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RESUMO

Os compostos mesoidnicos apresentam potencial aplicacao terapéutica,
devido as suas propriedades quimicas. Suas regides de cargas positiva e
negativa, associadas a um sistema aromatico poliheteroatémico, favorecem a
interacao destes compostos com bioméleculas. Por outro lado, a auséncia de
uma carga liquida facilita a sua passagem através de membranas biolégicas.
Neste estudo, foram investigados os efeitos de um novo composto mesoidnico,
o cloreto de 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (MI-D)
para o qual foi descrita uma importante agao antitumoral. O MiI-D promove, em
figado de rato alimentado, a inibicdo no consumo de oxigénio, o estimulo da
glicogendlise e uma discreta inibicao da glicdlise, conforme o demonstrado
pelos valores diminuidos de lactato e piruvato. Verificou-se que o MI-D reduz a
eficiéncia da fosforilagao oxidativa em mitocéndrias isoladas de figado de rato.
As anadlises dos complexos da cadeia respiratoria sugerem que o alvo de
inibicado do composto mesoidnico situa-se apés o complexo | e entre os
complexos Il e lll. O MI-D promove o colapso do potencial elétrico de
membrana (Ay). A atividade da enzima ATPase foi drasticamente aumentada
em presen¢a do MI-D em mitocondrias intactas, mas inibida em mitocondria
desacopladas com FCCP. O MI-D altera a fluidez e a elasticidade da
membrana mitocondrial interna, conforme o verificado nos ensaios de
inchamento mitocondrial em presengca de acetato de sodio, de K' mais
valinomicina e K* mais nigericina. Os resultados dos estudos de polarizagéo
de fluorescéncia das sondas DPH e DPH-PA em vesiculas multilamelares
sintéticas (DMPC) e naturais, sugerem que o MI-D se instala na membrana
mitocondrial diminuindo sua fluidez, afetando tanto os centros hidrofébicos,
monitorados pela sonda DPH, quanto a regidao externa, mais hidrofilica,
monitorada pela sonda DPH-PA. Verificou-se que em células HelLa e L1210, o
MI-D estimula o consumo de oxigénio do estado IV induzido por oligomicina, e,
ainda em células L1210, o composto mesoidnico estimulou a produgao de
lactato. A monocamada de células Hela tratadas com o MI-D apresenta
alteragbes morfolégicas, caracteristicas do processo de morte celular por
apoptose, a saber: a) formagdao de blebs na membrana plasmatica; b)
condensacido da cromatina e c) fragmentagdo do nucleo. A confirmagao do
MI-D como indutor de apoptose foi realizada através de ensaios utilizando o
método de TUNEL. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o
MI-D atua como um agente desacoplador inibitério, induz a morte celular por
apoptose e, sugere, ainda, que tal mecanismo possa ser responsavel pelo
efeito antitumoral deste composto.



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, MI-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. MI-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 MI-D inhibition site is after
complex | and between complex Il and lil. The electrical potential (Ay) is
collapsed depending on MI-D concentration. ATPase activity is dramatically
increased by action of MI-D in intact mitochondria, but inhibited in FCCP -
uncoupled mitochondria. MI-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 MI-D on membrane fluidity artificial DMPC
membranes and native mitochondrial membranes were used. The effect of
MI-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 MI-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, MI-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 MI-D. HeLa monolayers treated with MI-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 MI-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 MI-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.
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1. INTRODUGAO

1.1 Aspectos Conceituais e Classificacado dos Compostos

Mesoionicos

A constatagao de que os grupos heterociclicos eram responsaveis pela
atividade biolégica de inimeros compostos de origem vegetal, e ainda de que
as mais importantes reagbes dos seres vivos como a provisdo de energia,
transmissdo de impulsos nervosos, visdao, metabolismo e transferéncia de
informagao hereditaria ocorrem com a participagao destes grupos, conduziu a
um significativo avango na quimica organica (POZHARSKU et al., 1997).

Entre os heterociclicos naturais de maior importancia, destacam-se os
alcaldides. Extraidos de plantas, alguns destes compostos, dentre outras
agoes, atuam como importantes estimulantes do sistema nervoso central. Além
dos efeitos benéficos, alguns alcaléides apresentam efeitos colaterais
indesejaveis, como a quinina, que apresenta elevado grau de toxicidade a
despeito de sua efetividade no tratamento da malaria. Para resolver os
problemas relacionados a toxicidade e também com a finalidade de se buscar
substancias de aplicagao farmacolégica, surgiram os compostos similares
sintetizados em laboratério, que apresentam a vantagem de possibilitar a
realizacdo de substituicoes estruturais até alcangar-ée 0s compostos com
efeitos desejados (POZHARSKU et al., 1997). Com este objetivo, muitos
compostos heterociclicos tém sido sintetizados em laboratério. Dentre estes,
surgiram os chamados compostos mesoidnicos. O termo mesoidnico foi
sugerido pela primeira vez por SIMPSON (1946), para descrever moléculas

cuja representagao por estrutura covalente ou polar néo é possivel.

Em 1955, BACKER & OLLIS, definram como mesoibnicos, o0s
compostos que apresentassem, em sua estrutura, um anel com as seguintes

caracteristicas:

1-) todos os atomos compartilhando um sexteto de elétrons =

apresentando consideravel energia de ressonancia;



2-) carater aromatico, heterociclico, com cinco ou seis elementos,

incapaz de ser representado por estrutura covalente;

3-) carga positiva no anel heterociclico, balanceada por uma carga
negativa em atomo ou grupo exociclico;

4-) estrutura planar, ou préxima a isto.

Embora a defini¢do original do termo mesoidnico (BACKER & OLLIS,
1955) permitisse que fossem classificados como tal alguns compostos
heterociclicos que apresentassem em sua estrutura anéis constituidos de 6
membros, recomendou-se, na década de 70, que o termo fosse restrito a anéis
heterociclicos de 5 membros. Assim, foi proposta na'deﬁnigéo original a
seguinte modificacdo: “um composto pode ser apropriadamente classificado
como mesoibénico quando for constituido por um anel heterociclico de 5
membros, o qual ndo pode ser representado satisfatoriamente por uma
estrutura covalente ou polar, e que possua um sexteto de elétrons r
associados aos 5 atomos que formam o anel” (OLLIS & RAMSDEN, 1976).

Assim definidos, os compostos mesoidnicos podem ser genericamente
representados pela féormula demonstrada na figura 1, onde os constituintes
indicados pelas letras a-f podem ser: carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre
com seus respectivos substituintes, especificos para cada tipo de composto
(OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982)

Andlises dos possiveis sistemas mesoidnicos, permitiram sua
classificagdo em dois tipos - A e B -, de acordo com a origem dos 8 elétrons =,
distribuidos entre o anel heterociclico (carga positiva) e o atomo ou
grupamento exociclico (carga negativa). Na figura 2 estao demonstradas as
férmulas genéricas e exemplos dos compostos mesoidnicos dos tipos A e B,
onde os numeros sobrescritos, nas primeiras, indicam a origem dos 8
elétrons n. A partir da observagdo destes exemplos, ressalta-se que a

classificagdo dos compostos mesoidnicos como do tipo A ou B é dependente
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FIGURA 1. Representagiao genérica de um composto mesoiénico. FONTE:
OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982.

1 2 2 1
b—a b—a
2/ \ 1 1 2 / \ 1 1
- N
d d
Tipo A Tipo B

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

FIGURA 2. Representagcio e exemplos dos compostos mesoionicos dos
tipos A e B. O 1,23 4-tetrazélio-5-tiolato € um exemplo de composto
mesdionico do tipo A e seu isdmero dehidroditizona, do tipo B. FONTE: OLLIS
& RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982.



da natureza dos substituintes do anel heterociclico, e n&o apenas do tipo de
anel (NEWTON & RAMSDEN, 1982).

Entre as década de 50 e 80, foram sintetizados mais de 70 compostos
mesoidnicos. Até o ano de 1982, os compostos mesoidnicos do tipo A incluiam
aproximadamente 60 compostos, pertencendo o anel mesoidnico aos
seguintes sistemas: oxazoéis, dioxois, diazois, tiazoéis, ditibis, oxadiazéis,
oxatiazdis, triazéis, tiadiazoéis, oxatriazdis, tetrazdis, tiatriazbis, oxatibis,
selenazois e ditiadiaz6is (NEWTON & RAMSDEN, 1982). Os diferentes grupos
de compostos mesoidnicos do tipo A, estao listados na tabela 1.

Ja os compostos mesoidnicos do tipo B, em menor nimero, listados na
tabela 2, somaram até 1982, 13 compostos, incluindo os seguintes sistemas:

oxazois, diazoéis, tiazois, ditidis, tiadiazois e tetrazobis.

Como se observa nas tabelas 1 e 2, o anel principal pode dar origem a
compostos do tipo A ou B, em fung¢do da natureza do substituinte, sendo que
este ird definir o numero de elétrons atribuido a cada atomo do composto,
definindo assim sua classificagdo (NEWTON & RAMSDEN, 1982).

Conforme se ressaltou, o termo mesoidnico pode ser utilizado apenas
para compostos que ndao possam ser representados por estrutura covalente ou
polar. Desta forma, moléculas que exibem um alto grau de fixagdo de cargas
positiva e negativa sobre atomos especificos, como as troponas, cuja estrutura
esta mostrada na figura 3A , e as betainas, representadas na figura 3B, nao

podem ser classificadas como mesoibnicas.

Devido as suas caracteristicas estruturais, os compostos mesoiénicos
apresentam propriedades muito interessantes. Suas regides de cargas positiva
e negativa, associadas a um sistema aromatico poliheteroatémico, favorecem
a interagao destes compostos com bioméleculas. Por outro lado, a auséncia de
uma carga liquida na molécula, facilita a sua passagem através de membranas
biolégicas (KIER & ROCHE, 1967). Estes aspectos tém motivado os estudos
das possiveis atividades biolégicas destas drogas, intimamente relacionadas



TABELA 1-Heterociclicos Mesoidnicos do Tipo A

1 2
—a
2c/ \e1 {
1€ —
d
SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS
Oxazois a b c d e f
1,3-Oxazoélio-4-olatos NR CR o CR C o]
1,3-Oxazolio-5-olatos (0] CR NR CR C 0]
1,3-Oxazo6lio-5-aminidas (o] CR NR CR C NR
1,3-Oxazélio-4-aminidas NR CR (@] CR C NR
Dioxéis
1,3-Dioxolio-4-olatos 0] CR (@) CR Cc o)
Diazéis
1,3-Diazolio-4-olatos NR CR NR CR C (0]
1,3-Diazdlio-4-aminidas NR CR NR CR (o3 NR
1,3-Diaz6lio-4-tiolatos NR CR NR CR Cc S
1,3-Diaz6lio-metilidas NR CR NR CR c CXYp
Tiazbis
1,3-Tiazdlio-5-olatos S CR NR CR C 0]
1,3-Tiazdlio-4-olatos NR CR S CR C (0]
1,3-Tiazolio-5-aminidas S CR NR CR C NR
1,3-Tiazdlio-5-tionas S CR NR CR C S
1,3-Tiazodlio-4-aminidas NR CR S CR C NR
Ditidis
1,3-Diti6lio-4-olatos S CR S CR C 0]
1,3-Diti6lio-4-aminidas S CR S CR C NR
Oxadiazéis
1,3,4-Oxadiazo6lio-2-olatos (o) CR NR N C o)
1,3,4-Oxadiazolio-2-aminidas o CR NR N C NR
1,3,4-Oxadiazolio-2-tiolatos o) CR NR N C S
1,3,4-Oxadiazolio- metilidas o) CR NR N C cxy®
1,2,3-Oxadiazo6lio-5-olatos (sidnonas) (o) N NR CR Cc o
1,2,3-Oxadiaz6lio-5-aminidas (sidnoniminas) o) N NR CR C NR
1,2,3-Oxadiaz6lio-5-tiolatos o} N NR CR c s
Oxatiazéis
1,3,2-Oxatiaz6lio-5-olatos o N S CR Cc (o)
Triazéis
1,2,3-Triazo6lio-4-olatos NR N NR CR C (0]
1,2,3-Triazdlio-4-aminidas NR N NR CR c NR
1,2,3-Triazélio-4-tiolatos | NR N NR CR Cc S
1,2,4-Triazéblio-3-olatos NR CR NR N Cc o
1,2,4-Triaz6lio-3-aminidas NR CR NR N o] NR
1,2,4-Triazo6lio-3-tiolatos NR CR NR N c S
1,2,4-Triazo6lio-3-metilidas NR CR NR N C CXYy
1,2,4-Triazolio-3-selenolatos NR CR NR N C Se

continua



TABELA 1 - Heterociclicos Mesoi6nicos do Tipo A

1 2
b—a
2c/ \e1 f1
1
d
continuacao
SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS
Tiadiazéis a b c d e f
1,3,4-Tiadiazolio-2-olatos S CR NR N C (0]
1,3,4-Tiadiazolio-2-aminidas S CR NR N C NR
1,3,4-Tiadiazolio-2-tiolatos S CR NR N c s
1,3,4-Tiadiazolio-2-metilidas S CR NR N C CXYy
1,2,3-Tiadiazolio-4-olatos NR N S CR C o
1,2,3-Tiadiazélio-5-olatos S N NR CR Cc 0o
1,2,3-Tiadiazélio-5-aminidas S N NR CR Cc NR
1,2,3-Tiadiazolio-5-tiolatos S N NR CR C s
1,2,3-Tiadiazodlio-5-metilidas S N NR CR C CXY
1,2,4-Tiadiazdlio-3-olatos NR CR S N C 0 b
1,2,4-Tiadiazdlio-3-aminidas NR CR S N C NR
Oxatriazdis
1,2,3,4-Oxatriazolio-5-olatos (0] N NR N C (o)
1,2,3,4-Oxatriazolio-5-aminidas o N NR N Cc NR
1,2,3,4-Oxatriazélio-5-tiolatos o N NR N o]
Tetrazois
1,2,3,4-Tetrazolio-5-olatos NR N NR N Cc o
1,2,3,4-Tetrazolio-5-aminidas NR N NR N Cc NR
1,2,3,4-Tetrazolio-5-tiolatos NR N NR N Cc S
1,2,3,4-Tetrazolio-5-metilidas NR N NR N c CXYp
1,2,3,4-Tetrazolio-5-selenolatos NR N NR N c Se
Tiatriazéis
1,2,3,4-Tiatriazélio-5-olatos S N NR N ] 0
1,2,3,4-Tiatriazélio-5-aminidas S N NR N ] NR
1,2,3,4-Tiatriazblio-5-tiolatos S N NR N o] S
1,2,3,4-Tiatriazolio-5-metilidas S N NR N o CXYp
Oxatiobis
1,3-Oxatiolio-4-olatos S CR (0] CR C o)
1,3-Oxatidlio-5-olatos o} CR S CR o] o)
Selenazois
1,3-Selenazoélio-4-olatos NR CR Se CR C o)
Ditiadiazéis
1,3,2,4-ditiadiazolio-5-olato S N S N ] o]
1,3,2,4-ditiadiaz6lio-5-aminidas S N S N c NR

pOs substituintes X e Y incluem CO, Et, CN ou um residuo fluorenilida.
FONTE: OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982



TABELA 2 - Heterociclicos Mesoi6nicos do Tipo B

b—a
2 / \ 1 ¢
[ o3 “ 1/ e

SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS

a c d e f
Oxazois
1,2-Oxazdlio-4-olatos CR NR CR Cc o
1,2-Oxazélio-4-aminidas CR NR CR C NR
Diazéis
1,2-Diazdlio-4-olatos CR NR NR CR C o)
1,2-Diazdlio-4-aminidas CR NR NR CR C NR
Tiazois
1,3-Tiazo6lio-4-olatos CR NR CR c (0]
1,3-Tiazdlio-4-aminidas CR NR CR c NR
Diti6is
1,2-Diti6lio-4-olatos CR S CR o] o)
1,2-Ditiolio-4-tiolatos CR S CR C S
Tiadiazéis
1,2,5-tiadiazélio-3-olatos N NR CR Cc o)
Tetrazéis
1,2,3,4-Tetrazolio-5-olatos N NR NR N c 0
1,2,3,4-Tetrazblio-5-aminidas N NR NR N c NR
1,2,3,4-Tetrazdlio-5-tiolatos N NR NR N o] S
1,2,3,4-Tetrazolio-5-metilidas N NR NR N c CXYp

pOs substituintes X e Y incluem CO; Et, CN ou um residuo fluorenilida.
FONTE: OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982



FIGURA 3 A. Estrutura quimica das troponas FONTE: KIER & ROCHE,
1967.

FIGURA 3 B. Estrutura quimica das Betainas. FONTE: KIER & ROCHE,
1967.
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a presenca de determinados substituintes no anel (GLENNON et al., 1981;
BADACHIKAR et al., 1986; CORELL et al., 1994; GRYNBERG et al., 1997)

A atividade biolégica de alguns compostos mesoidnicos dos tipos A e B
€ comprovada por vasta literatura, sendo muitos destes compostos
patenteados (OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982) e,
dentre estes, alguns sao comercialmente utilizados como medicamentos
(BIAM, 1992). No entanto, com relagdo a composi¢cdo do anel mesoidnico, os
que apresentam atividade biolégica relevante podem ser agrupados em 4
classes principais: as sidnonas (1,2,3-oxadiazélio-5-olatos), as sidnoniminas
(1,2,3-oxadiazdlio-5-aminidas), os oxatriazéis e os 1,34-tiadiazéis
mesoibnicos, cujas estruturas estdo representadas na figura 4 (KIER &
ROCHE, 1967).

1.2 Atividades Biolégicas dos Compostos Mesoidonicos
Sidnonas (1,2,3-oxadiazoélio-5-olatos)

As sidnonas (figura 4A), foram os primeiros compostos mesoidnicos
sintetizados (EARL & MACKNEY, 1935), como também os mais estudados até .
a atualidade. O primeiro estudo de uma possivel atividade biolégica das
sidnonas, foi realizado por BROOKES & WALKER (1957). Os autores
sintetizaram sidnonas cujas estruturas se relacionavam com a-aminoacidos
naturais. Estas drogas tiveram sua atividade testada, in vitro, contra varios
microorganismos, dentre eles: Streptococcus haemolyticus, Staphylococcus
aureus e E. coli. Porém, tais estudos nao obtiveram sucesso.

Posteriormente, DAVIS et al. (1959), demonstraram in vivo a efetividade
de 3-fenilsidnonas no controle da ferrugem do trigo e feijao. Entretanto, como
nao foi observado efeito in vitro contra o fungo, os autores sugeriram que o
composto tornaria o tecido do hospedeiro desfavoravel ao desenvolvimento da
doenga. O fendmeno observado foi justificado como decorrente da analogia
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FIGURA 4. Estruturas representativas de compostos mesoidnicos com
destacada atividade bioldgica: A. sidnonas (1,2,3-oxadiazélio-5-olato); B.
sidnoniminas (1,2,3-oxadiazélio-5-aminida); C. oxatriazbis (1,2,3,4 oxatriazélio-
5-olato) e D. 1,3,4-tiadiazéis mesoidnios (1,3,4-tiadiazdlio-2-tiolato). FONTE:
KIER & ROCHE, 1967.
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estrutural entre as sidnonas sintetizadas e os aminoacidos 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 leucémicas L -
1210. Em trabalho posterior, 0 mesmo grupo de pesquisadores (NYBERG &
CHEN, 1965), verificou, em camundongos, a atividade de derivados de 3-
piperonilsidnonas - analogo estrutural da 3-(p-metoxibenzil) sidnonas -, contra
Plasmodium berghei, o agente causador da malaria. O mecanismo de acéo do
composto nao foi esclarecido, mas uma valiosa informag¢ao foi obtida apds a
submissado do composto a hidrélise acida ou basica: os prbdutos da hidrolise,
piperonilhidrazina e N-nitroso-N-piperonilglicina, ndo apresentaram atividade
antimalarica, sugerindo que a integridade do anel mesoidnico constituia-se

fator essencial a atividade biolégica do composto.

Estudos desenvolvidos por BRUZZESE et al. (1965a), também
evidenciaram a importadncia da integridade do anel para a atividade dos
compostos mesoidnicos. De inicio, os autores constataram, em ratos, a agao
analgésica, antiinflamatéria e hipoglicemiante para determinadas 3-
aminoalquil-sidnonas. Porém, quando tais compostos foram submetidos a
hidrélise acida, nao apresentaram a mesma atividade (BRUZZESE et al.,
1965b).

Em adi¢cdao ao trabalho pioneiro de GRECO et al. (1962), a agao
antineoplasica 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 leucémicas L1210. Foram testados
os compostos 3-(4-X-3-nitrofenil)-1,2,3-oxadiazélio-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 B10OMCII, sendo o
composto com o substituinte Cl, o mais citotéxico contra todas as células
tumorais testadas in vifro. Destaca-se, ainda, que os compostos cujos
substituintes eram o anel piperidino ou morfolino nido apresentaram atividade
antitumoral. Estes resultados nao apenas reiteraram a efetividade das
sidnonas como agentes antineoplasicos, como também a importancia da
presenca de determinados substituintes no anel para que o composto
apresente atividade biolégica.

Também na década de 90, demonstrou-se para as sidnonas as
atividades antiinflamatéria e analgésica (SATYANARAYANA & RAO, 1995). Os
autores pesquisaram a atividade de duas séries de compostos. Os compostos
da série | eram 4-[1-oxo0-3-(aril substituido)-2-propenil]-3-fenilsidnonas (figura
B6A) e os da série Il eram 3-[4-[3-(aril substituido)-1-oxo-2-propenillfenil]
sidnonas (figura 6B). Estes, na dose de 100mg/Kg, foram capazes de inibir, em
ratos, a formagcao de edema induzido por carragenana, mostrando, portanto,
uma atividade antiinflamatéria. A acao analgésica em camundongos foi
também avaliada, e, na mesma dose, observou-se a diminui¢ao do niamero de
contorgoes induzidas pela administragao de acido acético. Os derivados da
série |, que apresentavam como substituintes em R os grupamentos 4-N(CH5),
ou 4-Cl, apresentaram maior atividade antiinflamatéria, inibindo a formagao do
edema em 54% e 51%, respectivamente, em relagdo ao controle. Quanto a
acdo analgésica, os derivados da mesma série, que apresentavam como
substituintes em R o grupamento 4-OH foram os mais efetivos, reduzindo em
49% o numero de contor¢ées em relagdo ao controle. A presenga do fllor
como substituinte em R, conferiu ao composto uma atividade analgésica
similar a verificada para a aspirina, com redugao do numero de contorgcées em

relagao ao controle, em 62%.

Ainda em relagdo aos os efeitos bioldgicos atribuidos as 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 quimica do 3-(4-X-3-nitrofenil)-1,2,3-oxadiazélio-5-
olato. FONTE: GRYNBERG et al., 1992.
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FIGURA 6 A. Estrutura quimica do 4-[1-oxo-3-(aril substituido)-2-propenil]-
3-fenilsidnonas (série I). FONTE: SATYANARAYANA & RAO, 1995.
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FIGURA 6 B. Estrutura quimica do 3-[4-[3-(aril substituido)-1-oxo-2-
propenil]fenil] sidnonas (série ll) . FONTE: SATYANARYANA & RAO, 1995.
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utilizados, nas doses de 25 a 100ug, 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 referéncia.
Ainda neste contexto, foram sintetizadas cefalosporinas e penicilinas, em cuja
estrutura estava presente o anel mesoidnico caracteristico das sidnonas. Tais
drogas também apresentaram importante atividade antibacteriana (OLLIS &
RAMSDEN, 1976).

A atividade biolégica das sidnonas tem sido estudada, também, sob
outro enfoque. Algumas pesquisas avaliaram a a¢ao do composto 3-[2-(2,4,6-
trimetilfenil) tioetil-4]-metilsidnonas (TTMS) sobre o citocromo P 450, em
cultura de hepatécitos de embries 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 formagdao de um
pigmento identificado como N-alquilprotoporfirina IX. Tal pigmento atuaria
como inibidor da enzima ferroquelatase, havendo, em conseqiiéncia, uma
diminuicdo do “pool” de grupamentos heme. Em resposta a esta diminuigao,

ocorreria uma ativacao da 3-aminolevulinato sintase.
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Sidnoniminas (1,2,3-oxadiazélio-5-aminidas)

Com relagédo as sidnoniminas (figura 4B), os estudos de relevancia
surgiram nas décadas de 80 e 90, sendo a maioria relacionada a acao 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
liberagao de NO da estrutura das sidnoniminas sintetizadas. Este efetor ativa a
enzima guanilato ciclase, que catalisa a sintese de monofosfato ciclico de
guanosina (cGMP), determinando, entdao, o relaxamento da musculatura
vascular (MONCADA et al.,, 1991). Desta forma, drogas que induzem a
liberagdo de NO exercem efeitos importantes sobre o sistema cardiovascular,
sendo utilizadas no tratamento de doengas que afetam este sistema, como por
exemplo a Angina de Peito (RUDOLPH et al., 1991). Entre os compostos
mesoidnicos liberadores de NO, utilizados no tratamento de doengas
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 estdo relacionados a seus dois metabdlitos, o
SIN-1 (3-mofolinosidnonimina) e SIN-1A (N-nitroso-N-morfolino-acetonitrito),
representados na figura 7. A agdo vasodilatadora promovida pela molsidomina
é comparavel aquelas observadas para os nitratos de uso terapéutico, como a
nitroglicerina (MAJID et al., 1980; RUDOLPH et al., 1991). Os principais efeitos
atribuidos a molsidomina (vasodilatador, coronariodilatador e antiagregante
plaquetario), o tornam indicado ao tratamento da angina de peito e

insuficiéncia cardiaca 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 mesoibdnico, apés sua abertura (HOGG et al., 1992). Por
outro lado, em estudo publicado por REHSE et al. (1993a), sugeriu-se que
determinados substituintes do anel mesoidénico, como por exemplo o N-NO,

seriam os precursores do NO formado. No estudo em questao, foi avaliado o
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FIGURA 7. Estrutura quimica do N-etoxicarbonil-3-morfolinosidnonimina
(molsidomina), morfolino sidnonimina (SIN-1) e N-nitroso-N-morfolino-
acetonitrito (SIN-1A).FONTE: RHESE et al., 1995b; KANKAANRANTA et al,,
1996.
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efeito antiagregante plaquetario “in vitro” de varios derivados 3-arilalquil-N-X-
5-sidnoniminas substituidos (figura 8), observando-se maior atividade para o
composto onde X correspondia ao grupamento N-NO e R; , R;, Rz e R, ao
atomo de H. No entanto, a atividade verificada - inibicido da agregagao
plaquetaria induzida pelo colageno - ICsy 0,7 ymols/L -, ndo parecia estar
diretamente relacionada ao composto, mas a produtos resultantes da
degradacao fotolitica deste, devido a incidéncia da luz visivel no agregometro.
Estes produtos de degradagéo ativos foram denominados “espécies ligadas ao
NO”. Ainda no mesmo estudo, com o objetivo de verificar a formagao destas
espécies também in vivo, o mesmo derivado de maior atividade (X
correspondendo ao grupamento N-NO e R, , Rz, R; e R, ao atomo de H ), foi
avaliado quanto a atividade anti-trombética. Usando um modelo de trombose
induzida por laser, em ratos (REHSE et al., 1991), foi observada uma inibigao
de aproximadamente 28% em vénulas e 48% em arteriolas, ap6és a
administragao oral do composto na dose de 60mg/Kg de peso. Estes
resultados sugeriam a formagdo de espécies relacionadas ao NO, também in
vivo, confirmando o potencial uso dos derivados 3-arilalquil-N-nitroso-5-
sidnoniminas como agentes anti-trombéticos, doadores de NO.

Em trabalho posterior, REHSE et al. (1993b) avaliaram a atividade anti-
trombotica, 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-trombéticos tanto in vitro, conforme avaliado pela inibicdo da
agregacéo plaquetaria pelo teste Born, como in vivo, conforme avaliado pela
inibicio da formacgéo de trombo, induzida por laser em ratos (REHSE et al.,
1991), foram os que apresentavam como substituintes em X o grupamento N-
NO, e como substituintes em R grupamentos mais lipofilicos, como por
exemplo grupos hexil e ciclohexil. Segundo os autores, a presenca de
substituintes lipofilicos favoreceriam a interacdo destes compostos com a
membrana plaquetaria, facilitando a entrada destes na plaqueta, ou a liberagéo
de quantidades significativas de NO ou espécies relacionadas. Paralelamente
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FIGURA 8. Estrutura quimica das 3-arilalquil-N-X-5-sidnoniminas. FONTE:
RHESE et al., 1993a.

FIGURA 9. Estrutura quimica das 3-alquil-N-X-5-sidnoniminas FONTE:
RHESE et al., 1993b.
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a atividade de anti agregantes plaquetarios, os compostos considerados
doadores de NO, como os nitratos organicos e a propria molsidomina, sao
conhecidos por sua a¢ao vasodilatadora (RUDOLPH et al., 1991). Procurando
avaliar tal efeito, os autores investigaram a ag¢do vasodiladora apés a
administracao oral do composto que apresentava como substituintes em X e
em R os grupamentos N-NO e CHj, respectivamente. Foram utilizados como
modelo experimental, caes portadores de hipertensdo renal, conscientes, que
receberam 3mg/Kg do composto, por via oral. Os resultados obtidos - redugao
da pressao sistélica e endodiastélica 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 posicdo 4 do anel
sidnonimina (3,4-disubstituidos N-X-5-sidnoniminas, figura 10). Reiterando os
resultados dos trabalhos anteriores, foi observada uma maior atividade -
inibicdo da agregagdo plaquetaria induzida pelo colageno - quando X era
correspondente ao grupamento N-NO e R, e R; (posicdes 3 e 4) a
grupamentos mais lipofilicos como feniletil e ciclohexil, respectivamente. A
lipofilicidade dos substituintes foi relacionada & maior interagéo dos compostos
com a membrana plaquetaria, enquanto a presenga do grupo nitroso (N-NO) a

liberagdao de NO.

Ainda com referéncia a atividade antitrombética das sidnoniminas,
REHSE et al. (1995a) demonstraram a inibigdo da adesdo de leucdcitos,
induzida por estimulo elétrico, em vénulas mesentéricas de ratos, apés a
administragao 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 quimica das 3,4-alquil-N-X-5-sidnoniminas. FONTE:
RHESE et al., 1993c

FIGURA 11. Estrutura quimica do RE 2047 (3-metil-N-nitroso-sidnona-5-
iminas FONTE: RHESE et al., 1995a.
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Oxatriazois Mesoionicos

Assim como as sidnoniminas, atribuiu-se igualimente aos oxatriazéis
mesoibnicos (figura 4C), a propriedade de atuarem como doadores de NO.
Tém sido descritas as sinteses de varios oxatriazéis mesoionicos,
denominados de compostos GEA (derivados 3-aril substituidos oxatriazéis-5-
imina) (CORELL et al., 1994). Tais compostos, foram avaliados quanto a sua
atividade biolégica, sendo caracterizados, a partir dos resultados obtidos,
agentes anti agregantes plaquetarios, fibrinoliticos, tromboliticos e
broncoliticos, como liberadores de NO. Em estudo posterior (KANKAANRANTA
et al.,, 1996), foram realizados ensaios que comprovaram a liberagdo de NO
das estruturas de dois compostos GEA, denominados GEA 3162 e GEA 3175
(figura 12). Tal como no caso do metabdlito da molsidomina SIN-1 (figura 7) o
NO foi liberado a partir do anel mesoidnico.

1,3,4-Tiadiazois Mesoionicos

Estudos com derivados 1,3,4-tiadiazéis, quarta classe de derivados
mesoidnicos, representados na figura 4D, também tém demonstrado uma
importante atividade biolégica. No entanto, ao contrario das sidnonas e

sidnoniminas, a disponibilidade de informagdes na literatura € mais limitada.

A atividade biolégica destes compostos foi relatada pela primeira vez
por STEWART & KIER, em 1965. Os autores testaram derivados 4-fenil-5-X-
1,3,4-tiadiazélio mesoidnicos (figura 13) contra Staphylococcus aureus,
Diplococcus pneumoniae e E. coli, in vitro. Através da técnica de difusdo em
agar a sensibilidade dos microorganismos foi avaliada frente a varios
derivados mesoidnicos. A atividade de tais derivados foi estimada pela medida
da zona de inibigdo 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 posi¢ao 5 eram

inativos.
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FIGURA 12. Estrutura quimica dos compostos mesoidnicos 3-aril
substituidos oxatriazéis-5-iminas, GEA 3162, GEA 3175 FONTE:
KANKAANRANTA et al.,1996.
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GLENNON et al. (1981) descreveram a inibicdo da enzima adenosina
3',5’- monofosfato fosfodiesterase por compostos mesoidnicos 1,3 4-tiadiazbis
[3,2-a] pirimidinas (figura 14). Segundo os autores, tal inibicdo deveu-se ao
fato de que os derivados sintetizados eram analogos estruturais as xantinas
naturais, inibidores conhecidos da fosfodiesterase. A inibicdo na atividade da
enzima foi dependente da presengca de determinados substituintes (posicées
correspondentes a R;, Rs € Rg), na estrutura dos derivados mesoidnicos.
Substituintes mais hidrofébicos, como fenil ou benzil, exerciam maior inibigao
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 inibicdo promovida pelos derivados 1,3,4 -tiadiazois-
pirimidinas mesoidnicos era similar a observada para a teofilina. A partir de
estudos cinéticos, os pesquisadores sugeriram que tal inibicdo era do tipo
competitiva. Nesse estudo, como no anterior, foi observada maior atividade na
presenca de substituintes mais hidrofébicos.

Considerando a proposta de DALY (1982) de que os principais efeitos
farmacolégicos das xantinas estariam relacionados mais a sua agao como
antagonista dos receptores de adenosina, do que propriamente, a inibi¢ao
direta sobre a enzima fosfodiesterase, GLENNON et al. (1984) estudaram a
possivel agao antagonista dos derivados 1,3,4-tiadiaz6is mesoiénicos sobre os
receptores de adenosina. Estes autores avaliaram os efeitos in vitro de varias
classes de compostos mesoidnicos analogos as xantinas, sobre as duas
classes de receptores de adenosina, A; e A, relacionados a inibicao e a
ativacao da enzima adenilato ciclase, respectivamente . Os compostos 1,3,4 -
tiadiazélios [3,2- a] pirimidinas (figura 14) foram antagonistas somente aos
receptores adenosina do tipo A;, embora tal efeito tenha sido menos
pronunciado que o exercido pela teofilina, composto utilizado para

comparagao.

LIMA et al. (1986) descreveram atividade antifingica e antibacteriana
para o derivado 4,5-difenil-2-tiolato-1,3,4-tiadiazélio. Este composto foi testado
in vitro contra as bactérias Escherichia coli, Streptococcus faecalis,
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FIGURA 13. Estrutura quimica dos compostos 4-fenil-5-X-1,3,4-tiadiazéis
mesoidnicos FONTE: STEWART & KIER, 1965.
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FIGURA 14. Estrutura quimica do 1,3,4-tiadiazélio-[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 inibicao do

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

Derivados 1,3,4-tiadiazéis também foram ativos in vitro contra
leveduras. MONTANARI et al. (1992) testaram os compostos 1,3,4-tiadiazélio -
2-aminida contra S. cerevisiae, usando técnicas de microcalorimetria. A
atividade antifingica significativa foi observada somente para composto 1,3,4-
tiadiazélio-2 aminida (figura 15) quando estava presente como substituinte em
X, o grupamento NO,. Estudos posteriores de MONTANARI et al. (1997)
relataram a sintese e a atividade antimicrobiana de compostos 1,3,4-tiadiazois-
2-aminida contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. Foram avaliadas tanto a forma de acidos conjugados como a de
bases livres (figuras 16A e 16B) dos compostos sintetizados, sendo os acidos
conjugados os mais ativos contra as bactérias testadas. Os autores também
demonstraram que para os acidos conjugados, a presenga de Br, Cl ou NO,
na posi¢cao 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-tiadiazélio foi sintetizado no Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (1994). Trata-se do cloreto de 4-fenil-5-[4-nitrocinamoil]-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina (Mi-D), precursor do composto mesoidnico 4-fenil-5-[4-
nitrocinamoil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilaminida (figura 17), cuja estrutura foi
determinada por RMN 'H e " 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 LDso

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 inibicdo no crescimento de sarcoma 180 e de tumor de Ehrlich,
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FIGURA 15. Estrutura quimica do composto mesoiénico 1,3,4-tiadiazélio-
2-aminida ativo contra Saccharomyces cerevisae. FONTE: MONTANARI et
al., 1992.
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FIGURA 16. Estrutura quimica dos compostos 1,3,4-tiadiazélio-2-aminidas
mesoidonicos; em A. acidos conjugados; e em B. bases livres. FONTE:
MONTANARI et al., 1997.
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quando da administragao intraperitonial de Mi-D em camundongos, nas doses
de 30 e 25 mg/Kg, respectivamente, ndo tendo sido afetados os parametros
hematolégicos de animais nao portadores de tumor, quando administrados
15 mg/Kg de MI-D.
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FIGURA 17. Estrutura Quimica do cloreto de 4-fenil-5-[4-nitrocinamoil]-
1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI-D) em A. e de seu derivado mesoidnico
4-fenil-5-[4-nitrocinamoil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilaminida em B. FONTE:
GRYNBERG et al., 1997.
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1.3 OBJETIVOS

Em contraste aos varios trabalhos que tratam da potencialidade do uso
dos compostos mesoidnicos como farmacos, particularmente os derivados
1,3,4-tiadiazbis, faltam na literatura dados que esclaregam o mecanismo
bioquimico de sua agdo, bem como seus efeitos no ambito global da fungao

celular.

O objetivo geral do presente trabalho, portanto, € o de contribuir para a
elucidagdo dos efeitos, a nivel celular, dos compostos mesoidnicos
representados, mais particularmente, pelo cloreto de 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil)
-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI-D) e seu derivado mesoidnico 4-fenil-5-(4-
nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilaminida, para os quais foi descrita uma
importante agao antitumoral (GRYNBERG et al.,1997).

Neste sentido, através de modelos experimentais como a perfusdo de
figado isolado; mitocondrias isoladas; células intactas e membranas artificiais

e naturais, serao avaliados os efeitos do MI-D sobre:
1) a glicogendlise e glicdlise;
2) a fungdo mitocondrial;
3) a interagdo com membranas;

4) a morfologia, ultra estrutura e morte celular.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Foram obtidos da Sigma Chemical Co. : DMSO, D-manitol, Hepes,
EGTA, EDTA, albumina de soro bovino, acido glutamico e succinico, rotenona,
ADP, ATP, NADH, NAD", citocromo ¢ (Tipo IV - coracdo de boi),
fosfoenolpiruvato, piruvato quinase (tipo I, 100U/mg de proteina), lactato
desidrogenase (tipo |, 60U/mg de proteina), FCCP, safranina O, valinomicina,
oligomicina, antimicina A, nigericina, fluoreto de fenil-metil-sulfonila, DMPC,

paraformaldeido e tetréxido de ésmio.

Os reagentes a seguir indicados foram adquiridos dos laboratérios:
ferricianeto de potassio (Riedel), cianeto de sédio (Baker), DPIP (Eastman),
sondas fluorescentes DPH e DPH-PA (Molecular Probes), meio essencial
minimo de Eagle (Flow laboratories), soro fetal bovino estéril (Laborclin),

tripsina (Difco), glutaraldeido, cacodilato de sédio e resina epon (Polysciences)

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

O Kit ApopTag Plus foi fornecido pela Oncor.

MI-D (cloreto de 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil)-1,3,4-tiodiazélio-2-fenilamina)
foi sintetizado e gentilmente doado pela Prof. Dra. Aurea Echevarria do
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. O composto teve sua estrutura confirmada
por RMN "H e " C e espectroscopia de massas (GRYNBERG et al., 1997).

2.2 Solugoes
2.2.1 Preparo da Solugao de MI-D

A solucédo de MI-D foi preparada em DMSO a concentracéo final de 5
mmols.L™. Esta solugdo estoque foi mantida congelada a -18°C, e utilizada no
prazo maximo de 1 més, apos o preparo. Analises de RMN de 'H e °C e
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espectroscopia de massa confirmaram que composto, assim armazenado,
conserva suas caracteristicas estruturais (ECHEVARRIA, Comunicagao
pessoal). Para a utilizagao nos ensaios, a solugao estoque foi diluida em meio
de reagao, a fim de obter-se a concentragao final desejada para cada situagao
experimental.

O espectro de absor¢édo do MI-D em DMSO e da solugdo diluida em
tampao Tris-maleato 10 mmols.L™, pH 7, KCI 50 mmols.L™”, estdo apresentados

na figura 18A e 18B, respectivamente.

2.2.2 Solugoes Utilizadas no Cultivo Celular
2.2.2.1 Solucao de Bicarbonato de Sédio

A solucdo de bicarbonato de sédio, foi preparada a concentragdo de
7.5% (p/v) e distribuida em tubos, no volume de dez mL. Apés a esterilizagédo
feita em autoclave a 120°C e 1 atm de pressao, por trinta minutos, esta -
solugao foi mantida a temperatura ambiente, sendo utilizada para ajustar o pH

do meio de crescimento.

2.2.2.2 Solugao Salina Tamponada

A solugdo salina tamponada (PBS), em pH 7,4, foi preparada
rotineiramente na forma de solugdo estoque cinco vezes concentrada, sendo
constituida nestas condiges de: Na;HPO, 40,5 mmols.L”, NaCl 680 mmols.
L' KH,PO,7,3 mmols.L™". Esta solugéo foi esterilizada em autoclave a 120° C,
1 atm de press@o e mantida a 4°C. No momento do uso, fez-se a diluigdo em

agua bidestilada estéril.

2.2.2.3 Solucao Dispersante de Células (STV)

A solugdo dispersante de células ou solugédo tripsina-verseno (STV),
preparada com a finalidade de descolar as células HelLa do frasco de cultura,
constituiu-se de: tripsina 50mg%, NaCl 137mmol.L"', KCI 5.4 mmols.L™,
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FIGURA 18. Espectros de Absorcdao do MI-D. A. Espectro de absorgéo do
MI-D na concentracéo de 80 pmols.L™, em tampao Tris - maleato 10 mmols.L”,
pH 7, KCI 50 mmols.L™". B. Espectro de absorg&o do MI-D na concentragdo de
80 pmols.L” em DMSO.



35

KH,PO, 0,44 mmolL', dextrose 5 mmols.L™", vermelho de fenol 2mg%,
NaHCO; 2,3 mmol.L™' e EDTA 0,53 mmols.L". A esterilizagao da solugéo foi
feita por filtragao, utilizando-se membranas de acetato-nitrato de celulose com
poros de 0,22 um, marca Millipore, em aparelho Sartorius. Apés a filtragcdo a
solucao STV foi mantida -18°C.

2.3 Animais

Para os experimentos de perfusdo de figado e isolamento de
mitocondrias de figado de rato, foram utilizados ratos machos albinos Wistar ,
com peso variando entre 220-330 g, mantidos nos biotérios do Laboratério de
Metabolismo Hepatico da Universidade Estadual de Maringa e do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da UFPR, respectivamente. Os animais foram alimentados
com dieta balanceada Purina® e agua ad libitum e, para o isolamento das
mitocondrias de figado, os animais foram submetidos a um jejum prévio de 12

horas permitindo-se agua ad libitum.

2.4 Células

Neste trabalho foram utilizadas células da linhagem HelLa e L1210.
Células HelLa sao derivadas de carcinoma de cervix uterino humano, crescem
em monocamada e apresentam aparéncia epitelial. As células L1210
constituem-se de uma linhagem leucémica de linfécitos e desenvolvem-se em
suspensao. As duas linhagens foram procedentes da American Type Culture
Collection , sendo as células HelLa adquiridas da Seg¢ao de Cultivo Celular do
Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, a passagem n° 104, enquanto as L1210 foram
gentilmente doadas ao Laboratério de Cultivo Celular da UFPR pela Dra.
Bartira B. Rossi , do Departamento de Imunologia, da UFRJ.
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2.5 Perfusao de Figado Isolado

Os experimentos de perfusado de figado foram realizados no Laboratério
de Metabolismo Hepatico, do Departamento de Farmacia e Bioquimica da
Universidade Estadual de Maringa, com a supervisiao do Prof. Dr. Adelar
Brach. Foram utilizadas técnicas de perfusdo de rotina daquele laboratério e

avaliadas a glicdlise e glicogendlise.

2.5.1 Liquido de Perfusao

O liquido de perfusdao utilizado foi o tampado de Krebs-Hanseleit-
bicarbonato (KREBS & HENSELEIT, 1932), que apresenta um pH de 7,4
quando saturado com uma mistura de oxigénio e diéxido de carbono na
propor¢ao de 95:5. A composi¢ao do tampao foi a seguinte: NaCl 115mmols.
L™, NaHCOs 25 mmols.L™", KCI 6 mmols.L™", Na,SO,4 1,2 mmols.L™, MgCl, 1,18
mmols.L”, NaH,PO4 1,25 mmols.L™, CaCl, 2,5 mmols.L™" e BSA 20mg%.

2.5.2 Isolamento do Figado

Para a realizagdo dos experimentos, animais alimentados foram
anestesiados com nembutal sédico (50mg/Kg) e o figado retirado segundo
procedimento cirurgico descrito por KELMER-BRACHT et al. (1984). Todo o
procedimento cirirgico foi gentilmente realizado pela Proff. Dra. Jorgette
Constantin, do Departamento de Farmacia e Bioquimica da Universidade

Estadual de Maringa.

Uma vez isolado o figado, o caminho do liquido que perfundiu o érgao
foi o seguinte: o liquido de perfusdo mantido em reservatério foi sugado por
uma bomba peristaltica, passando por um oxigenador, onde foi aquecido e
oxigenado. A seguir, passou para a camara de perfusdo, chegando ao figado
através de uma cénula inserida na veia porta. O liquido de perfusdo deixou o
figado através de outra canula inserida na veia cava superior, banhou um
eletrodo de platina (integrante do aparelho de perfusédo) e atingiu a camara
para coleta de amostras, que foi realizada a cada 2 minutos. A analise dos
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metabdlitos (glucose, lactato e piruvato) foi feita no perfusado e o consumo de
oxigénio foi monitorado durante todo o experimento.

A velocidade de infus&o do liquido de perfusao foi de 32 mL. min™'. Para
a determinagao dos efeitos do MI-D sobre a glicélise, glicogendlise e consumo
de oxigénio do 6rgao, a droga foi infunfida no sistema com o auxilio de uma
bomba de precisdo. Quando posicionada para injetar no sistema 0,9 mL por
minuto, sendo o fluxo de 32 mL. min™, a diluigdo da solugdo contendo a droga
foi de 36 vezes. Desta forma, para alcangar uma concentragdo molar de
5umols.L™" e 25umols.L” de MI-D, foram preparadas solugdes concentradas do
composto mesoidnico. O MI-D foi dissolvido inicialmente em DMSO, sendo
esta solugdo diluida em tampdo de Krebs-Hanseleit-bicarbonato. as
concentragoes de 0,18 mmols.L™ e 0,9 mmols.L™. A concentracado do solvente
(20 mmols.L™) utilizada nos experimentos foi sempre a mesma, tendo sido
previamente demonstrado (KEMMELMEYER, Comunicagao pessoal) que nas
condicdes experimentais utilizadas o DMSO nao interfere nos parametros

analisados.

2.5.3 Analises do Perfusado

2.5.3.1 Determinagcao do Consumo de Oxigénio

A concentracéo de oxigénio 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 esta inserido dentro da
camara do figado € banhado pelo perfusado, sendo o sinal gerado enviado ao
polarégrafo onde é ampliado. Por sua vez, o sinal ampliado segue para um
registrador potenciométrico que assinala as variagdes ocorridas na tenséo de
oxigénio.

As variagdes na concentragéo venosa de O,, isto €, do perfusado, foram

expressas em pmols de O, consumido.min™.g” de figado, usando-se a férmula:

VO

2 = (-93—-1-)9-)-'5- (equacgao 1)
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onde: C, & a concentragdo venosa de O, (umol.mL™); C, é a concentragdo
arterial (esta Ultima é constante e igual a 0,86 pmols.mL” a 37°C para a
concentragao salina do tampao Krebs/Henseleit-bicarbonato (CLARK, 1956) );
F é o fluxo através do 6rgdo, em mL.min™; p é o peso Umido do figado em
gramas. A calibragao foi efetuada, sabendo-se que a concentragdo de O, em
agua a 37°C, é igual a 0,19mmols.L”’, quando em ar atmosférico
(ESTRABOOK, 1967).

2.5.3.2 Determinacao de Metabolitos

Com a finalidade de se verificar a influéncia do MI-D nos métodos de
dosagem, avaliou-se, em experimentos preliminares, a atividade das enzimas
lactato desidrogenase e glucose oxidase, havendo-se constatado que a
presenca do composto mesoidnico nao interferia na atividade destas enzimas.
Da mesma forma, a absorbancia do perfusado foi determinada a 340 nm e 505
nm para verificar uma possivel interferéncia do MI-D no comprimento de onda

em que as dosagens seriam efetuadas.

2.5.3.2.1 Determinagao 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 reacdo para dosagem de L-lactato foi constituido de tampao glicina
0,1mol.L™" - hidrazina 0,4mols.L”, pH 9,5, NAD"* 1,5 mmols.L™", e 3U de lactato
desidrogenase e 0,2 mL do perfusado. A quantidade de NADH, foi determinada

a 340 nm, ap6s 90 minutos de incubagédo a 37 °C.

O piruvato foi dosado em meio de reagdo contendo: tampéao Tris-HCI
0,1mol.L”", pH 7,4, NADH 0,15 mmols.L™, 0,1U de lactato desidrogenase e 1
mL do perfusado . A quantidade de NADH foi determinada a 340 nm, ap6s 20
minutos de incubagéo a 37 °C. Os valores encontrados foram utilizados para o

calculo da produgdo de metabdlitos pelo 6rgéo.
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A produgéo dos metabdlitos foi expressa em pmols. min™.g” de figado,
sendo calculada pela férmula:

F.AD
FLeFP=g22x10° . p (equagdo2)

Nesta formula , FL e FP significam, respectivamente, a producio de
lactato e piruvato; F representa o fluxo do liquido de perfusdo através do
orgao; A, a variagao da absorbéancia; D, a diluicdo da amostra; P, o peso do
figado.

2.5.3.2.2 Determinagao de Glucose

A glucose foi determinada com o uso do KIT Glucose E enzimatica -
CELM, cujo método utilizada glucose-oxidase, peroxidase e aminofenazona
como aceitador de elétrons. O fundamento da técnica estd demonstrado nas

seguintes reagoes:

Glucose oxidase

v

Glucose + O, + H,0 acido gluconico + H,0,

Peroxidase
2H,0,+4-aminofenazona+fenol———— 4-p-benzoquinona-moniminofenazona+4H,0

O sistema de incubacgéao foi constituido por 1 mL do meio de reacéo e
0,2 mL do perfusado ou 0,2 mL da solugdo padrao de glucose (0,5 mmols.L™).
Apo6s incubacgéo a 37°C, por 20 minutos, foi determinada a formagéo da 4-p-

benzoquinona-moniminofenazona a 505 nm.

A producdo de glucose pelo 6rgédo foi expressa em pmols. min™.g" de

figado, utilizando-se a formula:

F.Cp.Aa
P.Ap

FG= (equagéo 3)

onde FG é a produgéo de glucose; F é o fluxo do liquido de perfuséo através
do érgdo; Cp, a concentracdo do padrao; Aa, a variagdo da absorbéancia da
amostra do perfusado; P, o peso do figado; Ap, a absorbéncia do padréao.
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2.6 Efeitos do MI-D Sobre o Metabolismo Mitocondrial

Para a avaliagdo dos efeitos do MI-D sobre os parametros do
metabolismo mitocondrial, nomeadamente: consumo de oxigénio, potencial de
membrana (Ay), inchamento mitocondrial e atividade enzimatica dos
complexos da cadeia respiratéria, foram utilizadas as doses de 12, 15, 25, 38,
50, 65 e 80 nmols do MI-D. mg™ de proteina mitocondrial. Para a realizacdo
dos ensaios da atividade do complexo FF, ATPase foram incluidas, ainda, as

concentragdes de 160 e 240 nmols. mg™. de proteina.

Em todas as situagdes experimentais o MI-D foi incubado por 2 minutos
com as preparacgoes mitocondriais, antes do inicio dos experimentos. Vale
ainda ressaltar, que foram realizados controles apenas com o solvente DMSO,

nas proporgées correspondentes aquelas utilizadas nos ensaios.

2.6.1 Isolamento de Mitocondrias de Figado de Rato

2.6.1.1 Isolamento de Mitocondrias para Determinagao do Consumo

de Oxigénio, Potencial de Membrana e Atividade ATPasica.

Mitocondrias de figado de rato foram isoladas como descrito por VOSS
et al. (1961), com algumas modificagdes, utilizando-se como meio de extracdo:
D-Manitol 250 mmols.L™, tampao Hepes 10 mmols.L™, pH 7,2, EGTA 1mmol.L™
e BSA 0,1 g%. Para a obtengdo das mitocdndrias, os animais foram
sacrificados por decapitagdo. O figado foi imediatamente retirado e imerso em
meio de extragdo gelado. Apés lavado, o érgéo 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 centrifuga Beckman, modelo J-21B, durante 5
minutos, para eliminagéao de restos de células intactas, membranas e nucleos.
O sedimento foi desprezado e o sobrenadante foi centrifugado a 12.600 x g,
durante 10 minutos, a 4°C. O precipitado obtido, constituido de mitocéndrias

intactas, foi ressuspenso, lavado duas vezes em meio de extragdo por
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centrifugagéo a 8.100 x g, durante 10 minutos, a 4°C. As mitocéndrias obtidas,

foram ressuspensas em meio de extragdo a concentracdo de 50 mg.mL™".

2.6.1.2 Isolamento de Mitocondrias para Determinagdao 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 extracdo constituido de: sacarose 330 mmols.L™, Tris-HCI 1 mmol.L™, pH
7.5 e EDTA 1mmol.L”" (MUSTAFA et al. 1966). Na Gltima .Iavagem omitiu-se o
EDTA. A concentragdo final de proteina mitocondrial foi ajustada para 50
mg.mL", utilizando-se meio de extragdo sem EDTA.

2.6.1.3 Obtenciao de Mitocondrias Rompidas, para Avaliagcao da

Atividade dos Complexos Enzimaticos da Cadeia Respiratoria.

Mitocoéndrias de figado de rato, isoladas como descrito no item 2.6.1.1,
foram congeladas em nitrogénio liquido, por um periodo minimo de 24 horas e
maximo de 7 dias. As organelas foram rompidas por 3 ciclos de congelamento
e descongelamento. Os fragmentos de membrana obtidos, cujos componentes
da cadeia respiratoria apresentavam atividade satisfatéria, foram utilizados

para a realizagao dos experimentos.

2.7 Métodos Analiticos Envolvendo as Preparagoes Mitocondriais

2.7.1 Determinacdo do Consumo de O, Calculo do Coeficiente de
Controle Respiratorio (RCC) e Relagao ADP/O.

O consumo de oxigénio por mitocondrias intactas foi monitorado
polarograficamente com eletrodo de oxigénio tipo Clark, em oxigrafo Gilson.
Os experimentos foram realizados em volume final de 1,3 mL, sob agitagéo,
em camara fechada termostatizada, a temperatura de 30°C (VOSS et al,
1963).



42

O sistema de reagéo, constituido de: D-Manitol 125 mmols.L”, tampao
Hepes 10mmols.L™", pH 7,2, KCI 65 mmols.L”" , EGTA 0,1 mmols. L™ e BSA
0,1g%, foi suplementado com succinato de sédio 2,5 mmols.L™, rotenona 10
pmols.L™”, K;HPO, 0,8mmols.L™ e ADP 0,08 mmols.L™, ou com glutamato de
sédio Smmols.L™, K;HPO, 1,6mmols.L™" ¢ ADP 0,16 mmols.L”, na auséncia de
rotenona. A quantidade de mitocondrias utilizada em cada experimento,
expressa com relagao a concentracéo de proteinas, foi de 0,5 mg, quando o
substrato utilizado foi o succinato de sédio e, de 2,0 mg, quando o glutamato
de sddio foi o substrato oxidavel.

As velocidades respiratérias foram expressas em nmols de O,
consumidos.min™.mg™ de proteina, considerando-se que a solubilidade do O,
na agua, a 30°C e 1 atm é de 235umols.L”' (ESTABROOK, 1967). A relagio
ADP:O foi determinada como descrito por CHANCE & WILLIAMS (1955),
considerando a concentragao de ADP utilizada no sistema e os atomos-grama
de oxigénio consumidos durante a respira¢do na presenc¢a de ADP (estado lll).
O coeficiente de controle respiratério (RCC) foi obtido da razdo entre a
velocidade respiratoria na presenga de ADP (estado lll) e a velocidade apés o
consumo de ADP (estado IV).

2.7.2 Determinagao da Atividade dos Complexos Enzimaticos da

Cadeia Respiratoria

A determinagdo das atividades das enzimas ligadas a cadeia
respiratéria foi realizada em preparagoes de mitocondrias 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 espectrofotdmetro Hitachi, modelo U - 2001 UV/VIS
equipado com impressora Epson LX 300. Em alguns casos a atividade foi
determinada polarograficamente através do consumo de O, , na forma descrita

no item anterior.
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2.7.2.1 NADH Oxidase (NADH: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade do complexo NADH oxidase foi determinada

espectrofotometricamente como recomendado por SINGER (1974).

O sistema de reagao, a temperatura de 28° C, em volume final de 3,0
mL, foi constituido de: tampao fosfato 80 mmols.L™, pH 7,4, EDTA 50umols.L™,
NADH 0,17mmols.L" e 300 ug de proteina mitocondrial. A reagéo foi iniciada
pela adicdo de NADH, acompanhando-se a velocidade de oxidagcdo da
coenzima a 340 nm. Os resultados foram expressos em nmols de NADH
oxidado.min™.mg™ de proteina mitocondrial, considerando-se o coeficiente de
extingdo molar do NADH de 6.220 mols.L™ . cm™.

2.7.2.2 NADH-Desidrogenase (NADH: Ferricianeto Oxido-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 reagdo ocorreu a
28°C, em volume final de 3,0 mL, em sistema de reagdo constituido de:
tampao fosfato 50 mmols.L”, pH 7,4, EDTA 2 mmols.L™", NADH 0,17 mmols.L”,
ferricianeto de potassio 0,6mmols.L™”, rotenona 1 umol.L™" e 100ug de proteina
mitocondrial. A reacéo foi monitorada a 420 nm e os resultados expressos em
micromols de ferricianeto reduzido. min™'. mg ' de proteina, considerando-se o
coeficiente de extingdo molar do ferricianeto de 1.040mols.L™. cm ™' (CREUTZ
& SUTIN, 1973).

2.7.2.3 NADH Citocromo ¢ Redutase (NADH: Citocromo ¢ Oxido
Redutase)

A atividade do complexo NADH: citocromo g redutase foi avaliada pelo
método descrito por SOMLO (1965), em sistema de reagéo constituido de:
tampao fosfato 50 mmols.L”, pH 7,4, EDTA 2mmols.L™', NADH 50 pmols.L’1,
citocromo ¢ (oxidado) 40 pmols.L”, NaCN 1mmols.L” e 100ug proteina



mitocondrial . A reagdo ocorreu a 28° C, em volume final de 1 mL e foi
iniciada pela adicdo de NADH. A velocidade de redugao do citocromo ¢ foi
acompanhada a 550 nm e o resultado expresso em nmols de citocromo ¢
reduzido. min”. mg ' de proteina mitocondrial, considerando-se a diferenga no
coeficiente de extingdo do citocromo ¢ (red-ox) a 550 nm de 19.000 mols.
L. em” (KEYHANI & KEYHANI, 1975).

2.7.2.4 Succinato Oxidase (Succinato: Oxigénio C'_Dxido-Redutase)

A atividade do complexo succinato oxidase foi determinada através do
registro polarografico do consumo de O, pelo método de SINGER (1974).

O sistema de reacdao, em volume final de 1,3 mL, foi constituido de
tampao fosfato 80mmols.L”, pH 7,4, succinato de sédio 10 mmols.L™" e 1 mg
de proteina mitocondrial. A reagéo ocorreu a 30° C e foi iniciada pela adigao
do substrato. Os resultados foram expressos em nmols de oxigénio
consumidos.min*.mg"’ de proteina mitocondrial, considerando-se a
solubilidade do O, em agua e 1 atm de 235 pmols.L”" a 30°C (ESTABROOK,
1967).

2.7.2.5 Desidrogenase Succinica (Succinato: Fenazina Metasulfato
Oxido Redutase)

A atividade da desidrogenase succinica foi determinada pelo método
de Singer (1974), utilizando-se DPIP e PMS como aceptores artificiais de
elétrons. O sistema de reagdo em volume final de 1 mL continha tampéao
fosfato de sédio 50 mmols.L™', pH 7,4, succinato de sédio 20 mmols.L™', NaCN
1 mmol.L™", EDTA 2 mmols.L" e 100 ug de proteina mitocondrial. A mistura foi
incubada por 10 minutos a 28°C, tendo-se iniciado a reagdo pela adigao de
DPIP 60pmols.L”" e PMS 1mmols.L™". A velocidade de redugido do DPIP foi
monitorada a 600nm e os resultados foram expressos em nmols de DPIP
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reduzidos.min™.mg™" de proteina mitocondrial, utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 19.100mols.L™".cm™ para o DPIP reduzido (SINGER, 1974).

2.7.26 Succinato Citocromo ¢ Redutase (Succinato:

Ferrocitocromo ¢ Oxido-redutase)

A atividade da succinato citocromo c redutase foi determinada pelo
método de SOMLO (1965), medindo-se a redugdo do citocromo ¢. A condigao

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

O sistema de reagcao em volume final de 1 mL foi constituido de:
tampao fosfato 50 mmols.L™, pH 7,4, EDTA 2 mmols.L”", NaCN 1 mmols.L™”,
succinato de sédio 5 mmols.L™, rotenona 2 pmols.L”" e 100 pg de proteina
mitocondrial. Os reagentes presentes no sistema foram incubados por 10
minutos a 28° C e a reagao iniciada pela adigdo de 40umols.L™” do citocromo c.
A reducao do citocromo c foi acompanhada a 550 nm e a atividade enzimatica -
foi expressa em nmols de citocromo ¢ reduzido.min".mg" de proteina
mitocondrial, considerando-se a diferenga do coeficiente de extingao do
citocromo ¢ (red-ox) a 550 nm de 19.000 mols.L".cm™ (KEYHANI & KEYHANI,
1975).

2.7.2.7 Citocromo ¢ Oxidase (Ferrocitocromo c¢: Oxigénio Oxido-
redutase)

2.7.2.7.1 Obtencao do Ferrocitocromo ¢

Para a obten¢éo da forma reduzida do citocromo ¢ utilizou-se o ditionito
de sédio (Na,S.,0g) como agente redutor. O ferrocitocromo ¢ foi separado do
excesso de ditionito por cromatografia em coluna de Sephadex G-25
(YONETANI & RAY, 1965). A concentragdo de citocromo ¢ reduzido foi, entéo,
determinada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 27.700mols.
L".cm™ a 550nm (MARGOLIACH, 1954). O ferrocitocromo preparado através
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deste procedimento contém menos de 5% da proteina na forma oxidada e se

mantém reduzido durante 24 horas.

2.7.2.7.2 Determinacao da Atividade do Complexo Citocromo ¢

Oxidase

A atividade do complexo citocromo ¢ oxidase foi determinada
espectrofotometricamente segundo MASON et al. (1973). O sistema de reagao
foi constituido de: tampao fosfato 50mmols.L” pH 7,4, EDTA 2 mmols.L",
ferrocitocromo ¢ 30pmols.L”" e 100ug proteina mitocondrial. A atividade foi
expressa em nmols de citocromo ¢ oxidado.min”.mg™ de proteina mitocondrial,
considerando-se a diferenga no coeficiente de extingado molar do citocromo ¢

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

2.7.2.8 Determinacao da Atividade da F;Fo ATPase

2.7.2.8.1 Determinagdo da Atividade da FFo ATPase em

Mitocondrias Rompidas

A atividade da ATPase (ATP fosfohidrolase) foi determinada medindo-
se a liberagcdo de fosfato inorganico decorrente da hidrélise do ATP, na
presenca de um sistema regenerador de ATP, de acordo com o descrito por
PULMANN et al. (1960), com algumas modificagées.

O ensaio foi realizado a 37°C, em sistema de reagdo constituido de D-
manitol 170 mmols.L™", Tris-HCI 50 mmols.L™, pH 7,4 , acetato de magnésio 3
mmols.L", acetato de potassio 30 mmols.L™!, PEP 1 mmol.L", piruvato quinase
4 unidades, lactato desidrogenase 3 unidades, NADH 0,2mmols.L™", ATP 3
mmols.L”" e 100ug de proteina mitocondrial. A reagdo em volume final de 1,0
mL foi iniciada com a adi¢cdo de ATP e os resultados expressos em nmols de
fosfato liberado min".mg™” de proteina mitocondrial, considerando que 1 nmol
de NADH oxidado corresponde a 1 nmol de fosfato liberado.
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2.7.2.8.2 Determinacao da Atividade da FFpo ATPase em
mitocondrias intactas

A atividade da FFo ATPase em mitocondrias intactas foi determinada
na auséncia ou presenca de 1pmols.L”' de FCCP, através do método de
PULLMAN et al. (1960), com algumas modificagdes. O sistema de reacéo foi
constituido de: sacarose 50 mmols.L™, tamp&o Tris - HCI 12 mmols.L™, pH 7.4,
KCI 50 mmols.L™" e 3 mg de proteina mitocondrial. O volume de reacdo foi de
1mL e a temperatura de 30° C.

A reagao foi iniciada com a adigdo de ATP 3 mmols.L” e mantida sob
agitagao constante. Apés 10 minutos adicionou-se TCA, em concentragéo
final de 5%, com o objetivo de finalizar a reagdo. Em seguida, centrifugou-se o
material a 7.800 x g por 1 min, sendo o fosfato inorganico presente no
sobrenadante dosado segundo o método de SUMNER (1944). Os resultados
foram expressos em nmols de fosfato liberado.min’.mg"’ de proteina

mitocondrial.

2.7.3 Determinacao do Potencial de Membrana (AW¥).

O potencial de membrana (A¥) foi estimado através da variagéo de
densidade optica promovida pela captagcdao de Safranina O em mitocdndrias
energizadas com glutamato ou succinato de sédio, como descrito por
AKERMAN & WIKSTRON (1976). O sistema de reagao, em volume final de 3
mL, mantido a 28°C foi constituido de: D - manitol 250 mmols.L™”, tampao
Hepes 10 mmols.L”, pH 7,2, e suplementado com Na,HPO, 0,5 mmols.L™" |
safranina O 10 pmols.L™", succinato de s6dio 3 mmols.L™”, rotenona 4 umols.L™
e 1,5 mg de proteina mitocondrial. Quando o glutamato de sodio (6 mmols.L™)
foi utilizado como substrato, a rotenona foi omitida. As variacées na
absorbancia a 511-533 nm foram registradas em espectrofotometro 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 calibragao conforme exemplificado na figura 19, onde
mediu-se o potencial de membrana desenvolvido pela difusdo de K’ na
presenca de valinomicina (0,12 mmols.L™), de acordo com a metodologia
descrita por AKERMAN & WIKSTRON (1976). O potencial foi calculado
utilizando-se a equacéo de Nerst (equagédo 4), considerando o K* (in) 120
mmols.L”, conforme ROSSI & AZZONE (1969) .

Equacao de Nerst: (equagédo 4)

0,1 T AA

0,08 S Ay~ 60logK (in) . onde K (in) = 120mmols L

0,06 + K" (out)
0,04 +
0,02 +
0 +——4f—————+
0 50 100 150 200
A¥Y (mV)

Figura 19. Curva de Calibracio para cilculo do
Potencial de Membrana (Ay).

Substrato: Succinato de Sédio. As mudangas
espectrais da Safranina O, expressas como AA,
estdo relacionadas ao potencial de difusio de K
(mV). Coeficiente de correlag@o da curva de 0,98.
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2.7.4 Determinagao 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 espectrofotometro Hitachi, modelo U - 2001 UVNVIS
equipado com impressora Epson LX 300, no comprimento de onda de 546 nm.

2.7.4.1 Determinagao do Inchamento em Mitocondrias Energizadas

O inchamento mitocondrial, decorrente da entrada. de ions sédio na
matriz, foi monitorado pelo método descrito por SEPPALA et al. (1973). O
meio de reagdo em volume final de 3mL, mantido a 28°C, foi constituido de
sacarose 100mmols.L”", tampao Hepes 30 mmols.L”, pH 7,5, EDTA 0,5
mmols.L™, acetato de sédio 50mmols.L”" e 1 mg de proteina mitocondrial. A
reagao foi iniciada pela adicdo de glutamato de sédio na concentragdo de
15mmols.L”". Apés atingido o novo ponto de equilibrio, o meio de reagéo foi
suplementado com 4 umols.L™”' de rotenona para observagao da contragéo da

organela.

2.7.4.2 Determinagdo do Inchamento em  Mitocondria
Desenergizadas

2.7.4.2.1 Determinagao do Inchamento na Presencga de Valinomicina
eK

O inchamento mitocondrial decorrente da entrada de K' na matriz,
mediada pelo ionéforo valinomicina, foi determinado como descrito por
MORENO & MADEIRA (1990). O meio de reagdo, mantido a 28°C, em volume
final de 3,0 mL, continha KNO3 135 mmols.L", tampao Hepes 5 mmols.L™", pH
7.4, EDTA 0,1 mmol.L”", rotenona 4 umols.L™, antimicina A 2 g, valinomicina

4 ug e 1mg de proteina mitocondrial.
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2.7.4.2.2 Determinagao do Inchamento na Presenca de Nigericina e

K

O inchamento mitocondrial devido & entrada passiva de K" na matriz, foi
acompanhado espectrofotometricamente, na auséncia de substrato oxidavel, a
temperatura de 28°C (MORENO & MADEIRA, 1990). O meio de reagdo em
volume final de 3 mL continha: KNO; 135 mmols.L™, tampao Hepes 5 mmols.L,,
pH 7,4, EDTA 0,1 mmol.L”, antimicina A 2 pg, rotenona 4umols.L™, nigericina

2 ug e 1 mg de proteina mitocondrial.

2.8 Efeitos do MI-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 concentragdo final de 345
pmols/L™". O fosfolipideo foi dissolvido em cloroférmio e o solvente foi
evaporado, até a secura, em evaporador rotatdrio, a 25°C. Em seguida, o fiime
lipidico foi hidratado com tampao Tris - maleato 10 mmols.L”, pH 7, KCI 50
mmols.L™ e disperso por agitagdo manual, em banho a 30°C, isto &, 7°C acima
da temperatura de transicdo do fosfolipideo. A amostra foi agitada
vigorosamente durante 1 minuto e entdo submetida a ultrasonicagao suave,
utilizando-se banho de sonicagdo THORTON T 7. O tempo de ultrasonicagéo
foi controlado pela turbidez da suspensdo, medida a 600nm em
espectrofotdbmetro Hitachi, modelo U 2001 UV/NIS. A sonicagédo foi
interrompida quando atingido o valor aproximado de 0,2 em absorbéancia. Os
liposomas preparados nestas condigbes sdo multilamelares (ANTUNES-
MADEIRA et al., 1995).

2.8.1.2 Liposomas de Membrana Natural

Para a preparagdo dos liposomas de membrana natural utilizou-se a
metodologia recomendada por ANTUNES-MADEIRA (1989). As mitocondrias
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de figado de rato foram isoladas pelo método VOSS et al. (1961), em meio de
extragéo constituido de sacarose 250 mmols.L™, Tris-HCI 10 mmols.L”, pH 7 4.
Retirou-se da suspensdo mitocondrial obtida, uma pequena amostra para a
determinagcdo de fosfato inorganico (FISKE & SUBBAROW, 1925). Esta
amostra foi submetida a hidrolise em acido perclérico por 2 horas a 180 °C.
Imediatamente apdés a retirada da amostra para a dosagem de fosfato, a
suspensao mitocondrial foi congelada em nitrogénio liquido e assim
conservada até sua utilizagdao. Para o preparo das membranas naturais as
mitocondrias foram descongeladas, suspensas em volume adequado de
tampao Tris-Maleato 10 mmols.L”", pH 7, KCI 50 mmols.L”, ao qual se
adicionou PMSF 10pmols.L™!, como inibidor de proteases. A concentragéo de
fosfolipideos foi mantida em 345 umols.L”'. Esta suspensdo foi agitada
vigorosamente durante 1 minuto e submetida a ultrasonicagdo suave, nas

mesmas condi¢ées ja descritas para o preparo dos liposomas de DMPC.

2.8.2 Incorporacao das Sondas aos Liposomas

Foram utilizadas duas sondas o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), que
se localiza no interior hidrofébico da membrana, e o 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno-acido propiénico (DPH-PA), que permanece ancorado a superficie
da membrana. O DPH e o DPH-PA foram solubilizados em tetrahidrofurano e
dimetilformamida, respectivamente (LENTZ et al, 1976, TROTTER &
STORCH, 1989). |

Aliquotas de solugbes concentradas de sonda foram incorporadas, sob
agitagcdo vigorosa em vortex, nas suspensdes de liposomas previamente
aquecidas a 30°C. A concentragéo final de sonda e o quociente sonda/lipideo
foramde 1,73 pmols.L™ e 1/200, respectivamente, tanto na situagao de uso do
DPH quanto do DPH-PA.

No caso dos liposomas de DMPC, o MI-D, nas concentragbes de
5umols.L" e 15 umols.L™, foi adicionado a preparagéao logo apos a adi¢éo das

sondas fluorescentes. Ja para os liposomas de membrana natural, o composto,
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nas concentragdes de 5Sumols.L" e 25umols.L™, foi adicionado duas horas
apés a adigao das sondas.

As preparagbes 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 as membranas dos liposomas multilamelares,
atingindo intensidade de fluorescéncia constante ao fim de 90 minutos de
incubagdo (LENTZ et al., 1976).

Foram elaborados controles para cada situagdo experimental. Para
cada amostra (suspensdo 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 corre¢ao das medigoes fluorimétricas, para deduzir a
interferéncia da luz dispersa pelas particulas em suspenséo (“light scattering”).
Controles referentes ao DMSO, solvente do MI-D, também foram realizados,

nas mesmas condigées.

2.8.3 Determinagoes Fluorimétricas

As medigées fluorimétricas foram efetuadas em espectrofotofluorometro
AMINCO (American Instruments Company), modelo SPF - 125, equipado com
banho de circulagdo PHARMACIA, com controle de temperatura de 0,1°C.

Para as medigoes de polarizagao de fluorescéncia (P) foram montados
dois polarizadores Polaroid: um, entre a amostra e o monocromador de
excitacdo, para interceptar o feixe de excitagdo; outro, entre a amostra e o
monocromador de emisséo, para interceptar o feixe de emissao (analisador).
A polarizagéo de fluorescéncia foi determinada de acordo com o procedimento

ilustrado na figura 20.
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A amostra foi excitada pelo componente vertical da luz monocroméatica
e foram medidas as intensidades da luz emitida quando o analisador estava
orientado paralela (I}, ) e perpendicularmente (I, ) a diregéo de polarizacéo da
luz da excita¢do. As diregdes de polarizacao de , e |,_foram, respectivamente,
as dos eixos Z e dos X, como o ilustrado na figura 20. O indice de polarizagao
de fluorescéncia foi, entdo, calculado como recomendado por LITMAN &
BARENHOLZ (1982), pelo quociente descrito na equacgao 5:

P H: (equacéo 5)

Considerando que a intensidade de ||} e I, foi medida depois de o feixe
de luz atravessar a rede de difragcdo do monocromador de emissdao, onde
ocorre dispersao e alteracdo da polarizagédo, a dispersao da luz, dependente
do comprimento de onda, resulta em transmissdo desigual dos dois
componentes da luz polarizada. Assim, foi necessario introduzir ainda um fator
de correcao nesta equagcdao. A correcdo matematica desta distor¢ao
instrumental foi feita conforme recomendado por TOPLAK et al. (1990),

introduzindo-se na equac¢éao anterior o fator:

G }#"—: (equagéo 6)

em que |,* e ||I* correspondem as intensidades dos componentes vertical e
horizontal da luz emitida quando o polarizador esta orientado horizontalmente.
A amostra excitada com o componente horizontal da luz proveniente do
monocromador de excitacdo deveria produzir idénticos componentes vertical e
horizontal da luz emitida, porque as probabilidades de reorientagao das
moléculas excitadas, durante o tempo de vida da excitagédo, sdo idénticas em
todas as diregdes horizontal e vertical. A diferenga dos componentes vertical e
horizontal, depois de atravessarem o monocromador de emisséo, deve-se a
disperséo e, portanto, transmissdo desigual desses componentes. O valor
corrigido do indice de polarizagao visualizado na equagéo 7, é:
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P=IIl-GlL (equacdo7)
Ij+GIL

Finalmente, deve-se salientar que a interferéncia da disperséo da luz
pelas particulas em suspensdo da amostra foi descontada de todas as
intensidades de fluorescéncia medidas (Ij;, I, 11* e ljj* ) subtraindo-se-
Ihes as correspondentes intensidades de luz emitida por um controle branco
(sem sonda), nas mesmas condi¢ées da amostra. Assim, para cada amostra, a
determinacdo do indice de polarizagdo exigiu 8 leituras independentes da
quantidade de luz emitida nas diversas condi¢cdées (LITMAN & BARENHOLZ,
1982)

As medicoes de polarizagdo de fluorescéncia foram realizadas
selecionando 365 nm para o comprimento de onda de excitagao e 450 nm para
o comprimento de emissdo (LITMAN & BARENHOLZ, 1982; TROTTER &
STORCH, 1989). As fendas de excitagdo e emissao foram selecionadas em 4
nm. Para cada preparacao os valores de polarizagdo 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 preciséo de + 0,1°C utilizando-se termémetro
digital Minipa , modelo APPA -MT 510.

2.8.4 Determinacdo da Temperatura Média de Transiciao de Fase
(Tm).

Para determinacdao da temperatura média de transigéo de fase (Tm), a
curva de polarizagao foi decomposta em trés segmentos lineares e a Tm foi
considerada como o ponto médio da projecao vertical do segmento com a
maior inclinagdo. A temperatura média de transicdo foi estimada, ainda,

graficamente, pela razdo AP/AT em fungao da temperatura.
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Lep

FIGURA 20. Representacao Esquematica das Medicoes de
Polarizagao de Fluorescéncia (P). A luz monocromatica de excitagao (L¢) ao
passar pelo polarizador (P), orientado na vertical, da lugar a um componente
vertical de luz polarizada (L) que excita a amostra contida na célula C. A luz
emitida (L¢) ao passar pelo analisador (A) da lugar a componentes da luz
polarizada (Ly) , | ou || conforme o analisador estiver colocado paralelamente
ou a 90° a dire¢ao de polarizacao da luz de excitagao.

No processo, sao preferencialmente excitadas as moléculas da amostra
que se encontram alinhadas com o vetor eletromagnético do feixe polarizado
de excitagdo. Estas moléculas, devido a difusdo, vao depois orientar-se em
varias diregées no periodo de tempo do estado excitado e, por isso , é possivel
detectar na emissdo componentes polarizados paralelamente, (I} ) e
perpendicularmente (| ) a excitagdo. Isto €, as moléculas excitadas véo
reorientar-se em todas as diregées do espacgo e, assim, a fluorescéncia emitida
é depolarizada. O grau de polarizagdo reflete-se no decréscimo de || e
aumento de |)|. (Adaptado de VAN HOLDE, 1975 )

Y
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2.9 Efeitos do MI-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 pressao, por trinta minutos, e depois secos em estufa a 37°C .

2.9.2 Meio de Crescimento

Foi utilizado o meio essencial minimo de Eagle disponivel em forma de
po reconstituivel. Apds reconstituicdo em agua bidestilada, o meio foi
esterilizado por filtragado como descrito no item anterior. Para o crescimento
das células HelLa e L1210 o meio de Eagle foi suplementado com 10% de soro
fetal bovino (v/v) e bicarbonato de sédio (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 CO, em estufa SANYO, modelo
MCO - 17A. O crescimento das células foi acompanhado por observagao em
microscopio 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 consideragdo o grau de confluéncia das células.
Apés a remogao do meio de cultivo, as culturas foram lavadas com 5 mL de
solucéo salina tamponada, para a remogao do meio residual, adicionando-se
em seguida 5 mL da solugdo de tripsina (STV) pré-aquecida a 37°C. A
tripsinizacéo foi realizada por aproximadamente 3 minutos. Na seqiéncia, a
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solugdo dispersante foi cuidadosamente removida, sendo adicionada
quantidade adequada de meio de cultivo. O descolamento das células da
superficie das garrafas foi realizado com auxilio de uma pipeta equipada com
pera. A suspensao resultante foi distribuida em novas garrafas de Roux na
concentragédo de aproximadamente 2 x 10° células por garrafa, completando-se

o volume para 100 mL com meio de crescimento.

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

foram feitos por diluicdo na propor¢éo de 1:3 da cultura inicial.

2.9.4 Coleta e Obtencao da Suspensao de Células

A coleta das células Hela foi feita por tripsinizagdo ou por raspagem
com auxilio de borracha macia (“rubber policeman”), conforme a necessidade
do experimento. Na sequéncia, as células foram lavadas por trés vezes em

PBS e suspensas no mesmo meio.

A coleta das células L1210 foi realizada a 4°C por centrifugagao a
320 x g, por 5 min. Em seguida as células foram lavadas por trés vezes
também por centrifugacdo a 320 x g, em PBS, e finalmente suspensas nesta

mesma solugao.

2.9.5 Contagem

Células colhidas foram suspensas em solugdo salina tamponada e
quantificadas utilizando-se hemocitdmetro NEUBAUER de duas camaras com

auxilio de microscépio OLYMPUS.

2.9.6 Determinagao da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada pela técnica de exclusdo do
corante azul de tripan, de acordo com PHILLIPS (1973). Esta técnica baseia-
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se no fato de que células viaveis, nas quais a integridade da membrana celular
€ preservada, mantém a habilidade de excluir o corante; enquanto células nao
viadveis permitem a entrada do azul de tripan, apresentando-se coradas quando
observadas ao microscépio 6ptico.

O azul de tripan foi preparado a 0,4% (p/v) em solugdo salina
tamponada. Para cada mL da suspenséo celular, utilizou-se 0,1 mL da solugdo
do corante, efetuando-se a contagem das células em no maximo 4 minutos
apos a adi¢cdo do corante. A porcentagem de células viaveis foi calculada

usando-se a relacdo mostrada na equagao 8:

) .. . células nao coradas ~
% de células viaveis = x 100 (equacao 8)
células coradas + células nao coradas

2.9.7 Determinagao Consumo de Oxigénio por Células HelLa e
Células L1210

A velocidade do consumo de oxigénio por células HelLa e células L1210
energizadas com succinato de sddio foi determinada polarograficamente em
oxigrafo Gilson. O sistema de reagdo constituido de Na,HPO, 8 mmols.L™,
NaCl 136 mmols.L™, KH,PO, 1,46 mmols.L™, pH 7.4, foi suplementado com
succinato de s6dio 10 mmols.L™ e ADP 0,8 mmols.L™. A quantidade de células
presentes nos experimentos foi fixada em 1 x 10° em volume final de 1,3 mL.
As células foram incubadas por 2 min na auséncia ou presen¢a de MI-D, na
concentragdo de 60 pmols.L'. Apés esse tempo, adicionou-se 8ug de
digitonina. O experimento foi realizado a temperatura de 28°C e o consumo de
oxigénio foi expresso em nmols de oxigénio consumidos por minuto por 10°
células, considerando a solubilidade do oxigénio em agua, a 1 atm, nesta
temperatura, como sendo de 250 pmols.L”’ (ESTRABOOK,1967). Controles
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com quantidades correspondentes do solvente DMSO também foram

realizados.

2.9.8 Determinagao da Producao de Lactato e Piruvato por Células
L1210

Células L1210 crescidas por 48 horas, foram suspensas em solug¢ao
PBS e incubadas a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apés 2 minutos de
incubagdo das células com o MI-D (60 pmols.L™), foi adicionada ao sistema o-
D-glucose 5mmols.L™. Aliquotas 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 tampao glicina 0,1mol.L™ - hidrazina 0,4mols.L™", pH 9,5, NAD*
1,5 mmols.L™, e 3U de lactato desidrogenase e quantidades adequadas da
amostra. A quantidade de NADH formada foi determinada a 340 nm, apés 90

minutos de incubagéo a 37 °C.

O piruvato foi dosado em volume final de 1 mL, em meio de reagédo
contendo tampao Tris-HCI 0,1mol.L™", pH 7,4, NADH 0,15 mmols.L™, 0,1U de
lactato desidrogenase e quantidades adequadas da amostra. A quantidade de
NADH oxidado foi determinada a 340 nm, ap6s 20 minutos de incubagéo a
37°C.

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

Células HelLa

Monocamadas de células Hela crescidas durante 48 horas em
laminulas de vidro ou frascos de Roux, foram incubadas, a 25 °C, na presenca
de 25 pmols. L™ de MI-D diluido em solugéo salina tamponada, durante 90
minutos. Decorrido o tempo de incubagado, a solugdo foi desprezada e as
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células crescidas em laminula foram processadas para microscopia optica,
enquanto as crescidas em garrafa foram processadas para microscopia
eletrénica de transmissao (M.E.T). Para a microscopia 6ptica a monocamada
de células foi fixada em solugdo de BOUIN (formaldeido 4% v/v: acido picrico
saturado:acido acético, 4:15:1) por 5 minutos, a temperatura ambiente,
desidratada com etanol a 70% e corada com Hematoxilina-Eosina. A
morfologia das células HelLa tratadas com o MI-D foi observada em
microscopio OLYMPUS. Para a M.E.T a monocamada foi fixada durante 120
minutos em solugao constituida de glutaraldeido 2,5% (v/v), paraformaldeido
4% (plv), CaCl, 5 mmols.L”, tampao cacodilato 100 mmols.L”, pH 7,2. A
seguir, as células foram lavadas com tampéao cacodilato 100 mmols.L”, pH 7,2,
gentiimente raspadas, colhidas por centrifugagdo (70xg, 3 min). Apés
centrifugacao, as células foram fixadas durante 60 minutos em tetréxido de
o6smio a 1,0% (p/v) e ferricianeto de potassio 0,8% (p/v) em solugéo tampao
cacodilato 100 mmols.L" pH 7,2, suplementado com CaCl, 2,5 mmols.L”
(BUCHI & SOUZA, 1992). Apés desidratagdo em acetona, o material foi incluso
em resina epon. Os blocos foram cortados em ultramicrotomo e os efeitos do
MI-D sobre a organizagao ultraestrutural de células HelLa foram avaliados
através de microscopia eletrénica de transmissdo em Microscépio JEOL-JEM
1200 EXII, do Centro de Microscopia Eletronica da UFPR. A preparagédo do
material e analise por microscopia eletrénica foram realizadas com a
colaboragdo da Professora Doutora DORLY F. BUCHI, do Departamento de

Biologia Celular, Setor de Ciéncias Biolégicas, da UFPR.

2.9.10 Avaliacao dos Efeitos do MI-D como Agente Indutor de Morte
Celular por Apoptose em Células HeLa

A deteccdo 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 marcagéo e extensao das extremidade 3’-OH de fitas Unicas ou
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duplas do DNA fragmentado, durante o processo apoptoético, através da
adicao de residuos de nucleotideos ligados a digoxigenina. Estes nucleotideos
sdo cataliticamente adicionados ao DNA pela enzima deoxinucleotidil
transferase terminal (TdT), enzima que catalisa a adicdo de nucleotideos
trifosfato as extremidades 3-OH do DNA. Em seguida a marcagao, é
adicionado um anticorpo anti-digoxigenina, ligado a enzima peroxidase. A
peroxidase localizada gera um intenso sinal quando em contato com o
substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB), evidenciando assim as

células apoptoéticas .

Para a realizacdo dos experimentos visando avaliar a apoptose, as
culturas de células HelLa desenvolveram-se por 48 horas em laminulas de
vidro, acondicionadas em placas de cultura de multiplos pogos, nas condigdes
ja descritas. A monocamada de células foi lavada com PBS, e incubada com o
MI-D, diluido em salina tamponada, na concentragéo final de 25umols.L™, a
temperatura de 25 °C, por 90 min. Ap6és o tratamento com o composto
mesoibénico, a monocamada foi lavada com PBS, fixada com paraformaldeido
1% (p/v) em PBS por 10 minutos e tratada com proteinase K 20ug.mL™". As
etapas posteriores do processamento seguiram as recomendagdes do
fabricante do KIT, ressaltando-se, apenas, que o tempo ideal de incubacao
com o DAB, requerido a revelagdo das células apoptéticas, foi estabelecido
por observagédo ao microscopio 6ptico. A monocamada de células foi, entéo,
corada com verde de metila 1% (p/v) em acetato de sédio 0,1 mol.L”, pH 4,0.

2.10 Determinagio da Concentragio de Proteinas

A concentragao de proteinas foi determinada pelo método de LOWRY
et al. (1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padréo. As leituras
foram realizadas a 700nm em espectrofotémetro Hitachi, modelo U - 2001
UV/VIS equipado com impressora Epson LX 300.
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2.11 Analise Estatistica

Com excecao dos resultados dos experimentos de perfusdo de figado,
os resultados foram expressos como média + desvio padrao (média = dp),
submetendo-se a andlise de variancia (fator duplo) e teste de Tukey, para a
comparagao das médias. Os resultados dos experimentos de perfusdo de
figado, foram expressos como média + erro padréao da média (média + ep da
média), sujeitando-se a analise de variancia (fator unico) e teste de Tukey para
comparacao da médias. Nos dois casos, foram considerados estatisticamente

significativos os valores comparados ao nivel de significancia de p < 0,05.

No tocante aos experimentos de polarizagdo de fluorescéncia
correspondentes as membranas naturais, os resultados foram submetidos a

analise de regressao linear, analisando-se os coeficientes de correlagao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeitos do MI-D em Figado Perfundido

Como demonstrado por GRYNBERG et al. (1997), o MI-D exerce
importante efeito antitumoral em animais portadores de sarcoma 180,
apresentando uma baixa toxicidade hematolégica. Estas importantes
observagbes, somadas a hepatotoxicidade que pode ser ocasionada por
xenobidticos, pela sua biotransformagdo e/ou acumulagdo (KULKARN! &
BYAZKOWSKI, 1994), conduziu a uma avaliagdo dos efeitos do MI-D sobre
atividades essenciais deste 6rgado. Desta forma, os experimentos cujos
resultados sao descritos a seguir, foram desenvolvidos com a finalidade de se

detectar possiveis reagdes adversas do MI-D sobre figado intacto.

As figuras 21 e 22 e tabelas 3 e 4, mostram o efeito do MI-D quando
perfundido nas concentragdes de 5 pmols.L" e 25 pmols.L™, em figado de rato
alimentado. Como nao foram adicionados substratos ao meio de perfusao, as
atividades metabdlicas do 6rgdao foram mantidas através da mobilizagdo de
substratos endégenos, tais como glicogénio e acidos graxos. Nestes
experimentos, em que se analisou o consumo de oxigénio, a glicogendlise e a
glicolise, o MI-D foi infundido por um periodo de 24 minutos, dos 10 aos 34

minutos do experimento de perfusao, que teve a duragao total de 54 minutos.

Verifica-se na figura 21 e tabela 3 que o MI-D, na concentragéo de
Sumols.L”, causou apenas discretos efeitos sobre o consumo de oxigénio,
sendo as oscilagbes observadas ndo significativas estatisticamente.
Entretanto, destaca-se que o pequeno estimulo no consumo de oxigénio (8%),
observado no inicio da infusdo do composto mesoidnico, aos 18 minutos do
experimento, foi reproduzivel em todos experimentos realizados. Na figura 21
verifica-se também que a liberacdo de glucose de 1,26 pmols.min™.g™, no
inicio do experimento, permaneceu praticamente inalterada durante todo o
periodo de infusdo do MI-D. Porém, curiosamente, apds o término da infuséo
do composto, os niveis de glucose comegaram a aumentar, atingindo valores

23% superiores (1,55 pmols.min™.g™") aos iniciais. Quanto a produgéo de
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FIGURA 21. Efeitos do MI-D (5umols.L") sobre o consumo de oxigénio,
glicogendlise, produgcdo de lactato e piruvato, em figado de rato
perfundido isoladamente. Figados de ratos alimentados foram perfundidos
isoladamente como o descrito em Materiais e Métodos, item 2.5.2. O MI-D na
concentragéo de 5 pmols.L™ foi infudido no intervalo de 10 a 34 minutos do
experimento de perfusdo. Os valores representam a média de 3 experimentos
independentes.
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lactato e piruvato, os efeitos foram caracterizados por uma diminui¢cdao de 20%
na produgéo de lactato em relagdo aos momentos iniciais do experimento, sem

alteragao no perfil da produgao de piruvato (figura 21, tabela 3).

Comparando-se estes resultados com aqueles mostrados na figura 22
e tabela 4, obtidos pela infusdo de 25 pmols.L”' de MI-D, pode-se verificar,
nestes ultimos, um efeito mais intenso do composto mesoiénico sobre o
consumo de oxigénio. Com a infusdo do MI-D, o consumo de oxigénio,
diminuiu de 1,81 pmols.min g™, para 1,14 pmols min'1.g™" ou seja, ocorreu um
decréscimo de 37%. Este efeito pode ser caracterizado como irreversivel (uma
vez que persistiu apés o término da infusao do composto), e dependente da
concentracdo do MI-D. A figura 22 e tabela 4 mostram, ainda, que a infusédo de
MI-D, na dose de 25umols.L”, exerceu um efeito pronunciado sobre a
glicogendlise. Os niveis de glucose, que no inicio do experimento eram de
1,14 pmols.min™.g”", aumentaram consideravelmente apés a infusdo do MI-D,
chegando a valores de 2,2 pumols.min™.g" ao final do experimento. Este
estimulo, de 100%, foi irreversivel, permanecendo os valores elevados apés o
término da infusdo do MI-D. Vale ressaltar que, como os experimentos de
perfuséo foram realizados em sistema néo recirculante, ndo ocorre o acimulo
de metabélitos (KIMMIG et al.,1983). Em razao disto, toda a glucose liberada
pelo 6rgao é proveniente do glicogénio. A produgao de lactato e piruvato, em
contraste ao observado para a concentragdo de 5 pmols.L™' de MI-D, foi
significativamente afetada pela presenca de 25umols.L™ do composto
mesoidnico. Os resultados da figura 22 e tabela 4 para estes metabdlitos
mostram que nos primeiros minutos do experimento a produgéo de lactato era
1,39 pmols.min™.g™. Aos 26 min do experimento, tal valor diminuiu para 0,92
umols.min™.g”, ou seja, caiu a valores 34% inferiores aos iniciais. Terminada a
infusdo do composto, os niveis de lactato aumentaram, sem retornarem, no
entanto, aos valores iniciais, persistindo uma diminuigao de 19% (1,13 pmols.
min".g™"). Quanto a produgdo de piruvato, a infusédo do MI-D provocou uma
diminuicdo na liberagdo deste metabdlito, na ordem de 50%, vez que os
valores iniciais de 0,23pmols.min™'.g™" cairam para 0,11umols.min™.g™ aos 16
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FIGURA 22. Efeitos do MI-D (25umols.L") sobre o consumo de oxigénio,
glicogendlise, produgdao de lactato e piruvato, em de figado de rato
perfundido isoladamente. Figados de ratos alimentados foram perfundidos
isoladamente como o descrito em Materiais e Métodos, item 2.5.2. O MI-D na
concentragdo de 25umols.L™” foi infudido no intervalo de 10 a 34 minutos do
experimento de perfusdo. Os valores representam a média de 3 experimentos
independentes.
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TABELA 3. Efeitos do MI-D (5umols.L") sobre o consumo de oxigénio,
glicogendlise, produgdo de lactato e piruvato, glicélise e razdo lactato
piruvato (NAD'/NADH) em figado de rato perfundido isoladamente.

Basal Infusdo de MI-D Apés infusdao de MI-D
(4 min) 5pmols.L™ (54 min)
(26 min)
Consumo de oxigénio 1,85+ 0,09 1,91+0,18 1,79+ 0,09
(umols™.min".g™"
Glucose 1,26 + 0,12 1,36 £ 0,11 1,55+0,13
(umols™.min™.g™
L- Lactato 1,45+0,19 1,29 + 0,16 1,15+ 0,28
(umols™.min"'.g™"
Piruvato 0,17 £ 0,03 0,17 £ 0,03 0,15 +0,02
(umols™.min".g™
Glicélise (lactato+piruvato) 1,6 +0,17 1,45+0,14 1,31 £0,28
(umols™.min™.g™
Razao lactato/piruvato 9,0+2,1 79+19 6,9+1,04

Figados de ratos alimentados foram perfundidos isoladamente como o descrito
em Materiais e Métodos, item 2.5.2. O MI-D na concentracéo de 5 umols.L™ foi
infudido no intervalo de 10 a 34 minutos do experimento de perfusdo. Os
valores representam a média + ep da média de 3 experimentos independentes.
N&o ha diferencga entre as médias (p< 0,05) nas condigbes do ensaio.

TABELA 4. Efeitos do MI-D (25umols.L") sobre o consumo de oxigénio,
glicogenodlise, produgdao de lactato e piruvato, glicélise e razdo lactato
piruvato (NAD'/NADH) em figado de rato perfundido isoladamente.

Basal Infusdo de MI-D Apoés infusdao de MI-D

(4 min) 25umols.L™ (54 min)
o ‘ (26 min)

Consumo de oxigénio 1,81+ 0,08 *1,14 + 0,08 1,41 +£0,17
(umols™'.min™.g"
Glucose 1,14 £ 0,03 1,60+ 0,16 *2,22 +0,25
(umols™.min™.g™
L-Lactato 1,39+ 0,24 0,92+0,2 1,13+0,27
(umols™.min".g™
Piruvato 0,23 +£ 0,02 *0,11 £ 0,02 0,21 + 0,04
(umols™.min".g™ ,
Glicolise (lactato+piruvato) 1,58 +0,18 1,02+0,3 1,34 £ 0,3
(umols™.min™.g™
Razao lactato/piruvato 6,0+1,17 82+1,5 57+1,0

Figados de ratos alimentados foram perfundidos isoladamente como o descrito
em Materiais e Métodos, item 2.5.2. O MI-D na concentragdo de 25 pmols.L™
foi infudido no intervalo de 10 a 34 minutos do experimento de perfusdo. Os
valores representam a média + ep da média de 3 experimentos independentes.
* Valores estatisticamente diferentes, a nivel de p< 0,05.
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minutos da infusdo do composto, ou seja, aos 26 minutos do experimento.
Apéds o término da infusao do composto mesoidnico os niveis de piruvato, tal
como o observado para o lactato, embora tenham aumentado, nao alcangaram
o valores iniciais. Em fungdo das variagées ocorridas na produgao de piruvato
e de lactato, a glicdlise, estimada pela somatéria da produgao de piruvato e
lactato (THURMAN & SCHOLZ, 1977; KIMMIG et al., 1983), também foi
alterada. Este efeito foi particularmente visivel na dose de 25umols.L™ de Mi-
D. No inicio do experimento, os valores observados para a glicédlise eram de

1,58 ymols.min™. g”'. Aos 16 min de infusdo do MI-D tal valor decresceu para

1,02 pmols. min”. g™, havendo uma reducéo de 35%. Ao final do experimento
de perfusdo, a glicélise ndao retornou aos valores iniciais, persistindo em
valores 15% inferiores. No entanto, a razao lactato/piruvato, que reflete o
estado do sistema redox NAD*/NADH citosélico (WILLIAMSON et al.,1967) e
que antes da infusdo do MI-D (25umols.L™) era de 6,0, aos 16 minutos da
infusdo do composto mesoiénicp aumentou para 8,0 (36%), retornando

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

As figuras 23A e 23B mostram medidas de absorbancias, a 340nm, do
perfusado que deixou o figado. Tais medidas foram feitas inicialmente com a
finalidade de se avaliar uma eventual interferéncia do xenobidtico nos
procedimentos de leitura das dosagens de lactato e piruvato, realizadas neste
comprimento de onda. Entretanto, estas medidas forneceram também uma
importante informagéo referente a quantidade de MI-D que deixava o figado.
Considerando que a absorbancia da solugao de MI-D Spmols.L™ e 25umols.L™
em meio de perfusdo eram respectivamente 0,068 e 0,38, antes da infuséo, a
recuperacdo do composto apés a perfusdo ficou muito abaixo do esperado,
visto que a absorbancia para o MI-D 5pmols.L™" nao ultrapassou 0,02 (figura
23A) e no segundo caso, para o MI-D 25umols.L™ (figura 23B) nao ultrapassou
0,15. Isto sugere que aproximadamente 50% da quantidade inicial do MI-D
infundida permaneceu retida no érgao. Esta possibilidade poderia explicar, ao
menos em parte, a irreversibilidade dos efeitos j@ mencionados. Alem disto, os

efeitos tardios observados sobre a glicogendlise e consumo de oxigénio,
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FIGURA 23. Absorbancias (340 nm) do MI-D nas amostras coletadas, nos
diferentes tempos, durante o experimento de perfusdo. A. MI-D 5 pmols.L™
- absorbancia da droga infundida de 0,068; B. MI-D 25 pmols.L™ - absorbancia
da droga infundida de 0,380. Os valores representam a média de 3

experimentos.
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causados pela infusdo do MI-D em baixa concentragdo (5umols.L™), poderiam
ser conseqlentes deste acumulo, sugerindo que o composto mesoidnico
manifeste efeitos dependentes também do tempo de exposicéo.

O acentuado estimulo sobre a glicogendlise observado a dose de
25umols.L”" de MI-D - figura 22 e tabela 4) exige uma analise mais detalhada.
Varias drogas sao conhecidas por estimularem esta importante via metabdlica
hepatica. Entretanto, no que se refere aos compostos mesoidnicos, a
disponibilidade de dados na literatura € escassa. Vale ressaltar, no entanto, as
observagdes de GLENNON et al. (1981,1984) demonstrando que derivados
mesoidnicos 1,3,4-tiadiazéis [3,2-a] piridimidinas (figura 14) foram capazes de
inibir a enzima fosfodiesterase, bem como de atuar como antagonistas dos
receptores de adenosina tipo A;. Embora interacoes desta natureza possam,
em tese, explicar o aumento observado na glicogendlise, o MI-D nao apresenta
similaridade estrutural as xantinas naturais, tida como indispensavel por
GLENNON et al. (1981;1984). Pelo contrario, ndo obstante o MI-D possua em °
sua estrutura o anel tiadiazélio mesoidnico, a auséncia do anel pirimidina e a
presenca de diferentes substituintes o tornam um composto muito distinto
daqueles relatados pelos citados autores. A a¢do do MI-D em figado
perfundido € interessante na medida em que o estimulo da glicogendlise foi
acompanhado de acentuada inibicdo do consumo de oxigénio, inibicao esta,
que fortemente sugere um envolvimento do composto com as atividades
mitocondriais. Entretanto, o MI-D nao estimulou a glicélise, diferindo, portanto,
dos inibidores classicos da cadeia respiratéria, como por exemplo o cianeto,
que em figado perfundido promove o estimulo da glicogendlise e glicélise
(CONAGLEN et al., 1984).

P

pode descartar a possibilidade de que este efeito resulte da acdo do composto
sobre alguma enzima desta via, vez que ndo foram desenvolvidos
experimentos especificos com tal finalidade. No entanto, o aumento da razédo
lactato/piruvato, que neste caso reflete o estado redox do citosol, isto é a razao
NAD*/NADH, durante o periodo de infusdo do composto mesoidnico, foi
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decorrente do decréscimo da produgao de piruvato (50%) que, por sua vez foi
mais acentuado que o observado para o lactato (34%), sugerindo uma
diminuigao do cofator na sua forma reduzida.

Considerando os efeitos do MI-D em figado perfundido, particularmente
na dose de 25umols.L™, sobre o consumo de oxigénio e glicogendlise, tornou-
se relevante esclarecer os mecanismos pelos quais o composto interfere na

atividade respiratéria.

3. 2 Efeitos do MI-D em Mitocondrias Isoladas

Para se avaliar os efeitos do MI-D sobre a atividade respiratéria optou-
se, neste trabalho, pelo uso de mitocondrias isoladas de figado de rato como
modelo experimental. Os experimentos cujos resultados estao apresentados
nas figuras 24 e 25 foram desenvolvidos utilizando-se como substratos
oxidaveis o glutamato e o succinato de sédio e foram analisados os seguintes
parametros: consumo de oxigénio durante os estados lll e IV da respiragéo; o

coeficiente de controle respiratério (RCC) e a razdo ADP/O.

Na figura 24A pode-se observar que os efeitos do MI-D sobre a
velocidade respiratéria de mitocondrias isoladas, na presenga de substrato e
ADP (estado Ill), foram discretos embora nao idénticos para ambos os
substratos. Quando o glutamato foi utilizado como substrato, o MI-D em baixas
concentragdes (15 nmols.mg™ de proteina) promoveu um pequeno estimulo da
velocidade respiratdria (20%, em relagao ao controle), enquanto que em altas
concentragdes (65nmols.mg'proteina), a velocidade respiratéria foi
aproximadamente 22% inferior ao controle. Deve-se salientar, que a analise
estatistica utilizada comparou os efeitos do MI-D com o valores do controle,
isto € 100% de atividade na auséncia do composto mesoidnico. Porém, se
considerado que, na concentragao de 15 nmols.mg™' proteina o MI-D estimulou
a velocidade respiratéria em cerca de 20%, o decréscimo observado para a
atividade respiratéria passa a ser significativo em relagéo a este, a partir da

concentragao de 25 nmols.mg™ proteina.
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Quando o succinato de sddio foi utilizado como substrato, nao foi
observado o estimulo inicial na velocidade respiratéria do estado Ill (figura
24A). Porém, a inibigao foi significativa para as concentragcdo de 25 a 80 nmols
de MI-D. mg™ proteina, sendo o efeito inibitério de 30%, na maior dose, com
relagao ao controle. A inibigdo promovida pelo MI-D na velocidade respiratéria
do estado Ill, poderia ser justificada por quaisquer das seguintes
possibilidades: a) inibigdo de um ou mais complexos da cadeia respiratéria; b)
inibicao das desidrogenases dos diferentes substratos; c¢) inibicdo do
translocador de nucleotideos de adenina; d) inibicdo da ATPsintase; e)

inibicao dos transportadores dos substratos.

Na figura 24B verifica-se que a velocidade do consumo de oxigénio
ap6és a exaustao do ADP (estado IV) foi acentuadamente aumentada. O
estimulo observado foi estatisticamente significativo a partir da concentragao
de 15 nmols MI-D.mg" de proteina mitocondrial, para os dois substratos,
chegando, na concentracdo de 80 nmols.mg™’ proteina, a 190% e 152% °
durante a oxidagao do glutamato e succinato, respectivamente. A figura 25
mostra os valores de RCC (figura 25A) e da razdao ADP/O (figura 25B).
Verifica-se uma drastica diminuicdo destes parametros, obviamente
conseqiiéncia dos efeitos exercidos pelo MI-D sobre a velocidade do consumo
de oxigénio (inibicao do estado Il e estimulo do estado IV). Os efeitos do MI-D
sobre o estado IV da respiragdo, sugerem uma ac¢édo desacopladora do

composto mesoidnico.

Os resultados destes experimentos sao compativeis com aqueles
verificados em figado perfundido, efetuados na presenga da mesma
concentragao da droga, embora nao seja possivel estabelecer no 6rgao intacto
quais os substratos que preferencialmente estejam alimentando a cadeia
respiratoria. Tal compatibilidade pode ser inferida quando se observa a
inibicdo do consumo de oxigénio em figado perfundido (figura 22 e tabela 4),
que é correspondente, nos experimentos com mitocdndria isoladas, a
concentragao de 65 nmols.mg™ de proteina, para a oxidagdo do succinato de
sodio (figura 24A). No entanto, a interpretagdo dos resultados exige algumas
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FIGURA 24. Efeitos do MI-D sobre o consumo de oxigénio por
mitocondrias isoladas de figado de rato. As condicbes experimentais estdo
descritas no item 2.7.1 da se¢do de Materiais e Métodos.

A: Estado lll, consumo de oxigénio na presenga de ADP e substrato. 100%
corresponde a 34,6 + 42 e 38,0 + 4,0 nmols de oxigénio consumidos por
minuto por miligrama de proteina mitocondrial para o glutamato e succinato de
sédio, respectivamente.

B: Estado IV, consumo de oxigénio mitocondrial apdés a exaustdao de ADP.
100% corresponde a 7,0 + 1,1 e 8,0 + 1,3 nmols de oxigénio consumidos por
minuto por miligrama de proteina 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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FIGURA 25. Efeitos do MI-D sobre o RCC e razao ADP/O de mitocondrias
isoladas de figado de rato. As condi¢cdes experimentais estido descritas no
item 2.7.1 da secdo de Materiais e Métodos.

A. RCC, coeficiente de controle respiratério. 100% corresponde aos valores
de 4,6 +0,2 e 4,6 + 0,6 para o glutamato e succinato, respectivamente.

B. ADP/O, concentragdo de ADP/consumo de oxigénio. 100% corresponde
aos valores de 28 + 0,2 e 1,8 + 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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consideragées. No figado isolado observou-se apenas a inibigao na velocidade
respiratéria; ja em mitocondrias isoladas em adigao a inibicdo do estado IlI,
observou-se, ainda, um forte estimulo na velocidade respiratéria do estado IV.
Embora no érgao isolado ndo seja possivel estabelecer o estado IV da
respiracéo - que representa a deplecao total de ADP -, a visualizagdo apenas
do efeito inibitério do MI-D - redugdo de 37% no consumo de oxigénio -, é
correspondente e compativel aquele evidenciado em mitocondrias isoladas
(30% de inibi¢ao), para o estado Il da respiragdo, na mesma concentragéo do
xenobibtico. Entretanto, deve-se ressaltar que compostos nido mesoibnicos
com acdo desacopladora, quando avaliados em figado perfundido, em
condicbes experimentais similares as descritas neste trabalho
(KEMMELMEIER et al., 1989), estimularam o consumo de oxigénio. Ainda
neste sentido, PETRESCU & TARBA (1997) demonstraram que os
antiinflamatérios nao esteroidais, acido acetil salicilico e dicoflenaco,
estimularam o consumo de oxigénio, a glicogendlise e glicdlise. Segundo os
autores, tais efeitos seriam resultantes da agdo desacopladora destes
compostos. Desta forma, os efeitos do MI-D em figado perfundido séao
singulares, permitindo supor que proteinas integrais de membrana, tais como
aquelas constituintes dos complexos da cadeia respiratéria, possam ser alvos

de interagdo com o composto mesoidnico.

3.3 Efeitos do MI-D Sobre a Atividade Dos Complexos Enzimaticos

da Cadeia Respiratoria

Com a finalidade de esclarecer os efeitos do MI-D sobre o estado lll da
respiragdo, foram realizados ensaios com mitocondrias desacopladas por
FCCP e mitocondrias rompidas. Em ambas as situagbes experimentais, &
possivel avaliar o transporte de elétrons através da cadeia respiratéria,
descartando os efeitos relacionados a fosforilagdo oxidativa. Em mitocondrias
rompidas & possivel, ainda, avaliar os efeitos do composto mesoidénico na
auséncia da barreira representada pela membrana mitocondrial interna.
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A figura 26 mostra os resultados de experimentos em que o efeito do
MI-D foi avaliado em preparagdes mitocondriais desacopladas por FCCP, e,
portanto, com o transporte de elétrons ocorrendo em velocidade maxima.
Nesta situacdo experimental a diminuicdo do consumo de oxigénio é
particularmente evidente, sugerindo que o composto mesoiénico compromete o
transporte de elétrons. A figura 27 mostra que o efeito do MI-D sobre o
consumo de oxigénio é dependente da concentracao de FCCP utilizada. Os
resultados da figura 27A e 27B foram obtidos em presenga de 0,1 pmol.L™ e 1
pmol.L" de FCCP, respectivamente. Enquanto a velocidade respiratoria é
praticamente a mesma para as duas concentragoes de FCCP, a magnitude da
inibicdo pelo MI-D diferiu apesar de terem sido usadas concentragoes
rigorosamente idénticas do composto mesoibénico. Verifica-se ainda que a
inibicao do consumo de oxigénio na presen¢a do MI-D é dependente do tempo
(figura 27). Efeitos semelhantes a este, nao foram encontrados em literatura
recente. Porém, VAN DAM (1967) relata uma ag¢ao de inibicao do consumo de
oxigénio por agentes desacopladores quando utilizados em concentragdes
elevadas ou combinados com outro agente desacoplador. Considerando os
efeitos do MI-D sobre o estado 1V, esta possibilidade nédo pode ser descartada;
pode-se supor ainda que esta condi¢ao favorega a interacdo do composto com
os complexos enzimaticos da cadeia respiratéria, devido a um dano

generalizado da membrana mitocondrial.

Em preparagées de mitocondrias rompidas foram investigados os efeitos
do MI-D sobre a atividlade dos complexos NADH oxidase, NADH
desidrogenase, succinato oxidase, NADH-citocromo ¢ redutase, citocromo
oxidase e succinato desidrogenase. Os resultados estdo apresentados na
tabela 5.

Verifica-se que o trajeto dos elétrons do NADH até o oxigénio, ou seja, o
segmento NADH oxidase, é inibido de forma significativa a partir da
concentragao de 38 nmols.mg™ proteina. Esta inibigao atinge um valor maximo
de 32%, se tomado como parametro a média dos controles, realizados na
auséncia de MI-D. Tal valor é superior aquele observado pela oxidagdo do
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FIGURA 26. Efeitos do MI-D sobre o consumo de oxigénio por
mitocondrias de figado de rato desacopladas por FCCP. A. Ensaio
controle realizado na auséncia de FCCP e MI-D - RCC- coeficiente de
controle respiratorio. B. Consumo de oxigénio na presenga de FCCP 0,5
pmols.L”! (— ) e MI-D (- - -) nas concentragdes de a. 25; b. 50 e c. 80
nmols.mg” de proteina mitocondrial. Adi¢des Mit. -mitocondrias; Suc.-
succinato de sédio 2,5 mmols.L". As condigées experimentais estdo
descritas na se¢ao de Materiais e Métodos, item 2.7.1. Os tragados séo
representativos de trés experimentos independentes. As velocidades
respiratérias estdo expressas em nmols de O consumidos.min.mg” de
proteina mitocondrial.
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FIGURA 27. Efeitos do MI-D sobre o consumo de oxigénio por
mitocondrias de figado de rato desacopladas por FCCP. A Consumo de
oxigénio na presenga de FCCP 0,1 ymols.L” (—) e MI-D (- - -) nas
concentragbes de a. 50 e b. 80 nmols.mg” de proteina mitocondrial.
B. Consumo de oxigénio na presenca de FCCP 1 ymol. L™ (—) e MI-D
(- - =) nas concentragbes de a. 50 e b. 80 nmols.mg™ de proteina
mitocondrial. Adigées: Mit. mitocondria; Glu. glutamato de sédio Smmols.L™.
As condigbes experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e
Métodos, item 2.7.1. Os tragados sao representativos de trés experimentos
independentes. As velocidades respiratérias estdo expressas em nmols de
0. consumidos min™.mg™ de proteina mitocondrial.



TABELA 5. Efeitos do MI-D sobre os complexos enzimaticos da cadeia respiratdria.

Enzimas % do controle (média * dp)

MI-D (nmols.mg™ prot.)
0 12.0 15.0 25.0 380 50.0 65.0 80.0

NADH Oxidase 100 9747 103+10 9418  88+5* 80+2* 74i8* 6814*
NADH desidrogenase 100 9445 9248 9948 8816 9617 93+2 9414
NADH citocromo ¢ redutase 100 9818 94+2 9317  8416* 80i8* 78+4* T7+7*
Succinato oxidase 100 97+2 86+3* 77+5* 66+3* 70+8* 58i5* 4515*
Citocromo ¢ oxidase 100 102+5 100+3 99+5 9746 9846 95+5 9613
Succinato desidrogenase 100 10045 95+12 88+8  79+7* 9418 95+13 97+11

Succinate citocromo ¢ redutase 100 9818 10745 91+7 91+4 9315 87+6* 80+8*

As condigbes experimentais estdo descritas no item 2.7.2 da sec¢éo de Materiais e Métodos

100% corresponde a atividade dos controles : NADH oxidase - 15 nmols de NADH oxidado. min".mg™;
NADH desidrogenase - 5,0 pmols de ferricianeto reduzido. min™.mg™; NADH citocromo ¢ redutase -
200 nmols de citocromo ¢ reduzido.min™. mg™: Succinato oxidase - 20 nmols de O, consumidos.min™.
mg™"; Citocromo ¢ oxidase - 400 nmols de citocromo ¢ oxidado.min™. mg™; Succinato desidrogenase-
60 nmols de DPIP reduzido. min®. mg" e Succinato citocromo ¢ redutase - 200 nmols de
ferricitocromo ¢ reduzido.min™.mg”. Cada valor representa a média + dp de quatro experimentos
independentes. *Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia de MI-D) - p <0,05.
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glutamato durante o estado il (20% - figura 24A) Esta aparente discrepancia
pode ser justificada pela diferengca entre as metodologias utilizadas. Com
efeito, no ensaio enzimatico que utiliza mitocondrias rompidas, as enzimas
que constituem os complexos da cadeia respiratéria estdo mais acessiveis ao
composto mesoidnico que nos ensaios em que se utilizam mitocéndrias
intactas.

Os dados apresentados na tabela 5 mostram, também, que o MI-D
promove uma inibicao significativa do transporte de elétrons do succinato ao
oxigénio, isto €, na succinato oxidase, a partir de 15 nmols.mg™” proteina . A
inibicdo de cerca de 55% é também, neste caso, maior que a observada para o
estado lll da respiragao, quando utilizado o succinato de sédio como substrato
oxidavel (30%, figura 24A). Como no caso anterior, isto poderia ser explicado

pelas caracteristicas das preparagdes utilizadas.

O MI-D nao exerceu qualquer efeito sobre a atividade NADH-
desidrogenase (NADH: ferricianeto 6xido-redutase), indicando que a inibi¢ao
observada no ensaio da NADH oxidase nao ocorre a nivel do complexo | da
cadeia respiratoria. Por outro lado, a Succinato desidrogenase (succinato:
fenazina metasulfato 6xido redutase), foi inibida de forma estatisticamente
significativa na dose de 38nmols.mg 'proteina. Esta inibicao, de apenas 20%,
quando comparada a de 55% observada para a enzima Succinato Oxidase,
sugere que o MI-D exerga também um efeito inibitério sobre o complexo llI
e/ou IV da cadeia respiratéria. De fato, como pode ser observado na tabela 5,
o MI-D promoveu uma inibicdo de 20% sobre a atividade da NADH-Citocromo
¢ redutase, que abrange os complexos | a Il da cadeia transportadora de
elétrons. A inibicao foi significativa a partir da dose de 38 nmols.mg™ proteina.
Uma inibicdo da mesma magnitude (20%) foi observada sobre o segmento
Succinato citocromo ¢ redutase (Succinato: ferrocitocromo ¢ 6xido-redutase) .

Tal efeito foi significativo para as doses de 65 e 80 nmols MI-D.mg™ proteina .

Como o complexo Citocromo oxidase (ferrocitocromo c: oxigénio 6xido-

redutase) nao foi inibido, os resultados descritos sugerem que o sitio de
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inibicdo do MI-D esta localizado ap6s o complexo | e entre os complexos Il e llI
da cadeia respiratéria, justificando a inibigdo sobre o estado Il da respiragao,
observada na figura 24 A, para os dois substratos utilizados.

3.4 Efeitos do MI-D Sobre o Potencial Elétrico de Membrana (Ay)

A forga préton motriz (Ap), responsavel pela sintese de ATP, é
constituida por dois componentes: o ApH, resultante da diferenca na
concentragao de prétons através da membrana mitocondrial e o Ay (potencial
elétrico de membrana), decorrente da diferenca do potencial elétrico entre as
duas fases aquosas separadas pela membrana mitocondrial (NICHOLLS &
FEGURSON ,1992). Considerando que o ultimo componente, contribui com
aproximadamente 90% da energia disponivel para a formagao da forga préton
motriz (Ap) (NICHOLLS & FEGURSON ,1992), e a acentuada redugao,
promovida pelo MI-D, na capacidade da mitocondria em fosforilar o ADP

(figura 24), tornou-se fundamental avaliar os efeitos da droga sobre o Ay.

Os efeitos do MI-D sobre o potencial elétrico de membrana (Ay), em
mitocondrias isoladas de figado de rato, foram avaliados utilizando-se
safranina O. Este corante, deslocando-se do meio extra para o
intramitocondrial sob a influéncia do Ay, interage com sitios anidnicos da
membrana, agregando-se em palissadas. Tal fendmeno € acompanhado de
alteracoes espectrofotométricas registradas a 511-533nm, permitindo
estabelecer uma relagéao linear entre o valor de Ay, resultante da energizagao
da membrana, e a variagdo da densidade 6ptica, resultante do acimulo e
ligagdo das moléculas de safranina no interior da mitocdndria (ZANOTTI &
AZZONE, 1980). Desta forma, a partir do registro das mudangas espectrais, a
511nm-533nm, foram calculados os valores de Ay em mV (AKERMAN &
WIKSTROM, 1976). Os tracados da figura 28, sao representativos dos efeitos
do MI-D sobre o Ay, evidenciando a redugéo na capacidade de gerar o Ay das
preparagdes mitocondriais, quando em presen¢a do composto mesoidnico. Os
resultados mostrados na figura 29, evidenciam os efeitos do MI-D sobre o Ay,

quando utilizados como substratos o glutamato ou succinato de soédio.
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FIGURA 28. Efeitos do MI-D sobre o potencial de membrana (Ay) de
mitocondrias de figado de rato. As condigcdes experimentais estdo
descritas na se¢ao de Materiais e Métodos, item 2.7.3. MI-D estava presente
nas concentragdes de a. 0, b. 12, ¢. 25, d. 50, e. 65 e f. 80 nmols.mg™

proteina mitocondrial. Os tragcados sao 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 concentragdo responsavel pelo
colapso do potencial de membrana difere para cada substrato. Enquanto
65nmols de MI-D. mg™ proteina foram suficientes para abolir completamente o
Ay, quando utilizado o glutamato de sédio como substrato, o mesmo
parametro diminuiu em 40% na concentragdo de Mi-D de 80 nmols.mg™
proteina, quando o substrato foi o succinato. A diferenga na magnitude dos
efeitos poderia resultar dos mecanismos pelos quais cada substrato tem
acesso a mitocondria. Sabe-se que a entrada de glutamato é dependente do
ApH, sendo mediada por dois tipos de transportadores. O primeiro opera com
a entrada simultanea de H" (co-transporte de H'), em troca do aspartato; o
segundo facilita a entrada do glutamato em troca do OH". Ja& a entrada de
succinato ocorre através do transportador de dicarboxilatos, ndo sendo,
portanto, dependente do ApH (NICHOLLS & FEGURSON,1992). Desta forma,
é razoavel supor que os efeitos mais pronunciados do MI-D, poderiam estar
relacionados a entrada do glutamato, que é dependente do ApH. Ainda nos |
experimentos em que o glutamato de sédio foi utilizado como substrato
oxidavel, nota-se, também, uma elevagéo no potencial de membrana (conc. 15
nmols.mg™ proteina), em relagéo a dose anterior (12 nmols.mg™ proteina). Este
efeito, observado em todos os experimentos, mostrou-se ainda mais intrigante,
quando comparado aos resultados do consumo de oxigénio em mitocéndrias
isoladas (figura 24 A), em que se mostrou um pequeno um estimulo na
velocidade respiratéria do estado Ill , para o mesmo substrato, na mesma
dose. Todos estes resultados poderiam ser justificados, se confirmada a
hip6tese de que o MI-D, antes de promover o colapso do potencial, dissipasse
o ApH, devido a dissociagdo de um préton (grupamento -NH-) de sua estrutura
(figura 17). Se assim fosse, o aumento no potencial de membrana e na
velocidade respiratéria do estado Ill, observados em baixas doses do
composto mesoidnico, quando o glutamato era o substrato oxidavel, seria
decorrente de uma resposta termodinamica para restabelecer a forga préton

motriz (Ap).
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FIGURA 29. Efeitos do MI-D sobre o potencial de membrana (Ay) de
mitocéndrias isoladas de figado de rato. Mitocdondrias de figado de rato
foram incubadas nas condi¢gdes descritas em Materiais e Métodos, item 2.7.3,
energizadas com glutamato (O) ou succinato de sodio (®). Cada valor
representa a média + dp de quatro experimentos independentes. "Valores
estatisticamente diferentes do controle (auséncia de MI-D) a nivel de
significancia de p < 0,05. 100% corresponde a 170 + 10,9 mV de potencial
elétrico de membrana .
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O colapso do Ay pode decorrer tanto de uma restricdo no fluxo de
elétrons, quanto de um efeito desacoplador (NICHOLLS & FEGURSON,1992).
No caso do MI-D este efeito estd provavelmente relacionado a sua agéo
desacopladora (como indicado pelo aumento da velocidade do estado |V da
respiragdo, diminuigdo no coeficiente de controle respiratério (RC) e razéo
ADP/O - (figuras 24B,25A e B), visto que, a inibicdo observada sobre os
complexos da cadeia transportadora de elétrons (tabela 5), néo é suficiente
para justificar seus drasticos efeitos sobre o potencial de membrana (Ay).
Resta esclarecer se os mecanismos responsaveis pelo efeito desacoplador do
MI-D estao relacionados a dissociagdo de prétons da sua estrutura, como
ocorre no caso dos desacopladores classicos, e/ou a interagdo com a
membrana mitocondrial, considerando o carater lipofilico da droga.

3.5 Efeitos do MI-D Sobre o Complexo F,Fo ATPase

Para o melhor entendimento das a¢ées do MI-D quanto as fungdes
ligadas a energia, seu efeito foi avaliado sobre a atividade do complexo F4F,
ATPase (ATP sintase). Neste complexo enzimatico o componente F,,
constituido de polipeptidios hidrofébicos, se encontra inserido na membrana
mitocondrial interna, sendo responsavel pela captagéo de prétons do espago
intermembranas e sua liberagdao na matriz mitocondrial. O componente soluvel
F,, inclui 5 tipos de subunidades (a.B,y,0 © &), na estequiometria de
3a:3B:1y:18:1e. Este componente é responséavel pela sintese de ATP - por
ocasido do transporte de elétrons e passagem de prétons pelo componente
F, -, ou hidrélise de ATP, em presenga do nucleotidio e auséncia de substratos
para a cadeia respiratoria (NICHOLLS & FEGURSON ,1992). A interagéo entre
F, e F,é garantida por dois outros componentes: Fs € OSCP, sendo que esta
altima confere sensibilidade a oligomicina. Estas proteinas associam-se aos
componentes F, e F, do complexo enzimatico, auxiliando a regular a
permeabilidade da membrana mitocondrial interna a prétons e garantindo a
eficiéncia da fosforilagédo oxidativa (TZAGOLOFF, 1982).



87

Segundo MITCHELL (1961), o transporte de elétrons através da cadeia
respiratoria leva a formagdo da forga proton motriz (Ap), gradiente
eletroquimico de prétons através da membrana mitocondrial interna. A
utilizacao desse gradiente esta acoplada a sintese de ATP através da ATP
sintase, uma vez que os prétons sé podem retornar a matriz mitocondrial
através do componente F, do complexo enzimatico. De maneira ampla, os
desacopladores podem ser definidos como agentes quimicos que
seletivamente impedem a utilizagdo da energia quimica derivada do transporte
de elétrons para a fosforilagdo do ADP em ATP. Operacionalmente, isto
significa um decréscimo no nimero de mols de fosfato inorganico convertidos
para a forma ligada organicamente por atomo de oxigénio consumido, isto &, a
razdo P/O tende a zero na presenga de substrato, enquanto a respiragao
continua (HEYTLER, 1997). Este aspecto portanto distingue os
desacopladores dos inibidores da fosforilagdo oxidativa, como por exemplo a
oligomicina, que liga-se ao componente OSCP do complexo FsF, ATPase, ou
o atractilato, que inibe o translocador ADP/ATP (TZAGOLOFF,1982). Assim,

“agentes desacopladores, translocadores de H' ou protonéforos, s&o
substancias capazes de bloquear a sintese ATP, pois promovem a entrada de
protons na matriz mitocondrial, o que resulta na dissipagdo da forga préton-
motriz (Ap). A entrada de prétons na matriz mitocondrial, faz ainda com que o
componente F; do complexo enzimatico passe a hidrolisar ATP, o que ocorre
com a extrusdo simultdnea de protons, através do componente F,. Desta
maneira, a atividade ATPasica é muito baixa em mitocéndrias acopladas, e

aumenta na presencga de desacopladores classicos como o FCCP.

Os efeitos do MI-D sobre o consumo de oxigénio (figura 24B, 25A e B),
e potencial elétrico de membrana (Ay) (figura 29), sugeriram o efeito
desacoplador da droga. Assim, a avaliagcdo da atividade da ATPase permite
verificar tanto a influéncia da droga sobre a enzima, como seu eventual efeito
desacoplador. Neste estudo, a atividade do complexo enzimatico foi avaliada
utilizando-se preparacdes de mitocondrias intactas, mitocondrias rompidas e
ainda de mitocdndrias intactas desacopladas com o desacoplador classico,
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FCCP. Os resultados destes experimentos estdo representados na figura 30.
Verifica-se que o MI-D nao exerceu qualquer efeito sobre o complexo F4F,
ATPase em mitocondrias rompidas, excluindo-se, assim, a interferéncia direta
deste composto sobre o complexo enzimatico. Este resultado também exclui a
possibilidade de que a inibicdo do estado lll seja decorrente de uma agéo

inibitéria do MI-D sobre esta enzima.

Em contraste, quando se utilizou uma preparagdo de mitocondrias
intactas, o MI-D promoveu um forte estimulo na atividade hidrolitica da
ATPase. Este efeito, caracteristico para os agentes descbpladores classicos,
foi dose dependente, chegando na dose de 160 nmols.mg™ proteina a 300%,
com relacdo ao controle, realizado na auséncia do MI-D. Um aumento posterior
na concentracdo de MI-D, para 240 nmols/mg proteina, promoveu uma
acentuada diminuigao na atividade hidrolitica 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"
concentragées maiores do que as necessarias para desacoplar a mitocondria.
Outra informagdao que pode ser inferida a partir destes resultados, com
mitocondrias intactas, é a de que ao menos até a concentracdo de 160
nmols.mg™' proteina, o MI-D nao interfere no translocador de nucleotidios de

adenina.

O efeito do MI-D, em mitocondrias desacopladas por FCCP, pode
também ser observado na figura 30. Esta ultima situagao experimental foi
introduzida, considerando o conhecido fato de que o excesso ou a combinagao
simultdnea de agentes desacopladores pode resultar em velocidades sub-
maximas de alguns pardmetros mitocondriais, como a velocidade da hidrélise
de ATP ( KRAAYENHOLF & VAN DAM, 1969) e/ou do consumo de oxigénio,
como o ja discutido neste trabalho (figura 27). A semelhanga do que ocorreu
com o consumo de oxigénio, também neste caso a combinagao simultanea dos
agentes desacopladores (MI-D e FCCP) determinou a diminuicdo da
velocidade da hidrolise de ATP. Este resultado fortalece a proposicao
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FIGURA 30. Efeitos do MI-D sobre o complexo F;F, ATPase de
mitocondrias isoladas de figado de rato. (A)Mitocondrias rompidas. 100%
corresponde a 700 + 112nmols de Pi liberados.min’.mg" de proteina
mitocondrial. (m) Mitocondrias intactas - 100% de atividade corresponde a 20 +
1,1 nmols de Pi liberados.min™.mg™ de proteina mitocondrial. ( O ) Mitocondrias
desacopladas com FCCP - 100% de atividade corresponde a 91,3 + 5,6 nmols
de Pi liberados.min'.mg' de proteina mitocondrial. As condigGes
experimentais estdo descritas na secdo 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 MI-D possa ocasionar importantes alteragées
de membrana.

Portanto, os resultados obtidos da agao do MI-D sobre o complexo F4F,
ATPase caracterizam o MI-D com um novo agente desacoplador, e sugerem
que seus efeitos nao estao relacionados apenas a dissociagdo do préton do
grupamento -NH- presente em sua estrutura, como também a sua possivel

interacao com constituintes de membrana mitocondrial interna.

Segundo HEYTLER (1997) a comparagao da poténcia dos diferentes
desacopladores, € melhor visualizada quando se considera a concentragao
capaz de promover 50% deste efeito. Estas concentragées sao mais
convenientemente expressas como pls, (-log de /s, , onde /s € expressa em
mols.L™"). Para o MI-D, o valor de pls, variou de 3,9 a 4,9 em fungdo das
condi¢coes em que foram realizados os ensaios. Estes valores sdo equivalentes
aos calculados para os desacopladores DNP e dicumarol, de 5,1 e 5,0,
respectivamente (HEYTLER, 1997).

3.6 Efeitos do MI-D Sobre o Inchamento Mitocondrial

O fendmeno osmoético de entumescimento (“swelling”) das mitocéndrias
somente é possivel devido a elasticidade da membrana mitocondrial interna.
Em verdade, esta elasticidade esta associada ao desdobramento das cristas
desta membrana, o que permite um aumento consideravel do volume da
matriz, sem que ocorra o rompimento da organela (NICHOLLS & FERGUSON,
1992). Este fendmeno esta intimamente relacionado ao deslocamento vetorial
de prétons induzido pelo fluxo de elétrons, seja em diregdo ao oxigénio, pela
oxidagcdo de substratos, seja na direcdo contraria, impulsionado pela hidrdlise
de ATP (PAKER et al.,1966; MUSTAFA et al.,1966). O gradiente de proétons
gerado pela energia derivada do transporte de elétrons pode fazer com que
acidos fracos - como por exemplo o acido acético -, sofram uma redistribuigéo
entre os espacos intra e extra mitocondrial. Desta forma, o ion acetato
distribui-se entre os espagos intra e extra mitocondrial de acordo com a
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diferengca de pH entre os dois compartimentos, enquanto a forma protonada,
por ser neutra, distribui-se igualmente entre os dois espagos (KLINGENBERG
& ROTTENBERG, 1977). Devido ao fato de a forma protonada ser a
permeante, o influxo ou efluxo de acetato € sempre acompanhado de um
préton e, portanto, uma acidificagdo do meio externo € acompanhada de um
aumento na concentragao de acetato no interior da mitocondria. A pressao
osmética gerada por tal aumento € um fator determinante para o inchamento

da organela.

A entrada de cations, tal como o Na®, cujo acesso depende do potencial
eletroquimico gerado, bem como a de anions permeantes na matriz
mitocondrial, levam ,igualmente, a alteragdoes osméticas, que induzem o fluxo
de agua, resultando em mudanga do volume da matriz (MUSTAFA et al.,
1966). Dependendo das condigcdoes experimentais, o0 processo de
entumescimento mitocondrial pode ocorrer com outros cations permeaveis
como Ca®* ou K mais valinomicina (TZAGOLOFF, 1982 ; NICHOLLS &
FERGUSON, 1992).

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e capazes de dispersar a luz.
Esta dispersao ocorre em fungao da diferenga do indice de refragdo entre o
conteudo da matriz mitocondrial € 0 meio. Eventos que promovam a diminuigdo
desta diferenga - como por exemplo o aumento do volume da matriz
mitocondrial, devido a entrada de solutos permeaveis - , resultam na
diminuicdo da dispersdo da luz, com o indice de refragdo da matriz
aproximando-se ao do meio (NICHOLLS & FERGUSON, 1992). Desta forma,
medidas da dispersdo da luz por suspensdes mitocondriais constituem o
fundamento da técnica que avalia o grau de entumescimento ou “swelling”
mitocondrial. Embora relativamenfe simples, esta técnica fornece informagées
valiosas sobre o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, os
processos envolvidos na fosforilagdo 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 possivel
interagdo do MI-D com a membrana mitocondrial interna. Com a finalidade de
avaliar se os efeitos do MI-D comprometem propriedades desta membrana,
como por exemplo sua elasticidade e permeabilidade, ensaios de inchamento
mitocondrial foram desenvolvidos, utilizando-se preparagdes energizadas pela
oxidagao de substratos, ou ndo energizadas.

3.6.1 Efeitos do MI-D Sobre o Inchamento de Mitocondrias
Energizadas

Neste trabalho, as medidas de “swelling” mitocondrial foram feitas
conforme sugerido por MUSTAFA et al. (1966). O inchamento mitocondrial foi
conduzido na presenca de acetato de sédio e, como substrato oxidavel o
glutamato de sédio. A figura 31 mostra o efeito do MI-D sobre o “swelling”
mitocondrial nestas condicées experimentais. O tragado A da figura 31
corresponde ao ensaio controle, realizado na auséncia do composto
mesoidnico. Nestes experimentos, em que as mitocdndrias estavam incubadas
em meio apropriado, ja contendo o acetato de sédio, a adigao do glutamato
desencadeou o aumento do volume mitocondrial, tendo em vista a diminui¢ao
da absorbancia observada.

A capacidade de contragdo da membrana mitocondrial, por sua vez,
pode igualmente ser avaliada através da reversdo do inchamento mitocondrial.
Esta contragédo resulta da adi¢ao de inibidores da cadeia respiratéria ou da F
F, ATPase. Nestes experimentos, a reversdao do inchamento mitocondrial foi
alcangada pela adigdo de rotenona, reforgando que o inchamento é
dependente da transferéncia de elétrons via NADH-desidrogenase.

Nos experimentos mostrados nos tragados B-E da figura 31, o MI-D foi
incubado por dois minutos com as preparagées mitocondriais, em meio
contendo acetato de sédio, precedente a adigao do glutamato. Verifica-se que
a presenga do MI-D, mesmo em baixas concentragbes e na auséncia do
substrato oxidavel, causou algum grau de “swelling” mitocondrial
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FIGURA 31. Efeitos do MI-D sobre o inchamento de mitocondrias,
energizadas, na presenca de ions sodio. Mit.- mitocondria; Glu.-
glutamato de soédio; Rot.- rotenona. MI-D estava presente nas
concentragbes: a. 0 ; b.15; ¢. 38; d. 50, e. 80 nmols.mg” de proteina
mitocondrial. O inchamento e sua reversao foram induzidos pela adi¢ao de
glutamato de sédio 15 mmols.L" e rotenona 4 umols.L™, respectivamente.
As condigbes experimentais estdo descritas na se¢do de Materiais e
Métodos, item 2.7.4.1. Os valores representam o perfii de quatro
experimentos independentes.
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(Figura 31B-E), sendo este efeito mais acentuado para as maiores
concentragbes (Figura 31 D e E). A analise dos tragados B e C desta figura
mostra que, embora o MI-D (concentracbes de 15 e 38 nmols.mg™ proteina)
tenha promovido este inchamento inicial, o processo continuou dependente da
adicdo do substrato oxidavel, e, nestas condigées, o MI-D levou a uma
progressiva diminui¢ao do “swelling”. Entretanto, conforme pode ser observado
nos tragados D e E da mesma figura, concentragées mais elevadas de MI-D
induzem a um “swelling” independente da adigdo do substrato e irreversivel, a
partir de 38 nmols.mg™* proteina mitocondrial.

Considerando que a extensdo do inchamento mitocondrial é
determinada pelo potencial eletroquimico de prétons; que a velocidade do
inchamento resulta da permeabilidade da membrana mitocondrial; que a
velocidade de contragdo reflete a velocidade de redugdo do potencial
eletroquimico e, por fim, que a amplitude de tal contragéo é determinada pelo
grau de elasticidade da membrana, pode-se concluir que os resultados obtidos
nestes experimentos sao totalmente compativeis aos ja descritos neste
trabalho, ou seja, a inibicao da velocidade do estado Ill e, principalmente, o
efeito desacoplador do MI-D. Portanto, a inibicao do trabalho osmético pelo
composto mesoidnico resulta do colapso do gradiente de. prétons, efeito
caracteristico de um desacoplador. Sendo assim, considerando que a entrada
de Na' esta condicionada ao potencial formado, esta diminuicao da amplitude
do “swelling” poderia ser esperada. Um efeito mais drastico sobre a
membrana, comprometendo sua elasticidade, parece também comprovado a
partir da observagao de que o “swelling” se torna irreversivel com o aumento

da concentragdo do composto mesoidnico.

Os resultados mostrados nos tracados D, E da figura 31 sao de
interpretacdo mais dificil e conduzem a uma comparagao com aqueles obtidos
para o Ay. Observa-se o que MI-D nas doses de 65 e 80 nmols.mg™' proteina
causou o colapso do Ay (figura 29). Considerando que a entrada de ions sédio
é dependente deste potencial, esperar-se-ia que o inchamento da organela

nao ocorresse nestas condi¢cées. Entretanto, tal inchamento ocorreu, como
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resultado, provavelmente, de alteragbes na permeabilidade da membrana
mitocondrial. Constitui ainda especulagao definir-se se este aumento da
permeabilidade ao sédio resulte da troca do cation por prétons provenientes
do MI-D, liberados na matriz mitocondrial. Em relagdo a esta questdo, em
mitocondrias funcionais, os carreadores capazes de promover o antiporter
Na'/H* ( ou K’/ H") sdo importantes @ manutengéo do potencial eletroquimico
de prétons (Ap), vez que o potencial de membrana (Ay) em mitocondria
energizada, de -180 mV, poderia levar influxo de cations para a matrix
mitocondrial, resultando no inchamento da organela. Estes carreadores evitam
que isto ocorra, ao permitrem a troca de cations presentes na matriz
mitocondrial por prétons do espaco intermembranas. Este efluxo de cations é
favorecido pelo ApH, de aproximadamente -0,5, equivalente a concentragdo de
trés vezes mais prétons no espag¢o intermembranas em relagdo a matriz
(NICHOLLS & FERGUSON, 1992). A presenca de um agente desacoplador,
como o MI-D, resultaria, entre outros efeitos, no colapso do ApH, com o
fornecimento de prétons 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 MI-D (50 e 80 nmols.mg™

proteina) em relagdo a dose de 38 nmols.mg™ proteina.

Portanto, o MI-D exerce dois tipos de efeitos, dependentes da
concentragdo: 1) em baixas concentragées (15 e 38 nmols.mg™” proteina -
figura 31 B e C), o composto inibe o inchamento mitocondrial devido ao
colapso do potencial eletroquimico de prétons, dificultando a entrada de Na®;
2) em altas concentragées (50 e 80 nmols.mg™ proteina - figura 31 D e E), o
composto promove “swelling” em condicées em que o potencial eletroquimico
de protons foi completamente colapsado. Esta ultima observagdo é de
explicagcdo mais dificil. De todo modo, pode-se supor que o inchamento ocorra
nesta condigio porque a permeabilidade da membrana foi alterada.

Por fim, os resultados do MI-D sobre o inchamento de mitocondrias
energizadas sao coerentes com os efeitos ja discutidos neste trabalho, e
sugerem, fortemente, a sua interagdo com a membrana mitocondrial interna.
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3.6.2 Efeitos do MI-D Sobre o Inchamento de Mitocondrias
Desenergizadas

A avaliagao do “swelling” em mitocondrias desenergizadas é importante
porque descarta a interferéncia do MI-D sobre alvos enzimaticos da cadeia
respiratéria, o que poderia restringir o inchamento.

Mitocondrias intactas, na auséncia de substrato oxidavel, sao pouco
permeéaveis ao K'. Esta permeabilidade pode ser aumentada pela adigio do
ionoéforo valinomicina, um carreador mével que catalisa também o uniporte de
Cs’, Rb*, K e NH," (PRESSMAN, 1976; TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS &
FERGUSON, 1992) . Por nao apresentar carga, nem residuos ionizaveis, a
valinomicina adquire a carga do metal, que se encontra complexado no centro
polar da molécula. Tanto a forma complexada, como a ndo complexada da
valinomicina sdo capazes de transitar pela membrana mitocondrial (NICHOLLS
& FERGUSON, 1992). Portanto, no inchamento mitocondrial induzido em
suspensao de mitocondrias pela adigdo de valinomicina e sal de potassio, a |
velocidade e a amplitude deste inchamento indicam a velocidade do transporte
de K'(TZAGOLOFF, 1982). Considerando que os efeitos do MI-D sobre a
velocidade respiratéria e fosforilagdo oxidativa estao relacionados a possivel
insercao e/ou interagdo da droga com a membrana mitocondrial interna, foram
realizados experimentos de inchamento mitocondrial na presenga de
valinomicina e nitrato de potassio. Para eliminar uma eventual interferéncia do
potencial eletroquimico de prétons - gerado pela oxidagdo de substratos
endégenos -, foram incluidos nos experimentos os inibidores da cadeia
respiratoria, rotenona e antimicina. Os resultados apresentados na figura 32
mostram que o MI-D causou uma redugdo de 30% na amplitude do “swelling”
em todas as doses investigadas (12-80 nmols.mg” proteina), porém, este
efeito ndo foi dependente das doses empregadas. Este resultado indica que o
composto interfere no “transito” do iondéforo através da membrana,
impossibilitando o acesso dos ions K & matriz mitocondrial. Como o transito
do ionéforo, por sua vez, depende da fluidez da membrana, é pertinente a
proposicéo de que o MI-D ao interferir no “swelling”, dirigido pelo potencial de
difusdo de K* mais valinomicina, esteja afetando a fluidez desta membrana.
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FIGURA 32. Efeitos do MI-D sobre o inchamento induzido por
valinomicina, na presenga de potassio, em mitocéndrias de figado de rato
desenergizadas. MI-D estava presente no sistema de incubagdo, nas
concentragdes indicadas. As condicbes experimentais estdo descritas na
secdo 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 contracdo da organela ,
para as doses de 65 e 80 nmols.mg™ proteina, em todos os ensaios realizados.
Este efeito é decorrente do efluxo de K', resultante, possivelmente, da troca
com os prétons liberados pelo MI-D na matriz mitocondrial. Este efeito, embora
discreto, ndao pode ser ignorado devido a sua reprodutibilidade.
Desacopladores classicos 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 preparag¢des de mitocondrias
desenergizadas envolve o uso do ionéforo nigericina e um sal de potassio. Ao
contrario da valinomicina, a nigericina é um ioné6foro que libera um préton ao
ligar um cation em sua estrutura, formando um complexo neutro que pode se
difundir através da membrana. Este ion6foro apresenta seletividade para os
cations ligantes na seguinte ordem: K> Rb*> Na* . A forma protonada da
nigericina também apresenta mobilidade, o que permite ao ionéforo catalisar a .
troca eletroneutra de K* por H*. Desta forma, o “swelling” somente ocorrera se
for adicionado ao sistema um desacoplador (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS &
FERGUSON, 1992).

Com o objetivo de comprovar o efeito desacoplador do MI-D - liberagéao
de prétons na matriz mitocondrial -, foram realizados os experimentos de
inchamento mitocondrial na presen¢a de nigericina e sais de potassio. Nos
resultados apresentados na figura 33 verifica-se que nenhum “swelling” ocorre
na dose de 15 nmols de MI-D. mg™ de proteina. Porém, nas concentragdes de
38 a 80 nmols. mg" proteina o composto MI-D induziu o inchamento
mitocondrial, sendo este efeito dose-dependente. Na maior dose avaliada, 80
nmols. mg™ proteina, verifica-se que o composto mesoiénico promove a
contragdao da organela. Pode-se especular que tal contracdo resulte do
aumento da concentracdao de prétons no exterior da organela, gerando um
gradiente capaz de dirigir a reentrada de prétons na matriz, com conseqiente

efluxo de K.
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Figura 33. Efeitos do MI-D sobre o inchamento induzido por nigericina, em
presenca de potassio, em mitocondrias de figado de rato desenergizadas.
MI-D estava presente no sistema de incubagéo, nas concentragdes indicadas.
As condigbes experimentais estdo descritas na se¢do 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 MI-D e sugerem,
mais uma vez, que a droga interage com a membrana mitocondrial interna. Tal
interagao pode resultar na liberagao do préton dissociavel de sua estrutura, ou
no aumento da permeabilidade desta membrana a prétons.

3.7 Efeitos do MI-D Sobre a Fluidez de Membranas

Os efeitos do MI-D descritos até aqui caracterizam este composto como
um novo agente desacoplador. Tal efeito parece estar diretamente relacionado
a sua interagdo com a membrana mitocondrial, como sugerido pela inibigao do

“swelling” induzido por valinomicina e K.

Com a finalidade de esclarecer tal possibilidade, foram realizados
experimentos de polarizagao de fluorescéncia, utilizando-se, para tanto, as
sondas DPH e DPH-PA , de parametros fisicos similares e de localizagdo bem
definida em membranas. Estas sondas sdo amplamente utilizadas para o
monitoramento da fluidez de diferentes regides da bicamada (TROTER &
STORCH, 1989; KITAGAWA et al., 1991). A polarizagado de fluorescéncia do
DPH e DPH-PA informa sobre a difusdo rotacional das duas sondas,
totalmente dependente da fluidez da membrana (SHINITZKY & BARENHOLZ,
1974; LITMAN & BARENHOZ, 1982). A sonda DPH localiza-se no centro
hidrofébico da bicamada e fornece informagdes sobre esta regido. Por sua vez,
a DPH-PA, permanece ancorada junto a regido polar do fosfolipidio,
fornecendo informagbes sobre a fluidez da bicamada, préxima a superficie
(TROTER & STORCH, 1989). Ressalta-se que o significado do termo fluidez é
oposto ao da polarizagéo de fluorescéncia das sondas DPH ou DPH-PA, ou
seja, quanto menor a fluidez, maior a polarizagdo de fluorescéncia e vice-

versa.

No presente estudo, utilizou-se como modelos experimentais,
membranas artificiais e naturais. Como modelo de membranas artificiais foram
utilizados liposomas constituidos de dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC). Como
se sabe, as dispersées de lecitina em meio aquoso se constituem, quase que
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exclusivamente, de bicamadas lamelares (ANTUNES-MADEIRA et al., 1995).
Porém, a conformacao e o empacotamento dos lipidios na bicamada estao
sujeitos a reorganiza¢ao. Estas transicoes podem ser induzidas por mudangas
na temperatura, no pH, no potencial de membrana, na concentragao de ions e,
ainda, devido a presencga de drogas (JAIN & WU, 1977).

Induzida por mudancgas na temperatura, a transi¢ao do lipidio envolve a
passagem do estado gel para o de liquido cristalino. Durante a fase gel, as
cadeias acil estao em forma altamente ordenada. Tal organiza¢do exige que
todas as ligagées carbono-carbono (C-C) estejam na conformagéo trans. Ja
no estado de liquido-cristalino, algumas ligagcdes C-C estao na conformacao
“gauche” (JAIN & WU, 1977).

Para a interpretagao dos resultados obtidos no presente estudo faz-se

necessario considerar os seguintes aspectos:

a) a conformacgao “gauche” entre as ligagbes C-C é mais provavel
quanto mais afastado esta o carbono do grupo carboxil em dire¢ao ao
final metil do acido graxo. Tanto acima como abaixo da temperatura
média de transicdo (Tn,) a por¢ao da cadeia hidrocarbonada préxima
do centro da bicamada é mais fluida ou desorganizada do que a

por¢ao da cadeia préxima ao grupo polar;

b) a orientagcdo média e o empacotamento da cadeia hidrocarbonada
muda abruptamente a partir do nono carbono do grupo carboxil,
indicando que a regido compreendida entre os C; e Cg possuem um
parametro de ordem constante. No final das cadeias hidrocarbonadas
( a partir de C40), ha uma consideravel desordem;

c) a forma da transicao térmica de fase resulta da interagéo altamente
cooperativa entre as moléculas de lipideo. Portanto, o tamanho da
unidade cooperativa que sofre transi¢ao é regulado pela interagéo na

regidao C1 e Cg das cadeias acil;
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d) quando o perfil de transicdo de fase de uma bicamada lipidica é
modificado por um aditivo, isto significa que o aditivo perturba a
organizagéo da bicamada. O tipo de perturbagdo é indicado pela
forma do perfil de transigao .

Neste estudo, o tragado da transicdo de fase, dependente da

temperatura, sera denominado de perfil termotrépico.

Os efeitos do MI-D na polarizagao de fluorescéncia (P) do DPH e DPH-
PA , dependente da temperatura, em liposomas multilamelares de DMPC,
estao demonstrados nas figuras 34 a 37. A temperatura média de transigao de
fase (Tm), para as sondas DPH e DPH-PA, nas curvas controle (auséncia 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 T, corresponde a temperatura na qual os fosfolipidios
passam do estado de gel para o de liquido-cristalino. Abaixo da T, as cadeias
acil dos acidos graxos estdo empacotadas de forma ordenada, o que restringe
o movimento das sondas, resultando em altos valores de P. Acima da T, as
cadeias acil dos acidos graxos estdo 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 MI-D na
concentracdo de Sumols.L™, ndo afetou a polarizacdo de fluorescéncia 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 concentragéo de
15 pmols.L", o MI-D aumentou significativamente a polarizagdo de
fluorescéncia do DPH (figura 36) e DPH-PA (figura 37) a partir da temperatura
de 22°C. Verificou-se tal efeito na fase fluida da preparagéo. O valor calculado
da T, aumentou de 23,5 (DPH e DPH-PA) para 25°C na presenga da droga,
para as duas sondas. Estes resultados sugerem que o MI-D: a) é capaz de
inserir-se na bicamada lipidica, promoVendo distarbios tanto na fase hidrofilica
como hidrofébica dos liposomas de DMPC; b) promove a diminuigéo da fluidez
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FIGURA 34. Efeitos do MI-D (5umols.L") na transigdo termotrépica de fase
de bicamadas de DMPC, determinado por polarizagao de fluorescéncia (P)
do DPH. O encarte representa a polarizagéo diferencial do DPH (AP/AT) em
funcédo da temperatura. As condi¢gdes experimentais estdo descritas na secado
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 MI-D (5 pmols.L") na transi¢do termotrépica de
fase de bicamadas de DMPC, determinado por polarizagcdo de
fluorescéncia (P) do DPH-PA. O encarte representa a polarizagéo diferencial
do DPH-PA (AP/AT) em fungdo da temperatura. As condigbes experimentais
estdo descritas na secdo 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 MI-D (15 pmols.L") na transigdo termotrépica de
fase de bicamadas de DMPC, determinado por polarizagdao de
fluorescéncia (P) do DPH. O encarte representa a polarizagéo diferencial do
DPH (AP/AT) em fungdo da temperatura. As condi¢cdes experimentais estao
descritas na segdo 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 MI-D (15 pmols.L") na transi¢do termotrépica de
fase de bicamadas de DMPC, determinado por polarizagdo de
fluorescéncia (P) do DPH-PA. O encarte representa a polarizagéo diferencial
do DPH-PA ( AP/A T) em fungdo da temperatura. As condi¢cdes experimentais
estdo descritas na segdo 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 lipidica (enrijecimento), conforme o evidenciado pelo aumento
dos valores de P na fase fluida da preparagéo.

Considerando os resultados observados e a possibilidade de que os
efeitos desacopladores do MI-D dependam de sua interagdo com a membrana
mitocondrial, tornou-se conveniente avaliar de que forma os desacopladores
classicos afetam a fluidez de membranas. O desacoplador escolhido foi o
FCCP - utilizado na concentragdo de 1pmol.L™ -, sendo determinados os
valores de polarizagdo da sonda DPH em liposomas de dimiristoil-
fosfatidilcolina. Como se observa na figura 38, o efeito do FCCP é semelhante
ao constatado para o MI-D, ou seja, o desacoplador exerce um efeito
condensante sobre a fase fluida da membrana, com a temperatura média de
transicdo aumentando em aproximadamente 2°C em relagdo ao controle.
Conforme reconhecido na literatura, o FCCP é capaz de transitar através da
membrana mitocondrial, liberando na matriz um préton de sua estrutura. Tanto
a forma protonada como a desprotonada do desacoplador possuem transito
livre na membrana mitocondrial. A forma aniénica do FCCP preserva sua
capacidade de movimento através da membrana mitocondrial, em razédo de um
extenso sistema de orbitais = presente em sua estrutura. A presenga destes
orbitais promove a deslocalizagdo de cargas, mantendo a sua lipofilicidade
(NICHOLLS & FERGUSON, 1992). O MI-D, tal como o FCCP, possui um
préton dissociavel bem como um sistema de orbitais = em sua estrutura. Esta
particularidade, sugere que o efeito desacoplador do MI-D possa resultar de
um mecanismo semelhante ao descrito para o FCCP.

Os efeitos do MI-D sobre os liposomas de DMPC demonstram que o MI-
D, nas condigées avaliadas, pode interagir tanto com as regides mais
hidrofébicas quanto com as mais hidrofilicas da bicamada de fosfolipidios.
Entretanto, os liposomas de DMPC, constituidos de acidos graxos saturados,
diferem da membrana mitocondrial, rica em &acidos graxos insaturados e
proteinas. Portanto, com a finalidade de avaliar a interagdo do MI-D com
membranas mais fluidas que aquelas de DMPC, liposomas de membranas

naturais foram preparados a partir de mitocondrias isoladas. Tal como
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FIGURA 38. Efeitos do FCCP (1 pmol.L") na transi¢do termotrépica de
fase de bicamadas de DMPC, determinado por polarizagdo de
fluorescéncia (P) do DPH. O encarte representa a polarizagdo diferencial do
DPH (AP/AT) em fungdo da temperatura. As condigdes experimentais estdo
descritas na secdo 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 MI-D nas concentragées de Sumols.L™" e 25 pmols.L™” Os resultados
destes experimentos estdao apresentados nas figuras 39 a 42.

O perfil apresentado para todos os ensaios de polarizagao de
fluorescéncia utilizando liposomas de membrana natural, diferem daqueles
observados para os liposomas de DMPC, ja& discutidos. Isto porque a
membrana mitocondrial, a8 semelhangca de outras membranas biolégicas,
encontra-se, no intervalo de 10° e 40°C no estado fluido, sendo que variagdes
na temperatura levam a mudangas no grau desta fluidez (OHKI, 1988).

Para as duas sondas utilizadas, DPH (figura 39) e DPH-PA (figura 40), o
MI-D, em baixa concentragéo (5 pmols.L™), ndo alterou a fluidez dos liposomas
de membrana natural, vez que os valores de P para as condigdes do controle e
na presenga do MI-D foram praticamente idénticos. A auséncia de efeitos da
droga na concentragdo de 5umols.L”' é concordante com aquela verificada

para os liposomas de DMPC, apresentados nas figuras 34 e 35.

Em contraste, na concentragdo de 25pmols.L™”, o composto apresentou
um efeito condensante, evidenciado pelo aumento dos valores da polarizagao,
para as sondas DPH (figura 41) e DPH-PA (figura 42) utilizadas. Este efeito &
compativel com aquele verificado na fase fluida dos liposomas de DMPC, na
concentragdo de MI-D 15umols.L™ (figuras 36 e 37).

Conclui-se, destes resultados, que o MI-D se instala na membrana
mitocondrial, afetando tanto os centros hidrofébicos, monitorados pela sonda
DPH, quanto a regido externa, mais hidrofilica, monitoradas pela sonda DPH-
PA, diminuindo sua fluidez. A interagdo do MI-D com a membrana mitocondrial
pode comprometer todos os processos dependentes de sua integridade, como
o transporte de substratos para a cadeia respiratéria e a formagao do potencial
eletroquimico de prétons, dentre outros. Desta forma, pode-se propor que os
efeitos desacopladores do MI-D possam resultar, ao menos em parte, de sua

insergdo na membrana mitocondrial.
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FIGURA 39. Polarizagdao de fluorescéncia (P) do DPH em membrana
mitocondrial, em fungdo da temperatura. Efeitos do MI-D 5pmols.L". As
condicdes experimentais estdo descritas na secdo 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 regressé&o linear,
obtendo-se os seguintes coeficientes de correlagdo: 0,9 (controle) e 0,95
(MI-D).
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FIGURA 40. Polarizagdao de fluorescéncia (P) do DPH-PA em membrana
mitocondrial, em fungdo da temperatura. Efeitos do MI-D 5pmols.L". As
condicbes experimentais estdo descritas na secdo 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 regresséo linear,
obtendo-se os seguintes coeficientes de correlagédo: 0,91 (controle) e 0,96
(MI-D).
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Figura 41. Polarizagdao de fluorescéncia (P) do DPH em membrana
mitocondrial, em fungdo da temperatura. Efeitos do MI-D 25umols.L". As
condigdes experimentais estdo descritas na secdo 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 regresséo linear,
obtendo-se os seguintes coeficientes de correlagdo: 0,93 (controle) e 0,96
(MI-D).
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FIGURA 42. Polarizagdao de fluorescéncia (P) do DPH-PA em membrana
mitocondrial, em fun¢do da temperatura. Efeitos do MI-D 25umols.L". As
condi¢cdes experimentais estdo descritas na secdo 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 regresséo linear,
obtendo-se os seguintes coeficientes de correlagdo: 0,90 (controle) e 0,92
(MI-D).
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3.8 Efeitos do MI-D Sobre Células Cultivadas

Os efeitos do MI-D sobre figado perfundido e mitocdndrias isoladas,
indicam que a droga compromete drasticamente as fungbes energéticas
celulares. Porém, enquanto no figado o acumulo de glicogénio e a
glicogendlise representam fungbes diferenciadas deste 6rgao, nas células
transformadas, a capacidade de acumular o polissacaridio é limitada,
provavelmente por exibirem um alto fluxo glicolitico (WEBER, 1977a,b). Desta
forma, seria pouco provavel visualizar, nestas células, efeitos do MI-D
relacionados a glicogendlise, como aqueles mostrados nos experimentos de
perfusao de figado. Assim, com o objetivo de investigar a agdo do xenobibtico
a nivel celular, os efeitos do MI-D foram avaliados sobre o metabolismo
oxidativo de duas linhagens celulares: células L1210, linfécitos leucémicos que
se desenvolvem em suspensdao e, células Hela, de origem epitelial,
provenientes de carcinoma de cervix uterino humano. Nas células L1210,
avaliou-se os efeitos do MI-D sobre o consumo de oxigénio e glicdlise. J& em
células Hel.a, foram avaliados os efeitos da droga sobre a viabilidade celular,
consumo de oxigénio, bem como sobre a morfologia e ultraestrutura da

monocamada .

3.8.1 Efeitos do MI-D Sobre Alguns Parametros do Metabolismo
Oxidativo de Células L1210 e Células HeLa

Na figura 43 estdao demonstrados os efeitos do MI-D sobre o consumo
de oxigénio, de células L1210 e células HelLa. Os resultados observados na
figura 43 (tragados A e B) , correspondem aos ensaios realizados em células
intactas, sem a presenga de substratos exdgenos. Verifica-se que a adi¢éo do
MI-D, nestas condigbes, resultou na inibicdo da velocidade do consumo de
oxigénio. Tal inibicao nas células L1210 foi dependente do tempo, passando
de 20% nos primeiros minutos da adigdo do MI-D (60 pmols.L™), para 50% ao
final do experimento. Ja para as células Hela a inibicdo 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 MI-D sobre o consumo de oxigénio por células
HeLa e células L1210. Os tragados A, C e E correspondem as células
L1210 e os tragados B, D e F as células HeLa. Adigbes: Suc. succinato de
s6dio 10 mmols.L”", Dig. Digitonina 8,0 pg, Oligo. Oligomicina 4,0 pg.
Quando indicado o MI-D e FCCP foram adicionados nas concentragoes de
60pmols.L™”" e 1umol.L™, respectivamente. As condigdes experimentais estdo
descritas na se¢do de Materiais e Métodos item 2.9.7. Os tragados sao
representativos de trés experimentos independentes.
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composto mesoidnico pode atravessar a membrana plasmatica e tem a
mitocondria como um dos seus alvos intracelulares. Para interpretagao dos
resultados observados, deve-se considerar que em células intactas, como o
observado em figado perfundido, sempre ha ADP disponivel para a
fosforilagdo, prevalecendo, assim, o estado lll da respiragdo. Desta forma,
neste modelo experimental, observou-se apenas o efeito inibitério do MI-D
sobre o consumo de oxigénio (inibicao de 50%), sendo tal efeito compativel

com o evidenciado em mitocdndrias isoladas e em figado perfundido.

Vale ressaltar que a concentragdo de MI-D capaz de induzir a inibigao
da respiracdao em células L1210 e Hela, é maior do que as responsaveis pelo
mesmo efeito em mitocondrias isoladas (dose de 80 nmols.mg™ proteina
correspondente a 31 pmols.L"). No entanto, considerando-se o carater
lipofilico do MI-D, é possivel supor que o composto se distribua entre outros
componentes membranares, chegando a mitocéndria em concentragao inferior

a inicialmente adicionada.

Uma das vantagens de se trabalhar com células isoladas refere-se a
possibilidade de andlise das atividades mitocondriais “in situ”. Isto & possivel
utilizando-se preparagbes permeabilizadas com digitonina, uma saponina que
interage com colesterol das membranas, possibilitando a entrada de substratos
antes nao permeaveis (BOGUCKA et al., 1990; VERCESI & DOCAMPO,
1992). Tal condigao experimental foi utilizada para estudar os efeitos do MI-D .
Os tragados C e D da figura 43 sao referentes as células L1210 e Hela,
respectivamente. Verifica-se em ambos os casos que a adigao de succinato e
ADP nao modifica a velocidade de consumo de oxigénio, mostrando que estes
substratos ndo tém acesso a célula. Para as células HelLa este fato ja era
conhecido (CAETANO, 1991). Por sua vez, a adigao de digitonina duplica a
velocidade de consumo de oxigénio, sendo tal efeito resultante da
permeabilizagdo da membrana plasmatica e da consequente entrada do
succinato e ADP a mitocondria. A subseqiente adigdo de oligomicina,
antibiético que se liga ao componente OSCP do complexo FF, ATPase,
impedindo a entrada de prétons na matriz mitocondrial, via canal F,, e a
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conseqiente sintese de ATP (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLS &
FERGUSON,1992), inibe o consumo de oxigénio, simulando o estado IV da
respiracdo. E amplamente conhecido que os desacopladores classicos, como
o FCCP, sédo capazes de reverter a inibicdo no consumo de oxigénio causada
pela adigao deste antibiético (TERADA, 1981). Como se observa na figura 43,
tracados C e D, a adicdo do FCCP (1pmol.L") promoveu o aumento da
velocidade do consumo de oxigénio de 134%, para as células L1210 e de
257%, para as células HelLa, no estado IV induzido por oligomicina. Os
tragcados E e F da figura 43 sao representativos de experimentos onde o MI-D
(60 pmols.L™") foi adicionado nas mesmas condi¢des. Verifica-se que o
composto mesoidnico promoveu um aumento no consumo de oxigénio em
aproximadamente 124% e 133% para as células L1210 e Hela,
respectivamente. Ainda nos tragcados E e F da figura 43, observa-se que o MI-
D apés o estimulo inicial no consumo de oxigénio, promove sua inibigéo,
sendo esta de 44% para as células L1210. No caso das células HelLa verifica-
se que aos 4 minutos da adi¢do de MI-D também ocorreu uma diminui¢céo do
consumo de oxigénio. Estes resultados sugerem que os efeitos do MI-D sobre
a cadeia respiratéria sdo dependentes do tempo de exposicdo ao composto

mesoionico.

Chama a atengdo o fato de que o efeito do MI-D difere daquele
observado para o FCCP, no que se refere a inibicdo sobre o consumo de
oxigénio. Tal diferenga, no entanto poderia ser resultante apenas das
diferentes concentracdoes de MI-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 MI-D sobre o consumo de
oxigénio foram muito semelhantes para as duas linhagens celulares
investigadas, optou-se, assim, por avaliar os efeitos do composto mesoidnico
sobre a glicélise, apenas em células L1210. Com tal finalidade células L1210
foram incubadas com 5mmols/L de glucose, na presenga ou auséncia de 60
pmols.L”" de MI-D. Foi determinada a produgéo tanto de lactato quanto de
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piruvato. Verificou-se que a produ¢ao de piruvato nao foi alterada, porém, a
produgdo de lactato aumentou significativamente, como observado na figura
44. O composto mesoidnico promoveu um aumento nos niveis de lactato, de
132 e 36%, com relagao ao controle (auséncia de MI-D), aos 20 e 40 minutos
de incubagao, respectivamente. Tal aumento justifica-se pelos efeitos do MI-D
sobre a fungdo mitocondrial .

Estes resultados contrapdem-se aqueles observados em figado
perfundido (figura 22, tabela 4), em que se demonstrou a inibicdo da via
glicolitica como verificado pela diminuigdo nos niveis de piruvato e lactato. No
entanto, deve-se considerar que as concentra¢bes de MI-D utilizadas nos
experimentos foram diferentes, de 25pumols.L™ em figado perfundido e 60
pmols.L™' em células L1210. Além disso, os dois modelos experimentais
apresentam diferengas metabdlicas consideraveis, particularmente no que diz
respeito a utilizacdo da glucose. De todo modo, esta aparente discrepancia de
efeitos sobre a via glicolitica é de dificil interpretagao, exigindo um estudo das

possiveis acoes do MI-D sobre as enzimas desta via.

3.8.2 Efeitos do MI-D Sobre a Viabilidade, Morfologia e
Ultraestrutura de Células HeLa

Uma vez esclarecidos os principais efeitos do MI-D relacionados ao
metabolismo, particularmente as fungdes ligadas a energia, € de especial
interesse avaliar as agdes composto mesoidnico a nivel da morfologia e
ultraestrutura celular. Tal interesse resulta do reconhecimento do delicado
papel da mitocondria no balanceamento do complexo equilibrio 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 proteinas ativadoras do
processo apoptético (PETIT et al., 1996; SUSIN et al., 1998). Desta forma,
neste trabalho, os efeitos causados pelo MI-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 MI-D sobre a producgdo de L-lactato por células
L1210. As condigdes experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e
Métodos, item 2.9.8. Os valores representam a média + dp de 5 experimentos

independentes. *Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia de
MI-D) -p <0,05
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linhagem motivou-se pela simplicidade das condigbes 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
HelLa constituem-se de uma linhagem continua proveniente de
adenocarcinoma de cervix uterino humano (GEY et al., 1952). Tais células
crescem aderidas a superficies de vidro ou plastico, desenvolvendo-se como
monocamadas. Seu cultivo € relativamente simples, exigindo apenas o meio
essencial minimo de Eagle, suplementado com glutamina e soro fetal bovino
(10% v/v), sem a necessidade de controle rigoroso dos niveis de O, e CO,
(OLIVEIRA, 1986).

A figura 45 e tabela 6 mostram os efeitos do MI-D sobre a viabilidade
celular, avaliada pelo azul de tripan. Nesta técnica, células viaveis, cuja a
integridade da membrana celular é preservada, mantém a habilidade de excluir
o corante; enquanto células nao viaveis permitem a entrada do azul de tripan,
apresentando-se coradas quando observadas ao microscopio optico. Através
desta técnica, observa-se que o composto mesoidnico, em diferentes
concentragdes, nao afeta, de maneira significativa, a viabilidade celular, até
sessenta minutos do tratamento. No entanto, deve-se ressaltar que embora
seja utilizada frequentemente, esta técnica ndo permite a visualizagdo
detalhada das alteragées celulares, sendo necessario o emprego de outras
metodologias. Desta forma, decidiu-se avaliar os efeitos do MI-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 optica, onde se verificam as caracteristicas
epiteliais, citoplasma basofilo e nucleos grandes com um ou mais nucléolos,
como é proprio para esta linhagem. Os elementos celulares encontram-se
justapostos, constituindo uma monocamada continua, sendo estes os aspectos
normais da monocamada celular (CARNEIRO LEAO, et al., 1997). A figura 48
mostra resultados dos experimentos nos quais o composto mesoidnico foi
adicionado a monocamadas confluentes de células HelLa, na concentragao de

25pumols.L™”. Verifica-se que as células apresentaram-se mais arredondadas,
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FIGURA 45. Efeitos do MI-D sobre a viabilidade celular. Células HelLa
crescidas por 48 horas, foram incubadas na auséncia ou presenga de MI-D na
concentragéo de 25umols.L™. 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 MI-D Sobre Viabilidade Celular

Tempo (min)
MI-D (umols.L™") 0 30 60
0 90 £7,0 100+ 0 91,5+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 £424 87,5+2,12 82,5 +6,36

Células HelLa crescidas por 48 horas , foram incubadas na auséncia
ou presengca de MI-D nas concentragdes 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 Optica. Ampliagdo original 400x. Coloragéo
Hematoxilina e Eosina.
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FIGURA 47. Células HelLa: aspectos da monocamada controle
observada por Microscopia Optica. Ampliacao original 1.000x. Coloragédo
Hematoxilina e Eosina. N - nucleo.
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FIGURA 48. Efeitos do MI-D (25 pmols.L") sobre as células Hela
observadas por Microscopia Optica. Ampliacdo original 1.000x. Pontas
de setas - expansdes globosas (blebs); C - cromatina condensada.
Coloragdao Hematoxilina e Eosina.
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além da ocorréncia evidente de expansées globosas (blebs), bem como da
condensacéao da cromatina nuclear, caracteristicas resultantes de “sofrimento
celular’.

Observadas por M.E.T. (figura 49), as células HelLa apresentam aspecto
globoso e justaposto, este ultimo decorrente de jungdes do tipo desmossomo.
O nucleo encontra-se bem delimitado pelo envoltério nuclear, observando-se a
distribuicdo homogénea da hétero e eucromatina. Delgadas microvilosidades
periféricas distribuem-se regularmente na periferia das células, estando
possivelmente relacionadas a adesdao a superficie de crescimento. No
citoplasma observam-se as organelas, como as mitocondrias, e o reticulo
endoplasmatico, de aspectos morfolégicos normais. A figura 50 destaca, em
maior aumento, o complexo de Golgi € mitocondrias.

As drasticas alteragées de morfologia causadas pelo MI-D nas células
HelLa, podem também ser observadas nas figuras 51 a 54. Na figura 51
observa-se o padrao de alteragdo celular. As microvilosidades delgadas
observadas na auséncia da droga foram substituidas por expansdes globosas
(blebs). Ainda na figura 51, pode-se verificar que o nucleo de uma das células
estd bipartido. Melhores detalhes da fragmentagdo nuclear podem ser
observados na figura 52, onde & possivel visualizar a condensagéo da
heterocromatina junto a membrana nuclear. Este padréo de alteragéao, que tem
sido associado ao processo apoptotico, € bem documentado. A proporgéo do
nucleo ocupado pela cromatina condensada, varia conforme o tipo de células,
sendo particularmente alta nas linféides e muito menor naquelas que tem
pouca heterocromatina, tal como células HeLa (McGAHON et al., 1995).
Concomitantemente as alteragbes 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 reticulos, ambos decorrentes do efeito do
MI-D. Os detalhes do citoplasma vacuolizado podem ainda ser observados, em
maior aumento, na figura 53. Ja& com referéncia as expansdes globosas
(blebs), estas dao origem a estruturas independentes, envoltas por uma
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FIGURA 49. Células HelLa: aspectos da monocamada controle
observada por Microscopia eletronica de Transmissdao. N - nlcleo;
ponta de seta - microvilosidades.
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FIGURA 50. Células HelLa: aspectos da monocamada controle
observada por Microscopia Eletronica de Transmissao. G - complexo de
Golgi; M - mitocdndria.
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FIGURA 51. Efeitos do MI-D (25 pmols.L™") sobre as células Hela
observadas por Microscopia Eletronica de Transmissdao. Pontas de
setas - expansdes globosas (blebs).
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FIGURA 52. Efeitos do MI-D (25 pmols.L") sobre as células HelLa
observadas por Microscopia Eletronica de Transmissao. Fragmentagao
do nucleo. Pontas de setas - cromatina condensada .
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FIGURA 53. Efeitos do MI-D (25 pmols.L™") sobre as células HelLa
observadas por Microscopia Eletronica de Transmissao.
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unidade dupla de membrana, contendo por¢des do sistema endomembranas,
conforme o observado na figura 54.

Os resultados demonstrados nas figuras 51 a 54 demonstram que o
composto mesoionico impdée um alto grau de sofrimento as células.
Considerando que todas as alteragdes nucleares e citoplasmaticas induzidas
pelo MI-D, sao caracteristicas da morte celular mediada por apoptose (KEER,
et al.,, 1995), pode-se sugerir que o composto mesoidnico 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 Mi-D
sobre o metabolismo energético, estdao mais relacionados a indugéo de morte
celular por necrose. Isto porque, embora nido seja possivel determinar
exatamente quais os sitios bioquimicos afetados e determinantes da morte
celular, sabe-se que estdo envolvidos: 1) a integridade de membranas, da qual
depende a homeostase i6nica e osmética da célula e organelas; 2) a
respiragao, envolvendo a fosforilagdo oxidativa e a produgédo de ATP; 3) a
sintese protéica e 4) a preservagao da integridade do aparelho genético da
célula (COTRAN et al., 1994). Dentre estes sistemas pelo menos dois s&o
afetados pelo MI-D, nomeadamente, a integridade de membranas e a
fosforilagao oxidativa. Obviamente , tais sistemas estdo interrelacionados, pois
uma deplegdo de ATP, comprometerd, entre outros parametros, o
funcionamento da Na‘/K' ATPase, levando ao acumulo intracelular de Na®,
com difusdo de K* para fora da célula. Como conseqiiéncia deste desequilibrio
osmético, ocorrera um influxo de agua na célula, resultando em inchamento
celular. Estes eventos, entre outros, sdo reconhecidos como envolvidos no
processo de morte celular por necrose (COTRAN et al., 1994). Portanto,
mesmo diante das evidéncias de que o MI-D induz a morte celular por
apoptose, é necessario que tal informagdo seja confirmada. Além disto,
considerando ainda a observagcdo de MCGAHON et al. (1995) de que a
definicdo dos mecanismos de morte celular, por apoptose ou necrose, requer
a utilizacdo de pelo menos duas metodologias distintas, optou-se por avaliar a
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FIGURA 54. Efeitos do MI-D (25 pmols.L™") sobre as células Hela
observadas por Microscopia Eletronica de Transmissao.
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ocorréncia de apoptose, utilizando, também, uma segunda metodologia, além
do critério morfolégico.

3.8.3 Mecanismo Envolvido na Morte Celular Induzida pelo MI-D em

Células HelLa

A condensagdo da cromatina observada nas figuras 51 e 52, que
caracteriza o nucleo das células apoptéticas, tem sido muito estudada. Esta
alteragao esta relacionada a fragmentagao internucleossomal do DNA nuclear,
catalisada por uma endonuclease Ca”*/Mg* dependente, produzindo
fragmentos que sdo multiplos de 180 a 200 pares de bases (WYLLIE, 1980).
Este padrao caracteristico diferencia a apoptose da necrose, na qual ocorre
uma fragmentacao aleatéria do DNA. Através de técnicas de eletroforese é
possivel diferenciar os padroes de quebra do DNA e, consequentemente, o
mecanismo da morte celular. Entretanto, esta técnica apresenta como
desvantagem a homogeneizagdo de uma populagéo de células e a analise do
“pool” de DNA extraido, subestimando a fragmentacédo caracteristica do DNA,
mostrando, assim, a apoptose como um evento ocasional. Por outro lado, as
técnicas de microscopia eletrénica, embora definam caracteristicas morfégicas
bastante lteis para detecgdo da apoptose, séo trabalhosas e demoradas. A
técnica enzimatica, descrita na literatura como ensaio TUNEL, tornou possivel
a deteccao do DNA fragmentado “in situ”, ou seja, no nucleo celular. Além
desta vantagem, o método & especifico para a apoptose com relagéo a
necrose e é de simples realizagao (GAVRIELI et al., 1992; GOLD et al., 1994).
Neste trabalho, a detecgdo da apoptose em células Hela foi realizada através
desta metodologia que utiliza a enzima deoxinucleotidil transferase terminal
(TdT). Esta enzima adiciona nucleotidios ligados a digoxigenina a
extremidades 3-OH do DNA fragmentando. Em etapa posterior séo
adicionados anticorpos anti-digoxigenina ligados a peroxidase, que, por sua
vez gera um intenso sinal (coloragdo marrom) quando em contato com o
substrato cromogénico DAB (diaminobenzidina).
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A figura 55 mostra os experimentos controle, realizados na auséncia de
MI-D, onde as células crescidas em laminulas de vidro, foram submetidas ao
procedimento de deteccao da apoptose pelo método TUNEL. Observam-se
células justapostas, de ntcleo corado em verde azulado e aspecto normal. Em
contraste, a figura 56, que demonstra a monocamada apés o tratamento com o
MI-D 25pmols.L™”, apresenta células mais arredondadas, que perderam seu
aspecto epitelidide, possivelmente, neste caso, porque o MI-D interfere na
adesao celular. A presengca de células apoptéticas é evidenciada pela
coloragao marrom escura dos ntcleos, resultante da agéo da peroxidase sobre
os substrato cromogénico (DAB).

Estes resultados confirmam que o MI-D leva a morte celular por
apoptose. O fato de o ensaio de viabilidade celular, pelo critério de exclusao
do azul de tripan, apresentado na figura 45 e tabela 6, ter revelado a auséncia
de efeitos do MI-D, na mesma concentragdo em que se confirmou a morte
celular por apoptose, por M.E.T e TUNEL, pode ser justificado porque as -
células apoptoéticas mantém sua integridade de membrana horas apés o inicio
do processo (MACGAHON et al., 1995).

Como ja discutido, até recentemente acreditava-se que a mitocondria
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 apoptético. Adicionalmente, varios modelos experimentais
evidenciam que a apoptose é precedida de uma queda do Ay, relacionada,
obviamente, ao desacoplamento do transporte de elétrons da producdo de
ATP (PETIT et al., 1996 , SUSIN et al., 1998). O protonéforo CCP teve seu
efeito descrito como indutor de apoptose (ZAMZAMI et al., 1996). A queda de
Ay tem sido relacionada a abertura de um canal de grande condutéancia, o
poro de transicdo de permeabilidade, cujos constituintes incluem proteinas da
membrana interna, como o translocador de nucleotideos de adenina, e
proteinas da membrana externa, como a porina (BEUTNER et al., 1998).
Embora neste trabalho nao tenham sido realizados experimentos especificos
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FIGURA 55. Células HelLa : aspectos da monocama controle observada
por Microscopia Optica - Método TUNEL. Ampliagdo original 400x.
Coloragao verde metila.



FIGURA 56. Efeito do MI-D (25 pmols. L") como indutor de apoptose
em células HeLa observadas por Microscopia Optica - Método TUNEL.
Ampliagdo original 1000x. Coloragdo - Verde de Metila. Setas - células

apoptoticas.
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neste sentido, ndo se descarta a possibilidade de que o MI-D possa promover
a abertura e/ou formagdo do poro de transicdo de permeabilidade. Tais
possibilidades, além de outras envolvendo as proteinas Bcl, e Bax (REED,
1997), ficam reservados a investigacao futura acerca do mecanismo pelo qual

o MI-D causa a apoptose.
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4. DISCUSSAO FINAL

No presente trabalho, os resultados apresentados permitem avaliar os
efeitos do MI-D sobre as fungdes da mitocdndria no contexto celular, quer sob
o aspecto relacionado ao metabolismo energético, quer no tocante ao fator

determinante da sobrevivéncia celular.

Sob o aspecto do metabolismo energético, o principal efeito do MI-D é o
de desacoplador. Seu mecanismo de agdo mostrou-se, em parte, semelhante
ao dos desacopladores classicos, como o FCCP e DNP, sendo que o valor de
plss para o MI-D (4,9), foi bastante similar ao calculado para o DNP, plsy (5,1).
Nao obstante esta similaridade com os desacopladores classicos, incluindo o
valor do pKa, que para estes agentes varia de 4 a 8 (HEYTLER et al., 1997), o
MI-D porém, ndo pode ser classificado como tal. Com efeito, a despeito de
apresentar algumas caracteristicas proprias destes agentes, tais como o fato
de tratar-se de um acido, com pKa entre 3,25 + 0,2 (ECHEVARRIA,
Comunicagao pessoal), com aparente capacidade de aumentar a condutancia
da membrana mitocondrial interna a prétons, o MI-D, no entanto, exerce um
efeito inibitorio sobre a velocidade respiratéria do estado lll, na mesma faixa
de concentragdo em que promove o desacoplamento. Compostos com tal
propriedade, segundo MORELAND (1994), s&o mais corretamente
classificados como desacopladores inibitérios. Por outro lado, a agao
desacopladora do MI-D parece resultar também de alteragbes na
permeabilidade da membrana mitocondrial interna, descritas como intimamente
relacionadas a morte celular. Quanto a este aspecto, ampliando-se o contexto
das pesquisas e renovando-se o universo das investigagées, as mitocéndrias,
atualmente, posicionam-se com papel tdo relevante quanto aquele relacionado
ao ambito da bioenergética celular, apresentando-se agora, como verdadeiro
fiel da balanga entre a vida e a morte celular (KIBERSTIS, 1999; SUSIN et al.,
1998).

Em verdade, as mitocondrias, ja ha algum tempo, vém sendo

relacionadas a morte celular. Tal envolvimento, porém, era relatado apenas
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como passivo, isto &, decorrente do colapso energético provocado por danos
destas organelas. No tocante a apoptose, fenémeno definido como um sistema
suicida da célula, observado durante a morfogénese normal dos organismos,
quando da remodelagao de tecidos ou em resposta a infecgdes patoldgicas ou
a outros danos irreparaveis a célula (RAFF, 1992), tém-se atribuido as
mitocéndrias um papel decisivo (SKULACHEV, 1996; PETIT et al., 1996; CAI
et al., 1998; SUSIN et al, 1998).

Os eventos ocorridos durante a apoptose, podem ser agrupados em trés
fases distintas: 1) fase pré-mitocondrial - que corresponde a fase de indugao,
em que diversos estimulos ativariam o processo apoptético; 2) fase
mitocondrial - em que a integridade da membrana mitocondrial é perdida e a
decisdo pela morte celular é tomada e 3) fase pés mitocondrial - quando ocorre
a liberagao de fatores soluveis pela mitocondria envolvidos na ativagdao das
caspases e endonucleases (SUSIN et al., 1998).

O envolvimento do MI-D, como indutor de apoptose, na fase pré-
mitocondrial, seria possivel se considerado que este xenobibdtico promove a
inibicdo da velocidade respiratéria do estado lil. Segundo alguns autores,
inibidores do transporte de elétrons podem favorecer a formagao de espécies
reativas de oxigénio (SKULACHEV, 1996; KOWALTOWSKI & VERCESI,
1999), as quais parecem ser responsaveis, ao lado de outros fatores, pela
formagéo de megacanais na membrana mitocondrial também denominados de
poros de transicdo de permeabilidade (PTP) (SKULACHEV, 1996; PETIT et al.,
1996; SUSIN et al., 1998). Tais poros se constituem de complexos dinamicos
de multiproteinas, localizados provavelmente nos sitios 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 momenténeo da respiragdo, com o
conseqiiente aumento do consumo de oxigénio e eliminagédo das espécies
reativas de oxigénio. Caso isto acontecesse, ocorreria o fechamento dos poros
e a retomada da respiragdo normal da mitocondria. 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 prépria mitocéndria. Tal rompimento, por
sua vez, levaria a liberagdao no citosol de proteinas “suicidas”, descritas na
literatura como fatores indutores da apoptose (AlF) ou fatores ativadores das
caspases (Apaf) (SUSIN et al,, 1998). Neste aspecto, vale destacar que a
indugéo da transicdo de permeabilidade mitocondrial resulta na liberagao do
citocromo ¢ no citosol (YANG & CORTOPASSI, 1998) e que a presenga deste
é reconhecida como um importante desencadeador da apoptose (LIU et al.,
1996; ZHIVOTOVSKY et al., 1998), devido a sua interagdo com outros fatores
ativadores (Apaf) que, por sua vez, desencadeia a ativagdo das caspases
(ZOU et al., 1997).

Ja em relagdo a fase mitocondrial, os estudos de potencial de
membrana, inchamento mitocondrial e de polarizacao de fluorescéncia,
evidenciaram que o MI-D efetivamente afeta a integridade da membrana
mitocondrial interna. Constitui, porém, matéria para estudos futuros, saber se
os danos causados pelo MI-D envolvem ou nao a formagao de poros de
transicdo de permeabilidade. Para tanto, seria interessante a realizagdo de
estudos na presenga de conhecidos inibidores da formagdo destes poros,
como a ciclosporina A e bongkrecato (HALESTRAP et al.,, 1997). Ensaios
visando esclarecer se o MI-D promove a liberagao de proteinas mitocondriais
como o citocromo ¢, poderiam definir, ainda, o envolvimento do xenobibtico
também na fase pds mitocondrial da apoptose. Em verdade, o que se mostra
evidente é que a presenga do MI-D produz efeitos estreitamente relacionados
aos observados durante a apoptose, nomeadamente: a) colapso do potencial
de membrana, b) alteragbes na permeabilidade da membrana mitocondrial
interna (estudos de inchamento e polarizagdo de fluorescéncia) e c) alteragées
morfolégicas- condensagdo da cromatina (fragmentagdo do DNA - ensaio

TUNEL), fragmentagéo do nucleo e presenga de blebs (M.E.T).

A possibilidade de que o composto mesoibnico possa levar a morte
celular também por necrose, ndo pode ainda ser descartada. Esta hipétese foi
levantada ao observar-se que entre as células tratadas com o MI-D, algumas
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apresentavam-se inchadas, caracteristica de morte celular por necrose. Este
fato nao representaria nenhuma surpresa, se for considerado que os dois
mecanismos de morte celular, necrose e apoptose, apresentam limites de
diferenciacdo bastante estreitos, baseados, na maioria das vezes, em
aspectos morfologicos. Além disto, sabe-se que: a) agentes considerados
como classicos 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 concentragbes e necrose em altas (KROEMER et al.,
1998) c) a oncoproteina Bcl-2 pode inibir tanto a apoptose como a necrose
(KANE, 1993).

Por fim, conclui-se que os efeitos do MI-D culminam em morte celular,
relacionada ao evento primario de colapso do potencial de membrana. Neste
sentido, SKULACHEV (1998) sugeriu que uma a¢ao desacopladora poderia
explicar o efeito terapéutico de um composto. Em verdade, sabe-se que o
desacoplamento é responsavel pelo efeito terapéutico de algumas drogas
utilizadas no tratamento do cancer (NEWELL & TANNOCK, 1989, DECAUDIN
et al, 1997). Sendo assim, os resultados obtidos para o MI-D podem estar
relacionados a atividade antitumoral do composto mesoidnico descrito por
GRYNBERG et al. (1997), além do que nao seria surpresa se a este composto
estiverem relacionadas outras propriedades no contexto da bioquimica

farmacologica.
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5. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o MI-D:

1) atua como agente desacoplador, efeito diretamente relacionado as
caracteristicas estruturais do composto (hidrofobicidade e presenca
de um préton dissociavel), comprometendo a permeabilidade e

elasticidade da membrana mitocondrial interna;

2) atravessa a membrana plasmatica, produzindo efeitos que
comprometem as provisoes de ATP, necessarias a sobrevivéncia

celular;
3) é indutor de morte celular por apoptose.

O MI-D, portanto, afeta de maneira significativa o metabolismo
energético, produzindo efeitos tdo intensos a ponto de conduzir a morte

celular.

Considerando que o interesse sobre este composto advém de seu efeito
antitumoral (GRYNBERG et al., 1997), esta agao pode ser indicativa de seu

futuro uso terapéutico.
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Abstract MI-D (4-phenyl-5-(4-nitro-cinnamoyl)-1,3,4-thiadi-
azolium-2-phenylamine chloride), a new mesoionic compound,
depressed the phosphorylation efficiency of liver mitochondria as
deduced from an accentuated decrease of the respiratory control
coefficient and ADP/O ratio. Analysis of segments of the
respiratory chain suggested that the MI-D inhibition site is
further on than complex I and between complexes II and I11. The
transmembrane electrical potential (Ay) was collapsed dependent
on MI-D concentration. ATPase activity was dramatically
increased by MI-D in intact mitochondria, but inhibited in
carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP)-
uncoupled mitochondria. These results suggest that MI-D acts
as an uncoupler agent, a property closely related to its structural
characteristics.
© 1998 Federation of European Biochemical Societies.

Key words: Mesoionic compound:
Mitochondrial uncoupling; ATPase

1. Introduction

Mesoionic compounds such as sydnones. sydnonimines, iso-
svdnones, and mesoionic 1.3,4-thiadiazoles possess structural
features. which confer on them potential biological activity
and pharmaceutical use [1-3]). Their structures having well
separated regions of positive and negative charge, associated
with a polyvheteroatomic system, enable them to interact with
biomolecules, such as DNA and proteins. Although the mol-
ecules are internally charged, they are neutral overall, and
therefore can cross biological membranes in vivo [6].

A number of mesoionic compounds have also been exam-
ined in the search for anticancer agents [7-9]. Recently, Gryn-
berg et al. [10] synthesized a new one, the 4-phenyl-5-(4-nitro-
cinnamoyl)-1.3,4-thiadiazolium-2-phenylamine chloride (MI-
D: Fig. 1). that was shown to enhance survival of Ehrlich
and S-180 tumor-bearing mice. preventing the growth of the

*Corresponding author. Fax: (35) (41) 2662042.
E-mail: mbmo@bio.ufpr.br

Abbreviations: HEPES. N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesul-
fonic acid: EGTA. ethylene glycol-bis(B-aminocthylether)-N.N.N'.N'-
tetraacetic acid: BSA. bovine serum albumin: PMS. N-methyldiben-
zopyrazine methyl sulfate: Tris. tris(hydroxymethyl)Jaminomethane:
PEP. phosphoenolpyruvate: CCCP. carbonylcyanide-m-chlorophenyl-
hydrazone: FCCP. carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydra-
zone: DNP. 2.4-dinitrophenol; Awy. transmembrane electrical
potential: DMPC, dimyristoylphosphatidylcholine: DMSO. dimethyl-
sulfoxide: DPIP. 2.6-dichlorophenolindophenol: Pi. inorganic phos-
phate

tumor, with no significant concomitant alterations in the
hematological parameters in test animals.

In spite of the different types of biological activity that have
been assigned to mesoionic compounds, much of their bio-
logical and toxicological action mechanisms at molecular
and cellular levels remain to be elucidated. Considering that
the liver is a target organ for toxic effects caused by several
xenobiotics and the important anti-tumoral effect of MI-D
demonstrated by Grynberg et al. [10]. amplification of knowl-
edge about this mesoionic compound is of interest. We there-
fore describe here the effect of MI-D on some energy-linked
functions in isolated rat liver mitochondria.

2. Materials and methods

2.1. Muaterials

Safranine O. carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (FCCP).
sodium succinate. sodium glutamate. rotenone. bovine serum albumin
(BSA). N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HE-
PES). mannitol. sucrose. phosphoenolpyruvate (PEP), pyruvate kin-
ase. lactate dehydrogenase and NADH were obtained from Sigma (St.
Louis. MO. USA). All other reagents were commercial products of
the highest available purity grade. MI-D (4-phenyl-5-(4-nitro-cinna-
moyl)-1.3.4-thiadiazolium-2-phenylamine chloride) was synthesized in
the Department of Chemistry of the Rural Federal University of Rio
de Janeiro. Brazil. as described [10]. Its structure was confirmed by
'H-NMR. "*C-NMR and mass spectrometry [10]. For use in mito-
chondrial assays. MI-D was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO)
and then further diluted with the assay medium.

2.2, Animals

These were male albino rats (Wistar strain. 220-300 g). which re-
ceived a standard laboratory diet (Purina). All animals were starved
12 h before being sacrificed: none of them were found to have any
gross pathological lesions.

2.3. Preparation of rat liver mitochondria

Mitochondria were isolated from rat liver by the method of Voss et
al. [11]. using an extraction medium consisting of 250.0 mM mannitol.
10 mM HEPES-KOH. pH 7.2. 1.0 mM ethylene glvcol-bis(B-amino-
ethylether)-N.N.N' N'-tetraacetic acid (EGTA) and 0.1 g% BSA. Only
mitochondrial preparations. with respiratory control above 4.0. were
used. Disrupted mitochondria were obtained by a freeze-thawing
treatment and used to determine the activities of enzymes linked to
the respiratory chain and ATPase. MI-D was incubated for 2 min
with the mitochondrial preparations before initiation of the assays.
For each one to be valid. duplicate solvent controls with DMSO were
included. DMSO. in the concentrations used in these experiments. had
no effect on mitochondrial properties.

2.4. Oxygen upiuke

Oxygen uptake and oxidative phosphorylation were evaluated at
30°C in a 1.3-ml thermostatically controlled water-jacketed closed
chamber with magnetic stirring. Oxygen consumption was measured
polarographically using a Clark-tvpe electrode with a Gilson oxy-
graph [12.13]. The reaction medium containing 125.0 mM mannitol.

0014-5793/98/S19.00 © 1998 Federation of European Biochemical Societies. All rights reserved.

PI1: S0014-5793(98)01427-6


mailto:mbmo@bio.ufpr.br

S M.S.C. Cudena et al.IFEBS Letters 440 (1998) 46-50

65.0 mM KCl. 10.0 mM HEPES-KOH. pH 7.2, 0.1 mM EGTA and
0.1 g% BSA. was supplemented either with 10.0 uM rotenone. 0.8
mM inorganic phosphate (P1). 0.08 mM ADP. 3.0 mM sodium succi-
nate and 0.5 mg of mitochondrial protein. or 1.6 mM Pi, 0.16 mM
ADP. 5.0 mM sodium glutamate and 2.0 mg of mitochondrial pro-
tein. The respiratory rate is expressed as nmols of oxygen consumed
per min per mg of mitochondrial protein. according to Estabrook [14].

2.5, Measurements of activities of the enzymatic complex of the
respiratory chain

NADH oxidasc. NADH dehydrogenase and succinate dehydrogen-
ase activities were assayed spectrophotometrically [15]. Succinate ox-
idasc activity was evaluated polarographically according to Singer
[15]. NADH-cytochrome ¢ reductase and succinate cytochrome ¢ re-
ductase activities were measured by reduction of cytochrome ¢ at 350
nm as described by Somlo [16]. The activity of cytochrome ¢ oxidase
was evaluated according to Mason et al. [17].

The activity of ATPase in broken and intact mitochondria was
evaluated as described by Pullman et al. [18]. but with modifications.
In disrupted mitochondria the enzyme was assayed at 37°C. using a
system consisting of 170.0 mM mannitol. 50.0 mM tris(hydroxymeth-
vl)aminomethane (Tris)-HCL. pH 7.4. 3.0 mM magnesium acetate.
30.0 mM potassium acetate, 1.0 mM PEP, 4.0 U pyruvate kinase,
3.0 U lactate dehydrogenase. 0.2 mM NADH. 3.0 mM ATP, and
100.0 ug of mitochondrial protein. Results are expressed as nmols
of Pi liberated per min per mg. considering that 1.0 nmol of oxidized
NADH corresponds to 1.0 nmol of Pi liberated. ATPase activity of
intact mitochondria was assayed at 30°C in the presence or absence of
1.0 uM FCCP. the reaction medium consisting of 50.0 mM sucrose,
120.0 mM Tris-HCL pH 7.4, 50.0 mM KCl. 3.0 mM ATP. and 3.0 mg
of mitochondrial protein. Liberated orthophosphate was measured
according to Summer [19] and the results expressed as nmols of Pi
liberated per min per mg.

2.6. Measurements of mitochondrial transmembrane electrical potential
(AY¥)

The transmembrane potential was evaluated at 30°C with safranine

O [20]. The standard reaction medium consisted of 250.0 mM man-
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Fig. 1. Chemical structure of 4-phenyl-5-(4-nitrocinnamoyl)-1.3.4-
thiadiazolium-2-phenylamine chloride.

nitol. 10.0 mM HEPES, pH 7.2, and was supplemented with 0.5 mM
Pi. 10.0 uM safranine O. 1.5 mg of mitochondrial protein, 3.0 mM
sodium succinate and 4.0 uM rotenone. When sodium glutamate (6.0
mM) was used as substrate. rotenone was omitted. Absorbance at
511-533 nm was registered in an Aminco Chance dual wavelength
beam recording spectrophotometer, and the transmembrane electrical
potential (Ay) estimated as described by Rossi and Azzoni [21].

2.7. Protein determinations
Mitochondrial protein was assayed by the method of Lowry et al.
[22]. using bovine serum albumin as standard.

2.8. Statistical analysis

Statistical analysis of the data was carried out as analysis of var-
1ance and test of Tukey for average comparison. Mean values +S.D.
were used.

3. Results and discussion

Fig. 2 shows the effect of various concentrations of MI-D
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Fig. 2. Effects of MI-D on mitochondrial respiration with sodium glutamate (O) or sodium succinate (®) as substrate. Conditions for oxygen
uptake measurements are described in Section 2. A: State 1. mitochondrial oxygen uptake in the presence of ADP and substrate. 100% activ-
ity corresponds to 34.6+4.2 and 38.0 4.0 nmol of oxygen consumed per min per mg of mitochondrial protein for glutamate and succinate. re-
spectively. B: State 1V, mitochondrial oxygen uptake after exhaustion of ADP. 100% activity corresponds to 7.0+ 1.1 and 8.0+ 1.3 nmol of
oxygen consumed per min per mg of protein for glutamate and succinate. respectively. C: RCC. respiratory control coefficient. 100% corre-
sponds to 4.6%.0.2 and 4.6 £ 0.6 for glutamate and succinate. respectively. D: ADP/O. ADP concentration/oxygen consumption. 100% corre-
sponds to values of 2.8+0.2 and 1.8+.0.2 for glutamate and succinate. respectively. Each value represents the mean+S.D. of six different ex-

periments. *Significantly different from control (P < 0.05).
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on the respiratory parameters of functionally intact mitochon-
dria. In these experiments, glutamate and succinate were the
oxidizable substrates and the analyzed parameters were: (i)
the rates of oxygen consumption in states 111 (Fig. 2A) and
IV (Fig. 2B) of mitochondrial respiration: (i1) the respiratory
control coefficient (RC) (Fig. 2C); and (iii) the ADP/O ratio
(Fig. 2D). In Fig. 2A it can be observed that the effect of MI-
D on preparations of mitochondria respiring in the presence
of substrates and ADP (state I1I) was discrete for both sub-
strates, besides not being identical. When glutamate was used,
MI-D at 15.0 nmol/mg protein promoted a slight but statisti-
cally significant increase in the respiratory rate, but with a
decrease (22%) when 65.0 nmol MI-D/mg protein was used.
When succinate was the substrate, the effect of MI-D on state
[IT was inhibitory (30%), up to 25.0 nmol/mg protein. In con-
trast, as can be seen in Fig. 2B, the rate of oxygen consump-
tion after ADP exhaustion (state IV) was strongly increased
reaching 80.0 nmol/mg protein, a stimulus of 190% and 152%
during oxidation of glutamate and succinate, respectively (Fig.
2B). The values for RC and ADP/O ratios were lower (Fig.
2C and D), indicating that MI-D could, in addition to an
effect on components of respiratory chain, give rise to an
accentuated uncoupler effect.

In order to clarify the effects of MI-D on state 11l respira-
tion, assays were carried out using broken mitochondria.
Under this experimental condition, an evaluation could be
made of electron transport throughout the respiratory chain,
independent of the membrane barrier. phosphorylation activ-
ity or other processes dependent on A¥; in addition, a deter-
mination could be performed of the site of respiratory chain
inhibition. The presence of the drug in the system decreased

120 +
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—e— Succinate

Membrane Potential (% Control)

20 +

0 f———t t t ———t t {
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Mi-D(nmols/mg prot)

Fig. 3. Effect of MI-D on Ay. Rat liver mitochondria (1.5 mg) was
incubated under the standard incubation conditions. as described in
Section 2 and energized with sodium glutamate (O) or sodium succi-
nate (®). Each value represents the mean = S.D. of four different ex-
periments. *Values significantly different relative to absence of MI-
D (P <0.05). 100% corresponds to 170 10.9 mV of transmembrane
electrical potential.
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Fig. 4. Effects of MI-D on ATPase. (a) Disrupted mitochondria.
100% activity is that of 700.0+112.0 nmol of Pi released per min
per mg of mitochondrial protein. (M) Intact mitochondria. 100% ac-
tivity is that of 20.0 % 1.1 nmol of Pi released per min per mg of mi-
tochondrial protein. (0) FCCP-uncoupled mitochondria. 100% activ-
ity is that of 91.3+5.6 nmol of Pi released per min per mg of
mitochondrial protein. The assay conditions are described in Section
2. The data are the means + S.D. of four different experiments. *Sig-
nificantly different from control (P <0.05).

the activities of NADH and succinate oxidase by 32% and
55%, respectively. The segments of the respiratory chain,
namely NADH-cytochrome ¢ reductase, succinate-cytochrome
¢ reductase. as well as succinate dehydrogenase were inhibited
by 20%. No effect was observed on NADH dehydrogenase
and cytochrome oxidase, suggesting that the site of MI-D
inhibition is further on than complex I and between com-
plexes II and IIl. These results explain those pointed out by
Fig. 2A, in terms of a decrease of oxygen consumption at
state III. Small differences in inhibition values could signify
particular properties of the mitochondrial preparations used,
especially considering that in broken mitochondria the dis-
rupted membrane barrier could allow direct interaction of
MI-D with the enzymatic complexes.

Fig. 3 shows that MI-D impairs the development of AY¥Y by
mitochondria energized with succinate or glutamate, the con-
centration of the drug for total potential collapse being differ-
ent for each substrate. While 65.0 nmol/mg protein was suffi-
cient to abolish AW completely when glutamate was the
substrate, with succinate a decrease of 40% was observed at
80.0 nmol/mg protein. The different magnitude effects could
be results of the mechanism by which each substrate had
access into the mitochondria; glutamate depended on the
ApH across the inner mitochondrial membrane, while succi-
nate depended on the dicarboxylate carrier [23]. The effects
promoted by MI-D on AY¥ must be related with its uncoupling
property, since its effect as inhibitor of electron transport was
not sufficient to explain the drastic collapse of the transmem-
brane potential observed.
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In order to better visualize the uncoupler action of MI-D,
the effect of this xenobiotic was evaluated on ATPase activity;
the results are shown in Fig. 4. In these experiments the en-
zyme was assayed in preparations consisting of disrupted, in-
tact and FCCP-uncoupled mitochondria. This last condition
was included considering the reports that excess or simulta-
neous combinations of uncoupler agents might result in sub-
maximal rates of mitochondrial parameters as a decrease of
ATP hydrolysis [24] and/or oxygen consumption [25]. No ef-
fect on ATPase activity was detected when MI-D was eval-
uated using disrupted mitochondria preparations, excluding a
direct interference of this drug on the enzyme. In contrast, as
would be expected for an uncoupler agent, MI-D promoted a
strong stimulus on the hydrolytic activity of ATPase, assayed
in intact mitochondria. This stimulus was dependent on MI-D
concentration and reached 300% at 160.0 nmol/mg protein. A
further increase in drug concentration, up to 240.0 nmol/mg
protein, was accompanied by an accentuated decrease of ATP
hydrolysis. This has also been described for compounds such
as 2.4-dinitrophenol (DNP) [26] and FCCP [27], when used in
concentrations higher than those necessary for uncoupling
mitochondria. The effect of MI-D, as evaluated on ATPase
of FCCP-treated mitochondria, was inhibitory (Fig. 4). In
addition. MI-D was able to remove the inhibition caused by
oligomicin (data not shown). These results characterize and
include MI-D as a new uncoupler agent, although of lower
potency than FCCP, and suggest that the effects of this xeno-
biotic depend on its interaction with membrane constituents.
In this context it has been shown that both membrane lipids
and proteins change simultaneously during the uncoupling
event [28]. Specific interactions with membrane polypeptides,
similar to those described for analogues of the classical un-
couplers DNP and FCCP [29,30] and also suggested from
studies with recoupling agents [31], could be involved during
the interaction of MI-D with the membrane. In order to deal
with this possibility, experiments of fluorescence polarization
developed in our laboratory with dimyristoylphosphatidylcho-
line (DMPC) liposomes (data not shown). have pointed to a
distribution of MI-D molecules in both' phospholipid bilayer
region and phospholipid/water interface, as described for un-
coupler agents [32].

The actions of MI-D on mitochondria are complex with a
diverse spectrum of responses being manifested. While MI-D
satisfies most, if not all of the criteria for an uncoupler agent,
at higher concentrations it can act as electron transport inhib-
itor. An inhibition of state IIl. particularly when succinate
was the substrate, became evident within the stimulatory con-
centration range of state IV. Compounds with such properties
have been classified as inhibitory uncouplers [33]. The effects
of MI-D on the mitochondria 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 that in some in-
stances an uncoupling action could explain the therapeutic
effect of a drug. This seems true for the antitumor 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 antitumor activity of
MI-D described by Grynberg et al. [10].
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