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RESUMO

Os compostos mesoiônicos apresentam potencial aplicação terapêutica, 
devido às suas propriedades químicas. Suas regiões de cargas positiva e 
negativa, associadas a um sistema aromático poliheteroatômico, favorecem a 
interação destes compostos com biomóleculas. Por outro lado, a ausência de 
uma carga líquida facilita a sua passagem através de membranas biológicas. 
Neste estudo, foram investigados os efeitos de um novo composto mesoiônico, 
o cloreto de 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazólio-2-fenilamina (Ml-D) 
para o qual foi descrita uma importante ação antitumoral. O Ml-D promove, em 
fígado de rato alimentado, a inibição no consumo de oxigênio, o estímulo da 
glicogenólise e uma discreta inibição da glicólise, conforme o demonstrado 
pelos valores diminuídos de lactato e piruvato. Verificou-se que o Ml-D reduz a 
eficiência da fosforilação oxidativa em mitocôndrias isoladas de fígado de rato. 
As análises dos complexos da cadeia respiratória sugerem que o alvo de 
inibição do composto mesoiônico situa-se após o complexo I e entre os 
complexos II e III. O Ml-D promove o colapso do potencial elétrico de 
membrana (Ay). A atividade da enzima ATPase foi drasticamente aumentada 
em presença do Ml-D em mitocôndrias intactas, mas inibida em mitocôndria 
desacopladas com FCCP. O Ml-D altera a fluidez e a elasticidade da 
membrana mitocondrial interna, conforme o verificado nos ensaios de 
inchamento mitocondrial em presença de acetato de sódio, de K+ mais 
valinomicina e K+ mais nigericina. Os resultados dos estudos de polarização 
de fluorescência das sondas DPH e DPH-PA em vesículas multilamelares 
sintéticas (DMPC) e naturais, sugerem que o Ml-D se instala na membrana 
mitocondrial diminuindo sua fluidez, afetando tanto os centros hidrofóbicos, 
monitorados pela sonda DPH, quanto a região externa, mais hidrofílica, 
monitorada pela sonda DPH-PA. Verificou-se que em células HeLa e L1210, o 
Ml-D estimula o consumo de oxigênio do estado IV induzido por oligomicina, e, 
ainda em células L1210, o composto mesoiônico estimulou a produção de 
lactato. A monocamada de células HeLa tratadas com o Ml-D apresenta 
alterações morfológicas, características do processo de morte celular por 
apoptose, a saber: a) formação de blebs na membrana plasmática; b)
condensação da cromatina e c) fragmentação do núcleo. A confirmação do 
Ml-D como indutor de apoptose foi realizada através de ensaios utilizando o 
método de TUNEL. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o 
Ml-D atua como um agente desacoplador inibitório, induz a morte celular por 
apoptose e, sugere, ainda, que tal mecanismo possa ser responsável pelo 
efeito antitumoral deste composto.

XX



ABSTRACT

Mesoionic compounds possess structural features which confer on them 
potential biological activity and pharmaceutical use. Their structures, with well 
separated regions of positive and negative charges, associated with a 
polyheteroatomic system, enable them to interact with biomolecules. Although 
the compounds are internally charged, they are overall electrically neutral, 
enabling them in vivo to cross the biological membranes. In this investigation 
we studied the effects of a hitherto not examined mesoionic compound, Ml-D 
(4- phenyl-5-(4-nitrocinnamoyl)-1,3,4-thiadiazolium-2-phenylamine chloride) for 
which has been demonstrated to have an important anti-tumoral effect. Ml-D 
infusion in livers from well-fed rats inhibits oxygen consumption, stimulates 
glycogenolysis, and promotes a discreet inhibition of glycolysis, according to a 
decrease in production of lactate and pyruvate. It also depresses the 
phosphorylation efficiency of liver mitochondria as indicated by accentuated 
decreases of the respiratory control coefficient and ADP/O ratio. Analysis of 
segments of the respiratory chain suggests that the Ml-D inhibition site is after 
complex I and between complex II and III. The electrical potential (Ay) is 
collapsed depending on Ml-D concentration. ATPase activity is dramatically 
increased by action of Ml-D in intact mitochondria, but inhibited in FCCP - 
uncoupled mitochondria. Ml-D interferes with inner mitochondrial membrane 
fluidity and elasticity, as demonstrated by assays of mitochondrial swelling in 
the presence of sodium acetate, valinomycin + K+ and nigericin + K+. In order 
to evaluate the effects of Ml-D on membrane fluidity artificial DMPC 
membranes and native mitochondrial membranes were used. The effect of 
Ml-D on the fluorescence polarization of DPH, probing the bilayer core, and of 
its anionic propionic acid derivative, DPH-PA, probing the outer regions of the 
bilayer, in DMPC bilayers and in native membranes were investigated. The 
results suggest that Ml-D shifts the midpoint of phase transition to higher 
values and that the mesoionic compound orders the fluid phase of both 
preparations of the lipid, either in the hydrophobic core or in the outer regions 
of the bilayer. In HeLa and L1210 cells, Ml-D inhibits oxygen consumption 
sustained by endogenous substrates, but when the respiration was inhibited by 
oligomycin, it promoted an accentuated stimulus. The glycolysis of L1210 cells 
was highly increased by action of Ml-D. HeLa monolayers treated with Ml-D 
presented the morphological alterations characteristic of cellular death by 
apoptosis as shown by the appearance of cytoplasmatic blebs; nuclear 
chromatin condensation and nuclear fragmentation. Confirmation that Ml-D acts 
as an inducer of apoptosis was obtained by specific labeling of DNA 
fragmentation by a TUNEL assay. The results presently obtained enable us to 
classify Ml-D as a new inhibitory uncoupling agent, able to induce cell death by 
apoptosis and suggest that mechanisms of such actions can be involved in its 
anti-tumoral effect.

xxi
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Aspectos Conceituais e Classificação dos Compostos 

Mesoiônicos

A constatação de que os grupos heterocíclicos eram responsáveis pela 

atividade biológica de inúmeros compostos de origem vegetal, e ainda de que 

as mais importantes reações dos seres vivos como a provisão de energia, 

transmissão de impulsos nervosos, visão, metabolismo e transferência de 

informação hereditária ocorrem com a participação destes grupos, conduziu a 

um significativo avanço na química orgânica (POZHARSKÜ et al., 1997).

Entre os heterocíclicos naturais de maior importância, destacam-se os 

alcalóides. Extraídos de plantas, alguns destes compostos, dentre outras 

ações, atuam como importantes estimulantes do sistema nervoso central. Além 

dos efeitos benéficos, alguns alcalóides apresentam efeitos colaterais 

indesejáveis, como a quinina, que apresenta elevado grau de toxicidade a 

despeito de sua efetividade no tratamento da malária. Para resolver os 

problemas relacionados à toxicidade e também com a finalidade de se buscar 
substâncias de aplicação farmacológica, surgiram os compostos similares 

sintetizados em laboratório, que apresentam a vantagem de possibilitar a 

realização de substituições estruturais até alcançar-se os compostos com 

efeitos desejados (POZHARSKÜ et al., 1997). Com este objetivo, muitos 

compostos heterocíclicos têm sido sintetizados em laboratório. Dentre estes, 
surgiram os chamados compostos mesoiônicos. O termo mesoiônico foi 

sugerido pela primeira vez por SIMPSON (1946), para descrever moléculas 

cuja representação por estrutura covalente ou polar não é possível.

Em 1955, BACKER & OLLIS, definiram como mesoiônicos, os 

compostos que apresentassem, em sua estrutura, um anel com as seguintes 

características:

1-) todos os átomos compartilhando um sexteto de elétrons % 

apresentando considerável energia de ressonância;
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2-) caráter aromático, heterocíclico, com cinco ou seis elementos, 
incapaz de ser representado por estrutura covalente;

3-) carga positiva no anel heterocíclico, balanceada por uma carga 

negativa em átomo ou grupo exocíclico;

4-) estrutura planar, ou próxima a isto.

Embora a definição original do termo mesoiônico (BACKER & OLLIS, 
1955) permitisse que fossem classificados como tal alguns compostos 

heterocíclicos que apresentassem em sua estrutura anéis constituídos de 6 

membros, recomendou-se, na década de 70, que o termo fosse restrito a anéis 

heterocíclicos de 5 membros. Assim, foi proposta na definição original a 

seguinte modificação: “um composto pode ser apropriadamente classificado 

como mesoiônico quando for constituído por um anel heterocíclico de 5 

membros, o qual não pode ser representado satisfatoriamente por uma 

estrutura covalente ou polar, e que possua um sexteto de elétrons n 

associados aos 5 átomos que formam o anel” (OLLIS & RAMSDEN, 1976).

Assim definidos, os compostos mesoiônicos podem ser genericamente 

representados pela fórmula demonstrada na figura 1 , onde os constituintes 

indicados pelas letras a-f podem ser: carbono, nitrogênio, oxigênio e enxofre 

com seus respectivos substituintes, específicos para cada tipo de composto 

(OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982)

Análises dos possíveis sistemas mesoiônicos, permitiram sua 

classificação em dois tipos - A e B -, de acordo com a origem dos 8 elétrons n, 

distribuídos entre o anel heterocíclico (carga positiva) e o átomo ou 

grupamento exocíclico (carga negativa). Na figura 2 estão demonstradas as 

fórmulas genéricas e exemplos dos compostos mesoiônicos dos tipos A e B, 
onde os números sobrescritos, nas primeiras, indicam a origem dos 8 

elétrons n. A partir da observação destes exemplos, ressalta-se que a 

classificação dos compostos mesoiônicos como do tipo A ou B é dependente
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FIGURA 1. Representação genérica de um composto mesoiônico. FONTE: 
OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982.

1 2 
b—a

2 / \ 1 
c a e

x «.v
Tipo A

1
ff

2 1 
b—a

2 / \ 1 
c 1 e

«.
Tipo B

1,2,3,4-tetrazólio-5-tiolato Dihidroditizona
(Tipo A) (Tipo B)

FIGURA 2. Representação e exemplos dos compostos mesoiônicos dos 
tipos A e B. O 1,2,3,4-tetrazólio-5-tiolato é um exemplo de composto 
mesôionico do tipo A e seu isômero dehidroditizona, do tipo B. FONTE: OLLIS 
& RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982.
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da natureza dos substituintes do anel heterocíclico, e não apenas do tipo de 

anel (NEWTON & RAMSDEN, 1982).

Entre as década de 50 e 80, foram sintetizados mais de 70 compostos 

mesoiônicos. Até o ano de 1982, os compostos mesoiônicos do tipo A incluíam 

aproximadamente 60 compostos, pertencendo o anel mesoiônico aos 

seguintes sistemas: oxazóis, dioxóis, diazóis, tiazóis, ditióis, oxadiazóis, 
oxatiazóis, triazóis, tiadiazóis, oxatriazóis, tetrazóis, tiatriazóis, oxatióis, 

selenazóis e ditiadiazóis (NEWTON & RAMSDEN, 1982). Os diferentes grupos 

de compostos mesoiônicos do tipo A, estão listados na tabela 1.

Já os compostos mesoiônicos do tipo B, em menor número, listados na 

tabela 2, somaram até 1982, 13 compostos, incluindo os seguintes sistemas: 
oxazóis, diazóis, tiazóis, ditióis, tiadiazóis e tetrazóis.

Como se observa nas tabelas 1 e 2, o anel principal pode dar origem a 

compostos do tipo A ou B, em função da natureza do substituinte, sendo que 

este irá definir o número de elétrons atribuído a cada átomo do composto, 
definindo assim sua classificação (NEWTON & RAMSDEN, 1982).

Conforme se ressaltou, o termo mesoiônico pode ser utilizado apenas 

para compostos que não possam ser representados por estrutura covalente ou 

polar. Desta forma, moléculas que exibem um alto grau de fixação de cargas 

positiva e negativa sobre átomos específicos, como as troponas, cuja estrutura 

esta mostrada na figura 3A , e as betaínas, representadas na figura 3B, não 

podem ser classificadas como mesoiônicas.

Devido às suas características estruturais, os compostos mesoiônicos 

apresentam propriedades muito interessantes. Suas regiões de cargas positiva 

e negativa, associadas a um sistema aromático poliheteroatômico, favorecem 

a interação destes compostos com biomóleculas. Por outro lado, a ausência de 

uma carga líquida na molécula, facilita a sua passagem através de membranas 

biológicas (KIER & ROCHE, 1967). Estes aspectos têm motivado os estudos 

das possíveis atividades biológicas destas drogas, intimamente relacionadas
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TABELA 1-Heterocíclicos Mesoiônicos do Tipo A

1 2 
b — a

SISTEMAS ÁTOMOS ou GRUPOS

Oxazóis a b C d e f
1,3-Oxazólio-4-olatos NR CR O CR c o
1,3-Oxazólio-5-olatos O CR NR CR c o
1,3-Oxazólio-5-aminidas O CR NR CR c NR
1,3-Oxazólio-4-aminidas 
Dioxóis

NR CR O CR c NR

1,3-Dioxólio-4-olatos 
Diazóis

O CR O CR c 0

1,3-Diazólio-4-olatos NR CR NR CR c O
1,3-Diazólio-4-aminidas NR CR NR CR c NR
1,3-Diazólio-4-tiolatos NR CR NR CR c S
1,3-Diazólio-metilidas 
Tiazóis

NR CR NR CR c CXYb

1,3-Tiazólio-5-olatos S CR NR CR c O
1,3-Tiazólio-4-olatos NR CR S CR c O
1,3-Tiazólio-5-aminidas S CR NR CR c NR
1,3-Tiazólio-5-tionas S CR NR CR c S
1,3-Tiazólio-4-aminidas 
Ditióis

NR CR S CR c NR

1,3-Ditiólio-4-olatos S CR S CR c 0
1,3-Ditiólio-4-aminidas 
Oxadiazóis

S CR S CR c NR

1,3,4-Oxadiazólio-2-olatos O CR NR N c O
1,3,4-Oxadiazólio-2-aminidas O CR NR N c NR
1,3,4-Oxadiazólio-2-tiolatos O CR NR N c S
1,3,4-Oxadiazólio- metilidas O CR NR N c CXYb
1,2,3-Oxadiazólio-5-olatos (sidnonas) O N NR CR c 0
1,2,3-Oxadiazólio-5-aminidas (sidnoniminas) O N NR CR c NR
1,2,3-Oxadiazólio-5-tiolatos 
Oxatiazóis

0 N NR CR c S

1,3,2-Oxatiazólio-5-olatos 
Triazóis

O N S CR c O

1,2,3-T riazólio-4-olatos NR N NR CR c O
1,2,3-T riazólio-4-aminidas NR N NR CR c NR
1,2,3-T riazólio-4-tiolatos NR N NR CR c S
1,2,4-Triazólio-3-olatos NR CR NR N c O
1,2,4-T riazólio-3-aminidas NR CR NR N c NR
1,2,4-Triazólio-3-tiolatos NR CR NR N c S
1,2,4-Triazólio-3-metilidas NR CR NR N c CXYb
1,2,4-Triazólio-3-selenolatos NR CR NR N c Se

continua



7

TABELA 1 - Heterocíclicos Mesoiônicos do Tipo A

1
b -a

\ ie -

continuação

SISTEMAS ÁTOMOS ou GRUPOS

Tiadiazóis a b C d e f
1,3,4-Tiadiazólio-2-olatos s CR NR N c o
1,3,4-Tiadiazólio-2-aminidas s CR NR N c NR
1,3,4-Tiadiazólio-2-tiolatos s CR NR N c s
1,3,4-Tiadiazólio-2-metilidas s CR NR N c CXYb
1,2,3-Tiadiazólio-4-olatos NR N S CR c o
1,2,3-Tiadiazólio-5-olatos S N NR CR c o
1,2,3-Tiadiazólio-5-aminidas S N NR CR c NR
1,2,3-Tiadiazólio-5-tiolatos S N NR CR c s
1,2,3-Tiadiazólio-5-metilidas S N NR CR c CXYb1,2,4-Tiadiazólio-3-olatos NR CR S N c
1,2,4-Tiadiazólio-3-aminidas NR CR S N c O

NR
Oxatriazóis
1,2,3,4-Oxatriazólio-5-olatos O N NR N c 0
1,2,3,4-Oxatriazólio-5-aminidas O N NR N c NR
1,2,3,4-Oxatriazólio-5-tiolatos O N NR N c S

Tetrazóis
1,2,3,4-Tetrazólio-5-olatos NR N NR N c O
1,2,3,4-Tetrazólio-5-aminidas NR N NR N c NR
1,2,3,4-Tetrazólio-5-tiolatos NR N NR N c S
1,2,3,4-Tetrazólio-5-metilidas NR N NR N c CXYb
1,2,3,4-Tetrazólio-5-selenolatos
Tiatriazóis

NR N NR N c Se

1,2,3,4-Tiatriazólio-5-olatos S N NR N c 0
1,2,3,4-Tiatriazólio-5-aminidas S N NR N c NR
1,2,3,4-Tiatriazólio-5-tiolatos S N NR N c S
1,2,3,4-Tiatriazólio-5-metilidas 
Oxatióis

S N NR N c CXYb

1,3-Oxatiólio-4-olatos S CR O CR c O
1,3-Oxatiólio-5-olatos 
Selenazois

O CR S CR c O

1,3-Selenazólio-4-olatos 
Ditiadiazóis

NR CR Se CR c O

1,3,2,4-ditiadiazólio-5-olato S N S N c O
1,3,2,4-ditiadiazólio-5-aminidas S N S N c NR

bOs substituintes X e Y incluem C02 Et, CN ou um resíduo fluorenilida. 
FONTE: OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982
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TABELA 2 - Heterocíclicos Mesoiônicos do Tipo B

2 1 b — a
2 /  c

\  1 
•1 e , 1

\ d

SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS

Oxazóis
a b C d e f

1,2-Oxazólio-4-olatos CR O NR CR c 0
1,2-Oxazólio-4-aminidas 
Diazóis

CR O NR CR c NR

1,2-Diazólio-4-olatos CR NR NR CR c O
1,2-Diazólio-4-aminidas 
Tiazóis

CR NR NR CR c NR

1,3-Tiazólio-4-olatos CR S NR CR c O
1,3-Tiazólio-4-aminidas 
Ditióis

CR S NR CR c NR

1,2-Ditiólio-4-olatos CR S S CR c O
1,2-Ditiólio-4-tiolatos 
Tiadiazóis

CR S S CR c S
1,2,5-tiadiazólio-3-olatos 
Tetrazóis

N S NR CR c 0

1,2,3,4-Tetrazólio-5-olatos N NR NR N c O
1,2,3,4-Tetrazólio-5-aminidas N NR NR N c NR
1,2,3,4-Tetrazólio-5-tiolatos N NR NR N c S
1,2,3,4-Tetrazólio-5-metilidas N NR NR N c CXYb

b0s substituintes X e Y incluem CO2 Et, CN ou um resíduo fluorenilida. 
FONTE: OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982
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FIGURA 3 A. Estrutura química das troponas FONTE: Kl ER & ROCHE, 

1967.

FIGURA 3 B. Estrutura química das Betaínas. FONTE: KIER & ROCHE, 

1967.
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à presença de determinados substituintes no anel (GLENNON et al., 1981; 

BADACHIKAR et al., 1986; CORELL et al., 1994; GRYNBERG et al., 1997)

A atividade biológica de àlguns compostos mesoiônicos dos tipos A e B 

é comprovada por vasta literatura, sendo muitos destes compostos 

patenteados (OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982) e, 

dentre estes, alguns são comercialmente utilizados como medicamentos 

(BIAM, 1992). No entanto, com relação a composição do anel mesoiônico, os 

que apresentam atividade biológica relevante podem ser agrupados em 4 

classes principais: as sidnonas (1,2,3-oxadiazólio-5-olatos), as sidnoniminas 

(1,2,3-oxadiazólio-5-aminidas), os oxatriazóis e os 1,3,4-tiadiazóis 

mesoiônicos, cujas estruturas estão representadas na figura 4 (KIER & 

ROCHE, 1967).

1.2 Atividades Biológicas dos Compostos Mesoiônicos

Sidnonas (1,2,3-oxadiazólio-5-olatos)

As sidnonas (figura 4A), foram os primeiros compostos mesoiônicos 

sintetizados (EARL & MACKNEY, 1935), como também os mais estudados até 

a atualidade. O primeiro estudo de uma possível atividade biológica das 

sidnonas, foi realizado por BROOKES & WALKER (1957). Os autores 

sintetizaram sidnonas cujas estruturas se relacionavam com a-aminoácidos 

naturais. Estas drogas tiveram sua atividade testada, in vitro, contra vários 

microorganismos, dentre eles: Streptococcus haemolyticus, Staphylococcus 

aureus e E. coli. Porém, tais estudos não obtiveram sucesso.

Posteriormente, DAVIS et al. (1959), demonstraram in vivo a efetividade 

de 3-fenilsidnonas no controle da ferrugem do trigo e feijão. Entretanto, como 

não foi observado efeito in vitro contra o fungo, os autores sugeriram que o 

composto tornaria o tecido do hospedeiro desfavorável ao desenvolvimento da 

doença. O fenômeno observado foi justificado como decorrente da analogia
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FIGURA 4. Estruturas representativas de compostos mesoiônicos com 
destacada atividade biológica: A. sidnonas (1,2,3-oxadiazólio-5-olato); B. 
sidnoniminas (1 ,2,3-oxadiazólio-5-aminida); C. oxatriazóis (1,2,3,4 oxatriazólio- 
5-olato) e D. 1,3,4-tiadiazóis mesoiônios (1,3,4-tiadiazólio-2-tiolato). FONTE: 
KIER & ROCHE, 1967.
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estrutural entre as sidnonas sintetizadas e os aminoácidos fenilalanina e 

glicina.

GRECO et al. (1962), por sua vez, demonstraram a efetividade de 3- (p- 

metoxibenzil)-sidnonas contra carcinoma 755 em camundongos. O mesmo 

composto, no entanto, foi inativo contra sarcoma 180 e células leucêmicas L - 
1210. Em trabalho posterior, o mesmo grupo de pesquisadores (NYBERG & 

CHEN, 1965), verificou, em camundongos, a atividade de derivados de 3- 

piperonilsidnonas - análogo estrutural da 3-(p-metoxibenzil) sidnonas -, contra 

Plasmodium berghei, o agente causador da malária. O mecanismo de ação do 

composto não foi esclarecido, mas uma valiosa informação foi obtida após a 

submissão do composto à hidrólise ácida ou básica: os produtos da hidrólise, 
piperonilhidrazina e N-nitroso-N-piperonilglicina, não apresentaram atividade 

antimalárica, sugerindo que a integridade do anel mesoiônico constituía-se 

fator essencial à atividade biológica do composto.

Estudos desenvolvidos por BRUZZESE et al. (1965a), também 

evidenciaram a importância da integridade do anel para a atividade dos 

compostos mesoiônicos. De início, os autores constataram, em ratos, a ação 

analgésica, antiinflamatória e hipoglicemiante para determinadas 3- 
aminoalquil-sidnonas. Porém, quando tais compostos foram submetidos a 

hidrólise ácida, não apresentaram a mesma atividade (BRUZZESE et al., 

1965b).

Em adição ao trabalho pioneiro de GRECO et al. (1962), a ação 

antineoplásica das sidnonas foi demonstrada também em estudos mais 

recentes, desenvolvidos por GRYNBERG et al. (1992). Estes autores 

evidenciaram a atividade de aril-sidnonas contra sarcoma 180, carcinoma de 

Ehrlich, histiocitoma fibroso - induzido por 20 metil clorantreno em 

camundongos B10A (B10MCII) - ,  e células leucêmicas L1210. Foram testados 

os compostos 3-(4-X-3-nitrofenil)-1,2,3-oxadiazólio-5-olatos (figura 5), onde X 

correspondia aos substituintes, Cl, anel pirrolidino, piperidino ou morfolino. Os 

resultados demonstraram que os compostos que apresentavam o Cl ou o anel
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pirrolidino como substituintes, aumentavam o tempo de sobrevida de animais 

portadores de sarcoma 180, carcinoma de Ehrlich ou de B10MCII, sendo o 

composto com o substituinte Cl, o mais citotóxico contra todas as células 

tumorais testadas in vitro. Destaca-se, ainda, que os compostos cujos 

substituintes eram o anel piperidino ou morfolino não apresentaram atividade 

antitumoral. Estes resultados não apenas reiteraram a efetividade das 

sidnonas como agentes antineoplásicos, como também a importância da 

presença de determinados substituintes no anel para que o composto 

apresente atividade biológica.

Também na década de 90, demonstrou-se para as sidnonas as 

atividades antiinflamatória e analgésica (SATYANARAYANA & RAO, 1995). Os 

autores pesquisaram a atividade de duas séries de compostos. Os compostos 

da série I eram 4-[1-oxo-3-(aril substituído)-2-propenil]-3-fenilsidnonas (figura 

6A) e os da série II eram 3-[4-[3-(aril substituído)-1-oxo-2-propenil]fenil] 

sidnonas (figura 6B). Estes, na dose de 100mg/Kg, foram capazes de inibir, em 

ratos, a formação de edema induzido por carragenana, mostrando, portanto, 
uma atividade antiinflamatória. A ação analgésica em camundongos foi 

também avaliada, e, na mesma dose, observou-se a diminuição do número de 

contorções induzidas pela administração de ácido acético. Os derivados da 

série I, que apresentavam como substituintes em R os grupamentos 4-N(CH3)2 

ou 4-Cl, apresentaram maior atividade antiinflamatória, inibindo a formação do 

edema em 54% e 51%, respectivamente, em relação ao controle. Quanto à 

ação analgésica, os derivados da mesma série, que apresentavam como 

substituintes em R o grupamento 4-OH foram os mais efetivos, reduzindo em 

49% o número de contorções em relação ao controle. A presença do flúor 

como substituinte em R, conferiu ao composto uma atividade analgésica 

similar à verificada para a aspirina, com redução do número de contorções em 

relação ao controle, em 62%.

Ainda em relação aos os efeitos biológicos atribuídos às sidnonas, 
BADACHIKAR et al. (1986), descreveram a atividade antibacteriana de 

derivados 3-[p-(N-metil-etil-N-fenilcarbamoil] fenilsidnonas. Os compostos
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FIGURA 5. Estrutura química do 3-(4-X-3-nitrofenil)-1,2,3-oxadiazólio-5- 
olato. FONTE: GRYNBERG et al„ 1992.

O

FIGURA 6 A. Estrutura química do 4-[1 -oxo-3-(aril substituído)-2-propenil]-
3-fenilsidnonas (série I). FONTE: SATYANARAYANA & RAO, 1995.

Ar —  C H = C H

FIGURA 6 B. Estrutura química do 3-[4-[3-(aril substituído)-1-oxo-2- 
propenil]fenil] sidnonas (série II) . FONTE: SATYANARYANA & RAO, 1995.
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utilizados, nas doses de 25 a 100pg, foram efetivos contra Staphylococcus 

aureos, Pseudomonas pyocynea, Proteus vulgaris e E. coli cultivados. Por sua 

vez, MOUSTAFA & EISA (1992) também evidenciaram atividade 

antibacteriana, in vitro, para derivados (3 ou 4-acetilfenil) sidnonas, contra S. 
aureus. Vale ressaltar, que embora tenha sido constatada a atividade 

antibacteriana para tais derivados, nenhum deles apresentou atividade maior 
que a verificada para a estreptomicina, composto utilizado como referência. 

Ainda neste contexto, foram sintetizadas cefalosporinas e penicilinas, em cuja 

estrutura estava presente o anel mesoiônico característico das sidnonas. Tais 

drogas também apresentaram importante atividade antibacteriana (OLLIS & 

RAMSDEN, 1976).

A atividade biológica das sidnonas tem sido estudada, também, sob 

outro enfoque. Algumas pesquisas avaliaram a ação do composto 3-[2-(2,4,6- 

trimetilfenil) tioetil-4]-metilsidnonas (TTMS) sobre o citocromo P 450, em 

cultura de hepatócitos de embriões de galinha (SUTHERLAND et al., 1986; 
MACKIE et al., 1991). Segundo a literatura citada, este composto seria um 

substrato suicida para o citocromo P 450, promovendo a formação de um 

pigmento identificado como A/-alquilprotoporfirina IX. Tal pigmento atuaria 

como inibidor da enzima ferroqueiatase, havendo, em conseqüência, uma 

diminuição do “pool” de grupamentos heme. Em resposta a esta diminuição, 

ocorreria uma ativação da ô-aminolevulinato sintase.
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Sidnoniminas (1,2,3-oxadiazólio-5-aminidas)

Com relação as sidnoniminas (figura 4B), os estudos de relevância 

surgiram nas décadas de 80 e 90, sendo a maioria relacionada a ação destes 

compostos sobre o sistema cardiovascular (MAJID et al., 1980 ; REHSE et al., 

1993a,b,c, 1995a). Tal efeito, segundo a literatura citada, seria resultante da 

liberação de NO da estrutura das sidnoniminas sintetizadas. Este efetor ativa a 

enzima guanilato ciclase, que catalisa a síntese de monofosfato cíclico de 

guanosina (cGMP), determinando, então, o relaxamento da musculatura 

vascular (MONCADA et al., 1991). Desta forma, drogas que induzem a 

liberação de NO exercem efeitos importantes sobre o sistema cardiovascular, 

sendo utilizadas no tratamento de doenças que afetam este sistema, como por 

exemplo a Angina de Peito (RUDOLPH et al., 1991). Entre os compostos 

mesoiônicos liberadores de NO, utilizados no tratamento de doenças 

cardiovasculares, o mais citado é a molsidomina (N-etoxicarbonil)-3- 

morfolinosidnonimina (figura 7) (MAJID et al., 1980; RUDOLPH et al., 1991). 

Os efeitos desta sidnonimina estão relacionados a seus dois metabólitos, o 

SIN-1 (3-mofolinosidnonimina) e SIN-1A (N-nitroso-N-morfolino-acetonitrito), 

representados na figura 7. A ação vasodilatadora promovida pela molsidomina 

é comparável àquelas observadas para os nitratos de uso terapêutico, como a 

nitroglicerina (MAJID et al., 1980; RUDOLPH et al., 1991). Os principais efeitos 

atribuídos a molsidomina (vasodilatador, coronariodilatador e antiagregante 

plaquetário), o tornam indicado ao tratamento da angina de peito e 

insuficiência cardíaca congestiva (BIAM, 1992).

Diante dos importantes efeitos descritos para as sidnoniminas sobre o 

sistema cardiovascular, buscou-se elucidar a origem do NO liberado da 

estrutura destes compostos. Alguns autores sugeriram que o NO seria liberado 

diretamente do anel mesoiônico, após sua abertura (HOGG et al., 1992). Por 
outro lado, em estudo publicado por REHSE et al. (1993a), sugeriu-se que 

determinados substituintes do anel mesoiônico, como por exemplo o N-NO, 
seriam os precursores do NO formado. No estudo em questão, foi avaliado o
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n - c o o q ,h 5 Molsidomina

FIGURA 7. Estrutura química do N-etoxicarbonil-3-morfolinosidnonimina 
(molsidomina), morfolino sidnonimina (SIN-1) e N-nitroso-N-morfolino- 
acetonitrito (SIN-IA).FONTE: RHESE et al„ 1995b; KANKAANRANTA et al„
1996.
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efeito antiagregante plaquetário “in vitro” de vários derivados 3-arilalquil-N-X-

5-sidnoniminas substituídos (figura 8), observando-se maior atividade para o 

composto onde X correspondia ao grupamento N-NO e R-i , R2, R3 e R4 ao 

átomo de H. No entanto, a atividade verificada - inibição da agregação 

plaquetária induzida pelo colágeno - IC50 0,7 pmols/L -, não parecia estar 
diretamente relacionada ao composto, mas a produtos resultantes da 

degradação fotolítica deste, devido à incidência da luz visível no agregômetro. 

Estes produtos de degradação ativos foram denominados “espécies ligadas ao 

NO”. Ainda no mesmo estudo, com 0 objetivo de verificar a formação destas 

espécies também in vivo, 0 mesmo derivado de maior atividade (X 

correspondendo ao grupamento N-NO e R1 , R2, R3 e R4 ao átomo de H ), foi 

avaliado quanto à atividade anti-trombótica. Usando um modelo de trombose 

induzida por laser, em ratos (REHSE et al., 1991), foi observada uma inibição 

de aproximadamente 28% em vênulas e 48% em arteríolas, após a 

administração oral do composto na dose de 60mg/Kg de peso. Estes 

resultados sugeriam a formação de espécies relacionadas ao NO, também in 

vivo, confirmando 0 potencial uso dos derivados 3-arilalquil-N-nitroso-5- 

sidnoniminas como agentes anti-trombóticos, doadores de NO.

Em trabalho posterior, REHSE et al. (1993b) avaliaram a atividade anti- 

trombótica, in vitro e in vivo, bem como a atividade vasodilatadora in vivo, de 

compostos 3-alquil-N-X-5-sidnoniminas (figura 9). Os compostos mais ativos, 

como anti-trombóticos tanto in vitro, conforme avaliado pela inibição da 

agregação plaquetária pelo teste Born, como in vivo, conforme avaliado pela 

inibição da formação de trombo, induzida por laser em ratos (REHSE et al., 

1991), foram os que apresentavam como substituintes em X 0 grupamento N­

NO, e como substituintes em R grupamentos mais lipofílicos, como por 
exemplo grupos hexil e ciclohexil. Segundo os autores, a presença de 

substituintes lipofílicos favoreceriam a interação destes compostos com a 

membrana plaquetária, facilitando a entrada destes na plaqueta, ou a liberação 

de quantidades significativas de NO ou espécies relacionadas. Paralelamente
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FIGURA 8. Estrutura química das 3-arilalquil-AÍ-X-5-sidnoniminas. FONTE: 
RHESEetal., 1993a.

FIGURA 9. Estrutura química das 3-alquil-A/-X-5-sidnoniminas FONTE: 
RHESE et al„ 1993b.
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à atividade de anti agregantes plaquetários, os compostos considerados 

doadores de NO, como os nitratos orgânicos e a própria molsidomina, são 

conhecidos por sua ação vasodiiatadora (RUDOLPH et al., 1991). Procurando 

avaliar tal efeito, os autores investigaram a ação vasodiladora após a 

administração oral do composto que apresentava como substituintes em X e 

em R os grupamentos N-NO e CH3, respectivamente. Foram utilizados como 

modelo experimental, cães portadores de hipertensão renal, conscientes, que 

receberam 3mg/Kg do composto, por via oral. Os resultados obtidos - redução 

da pressão sistólica e endodiastólica ventricular esquerda -, indicavam a 

utilidade do composto para o tratamento de Angina de Peito.

Nesta mesma linha de pesquisa, REHSE et al. (1993c) investigaram, 

por sua vez, também o efeito dos substituintes na posição 4 do anel 

sidnonimina (3,4-disubstituídos N-X-5-sidnoniminas, figura 10). Reiterando os 

resultados dos trabalhos anteriores, foi observada uma maior atividade - 

inibição da agregação plaquetária induzida pelo colágeno - quando X era 

correspondente ao grupamento N-NO e Ri e R2 (posições 3 e 4) a 

grupamentos mais lipofílicos como feniletil e ciclohexil, respectivamente. A 

lipofilicidade dos substituintes foi relacionada à maior interação dos compostos 

com a membrana plaquetária, enquanto a presença do grupo nitroso (N-NO) à 

liberação de NO.

Ainda com referência à atividade antitrombótica das sidnoniminas, 

REHSE et al. (1995a) demonstraram a inibição da adesão de leucócitos, 

induzida por estímulo elétrico, em vênulas mesentéricas de ratos, após a 

administração oral do composto RE 2047 (3-metil-N-nitroso-5-sidnoniminas, 

figura 11), na dose de 60 mg/Kg de peso.
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Figura 10. Estrutura química das 3,4-alquil-M-X-5-sidnoniminas. FONTE: 
RHESEetal., 1993c
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FIGURA 11. Estrutura química do RE 2047 (3-metil-/V-nitroso-sidnona-5- 
iminas FONTE: RHESE et al., 1995a.
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Oxatriazóis Mesoiônicos

Assim como as sidnoniminas, atribuiu-se igualmente aos oxatriazóis 

mesoiônicos (figura 4C), a propriedade de atuarem como doadores de NO. 

Têm sido descritas as sínteses de vários oxatriazóis mesoiônicos, 

denominados de compostos GEA (derivados 3-aril substituídos oxatriazóis-5- 
imina) (CORELL et al., 1994). Tais compostos, foram avaliados quanto à sua 

atividade biológica, sendo caracterizados, a partir dos resultados obtidos, 

agentes anti agregantes plaquetários, fibrinolíticos, trombolíticos e 

broncolíticos, como liberadores de NO. Em estudo posterior (KANKAANRANTA 

et al., 1996), foram realizados ensaios que comprovaram a liberação de NO 

das estruturas de dois compostos GEA, denominados GEA 3162 e GEA 3175 

(figura 12). Tal como no caso do metabólito da molsidomina SIN-1 (figura 7) o 

NO foi liberado a partir do anel mesoiônico.

1,3,4-Tiadiazóis Mesoiônicos

Estudos com derivados 1,3,4-tiadiazóis, quarta classe de derivados 

mesoiônicos, representados na figura 4D, também têm demonstrado uma 

importante atividade biológica. No entanto, ao contrário das sidnonas e 

sidnoniminas, a disponibilidade de informações na literatura é mais limitada.

A atividade biológica destes compostos foi relatada pela primeira vez 

por STEWART & KIER, em 1965. Os autores testaram derivados 4-fenil-5-X- 

1,3,4-tiadiazólio mesoiônicos (figura 13) contra Staphylococcus aureus, 

Diplococcus pneumoniae e E. coli, in vitro. Através da técnica de difusão em 

ágar a sensibilidade dos microorganismos foi avaliada frente a vários 

derivados mesoiônicos. A atividade de tais derivados foi estimada pela medida 

da zona de inibição do crescimento, sendo que os de maior atividade 

apresentavam como substituintes em X os grupamentos metil, etil ou isopropil. 

Derivados com cadeia longa ou grupamentos volumosos na posição 5 eram 

inativos.
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FIGURA 12. Estrutura química dos compostos mesoiônicos 3-aril 
substituídos oxatriazóis-5-iminas, GEA 3162, GEA 3175 FONTE: 
KANKAANRANTA et al.,1996.
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GLENNON et al. (1981) descreveram a inibição da enzima adenosina 

3’,5’- monofosfato fosfodiesterase por compostos mesoiônicos 1,3,4-tiadiazóis 

[3,2-a] pirimidinas (figura 14). Segundo os autores, tal inibição deveu-se ao 

fato de que os derivados sintetizados eram análogos estruturais às xantinas 

naturais, inibidores conhecidos da fosfodiesterase. A inibição na atividade da 

enzima foi dependente da presença de determinados substituintes (posições 

correspondentes a R2, Rô e Rs), na estrutura dos derivados mesoiônicos. 
Substituintes mais hidrofóbicos, como fenil ou benzil, exerciam maior inibição 

sobre a enzima. Por outro lado, substituintes alquila de cadeia curta aboliam 

os efeitos dos derivados sobre a fosfodiesterase. ROGERS et al. (1981) 

demonstraram que a inibição promovida pelos derivados 1,3,4 -tiadiazóis- 

pirimidinas mesoiônicos era similar à observada para a teofilina. A partir de 

estudos cinéticos, os pesquisadores sugeriram que tal inibição era do tipo 

competitiva. Nesse estudo, como no anterior, foi observada maior atividade na 

presença de substituintes mais hidrofóbicos.

Considerando a proposta de DALY (1982) de que os principais efeitos 

farmacológicos das xantinas estariam relacionados mais à sua ação como 

antagonista dos receptores de adenosina, do que propriamente, à inibição 

direta sobre a enzima fosfodiesterase, GLENNON et al. (1984) estudaram a 

possível ação antagonista dos derivados 1,3,4-tiadiazóis mesoiônicos sobre os 

receptores de adenosina. Estes autores avaliaram os efeitos in vitro de várias 

classes de compostos mesoiônicos análogos às xantinas, sobre as duas 

classes de receptores de adenosina, Ai e A2, relacionados à inibição e a 

ativação da enzima adenilato ciclase, respectivamente . Os compostos 1,3,4 - 
tiadiazólios [3,2- a] pirimidinas (figura 14) foram antagonistas somente aos 

receptores adenosina do tipo Ai, embora tal efeito tenha sido menos 

pronunciado que o exercido peia teofilina, composto utilizado para 

comparação.

LIMA et al. (1986) descreveram atividade antifúngica e antibacteriana 

para o derivado 4,5-difenil-2-tiolato-1,3,4-tiadiazólio. Este composto foi testado 

in vitro contra as bactérias Escherichia coli, Streptococcus faecalis,
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FIGURA 13. Estrutura química dos compostos 4-fenil-5-X-1,3,4-tiadiazóis 
mesoiônicos FONTE: STEWART & KIER, 1965.
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FIGURA 14. Estrutura química do 1,3,4-tiadiazólio-[3,2-a]-pirimidina
FONTE: GLENNON et al„ 1981.
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Streptomyces albus, Streptomyces griseus, e os fungos Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans, Rhodotorula sp., Penicillium sp., Paracoccidioides 

brasiliensis e Sporothrix schenckii. A dose utilizada para a inibição do 

crescimento dos microorganismos variou de 200 a 400pg/ml.

Derivados 1,3,4-tiadiazóis também foram ativos in vitro contra 

leveduras. MONTANARI et al. (1992) testaram os compostos 1,3,4-tiadiazólio - 

2-aminida contra S. cerevisiae, usando técnicas de microcalorimetria. A 

atividade antifúngica significativa foi observada somente para composto 1,3,4- 

tiadiazólio-2 aminida (figura 15) quando estava presente como substituinte em 

X, o grupamento N02. Estudos posteriores de MONTANARI et al. (1997) 

relataram a síntese e a atividade antimicrobiana de compostos 1,3,4-tiadiazóis- 

2-aminida contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Staphylococcus 

epidermidis. Foram avaliadas tanto a forma de ácidos conjugados como a de 

bases livres (figuras 16A e 16B) dos compostos sintetizados, sendo os ácidos 

conjugados os mais ativos contra as bactérias testadas. Os autores também 

demonstraram que para os ácidos conjugados, a presença de Br, Cl ou N02 

na posição 4 do anel fenila ligado ao carbono 5 (X- figura 16A), promovia o 

aumento da atividade do composto contra B. cereus e S. aureus.

Um novo derivado 1,3,4-tiadiazólio foi sintetizado no Departamento de 

Química do Instituto de Ciências Exatas da Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro (1994). Trata-se do cloreto de 4-fenil-5-[4-nitrocinamoil]-1,3,4- 

tiadiazólio-2-fenilamina (Ml-D), precursor do composto mesoiônico 4-fenil-5-[4- 
nitrocinamoil]-1,3,4-tiadiazólio-2-fenilaminida (figura 17), cuja estrutura foi 

determinada por RMN 1 H e 13 C e espectroscopia de massas (GRYNBERG et 

al.,1997).

Para este composto, CANTO-CAVALHEIRO et al. (1996) demonstraram 

a atividade contra Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi, com LD50 

de 1,7 mmols/L e 2,6 mmols/L para os dois parasitas, respectivamente.

Avaliando a atividade antitumoral, GRYNBERG et al. (1997), verificaram 

significativa inibição no crescimento de sarcoma 180 e de tumor de Ehrlich,
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FIGURA 15. Estrutura química do composto mesoiônico 1,3,4-tiadiazólio-
2-aminida ativo contra Saccharomyces cerevisae. FONTE: MONTANARI et
al., 1992.

B.

FIGURA 16. Estrutura química dos compostos 1,3,4-tiadiazólio-2-aminidas 
mesoiônicos; em A. ácidos conjugados; e em B. bases livres. FONTE: 
MONTANARI etal., 1997.
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quando da administração intraperitonial de Ml-D em camundongos, nas doses 

de 30 e 25 mg/Kg, respectivamente, não tendo sido afetados os parâmetros 

hematológicos de animais não portadores de tumor, quando administrados 

15 mg/Kg de Ml-D.
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FIGURA 17. Estrutura Química do cloreto de 4-feml-5-[4-nitrocinamoil]-
1,3,4-tiadiazólio-2-fenilamina (Ml-D) em A. e de seu derivado mesoiônico 
4-fenil-5-[4-nitrocinamoil]-1,3,4-tiadiazólio-2-fenilaminida em B. FONTE: 
GRYNBERG etal., 1997.
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1.3 OBJETIVOS

Em contraste aos vários trabalhos que tratam da potencialidade do uso 

dos compostos mesoiônicos como fármacos, particularmente os derivados

1,3,4-tiadiazóis, faltam na literatura dados que esclareçam o mecanismo 

bioquímico de sua ação, bem como seus efeitos no âmbito global da função 

celular.

O objetivo geral do presente trabalho, portanto, é o de contribuir para a 

elucidação dos efeitos, a nível celular, dos compostos mesoiônicos 

representados, mais particularmente, pelo cloreto de 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil) 

-1,3,4-tiadiazólio-2-fenilamina (Ml-D) e seu derivado mesoiônico 4-fenil-5-(4- 

nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazólio-2-fenilaminida, para os quais foi descrita uma 

importante ação antitumoral (GRYNBERG et al.,1997).

Neste sentido, através de modelos experimentais como a perfusão de 

fígado isolado; mitocôndrias isoladas; células intactas e membranas artificiais 

e naturais, serão avaliados os efeitos do Ml-D sobre:

1) a glicogenólise e glicólise;

2) a função mitocondrial;

3) a interação com membranas;

4) a morfologia, ultra estrutura e morte celular.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Reagentes

Foram obtidos da Sigma Chemical Co. : DMSO, D-manitol, Hepes, 
EGTA, EDTA, albumina de soro bovino, ácido glutâmico e succínico, rotenona, 
ADP, ATP, NADH, NAD+, citocromo ç (Tipo IV - coração de boi), 

fosfoenolpiruvato, piruvato quinase (tipo I, 100U/mg de proteína), lactato 

desidrogenase (tipo I, 60U/mg de proteína), FCCP, safranina O, valinomicina, 

oligomicina, antimicina A, nigericina, fluo reto de fenil-metil-sulfonila, DMPC, 

paraformaldeído e tetróxido de ósmio.

Os reagentes a seguir indicados foram adquiridos dos laboratórios: 

ferricianeto de potássio (Riedel), cianeto de sódio (Baker), DPIP (Eastman), 
sondas fluorescentes DPH e DPH-PA (Molecular Probes), meio essencial 
mínimo de Eagie (Flow laboratories), soro fetal bovino estéril (Laborclin), 

tripsina (Difco), glutaraldeído, cacodilato de sódio e resina epon (Poiysciences)

Os demais reagentes, também com alto grau de pureza, foram obtidos 

da Merck.

O Kit ApopTag Plus foi fornecido pela Oncor.

Ml-D (cloreto de 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil)-1,3,4-tiodiazólio-2-fenilamina) 

foi sintetizado e gentilmente doado pela Prof3. Dra. Áurea Echevarria do 

Departamento de Química do Instituto de Ciências Exatas da Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro. O composto teve sua estrutura confirmada 

por RMN 1H e 13 C e espectroscopia de massas (GRYNBERG et al., 1997).

2.2 Soluções
2.2.1 Preparo da Solução de Ml-D

A solução de Ml-D foi preparada em DMSO à concentração final de 5 

mmols.L'1. Esta solução estoque foi mantida congelada a -18°C, e utilizada no 

prazo máximo de 1 mês, após o preparo. Análises de RMN de 1H e 13C e
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espectroscopia de massa confirmaram que composto, assim armazenado, 

conserva suas características estruturais (ECHEVARRIA, Comunicação 

pessoal). Para a utilização nos ensaios, a solução estoque foi diluída em meio 

de reação, a fim de obter-se a concentração final desejada para cada situação 

experimental.

O espectro de absorção do Ml-D em DMSO e da solução diluída em 

tampão Tris-maleato 10 mmols.L'1, pH 7, KCI 50 mmols.L"1, estão apresentados 

na figura 18Ae 18B, respectivamente.

2.2.2 Soluções Utilizadas no Cultivo Celular

2.2.2.1 Solução de Bicarbonato de Sódio

A solução de bicarbonato de sódio, foi preparada à concentração de 

7,5% (p/v) e distribuída em tubos, no volume de dez mL. Após a esterilização 

feita em autoclave a 120°C e 1 atm de pressão, por trinta minutos, esta 

solução foi mantida à temperatura ambiente, sendo utilizada para ajustar o pH 

do meio de crescimento.

2.2.2.2 Solução Salina Tamponada

A solução salina tamponada (PBS), em pH 7,4, foi preparada 

rotineiramente na forma de solução estoque cinco vezes concentrada, sendo 

constituída nestas condições de: Na2HP04 40,5 mmols.L'1, NaCI 680 mmols. 

L'1, KH2PO4 7,3 mmols.L'1. Esta solução foi esterilizada em autoclave a 120° C, 
1 atm de pressão e mantida a 4°C. No momento do uso, fez-se a diluição em 

água bidestilada estéril.

2.2.2.3 Solução Dispersante de Células (STV)

A solução dispersante de células ou solução tripsina-verseno (STV), 
preparada com a finalidade de descolar as células HeLa do frasco de cultura, 
constituiu-se de: tripsina 50mg%, NaCI 137mmol.L'1, KCI 5,4 mmols.L'1,
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Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 18. Espectros de Absorção do Ml-D. A. Espectro de absorção do 
Ml-D na concentração de 80 pmols.L"1, em tampão Tris - maleato 10 mmols.L'1, 
pH 7, KCI 50 mmols.L'1. B. Espectro de absorção do Ml-D na concentração de 
80 pmols.L'1 em DMSO.
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KH2P04 0,44 mmol.L'1, dextrose 5 mmols.L"1, vermelho de fenol 2mg%, 
NaHC03 2,3 mmol.L'1 e EDTA 0,53 mmols.L"1. A esterilização da solução foi 
feita por filtração, utilizando-se membranas de acetato-nitrato de celulose com 

poros de 0,22 pm, marca Millipore, em aparelho Sartorius. Após a filtração a 

solução STV foi mantida -18°C.

2.3 Animais

Para os experimentos de perfusão de fígado e isolamento de 

mitocôndrias de fígado de rato, foram utilizados ratos machos albinos Wistar, 
com peso variando entre 220-330 g, mantidos nos biotérios do Laboratório de 

Metabolismo Hepático da Universidade Estadual de Maringá e do Setor de 

Ciências Biológicas da UFPR, respectivamente. Os animais foram alimentados 

com dieta balanceada Purina® e água ad libitum e, para o isolamento das 

mitocôndrias de fígado, os animais foram submetidos a um jejum prévio de 12 

horas permitindo-se água ad libitum.

2.4 Células

Neste trabalho foram utilizadas células da linhagem HeLa e L1210. 

Células HeLa são derivadas de carcinoma de cervix uterino humano, crescem 

em monocamada e apresentam aparência epitelial. As células L1210 

constituem-se de uma linhagem leucêmica de linfócitos e desenvolvem-se em 

suspensão. As duas linhagens foram procedentes da American Type Culture 

Collection , sendo as células HeLa adquiridas da Seção de Cultivo Celular do 

Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, a passagem n° 104, enquanto as L1210 foram 

gentilmente doadas ao Laboratório de Cultivo Celular da UFPR pela Dra. 
Bartira B. Rossi, do Departamento de Imunologia, da UFRJ.
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2.5 Perfusão de Fígado Isolado

Os experimentos de perfusão de fígado foram realizados no Laboratório 

de Metabolismo Hepático, do Departamento de Farmácia e Bioquímica da 

Universidade Estadual de Maringá, com a supervisão do Prof. Dr. Adeiar 
Brach. Foram utilizadas técnicas de perfusão de rotina daquele laboratório e 

avaliadas a glicólise e glicogenólise.

2.5.1 Líquido de Perfusão

O líquido de perfusão utilizado foi o tampão de Krebs-Hanseleit- 

bicarbonato (KREBS & HENSELEIT, 1932), que apresenta um pH de 7,4 

quando saturado com uma mistura de oxigênio e dióxido de carbono na 

proporção de 95:5. A composição do tampão foi a seguinte: NaCI 115mmols. 

L'1, NaHC03 25 mmols.L'1, KCI 6 mmols.L'1, Na2S041,2 mmols.L'1, MgCI21,18 

mmols.L'1, NaH2P04 1,25 mmols.L'1, CaCI2 2,5 mmols.L'1 e BSA20mg%.

2.5.2 Isolamento do Fígado

Para a realização dos experimentos, animais alimentados foram 

anestesiados com nembutal sódico (50mg/Kg) e o fígado retirado segundo 

procedimento cirúrgico descrito por KELMER-BRACHT et al. (1984). Todo o 

procedimento cirúrgico foi gentilmente realizado pela Prof*. Dra. Jorgette 

Constantin, do Departamento de Farmácia e Bioquímica da Universidade 

Estadual de Maringá.

Uma vez isolado o fígado, o caminho do líquido que perfundiu o órgão 

foi o seguinte: o líquido de perfusão mantido em reservatório foi sugado por 
uma bomba peristáltica, passando por um oxigenador, onde foi aquecido e 

oxigenado. A seguir, passou para a câmara de perfusão, chegando ao fígado 

através de uma cânula inserida na veia porta. O líquido de perfusão deixou o 

fígado através de outra cânula inserida na veia cava superior, banhou um 

eletrodo de platina (integrante do aparelho de perfusão) e atingiu a câmara 

para coleta de amostras, que foi realizada a cada 2 minutos. A análise dos
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metabólitos (glucose, lactato e piruvato) foi feita no perfusado e o consumo de 

oxigênio foi monitorado durante todo o experimento.

A velocidade de infusão do líquido de perfusão foi de 32 mL. min'1. Para 

a determinação dos efeitos do Ml-D sobre a glicólise, glicogenólise e consumo 

de oxigênio do órgão, a droga foi infunfida no sistema com o auxílio de uma 

bomba de precisão. Quando posicionada para injetar no sistema 0,9 mL por 

minuto, sendo o fluxo de 32 mL. min1, a diluição da solução contendo a droga 

foi de 36 vezes. Desta forma, para alcançar uma concentração molar de 

õjamols.L'1 e 25|amols.L'1 de Ml-D, foram preparadas soluções concentradas do 

composto mesoiônico. O Ml-D foi dissolvido inicialmente em DMSO, sendo 

esta solução diluída em tampão de Krebs-Hanseleit-bicarbonato. às 

concentrações de 0,18 mmols.L'1 e 0,9 mmols.L'1. A concentração do solvente 

(20 mmols.L'1) utilizada nos experimentos foi sempre a mesma, tendo sido 

previamente demonstrado (KEMMELMEYER, Comunicação pessoal) que nas 

condições experimentais utilizadas o DMSO não interfere nos parâmetros 

analisados.

2.5.3 Análises do Perfusado

2.5.3.1 Determinação do Consumo de Oxigênio

A concentração de oxigênio venoso foi determinada polarograficamente 

através de um eletrodo de platina combinado com um eletrodo de prata/cloreto 

(KELMER-BRACHT et al., 1984). O eletrodo que está inserido dentro da 

câmara do fígado é banhado pelo perfusado, sendo o sinal gerado enviado ao 

polarógrafo onde é ampliado. Por sua vez, o sinal ampliado segue para um 

registrador potenciométrico que assinala as variações ocorridas na tensão de 

oxigênio.

As variações na concentração venosa de 0 2, isto é, do perfusado, foram 

expressas em jamols de 0 2 consumido.min'1.g'1 de fígado, usando-se a fórmula:

V 02 = Ĉa—p— '-■■■ (equação 1)
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onde: Cv é a concentração venosa de 0 2 (pmol.mL'1); Ca é a concentração 

arterial (esta última é constante e igual a 0,86 pmols.mL'1 a 37°C para a 

concentração salina do tampão Krebs/Henseleit-bicarbonato (CLARK, 1956)); 

F é o fluxo através do órgão, em mL.min'1; p é o peso úmido do fígado em 

gramas. A calibração foi efetuada, sabendo-se que a concentração de 0 2 em 

água a 37°C, é igual a 0,19mmols.L"1, quando em ar atmosférico 

(ESTRABOOK, 1967).

2.5.Z.2 Determinação de Metabólitos

Com a finalidade de se verificar a influência do Ml-D nos métodos de 

dosagem, avaliou-se, em experimentos preliminares, a atividade das enzimas 

lactato desidrogenase e glucose oxidase, havendo-se constatado que a 

presença do composto mesoiônico não interferia na atividade destas enzimas. 
Da mesma forma, a absorbância do perfusado foi determinada a 340 nm e 505 

nm para verificar uma possível interferência do Ml-D no comprimento de onda 

em que as dosagens seriam efetuadas.

2.5.3.2.1 Determinação de Lactato e piruvato

As dosagens de L-lactato e piruvato foram realizadas enzimaticamente 

em volume final de 1,2 mL e 1,5 mL, respectivamente, como sugerido por 
GUTMAN & WAHLEFELD (1974) e CZOC & LAMPRECHT (1974). O sistema 

de reação para dosagem de L-lactato foi constituído de tampão glicina 

0,1mol.L'1 - hidrazina 0,4mols.L'1, pH 9,5, NAD+ 1,5 mmols.L"1, e 3U de lactato 

desidrogenase e 0,2 mL do perfusado. A quantidade de NADH, foi determinada 

a 340 nm, após 90 minutos de incubação a 37 °C.

O piruvato foi dosado em meio de reação contendo: tampão Tris-HCI 
0,1mol.L"1, pH 7,4, NADH 0,15 mmols.L'1, 0,1U de lactato desidrogenase e 1 
mL do perfusado . A quantidade de NADH foi determinada a 340 nm, após 20 

minutos de incubação a 37 °C. Os valores encontrados foram utilizados para o 

cálculo da produção de metabólitos pelo órgão.
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A produção dos metabólitos foi expressa em pmols. min'1.g'1 de fígado, 
sendo calculada pela fórmula:

F. A. D
FL e FP =0 22 x 103 P (eclua9ao 2)

Nesta fórmula , FL e FP significam, respectivamente, a produção de 

lactato e piruvato; F representa o fluxo do líquido de perfusão através do 

órgão; A, a variação da absorbância; D, a diluição da amostra; P, o peso do 

fígado.

2.5.3.2.2 Determinação de Glucose

A glucose foi determinada com o uso do KIT Glucose E enzimática - 
CELM, cujo método utilizada glucose-oxidase, peroxidase e aminofenazona 

como aceitador de elétrons. O fundamento da técnica está demonstrado nas 

seguintes reações:

Glucose oxidase , . , . Ä Ä
Glucose + 0 2 + H20 ---------------------------► acido glucomco + H20 2

Peroxidase
2H20 2+4-aminofenazona+fenol ► 4-p-benzoquinona-moniminofenazona+4H20

O sistema de incubação foi constituído por 1 mL do meio de reação e 

0,2 mL do perfusado ou 0,2 mL da solução padrão de glucose (0,5 mmols.L'1).
Após incubação a 37°C, por 20 minutos, foi determinada a formação da 4-p- 

benzoquinona-moniminofenazona a 505 nm.

1 1A produção de glucose pelo órgão foi expressa em pmols. min' .g' de 

fígado, utilizando-se a fórmula:

FG = F pCpApAa (equação 3)

onde FG é a produção de glucose; F é o fluxo do líquido de perfusão através 

do órgão; Cp, a concentração do padrão; Aa, a variação da absorbância da 

amostra do perfusado; P, o peso do fígado; Ap, a absorbância do padrão.
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2.6 Efeitos do Ml-D Sobre o Metabolismo Mitocondrial

Para a avaliação dos efeitos do Ml-D sobre os parâmetros do 

metabolismo mitocondrial, nomeadamente: consumo de oxigênio, potencial de 

membrana (A\j/), inchamento mitocondrial e atividade enzimática dos 

complexos da cadeia respiratória, foram utilizadas as doses de 12, 15, 25, 38, 
50, 65 e 80 nmols do Ml-D. mg'1 de proteína mitocondrial. Para a realização 

dos ensaios da atividade do complexo FiF0 ATPase foram incluídas, ainda, as 

concentrações de 160 e 240 nmols. mg'1, de proteína.

Em todas as situações experimentais o Ml-D foi incubado por 2 minutos 

com as preparações mitocondriais, antes do início dos experimentos. Vale 

ainda ressaltar, que foram realizados controles apenas com o solvente DMSO, 

nas proporções correspondentes àquelas utilizadas nos ensaios.

2.6.1 Isolamento de Mitocôndrias de Fígado de Rato

2.6.1.1 Isolamento de Mitocôndrias para Determinação do Consumo 

de Oxigênio, Potencial de Membrana e Atividade ATPásica.

Mitocôndrias de fígado de rato foram isoladas como descrito por VOSS 

et al. (1961), com algumas modificações, utilizando-se como meio de extração: 
D-Manitol 250 mmols.L'1, tampão Hepes 10 mmols.L'1, pH 7,2, EGTA Immol.L'1 
e BSA 0,1 g%. Para a obtenção das mitocôndrias, os animais foram 

sacrificados por decapitação. O fígado foi imediatamente retirado e imerso em 

meio de extração gelado. Após lavado, o órgão foi picado com tesoura e 

homogeneizado em homogeneizador van potter elvehjen, usando-se 

sucessivamente pistilo frouxo e normal. O homogeneizado obtido foi 
centrifugado a 320 x g a 4°C em centrífuga Beckman, modelo J-21B, durante 5 

minutos, para eliminação de restos de células intactas, membranas e núcleos. 
O sedimento foi desprezado e o sobrenadante foi centrifugado a 12.600 x g, 
durante 10 minutos, a 4°C. O precipitado obtido, constituído de mitocôndrias 

intactas, foi ressuspenso, lavado duas vezes em meio de extração por
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centrifugação a 8.100 x g, durante 10 minutos, a 4°C. As mitocôndrias obtidas, 
foram ressuspensas em meio de extração à concentração de 50 mg.mL'1.

2.6.1.2 Isolamento de Mitocôndrias para Determinação do Grau de 

Inchamento Mitocondrial.

Para os experimentos de inchamento mitocondrial, a técnica de 

isolamento foi a mesma descrita no item anterior, utilizando-se, porém, o meio 

de extração constituído de: sacarose 330 mmols.L-1, Tris-HCI 1 mmol.L"1, pH

7,5 e EDTA 1 mmol.L-1 (MUSTAFA et al. 1966). Na última lavagem omitiu-se o 

EDTA. A concentração final de proteína mitocondrial foi ajustada para 50 

mg.mL-1, utilizando-se meio de extração sem EDTA.

2.6.1.3 Obtenção de Mitocôndrias Rompidas, para Avaliação da 

Atividade dos Complexos Enzimáticos da Cadeia Respiratória.

Mitocôndrias de fígado de rato, isoladas como descrito no item 2.6.1.1, 
foram congeladas em nitrogênio líquido, por um período mínimo de 24 horas e 

máximo de 7 dias. As organelas foram rompidas por 3 ciclos de congelamento 

e descongelamento. Os fragmentos de membrana obtidos, cujos componentes 

da cadeia respiratória apresentavam atividade satisfatória, foram utilizados 

para a realização dos experimentos.

2.7 Métodos Analíticos Envolvendo as Preparações Mitocondriais

2.7.1 Determinação do Consumo de 0 2 , Cálculo do Coeficiente de 

Controle Respiratório (RCC) e Relação ADP/O.

O consumo de oxigênio por mitocôndrias intactas foi monitorado 

polarograficamente com eletrodo de oxigênio tipo Clark, em oxígrafo Gilson. 
Os experimentos foram realizados em volume final de 1,3 mL, sob agitação, 
em câmara fechada termostatizada, a temperatura de 30°C (VOSS et al., 

1963).
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O sistema de reação, constituído de: D-Manitol 125 mmols.L'1, tampão 

Hepes lOmmols.L'1, pH 7,2, KCI 65 mmols.L'1 , EGTA 0,1 mmols. L'1 e BSA 

0,1 g%, foi suplementado com succinato de sódio 2,5 mmols.L'1, rotenona 10 

fimols.L'1, K2HP04 0,8mmols.L'1 e ADP 0,08 mmols.L'1, ou com glutamato de 

sódio 5mmols.L"1, K2HP041,6mmols.L'1 e ADP 0,16 mmols.L'1, na ausência de 

rotenona. A quantidade de mitocôndrias utilizada em cada experimento, 
expressa com relação à concentração de proteínas, foi de 0,5 mg, quando 0 

substrato utilizado foi 0 succinato de sódio e, de 2,0 mg, quando o glutamato 

de sódio foi o substrato oxidável.

As velocidades respiratórias foram expressas em nmols de 0 2 

consumidos.min'1.mg1 de proteína, considerando-se que a solubilidade do 0 2 
na água, a 30°C e 1 atm é de 235(jmols.L'1 (ESTABROOK, 1967). A relação 

ADP:0 foi determinada como descrito por CHANCE & WILLIAMS (1955), 
considerando a concentração de ADP utilizada no sistema e os átomos-grama 

de oxigênio consumidos durante a respiração na presença de ADP (estado III). 
O coeficiente de controle respiratório (RCC) foi obtido da razão entre a 

velocidade respiratória na presença de ADP (estado III) e a velocidade após 0 

consumo de ADP (estado IV).

2.7.2 Determinação da Atividade dos Complexos Enzimáticos da 

Cadeia Respiratória

A determinação das atividades das enzimas ligadas à cadeia 

respiratória foi realizada em preparações de mitocôndrias rompidas como 

descrito no item 2.6.1.3. Os métodos espectrofotométricos foram 

desenvolvidos em aparelhos Aminco Chance Dual Wavelenght/Split Beam 

acoplado a registrador ou espectrofotômetro Hitachi, modelo U - 2001 UVA/IS 

equipado com impressora Epson LX 300. Em alguns casos a atividade foi 
determinada polarograficamente através do consumo de 0 2 , na forma descrita 

no item anterior.
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2.7.2.1 NADH Oxidase (NADH: Oxigênio Óxido-Redutase)

A atividade do complexo NADH oxidase foi determinada 

espectrofotometricamente como recomendado por SINGER (1974).

O sistema de reação, à temperatura de 28° C, em volume final de 3,0 

mL, foi constituído de: tampão fosfato 80 mmols.L'1, pH 7,4, EDTA SOpmols.L'1, 

NADH 0,17mmols.L'1 e 300 pg de proteína mitocondrial. A reação foi iniciada 

pela adição de NADH, acompanhando-se a velocidade de oxidação da 

coenzima a 340 nm. Os resultados foram expressos em nmols de NADH 

oxidado.min1.mg'1 de proteína mitocondrial, considerando-se o coeficiente de 

extinção molar do NADH de 6.220 mols.L'1. cm'1.

2.7.2.2 NADH-Desidrogenase (NADH: Ferricianeto Óxido-Redutase)

A atividade do complexo NADH-desidrogenase foi determinada pelo 

método espectrofotométrico descrito por SINGER (1974), que recomenda o 

uso do ferricianeto como aceptor artificial de elétrons. A reação ocorreu a 

28°C, em volume final de 3,0 mL, em sistema de reação constituído de: 
tampão fosfato 50 mmols.L'1, pH 7,4, EDTA 2 mmols.L'1, NADH 0,17 mmols.L'1, 

ferricianeto de potássio 0,6mmols.L'1, rotenona 1 pmol.L'1 e 100pg de proteína 

mitocondrial. A reação foi monitorada a 420 nm e os resultados expressos em 

micromols de ferricianeto reduzido, min'1, mg '1 de proteína, considerando-se o 

coeficiente de extinção molar do ferricianeto de 1.040mols.L'1. cm '1 (CREUTZ 

&SUTIN, 1973).

2.7.2.3 NADH Citocromo ç Red u ta se (NADH: Citocromo ç Óxido 

Redutase)

A atividade do complexo NADH: citocromo ç redutase foi avaliada pelo 

método descrito por SOMLO (1965), em sistema de reação constituído de: 

tampão fosfato 50 mmols.L'1, pH 7,4, EDTA 2mmols.L'1, NADH 50 pmols.L'1, 

citocromo ç (oxidado) 40 pmols.L'1, NaCN 1 mmols.L'1 e 100pg proteína
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mitocondrial . A reação ocorreu a 28° C, em volume final de 1 mL e foi 
iniciada pela adição de NADH. A velocidade de redução do citocromo ç foi 
acompanhada a 550 nm e o resultado expresso em nmols de citocromo ç 

reduzido, min"1, mg "1 de proteina mitocondrial, considerando-se a diferença no 

coeficiente de extinção do citocromo ç (red-ox) a 550 nm de 19.000 mols. 
L"1. cm"1 (KEYHANI & KEYHANI, 1975).

2.7.2.4 Succinato Oxidase (Succinato: Oxigênio Óxido-Redutase)

A atividade do complexo succinato oxidase foi determinada através do 

registro polarográfico do consumo de 0 2 pelo método de SINGER (1974).

O sistema de reação, em volume final de 1,3 mL, foi constituído de 

tampão fosfato 80mmols.L"1, pH 7,4, succinato de sódio 10 mmols.L"1 e 1 mg 

de proteína mitocondrial. A reação ocorreu a 30° C e foi iniciada pela adição 

do substrato. Os resultados foram expressos em nmols de oxigênio 

consumidos.min'1.mg"1 de proteína mitocondrial, considerando-se a 

solubilidade do 0 2 em água e 1 atm de 235 pmols.L"1 a 30°C (ESTABROOK, 

1967).

2.7.2.5 Desidrogenase Succínica (Succinato: Fenazina Metasulfato 

Óxido Redutase)

A atividade da desidrogenase succínica foi determinada pelo método 

de Singer (1974), utilizando-se DPIP e PMS como aceptores artificiais de 

elétrons. O sistema de reação em volume final de 1 mL continha tampão 

fosfato de sódio 50 mmols.L"1, pH 7,4, succinato de sódio 20 mmols.L'1, NaCN 

1 mmol.L"1, EDTA 2 mmols.L"1 e 100 pg de proteína mitocondrial. A mistura foi 
incubada por 10 minutos a 28°C, tendo-se iniciado a reação pela adição de 

DPIP 60pmols.L"1 e PMS 1 mmols.L'1. A velocidade de redução do DPIP foi 
monitorada a 600nm e os resultados foram expressos em nmols de DPIP
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reduzidos.min'1.mg'1 de proteína mitocondrial, utilizando-se o coeficiente de 

extinção molar de 19.100mols.L'1.cm'1 para o DPIP reduzido (SINGER, 1974).

2.7.2.6 Succinato Citocromo ç Redutase (Succinato: 

Ferrocitocromo ç Óxido-redutase)

A atividade da succinato citocromo ç redutase foi determinada pelo 

método de SOMLO (1965), medindo-se a redução do citocromo ç. A condição 

experimental incluiu o bloqueio da cadeia respiratória com.NaCN e rotenona.

O sistema de reação em volume final de 1 mL foi constituído de: 
tampão fosfato 50 mmols.L'1, pH 7,4, EDTA 2 mmols.L'1, NaCN 1 mmols.L'1, 

succinato de sódio 5 mmols.L'1, rotenona 2 pmols.L'1 e 100 pg de proteína 

mitocondrial. Os reagentes presentes no sistema foram incubados por 10 

minutos a 28° C e a reação iniciada pela adição de 40pmols.L'1 do citocromo ç. 

A redução do citocromo ç foi acompanhada a 550 nm e a atividade enzimática 

foi expressa em nmols de citocromo ç reduzido.min'1.mg'1 de proteína 

mitocondrial, considerando-se a diferença do coeficiente de extinção do 

citocromo ç (red-ox) a 550 nm de 19.000 mols.L'1.cm'1 (KEYHANI & KEYHANI, 

1975).

2.7.2.7 Citocromo ç Oxidase (Ferrocitocromo ç: Oxigênio Óxido- 

redutase)

2.7.2.7.1 Obtenção do Ferrocitocromo ç

Para a obtenção da forma reduzida do citocromo ç utilizou-se o ditionito 

de sódio (Na2S20 8) como agente redutor. O ferrocitocromo ç foi separado do 

excesso de ditionito por cromatografia em coluna de Sephadex G-25 

(YONETANI & RAY, 1965). A concentração de citocromo ç reduzido foi, então, 
determinada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 27.700mols. 
L'1.cm'1 a 550nm (MARGOLIACH, 1954). O ferrocitocromo preparado através
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deste procedimento contém menos de 5% da proteína na forma oxidada e se 

mantém reduzido durante 24 horas.

2.7.2.7.2 Determinação da Atividade do Complexo Citocromo ç 

Oxidase

A atividade do complexo citocromo ç oxidase foi determinada 

espectrofotometricamente segundo MASON et al. (1973). O sistema de reação 

foi constituído de: tampão fosfato 50mmols.L'1 pH 7,4, EDTA 2 mmols.L'1, 

ferrocitocromo ç 30pmols.L'1 e 100pg proteína mitocondrial. A atividade foi 

expressa em nmols de citocromo ç oxidado.min'1.mg'1 de proteína mitocondrial, 
considerando-se a diferença no coeficiente de extinção molar do citocromo ç 

(red-ox) a 550 nm como descrito no item anterior.

2.7.2.8 Determinação da Atividade da FiF0 ATPase

2.7.2.8.1 Determinação da Atividade da F1F0 ATPase em 

Mitocôndrias Rompidas

A atividade da ATPase (ATP fosfohidrolase) foi determinada medindo- 

se a liberação de fosfato inorgânico decorrente da hidrólise do ATP, na 

presença de um sistema regenerador de ATP, de acordo com o descrito por 

PULMANN etal. (1960), com algumas modificações.

O ensaio foi realizado a 37°C, em sistema de reação constituído de D- 

manitol 170 mmols.L1, Tris-HCI 50 mmols.L'1, pH 7,4 , acetato de magnésio 3 

mmols.L'1, acetato de potássio 30 mmols.L'1, PEP 1 mmol.L1, piruvato quinase 

4 unidades, lactato desidrogenase 3 unidades, NADH 0,2mmols.L'1, ATP 3 

mmols.L'1 e 100ng de proteína mitocondrial. A reação em volume final de 1,0 

mL foi iniciada com a adição de ATP e os resultados expressos em nmols de 

fosfato liberado min1.mg'1 de proteína mitocondrial, considerando que 1 nmol 
de NADH oxidado corresponde a 1 nmol de fosfato liberado.
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2.7.2.8.2 Determinação da Atividade da F^o ATPase em 

mitocôndrias intactas

A atividade da F^F0 ATPase em mitocôndrias intactas foi determinada 

na ausência ou presença de Ipmols.L'1 de FCCP, através do método de 

PULLMAN et al. (1960), com algumas modificações. O sistema de reação foi 

constituído de: sacarose 50 mmols.L'1, tampão Tris - HC112 mmols.L'1, pH 7,4, 
KCI 50 mmols.L'1 e 3 mg de proteína mitocondrial. O volume de reação foi de 

1mL e a temperatura de 30° C.

A reação foi iniciada com a adição de ATP 3 mmols.L'1 e mantida sob 

agitação constante. Após 10 minutos adicionou-se TCA, em concentração 

final de 5%, com o objetivo de finalizar a reação. Em seguida, centrifugou-se o 

material a 7.800 x g por 1 min, sendo o fosfato inorgânico presente no 

sobrenadante dosado segundo o método de SUMNER (1944). Os resultados 

foram expressos em nmols de fosfato liberado.min'1.mg'1 de proteína 

mitocondrial.

2.7.3 Determinação do Potencial de Membrana (AY).

O potencial de membrana (A^) foi estimado através da variação de 

densidade óptica promovida pela captação de Safranina O em mitocôndrias 

energizadas com glutamato ou succinato de sódio, como descrito por 
AKERMAN & WIKSTRON (1976). O sistema de reação, em volume final de 3 

mL, mantido a 28°C foi constituído de: D - manitol 250 mmols.L'1, tampão 

Hepes 10 mmols.L'1, pH 7,2, e suplementado com Na2HP04 0,5 mmols.L'1 , 

safranina O 10 jxmols.L1, succinato de sódio 3 mmols.L'1, rotenona 4 pmols.L'1 

e 1,5 mg de proteína mitocondrial. Quando o glutamato de sódio (6 mmols.L'1) 
foi utilizado como substrato, a rotenona foi omitida. As variações na 

absorbância a 511-533 nm foram registradas em espectrofotômetro Aminco 

Chance Dual Wavelenght/Split Beam acoplado a registrador.
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Para determinar o Ay em cada caso experimental, foram previamente 

elaboradas curvas de calibração conforme exemplificado na figura 19, onde 

mediu-se o potencial de membrana desenvolvido pela difusão de K+ na 

presença de valinomicina (0,12 mmols.L'1), de acordo com a metodologia 

descrita por AKERMAN & WIKSTRON (1976). O potencial foi calculado 

utilizando-se a equação de Nerst (equação 4), considerando o K+ (in) 120 

mmols.L'1, conforme ROSSI & AZZONE (1969).

Equação de Nerst: (equação 4)

A = 60 log K+(m), onde K+ (in) = UOmmols.L'1 
K+ (out)

0 50 100 150 200
AT (mV)

Figura 19. Curva de Calibração para cálculo do 
Potencial de Membrana (A\|/).
Substrato: Succinato de Sódio. As mudanças 
espectrais da Safranina O, expressas como AA, 
estão relacionadas ao potencial de difusão de K+ 
(mV). Coeficiente de correlação da curva de 0,98.



49

2.7.4 Determinação do Inchamento Mitocondrial (Swelling)

Os experimentos visando determinar o inchamento mitocondrial foram 

desenvolvidos em aparelhos Aminco Chance Dual Wavelenght/Split Beam 

acoplado a registrador ou espectrofotômetro Hitachi, modelo U - 2001 UVA/IS 

equipado com impressora Epson LX 300, no comprimento de onda de 546 nm.

2.7.4.1 Determinação do Inchamento em Mitocôndrias Energizadas

O inchamento mitocondrial, decorrente da entrada de íons sódio na 

matriz, foi monitorado pelo método descrito por SEPPALA et al. (1973). O 

meio de reação em volume final de 3mL, mantido a 28°C, foi constituído de 

sacarose lOOmmols.L'1, tampão Hepes 30 mmols.L'1, pH 7,5, EDTA 0,5 

mmols.L'1, acetato de sódio 50mmols.L'1 e 1 mg de proteína mitocondrial. A 

reação foi iniciada pela adição de giutamato de sódio na concentração de 

15mmols.L'1. Após atingido o novo ponto de equilíbrio, o meio de reação foi 

suplementado com 4 jxmols.L'1 de rotenona para observação da contração da 

organela.

2.7.4.2 Determinação do Inchamento em Mitocôndria 

Desenergizadas
2.7.4.2.1 Determinação do Inchamento na Presença de Valinomicina

e lC

O inchamento mitocondrial decorrente da entrada de IC  na matriz, 

mediada pelo ionóforo valinomicina, foi determinado como descrito por 
MORENO & MADEIRA (1990). O meio de reação, mantido a 28°C, em volume 

final de 3,0 mL, continha KNO3 135 mmols.L'1, tampão Hepes 5 mmols.L'1, pH 

7,4, EDTA 0,1 mmol.L'1, rotenona 4 mmols.L'1, antimicina A 2 p.g, valinomicina 

4 p.g e 1mg de proteína mitocondrial.
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2.7.4.2.2 Determinação do Inchamento na Presença de Nigericina e

K*

O inchamento mitocondrial devido à entrada passiva de K+ na matriz, foi 

acompanhado espectrofotometricamente, na ausência de substrato oxidável, a 

temperatura de 28°C (MORENO & MADEIRA, 1990). O meio de reação em 

volume final de 3 mL continha: KN03 135 mmols.L'1, tampão Hepes 5 mmols.L', 

pH 7,4, EDTA 0,1 mmol.L'1, antimicina A 2 pg, rotenona 4pmols.L"1, nigericina 

2 pg e 1 mg de proteína mitocondrial.

2.8 Efeitos do Ml-D Sobre Membranas Sintéticas e Naturais

2.8.1 Preparo dos Liposomas

2.8.1.1 Liposomas de Dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC)

Os liposomas foram preparados como recomendado por ANTUNES- 

MADEIRA et al. (1980), utilizando DMPC em concentração final de 345 

pmols/L'1. O fosfolipídeo foi dissolvido em clorofórmio e o solvente foi 

evaporado, até a secura, em evaporador rotatório, a 25°C. Em seguida, o filme 

lipídico foi hidratado com tampão Tris - maleato 10 mmols.L'1, pH 7, KCI 50 

mmols.L1 e disperso por agitação manual, em banho a 30°C, isto é, 7°C acima 

da temperatura de transição do fosfolipídeo. A amostra foi agitada 

vigorosamente durante 1 minuto e então submetida a ultrasonicação suave, 
utilizando-se banho de sonicação THORTON T 7. O tempo de ultrasonicação 

foi controlado pela turbidez da suspensão, medida a 600nm em 

espectrofotômetro Hitachi, modelo U 2001 UVA/IS. A sonicação foi 

interrompida quando atingido o valor aproximado de 0,2 em absorbância. Os 

liposomas preparados nestas condições são multilamelares (ANTUNES- 

MADEIRAetal., 1995).

2.8.1.2 Liposomas de Membrana Natural

Para a preparação dos liposomas de membrana natural utilizou-se a 

metodologia recomendada por ANTUNES-MADEIRA (1989). As mitocôndrias
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de fígado de rato foram isoladas pelo método VOSS et al. (1961), em meio de 

extração constituído de sacarose 250 mmols.L'1, Tris-HC110 mmois.L"1, pH 7,4. 

Retirou-se da suspensão mitocondrial obtida, uma pequena amostra para a 

determinação de fosfato inorgânico (FISKE & SUBBAROW, 1925). Esta 

amostra foi submetida a hidrólise em ácido perclórico por 2 horas a 180 °C. 

Imediatamente após a retirada da amostra para a dosagem de fosfato, a 

suspensão mitocondrial foi congelada em nitrogênio líquido e assim 

conservada até sua utilização. Para o preparo das membranas naturais as 

mitocondrias foram descongeladas, suspensas em volume adequado de 

tampão Tris-Maleato 10 mmols.L'1, pH 7, KCI 50 mmols.L'1, ao qual se 

adicionou PMSF lOpmols.L'1, como inibidor de proteases. A concentração de 

fosfolipídeos foi mantida em 345 pmols.L'1. Esta suspensão foi agitada 

vigorosamente durante 1 minuto e submetida a ultrasonicação suave, nas 

mesmas condições já descritas para o preparo dos liposomas de DMPC.

2.8.2 Incorporação das Sondas aos Liposomas

Foram utilizadas duas sondas o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), que 

se localiza no interior hidrofóbico da membrana, e o 1,6-difenil-1,3,5- 

hexatrieno-ácido propiônico (DPH-PA), que permanece ancorado à superfície 

da membrana. O DPH e o DPH-PA foram solubilizados em tetrahidrofurano e 

dimetilformamida, respectivamente (LENTZ et al., 1976; TROTTER & 

STORCH, 1989).

Alíquotas de soluções concentradas de sonda foram incorporadas, sob 

agitação vigorosa em vórtex, nas suspensões de liposomas previamente 

aquecidas a 30°C. A concentração final de sonda e o quociente sonda/lipídeo 

foram de 1,73 pmols.L'1 e 1/200, respectivamente, tanto na situação de uso do 

DPH quanto do DPH-PA.

No caso dos liposomas de DMPC, o Ml-D, nas concentrações de 

5pmols.L'1 e 15 pmols.L'1, foi adicionado à preparação logo após a adição das 

sondas fluorescentes. Já para os liposomas de membrana natural, o composto,
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nas concentrações de 5pmols.L'1 e 25pmols.L'1, foi adicionado duas horas 

após à adição das sondas.

As preparações de liposomas foram incubadas no escuro, durante 

aproximadamente 18 horas, em temperatura de 30 °C para os liposomas de 

DMPC e de 4°C para os liposomas de membrana natural. Ambas as sondas 

incorporam-se rapidamente às membranas dos liposomas multilamelares, 

atingindo intensidade de fluorescência constante ao fim de 90 minutos de 

incubação (LENTZ et al., 1976).

Foram elaborados controles para cada situação experimental. Para 

cada amostra (suspensão de membranas contendo sonda), foi preparado um 

controle branco (sem sonda), contendo o volume correspondente dos 

solventes que foram utilizados para dissolver as sondas (tetrahidrofurano ou 

dimetilformamida). Este controle, que sofreu tratamento igual ao da amostra, 

foi utilizado na correção das medições fluorimétricas, para deduzir a 

interferência da luz dispersa pelas partículas em suspensão (“light scattering”). 
Controles referentes ao DMSO, solvente do Ml-D, também foram realizados, 

nas mesmas condições.

2.8.3 Determinações Fluorimétricas

As medições fluorimétricas foram efetuadas em espectrofotofluorometro 

AMINCO (American Instruments Company), modelo SPF - 125, equipado com 

banho de circulação PHARMACIA, com controle de temperatura de 0,1 °C.

Para as medições de polarização de fluorescência (P) foram montados 

dois polarizadores Polaroid: um, entre a amostra e o monocromador de 

excitação, para interceptar o feixe de excitação; outro, entre a amostra e o 

monocromador de emissão, para interceptar o feixe de emissão (analisador). 
A polarização de fluorescência foi determinada de acordo com o procedimento 

ilustrado na figura 20.
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A amostra foi excitada pelo componente vertical da luz monocromática 

e foram medidas as intensidades da luz emitida quando o analisador estava 

orientado paralela (I (,) e perpendicularmente ([^  à direção de polarização da 

luz da excitação. As direções de polarização de l|( e ^foram, respectivamente, 

as dos eixos Z e dos X, como o ilustrado na figura 20. O índice de polarização 

de fluorescência foi, então, calculado como recomendado por LITMAN & 

BARENHOLZ (1982), pelo quociente descrito na equação 5:

p = I | | ~— Ll  (equação 5)
III +  I j _

Considerando que a intensidade de l| | e lj_ foi medida depois de o feixe 

de luz atravessar a rede de difração do monocromador de emissão, onde 

ocorre dispersão e alteração da polarização, a dispersão da luz, dependente 

do comprimento de onda, resulta em transmissão desigual dos dois 

componentes da luz polarizada. Assim, foi necessário introduzir ainda um fator 

de correção nesta equação. A correção matemática desta distorção 

instrumental foi feita conforme recomendado por TOPLAK et al. (1990), 
introduzindo-se na equação anterior o fator:

G (e q u a ç ã o 6 )

em que l_£ e l||* correspondem às intensidades dos componentes vertical e 

horizontal da luz emitida quando o polarizador está orientado horizontalmente. 

A amostra excitada com o componente horizontal da luz proveniente do 

monocromador de excitação deveria produzir idênticos componentes vertical e 

horizontal da luz emitida, porque as probabilidades de reorientação das 

moléculas excitadas, durante o tempo de vida da excitação, são idênticas em 

todas as direções horizontal e vertical. A diferença dos componentes vertical e 

horizontal, depois de atravessarem o monocromador de emissão, deve-se à 

dispersão e, portanto, transmissão desigual desses componentes. O valor 
corrigido do índice de polarização visualizado na equação 7, é:
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P  =I|| -  G.I-L (equação 7)
I|l+G .Ij_

Finalmente, deve-se salientar que a interferência da dispersão da luz 

peias partículas em suspensão da amostra foi descontada de todas as 

intensidades de fluorescência medidas ( l|| , I j _ . I l *  e III* ) subtraindo-se- 
lhes as correspondentes intensidades de luz emitida por um controle branco 

(sem sonda), nas mesmas condições da amostra. Assim, para cada amostra, a 

determinação do índice de polarização exigiu 8 leituras independentes da 

quantidade de luz emitida nas diversas condições (LITMAN & BARENHOLZ, 
1982)

As medições de polarização de fluorescência foram realizadas 

selecionando 365 nm para o comprimento de onda de excitação e 450 nm para 

o comprimento de emissão (LITMAN & BARENHOLZ, 1982; TROTTER & 

STORCH, 1989). As fendas de excitação e emissão foram selecionadas em 4 

nm. Para cada preparação os valores de polarização foram determinados no 

intervalo de10°C a 40°C, variando-se a temperatura a cada 1°C ou 2 °C. As 

temperaturas foram medidas com precisão de ± 0,1 °C utilizando-se termômetro 

digital Minipa , modelo APPA-MT 510.

2.8.4 Determinação da Temperatura Média de Transição de Fase

(Tm).

Para determinação da temperatura média de transição de fase (Tm), a 

curva de polarização foi decomposta em três segmentos lineares e a Tm foi 
considerada como o ponto médio da projeção vertical do segmento com a 

maior inclinação. A temperatura média de transição foi estimada, ainda, 

graficamente, pela razão AP/AT em função da temperatura.
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FIGURA 20. Representação Esquemática das Medições de 

Polarização de Fluorescência (P). A luz monocromática de excitação (Le) ao 

passar pelo polarizador (P), orientado na vertical, dá lugar a um componente 

vertical de luz polarizada (Lep) que excita a amostra contida na célula C. A luz 

emitida (Lf) ao passar pelo analisador (A) dá lugar a componentes da luz 

polarizada (Lfp), l|| ou l|_ conforme o analisador estiver colocado paralelamente 

ou a 90° à direção de polarização da luz de excitação.

No processo, são preferencialmente excitadas as moléculas da amostra 

que se encontram alinhadas com o vetor eletromagnético do feixe polarizado 

de excitação. Estas moléculas, devido a difusão, vão depois orientar-se em 

várias direções no período de tempo do estado excitado e, por isso , é possível 

detectar na emissão componentes polarizados paralelamente, (l|| ) e 

perpendicularmente ([l ) à excitação. Isto é, as moléculas excitadas vão 

reorientar-se em todas as direções do espaço e, assim, a fluorescência emitida 

é depolarizada. O grau de polarização reflete-se no decréscimo de lj_ e 

aumento de l||. (Adaptado de VAN HOLDE, 1975 )
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2.9 Efeitos do Ml-D em Células Cultivadas

2.9.1 Procedimentos de Cultivo de Células HeLa e L1210

Todos os procedimentos envolvendo o cultivo celular, foram realizadas 

em capela de fluxo laminar vertical (VECO).

O material de vidro usado nas culturas foi esterilizado a seco, a 180°C, 
por 6 horas. Rolhas e tampas foram esterilizadas em autoclave a 120°C e 1 

atm de pressão, por trinta minutos, e depois secos em estufa a 37°C .

2.9.2 Meio de Crescimento

Foi utilizado o meio essencial mínimo de Eagle disponível em forma de 

pó reconstituível. Após reconstituição em água bidestilada, o meio foi 

esterilizado por filtração como descrito no item anterior. Para o crescimento 

das células HeLa e L1210 o meio de Eagle foi suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (v/v) e bicarbonato de sódio (7,5%) em quantidade suficiente para 

ajustar o pH em 7,4. O crescimento ocorreu a 37°C (± 1°C) por 72 horas e 48 

horas, para as células HeLa e L1210, respectivamente. Decorrido este tempo, 

as células foram coletadas e/ou subcultivadas. No caso das células L1210 o 

crescimento ocorreu em atmosfera de 5% de C02 em estufa SANYO, modelo 

MCO - 17A. O crescimento das células foi acompanhado por observação em 

microscópio invertido OLYMPUS, mod. CK 2.

2.9.3 Subculturas (Repiques)

Os repiques das células HeLa foram feitos a cada 72 horas de 

crescimento, levando-se em consideração o grau de confluência das células. 
Após a remoção do meio de cultivo, as culturas foram lavadas com 5 mL de 

solução salina tamponada, para a remoção do meio residual, adicionando-se 

em seguida 5 mL da solução de tripsina (STV) pré-aquecida a 37°C. A 

tripsinização foi realizada por aproximadamente 3 minutos. Na seqüência, a
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solução dispersante foi cuidadosamente removida, sendo adicionada 

quantidade adequada de meio de cultivo. O descolamento das células da 

superfície das garrafas foi realizado com auxílio de uma pipeta equipada com 

pera. A suspensão resultante foi distribuída em novas garrafas de Roux na 

concentração de aproximadamente 2 x 106 células por garrafa, completando-se 

o volume para 100 mL com meio de crescimento.

No caso das células L1210 , crescidas em suspensão, os repiques 

foram feitos por diluição na proporção de 1:3 da cultura inicial.

2.9.4 Coleta e Obtenção da Suspensão de Células

A coleta das células HeLa foi feita por tripsinização ou por raspagem 

com auxílio de borracha macia (“rubber policeman”), conforme a necessidade 

do experimento. Na seqüência, as células foram lavadas por três vezes em 

PBS e suspensas no mesmo meio.

A coleta das células L1210 foi realizada a 4°C por centrifugação a 

320 x g, por 5 min. Em seguida as células foram lavadas por três vezes 

também por centrifugação a 320 x g, em PBS, e finalmente suspensas nesta 

mesma solução.

2.9.5 Contagem

Células colhidas foram suspensas em solução salina tamponada e 

quantificadas utilizando-se hemocitômetro NEUBAUER de duas câmaras com 

auxílio de microscópio OLYMPUS.

2.9.6 Determinação da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada pela técnica de exclusão do 

corante azul de tripan, de acordo com PHILLIPS (1973). Esta técnica baseia-
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se no fato de que células viáveis, nas quais a integridade da membrana celular 

é preservada, mantém a habilidade de excluir o corante; enquanto células não 

viáveis permitem a entrada do azul de tripan, apresentando-se coradas quando 

observadas ao microscópio óptico.

O azul de tripan foi preparado a 0,4% (p/v) em solução salina 

tamponada. Para cada mL da suspensão celular, utilizou-se 0,1 mL da solução 

do corante, efetuando-se a contagem das células em no máximo 4 minutos 

após a adição do corante. A porcentagem de células viáveis foi calculada 

usando-se a relação mostrada na equação 8:

células não coradas / -% de células viáveis =-----------------------------------------------------x l 00(©quaçao 8)
células coradas + células não coradas

2.9.7 Determinação Consumo de Oxigênio por Células HeLa e 

Células L1210

A velocidade do consumo de oxigênio por células HeLa e células L1210 

energizadas com succinato de sódio foi determinada polarograficamente em 

oxígrafo Gilson. O sistema de reação constituído de Na2HP04 8 mmols.L'1, 

NaCI 136 mmols.L'1, KH2P04 1,46 mmols.L'1, pH 7,4, foi suplementado com 

succinato de sódio 10 mmols.L'1 e ADP 0,8 mmols.L'1. A quantidade de células 

presentes nos experimentos foi fixada em 1 x 106 em volume final de 1,3 mL . 
As células foram incubadas por 2 min na ausência ou presença de Ml-D, na 

concentração de 60 pmols.L'1. Após esse tempo, adicionou-se 8pg de 

digitonina. O experimento foi realizado à temperatura de 28°C e o consumo de 

oxigênio foi expresso em nmols de oxigênio consumidos por minuto por 106 
células, considerando a solubilidade do oxigênio em água, a 1 atm, nesta 

temperatura, como sendo de 250 pmols.L'1 (ESTRABOOK.1967). Controles
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com quantidades correspondentes do solvente DMSO também foram 

realizados.

2.9.8 Determinação da Produção de Lactato e Piruvato por Células

L1210

Células L1210 crescidas por 48 horas, foram suspensas em solução 

PBS e incubadas a temperatura ambiente, sob agitação. Após 2 minutos de 

incubação das células com o Ml-D (60 pmols.L'1), foi adicionada ao sistema a- 

D-glucose 5mmols.L'1. Alíquotas coletadas aos tempos de 0, 2, 4, 10, 20 e 40 

minutos foram imediatamente centrifugadas a 7.800 x g por 1 minuto em 

centrifuga Microcentaur - Sanyo. No sobrenadante foram dosados L- lactato e 

piruvato segundo descrito por GUTMAN & WAHLEFELD (1974) ; CZOC & 

LAMPRECHT (1974). O sistema para dosagem do lactato, em volume final de 

1 mL, continha tampão glicina 0,1mol.L'1 - hidrazina 0,4mols.L'1, pH 9,5, NAD+

1,5 mmols.L'1, e 3U de lactato desidrogenase e quantidades adequadas da 

amostra. A quantidade de NADH formada foi determinada a 340 nm, após 90 

minutos de incubação a 37 °C.

O piruvato foi dosado em volume final de 1 mL, em meio de reação 

contendo tampão Tris-HCI 0,1mol.L1, pH 7,4, NADH 0,15 mmols.L'1, 0,1U de 

lactato desidrogenase e quantidades adequadas da amostra. A quantidade de 

NADH oxidado foi determinada a 340 nm, após 20 minutos de incubação a 

37°C.

2.9.9 Efeitos do Ml-D Sobre a Morfologia e Ultra-Estrutura de 

Células HeLa

Monocamadas de células HeLa crescidas durante 48 horas em 

lamínulas de vidro ou frascos de Roux, foram incubadas, a 25 °C, na presença 

de 25 pmols. L'1 de Ml-D diluído em solução salina tamponada, durante 90 

minutos. Decorrido o tempo de incubação, a solução foi desprezada e as
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células crescidas em lamínula foram processadas para microscopia óptica, 
enquanto as crescidas em garrafa foram processadas para microscopia 

eletrônica de transmissão (M.E.T). Para a microscopia óptica a monocamada 

de células foi fixada em solução de BOUIN (formaldeído 4% v/v: ácido pícrico 

saturado:ácido acético, 4:15:1) por 5 minutos, a temperatura ambiente, 
desidratada com etanol a 70% e corada com Hematoxilina-Eosina. A 

morfologia das células HeLa tratadas com o Ml-D foi observada em 

microscópio OLYMPUS. Para a M.E.T a monocamada foi fixada durante 120 

minutos em solução constituida de glutaraldeído 2,5% (v/v), paraformaldeído 

4% (p/v), CaCI2 5 mmols.L'1, tampão cacodilato 100 mmols.L'1, pH 7,2. A 

seguir, as células foram lavadas com tampão cacodilato 100 mmols.L'1, pH 7,2, 
gentilmente raspadas, colhidas por centrifugação (70xg, 3 min). Após 

centrifugação, as células foram fixadas durante 60 minutos em tetróxido de 

ósmio a 1,0% (p/v) e ferricianeto de potássio 0,8% (p/v) em solução tampão 

cacodilato 100 mmols.L'1 pH 7,2, suplementado com CaCI2 2,5 mmols.L'1 
(BUCHI & SOUZA, 1992). Após desidratação em acetona, o material foi incluso 

em resina epon. Os blocos foram cortados em ultramicrotomo e os efeitos do 

Ml-D sobre a organização ultraestrutural de células HeLa foram avaliados 

através de microscopia eletrônica de transmissão em Microscópio JEOL-JEM 

1200 EXII, do Centro de Microscopia Eletrônica da UFPR. A preparação do 

material e análise por microscopia eletrônica foram realizadas com a 

colaboração da Professora Doutora DORLY F. BUCHI, do Departamento de 

Biologia Celular, Setor de Ciências Biológicas, da UFPR.

2.9.10 Avaliação dos Efeitos do Ml-D como Agente Indutor de Morte 

Celular por Apoptose em Células HeLa

A detecção da apoptose em células HeLa foi realizada com o uso do Kit

APOP TAG® PLUS - ONCOR. A metodologia empregada é descrita na

literatura como ensaio TUNEL (GAVRIELI et al., 1992). Esta técnica, tem como 

fundamento a marcação e extensão das extremidade 3’-OH de fitas únicas ou
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duplas do DNA fragmentado, durante o processo apoptótico, através da 

adição de resíduos de nucleotídeos ligados a digoxigenina. Estes nucleotídeos 

são cataliticamente adicionados ao DNA pela enzima deoxinucleotidil 

transferase terminal (TdT), enzima que catalisa a adição de nucleotídeos 

trifosfato as extremidades 3-OH do DNA. Em seguida à marcação, é 

adicionado um anticorpo anti-digoxigenina, ligado a enzima peroxidase. A 

peroxidase localizada gera um intenso sinal quando em contato com o 

substrato cromogênico diaminobenzidina (DAB), evidenciando assim as 

células apoptóticas.

Para a realização dos experimentos visando avaliar a apoptose, as 

culturas de células HeLa desenvolveram-se por 48 horas em lamínulas de 

vidro, acondicionadas em placas de cultura de múltiplos poços, nas condições 

já descritas. A monocamada de células foi lavada com PBS, e incubada com o 

Ml-D, diluído em salina tamponada, na concentração final de 25pmols.L'1, a 

temperatura de 25 °C, por 90 min. Após o tratamento com o composto 

mesoiônico, a monocamada foi lavada com PBS, fixada com paraformaldeído 

1% (p/v) em PBS por 10 minutos e tratada com proteinase K 20pg.mL‘1. As 

etapas posteriores do processamento seguiram as recomendações do 

fabricante do KIT, ressaltando-se, apenas, que o tempo ideal de incubação 

com o DAB, requerido à revelação das células apoptóticas, foi estabelecido 

por observação ao microscópio óptico. A monocamada de células foi, então, 

corada com verde de metila 1% (p/v) em acetato de sódio 0,1 mol.L'1, pH 4,0.

2.10 Determinação da Concentração de Proteínas

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de LOWRY 

et al. (1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrão. As leituras 

foram realizadas a 700nm em espectrofotômetro Hitachi, modelo U - 2001 

UV/VIS equipado com impressora Epson LX 300.
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2.11 Análise Estatística

Com exceção dos resultados dos experimentos de perfusão de fígado, 

os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (média ± dp), 

submetendo-se à análise de variância (fator duplo) e teste de Tukey, para a 

comparação das médias. Os resultados dos experimentos de perfusão de 

fígado, foram expressos como média ± erro padrão da média (média ± ep da 

média), sujeitando-se à análise de variância (fator único) e teste de Tukey para 

comparação da médias. Nos dois casos, foram considerados estatisticamente 

significativos os valores comparados ao nível de significância de p < 0,05.

No tocante aos experimentos de polarização de fluorescência 

correspondentes às membranas naturais, os resultados foram submetidos a 

análise de regressão linear, analisando-se os coeficientes de correlação.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Efeitos do Ml-D em Fígado Perfundido

Como demonstrado por GRYNBERG et al. (1997), o Ml-D exerce 

importante efeito antitumoral em animais portadores de sarcoma 180, 

apresentando uma baixa toxicidade hematológica. Estas importantes 

observações, somadas à hepatotoxicidade que pode ser ocasionada por 
xenobióticos, pela sua biotransformação e/ou acumulação (KULKARNI & 

BYAZKOWSKI, 1994), conduziu a uma avaliação dos efeitos do Ml-D sobre 

atividades essenciais deste órgão. Desta forma, os experimentos cujos 

resultados são descritos a seguir, foram desenvolvidos com a finalidade de se 

detectar possíveis reações adversas do Ml-D sobre fígado intacto.

As figuras 21 e 22 e tabelas 3 e 4, mostram o efeito do Ml-D quando 

perfundido nas concentrações de 5 pmols.L'1 e 25 pmols.L'1, em fígado de rato 

alimentado. Como não foram adicionados substratos ao meio de perfusão, as 

atividades metabólicas do órgão foram mantidas através da mobilização de 

substratos endógenos, tais como glicogênio e ácidos graxos. Nestes 

experimentos, em que se analisou o consumo de oxigênio, a glicogenólise e a 

glicólise, o Ml-D foi infundido por um período de 24 minutos, dos 10 aos 34 

minutos do experimento de perfusão, que teve a duração total de 54 minutos.

Verifica-se na figura 21 e tabela 3 que o Ml-D, na concentração de 

5pmols.L'1, causou apenas discretos efeitos sobre o consumo de oxigênio, 
sendo as oscilações observadas não significativas estatisticamente. 

Entretanto, destaca-se que o pequeno estímulo no consumo de oxigênio (8%), 
observado no início da infusão do composto mesoiônico, aos 18 minutos do 

experimento, foi reproduzível em todos experimentos realizados. Na figura 21 

verifica-se também que a liberação de glucose de 1,26 pmols.min*1.g'1, no 

início do experimento, permaneceu praticamente inalterada durante todo o 

período de infusão do Ml-D. Porém, curiosamente, após o término da infusão 

do composto, os níveis de glucose começaram a aumentar, atingindo valores 

23% superiores (1,55 pmols.min'1.g'1) aos iniciais. Quanto à produção de
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Tempo de Perfusão (min )

FIGURA 21. Efeitos do Ml-D (5^imols.L1) sobre o consumo de oxigênio, 
glicogenólise, produção de lactato e piruvato, em fígado de rato 
perfundido isoladamente. Fígados de ratos alimentados foram perfundidos 
isoladamente como o descrito em Materiais e Métodos, item 2.5.2. O Ml-D na 
concentração de 5 pmols.L'1 foi infudido no intervalo de 10 a 34 minutos do 
experimento de perfusão. Os valores representam a média de 3 experimentos 
independentes.
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lactato e piruvato, os efeitos foram caracterizados por uma diminuição de 20% 

na produção de lactato em relação aos momentos iniciais do experimento, sem 

alteração no perfil da produção de piruvato (figura 21, tabela 3).

Comparando-se estes resultados com aqueles mostrados na figura 22 

e tabela 4, obtidos pela infusão de 25 pmols.L'1 de Ml-D, pode-se verificar, 

nestes últimos, um efeito mais intenso do composto mesoiônico sobre o 

consumo de oxigênio. Com a infusão do Ml-D, o consumo de oxigênio, 

diminuiu de 1,81 pmols.min '1g'1, para 1,14 pmols min'1.g'1 ou seja, ocorreu um 

decréscimo de 37%. Este efeito pode ser caracterizado como irreversível (uma 

vez que persistiu após o término da infusão do composto), e dependente da 

concentração do Ml-D. A figura 22 e tabela 4 mostram, ainda, que a infusão de 

Ml-D, na dose de 25pmols.L'1, exerceu um efeito pronunciado sobre a 

glicogenólise. Os níveis de glucose, que no início do experimento eram de 

1,14 pmols.min'1.g'1, aumentaram consideravelmente após a infusão do Ml-D, 

chegando a valores de 2,2 pmols.min'1.g'1 ao final do experimento. Este 

estímulo, de 100%, foi irreversível, permanecendo os valores elevados após o 

término da infusão do Ml-D. Vale ressaltar que, como os experimentos de 

perfusão foram realizados em sistema não recirculante, não ocorre o acúmulo 

de metabólitos (KIMMIG et al.,1983). Em razão disto, toda a glucose liberada 

pelo órgão é proveniente do glicogênio. A produção de lactato e piruvato, em 

contraste ao observado para a concentração de 5 pmols.L"1 de Ml-D, foi 

significativamente afetada pela presença de 25pmols.L'1 do composto 

mesoiônico. Os resultados da figura 22 e tabela 4 para estes metabólitos 

mostram que nos primeiros minutos do experimento a produção de lactato era 

1,39 pmols.min‘1.g'1. Aos 26 min do experimento, tal valor diminuiu para 0,92 

pmols.min'1.g'1, ou seja, caiu a valores 34% inferiores aos iniciais. Terminada a 

infusão do composto, os níveis de lactato aumentaram, sem retornarem, no 

entanto, aos valores iniciais, persistindo uma diminuição de 19% (1,13 pmols. 
min'1.g"1). Quanto à produção de piruvato, a infusão do Ml-D provocou uma 

diminuição na liberação deste metabólito, na ordem de 50%, vez que os 

valores iniciais de 0,23pmols.min'1.g‘1 caíram para 0,11 pmols.min1.g’1 aos 16
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Tempo de perfusão (min )

FIGURA 22. Efeitos do Ml-D (25^imols.L'i) sobre o consumo de oxigênio, 
glicogenólise, produção de lactato e piruvato, em de fígado de rato 
perfundido isoladamente. Fígados de ratos alimentados foram perfundidos 
isoladamente como o descrito em Materiais e Métodos, item 2.5.2. O Ml-D na 
concentração de 25pmols.L’1 foi infudido no intervalo de 10 a 34 minutos do 
experimento de perfusão. Os valores representam a média de 3 experimentos 
independentes.
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TABELA 3. Efeitos do Ml-D (5pmols.L'1) sobre o consumo de oxigênio, 
glicogenólise, produção de lactato e piruvato, glicólise e razão lactato 
piruvato (NAD+/NADH) em fígado de rato perfundido isoladamente.

Basal 
(4 min)

Infusão de Ml-D 
5pmols.L'1 
(26 min)

Após infusão de Ml-D 
(54 min)

Consumo de oxigênio
(|jmols'1.min'1.g"1)

1,85 ±0,09 1,91 ±0,18 1,79 ±0,09

Glucose
(pmols'1.min'1.g'1)

1,26 ±0,12 1,36 ±0,11 1,55 ±0,13

L- Lactato
(pmols'1.mirf1.g'1)

1,45 ±0,19 1,29 ±0,16 1,15 ±0,28

Piruvato
(gmols'1.min'1.g 1)

0,17 ±0,03 0,17 ±0,03 0,15 ±0,02

Glicólise (lactato+piruvato)
(pmols'1.min'1.g'1)

1,6 ± 0,17 1,45 ±0,14 1,31 ±0,28

Razão lactato/piruvato 9,0 ±2,1 7,9 ±1,9 6,9 ±1,04

Fígados de ratos alimentados foram perfundidos isoladamente como o descrito 
em Materiais e Métodos, item 2.5.2. 0  Ml-D na concentração de 5 pmols.L'1 foi 
infudido no intervalo de 10 a 34 minutos do experimento de perfusão. Os 
valores representam a média ± ep da média de 3 experimentos independentes. 
Não há diferença entre as médias (p< 0,05) nas condições do ensaio.

TABELA 4. Efeitos do Ml-D (25pmols.L'1) sobre o consumo de oxigênio, 
glicogenólise, produção de lactato e piruvato, glicólise e razão lactato 
piruvato (NAD+/NADH) em fígado de rato perfundido isoladamente.

Basal 
(4 min)

Infusão de Ml-D 
25pmols.L'1 

(26 min)

Após infusão de Ml-D 
(54 min)

Consumo de oxigênio
(pmols'1.min1.g'1)

1,81 ±0,08 *1,14 ±0,08 1,41 ±0,17

Glucose
(pmols'1.min'1.g'1)

1,14 ±0,03 1,60 ±0,16 *2,22 ± 0,25

L-Lactato
(pmols'1.min"1.g‘1)

1,39 ± 0,24 0,92 ± 0,2 1,13 ±0,27

Piruvato
(pmols'1.min'1.g'1)

0,23 ± 0,02 *0,11 ±0,02 0,21 ± 0,04

Glicólise (lactato+piruvato)
(pmols'1.min'1.g'1)

1,58 ±0,18 1,02 ±0,3 1,34 ±0,3

Razão lactato/piruvato 6,0 ± 1,17 8,2 ±1,5 5,7 ±1,0

Fígados de ratos alimentados foram perfundidos isoladamente como o descrito 
em Materiais e Métodos, item 2.5.2. O Ml-D na concentração de 25 pmols.L'1 
foi infudido no intervalo de 10 a 34 minutos do experimento de perfusão. Os 
valores representam a média ± ep da média de 3 experimentos independentes. 
* Valores estatisticamente diferentes, a nível de p< 0,05.
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minutos da infusão do composto, ou seja, aos 26 minutos do experimento. 
Após o término da infusão do composto mesoiônico os níveis de piruvato, tal 
como o observado para o lactato, embora tenham aumentado, não alcançaram 

o valores iniciais. Em função das variações ocorridas na produção de piruvato 

e de lactato, a glicólise, estimada pela somatória da produção de piruvato e 

lactato (THURMAN & SCHOLZ, 1977; KIMMIG et al., 1983), também foi 

alterada. Este efeito foi particularmente visível na dose de 25pmols.L'1 de Ml- 
D. No início do experimento, os valores observados para a glicólise eram de 

1,58 pmols.min'1. g'1. Aos 16 min de infusão do Ml-D tal valor decresceu para

1,02 pmols. min1, g'1, havendo uma redução de 35%. Ao final do experimento 

de perfusão, a glicólise não retornou aos valores iniciais, persistindo em 

valores 15% inferiores. No entanto, a razão lactato/piruvato, que reflete o 

estado do sistema redox NAD7NADH citosólico (WILLIAMSON et al.,1967) e 

que antes da infusão do Ml-D (25pmols.L1) era de 6,0, aos 16 minutos da 

infusão do composto mesoiônico aumentou para 8,0 (36%), retornando 

praticamente aos valores iniciais (5,7), ao término do experimento.

As figuras 23A e 23B mostram medidas de absorbâncias, a 340nm, do 

perfusado que deixou o fígado. Tais medidas foram feitas inicialmente com a 

finalidade de se avaliar uma eventual interferência do xenobiótico nos 

procedimentos de leitura das dosagens de lactato e piruvato, realizadas neste 

comprimento de onda. Entretanto, estas medidas forneceram também uma 

importante informação referente à quantidade de Ml-D que deixava o fígado. 
Considerando que a absorbância da solução de Ml-D 5pmols.L1 e 25pmols.L'1 

em meio de perfusão eram respectivamente 0,068 e 0,38, antes da infusão, a 

recuperação do composto após a perfusão ficou muito abaixo do esperado, 
visto que a absorbância para o Ml-D 5pmols.L'1 não ultrapassou 0,02 (figura 

23A) e no segundo caso, para o Ml-D 25pmols.L'1 (figura 23B) não ultrapassou 

0,15. Isto sugere que aproximadamente 50% da quantidade inicial do Ml-D 

infundida permaneceu retida no órgão. Esta possibilidade poderia explicar, ao 

menos em parte, a irreversibilidade dos efeitos já mencionados. Alem disto, os 

efeitos tardios observados sobre a glicogenólise e consumo de oxigênio,
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FIGURA 23. Absorbâncias (340 nm) do Ml-D nas amostras coletadas, nos 
diferentes tempos, durante o experimento de perfusão. A. Ml-D 5 pmols.L1 
- absorbãncia da droga infundida de 0,068; B. Ml-D 25 pmols.L'1 - absorbância 
da droga infundida de 0,380. Os valores representam a média de 3 
experimentos.
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causados pela infusão do Ml-D em baixa concentração (5pmols.L'1), poderiam 

ser conseqüentes deste acúmulo, sugerindo que o composto mesoiônico 

manifeste efeitos dependentes também do tempo de exposição.

O acentuado estímulo sobre a glicogenólise observado à dose de 

25pmols.L'1 de Ml-D - figura 22 e tabela 4) exige uma análise mais detalhada. 

Várias drogas são conhecidas por estimularem esta importante via metabólica 

hepática. Entretanto, no que se refere aos compostos mesoiônicos, a 

disponibilidade de dados na literatura é escassa. Vale ressaltar, no entanto, as 

observações de GLENNON et al. (1981,1984) demonstrando que derivados 

mesoiônicos 1,3,4-tiadiazóis [3,2-a] piridimidinas (figura 14) foram capazes de 

inibir a enzima fosfodiesterase, bem como de atuar como antagonistas dos 

receptores de adenosina tipo Ai. Embora interações desta natureza possam, 

em tese, explicar o aumento observado na glicogenólise, o Ml-D não apresenta 

similaridade estrutural às xantinas naturais, tida como indispensável por 

GLENNON et al. (1981; 1984). Pelo contrário, não obstante o Ml-D possua em 

sua estrutura o anel tiadiazólio mesoiônico, a ausência do anel pirimidina e a 

presença de diferentes substituintes o tornam um composto muito distinto 

daqueles relatados pelos citados autores. A ação do Ml-D em fígado 

perfundido é interessante na medida em que o estímulo da glicogenólise foi 
acompanhado de acentuada inibição do consumo de oxigênio, inibição esta, 
que fortemente sugere um envolvimento do composto com as atividades 

mitocondriais. Entretanto, o Ml-D não estimulou a glicólise, diferindo, portanto, 

dos inibidores clássicos da cadeia respiratória, como por exemplo o cianeto, 

que em fígado perfundido promove o estímulo da glicogenólise e glicólise 

(CONAGLEN etal., 1984).

Quanto à inibição da glicólise observada pela infusão do Ml-D, não se 

pode descartar a possibilidade de que este efeito resulte da ação do composto 

sobre alguma enzima desta via, vez que não foram desenvolvidos 

experimentos específicos com tal finalidade. No entanto, o aumento da razão 

lactato/piruvato, que neste caso reflete o estado redox do citosol, isto é a razão 

NAD7NADH, durante o período de infusão do composto mesoiônico, foi
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decorrente do decréscimo da produção de piruvato (50%) que, por sua vez foi 
mais acentuado que o observado para o lactato (34%), sugerindo uma 

diminuição do cofator na sua forma reduzida.

Considerando os efeitos do Ml-D em fígado perfundido, particularmente 

na dose de 25pmols.L'1, sobre o consumo de oxigênio e glicogenólise, tornou- 
se relevante esclarecer os mecanismos pelos quais o composto interfere na 

atividade respiratória.

3. 2 Efeitos do Ml-D em Mitocôndrias Isoladas

Para se avaliar os efeitos do Ml-D sobre a atividade respiratória optou- 
se, neste trabalho, pelo uso de mitocôndrias isoladas de fígado de rato como 

modelo experimental. Os experimentos cujos resultados estão apresentados 

nas figuras 24 e 25 foram desenvolvidos utilizando-se como substratos 

oxidáveis o glutamato e o succinato de sódio e foram analisados os seguintes 

parâmetros: consumo de oxigênio durante os estados III e IV da respiração; o 

coeficiente de controle respiratório (RCC) e a razão ADP/O.

Na figura 24A pode-se observar que os efeitos do Ml-D sobre a 

velocidade respiratória de mitocôndrias isoladas, na presença de substrato e 

ADP (estado III), foram discretos embora não idênticos para ambos os 

substratos. Quando o glutamato foi utilizado como substrato, o Ml-D em baixas 

concentrações (15 nmols.mg-1 de proteína) promoveu um pequeno estímulo da 

velocidade respiratória (20%, em relação ao controle), enquanto que em altas 

concentrações (65nmols.mg'1proteína), a velocidade respiratória foi 
aproximadamente 22% inferior ao controle. Deve-se salientar, que a análise 

estatística utilizada comparou os efeitos do Ml-D com o valores do controle, 
isto é 100% de atividade na ausência do composto mesoiônico. Porém, se 

considerado que, na concentração de 15 nmols.mg1 proteína o Ml-D estimulou 

a velocidade respiratória em cerca de 20%, o decréscimo observado para a 

atividade respiratória passa a ser significativo em relação a este, a partir da 

concentração de 25 nmols.mg1 proteína.
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Quando o succinato de sódio foi utilizado como substrato, não foi 
observado o estímulo inicial na velocidade respiratória do estado III (figura 

24A). Porém, a inibição foi significativa para as concentração de 25 a 80 nmols 

de Ml-D. mg'1 proteína, sendo o efeito inibitório de 30%, na maior dose, com 

relação ao controle. A inibição promovida pelo Ml-D na velocidade respiratória 

do estado III, poderia ser justificada por quaisquer das seguintes 

possibilidades: a) inibição de um ou mais complexos da cadeia respiratória; b) 
inibição das desidrogenases dos diferentes substratos; c) inibição do 

translocador de nucleotídeos de adenina; d) inibição da ATPsintase; e) 
inibição dos transportadores dos substratos.

Na figura 24B verifica-se que a velocidade do consumo de oxigênio 

após a exaustão do ADP (estado IV) foi acentuadamente aumentada. O 

estímulo observado foi estatisticamente significativo a partir da concentração 

de 15 nmols Ml-D.mg'1 de proteína mitocondrial, para os dois substratos, 

chegando, na concentração de 80 nmols.mg'1 proteína, a 190% e 152% 

durante a oxidação do glutamato e succinato, respectivamente. A figura 25 

mostra os valores de RCC (figura 25A) e da razão ADP/O (figura 25B). 

Verifica-se uma drástica diminuição destes parâmetros, obviamente 

conseqüência dos efeitos exercidos pelo Ml-D sobre a velocidade do consumo 

de oxigênio (inibição do estado III e estímulo do estado IV). Os efeitos do Ml-D 

sobre o estado IV da respiração, sugerem uma ação desacopladora do 

composto mesoiônico.

Os resultados destes experimentos são compatíveis com aqueles 

verificados em fígado perfundido, efetuados na presença da mesma 

concentração da droga, embora não seja possível estabelecer no órgão intacto 

quais os substratos que preferencialmente estejam alimentando a cadeia 

respiratória. Tal compatibilidade pode ser inferida quando se observa a 

inibição do consumo de oxigênio em fígado perfundido (figura 22 e tabela 4), 
que é correspondente, nos experimentos com mitocôndria isoladas, à 

concentração de 65 nmols.mg'1 de proteína, para a oxidação do succinato de 

sódio (figura 24A). No entanto, a interpretação dos resultados exige algumas
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Ml-D (n m o ls .m g1 prot.) MI.D (n m o ls.m g '1 prot.)

FIGURA 24. Efeitos do Ml-D sobre o consumo de oxigênio por 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato. As condições experimentais estão 
descritas no item 2.7.1 da seção de Materiais e Métodos.
A: Estado III, consumo de oxigênio na presença de ADP e substrato. 100% 
corresponde a 34,6 + 4,2 e 38,0 ± 4,0 nmols de oxigênio consumidos por 
minuto por miligrama de proteína mitocondrial para o glutamato e succinato de 
sódio, respectivamente.
B: Estado IV, consumo de oxigênio mitocondrial após a exaustão de ADP. 
100% corresponde a 7,0 ± 1,1 e 8,0 ± 1,3 nmols de oxigênio consumidos por 
minuto por miligrama de proteína mitocondrial para o glutamato e succinato, 
respectivamente.
Cada valor representa a média ± dp de seis experimentos independentes. 
*Valores estatisticamente diferentes do controle (p< 0,05)
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Ml-D (n m o ls .m g 1 prot.) Ml-D (n m o ls.m g '1 prot.)

FIGURA 25. Efeitos do Ml-D sobre o RCC e razão ADP/O de mitocôndrias
isoladas de fígado de rato. As condições experimentais estão descritas no
item 2.7.1 da seção de Materiais e Métodos.
A. RCC, coeficiente de controle respiratório. 100% corresponde aos valores 

de 4,6 ± 0,2 e 4,6 ± 0,6 para o glutamato e succinato, respectivamente.
B. ADP/O, concentração de ADP/consumo de oxigênio. 100% corresponde 

aos valores de 2,8 í  0,2 e 1,8 i  0,2 para o glutamato e succinato, 
respectivamente.

Cada valor representa a média ± dp de seis experimentos independentes.
*Valores estatisticamente diferentes do controle (p< 0,05)
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considerações. No fígado isolado observou-se apenas a inibição na velocidade 

respiratória; já em mitocôndrias isoladas em adição a inibição do estado III, 

observou-se, ainda, um forte estímulo na velocidade respiratória do estado IV. 
Embora no órgão isolado não seja possível estabelecer o estado IV da 

respiração - que representa a depleção total de ADP -, a visualização apenas 

do efeito inibitório do Ml-D - redução de 37% no consumo de oxigênio -, é 

correspondente e compatível àquele evidenciado em mitocôndrias isoladas 

(30% de inibição), para o estado III da respiração, na mesma concentração do 

xenobiótico. Entretanto, deve-se ressaltar que compostos não mesoiônicos 

com ação desacopladora, quando avaliados em fígado perfundido, em 

condições experimentais similares às descritas neste trabalho 

(KEMMELMEIER et al., 1989), estimularam o consumo de oxigênio. Ainda 

neste sentido, PETRESCU & TARBA (1997) demonstraram que os 

antiinflamatórios não esteroidais, ácido acetil salicílico e dicoflenaco, 

estimularam o consumo de oxigênio, a glicogenólise e glicólise. Segundo os 

autores, tais efeitos seriam resultantes da ação desacopladora destes 

compostos. Desta forma, os efeitos do Ml-D em fígado perfundido são 

singulares, permitindo supor que proteínas integrais de membrana, tais como 

aquelas constituintes dos complexos da cadeia respiratória, possam ser alvos 

de interação com o composto mesoiônico.

3.3 Efeitos do Ml-D Sobre a Atividade Dos Complexos Enzimáticos 

da Cadeia Respiratória

Com a finalidade de esclarecer os efeitos do Ml-D sobre o estado III da 

respiração, foram realizados ensaios com mitocôndrias desacopladas por 
FCCP e mitocôndrias rompidas. Em ambas as situações experimentais, é 

possível avaliar o transporte de elétrons através da cadeia respiratória, 
descartando os efeitos relacionados à fosforilação oxidativa. Em mitocôndrias 

rompidas é possível, ainda, avaliar os efeitos do composto mesoiônico na 

ausência da barreira representada pela membrana mitocondrial interna.
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A figura 26 mostra os resultados de experimentos em que o efeito do 

Ml-D foi avaliado em preparações mitocondriais desacopladas por FCCP, e, 

portanto, com o transporte de elétrons ocorrendo em velocidade máxima. 
Nesta situação experimental a diminuição do consumo de oxigênio é 

particularmente evidente, sugerindo que o composto mesoiônico compromete o 

transporte de elétrons. A figura 27 mostra que o efeito do Ml-D sobre o 

consumo de oxigênio é dependente da concentração de FCCP utilizada. Os 

resultados da figura 27A e 27B foram obtidos em presença de 0,1 pmol.L'1 e 1 
pmol.L'1 de FCCP, respectivamente. Enquanto a velocidade respiratória é 

praticamente a mesma para as duas concentrações de FCCP, a magnitude da 

inibição pelo Ml-D diferiu apesar de terem sido usadas concentrações 

rigorosamente idênticas do composto mesoiônico. Verifica-se ainda que a 

inibição do consumo de oxigênio na presença do Ml-D é dependente do tempo 

(figura 27). Efeitos semelhantes a este, não foram encontrados em literatura 

recente. Porém, VAN DAM (1967) relata uma ação de inibição do consumo de 

oxigênio por agentes desacopladores quando utilizados em concentrações 

elevadas ou combinados com outro agente desacoplador. Considerando os 

efeitos do Ml-D sobre o estado IV, esta possibilidade não pode ser descartada; 

pode-se supor ainda que esta condição favoreça a interação do composto com 

os complexos enzimáticos da cadeia respiratória, devido a um dano 

generalizado da membrana mitocondrial.

Em preparações de mitocondrias rompidas foram investigados os efeitos 

do Ml-D sobre a atividade dos complexos NADH oxidase, NADH 

desidrogenase, succinato oxidase, NADH-citocromo ç redutase, citocromo 

oxidase e succinato desidrogenase. Os resultados estão apresentados na 

tabela 5.

Verifica-se que o trajeto dos elétrons do NADH até o oxigênio, ou seja, o 

segmento NADH oxidase, é inibido de forma significativa a partir da 

concentração de 38 nmols.mg'1 proteína. Esta inibição atinge um valor máximo 

de 32%, se tomado como parâmetro a média dos controles, realizados na 

ausência de Ml-D. Tal valor é superior àquele observado pela oxidação do
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FIGURA 26. Efeitos do Ml-D sobre o consumo de oxigênio por 
mitocôndrias de fígado de rato desacopladas por FCCP. A. Ensaio 
controle realizado na ausência de FCCP e Ml-D - RCC- coeficiente de 
controle respiratório. B. Consumo de oxigênio na presença de FCCP 0,5
pmols.L"1 (----- ) e Ml-D (- - -) nas concentrações de a. 25; b. 50 e c. 80
nmols.mg'1 de proteína mitocondrial. Adições Mit. -mitocôndrias; Suc.- 
succinato de sódio 2,5 mmols.L'1. As condições experimentais estão 
descritas na seção de Materiais e Métodos, item 2.7.1. Os traçados são 
representativos de três experimentos independentes. As velocidades 
respiratórias estão expressas em nmols de 0 2 consumidos.min1\mg'1 de 
proteína mitocondrial.
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FIGURA 27. Efeitos do Ml-D sobre o consumo de oxigênio por 
mitocôndrias de fígado de rato desacopladas por FCCP. A Consumo de
oxigênio na presença de FCCP 0,1 pmols.L'1 (----- ) e Ml-D (- - -) nas
concentrações de a. 50 e b. 80 nmols.mg*1 de proteína mitocondrial.
B. Consumo de oxigênio na presença de FCCP 1 pmol. L'1 (---- ) e Ml-D
(- - -) nas concentrações de a. 50 e b. 80 nmols.mg'1 de proteína 
mitocondrial. Adições: Mit. mitocôndria; Glu. glutamato de sódio 5mmols.L'1. 
As condições experimentais estão descritas na seção de Materiais e 
Métodos, item 2.7.1. Os traçados são representativos de três experimentos 
independentes. As velocidades respiratórias estão expressas em nmols de 
0 2 consumidos min'1.mg'1 de proteína mitocondrial.



TABELA 5. Efeitos do Ml-D sobre os complexos enzimáticos da cadeia respiratória.

Enzimas % do controle (média ± dp)

Ml-D (nmols.mg'1 prot.)

0 12.0 15.0 25.0 38.0 50.0 65.0 80.0

NADH Oxidase 100 97±7 103±10 94±8 88±5* 80±2* 74+8* 68+4*

NADH desidrogenase 100 94±5 92±8 99±8 88±6 96±7 93±2 94±4

NADH citocromo c redutase 100 98±8 94±2 93±7 84±6* 80±8* 78±4* 77±7*

Succinato oxidase 100 97±2 86±3* 77 ±5* 66±3* 70+8* 58±5* 45+5*

Citocromo ç oxidase 100 102±5 100±3 99±5 97+6 98±6 95±5 96+3

Succinato desidrogenase 100 100+5 95±12 88±8 79±7* 94+8 95±13 97+11

Succinate citocromo ç  redutase 100 98±8 107+5 91+7 91 ±4 93±5 87+6* 80±8*

As condições experimentais estão descritas no item 2.7.2 da seção de Materiais e Métodos 
100% corresponde a atividade dos controles : NADH oxidase - 15 nmols de NADH oxidado, min'1.mg'1; 
NADH desidrogenase - 5,0 jumols de ferricianeto reduzido, min'1.mg'1; NADH citocromo ç redutase - 
200 nmols de citocromo c reduzido.min'1. mg'1; Succinato oxidase - 20 nmols de 0 2 consumidos.min'1. 
mg'1; Citocromo ç oxidase - 400 nmols de citocromo c oxidado.min'1, mg'1; Succinato desidrogenase- 
60 nmols de DPIP reduzido, min'1, mg'1 e Succinato citocromo ç redutase - 200 nmols de 
ferricitocromo c reduzido.min'1.mg'1. Cada valor representa a média ± dp de quatro experimentos 
independentes. *Valores estatisticamente diferentes do controle (ausência de Ml-D) - p < 0,05.

§
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glutamato durante o estado III (20% - figura 24A) Esta aparente discrepância 

pode ser justificada pela diferença entre as metodologias utilizadas. Com 

efeito, no ensaio enzimático que utiliza mitocôndrias rompidas, as enzimas 

que constituem os complexos da cadeia respiratória estão mais acessíveis ao 

composto mesoiônico que nos ensaios em que se utilizam mitocôndrias 

intactas.

Os dados apresentados na tabela 5 mostram, também, que o Ml-D 

promove uma inibição significativa do transporte de elétrons do succinato ao 

oxigênio, isto é, na succinato oxidase, a partir de 15 nmòls.mg'1 proteína . A 

inibição de cerca de 55% é também, neste caso, maior que a observada para o 

estado III da respiração, quando utilizado o succinato de sódio como substrato 

oxidável (30%, figura 24A). Como no caso anterior, isto poderia ser explicado 

pelas características das preparações utilizadas.

O Ml-D não exerceu qualquer efeito sobre a atividade NADH- 
desidrogenase (NADH: ferricianeto óxido-redutase), indicando que a inibição 

observada no ensaio da NADH oxidase não ocorre a nível do complexo I da 

cadeia respiratória. Por outro lado, a Succinato desidrogenase (succinato: 
fenazina metasulfato óxido redutase), foi inibida de forma estatisticamente 

significativa na dose de 38nmols.mg'1proteína. Esta inibição, de apenas 20%, 

quando comparada a de 55% observada para a enzima Succinato Oxidase, 
sugere que o Ml-D exerça também um efeito inibitório sobre o complexo III 
e/ou IV da cadeia respiratória. De fato, como pode ser observado na tabela 5, 
o Ml-D promoveu uma inibição de 20% sobre a atividade da NADH-Citocromo 

ç redutase, que abrange os complexos I a III da cadeia transportadora de 

elétrons. A inibição foi significativa a partir da dose de 38 nmols.mg'1 proteína. 
Uma inibição da mesma magnitude (20%) foi observada sobre o segmento 

Succinato citocromo ç redutase (Succinato: ferrocitocromo ç óxido-redutase) . 
Tal efeito foi significativo para as doses de 65 e 80 nmols Ml-D.mg1 proteína .

Como o complexo Citocromo oxidase (ferrocitocromo ç: oxigênio óxido- 

redutase) não foi inibido, os resultados descritos sugerem que o sitio de
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inibição do Ml-D está localizado após o complexo I e entre os complexos II e III 
da cadeia respiratória, justificando a inibição sobre o estado III da respiração, 
observada na figura 24 A, para os dois substratos utilizados.

3.4 Efeitos do Ml-D Sobre o Potencial Elétrico de Membrana (Ai|/)

A força próton motriz (Ap), responsável pela síntese de ATP, é 

constituída por dois componentes: o ApH, resultante da diferença na 

concentração de prótons através da membrana mitocondrial e o Ay (potencial 

elétrico de membrana), decorrente da diferença do potencial elétrico entre as 

duas fases aquosas separadas pela membrana mitocondrial (NICHOLLS & 

FEGURSON ,1992). Considerando que o último componente, contribui com 

aproximadamente 90% da energia disponível para a formação da força próton 

motriz (Ap) (NICHOLLS & FEGURSON ,1992), e a acentuada redução, 

promovida pelo Ml-D, na capacidade da mitocôndria em fosforilar o ADP 

(figura 24), tornou-se fundamental avaliar os efeitos da droga sobre o A\|/.

Os efeitos do Ml-D sobre o potencial elétrico de membrana (Ay), em 

mitocôndrias isoladas de fígado de rato, foram avaliados utilizando-se 

safranina O. Este corante, deslocando-se do meio extra para o 

intramitocondrial sob a influência do Av|/, interage com sítios aniônicos da 

membrana, agregando-se em palissadas. Tal fenômeno é acompanhado de 

alterações espectrofotométricas registradas a 511-533nm, permitindo 

estabelecer uma relação linear entre o valor de Ay, resultante da energização 

da membrana, e a variação da densidade óptica, resultante do acúmulo e 

ligação das moléculas de safranina no interior da mitocôndria (ZANOTTI & 

AZZONE, 1980). Desta forma, a partir do registro das mudanças espectrais, a 

511nm-533nm, foram calculados os valores de A\\> em mV (AKERMAN & 

WIKSTROM, 1976). Os traçados da figura 28, são representativos dos efeitos 

do Ml-D sobre o Avj/, evidenciando a redução na capacidade de gerar o Aij/ das 

preparações mitocondriais, quando em presença do composto mesoiônico. Os 

resultados mostrados na figura 29, evidenciam os efeitos do Ml-D sobre o Ai|/, 

quando utilizados como substratos o glutamato ou succinato de sódio.
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FIGURA 28. Efeitos do Ml-D sobre o potencial de membrana (A\|/) de 
mitocôndrias de fígado de rato. As condições experimentais estão 
descritas na seção de Materiais e Métodos, item 2.7.3. Ml-D estava presente 
nas concentrações de a. 0, b. 12, c. 25, d. 50, e. 65 e f. 80 nmols.mg"1 
proteína mitocondrial. Os traçados são representativos de quatro 
experimentos independentes.
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Verifica-se uma queda progressiva no potencial formado para os dois 

substratos, observando-se, porém, que a concentração responsável pelo 

colapso do potencial de membrana difere para cada substrato. Enquanto 

65nmols de Ml-D. mg'1 proteína foram suficientes para abolir completamente o 

A\j/, quando utilizado o glutamato de sódio como substrato, o mesmo 

parâmetro diminuiu em 40% na concentração de Ml-D de 80 nmols.mg'1 

proteína, quando o substrato foi o succinato. A diferença na magnitude dos 

efeitos poderia resultar dos mecanismos pelos quais cada substrato tem 

acesso à mitocôndria. Sabe-se que a entrada de glutamato é dependente do 

ApH, sendo mediada por dois tipos de transportadores. O primeiro opera com 

a entrada simultânea de H+ (co-transporte de H+), em troca do aspartato; o 

segundo facilita a entrada do glutamato em troca do OH*. Já a entrada de 

succinato ocorre através do transportador de dicarboxilatos, não sendo, 

portanto, dependente do ApH (NICHOLLS & FEGURSON.1992). Desta forma, 
é razoável supor que os efeitos mais pronunciados do Ml-D, poderiam estar 

relacionados à entrada do glutamato, que é dependente do ApH. Ainda nos 

experimentos em que o glutamato de sódio foi utilizado como substrato 

oxidável, nota-se, também, uma elevação no potencial de membrana (conc. 15 

nmols.mg'1 proteína), em relação a dose anterior (12 nmols.mg'1 proteína). Este 

efeito, observado em todos os experimentos, mostrou-se ainda mais intrigante, 

quando comparado aos resultados do consumo de oxigênio em mitocôndrias 

isoladas (figura 24 A), em que se mostrou um pequeno um estímulo na 

velocidade respiratória do estado III , para o mesmo substrato, na mesma 

dose. Todos estes resultados poderiam ser justificados, se confirmada a 

hipótese de que o Ml-D, antes de promover o colapso do potencial, dissipasse 

o ApH, devido à dissociação de um próton (grupamento -NH-) de sua estrutura 

(figura 17). Se assim fosse, o aumento no potencial de membrana e na 

velocidade respiratória do estado III, observados em baixas doses do 

composto mesoiônico, quando o glutamato era o substrato oxidável, seria 

decorrente de uma resposta termodinâmica para restabelecer a força próton 

motriz (Ap).
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FIGURA 29. Efeitos do Ml-D sobre o potencial de membrana (Ày) de 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Mitocôndrias de fígado de rato 
foram incubadas nas condições descritas em Materiais e Métodos, item 2.7.3, 
energizadas com glutamato (O) ou succinato de sódio (•). Cada valor 
representa a média ± dp de quatro experimentos independentes. Valores 
estatisticamente diferentes do controle (ausência de Ml-D) a nível de 
significância de p < 0,05. 100% corresponde a 170 ± 10,9 mV de potencial 
elétrico de membrana.
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0  colapso do A\|/ pode decorrer tanto de uma restrição no fluxo de 

elétrons, quanto de um efeito desacoplador (NICHOLLS & FEGURSON, 1992). 
No caso do Ml-D este efeito está provavelmente relacionado à sua ação 

desacopladora (como indicado pelo aumento da velocidade do estado IV da 

respiração, diminuição no coeficiente de controle respiratório (RC) e razão 

ADP/O - (figuras 24B.25A e B), visto que, a inibição observada sobre os 

complexos da cadeia transportadora de elétrons (tabela 5), não é suficiente 

para justificar seus drásticos efeitos sobre o potencial de membrana (Ai}/). 

Resta esclarecer se os mecanismos responsáveis pelo efeito desacoplador do 

Ml-D estão relacionados à dissociação de prótons da sua estrutura, como 

ocorre no caso dos desacopladores clássicos, e/ou à interação com a 

membrana mitocondrial, considerando o caráter lipofílico da droga.

3.5 Efeitos do Ml-D Sobre o Complexo FiF0 ATPase

Para o melhor entendimento das ações do Ml-D quanto às funções 

ligadas à energia, seu efeito foi avaliado sobre a atividade do complexo FiF0 
ATPase (ATP sintase). Neste complexo enzimático o componente F0, 
constituído de polipeptídios hidrofóbicos, se encontra inserido na membrana 

mitocondrial interna, sendo responsável pela captação de prótons do espaço 

intermembranas e sua liberação na matriz mitocondrial. O componente solúvel 

Fi, inclui 5 tipos de subunidades (a.p.y.ô e e), na estequiometria de 

3a:3p:1y.1ô:1e. Este componente é responsável pela síntese de ATP - por 

ocasião do transporte de elétrons e passagem de prótons pelo componente 

F0 -, ou hidrólise de ATP, em presença do nucleotídio e ausência de substratos 

para a cadeia respiratória (NICHOLLS & FEGURSON ,1992). A interação entre 

Fi e F0é garantida por dois outros componentes: F6 e OSCP, sendo que esta 

última confere sensibilidade à oligomicina. Estas proteínas associam-se aos 

componentes e F0 do complexo enzimático, auxiliando a regular a 

permeabilidade da membrana mitocondrial interna a prótons e garantindo a 

eficiência da fosforilação oxidativa (TZAGOLOFF, 1982).
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Segundo MITCHELL (1961), o transporte de elétrons através da cadeia 

respiratória leva a formação da força próton motriz (Ap), gradiente 

eletroquímico de prótons através da membrana mitocondrial interna. A 

utilização desse gradiente está acoplada à síntese de ATP através da ATP 

sintase, uma vez que os prótons só podem retornar a matriz mitocondrial 
através do componente F0 do complexo enzimático. De maneira ampla, os 

desacopladores podem ser definidos como agentes químicos que 

seletivamente impedem a utilização da energia química derivada do transporte 

de elétrons para a fosforilação do ADP em ATP. Operacionalmente, isto 

significa um decréscimo no número de rnols de fosfato inorgânico convertidos 

para a forma ligada organicamente por átomo de oxigênio consumido, isto é, a 

razão P/O tende a zero na presença de substrato, enquanto a respiração 

continua (HEYTLER, 1997). Este aspecto portanto distingue os 

desacopladores dos inibidores da fosforilação oxidativa, como por exemplo a 

oligomicina, que liga-se ao componente OSCP do complexo FiF0 ATPase, ou 

o atractilato, que inibe o translocador ADP/ATP (TZAGOLOFF,1982). Assim, 

agentes desacopladores, translocadores de H+ ou protonóforos, são 

substâncias capazes de bloquear a síntese ATP, pois promovem a entrada de 

prótons na matriz mitocondrial, o que resulta na dissipação da força próton- 

motriz (Ap). A entrada de prótons na matriz mitocondrial, faz ainda com que o 

componente Fi do complexo enzimático passe a hidrolisar ATP, o que ocorre 

com a extrusão simultânea de prótons, através do componente F0. Desta 

maneira, a atividade ATPásica é muito baixa em mitocôndrias acopladas, e 

aumenta na presença de desacopladores clássicos como o FCCP.

Os efeitos do Ml-D sobre o consumo de oxigênio (figura 24B, 25A e B), 

e potencial elétrico de membrana (Av|/) (figura 29), sugeriram o efeito 

desacoplador da droga. Assim, a avaliação da atividade da ATPase permite 

verificar tanto a influência da droga sobre a enzima, como seu eventual efeito 

desacoplador. Neste estudo, a atividade do complexo enzimático foi avaliada 

utilizando-se preparações de mitocôndrias intactas, mitocôndrias rompidas e 

ainda de mitocôndrias intactas desacopladas com o desacoplador clássico,
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FCCP. Os resultados destes experimentos estão representados na figura 30. 
Verifica-se que o Ml-D não exerceu qualquer efeito sobre o complexo F^o 

ATPase em mitocôndrias rompidas, excluindo-se, assim, a interferência direta 

deste composto sobre o complexo enzimático. Este resultado também exclui a 

possibilidade de que a inibição do estado III seja decorrente de uma ação 

inibitória do Ml-D sobre esta enzima.

Em contraste, quando se utilizou uma preparação de mitocôndrias 

intactas, o Ml-D promoveu um forte estímulo na atividade hidrolítica da 

ATPase. Este efeito, característico para os agentes descopladores clássicos, 

foi dose dependente, chegando na dose de 160 nmols.mg'1 proteína a 300%, 
com relação ao controle, realizado na ausência do Ml-D. Um aumento posterior 
na concentração de Ml-D, para 240 nmols/mg proteína, promoveu uma 

acentuada diminuição na atividade hidrolítica da ATPase (figura 30). Tal efeito 

inibidor é também descrito para os desacopladores 2,4 dinitrofenol (DNP) 
(SLATER, 1967) e FCCP (BERTINA & SLATER, 1975), quando usados em 

concentrações maiores do que as necessárias para desacoplar a mitocôndria. 
Outra informação que pode ser inferida a partir destes resultados, com 

mitocôndrias intactas, é a de que ao menos até a concentração de 160 

nmols.mg'1 proteína, o Ml-D não interfere no translocador de nucleotídios de 

adenina.

O efeito do Ml-D, em mitocôndrias desacopladas por FCCP, pode 

também ser observado na figura 30. Esta última situação experimental foi 
introduzida, considerando o conhecido fato de que o excesso ou a combinação 

simultânea de agentes desacopladores pode resultar em velocidades sub- 

máximas de alguns parâmetros mitocondriais, como a velocidade da hidrólise 

de ATP ( KRAAYENHOLF & VAN DAM, 1969) e/ou do consumo de oxigênio, 
como o já discutido neste trabalho (figura 27). À semelhança do que ocorreu 

com o consumo de oxigênio, também neste caso a combinação simultânea dos 

agentes desacopladores (Ml-D e FCCP) determinou a diminuição da 

velocidade da hidrólise de ATP. Este resultado fortalece a proposição
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Ml-D (nmols.mg prot.)

FIGURA 30. Efeitos do Ml-D sobre o complexo F^o ATPase de 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato. (A)Mitocôndrias rompidas. 100% 
corresponde a 700 ± 112nmols de Pi liberados.minVmg'1 de proteína 
mitocondrial. (■) Mitocôndrias intactas -100% de atividade corresponde a 20 ±
1,1 nmols de Pi liberados.min"1.mg‘1 de proteína mitocondrial. ( □ ) Mitocôndrias 
desacopladas com FCCP -100% de atividade corresponde a 91,3 ± 5,6 nmols 
de Pi liberados.min'1.mg'1 de proteína mitocondrial. As condições 
experimentais estão descritas na seção de Materiais e Métodos, item 2.7.2.8 . 
Os dados representam a média ± dp de quatro experimentos independentes. 
* Valores estatisticamente diferentes do controle (p< 0,05)
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aventada inicialmente de que o Ml-D possa ocasionar importantes alterações 

de membrana.

Portanto, os resultados obtidos da ação do Ml-D sobre o complexo FiF0 

ATPase caracterizam o Ml-D com um novo agente desacoplador, e sugerem 

que seus efeitos não estão relacionados apenas à dissociação do próton do 

grupamento -NH- presente em sua estrutura, como também à sua possível 

interação com constituintes de membrana mitocondrial interna.

Segundo HEYTLER (1997) a comparação da potência dos diferentes 

desacopladores, é melhor visualizada quando se considera a concentração 

capaz de promover 50% deste efeito. Estas concentrações são mais 

convenientemente expressas como p/50 (-log de I 5 0 , onde I50 é expressa em 

mols.L'1). Para 0 Ml-D, 0 valor de p/50 variou de 3,9 a 4,9 em função das 

condições em que foram realizados os ensaios. Estes valores são equivalentes 

aos calculados para os desacopladores DNP e dicumarol, de 5,1 e 5,0, 
respectivamente (HEYTLER, 1997).

3.6 Efeitos do Ml-D Sobre o Inchamento Mitocondrial

O fenômeno osmótico de entumescimento (“swelling”) das mitocôndrias 

somente é possível devido à elasticidade da membrana mitocondrial interna. 
Em verdade, esta elasticidade está associada ao desdobramento das cristas 

desta membrana, o que permite um aumento considerável do volume da 

matriz, sem que ocorra 0 rompimento da organela (NICHOLLS & FERGUSON, 
1992). Este fenômeno está intimamente relacionado ao deslocamento vetorial 

de prótons induzido pelo fluxo de elétrons, seja em direção ao oxigênio, pela 

oxidação de substratos, seja na direção contrária, impulsionado pela hidrólise 

de ATP (PAKER et al.,1966; MUSTAFA et al.,1966). O gradiente de prótons 

gerado pela energia derivada do transporte de elétrons pode fazer com que 

ácidos fracos - como por exemplo 0 ácido acético -, sofram uma redistribuição 

entre os espaços intra e extra mitocondrial. Desta forma, o íon acetato 

distribui-se entre os espaços intra e extra mitocondrial de acordo com a
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diferença de pH entre os dois compartimentos, enquanto a forma protonada, 
por ser neutra, distribui-se igualmente entre os dois espaços (KLINGENBERG 

& ROTTENBERG, 1977). Devido ao fato de a forma protonada ser a 

permeante, o influxo ou efluxo de acetato é sempre acompanhado de um 

próton e, portanto, uma acidificação do meio externo é acompanhada de um 

aumento na concentração de acetato no interior da mitocôndria. A pressão 

osmótica gerada por tal aumento é um fator determinante para o inchamento 

da organela.

A entrada de cátions, tal como o Na*, cujo acesso depende do potencial 

eletroquímico gerado, bem como a de ânions permeantes na matriz 

mitocondrial, levam .igualmente, a alterações osmóticas, que induzem o fluxo 

de água, resultando em mudança do volume da matriz (MUSTAFA et al., 

1966). Dependendo das condições experimentais, o processo de
entumescimento mitocondrial pode ocorrer com outros cátions permeáveis 

como Ca2* ou K* mais valinomicina (TZAGOLOFF, 1982 ; NICHOLLS & 

FERGUSON, 1992).

As suspensões mitocondriais são turvas e capazes de dispersar a luz. 
Esta dispersão ocorre em função da diferença do índice de refração entre o 

conteúdo da matriz mitocondrial e o meio. Eventos que promovam a diminuição 

desta diferença - como por exemplo o aumento do volume da matriz 

mitocondrial, devido à entrada de solutos permeáveis - , resultam na 

diminuição da dispersão da luz, com o índice de refração da matriz 

aproximando-se ao do meio (NICHOLLS & FERGUSON, 1992). Desta forma, 

medidas da dispersão da luz por suspensões mitocondriais constituem o 

fundamento da técnica que avalia o grau de entumescimento ou “swelling” 
mitocondrial. Embora relativamente simples, está técnica fornece informações 

valiosas sobre o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, os 

processos envolvidos na fosforilação oxidativa, bem como sobre a elasticidade 

e permeabilidade da membrana mitocondrial interna (NICHOLLS & 

FERGUSON, 1992).
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Os resultados dos experimentos anteriores sugerem uma possível 

interação do Ml-D com a membrana mitocondrial interna. Com a finalidade de 

avaliar se os efeitos do Ml-D comprometem propriedades desta membrana, 

como por exemplo sua elasticidade e permeabilidade, ensaios de inchamento 

mitocondrial foram desenvolvidos, utilizando-se preparações energizadas pela 

oxidação de substratos, ou não energizadas.

3.6.1 Efeitos do Ml-D Sobre o Inchamento de Mitocôndrias 

Energizadas

Neste trabalho, as medidas de “swelling” mitocondrial foram feitas 

conforme sugerido por MUSTAFA et al. (1966). O inchamento mitocondrial foi 

conduzido na presença de acetato de sódio e, como substrato oxidável o 

glutamato de sódio. A figura 31 mostra o efeito do Ml-D sobre o “swelling” 
mitocondrial nestas condições experimentais. O traçado A da figura 31 

corresponde ao ensaio controle, realizado na ausência do composto 

mesoiônico. Nestes experimentos, em que as mitocôndrias estavam incubadas 

em meio apropriado, já contendo o acetato de sódio, a adição do glutamato 

desencadeou o aumento do volume mitocondrial, tendo em vista a diminuição 

da absorbância observada.

A capacidade de contração da membrana mitocondrial, por sua vez, 

pode igualmente ser avaliada através da reversão do inchamento mitocondrial. 

Esta contração resulta da adição de inibidores da cadeia respiratória ou da Fi 

F0 ATPase. Nestes experimentos, a reversão do inchamento mitocondrial foi 
alcançada pela adição de rotenona, reforçando que o inchamento é 

dependente da transferência de elétrons via NADH-desidrogenase.

Nos experimentos mostrados nos traçados B-E da figura 31, o Ml-D foi 
incubado por dois minutos com as preparações mitocondriais, em meio 

contendo acetato de sódio, precedente à adição do glutamato. Verifica-se que 

a presença do Ml-D, mesmo em baixas concentrações e na ausência do 

substrato oxidável, causou algum grau de “swelling” mitocondrial



FIGURA 31. Efeitos do Ml-D sobre o inchamento de mitocôndrias, 
energizadas, na presença de íons sódio. Mit.- mitocôndria; Glu.- 
glutamato de sódio; Rot.- rotenona. Ml-D estava presente nas 
concentrações: a. 0 ; b.15; c. 38; d. 50, e. 80 nmols.mg'1 de proteína 
mitocondrial. O inchamento e sua reversão foram induzidos pela adição de 
glutamato de sódio 15 mmols.L'1 e rotenona 4 pmols.L'1, respectivamente. 
As condições experimentais estão descritas na seção de Materiais e 
Métodos, item 2.7.4.1. Os valores representam o perfil de quatro 
experimentos independentes.
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(Figura 31B-E), sendo este efeito mais acentuado para as maiores 

concentrações (Figura 31 D e E). A análise dos traçados B e C desta figura 

mostra que, embora o Ml-D (concentrações de 15 e 38 nmols.mg'1 proteína) 

tenha promovido este inchamento inicial, o processo continuou dependente da 

adição do substrato oxidável, e, nestas condições, o Ml-D levou a uma 

progressiva diminuição do “swelling”. Entretanto, conforme pode ser observado 

nos traçados D e E da mesma figura, concentrações mais elevadas de Ml-D 

induzem a um “swelling” independente da adição do substrato e irreversível, a 

partir de 38 nmols.mg'1 proteína mitocondrial.

Considerando que a extensão do inchamento mitocondrial é 

determinada pelo potencial eletroquímico de prótons; que a velocidade do 

inchamento resulta da permeabilidade da membrana mitocondrial; que a 

velocidade de contração reflete a velocidade de redução do potencial 

eletroquímico e, por fim, que a amplitude de tal contração é determinada pelo 

grau de elasticidade da membrana, pode-se concluir que os resultados obtidos 

nestes experimentos são totalmente compatíveis aos já descritos neste 

trabalho, ou seja, a inibição da velocidade do estado III e, principalmente, o 

efeito desacoplador do Ml-D. Portanto, a inibição do trabalho osmótico pelo 

composto mesoiônico resulta do colapso do gradiente de prótons, efeito 

característico de um desacoplador. Sendo assim, considerando que a entrada 

de Na* está condicionada ao potencial formado, esta diminuição da amplitude 

do “swelling” poderia ser esperada. Um efeito mais drástico sobre a 

membrana, comprometendo sua elasticidade, parece também comprovado a 

partir da observação de que o “swelling” se torna irreversível com o aumento 

da concentração do composto mesoiônico.

Os resultados mostrados nos traçados D, E da figura 31 são de 

interpretação mais difícil e conduzem a uma comparação com aqueles obtidos 

para o Av|/. Observa-se o que Ml-D nas doses de 65 e 80 nmols.mg'1 proteína 

causou o colapso do A\|/ (figura 29). Considerando que a entrada de íons sódio 

é dependente deste potencial, esperar-se-ia que o inchamento da organela 

não ocorresse nestas condições. Entretanto, tal inchamento ocorreu, como
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resultado, provavelmente, de alterações na permeabilidade da membrana 

mitocondrial. Constitui ainda especulação definir-se se este aumento da 

permeabilidade ao sódio resulte da troca do cátion por prótons provenientes 

do Ml-D, liberados na matriz mitocondrial. Em relação a esta questão, em 

mitocôndrias funcionais, os carreadores capazes de promover o antiporter 

Na+/H+ ( ou K7 H+) são importantes à manutenção do potencial eletroquímico 

de prótons (Ap), vez que o potencial de membrana (A\|/) em mitocôndria 

energizada, de -180 mV, poderia levar influxo de cátions para a matrix 

mitocondrial, resultando no inchamento da organela. Estes.carreadores evitam 

que isto ocorra, ao permitirem a troca de cátions presentes na matriz 

mitocondrial por prótons do espaço intermembranas. Este efluxo de cátions é 

favorecido pelo ApH, de aproximadamente -0,5, equivalente a concentração de 

três vezes mais prótons no espaço intermembranas em relação à matriz 

(NICHOLLS & FERGUSON, 1992). A presença de um agente desacoplador, 

como o Ml-D, resultaria, entre outros efeitos, no colapso do ApH, com o 

fornecimento de prótons suficientes para serem trocados por Na+, 
determinando o inchamento da organela. Isto poderia justificar o aumento da 

amplitude do inchamento para as maiores dose de Ml-D (50 e 80 nmols.mg'1 
proteína) em relação a dose de 38 nmols.mg1 proteína.

Portanto, o Ml-D exerce dois tipos de efeitos, dependentes da 

concentração: 1) em baixas concentrações (15 e 38 nmols.mg1 proteína - 
figura 31 B e C), o composto inibe o inchamento mitocondrial devido ao 

colapso do potencial eletroquímico de prótons, dificultando a entrada de Na+; 

2) em altas concentrações (50 e 80 nmols.mg'1 proteína - figura 31 D e E), o 

composto promove “swelling” em condições em que o potencial eletroquímico 

de prótons foi completamente colapsado. Esta última observação é de 

explicação mais difícil. De todo modo, pode-se supor que o inchamento ocorra 

nesta condição porque a permeabilidade da membrana foi alterada.

Por fim, os resultados do Ml-D sobre o inchamento de mitocôndrias 

energizadas são coerentes com os efeitos já discutidos neste trabalho, e 

sugerem, fortemente, a sua interação com a membrana mitocondrial interna.
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3.6.2 Efeitos do Ml-D Sobre o Inchamento de Mitocôndrias 

Desenergizadas

A avaliação do “swelling” em mitocôndrias desenergizadas é importante 

porque descarta a interferência do Ml-D sobre alvos enzimáticos da cadeia 

respiratória, o que poderia restringir o inchamento.

Mitocôndrias intactas, na ausência de substrato oxidável, são pouco 

permeáveis ao K+. Esta permeabilidade pode ser aumentada pela adição do 

ionóforo valinomicina, um carreador móvel que catalisa também o uniporte de 

Cs+, Rb+, K+ e NH4+ (PRESSMAN, 1976; TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS & 

FERGUSON, 1992) . Por não apresentar carga, nem resíduos ionizáveis, a 

valinomicina adquire a carga do metal, que se encontra complexado no centro 

polar da molécula. Tanto a forma complexada, como a não complexada da 

valinomicina são capazes de transitar pela membrana mitocondrial (NICHOLLS 

& FERGUSON, 1992). Portanto, no inchamento mitocondrial induzido em 

suspensão de mitocôndrias pela adição de valinomicina e sal de potássio, a 

velocidade e a amplitude deste inchamento indicam a velocidade do transporte 

de lC(TZAGOLOFF, 1982). Considerando que os efeitos do Ml-D sobre a 

velocidade respiratória e fosforilação oxidativa estão relacionados à possível 
inserção e/ou interação da droga com a membrana mitocondrial interna, foram 

realizados experimentos de inchamento mitocondrial na presença de 

valinomicina e nitrato de potássio. Para eliminar uma eventual interferência do 

potencial eletroquímico de prótons - gerado pela oxidação de substratos 

endógenos -, foram incluídos nos experimentos os inibidores da cadeia 

respiratória, rotenona e antimicina. Os resultados apresentados na figura 32 

mostram que o Ml-D causou uma redução de 30% na amplitude do “swelling’’ 
em todas as doses investigadas (12-80 nmols.mg'1 proteína), porém, este 

efeito não foi dependente das doses empregadas. Este resultado indica que o 

composto interfere no “trânsito” do ionóforo através da membrana, 
impossibilitando o acesso dos íons K+ à matriz mitocondrial. Como o trânsito 

do ionóforo, por sua vez, depende da fluidez da membrana, é pertinente a 

proposição de que o Ml-D ao interferir no “swelling”, dirigido pelo potencial de 

difusão de K+ mais valinomicina, esteja afetando a fluidez desta membrana.
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Tempo (seg)

FIGURA 32. Efeitos do Ml-D sobre o inchamento induzido por 
valinomicina, na presença de potássio, em mitocôndrias de fígado de rato 
desenergizadas. Ml-D estava presente no sistema de incubação, nas 
concentrações indicadas. As condições experimentais estão descritas na 
seção de materiais e métodos, item 2.7.4.2.1. Os valores representam o perfil 
de quatro experimentos independentes.
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Vale ainda ressaltar, que ao final do experimento de inchamento (a 

partir de 150 segundos), foi verificada uma discreta contração da organela , 

para as doses de 65 e 80 nmols.mg'1 proteína, em todos os ensaios realizados. 

Este efeito é decorrente do efluxo de K+, resultante, possivelmente, da troca 

com os prótons liberados pelo Ml-D na matriz mitocondrial. Este efeito, embora 

discreto, não pode ser ignorado devido a sua reprodutibilidade. 
Desacopladores clássicos como o FCCP e o DNP, promovem efeitos similares 

(HARRIS et al„ 1967; PRESSMAN et al., 1967).

Uma outra forma de avaliar o “swelling” em preparações de mitocôndrias 

desenergizadas envolve o uso do ionóforo nigericina e um sal de potássio. Ao 

contrário da valinomicina, a nigericina é um ionóforo que libera um próton ao 

ligar um cátion em sua estrutura, formando um complexo neutro que pode se 

difundir através da membrana. Este ionóforo apresenta seletividade para os 

cátions ligantes na seguinte ordem: IC> Rb+> Na+ . A forma protonada da 

nigericina também apresenta mobilidade, o que permite ao ionóforo catalisar a 

troca eletroneutra de K+ por H+. Desta forma, o “swelling” somente ocorrerá se 

for adicionado ao sistema um desacoplador (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS & 

FERGUSON, 1992).

Com o objetivo de comprovar o efeito desacoplador do Ml-D - liberação 

de prótons na matriz mitocondrial -, foram realizados os experimentos de 

inchamento mitocondrial na presença de nigericina e sais de potássio. Nos 

resultados apresentados na figura 33 verifica-se que nenhum “swelling” ocorre 

na dose de 15 nmols de Ml-D. mg'1 de proteína. Porém, nas concentrações de 

38 a 80 nmols. mg'1 proteína o composto Ml-D induziu o inchamento 

mitocondrial, sendo este efeito dose-dependente. Na maior dose avaliada, 80 

nmols. mg'1 proteína, verifica-se que o composto mesoiônico promove a 

contração da organela. Pode-se especular que tal contração resulte do 

aumento da concentração de prótons no exterior da organela, gerando um 

gradiente capaz de dirigir a reentrada de prótons na matriz, com conseqüente 

efluxo de K+.
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Figura 33. Efeitos do Ml-D sobre o inchamento induzido por nigericina, em 
presença de potássio, em mitocôndrias de fígado de rato desenergizadas.
Ml-D estava presente no sistema de incubação, nas concentrações indicadas. 
As condições experimentais estão descritas na seção de Materiais e Métodos, 
item 2.7.4.2.2. Os valores representam o perfil de quatro experimentos 
independentes.
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Estes resultados reiteram o efeito desacoplador do Ml-D e sugerem, 

mais uma vez, que a droga interage com a membrana mitocondrial interna. Tal 
interação pode resultar na liberação do próton dissociável de sua estrutura, ou 

no aumento da permeabilidade desta membrana a prótons.

3.7 Efeitos do Ml-D Sobre a Fluidez de Membranas

Os efeitos do Ml-D descritos até aqui caracterizam este composto como 

um novo agente desacoplador. Tal efeito parece estar diretamente relacionado 

à sua interação com a membrana mitocondrial, como sugerido pela inibição do 

“swelling” induzido por valinomicina e K \

Com a finalidade de esclarecer tal possibilidade, foram realizados 

experimentos de polarização de fluorescência, utilizando-se, para tanto, as 

sondas DPH e DPH-PA , de parâmetros físicos similares e de localização bem 

definida em membranas. Estas sondas são amplamente utilizadas para o 

monitoramento da fluidez de diferentes regiões da bicamada (TROTER & 

STORCH, 1989; KITAGAWA et al., 1991). A polarização de fluorescência do 

DPH e DPH-PA informa sobre a difusão rotacional das duas sondas, 

totalmente dependente da fluidez da membrana (SHINITZKY & BARENHOLZ, 

1974; LITMAN & BARENHOZ, 1982). A sonda DPH localiza-se no centro 

hidrofóbico da bicamada e fornece informações sobre esta região. Por sua vez, 
a DPH-PA, permanece ancorada junto à região polar do fosfolipídio, 

fornecendo informações sobre a fluidez da bicamada, próxima à superfície 

(TROTER & STORCH, 1989). Ressalta-se que o significado do termo fluidez é 

oposto ao da polarização de fluorescência das sondas DPH ou DPH-PA, ou 

seja, quanto menor a fluidez, maior a polarização de fluorescência e vice- 

versa.

No presente estudo, utilizou-se como modelos experimentais, 
membranas artificiais e naturais. Como modelo de membranas artificiais foram 

utilizados liposomas constituídos de dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC). Como 

se sabe, as dispersões de lecitina em meio aquoso se constituem, quase que
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exclusivamente, de bicamadas lamelares (ANTUNES-MADEIRA et al., 1995). 

Porém, a conformação e o empacotamento dos lipídios na bicamada estão 

sujeitos a reorganização. Estas transições podem ser induzidas por mudanças 

na temperatura, no pH, no potencial de membrana, na concentração de íons e, 
ainda, devido à presença de drogas (JAIN & WU, 1977).

Induzida por mudanças na temperatura, a transição do lipídio envolve a 

passagem do estado gel para o de líquido cristalino. Durante a fase gel, as 

cadeias acil estão em forma altamente ordenada. Tal organização exige que 

todas as ligações carbono-carbono (C-C) estejam na conformação trans. Já 

no estado de líquido-cristalino, algumas ligações C-C estão na conformação 

“gaúche” (JAIN & WU, 1977).

Para a interpretação dos resultados obtidos no presente estudo faz-se 

necessário considerar os seguintes aspectos:

a) a conformação “gauche” entre as ligações C-C é mais provável 

quanto mais afastado está o carbono do grupo carboxil em direção ao 

final metil do ácido graxo. Tanto acima como abaixo da temperatura 

média de transição (Tm) a porção da cadeia hidrocarbonada próxima 

do centro da bicamada é mais fluída ou desorganizada do que a 

porção da cadeia próxima ao grupo polar;

b) a orientação média e o empacotamento da cadeia hidrocarbonada 

muda abruptamente a partir do nono carbono do grupo carboxil, 

indicando que a região compreendida entre os C i e Cg possuem um 

parâmetro de ordem constante. No final das cadeias hidrocarbonadas 

( a partir de C i0), há uma considerável desordem;

c) a forma da transição térmica de fase resulta da interação altamente 

cooperativa entre as moléculas de lipídeo. Portanto, o tamanho da 

unidade cooperativa que sofre transição é regulado pela interação na 

região Ci e Cg das cadeias acil;
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d) quando o perfil de transição de fase de uma bicamada lipídica é 

modificado por um aditivo, isto significa que o aditivo perturba a 

organização da bicamada. O tipo de perturbação é indicado pela 

forma do perfil de transição .

Neste estudo, o traçado da transição de fase, dependente da 

temperatura, será denominado de perfil termotrópico.

Os efeitos do Ml-D na polarização de fluorescência (P) do DPH e DPH- 

PA , dependente da temperatura, em liposomas multilamelares de DMPC, 
estão demonstrados nas figuras 34 a 37. A temperatura média de transição de 

fase (Tm), para as sondas DPH e DPH-PA, nas curvas controle (ausência da 

droga), foi estimada em 23,5 °C, valor semelhante ao descrito por outros 

autores que utilizaram esta mesma metodologia (ANTUNES-MADEIRA et 
al.,1991,1995). Esta Tm corresponde à temperatura na qual os fosfolipídios 

passam do estado de gel para o de líquido-cristalino. Abaixo da Tm as cadeias 

acil dos ácidos graxos estão empacotadas de forma ordenada, o que restringe 

o movimento das sondas, resultando em altos valores de P. Acima da Tm as 

cadeias acil dos ácidos graxos estão desordenadas e possuem uma maior 

liberdade de movimento, permitindo, assim, que as sondas também se 

movimentem com maior facilidade, o que resulta em valores mais baixos de P.

Conforme pode ser observado nas figuras 34 e 35, o Ml-D na 

concentração de 5pmols.L'1, não afetou a polarização de fluorescência das 

sondas DPH (figura 34) e DPH-PA (figura 35) nas temperaturas estudadas, 

que, em intervalos de 2°C, variaram de 10° a 42°C. Porém, na concentração de 

15 pmols.L'1, o Ml-D aumentou significativamente a polarização de 

fluorescência do DPH (figura 36) e DPH-PA (figura 37) a partir da temperatura 

de 22°C. Verificou-se tal efeito na fase fluida da preparação. O valor calculado 

da Tm aumentou de 23,5 (DPH e DPH-PA) para 25°C na presença da droga, 
para as duas sondas. Estes resultados sugerem que o Ml-D: a) é capaz de 

inserir-se na bicamada lipídica, promovendo distúrbios tanto na fase hidrofílica 

como hidrofóbica dos liposomas de DMPC; b) promove a diminuição da fluidez
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FIGURA 34. Efeitos do Ml-D (5pmols.L1) na transição termotrópica de fase 
de bicamadas de DMPC, determinado por polarização de fluorescência (P) 
do DPH. O encarte representa a polarização diferencial do DPH (AP/AT) em 
função da temperatura. As condições experimentais estão descritas na seção 
de Materiais e Métodos, itens 2.8.2 e 2.8.3. Os valores representam o perfil de 
quatro experimentos independentes.
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FIGURA 35. Efeitos do Ml-D (5 pmols.L1) na transição termotrópica de 
fase de bicamadas de DM PC, determinado por polarização de 
fluorescência (P) do DPH-PA. O encarte representa a polarização diferencial 
do DPH-PA (AP/AT) em função da temperatura. As condições experimentais 
estão descritas na seção de Materiais e Métodos, itens 2.8.2 e 2.8.3. Os 
valores representam o perfil de quatro experimentos independentes.
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FIGURA 36. Efeitos do Ml-D (15 pmols.L'1) na transição termotrópica de 
fase de bicamadas de DMPC, determinado por polarização de 
fluorescência (P) do DPH. O encarte representa a polarização diferencial do 
DPH (AP/AT) em função da temperatura. As condições experimentais estão 
descritas na seção de Materiais e Métodos, itens 2.8.2 e 2.8.3. Os valores 
representam o perfil de quatro experimentos independentes.
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FIGURA 37. Efeitos do Ml-D (15 pmols.L1) na transição termotrópica de 
fase de bicamadas de DM PC, determinado por polarização de 
fluorescência (P) do DPH-PA. O encarte representa a polarização diferencial 
do DPH-PA ( AP/A T) em função da temperatura. As condições experimentais 
estão descritas na seção de Materiais e Métodos, itens 2.8.2 e 2.8.3. Os 
valores representam o perfil de quatro experimentos independentes.
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da bicamada lipídica (enrijecimento), conforme o evidenciado pelo aumento 

dos valores de P na fase fluída da preparação.

Considerando os resultados observados e a possibilidade de que os 

efeitos desacopladores do Ml-D dependam de sua interação com a membrana 

mitocondrial, tornou-se conveniente avaliar de que forma os desacopladores 

clássicos afetam a fluidez de membranas. O desacoplador escolhido foi o 

FCCP - utilizado na concentração de Ipmol.L'1 sendo determinados os 

valores de polarização da sonda DPH em liposomas de dimiristoil- 
fosfatidilcolina. Como se observa na figura 38, o efeito do FCCP é semelhante 

ao constatado para o Ml-D, ou seja, o desacoplador exerce um efeito 

condensante sobre a fase fluída da membrana, com a temperatura média de 

transição aumentando em aproximadamente 2°C em relação ao controle. 
Conforme reconhecido na literatura, o FCCP é capaz de transitar através da 

membrana mitocondrial, liberando na matriz um próton de sua estrutura. Tanto 

a forma protonada como a desprotonada do desacoplador possuem trânsito 

livre na membrana mitocondrial. A forma aniônica do FCCP preserva sua 

capacidade de movimento através da membrana mitocondrial, em razão de um 

extenso sistema de orbitais n presente em sua estrutura. A presença destes 

orbitais promove a deslocaiização de cargas, mantendo a sua lipofilicidade 

(NICHOLLS & FERGUSON, 1992). O Ml-D, tal como o FCCP, possui um 

próton dissociável bem como um sistema de orbitais n em sua estrutura. Esta 

particularidade, sugere que o efeito desacoplador do Ml-D possa resultar de 

um mecanismo semelhante ao descrito para o FCCP.

Os efeitos do Ml-D sobre os liposomas de DMPC demonstram que o Ml- 
D, nas condições avaliadas, pode interagir tanto com as regiões mais 

hidrofóbicas quanto com as mais hidrofílicas da bicamada de fosfolipídios. 
Entretanto, os liposomas de DMPC, constituídos de ácidos graxos saturados, 
diferem da membrana mitocondrial, rica em ácidos graxos insaturados e 

proteínas. Portanto, com a finalidade de avaliar a interação do Ml-D com 

membranas mais fluídas que aquelas de DMPC, liposomas de membranas 

naturais foram preparados a partir de mitocôndrias isoladas. Tal como
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FIGURA 38. Efeitos do FCCP (1 pmol.L'1) na transição termotrópica de 
fase de bicamadas de DM PC, determinado por polarização de 
fluorescência (P) do DPH. O encarte representa a polarização diferencial do 
DPH (AP/AT) em função da temperatura. As condições experimentais estão 
descritas na seção de Materiais e Métodos, itens 2.8.2 e 2.8.3. Os valores 
representam o perfil de dois experimentos independentes.
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anteriormente, foram utilizadas as sondas DPH e DPH-PA, e avaliados os 

efeitos do Ml-D nas concentrações de 5pmols.L'1 e 25 |jmols.L'1 Os resultados 

destes experimentos estão apresentados nas figuras 39 a 42.

O perfil apresentado para todos os ensaios de polarização de 

fluorescência utilizando liposomas de membrana natural, diferem daqueles 

observados para os liposomas de DMPC, já discutidos. Isto porque a 

membrana mitocondrial, à semelhança de outras membranas biológicas, 
encontra-se, no intervalo de 10° e 40°C no estado fluído, sendo que variações 

na temperatura levam a mudanças no grau desta fluidez (ÒHKI, 1988).

Para as duas sondas utilizadas, DPH (figura 39) e DPH-PA (figura 40), o 

Ml-D, em baixa concentração (5 pmols.L'1), não alterou a fluidez dos lipósomas 

de membrana natural, vez que os valores de P para as condições do controle e 

na presença do Ml-D foram praticamente idênticos. A ausência de efeitos da 

droga na concentração de 5pmols.L1 é concordante com aquela verificada 

para os liposomas de DMPC, apresentados nas figuras 34 e 35.

Em contraste, na concentração de 25pmols.L'1, o composto apresentou 

um efeito condensante, evidenciado pelo aumento dos valores da polarização, 
para as sondas DPH (figura 41) e DPH-PA (figura 42) utilizadas. Este efeito é 

compatível com aquele verificado na fase fluída dos liposomas de DMPC, na 

concentração de Ml-D 15pmols.L'1 (figuras 36 e 37).

Conclui-se, destes resultados, que o Ml-D se instala na membrana 

mitocondrial, afetando tanto os centros hidrofóbicos, monitorados pela sonda 

DPH, quanto a região externa, mais hidrofilica, monitoradas pela sonda DPH- 
PA, diminuindo sua fluidez. A interação do Ml-D com a membrana mitocondrial 
pode comprometer todos os processos dependentes de sua integridade, como 

o transporte de substratos para a cadeia respiratória e a formação do potencial 
eletroquímico de prótons, dentre outros. Desta forma, pode-se propor que os 

efeitos desacopladores do Ml-D possam resultar, ao menos em parte, de sua 

inserção na membrana mitocondrial.
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FIGURA 39. Polarização de fluorescência (P) do DPH em membrana 
mitocondrial, em função da temperatura. Efeitos do Ml-D õpmols.L1 As
condições experimentais estão descritas na seção de Materiais e Métodos, 
itens 2.8.2 e 2.8.3. Os valores representam o perfil de quatro experimentos 
independentes. Os dados foram analisados pelo método de regressão linear, 
obtendo-se os seguintes coeficientes de correlação: 0,9 (controle) e 0,95 
(Ml-D).
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FIGURA 40. Polarização de fluorescência (P) do DPH-PA em membrana 
mitocondrial, em função da temperatura. Efeitos do Ml-D õpmols.L1 As
condições experimentais estão descritas na seção de Materiais e Métodos, 
itens 2.8.2 e 2.8.3 .Os valores representam o perfil de quatro experimentos 
independentes. Os dados foram analisados pelo método de regressão linear, 
obtendo-se os seguintes coeficientes de correlação: 0,91 (controle) e 0,96 
(Ml-D).
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Figura 41. Polarização de fluorescência (P) do DPH em membrana 
mitocondrial, em função da temperatura. Efeitos do Ml-D 25pmols.L1 As
condições experimentais estão descritas na seção de Materiais e Métodos, 
itens 2.8.2 e 2.8.3. Os valores representam o perfil de quatro experimentos 
independentes. Os dados foram analisados pelo método de regressão linear, 
obtendo-se os seguintes coeficientes de correlação: 0,93 (controle) e 0,96 
(Ml-D).
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FIGURA 42. Polarização de fluorescência (P) do DPH-PA em membrana 
mitocondrial, em função da temperatura. Efeitos do Ml-D 25pmols.L1. As
condições experimentais estão descritas na seção de Materiais e Métodos, 
itens 2.8.2 e 2.8.3. Os valores representam o perfil de quatro experimentos 
independentes. Os dados foram analisados pelo método de regressão linear, 
obtendo-se os seguintes coeficientes de correlação: 0,90 (controle) e 0,92 
(Ml-D).
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3.8 Efeitos do MI>D Sobre Células Cultivadas

Os efeitos do Ml-D sobre fígado perfundido e mitocôndrias isoladas,

indicam que a droga compromete drasticamente as funções energéticas 

celulares. Porém, enquanto no fígado o acúmulo de glicogênio e a 

glicogenólise representam funções diferenciadas deste órgão, nas células 

transformadas, a capacidade de acumular o polissacarídio é limitada, 
provavelmente por exibirem um alto fluxo glicolítico (WEBER, 1977a,b). Desta 

forma, seria pouco provável visualizar, nestas células, efeitos do Ml-D
relacionados à glicogenólise, como aqueles mostrados nos experimentos de 

perfusão de fígado. Assim, com o objetivo de investigar a ação do xenobiótico 

a nível celular, os efeitos do Ml-D foram avaliados sobre o metabolismo 

oxidativo de duas linhagens celulares: células L1210, linfócitos leucêmicos que 

se desenvolvem em suspensão e, células HeLa, de origem epitelial,

provenientes de carcinoma de cervix uterino humano. Nas células L1210, 

avaliou-se os efeitos do Ml-D sobre o consumo de oxigênio e glicólise. Já em 

células HeLa, foram avaliados os efeitos da droga sobre a viabilidade celular, 

consumo de oxigênio, bem como sobre a morfologia e ultraestrutura da 

monocamada.

3.8.1 Efeitos do Ml-D Sobre Alguns Parâmetros do Metabolismo 

Oxidativo de Células L1210 e Células HeLa

Na figura 43 estão demonstrados os efeitos do Ml-D sobre o consumo 

de oxigênio, de células L1210 e células HeLa. Os resultados observados na 

figura 43 (traçados A e B) , correspondem aos ensaios realizados em células 

intactas, sem a presença de substratos exógenos. Verifica-se que a adição do 

Ml-D, nestas condições, resultou na inibição da velocidade do consumo de 

oxigênio. Tal inibição nas células L1210 foi dependente do tempo, passando 

de 20% nos primeiros minutos da adição do Ml-D (60 pmols.L'1), para 50% ao 

final do experimento. Já para as células HeLa a inibição observada foi de 40%, 
mantendo-se tal valor constante durante o transcorrer do experimento. Como 

foram utilizadas células intactas, pode-se concluir, destes resultados, que o
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FIGURA 43. Efeitos do Ml-D sobre o consumo de oxigênio por células 
HeLa e células L1210. Os traçados A, C e E correspondem às células 
L1210 e os traçados B, D e F às células HeLa. Adições: Suc. succinato de 
sódio 10 mmois.L'1, Dig. Digitonina 8,0 pg, Oligo. Oligomicina 4,0 pg. 
Quando indicado o Ml-D e FCCP foram adicionados nas concentrações de 
60pmols.L'1 e Ipmol.L'1, respectivamente. As condições experimentais estão 
descritas na seção de Materiais e Métodos item 2.9.7. Os traçados são 
representativos de três experimentos independentes.
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composto mesoiônico pode atravessar a membrana plasmática e tem a 

mitocôndria como um dos seus alvos intracelulares. Para interpretação dos 

resultados observados, deve-se considerar que em células intactas, como o 

observado em fígado perfundido, sempre há ADP disponível para a 

fosforilação, prevalecendo, assim, o estado III da respiração. Desta forma, 

neste modelo experimental, observou-se apenas o efeito inibitório do Ml-D 

sobre o consumo de oxigênio (inibição de 50%), sendo tal efeito compatível 

com o evidenciado em mitocôndrias isoladas e em fígado perfundido.

Vale ressaltar que a concentração de Ml-D capaz de induzir a inibição 

da respiração em células L1210 e HeLa, é maior do que as responsáveis peio 

mesmo efeito em mitocôndrias isoladas (dose de 80 nmols.mg'1 proteína 

correspondente a 31 pmols.L'1). No entanto, considerando-se o caráter 
lipofílico do Ml-D, é possível supor que o composto se distribua entre outros 

componentes membranares, chegando à mitocôndria em concentração inferior 
à inicialmente adicionada.

Uma das vantagens de se trabalhar com células isoladas refere-se à 

possibilidade de análise das atividades mitocondriais uin situ”. Isto é possível 

utilizando-se preparações permeabilizadas com digitonina, uma saponina que 

interage com colesterol das membranas, possibilitando a entrada de substratos 

antes não permeáveis (BOGUCKA et al., 1990; VERCESI & DOCAMPO, 
1992). Tal condição experimental foi utilizada para estudar os efeitos do Mi-D . 
Os traçados C e D da figura 43 são referentes às células L1210 e HeLa, 

respectivamente. Verifica-se em ambos os casos que a adição de succinato e 

ADP não modifica a velocidade de consumo de oxigênio, mostrando que estes 

substratos não têm acesso à célula. Para as células HeLa este fato já era 

conhecido (CAETANO, 1991). Por sua vez, a adição de digitonina duplica a 

velocidade de consumo de oxigênio, sendo tal efeito resultante da 

permeabilização da membrana plasmática e da conseqüente entrada do 

succinato e ADP à mitocôndria. A subseqüente adição de oligomicina, 
antibiótico que se liga ao componente OSCP do complexo F^o ATPase, 
impedindo a entrada de prótons na matriz mitocondrial, via canal F0, e a
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conseqüente síntese de ATP (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLS & 

FERGUSON.1992), inibe o consumo de oxigênio, simulando o estado IV da 

respiração. É amplamente conhecido que os desacopladores clássicos, como 

o FCCP, são capazes de reverter a inibição no consumo de oxigênio causada 

pela adição deste antibiótico (TERADA, 1981). Como se observa na figura 43, 
traçados C e D, a adição do FCCP (Ipmol.L'1) promoveu o aumento da 

velocidade do consumo de oxigênio de 134%, para as células L1210 e de 

257%, para as células HeLa, no estado IV induzido por oligomicina. Os 

traçados E e F da figura 43 são representativos de experimentos onde o Ml-D 

(60 pmols.L'1) foi adicionado nas mesmas condições. Verifica-se que o 

composto mesoiônico promoveu um aumento no consumo de oxigênio em 

aproximadamente 124% e 133% para as células L1210 e HeLa, 

respectivamente. Ainda nos traçados E e F da figura 43, observa-se que o Ml- 
D após o estímulo inicial no consumo de oxigênio, promove sua inibição, 
sendo esta de 44% para as células L1210. No caso das células HeLa verifica- 
se que aos 4 minutos da adição de Ml-D também ocorreu uma diminuição do 

consumo de oxigênio. Estes resultados sugerem que os efeitos do Ml-D sobre 

a cadeia respiratória são dependentes do tempo de exposição ao composto 

mesoiônico.

Chama a atenção o fato de que o efeito do Ml-D difere daquele 

observado para o FCCP, no que se refere a inibição sobre o consumo de 

oxigênio. Tal diferença, no entanto poderia ser resultante apenas das 

diferentes concentrações de Ml-D e FCCP utilizadas nos ensaios, ou de 

diferentes mecanismos pelos quais os dois desacopladores promovem seus 

efeitos.

Levando-se em conta que os feitos do Ml-D sobre o consumo de 

oxigênio foram muito semelhantes para as duas linhagens celulares 

investigadas, optou-se, assim, por avaliar os efeitos do composto mesoiônico 

sobre a glicólise, apenas em células L1210. Com tal finalidade células L1210 

foram incubadas com 5mmols/L de glucose, na presença ou ausência de 60 

pmols.L"1 de Ml-D. Foi determinada a produção tanto de lactato quanto de
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piruvato. Verificou-se que a produção de piruvato não foi alterada, porém, a 

produção de lactato aumentou significativamente, como observado na figura 

44. O composto mesoiônico promoveu um aumento nos níveis de lactato, de 

132 e 36%, com relação ao controle (ausência de Ml-D), aos 20 e 40 minutos 

de incubação, respectivamente. Tal aumento justifica-se pelos efeitos do Ml-D 

sobre a função mitocondrial.

Estes resultados contrapõem-se àqueles observados em fígado 

perfundido (figura 22, tabela 4), em que se demonstrou a inibição da via 

glicolítica como verificado pela diminuição nos níveis de piruvato e lactato. No 

entanto, deve-se considerar que as concentrações de Ml-D utilizadas nos 

experimentos foram diferentes, de 25pmols.L'1 em fígado perfundido e 60 

pmols.L1 em células L1210. Além disso, os dois modelos experimentais 

apresentam diferenças metabólicas consideráveis, particularmente no que diz 

respeito a utilização da glucose. De todo modo, esta aparente discrepância de 

efeitos sobre a via glicolítica é de difícil interpretação, exigindo um estudo das 

possíveis ações do Ml-D sobre as enzimas desta via.

3.8.2 Efeitos do Ml-D Sobre a Viabilidade, Morfologia e 

Ultraestrutura de Células HeLa

Uma vez esclarecidos os principais efeitos do Ml-D relacionados ao 

metabolismo, particularmente às funções ligadas a energia, é de especial 
interesse avaliar as ações composto mesoiônico à nível da morfologia e 

ultraestrutura celular. Tal interesse resulta do reconhecimento do delicado 

papei da mitocôndria no balanceamento do complexo equilíbrio entre a vida e 

a morte da célula (SUSIN et al., 1998). A organela pode induzir a morte 

celular: 1) por interromper o transporte de elétrons e metabolismo energético; 
2) por alterar o potencial redox celular e, 3) por liberar proteínas ativadoras do 

processo apoptótico (PETIT et al., 1996; SUSIN et al., 1998). Desta forma, 
neste trabalho, os efeitos causados pelo Ml-D sobre a viabilidade, morfologia e 

ultra estrutura celular foram avaliados em células HeLa. A escolha desta
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FIGURA 44. Efeitos do Ml-D sobre a produção de L-lactato por células 
L1210. As condições experimentais estão descritas na seção de Materiais e 
Métodos, item 2.9.8. Os valores representam a média ± dp de 5 experimentos 
independentes. *Valores estatisticamente diferentes do controle (ausência de 
Ml-D) - p < 0,05
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linhagem motivou-se pela simplicidade das condições de cultivo e manuseio, 

bem como pelo conhecido comportamento destas células em cultura 

(OLIVEIRA et al., 1989; BASTOS et al., 1990; CAETANO et al., 1992; 
CAETANO et al., 1997; BABIAK et al., 1998; MELO et al., 1998). As células 

HeLa constituem-se de uma linhagem contínua proveniente de 

adenocarcinoma de cervix uterino humano (GEY et al., 1952). Tais células 

crescem aderidas a superfícies de vidro ou plástico, desenvolvendo-se como 

monocamadas. Seu cultivo é relativamente simples, exigindo apenas o meio 

essencial mínimo de Eagle, suplementado com glutamina e soro fetal bovino 

(10% v/v), sem a necessidade de controle rigoroso dos níveis de 0 2 e C02 
(OLIVEIRA, 1986).

A figura 45 e tabela 6 mostram os efeitos do Ml-D sobre a viabilidade 

celular, avaliada pelo azul de tripan. Nesta técnica, células viáveis, cuja a 

integridade da membrana celular é preservada, mantém a habilidade de excluir 
o corante; enquanto células não viáveis permitem a entrada do azul de tripan, 

apresentando-se coradas quando observadas ao microscópio óptico. Através 

desta técnica, observa-se que o composto mesoiônico, em diferentes 

concentrações, não afeta, de maneira significativa, a viabilidade celular, até 

sessenta minutos do tratamento. No entanto, deve-se ressaltar que embora 

seja utilizada frequentemente, esta técnica não permite a visualização 

detalhada das alterações celulares, sendo necessário o emprego de outras 

metodologias. Desta forma, decidiu-se avaliar os efeitos do Ml-D sobre a 

morfologia e ultra estrutura da monocamada de células HeLa. As figuras 46 e 

47 mostram as células provenientes de culturas de experimentos controle 

observadas por microscopia óptica, onde se verificam as características 

epiteliais, citoplasma basófilo e núcleos grandes com um ou mais nucléolos, 
como é próprio para esta linhagem. Os elementos celulares encontram-se 

justapostos, constituindo uma monocamada contínua, sendo estes os aspectos 

normais da monocamada celular (CARNEIRO LEÃO, et al., 1997). A figura 48 

mostra resultados dos experimentos nos quais o composto mesoiônico foi 
adicionado a monocamadas confluentes de células HeLa, na concentração de 

25pmols.L'1. Verifica-se que as células apresentaram-se mais arredondadas,
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Tempo (min)

FIGURA 45. Efeitos do Ml-D sobre a viabilidade celular. Células HeLa 
crescidas por 48 horas, foram incubadas na ausência ou presença de Ml-D na 
concentração de 25pmols.L‘1. Nos tempos determinados a viabilidade celular 
foi determinada conforme descrito em Materiais e Métodos, item 2.9.6. Os 
valores representam a média ± dp de dois experimentos.

TABELA 6. Efeitos do Ml-D Sobre Viabilidade Celular

Ml-D (pmols.L'1) 0
Tempo (min) 

30 60
0 90 ± 7,0 100±0 97,5 + 3,53

25 90 ± 3,5 94 ± 1,4 77 ± 2,82
50 100 ± 0 97 ± 4,24 85,5 ± 13,3
75 97 ± 3,53 80 + 2,12 82,5 ± 6,3
100 91 ±4,24 87,5 +2,12 82,5 ± 6,36

Células HeLa crescidas por 48 horas , foram incubadas na ausência 
ou presença de Ml-D nas concentrações indicadas. Nos tempos 
determinados a viabilidade celular foi determinada, conforme descrito 
em Materiais e Métodos, item 2.9.6. Os valores representam a média ± 
dp de dois experimentos.
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FIGURA 46. Células HeLa: aspectos da monocamada controle 
observada por Microscopia Óptica. Ampliação original 400x. Coloração 
Hematoxilina e Eosina.
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FIGURA 47. Células HeLa: aspectos da monocamada controle 
observada por Microscopia Óptica. Ampliação original 1.000x. Coloração 
Hematoxilina e Eosina. N - núcleo.
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FIGURA 48. Efeitos do Ml-D (25 pmols.L'1) sobre as células HeLa 
observadas por Microscopia Óptica. Ampliação original 1.000x. Pontas 
de setas - expansões globosas (blebs)\ C - cromatina condensada. 
Coloração Hematoxilina e Eosina.
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além da ocorrência evidente de expansões globosas (blebs), bem como da 

condensação da cromatina nuclear, características resultantes de “sofrimento 

celular”.

Observadas por M.E.T. (figura 49), as células HeLa apresentam aspecto 

globoso e justaposto, este último decorrente de junções do tipo desmossomo. 
O núcleo encontra-se bem delimitado pelo envoltório nuclear, observando-se a 

distribuição homogênea da hétero e eucromatina. Delgadas microvilosidades 

periféricas distribuem-se regularmente na periferia das células, estando 

possivelmente relacionadas à adesão à superfície de crescimento. No 

citoplasma observam-se as organelas, como as mitocôndrias, e o retículo 

endoplasmático, de aspectos morfológicos normais. A figura 50 destaca, em 

maior aumento, o complexo de Golgi e mitocôndrias.

As drásticas alterações de morfologia causadas pelo Ml-D nas células 

HeLa, podem também ser observadas nas figuras 51 a 54. Na figura 51 

observa-se o padrão de alteração celular. As microvilosidades delgadas 

observadas na ausência da droga foram substituídas por expansões globosas 

(blebs). Ainda na figura 51, pode-se verificar que o núcleo de uma das células 

está bipartido. Melhores detalhes da fragmentação nuclear podem ser 
observados na figura 52, onde é possível visualizar a condensação da 

heterocromatina junto à membrana nuclear. Este padrão de alteração, que tem 

sido associado ao processo apoptótico, é bem documentado. A proporção do 

núcleo ocupado pela cromatina condensada, varia conforme o tipo de células, 
sendo particularmente alta nas linfóides e muito menor naquelas que tem 

pouca heterocromatina, tal como células HeLa (McGAHON et al., 1995). 
Concomitantemente às alterações nucleares, uma série de eventos podem ser 
observados também no citoplasma, como se mostra na figura 52. Verifica-se o 

citoplasma vacuolizado e restos de retículos, ambos decorrentes do efeito do 

Ml-D. Os detalhes do citoplasma vacuolizado podem ainda ser observados, em 

maior aumento, na figura 53. Já com referência às expansões globosas 

(blebs), estas dão origem a estruturas independentes, envoltas por uma
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FIGURA 49. Células HeLa: aspectos da monocamada controle 
observada por Microscopia eletrônica de Transmissão. N - núcleo; 
ponta de seta - microvilosidades.
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FIGURA 50. Células HeLa: aspectos da monocamada controle 
observada por Microscopia Eletrônica de Transmissão. G - complexo de 
Golgi; M - mitocôndria.
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FIGURA 51. Efeitos do Ml-D (25 pmols.L'1) sobre as células HeLa 
observadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão. Pontas de 
setas - expansões globosas ( blebs).
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FIGURA 52. Efeitos do Ml-D (25 pmols.L'1) sobre as células HeLa 
observadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão. Fragmentação 
do núcleo. Pontas de setas - cromatina condensada .
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FIGURA 53. Efeitos do Ml-D (25 pmols.L'1) sobre as células HeLa
observadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão.
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unidade dupla de membrana, contendo porções do sistema endomembranas, 
conforme o observado na figura 54.

Os resultados demonstrados nas figuras 51 a 54 demonstram que o 

composto mesoiônico impõe um alto grau de sofrimento às células. 
Considerando que todas as alterações nucleares e citoplasmáticas induzidas 

pelo Ml-D, são características da morte celular mediada por apoptose (KEER, 

et ai., 1995), pode-se sugerir que o composto mesoiônico seja capaz de 

induzir a morte celular por tal mecanismo. Esta possibilidade pode ser 

considerada como surpreendente, se levado em conta que os efeitos do Ml-D 

sobre o metabolismo energético, estão mais relacionados à indução de morte 

celular por necrose. Isto porque, embora não seja possível determinar 
exatamente quais os sítios bioquímicos afetados e determinantes da morte 

celular, sabe-se que estão envolvidos: 1) a integridade de membranas, da qual 
depende a homeostase iônica e osmótica da célula e organelas; 2) a 

respiração, envolvendo a fosforilação oxidativa e a produção de ATP; 3) a 

síntese protéica e 4) a preservação da integridade do aparelho genético da 

célula (COTRAN et al., 1994). Dentre estes sistemas pelo menos dois são 

afetados pelo Ml-D, nomeadamente, a integridade de membranas e a 

fosforilação oxidativa. Obviamente , tais sistemas estão interrelacionados, pois 

uma depleção de ATP, comprometerá, entre outros parâmetros, o 

funcionamento da Na+/K+ ATPase, levando ao acúmulo intracelular de Na+, 
com difusão de K+ para fora da célula. Como conseqüência deste desequilíbrio 

osmótico, ocorrerá um influxo de água na célula, resultando em inchamento 

celular. Estes eventos, entre outros, são reconhecidos como envolvidos no 

processo de morte celular por necrose (COTRAN et al., 1994). Portanto, 
mesmo diante das evidências de que o Ml-D induz a morte celular por 
apoptose, é necessário que tal informação seja confirmada. Além disto, 
considerando ainda a observação de MCGAHON et al. (1995) de que a 

definição dos mecanismos de morte celular, por apoptose ou necrose, requer 
a utilização de pelo menos duas metodologias distintas, optou-se por avaliar a
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FIGURA 54. Efeitos do Ml-D (25 pmols.L'1) sobre as células HeLa
observadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão.
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ocorrência de apoptose, utilizando, também, uma segunda metodologia, além 

do critério morfológico.

3.8.3 Mecanismo Envolvido na Morte Celular Induzida pelo Ml-D em 

Células HeLa

A condensação da cromatina observada nas figuras 51 e 52, que 

caracteriza o núcleo das células apoptóticas, tem sido muito estudada. Esta 

alteração está relacionada à fragmentação internucleossomal do DNA nuclear, 

catalisada por uma endonuclease Ca2+/Mg2+ dependente, produzindo 

fragmentos que são múltiplos de 180 a 200 pares de bases (WYLLIE, 1980). 
Este padrão característico diferencia a apoptose da necrose, na qual ocorre 

uma fragmentação aleatória do DNA. Através de técnicas de eletroforese é 

possível diferenciar os padrões de quebra do DNA e, conseqüentemente, o 

mecanismo da morte celular. Entretanto, esta técnica apresenta como 

desvantagem a homogeneização de uma população de células e a análise do 

“pool” de DNA extraído, subestimando a fragmentação característica do DNA, 
mostrando, assim, a apoptose como um evento ocasional. Por outro lado, as 

técnicas de microscopia eletrônica, embora definam características morfógicas 

bastante úteis para detecção da apoptose, são trabalhosas e demoradas. A 

técnica enzimática, descrita na literatura como ensaio TUNEL, tornou possível 

a detecção do DNA fragmentado “in situ”, ou seja, no núcleo celular. Além 

desta vantagem, o método é específico para a apoptose com relação à 

necrose e é de simples realização (GAVRIELI et al., 1992; GOLD et al., 1994). 
Neste trabalho, a detecção da apoptose em células HeLa foi realizada através 

desta metodologia que utiliza a enzima deoxinucleotidil transferase terminal 
(TdT). Esta enzima adiciona nucleotídios ligados a digoxigenina à 

extremidades 3’-OH do DNA fragmentando. Em etapa posterior são 

adicionados anticorpos anti-digoxigenina ligados a peroxidase, que, por sua 

vez gera um intenso sinal (coloração marrom) quando em contato com o 

substrato cromogênico DAB (diaminobenzidina).



134

A figura 55 mostra os experimentos controle, realizados na ausência de 

Ml-D, onde as células crescidas em lamínulas de vidro, foram submetidas ao 

procedimento de detecção da apoptose pelo método TUNEL. Observam-se 

células justapostas, de núcleo corado em verde azulado e aspecto normal. Em 

contraste, a figura 56, que demonstra a monocamada após o tratamento com o 

Ml-D 25pmols.L'1, apresenta células mais arredondadas, que perderam seu 

aspecto epitelióide, possivelmente, neste caso, porque o Ml-D interfere na 

adesão celular. A presença de células apoptóticas é evidenciada pela 

coloração marrom escura dos núcleos, resultante da ação da peroxidase sobre 

os substrato cromogênico (DAB).

Estes resultados confirmam que o Ml-D leva à morte celular por 

apoptose. O fato de o ensaio de viabilidade celular, pelo critério de exclusão 

do azul de tripan, apresentado na figura 45 e tabela 6, ter revelado a ausência 

de efeitos do Ml-D, na mesma concentração em que se confirmou a morte 

celular por apoptose, por M.E.T e TUNEL, pode ser justificado porque as 

células apoptóticas mantém sua integridade de membrana horas após o início 

do processo (MACGAHON et al., 1995).

Como já discutido, até recentemente acreditava-se que a mitocôndria 

estaria envolvida apenas no processo de necrose, mantendo-se 

morfologicamente normal durante a apoptose. No entanto, foi proposto por 
SKULACHEV (1996) que o inchamento mitocondrial é importante, também, 
durante o processo apoptótico. Adicionalmente, vários modelos experimentais 

evidenciam que a apoptose é precedida de uma queda do Avj/, relacionada, 

obviamente, ao desacoplamento do transporte de elétrons da produção de 

ATP (PETIT et al., 1996 , SUSIN et al., 1998). O protonóforo CCP teve seu 

efeito descrito como indutor de apoptose (ZAMZAMI et al., 1996). A queda de 

Av|/ tem sido relacionada à abertura de um canal de grande condutância, o 

poro de transição de permeabilidade, cujos constituintes incluem proteínas da 

membrana interna, como o translocador de nucleotídeos de adenina, e 

proteínas da membrana externa, como a porina (BEUTNER et al., 1998). 
Embora neste trabalho não tenham sido realizados experimentos específicos
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FIGURA 55. Células HeLa : aspectos da monocama controle observada 
por Microscopia Óptica - Método TUNEL. Ampliação original 400x. 
Coloração verde metila.
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FIGURA 56. Efeito do Ml-D (25 |jmols. L’1) como indutor de apoptose 
em células HeLa observadas por Microscopia Óptica - Método TUNEL.
Ampliação original 1.000x. Coloração - Verde de Metila. Setas - células 
apoptóticas.
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neste sentido, não se descarta a possibilidade de que o Ml-D possa promover 
a abertura e/ou formação do poro de transição de permeabilidade. Tais 

possibilidades, além de outras envolvendo as proteínas Bcl2 e Bax (REED,
1997), ficam reservados à investigação futura acerca do mecanismo pelo qual 

o Ml-D causa a apoptose.



DISCUSSÃO FINAL
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4. DISCUSSÃO FINAL

No presente trabalho, os resultados apresentados permitem avaliar os 

efeitos do Ml-D sobre as funções da mitocôndria no contexto celular, quer sob 

o aspecto relacionado ao metabolismo energético, quer no tocante ao fator 

determinante da sobrevivência celular.

Sob o aspecto do metabolismo energético, o principal efeito do Ml-D é o 

de desacoplador. Seu mecanismo de ação mostrou-se, em parte, semelhante 

ao dos desacopladores clássicos, como o FCCP e DNP, sendo que o valor de 

p/só para o Ml-D (4,9), foi bastante similar ao calculado para o DNP, p/50 (5,1). 

Não obstante esta similaridade com os desacopladores clássicos, incluindo 0 

valor do pKa, que para estes agentes varia de 4 a 8 (HEYTLER et al., 1997), 0 

Ml-D porém, não pode ser classificado como tal. Com efeito, a despeito de 

apresentar algumas características próprias destes agentes, tais como o fato 

de tratar-se de um ácido, com pKa entre 3,25 ± 0,2 (ECHEVARRIA, 

Comunicação pessoal), com aparente capacidade de aumentar a condutância 

da membrana mitocondrial interna a prótons, 0 Ml-D, no entanto, exerce um 

efeito inibitório sobre a velocidade respiratória do estado III, na mesma faixa 

de concentração em que promove 0 desacoplamento. Compostos com tal 
propriedade, segundo MORELAND (1994), são mais corretamente 

classificados como desacopladores inibitórios. Por outro lado, a ação 

desacopladora do Ml-D parece resultar também de alterações na 

permeabilidade da membrana mitocondrial interna, descritas como intimamente 

relacionadas à morte celular. Quanto a este aspecto, ampliando-se o contexto 

das pesquisas e renovando-se 0 universo das investigações, as mitocôndrias, 
atualmente, posicionam-se com papel tão relevante quanto àquele relacionado 

ao âmbito da bioenergética celular, apresentando-se agora, como verdadeiro 

fiel da balança entre a vida e a morte celular (KIBERSTIS, 1999; SUSIN et al.,

1998).

Em verdade, as mitocôndrias, já há algum tempo, vêm sendo 

relacionadas à morte celular. Tal envolvimento, porém, era relatado apenas
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como passivo, isto é, decorrente do colapso energético provocado por danos 

destas organelas. No tocante a apoptose, fenômeno definido como um sistema 

suicida da célula, observado durante a morfogênese normal dos organismos, 
quando da remodelação de tecidos ou em resposta a infecções patológicas ou 

a outros danos irreparáveis à célula (RAFF, 1992), têm-se atribuído às 

mitocôndrias um papel decisivo (SKULACHEV, 1996; PETIT et al., 1996; CAI 

etal., 1998; SUSINetal, 1998).

Os eventos ocorridos durante a apoptose, podem ser agrupados em três 

fases distintas: 1) fase pré-mitocondrial - que corresponde a fase de indução, 
em que diversos estímulos ativariam o processo apoptótico; 2) fase 

mitocondrial - em que a integridade da membrana mitocondrial é perdida e a 

decisão pela morte celular é tomada e 3) fase pós mitocondrial - quando ocorre 

a liberação de fatores solúveis pela mitocôndria envolvidos na ativação das 

caspases e endonucleases (SUSIN et al., 1998).

O envolvimento do Ml-D, como indutor de apoptose, na fase pré- 
mitocondrial, seria possível se considerado que este xenobiótico promove a 

inibição da velocidade respiratória do estado III. Segundo alguns autores, 

inibidores do transporte de elétrons podem favorecer a formação de espécies 

reativas de oxigênio (SKULACHEV, 1996; KOWALTOWSKI & VERCESI,
1999), as quais parecem ser responsáveis, ao lado de outros fatores, pela 

formação de megacanais na membrana mitocondrial também denominados de 

poros de transição de permeabilidade (PTP) (SKULACHEV, 1996; PETIT et al., 

1996; SUSIN et al., 1998). Tais poros se constituem de complexos dinâmicos 

de multiproteínas, localizados provavelmente nos sítios de contato da 

membrana mitocondrial interna e externa (BEUTNER et al., 1998). Uma 

interessante proposta feita por SKULACHEV (1996) é a de que a abertura dos 

megacanais resultaria no desacoplamento momentâneo da respiração, com o 

conseqüente aumento do consumo de oxigênio e eliminação das espécies 

reativas de oxigênio. Caso isto acontecesse, ocorreria o fechamento dos poros 

e a retomada da respiração normal da mitocôndria. Se, entretanto, tais 

espécies continuassem se acumulando, os PT continuariam abertos resultando
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no inchamento da organela, com rompimento da membrana mitocondrial 
externa e posterior rompimento da própria mitocôndria. Tal rompimento, por 

sua vez, levaria à liberação no citosol de proteínas “suicidas”, descritas na 

literatura como fatores indutores da apoptose (AIF) ou fatores ativadores das 

caspases (Apaf) (SUSIN et al., 1998). Neste aspecto, vale destacar que a 

indução da transição de permeabilidade mitocondrial resulta na liberação do 

citocromo c no citosol (YANG & CORTOPASSI, 1998) e que a presença deste 

é reconhecida como um importante desencadeador da apoptose (LIU et al., 
1996; ZHIVOTOVSKY et al., 1998), devido à sua interação com outros fatores 

ativadores (Apaf) que, por sua vez, desencadeia a ativação das caspases 

(ZOUetal., 1997).

Já em relação à fase mitocondrial, os estudos de potencial de 

membrana, inchamento mitocondrial e de polarização de fluorescência, 

evidenciaram que o Ml-D efetivamente afeta a integridade da membrana 

mitocondrial interna. Constitui, porém, matéria para estudos futuros, saber se 

os danos causados pelo Ml-D envolvem ou não a formação de poros de 

transição de permeabilidade. Para tanto, seria interessante a realização de 

estudos na presença de conhecidos inibidores da formação destes poros, 

como a ciclosporina A e bongkrecato (HALESTRAP et al., 1997). Ensaios 

visando esclarecer se o Ml-D promove a liberação de proteínas mitocôndriais 

como o citocromo c, poderiam definir, ainda, o envolvimento do xenobiótico 

também na fase pós mitocondrial da apoptose. Em verdade, o que se mostra 

evidente é que a presença do Ml-D produz efeitos estreitamente relacionados 

aos observados durante a apoptose, nomeadamente: a) colapso do potencial 

de membrana, b) alterações na permeabilidade da membrana mitocondrial 

interna (estudos de inchamento e polarização de fluorescência) e c) alterações 

morfológicas- condensação da cromatina (fragmentação do DNA - ensaio 

TUNEL), fragmentação do núcleo e presença de blebs (M.E.T).

A possibilidade de que o composto mesoiônico possa levar a morte 

celular também por necrose, não pode ainda ser descartada. Esta hipótese foi 
levantada ao observar-se que entre as células tratadas com o Ml-D, algumas
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apresentavam-se inchadas, característica de morte celular por necrose. Este 

fato não representaria nenhuma surpresa, se for considerado que os dois 

mecanismos de morte celular, necrose e apoptose, apresentam limites de 

diferenciação bastante estreitos, baseados, na maioria das vezes, em 

aspectos morfológicos. Além disto, sabe-se que: a) agentes considerados 

como clássicos indutores de necrose, como por exemplo a hipoxia, também 

levam a apoptose (SHIMIZU et al., 1996); b) uma mesma toxina pode induzir a 

apoptose em baixas concentrações e necrose em altas (KROEMER et al.,
1998) c) a oncoproteína Bcl-2 pode inibir tanto a apoptose como a necrose 

(KANE, 1993).

Por fim, conclui-se que os efeitos do Ml-D culminam em morte celular, 

relacionada ao evento primário de colapso do potencial de membrana. Neste 

sentido, SKULACHEV (1998) sugeriu que uma ação desacopladora poderia 

explicar o efeito terapêutico de um composto. Em verdade, sabe-se que o 

desacoplamento é responsável pelo efeito terapêutico de algumas drogas 

utilizadas no tratamento do câncer (NEWELL & TANNOCK, 1989, DECAUDIN 

et al, 1997). Sendo assim, os resultados obtidos para o Ml-D podem estar 
relacionados à atividade antitumoral do composto mesoiônico descrito por 
GRYNBERG et al. (1997), além do que não seria surpresa se a este composto 

estiverem relacionadas outras propriedades no contexto da bioquímica 

farmacológica.



CONCLUSÕES
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5. CONCLUSÕES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o Ml-D:

1) atua como agente desacoplador, efeito diretamente relacionado às 

características estruturais do composto (hidrofobicidade e presença 

de um próton dissociável), comprometendo a permeabilidade e 

elasticidade da membrana mitocondrial interna;

2) atravessa a membrana plasmática, produzindo efeitos que 

comprometem as provisões de ATP, necessárias à sobrevivência 

celular;

3) é indutor de morte celular por apoptose.

O Ml-D, portanto, afeta de maneira significativa o metabolismo 

energético, produzindo efeitos tão intensos a ponto de conduzir à morte 

celular.

Considerando que o interesse sobre este composto advém de seu efeito 

antitumoral (GRYNBERG et al., 1997), esta ação pode ser indicativa de seu 

futuro uso terapêutico.
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Abstract M I-D  (4-phenyI-5-(4-nitro-cinnam ovl)-l,3,4-thiadi- 
azolium-2 -phenylamine chloride), a new mesoionic compound, 
depressed the phosphorylation efficiency o f liver mitochondria as 
deduced from an accentuated decrease o f the respiratory control 
coefficient and A D P /O  ratio. Analysis o f segm ents o f the 
respiratory chain suggested that the M I-D  inhibition site is 
further on than com plex I and between com plexes II and III. The 
transmembrane electrical potential (A\|/) was collapsed dependent 
on M I-D  concentration. A T Pase activity was dram atically 
increased by M I-D  in intact mitochondria, but inhibited in 
carbonyicyanide 77-trifluorom ethoxyphenylhvdrazone (F C C P )- 
uncoupled mitochondria. These results suggest that M I-D  acts 
as an uncoupler agent, a property closely related to its structural 
characteristics.

© 1998 Federation o f European Biochemical Societies.

Key words: M esoionic com pound;
M itochondrial uncoupling; A TPase

1. Introduction

Mesoionic com pounds such as sydnones. sydnonimines, iso- 
sydnones, and mesoionic 1,3,4-thiadiazoles possess structural 
features, which confer on them potential biological activity 
and pharm aceutical use [1-5]. Their structures having well 
separated regions o f positive and negative charge, associated 
with a polyheteroatom ic system, enable them to interact with 
biomolecules, such as D N A  and proteins. A lthough the m ol­
ecules are internally charged, they are neutral overall, and 
therefore can cross biological m em branes in vivo [6].

A num ber of mesoionic com pounds have also been exam ­
ined in the search for anticancer agents [7-9]. Recently, G ryn- 
berg et al. [10] synthesized a new one, the 4-phenyl-5-(4-nitro- 
cinnam oyl)-l,3.4-thiadiazolium -2-phenylam ine chloride (M I­
D ; Fig. 1). tha t was shown to enhance survival o f Ehrlich 
and S-180 tum or-bearing mice, preventing the grow th o f the

^C orresponding au thor. Fax: (55) (41) 2662042.
E-mail; m bm o@ bio.ufpr.br

Abbreviations: H EPES. /V -2-hydroxyethylpiperazine-.Y '-2-ethanesul- 
fonic acid; E G TA . ethylene glvcol-bis(p-aminoethylether)-AUY.Ar'.Ar - 
tetraacetic acid; BSA. bovine serum  album in; PM S. .Y-methyldiben- 
zopvrazine m ethyl sulfate: Tris. tris(hydroxym ethyl)am inom ethane; 
PEP. phosphoenolpvruvate: CC C P. carbonvlcyanide-m -chlorophenyl- 
hydrazone; FC C P, carbonyicyanide p -trifluorom ethoxyphenylhydra- 
zo n e ; D N P , 2 ,4 -d in itro p h e n o l; Ai|/, tra n sm e m b ra n e  e lec trica l 
potential: DM  PC, d im vristoylphosphatidylcholine; D M SO . dim ethyl­
sulfoxide; D PIP. 2 .6-dichlorophenolindophenol: Pi. inorganic phos­
phate

tum or, with no significant concom itant alterations in the 
hem atological param eters in test animals.

In spite o f the different types o f biological activity that have 
been assigned to  mesoionic com pounds, much o f their bio­
logical and toxicological action mechanisms at m olecular 
and cellular levels rem ain to be elucidated. Considering that 
the liver is a target organ for toxic effects caused by several 
xenobiotics and the im portan t anti-tum oral effect o f M I-D  
dem onstrated  by G rynberg et al. [10], amplification o f know l­
edge abou t this m esoionic com pound is o f interest. We there­
fore describe here the effect o f M I-D  on some energy-linked 
functions in isolated rat liver m itochondria.

2. M aterials and methods

2.1. M aterials
Safranine O, carbonyl cyanide m -chlorophenylhydrazone (FC CP), 

sodium  succinate, sodium  glutam ate, rotenone. bovine serum  album in 
(BSA), yV-2-hydroxyethylpiperazine-yV'-2-ethanesulfonic acid (H E ­
PES). m annitol. sucrose, phosphoenolpvruvate (PEP), pyruvate k in­
ase, lactate dehydrogenase and N A D H  were obtained from Sigma (St. 
Louis. M O . USA). All o ther reagents were com m ercial products of 
the highest available purity grade. M I-D  (4-phenyl-5-(4-nitro-cinna- 
m oyl)-l,3 .4-th iadiazolium -2-phenylam ine chloride) was synthesized in 
the D epartm ent o f  C hem istry o f  the R ural Federal University o f Rio 
de Janeiro , Brazil, as described [10]. its structure was confirmed by 
'H -N M R . 1:iC -N M R  and mass spectrom etry [10]. F o r use in m ito­
chondrial assays. M I-D  was dissolved in dim ethylsulfoxide (DM SO) 
and then further diluted with the assay medium.

2.2. Anim als
These were m ale albino rats (W istar strain. 220-300 g). which re­

ceived a standard  labora to ry  diet (Purina). All anim als were starved 
12 h before being sacrificed; none o f them  were found to have any 
gross pathological lesions.

2.3. Preparation o f  rat liver mitochondria
M itochondria  were isolated from  rat liver by the m ethod o f Voss et 

al. [11]. using an extraction  m edium  consisting o f 250.0 mM  m annitol. 
10 m M  H E PE S-K O H , pH  7.2. 1.0 m M  ethylene glvcol-bis(p-am ino- 
ethylether)-AUY../V'..Y'-tetraacetic acid (EG TA ) and 0.1 g% BSA. Only 
m itochondrial preparations, with respiratory  control above 4.0, were 
used. D isrupted  m itochondria were obtained by a freeze-thawing 
treatm ent and used to determ ine the activities o f enzymes linked to 
the respiratory  chain and A TPase. M I-D  was incubated for 2 min 
with the m itochondrial p reparations before initiation o f the assays. 
F or each one to be valid, duplicate solvent contro ls with D M SO  were 
included. D M SO . in the concentrations used in these experim ents, had 
no effect on m itochondrial properties.

2.4. Oxygen uptake
Oxygen uptake and oxidative phosphorylation  were evaluated at 

30°C in a 1.3-ml therm ostatically  controlled w ater-jacketed closed 
cham ber with m agnetic stirring. Oxygen consum ption was m easured 
polarographicallv  using a C lark-tvpe electrode with a Gilson oxv- 
graph [12.13], The reaction m edium  containing 125.0 mM m annitol.

0 0 14-5793/98/S 19.00 © 1998 Federation o f European Biochemical Societies. All rights reserved. 
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65.0 mM KC1, 10.0 mM  H E PE S -K O H . pH 7.2, 0.1 mM  E G TA  and 
0.1 g% BSA. was supplem ented either with 10.0 pM  rotenone. 0.8 
mM inorganic phosphate  (Pi), 0.08 mM  A D P, 3.0 mM  sodium  succi­
nate and 0.5 mg o f m itochondrial protein, or 1.6 mM  Pi, 0.16 mM 
A D P, 5.0 m M  sodium  glutam ate and 2.0 mg o f m itochondrial p ro ­
tein. The respiratory  rate is expressed as nm ols o f  oxygen consum ed 
per min per mg o f m itochondrial protein, according to E stabrook [14].

2.5. M easurements o f  activities o f  the enzym atic complex o f  the 
respiratory chain

N A D H  oxidase, N A D H  dehydrogenase and succinate dehydrogen­
ase activities were assayed spectrophotom etrically  [15]. Succinate ox­
idase activity was evaluated polarographically  according to Singer
[15]. N A D H -cytochrom e c reductase and succinate cytochrom e c re­
ductase activities were m easured by reduction o f  cytochrom e c at 550 
nm as described by Som lo [16]. The activity o f cytochrom e c oxidase 
was evaluated according to M ason et al. [17].

The activity o f A TPase in broken and intact m itochondria was 
evaluated as described by Pullm an et al. [18], but with m odifications. 
In d isrupted m itochondria  the enzyme was assayed at 37°C. using a 
system consisting o f 170.0 m M  m annito l. 50.0 mM  tris(hydroxym eth- 
vl)am inom ethane (Tris)-H C l. pH 7.4. 3.0 mM  m agnesium  acetate,
30.0 m M  potassium  acetate, 1.0 mM  PEP, 4.0 U pyruvate kinase,
3.0 U lactate dehydrogenase. 0.2 m M  N A D H . 3.0 m M  A TP, and
100.0 pg o f  m itochondrial protein. Results are expressed as nm ols 
o f Pi liberated per min per mg. considering tha t 1.0 nmol o f  oxidized 
N A D H  corresponds to 1.0 nmol o f Pi liberated. A TPase activity o f 
intact m itochondria  was assayed a t 30°C in the presence o r absence o f
1.0 pM  FC C P, the reaction m edium  consisting o f 50.0 m M  sucrose,
120.0 mM Tris-H C l. pH 7.4, 50.0 m M  KC1, 3 .0 m M  A TP, and  3.0 mg 
o f m itochondrial protein. L iberated o rthophosphate  was m easured 
according to  Sum m er [19] and the results expressed as nm ols o f Pi 
liberated per min per mg.

2.6. M easurements o f  mitochondrial transmembrane electrical potential 
(AH')

The transm em brane potential was evaluated at 30°C with safranine 
O [20]. The standard  reaction m edium  consisted o f  250.0 m M  m an-

Fig. 1. Chemical structure o f  4-phenyl-5-(4-nitrocinnam oyl)-1,3.4- 
thiadiazolium -2-phenylam ine chloride.

nitol, 10.0 mM  H EPES, pH  7.2, and was supplem ented with 0.5 mM 
Pi. 10.0 pM  safranine 0 ,  1.5 m g o f  m itochondrial pro tein , 3.0 mM  
sodium  succinate and 4.0 pM  rotenone. W hen sodium  glutam ate (6.0 
m M ) was used as substra te, ro tenone was om itted. A bsorbance at 
51 1-533 nm was registered in an Am inco C hance dual wavelength 
beam  recording spectrophotom eter, and the transm em brane electrical 
potential (Avj/) estim ated as described by Rossi and Azzoni [21].

2.7. Protein determinations
M itochondrial protein was assayed by the m ethod o f Lowry et al.

[22], using bovine serum  album in as standard .

2.8. Statistical analysis
Statistical analysis o f the data  was carried out as analysis o f var­

iance and test o f Tukey for average com parison. M ean values ± S.D. 
were used.

3. Results and discussion

Fis. 2 shows the effect o f various concentrations of M I-D

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Ml-D( nmols/mg prot)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
MI-D(nmols/mg prot)

120
Glutamate

Sucdnate

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Ml-D(nmols/mg prot) Ml-D(nmols/mg prot)

Fig. 2. Effects o f  M I-D  on m itochondrial respiration with sodium  glutam ate (O) or sodium  succinate ( • )  as substrate. C onditions for oxygen 
uptake m easurem ents are described in Section 2. A : State III. m itochondrial oxygen uptake in the presence o f  A D P  and substrate. 100% activ­
ity corresponds to 34.6 ± 4 .2  and 38.0 ± 4 .0  nmol o f oxygen consum ed per min per mg o f m itochondrial p ro tein  for g lu tam ate and succinate, re­
spectively. B: State IV, m itochondrial oxygen uptake after exhaustion o f A D P. 100% activity corresponds to 7 .0± 1 .1  and S.O± 1.3 nmol o f 
oxygen consum ed per min per mg of protein for glu tam ate and succinate, respectively. C: RC C . respiratory  contro l coefficient. 100% corre­
sponds to 4 .6 ± .0 .2  and 4 .6 ± 0 .6  for g lu tam ate and succinate, respectively. D : A D P/O . A D P concentration/oxvgen consum ption . 100% corre­
sponds to values o f 2 .8 ± 0 .2  and 1 .8 ± .0 .2  for glu tam ate and succinate, respectively. Each value represents the m e a n ± S .D . o f  six different ex­
perim ents. *Significantly different from  control ( P c  0.05).
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on the respiratory param eters o f functionally intact m itochon­
dria. In these experiments, glutam ate and succinate were the 
oxidizable substrates and the analyzed param eters were: (i) 
the rates o f oxygen consum ption in states III (Fig. 2A) and 
IV (Fig. 2B) of m itochondrial respiration; (ii) the respiratory 
control coefficient (RC) (Fig. 2C); and (iii) the A D P/O  ratio  
(Fig. 2D). In Fig. 2A it can be observed tha t the effect o f M I­
D on preparations o f m itochondria respiring in the presence 
of substrates and A D P (state III) was discrete for both  sub­
strates, besides not being identical. W hen glutam ate was used, 
M I-D  at 15.0 nmol/m g protein prom oted a slight but statisti­
cally significant increase in the respiratory rate, but with a 
decrease (22%) when 65.0 nmol M I-D /m g protein was used. 
When succinate was the substrate, the effect o f M I-D  on state 
III was inhibitory (30%), up to 25.0 nm ol/m g protein. In con­
trast, as can be seen in Fig. 2B, the rate o f oxygen consum p­
tion after A D P exhaustion (state IV) was strongly increased 
reaching 80.0 nmol/m g protein, a stim ulus o f 190% and 152% 
during oxidation of glutam ate and succinate, respectively (Fig. 
2B). The values for RC and A D P/O  ratios were lower (Fig. 
2C and D), indicating that M I-D  could, in addition to an 
effect on com ponents o f respiratory chain, give rise to an 
accentuated uncoupler effect.

In order to clarify the effects o f M I-D  on state III respira­
tion, assays were carried out using broken m itochondria. 
U nder this experimental condition, an evaluation could be 
m ade o f electron transport th roughout the respiratory chain, 
independent o f the m em brane barrier, phosphorylation  activ­
ity or other processes dependent on AH'; in addition, a deter­
m ination could be perform ed o f the site o f respiratory chain 
inhibition. The presence o f the drug in the system decreased

MI-D(nmols/mg prot)

Fig. 3. Effect o f  M I-D  on A\|/. R a t liver m itochondria  (1.5 mg) was 
incubated under the standard  incubation conditions, as described in 
Section 2 and energized with sodium  glu tam ate (O) or sodium  succi­
nate ( • ) . Each value represents the m e a n ± S .D . o f four different ex­
periments. *Values significantly different relative to absence o f M I­
D (P < 0 .05 ). 100% corresponds to 170 ± 10,9 mV of transm em brane 
electrical potential.

MI-D(nmols/mg prot)

Fig. 4. Effects o f M I-D  on A TPase. ( a ) D isrupted m itochondria. 
100% activity is th a t o f  700.0 ± 11 2 .0  nm ol o f  Pi released per min 
per m g o f  m itochondrial protein. (■) In tact m itochondria. 100% ac­
tivity is th a t o f 20.0 ± 1.1 nm ol o f  Pi released per min per mg of m i­
tochondrial protein. (□) FC C P-uncoupled  m itochondria. 100% activ­
ity is th a t o f 91.3 ± 5 .6  nm ol o f  Pi released per min per mg o f 
m itochondrial protein. The assay conditions are described in Section 
2. The data  are the m eans ± S.D . o f four different experim ents. *Sig- 
nificantly different from  contro l (P < 0 .0 5 ) .

the activities of N A D H  and succinate oxidase by 32% and 
55%, respectively. The segments o f the respiratory chain, 
namely N A D H -cytochrom e c reductase, succinate-cytochrom e 
c reductase, as well as succinate dehydrogenase were inhibited 
by 20%. N o effect was observed on N A D H  dehydrogenase 
and cytochrom e oxidase, suggesting tha t the site o f M I-D  
inhibition is further on than  complex I and between com ­
plexes II and III. These results explain those pointed out by 
Fig. 2A, in terms o f a decrease o f oxygen consum ption at 
state III. Small differences in inhibition values could signify 
particu lar properties o f the m itochondrial preparations used, 
especially considering tha t in broken m itochondria the dis­
rupted m em brane barrier could allow direct interaction of 
M I-D  w ith the enzym atic complexes.

Fig. 3 shows tha t M I-D  im pairs the developm ent o f AH' by 
m itochondria energized with succinate or glutam ate, the con­
centration  o f the drug for to tal potential collapse being differ­
ent for each substrate. While 65.0 nm ol/m g protein was suffi­
cient to abolish AT* completely when glutam ate was the 
substrate, with succinate a decrease of 40% was observed at 
80.0 nm ol/m g protein. The different m agnitude effects could 
be results o f the m echanism  by which each substrate had 
access into the m itochondria; glutam ate depended on the 
ApH across the inner m itochondrial m em brane, while succi­
nate depended on the dicarboxylate carrier [23]. The effects 
p rom oted by M I-D  on AH' m ust be related with its uncoupling 
property , since its effect as inhibitor o f electron transport was 
not sufficient to explain the drastic collapse o f the transm em ­
brane potential observed.
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In order to better visualize the uncoupler action o f M I-D, 
the effect o f this xenobiotic was evaluated on A TPase activity; 
the results are shown in Fig. 4. In these experim ents the en­
zyme was assayed in preparations consisting of disrupted, in­
tact and FC CP-uncoupled m itochondria. This last condition 
was included considering the reports tha t excess or sim ulta­
neous com binations o f uncoupler agents might result in sub­
m aximal rates o f m itochondrial param eters as a decrease of 
A TP hydrolysis [24] and/or oxygen consum ption [25]. N o ef­
fect on A TPase activity was detected when M I-D  was eval­
uated using disrupted m itochondria preparations, excluding a 
direct interference o f this drug on the enzyme. In contrast, as 
would be expected for an uncoupler agent, M I-D  prom oted a 
strong stim ulus on the hydrolytic activity o f ATPase, assayed 
in intact m itochondria. This stim ulus was dependent on M I-D  
concentration and reached 300% at 160.0 nm ol/m g protein. A 
further increase in drug concentration , up to 240.0 nm ol/m g 
protein, was accom panied by an accentuated decrease o f A TP 
hydrolysis. This has also been described for com pounds such 
as 2,4-dinitrophenol (D N P) [26] and FC C P [27], when used in 
concentrations higher than those necessary for uncoupling 
m itochondria. The effect o f M I-D , as evaluated on A TPase 
o f FC C P-treated m itochondria, was inhibitory (Fig. 4). In 
addition. M I-D  was able to rem ove the inhibition caused by 
oligomicin (data not shown). These results characterize and 
include M I-D  as a new uncoupler agent, although o f lower 
potency than FC C P, and suggest tha t the effects o f this xeno­
biotic depend on its interaction with m em brane constituents. 
In this context it has been shown tha t bo th  m em brane lipids 
and proteins change sim ultaneously during the uncoupling 
event [28]. Specific interactions with m em brane polypeptides, 
similar to those described for analogues o f the classical un ­
couplers D N P and FC C P [29,30] and also suggested from 
studies with recoupling agents [31], could be involved during 
the interaction of M I-D  with the m em brane. In order to deal 
with this possibility, experiments o f fluorescence polarization 
developed in our laboratory  with dim yristoylphosphatidylcho- 
line (D M PC ) liposomes (data no t shown), have pointed to a 
distribution o f M I-D  molecules in both ' phospholipid bilayer 
region and phospholipid/w ater interface, as described for un ­
coupler agents [32].

The actions o f M I-D  on m itochondria are complex with a 
diverse spectrum  of responses being m anifested. While M I-D  
satisfies m ost, if not all o f the criteria for an uncoupler agent, 
a t higher concentrations it can act as electron transport inhib­
itor. An inhibition o f state III, particularly  when succinate 
was the substrate, became evident w ithin the stim ulatory con­
centration range of state IV. C om pounds with such properties 
have been classified as inhibitory uncouplers [33]. The effects 
o f M I-D  on the m itochondria were in close relationship with 
its structural properties, the bulky hydrophobic groups, in 
addition to the presence of an acid-dissociable group, justify­
ing all the presently observed results.

In a recent review Skulachev [34] pointed tha t in some in­
stances an uncoupling action could explain the therapeutic 
effect o f a drug. This seems true for the an titum or action of 
carbonylcyanide-m -chlorophenylhydrazone (CCCP) [35] and 
other anticancer drugs [36]. In this respect, the results pre­
sented herein could be involved in the an titum or activity of 
M I-D  described by G rynberg et al. [10].
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