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RESUMO

O triclosan (TCS) é um antimicrobiano de alto espectro de acdo, amplamente utilizado como antisséptico e
conservante, tanto em produtos de higiene pessoal, como produtos de limpeza. O TCS pode afetar varios
processos fisioldégicos, podendo atuar diretamente sobre as mitocondrias como um desacoplador do
potencial de membrana. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo sistematico
sobre os efeitos do TCS sobre vias metabdlicas dependentes do ATP. O sistema experimental utilizado foi o
figado de rato em perfuséo isolado. Foram avaliados os efeitos de uma curva de concentragdo de TCS (20
a 100 uM) sobre a gliconeogénese, ureagénese e sobre o conteddo de adenina mononucleotideos (ATP,
ADP e AMP), no figado de ratos. Os resultados demonstraram que o TCS inibiu de maneira dependente da
concentracdo, a gliconeogénese e a ureagénese, vias estritamente dependentes do ATP gerado na
mitocondria. Além disso, o TCS diminuiu o conteddo de ATP celular em condicdes em que a cadeia
respiratoria mitocondrial era a Unica fonte desse composto, confirmando o seu potencial desacoplador.
Desse modo, os resultados do presente trabalho revelam que o efeito direto do TCS sobre o figado pode
acarretar em animais um quadro de toxicidade caracterizado por hipoglicemia, excesso de ambnia e muito
provavelmente acidose, devido a reduzida conversao de lactato e piruvato em glicose.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano; Desacoplador; Gliconeogénese; Perfusdo Hepatica; Ureagénese.

1 INTRODUCAO

O triclosan (5-cloro-2’-(2,4-diclorofenoxi)-fenol) (TCS) €é um antimicrobiano
bifendlico sintético, com alto espectro de acdo. Comumente presente em produtos de
higiene pessoal e de higiene hospitalar (NEWTON et al., 2005). O uso constante do TCS
ao longo dos ultimos 50 anos, permitiu a disseminacédo descontrolada desta molécula no
ambiente como também no corpo humano. De fato, a populacdo mundial esta diariamente
exposta, de maneira crénica ao TCS, devido a grande utilizacdo de produtos de cuidado
pessoal como também por meio do consumo de alimentos e 4gua contaminada com este
antimicrobiano (WEATHERLY and GOSSE, 2017).

A atividade antibacteriana do TCS se da pela inibicdo da enoil-ACP-redutase,
enzima chave da biossintese de acidos graxos (MCMURRY et al., 1998). Entretanto, nos
ultimos anos, tem-se visto que o TCS também pode afetar varios processos fisiologicos
em eucariotos, podendo induzir hepatotoxicidade e neurotoxicidade (ZHANG et al., 2019;
LIU et al., 2019). Trabalhos recentes tém demonstrado que o TCS dissipa o potencial de
membrana (W) de mitocéndrias isoladas (NEWTON et al., 2005; TEPLOVA et al., 2017) e
na presenca de substrato doador de elétrons para complexo 2, o TCS pode atuar também
como inibidor da cadeia respiratoria mitocondrial em concentragdes maiores que 10 uM.

Nesse sentido, considerando sua interferéncia sobre a bioenergética mitocondrial,
muito provavelmente o TCS possa interferir com o fluxo de vias metabdlicas dependentes
de energia. Desse modo, o0 objetivo do trabalho foi realizar um estudo sistematico dos
efeitos diretos do TCS sobre o metabolismo de figado de ratos em perfuséo.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 a 240g), em jejum de 18 horas e
previamente anestesiados (IP cetamina 90 mg/Kg e xilazina 9 mg/Kg). Todos os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade de Maringa (n°® 6416011220).

Foi realizada perfusdo nao-recirculante, livre de hemoglobina (BRACHT et al.,
2003). Apos canulacéo das veias porta e cava, o figado foi removido e posicionado huma
camara de acrilico. O liquido de perfusdo foi o tampéo Krebs/Henseleit bicarbonato (pH
7,4), saturado com uma mistura de oxigénio e dioxido de carbono (95:5) e aquecido a
36°C. O fluxo da perfusao foi mantido constante (~30 mL/min). Foram utilizados como
substratos gliconeogénicos: lactato (2 mM) e alanina (2,5 mM). As amostras do perfusado
efluente foram coletadas de acordo com o protocolo experimental e quantificados o teor
de glicose, piruvato lactato, amonia e ureia por meio de dosagens enzimaticas (lactato
desidrogenase, glutamato desidrogenase, urease e glicose oxidase) (BERGMEYER and
BERNT, 1974). TCS foi infundido em diferentes concentracdes (20, 50 e 100 uM). O
consumo de oxigénio foi monitorado continuamente com um eletrodo de prata/platina
acoplado a um polarografo (BRACHT et al, 2003). O conteddo hepatico de
mononucleotideos de adenina (AMP, ADP e ATP) foi determinado por cromatografia de
alto desempenho (HPLC) (MITO 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A figura 1A apresenta o protocolo experimental utilizado para avaliar o efeito do
TCS sobre a gliconeogénese a partir do lactato.
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Figura 1: Decurso temporal (A) e efeito das concentracdes dependente (B) do triclosan sobre a
gliconeogénese a partir de lactato em figado em perfusdo e parametros relacionados.

Figados de ratos em jejum de 18h foram perfundidos para minimizar a interferéncia
do catabolismo de glicogénio. Apds um periodo de pré-perfusdo de 10 min na auséncia de
substrato, lactato (2 mM) foi infundido por 26 min, seguido por 34 min adicionais de TCS
(100 uM) mais lactato. Como esperado, a infusédo de lactato produziu um aumento rapido
e sustentado na producéo de glicose, captacdo de oxigénio e producdo de piruvato (Fig.
1A). Esses aumentos tenderam a estabilizagcdo aos 30 min de perfusao. A infuséo de TCS
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(aos 36 min) causou aumento imediato no consumo de oxigénio atingindo um novo estado
estacionario na primeira metade do periodo de infusdo (até o 58 min). ApGs esse tempo, 0
consumo de oxigénio foi inibido progressivamente até atingir niveis semelhantes ao
estado basal. A gliconeogénese foi completamente inibida pelo TCS. A taxa de diminuicao
da producao de glicose foi maior na primeira metade do periodo de infusdo de TCS, mas
a inibicdo continuou ao longo do tempo e foi estabilizada mesmo apos a interrupcdo da
infusdo do TCS. Experimentos como o descrito na Fig. 1A foram realizados com outras
concentracOes de TCS e estdo resumidos na Fig. 1B. O TCS inibiu a producéo de glicose
de maneira dependente da concentracdo. A diminuigcdo do consumo de oxigénio ocorreu
apenas na concentragao de 100 uM e esta reducéo foi de 38% em relagédo ao estado
estacionario do lactato (estado estimulado).

Experimentos semelhantes aqueles com lactato como precursor gliconeogénico
também foram realizados com alanina na concentracdo de 2,5 mM. A Fig. 2 mostra a
evolucao dos seis parametros determinados nos experimentos com TCS 100 yM, sendo
eles, producédo de glicose, lactato, piruvato, amonia, ureia e consumo de oxigénio.

o
w

A

°
by

B

;
ﬂluuﬂ“? e
oy

o
N
4
®

[
ﬂﬁﬂkﬂﬂ'

—A—Pyruvate
l —@— Lactate

—@—Glucose

o

3
I
=

o
EY
N
T
o
w

Pyruvate production (smol min™%)
o
2

o
@

N

0.1

T
o
IS

o

w

T
o
N

Ammonia production (umol min* g%)

T
o
o

—&— Urea
—&— Ammonia

o
S

3.24

T
o
e
T

o

s

Lactate production (umol mintg?)

§
:M

Ammonia production (umol min* %)

-
o

3.0+

r
o

2.6 ‘

°
b

2.84

°
ird

o
N
I

Glucose production (umol min™* g%
Oxygen uptake (umol min™ g‘l)

o
[

| Triclosan infusion (100 uM) | Triclosan infusion (100 pM)

‘ 2.2- ‘

o
i

Alanine infusion (5 mM) Alanine infusion (5 mM) ‘

T T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Perfusion time (minutes) Perfusion time (minutes)

Figura 2: Decurso temporal (A) e efeito das concentracdes dependente (B) das acdes do triclosan
na gliconeogénese a partir de alanina em figado de ratos em perfuséo e parametros relacionados.

A infusdo de alanina aumentou todos os seis parametros avaliados. A introducéo
do TCS (36 min), novamente, aboliu completamente a producao de glicose e a taxa basal
foi mantida mesmo apds a interrupcdo do TCS. O consumo de oxigénio, entretanto,
aumentou rapidamente na primeira metade da infusdo de TCS e, na sequéncia, tendeu a
diminuir levemente, mas ainda manteve 36% maior do que o estado estimulado no final
da perfusao. A producéo de lactato e de amoOnia aumentou progressivamente e atingiu um
novo estado estacionario com a infusdo de TCS. Esses aumentos foram de 63% e 290%
respectivamente em relacdo ao estado estaciondrio da alanina. De maneira geral, as
modificacdes induzidas pelo TCS foram mantidas apds cessar a infusdo do mesmo. O
mesmo protocolo experimental foi repetido e os efeitos dependentes da concentracéo
estao apresentados na Fig. 3.
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Figura 3: Efeitos dependentes das concentra¢cdes do triclosan sobre o metabolismo da alanina em
figado de ratos em perfusao isolada.

A producdo de glicose foi reduzida em aproximadamente 15% para as
concentracfes de 20 e 50 uM de TCS e foi marcadamente reduzida com 100 uM. Ja a
producdo de lactato e o consumo de oxigénio foram estimulados apenas pela maior
concentracdo (100 uM). A producdo de ambnia aumentou de forma dependente da
concentracao a partir de 50 uM de TCS.

Os niveis de mononucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) foram medidos com
intuito de avaliar o estado energético do figado na presenca de TCS (100 uM). Estas
avaliacdes foram realizadas no figado de ratos em jejum na presenca de lactato. Os
resultados estdo demonstrados na Fig. 4. O TCS diminuiu o contetdo de ATP e ADP.
Essas reducdes foram de 40% e 27% respectivamente. O conteudo de AMP, no entanto,
foi aumentado em 73%. Em consequéncia, as razées ATP/AMP e ATP/ADP diminuiram
pelo TCS.
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Figura 4: Influéncia do triclosan (100 uM) sobre o contetdo hepatico de mononucleotideos de
adenina em figado de rato em jejum.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Concluiu-se que os resultados do presente estudo corroboram com trabalhos
publicados sobre o potencial de hepatotoxicidade do TCS em animais. De fato, a acédo do
TCS como um desacoplador mitocondrial € comprovada em figado em perfuséo por meio
do aumento do consumo de oxigénio e redugdo dos niveis de ATP. Esta alteracdo da
bioenergética mitocondrial justifica uma reducdo da gliconeogénese como também da
ureagénese, vias estritamente dependentes do ATP mitocondrial. Desse modo, 0 uso
constante do TCS em animais pode desenvolver um quadro de toxicidade, que inclui
hipoglicemia, excesso de aménia e dano celular devido a deficiéncia da manutencdo da
homeostase.
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