos compartimentos
ambientais devido a atividades industriais, efluentes residenciais e das estagdes de
tratamento de agua e esgoto (FONTENELE et al., 2009). Portanto, uma
monitorizacdo destes compostos no ambiente se faz necessaria, particularmente na
agua, devido a grande extensdo de acdo e deslocamento destes compostos,
adicionalmente as preocupacgdes ecotoxicolégicas (RODIL et al., 2012). Para tal, as
agéncias de vigilancia ambientaldispendem de altos valores e muito esforgo para
monitorar xenobidticos presentes em aguas superficiais, sedimentos, animais
aquaticos e ecossistema terrestre (DIAMOND et al., 2011). Entretanto, existe uma
caréncia de dados toxicoldgicos, principalmente relacionados aos efeitos nocivos
aos organismos, aos biomarcadores de exposigao e potenciais danos ao ambiente
(DIAMOND et al., 2011).

Dentre estes contaminantes, os retardantes de chama polibromados (PBDEs —
Polybrominated Flame Retardants) merecem uma atengéo especial por possuirem
uma alta resisténcia no meio ambiente e assim serem considerados como poluentes

organicos persistentes (POPs) (SHE et al., 2013). Estes compostos possuem
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caracteristicas fisicas, quimicas e bioacumulativas semelhantes as amplamente
estudas Bifenilas Policloradas (PCBs) e se assemelham também com relagdo a
capacidade de difusdo no ambiente e em tecidos humanos (SIDDIQI et al., 2003;
PENA-ABAURREA et al., 2013). Os PCBs foram descobertos ha mais de 100 anos e
diversos trabalhos também relatam sua capacidade de causar hepatotoxicidade,
neurotoxicidade, imunotoxicidade e alteracées enddcrinas assim como os PBDEs
(ZHU et al., 2009; HORTON et al, 2013).

1.2 Retardantes de chama

A utilizagdo dos retardantes de chama serve como medida de seguranga na
prevencdo de incéndios. Estes sdo utilizados em industrias de eletroeletrénicos,
téxtil, automobilistica e construgdo civil, sendo empregados em materiais como
madeira, plasticos, papéis, utensilios 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 possiveis danos materiais e a saude. Assim,
durante ou apds o processo de fabricacao destes bens de consumo os retardantes
de chama sao adicionados a fim de tornar os materiais resistentes ao fogo ou a alta
temperatura, inibindo ou suprimindo o processo de combustdo e reduzindo o risco
de lesbes em casos de incéndio (PESTANA et al., 2008).

Atualmente existem mais de 175 substancias quimicas classificadas como
retardantes de chama, dos quais os maiores grupos sdo os halogenados (bromados
e clorados), seguidos deoutros como: derivados de fésforo, de nitrogénio, melaminas
e cargas inorganicas (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 milhdes tonelada/ano (BSEF, 2000;
FROL, 2013). Neste ultimo levantamento, os retardantes de chama bromados
constituiam cerca 20% dentre todos utilizados no mundo (FROL, 2013). O consumo
dos retardantes de chama bromados (RCBs) varia de acordo com a regido na
qualsao utilizados, esta variagao deve-se principalmente a legislagdo nacional e as

preferéncias dos produtores, sendo a industria de aparelhos eletro-eletrénicos 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 sdo: bifenilas polibromadas (PBBs, do inglés polybrominated
biphenyl), os éteres de bifenilas polibromadas (PBDEs, do inglés polybrominated
diphenyl ether), dibenzo-p-dioxinas polibromadas (PBDDs, do inglés polybrominated
dibenzo-p-dioxins) entre outros. Os PBDEs (Figura 1) sdo os mais empregados
devido a sua alta eficiéncia contra a propagagdo da chama e o baixo custo
(PESTANA et al., 2008).

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

Dentre os PBDEs, os congéneres de baixo peso molecular (tri a hexa-BDE) sao
considerados os mais importantes do ponto de vista toxicoldgico, pois sé&o
absorvidos quase totalmente, lentamente excretados e apresentam alto potencial de
bioacumulagdo (RICHARDSON; TERNES, 2005). Isto ocorre principalmente devido
a baixa presséo de vapor e elevado coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow),
(BRAEKEVELT; TITTLEMIER; TOMY, 2003).

A resisténcia a chama esta diretamente associadaao processo de combustao
composto por pré-aquecimento, pir6lise ou decomposigéo/volatilizagao, ignicédo e
extingdo (SACKS; LOHMANN, 2012). Os mecanismos de ac&o dos retardantes de
chama se baseiam em principios fisicos (resfriamento ou diluigdo) ou quimicos

(neutralizacdo de radicais, remogao por decomposi¢cdo do polimero ou protegao
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devido a carbonizagdo). Estes mecanismos consistemessencialmente na
neutralizagdo dos radicais livres (OH" e H’) produzidos durante o processo de
combustdo, formados durante a ignicdo e responsaveis pela a propagacao da
chama (Figura 2) (PESTANA et al., 2008).
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Figura 2. Mecanismo dos retardantes de chama halogenados na combustéo
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 situagcdes, como: na fabricagao destes, na incorporacao a
produtos, durante o tempo de uso do produto contendo estas substancias e também
com efluentes  contaminados pelo  descarte inadequado (DANISH
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1999; UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2005).

Diversos autores tém relatado o potencial toxico dos PBDEs. Entre seus
principais efeitos estdo a hepatotoxicidade (NASH; SZABO; CAREY, 2013),
alteragdes imunologicas (FAIR et al., 2012), neurotoxicidade (SLOTKIN et al, 2013)e
acdes enddcrinas (YU et al., 2011). Contudo, os mecanismos de agao toxica ainda
nao foram bem elucidados, porém sabe-se que os compostos sdo resistentes a
acidos, bases, luz, calor, reducéo e oxidagdo (COSTA, 2006), com excegdo do
congénere BDE-209 (decabromado) que pode sofrer fotdlise e formar compostos
com menor numero de bromos em sua estrutura (TALNESS et al., 2008). Portanto,

em relacdo ao meio ambiente pode-se afirmar que sdo extremamente persistentes.
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Ainda é importante ressaltar que Talness (2008) relatou que o deca-BDE
poderia gerar outros congéneres por metabolismo ativo ou biotransformacgao, além
da fotdlise, com menos atomos de bromo em suas estruturas, como tetra-BDE e
penta-BDE.

Koenig e colaboradores (2012) confirmaram em seu trabalho que a exposi¢cao
perinatal ao BDE-47 pode ter consequéncias no neurodesenvolvimento e que a
exposicao lactacional representa um risco de exposigdo significativa durante o
desenvolvimento de ratos. No mesmo sentido, Chen e colaboradores (2012) ao
testarem o BDE-47 em zebra-fish, mostram que os padrbes de conectividade
neuronal foram alterados e isto pode contribuir para os déficits comportamentais
motores.

Sjodin e colaboradores (1999) verificaram que trabalhadores suecos que
atuavam desmontando manualmente equipamentos eletrbnicos em jornada de
trabalho de 8 horas/dia apresentaram concentragdes 70 vezes maiores do
congénere BDE-183 quando comparados ao grupo controle. Outro estudo mais
recente, quantificou BDE-47 em amostras de sangue de trabalhadores chineses em
uma industria de equipamentos eletrénicos e foi detectada uma presenga maior
deste composto em homens inférteis, relacionando este composto com esterilizagao
(WANG et al. 2012).

Adicionalmente, um estudo realizado entre 2002 e 2003 com 157 mulheres
australianas investigou a presenca de PBDEs no leite materno. Em todas as
amostras estudadas foram encontrados diferentes congéneres, principalmente BDEs
-47,-99, -100, —153, —154 e —183 (TOMS et al., 2007). Um estudo similar avaliou o
leite materno humano, verificando niveis elevados de todos os congéneres
estudados (DANIELS et al., 2010).

Esses compostos sdo recalcitrantes no meio ambiente devido a sua alta
lipofilicidade, podendo ser encontrados em diversos compartimentos ambientais,
além dos varios fluidos biolégicos humanos, como sangue e leite, ja relatados
anteriormente. A detecgdao destes compostos tem sido feita mesmo em locais
remotos, como camadas polares, onde o langamento nao 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
bioacumulagdo de PBDEs em animais das regides articas, em 2050 os niveis dos

retardantes de chama ja sera maior que o de PCBs. De acordo com este estudo, os
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niveis de PBDEs aumentaram exponencialmente entre 1981 a 2000 na regido artica
do Canada.

Varios compartimentos ambientais sofrem com a agao dos PBDEs, conforme
relatado por Hites (2004) em sua revisdo sistematica de estudos existentes na
época, na qual mostrou elevadas concentracbes de PBDEs nos compartimentos
ambientais e em amostras biolégicas de humanos e animais. Foram relatadas
concentragdes de até 193 ng/g de lipidios em leites de lactantes americanas, além
de 7500 ng/g em ovos de gaivota da regido 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 concentragdo de radicais livres intracelular (SOUZA et al.,
2013). Ja o BDE- 47 demonstrou em outro estudo, também a capacidade de elevar a
producdo de radicais livres nas células, indicando a possibilidade de que a
mitocdndria seja o principal alvo de toxicidade celular, levando a um aumento na
producao destes radicais no interior da célula e indugdo de morte celular (HU et al.,
2009).

1.5 Bioensaio mitocondrial em analises toxicolbgicas

1.5.1 Estrutura e funcdo mitocondrial

A mitocdndria € a principal organela produtora de energia celular e possui
papel fundamental na manutencao de diversas fungdes celulares. A maior parte das
células eucaridticas possui mitocondria 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 morfolégica pode-se atribuir uma
morfologia basica as mesmas, caracterizada por possuir um formato ovalado,
comprimento de aproximadamente 0,5um e 1um de didmetro, além de um sistema
duplo de membranas, externa (MME) e interna (MMI), separadas pelo espaco
intermembranar, sendo que a membrana interna delimita uma matriz amorfa rica em
proteinas na qual estd presente DNA mitocondrial (mtDNA) (OTERA; ISHIHARA,;
MIHARA, 2013).
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A membrana mitocondrial externa € lisa, possui tamanho de area superficial
fixa e contém em altas quantidades uma proteina transportadora chamada porina, a
qual forma canais e torna a MME permeavel as moléculas com tamanho menores
que 5 kDa, cuja principal fungcao é fazer a comunicagao entre as mitocondrias e a
rede metabdlica celular (STOWE; CAMARA, 2009). Além das porinas, existem
outras proteinas presentes na MME, as quais realizam fungdes essenciais a
mitocéndria, como sintese de lipideos ou conversdo de substratos lipidicos para o
metabolismo (PORTER et al., 2011).

Diferentemente da membrana externa, a membrana interna apresenta varias
invaginagdes, as quais sao caracteristicas por sua forma de cristas ou tubulos que
contribuem para aumentar superficie 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 formacdes tubulares como ocorre nas mitocdndrias de
células que sintetizam esteroides (ALBERTS et al., 1997).

A permeabilidade da MMI também é diferente da presente na MME, pois a
primeira € impermeavel a quase todos os ions e moléculas polares e possui elevada
quantidade de proteinas, sendo que muitas destas proteinas permitem o transporte
de metabdlitos selecionados (NICHOLLS; FERGUSON, 1982; STOWE; CAMARA,
2009). A permeabilidade diferenciada desta membrana é mediada e regulada por
proteinas, as quais sdo associadas com as trés principais fungbes da membrana
interna, sao elas: proteinas da cadeia respiratoria, que transferem elétrons;
proteinas do complexo enzimatico denominado ATP-sintase, responsavel por
produzir ATP; e proteinas transportadoras especificas que regulam a passagem de
metabolitos por essa membrana (LIMA; DUARTE; SA, 2010).

Como ja citado, a mitocondria € a principal produtora de energia celular, a
qual encontra-se na forma de adenosina 5-trifosfato, mais conhecido como ATP.
Este composto € essencial em diversas funcdes celulares e sua sintese é realizada
pela ATP-sintase acoplada a cadeia respiratéria mitocondrial (Figura 3) (PEREIRA et
al., 2012).

No espaco intermembranas, compreendido entre as duas membranas, ha
diferentes enzimas que utilizam o ATP gerado para fosforilar nucleotideos ou
sinalizar o desencadeamento de morte celular por apoptose (LIMA; DUARTE; SA,
2010).
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Figura 3. A) Figura representativa de uma mitocondria com énfase nosquatro compartimentos
principais. MME — Membrana Mitocondrial Externa; EIM — Espacgo Intermembranas; MMI — Membrana
Mitocondrial Interna; e Matriz mitocondrial. B) Esquema representativo da cadeia respiratéria (cadeia
transportadora de elétrons — CTE) acoplada a ATP-Sintase. A CTE esta localizada na membrana
interna MMI enquanto que o mtDNA esté localizado na matriz mitocondrial, mesmo local que ocorre o
ciclo do acido citrico (Ciclo de Krebs). A CTE é constituida por cinco complexos proteicos. Complexo |
(NADH desidrogenase) e complexo Il (succinato-desidrogenase), os quais recebem elétrons a partir
de metabolismo intermediario, que sédo entdo transferidos para a coenzima Q e posteriormente
entregues ao complexo lll (citocromo c redutase). Estes elétronssao transportados do complexo Il
para o complexo IV (citocromo ¢ oxidase) mediados pelo citocromo ¢, sendo esta a ultima etapa da
cadeia transportadora de elétrons, o qual produto final é a formagéo de agua através da redugédo do
oxigénio molecular. O transporte de elétrons é acoplado ao bombeamento de prétons da matriz para
o EIM, que é mediado pelos complexos I, lll e IV. O gradiente eletroquimico (Ay) gerado pelo
bombeamento de prétons durante a fosforilagdo oxidativa é utilizado como forga 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 acidos
tricarboxilicos e na B-oxidacdo, além do mtDNA (LIMA; DUARTE; SA, 2010). Este
material genético exclusivo, o0 mtDNA ¢é diferente do DNA nuclear, sendo que o
primeiro é caracterizado por um duplo filamento circular, compacto e sem introns. O
MmtDNA contém 37 genes que codificam 2 RNAs ribossémicos, 22 RNAs
transportadores e 13 RNAs mensageiros (RNAm), que s&o traduzidos em 13
polipeptidios envolvidos na fosforilagdo oxidativa. Enquanto que o DNA nuclear é
conhecido por possuir longas fitas, constituidas cada uma por dupla hélice e que
contém aproximadamente 100.000 genes (SCHEFFLER, 2001). O mtDNA codifica
aproximadamente 10% das proteinas mitocondriais que sdo componentes

essenciais de 4 dos 5 complexos responsaveis pela fosforilacdo oxidativa
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mitocondrial, com excecdo do complexo Il que é formado, exclusivamente, por
subunidades codificadas pelo DNA nuclear (nDNA). Portanto, para um bom
funcionamento desta organela, uma boa cooperacao entre o DNA nuclear e o DNA
mitocondrial se faz necessaria (SOUZA; GIUGLIANI, 2001).

1.5.2 Acao de xenobidticos sobre a mitocondria

Conforme explicado anteriormente, a mitocondria € a principal organela
responsavel por transformar a energia retirada dos alimentos em energia em uma
forma util as células, devido a isto, esta organela possui um papel fundamental na
manutencdo de varias funcdes celulares. Para ocorrer esta manutencdo, a
mitocondria obtém oxigénio e substratos derivados de glicose, aminoacidos e acidos
graxos e como produto final ha conversdo destes substratos em moléculas de
ATP(SRINIVASAN; AVADHANI, 2012).Assim, é de vital importancia que se
mantenha a integridade morfolégica e funcional da organela, sendo estaum dos
principais alvos de toxicantes (WALLACE; STARKOV, 2000). Portanto, espera-se
encontrar um equilibrio entre a geragéo e utilizacdo de energia, avaliados a partir
dos niveis de ATP e este equilibrio assegura aos tecidos energia suficiente para que
nao ocorra dano celular (PEREIRA et al., 2012).

Quando xenobidticos agem como inibidores da cadeia respiratoria, o O,
disponivel para a mitocondria pode sofrer redugao incompleta, isto gera o radical
superéxido por meio da reagao catalisada pela NADH-desidrogenase ou pelo ciclo
da Ubiquinona (coenzima Q) (TURRENS, 1997). O aumento na formacdo de
superoxido ou deficiéncia no sistema antioxidantelevam a formacao de peroxido de
hidrogénio (H2Oz)e este se acumula ocorrendo uma condigdo conhecida como
estresse oxidativo. Nesta condicdo, juntamente com a presenca de Fe?*, ha
producao do radical hidroxil via reacdo 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, ndo existe nenhum sistema antioxidante enzimatico
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
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Figura 4. Esquema da Reagdo de Fenton e Haber-Weiss
explicando a formagéao de radicais livres na presenga de ferro livre.
Fonte: RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003.

Disfungbes mitocondriais tém sido relacionadas a algumas doengas
degenerativas, como a doenca de Parkinson, e com a toxicidade de diversos
compostos (RANA; RERA; WALKER, 2013; PEREIRA; SOUZA; DORTA, 2013;
HUANG et al.,, 2011). Esta associagdo ocorre, pois como supracitado, alguns
xenobidticos podem causar deficiéncias na funcionalidade da cadeia respiratoria o
que leva a uma diminuicdo na producédo de ATP, a formacao de radicais livres e a
alteragdes nos mecanismos de regulagao do calcio intracelular. Todos estes eventos
celulares podem induzir oxidagdo no DNA, de proteinas e de lipideos, além de
induzir a abertura do poro de transicao de permeabilidade, um acontecimento que
esta correlacionado com os mecanismos de apoptose e morte celular (LEMASTERS,
1999).

1.5.3 Formagéo de poro de transi¢cao de permeabilidade

Caso haja um dano mitocondrial, varias mudangas podem ocorrer em sua
fisiologia e estrutura, comprometendo assim diversas das fungdes mitocondriais ja
citadas. Adicionalmente pode ocorrer prejuizo no sistema de sinalizagao celular, pois
esta organela também é responsavel por varios destes processos, como o de
sinalizagdo de morte celular programada (apoptose) através de sistemas integrados
de reagdes bioquimicas (BERNARDI; RASOLA, 2007).

Quando mitocdondrias isoladas entram em contato com elevadas
concentracdes de Ca?* e/ou ocorre um desequilibrio no estado oxidativo, pode haver
um aumento de temperatura — devido a liberagdo de energia originada na CTE que

nao foi convertida em ATP. Ja, quando a mesma entra em contato com alguns
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xenobidticos podem sofrer o fendbmeno descrito como Transi¢do de Permeabilidade
Mitocondrial (TPM). A TPM é um fendbmeno mediado pela abertura de poros de
natureza proteica na membrana interna mitocondrial, sendo que esta abertura de
poros que gera uma alteragdo na permeabilidade mitocondrial € chamada de Poro
de Transicado de Permeabilidade (PTP) (RAO; CARLSON; YAN, 2013).

Trés principais proteinas compreendem a formacédo PTP, sdo elas: o canal de
anion dependente de voltagem (VDAC) presente na membrana exterior; o
translocador de nucleotideo de adenina (ANT) localizado na membrana interna; e
Ciclofilina D (CypD) encontrado na matriz (TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2007). Quando
agentes externos agem sobre a mitocéndria a CypD pode se ligar ao ANT causando
a abertura do poro, seguido de um inchamento das mitocdndrias. Este processo
pode ser inibido na presenca de Ciclosporina A (CsA), devido ao fato de que a CsA
inibe a ligagdo da CypD com a membrana interna mitocondrial, porém pode ocorrer
a formagdo do PTP mesmo na auséncia de CypD (PEREIRA et al.,, 2012; RAO;
CARLSON; YAN, 2013).

Este processo é caracterizado por um aumento subito da permeabilidade da
membrana interna mitocondrial, podendo permitir a entrada de solutos que antes
eram bloqueados(<1,5kDa), devido a abertura de um canal de alta condutéancia,
sensivel a Ciclosporina A e Ca™? dependente (BERNARDI; RASOLA, 2007;
TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2007). A ocorréncia da TPM causa varios disturbios na
mitocéndria, podendo levar a umadissipag¢ao do potencial de membrana mitocondrial
0 que culmina em uma reducgao da produgédo de ATP (BERNARDI; RASOLA, 2007).

Em um ambiente experimental controlado, mitocondrias isoladas de ratos
podem sofrer uma transicdo de permeabilidade devido a trés principais fatores:
aumento do calcio intracelular, t-butilhidroperdxido e fosfato (Pi) que agem por
diferentes mecanismos. O calcio entra na mitocdndria por meio de um canal
uniporter eletroforético e desencadeia a transi¢ao por meio de uma ligagdo em sitio
ainda desconhecido, podendo gerar produgdo de radicais livres. O t-
butilhidroperdoxido pode causar a abertura de poro, pois 0 mesmo é metabolizado
pelo sistema glutationa peroxidase com oxidagdo do NAD(P)H que esta associado a
ocorréncia de transicdo, mas também pode ser devido a supressao que o mesmo
causa no sistema antioxidante. Por fim, o fosfato pode desencadear o evento de
transicdo diminuindo a concentragcdo de ADP na matriz mitocondrial (LAPIDUS;
SOKOLOVE, 1994; RAO; CARLSON; YAN, 2013). Portanto, a formagao de PTP leva
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a um desequilibrio homeostasico mitocondrial, podendo levar a uma redugdo nos
niveis de ATP e culminar em morte celular.

Outro ponto importante € que desde 1955 ja era correlacionado o inchamento
mitocondrial com a presenca de xenobidticos como o fosfato, arsenato, arsenito e

varios outros ions metalicos, assim descritos por Hunter e Ford (1955).
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6. CONCLUSAO

Conclui-se no presente trabalho que o BDE-47 e o BDE-99 interferem sobre a
bioenergética mitocondrial, afetando pardametros como o consumo de oxigénio, o
potencial de membrana mitocondrial, a homeostase calcica e a produc¢ao de energia,
contudo n&o interferem com o estado redox desta organela. O BDE-47, tetra-BDE,
apresentou maior toxicidade frente aos parametros bioenergéticos quando
comparado com o BDE-99, penta-BDE, sendo que este maior efeito toxico esta
relacionado com a menor quantidade de atomos de bromos presente na estrutura do
tetra-BDE. Além disso, deve-se levar em consideracao a posi¢ao destes atomos de
bromo, pois esta também interfere nos mecanismos de acgdo toxica destes
compostos, tornando importante também o estudo de estrutura-atividade destas

substancias.
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