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RESUMO

A ivermectina € um antiparasitario frequentemente utilizado na medicina veterinéria
e na clinica humana. Durante a pandemia de COVID-19, a ivermectina foi usada
como medida tanto profilatica quanto de tratamento para a COVID-19, apesar de
nao haverem confirmacfes de sua eficacia clinica para o tratamento da doenca.
Sinais e sintomas médicos foram observados em pacientes que fizeram o uso
irracional ou inadvertido do medicamento. Portanto, com o intuito de avaliar as
possiveis consequéncias hepaticas relacionadas a isso, a metodologia adotada pelo
presente trabalho foi o isolamento de mitocondrias intactas e rompidas de ratos e a
avaliacdo do seu consumo de oxigénio na presenca de diferentes substratos e
concentracbes de ivermectina. Os resultados obtidos através da respiracdo de
mitocondrias intactas, na presencga de ivermectina e com o succinato como substrato,
demonstraram que a partir da concentracédo de 5 uM o farmaco causou diminuicéo
no consumo de oxigénio do Estado Ill da respiracdo mitocondrial. Todavia, quando o
substrato utilizado fora o glutamato, ndo s6 houve alteracdo no consumo de O, do
Estado Ill, mas também do Estado Basal e IV. A analise do consumo de oxigénio,
através da respiracdo de mitocondrias rompidas, teve como seu propoésito
determinar em qual complexo mitocondrial estaria havendo a inibicdo do transporte
de elétrons pela acdo da ivermectina. Os resultados mostraram que a inibicdo esta
ocorrendo entre os complexos | e lll e Il e lll. Logo, através dos resultados obtidos,
conclui-se que a ivermectina provoca inibicdo na respiracdo mitocondrial de figado
de rato.

INTRODUCAO

A ivermectina é um antiparasitario conhecido por ser frequentemente utilizado na
medicina veterinaria e na clinica humana. Quimicamente é uma lactona macrociclica
produzida através de fermentacdo por actinomicetos do género Streptomyces
avermitilis e € usualmente prescrita para o tratamento de diversas infec¢gfes internas
por nematddeos e ectoparasitoses.

Durante a pandemia de COVID-19, a ivermectina foi objeto de grande polémica
devido ao seu uso como medida tanto profildtica quanto de tratamento para a
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COVID-19. A polémica também estava relacionada com a publicacdo de estudos, 0s
guais demonstravam que a ivermectina apresentava atividade antiviral (in vitro)
contra o virus SARS-CoV-2 em células infectadas experimentalmente. Todavia, a
eficacia clinica desse medicamento para o tratamento da COVID-19 nao foi
confirmada (REIS et al., 2022). Sinais e sintomas médicos foram observados em
pacientes como consequéncia do uso irracional e inadvertido do medicamento. O
mecanismo mais direto de toxicidade hepética € a interagdo especifica do toxico
com um componente celular, como por exemplo mitocondrias, e subsequente
modulag&do de sua fungdo. As mitocondrias realizam uma variedade de processos
bioquimicos, mas sua funcado principal esta relacionada a bioenergética, sendo ela
produzir a maioria do ATP celular (CASTANHA ZANOLI et al., 2012). Levando em
consideracao todas as questdes apresentadas anteriormente, o objetivo do presente
projeto foi realizar um estudo sistematico dos efeitos da ivermectina na bioenergética
de mitocondrias de figado de rato.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar, pesando entre 180 a 220 g. Os
animais foram alimentados com racdo balanceada e receberam agua ad libitum.
Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UEM (CEUA n° 5226031121). As mitocondrias foram
isoladas por centrifugacdo diferencial em meio constituido de manitol 200 mM,
sacarose 75 mM, TRIS 2 mM e etileno glicol &cido tetra-acético (EGTA) 0,2 mM e
albumina de soro bovino 50 mg%, pH 7,4 (BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003). O
consumo de oxigénio foi medido polarograficamente usando um eletrodo de platina
revestido de teflon (VOSS; CAMPELLO; BACILA, 1961). As mitocondrias (1 mg
proteina/mL) foram incubadas na camara fechada do oxigrafo em meio contendo
manitol 250 mM, KCI 10 mM, etilenoglicol acido tetra-acético (EGTA) 5 mM, TRIS 10
mM (pH 7.4) e fosfato de potassio 5 mM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas mitocondrias intactas que utilizaram o succinato (10mM) + rotenona (5uM) como
seu substrato, a adicdo da ivermectina no meio, dentro da camara fechada do
oxigrafo, fez com que o consumo de oxigénio pela mitocondria diminuisse
drasticamente no Estado Ill. O efeito sobre a respiracdo do Estado Ill foi bifasico,
sendo observado um rapido declinio do consumo de oxigénio até 25 uM, alcangando
74% de inibicdo. A partir desta concentracao, contudo, houve uma estabilizacdo do
efeito nas maiores concentragées (Figura 1A). Por outro lado, nas mitocondrias
intactas que tiveram como seu substrato o glutamato (10mM) + malato (10mM), a
adicdo de ivermectina ao meio fez com que houvesse um aumento de 127% no
consumo de 0, do Estado Basal até a concentracdo de 50 pM. Um aumento
significativo no consumo de oxigénio também ocorreu no Estado IV até a
concentracdo de 50 puM. Todavia, no Estado Il houve uma diminuicdo no consumo
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de oxigénio de 45% até a concentracdo de 25 uM. Em todos os estados a partir da
concentracdo de 50 uM, houve estabilizacéo do efeito (Figura 1B).
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Figura 1 - Efeitos da ivermectina sobre a respiracdo de mitocéndrias intactas. Painel A) substrato
succinato (10 mM) + rotenona (5 uM). Painel B) substrato glutamato (10 mM) + malato (10 mM). Os
dados mostrados representam a média * desvio padréo (n=5). * denotam diferenca estatisticamente

significativa (p<0,05) em relacdo ao controle.

Com o intuito de esclarecer os efeitos da ivermectina sobre o consumo de oxigénio
demonstrado, foram investigados os efeitos do farmaco sobre a atividade dos
segmentos da cadeia respiratoria. Quando o substrato utilizado foi o NADH, houve
diminuicdo do consumo a partir da concentragcao de 25 uM e quando o substrato
utilizado foi o succinato, houve diminuicdo a partir da concentracdo de 10 pM,
significando que houve inibi¢cdo no transporte de elétrons entre os complexos | e lll e
Il e Ill, respectivamente. Quando se utilizou TMPD + ascorbato, ndo se observou
diminuicdo no consumo, mostrando que nao houve acédo no complexo IV (Figura 2).
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Figura 2 — Efeitos da ivermectina sobre a respira¢éo de mitocdndrias rompidas tendo como
substratos NADH, succinato e TMPD + ascorbato. Os dados representam média * erro padréao.
* denotam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.

Foram avaliados o segmento da NADH oxidase, que compreende toda a cadeia do
NADH ao oxigénio; o segmento da succinato oxidase, que corresponde ao
transporte de elétrons do complexo Il ao oxigénio e a oxidacdo do TPMD +
ascorbato, que corresponde a atividade do complexo IV.

CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho contribuem para um melhor entendimento sobre
os efeitos da ivermectina no metabolismo energético mitocondrial. Podemos concluir
gue os mecanismos envolvidos com a interferéncia da ivermectina sobre a
bioenergética mitocondrial sdo a inibicdo da transferéncia de elétrons entre os
complexos | e lll e Il e lll e possivel efeito desacoplador em altas concentragdes.
Estes resultados podem contribuir com o esclarecimento em relacdo aos efeitos
toxicos da ivermectina.
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