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RESUMO

O Mexitil (Mexiletine hidfocloridrico) ou 1=me
til-2-(2,6-xililoxi)~etil-amina hidrocloridrico, & uma ami
na aromética usada em medicina por suas propriedades antiar
ritmicas, além de ser um poderoso anesteésico local.

No presente estudo, verificou-se o efeito do Mexi
til sobre alguns aspectos do metabolismo de mitocéndrias i
soladas de coragao de rato. Os resultados obtidos foram os
seguintes:

Ihibigao, nos estudos polarograficos, do estado
IIT da respiragao mitoéondrial para substratos NaDt depen
dentes - glutamato (70%) e a-cetoglutarato k55%) -, sem al
terar significativamente a relagao ADP:0 e a velocidade res
piratdria do estado IV. Para o Gnico substrato FAD dependen
te ensaiado - o succinato -, as aitetagGes verificadas nestes
parametros foram insignificantes.

lNos ensaios das atividades enzimaticas, o Mexitil
inibiu fortemente as atividades da iIADE-oxidase (90%) e da
NADH citocromo c-redutase (85%), teve pouca atuacgdo Sobre
O segmento da succinato-oxidase (10% de inibigéo) e nenhuma
sobre a citocromo c-oxidase. Sobre a NADH-desidrogenase, a
droga prcvocou um estimulc de aproximadamente 80%.

A atividade ATPasica de mitocdndrias intactas ég
freu uma pequena inibigao (10%) por agao do Mexitil, enguan
to que para mitocondrias rompidas, a queda da atividade ATP

asica foi mais acentuada (70%).



Verificou-se ainda um colapso do potencial de mem
brana (15%) em mitocdndrias energizadas com glutamato, a-ce
toglutarato, succinéto, TMPD + ascorbato e ATP, alem de um
estimulo do efluxo de prdotons. O Mexitil também aumentou o
grau de "swelling" mitécondrial passivo para sais de Nat e
K*.

Os dados obtidos sao compativeis com as seguintes
conclusoes:

- O antiarritmico inibe a atividade do complexo
I da cadeia respiratdria mitocondrial.

- A droga altera a permeabilidade da membrana mi
tocondrial interna a cations como o sddio e o potassio.

- Estes dois efeitos sado,provavelmente, consequég
cias de uma agdo primaria do Mexitil sobre a membrana mito
condrial interna, a qual seria esperada, tendo em vista as

caracteristicas anfipaticas da droga.
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1. INTRODUGAO

Apesar dos inumeros avangos realizados e de uma
crescente sofisticagdo dos modos de terapia incorpora -
dos ao combate das arritmias, esta disfungao ainda persis
te como.causa maior das cardiopatias e das mortes correlaci
onadas a elas. A terapéutica para este tipo de afecgdo en
contra o maior aliado em agentes farmacoldgicos, embora a
cirurgia e o uso de técnicas mais arrojadas, estejam em
franco desenvolvimento. Um exemplo disto, s3do os mapeamen -
tos epi e endocardicos usados como guias de aneurismectomi-
as e ventriculotomias, marcapassos programaveis, desfibrila
dores implantéveisie marcapassos gue detectam e interrompem
taquicardias com uma serie de estimulos programados.

Tais medidas, entretanto, sofrem certas restri
¢Oes guanto d conveniéncia ou guanto a disponibiiidade, ou
mesmo quantoc a efetividade quando se trata de arritmias sé
rias, fazendo recair sobre as drogas a fatia maior da tera
pia deste tipo de enfermidade. Wao & de se surpreender, por
tanto, que nos Ultimos anos os avangos logrados neste terre
no sejam formidéVeis, fazendo surgir uma serie de novas dro
gas, sempré a procura daquelas realmente eficazes, com efei
tos colaterais toleraveis e doses terapeéuticas convenientes
ao tratamento.

Este arsenal esta longe de ser campleto, entretanto.
E de se prever que, na busca de um antiarritmico que possa
ser usado efeti&amente na totalidade dos pacientes, os pro

ximos anos vejam surgir mais e mais drogas do género.



1.1 MEXITIL

O Mexitil (Mexiletine hidrocloriarico) ou l-metil
~2-(2,6-xililoxi)-etil-amina hidrocloridrico, droga sinteti
zada e comercializada pelo Laboratdbrio Boehringer-Ingelheim
sob o cddigo KO 1173, & uma amina aromadtica com peso molecu
lar de 215,73. Dentro da classificagao atribuida por VAU
GHAM e WILLIAMS (1974) as drogas antiarritmicas - baseadab
nos modos de agSo destas, sobre as propriedades eletrofisio
logicas do coragdao -, ela estd incluida na classe I (sub
classe B), com uma estrutura muito similar a da 1lignocaina

e a da tocainida.

Férmula estrutural

O~ CHa~CH - NH
CHs

P.M.: 215,73

E um potente anestésico local ( SINGH e VAUGHAM -
WILLIAMS, 1972) e e largamente usado como antiarritmico na
Irlanda e na Inglaterra . Foi objeto de varias revisdes nos
Ultimos anos (CHEW et al., 1979 ; LEAHEZY e BIGGER, 1980 ;
WOOSLEY et al.,1984 ekRODEN, 1985) e de um simpésio ( Acta

Cardiologica, supl. 25, 1980).



1.1.1 Uso Clinico

O Mexitil e usado com relativo sucesso no tratamen
to de arritmias ventriculares ct@nicas, arritmias ventricula
res associadas com enfarte dc miocardio e taquicardia ventri
cular recurrente. A sua administragao oral mostrou-se signi
ficativamente efetiva no combate de anormalidades especifi -
cas, incluindo batimentos ectopicos (uni ou multifocais), ta
quicardia ventricular,"flutter" e fibrilagao. Em alguns ca
sos, arritmias ventriculares cronicas também podem ser controla
das (OHASHI, 1984 ; MEHTA e CONTI, 1982).

O Mexitil vem sendo usado com sucessO nas horas que
sucedem ao enfarte agudo do miocardio (HALINEN,1984) juntamen
te com ou logo apds a aplicagao de cutros antiarritmicos (DUFF et al.,
1983), ou quando os ultimos falham (WASPE et al. ,1983; SINGH ,
1984 ; SOEOL , 1984 ). Provoca pouca ou nenhuma interfe =
réncia na contratibilidade do miocardio ou na condugao do es
timulo, razdao pela qual e empregado com excelentes resulta
dos em pacientes com problema de condutividade no miocardio.

A administragao intravenosa do Mexitil provou ser
efetiva em pacientes sofrendo de patologia éoronariana, mes
mo eﬁ casos resistentes a lignocaina (HENRARD e CARLIER

1980 ; SANTINELLI, 1983 ).

1.1.2 Eletrofisiologia

~ Ao nivel celular, o Mexitil provoca um decreéscimo

~da velocidade de ascengdo da fase 0 do potencial de agdo -

'30



agindo diretamente sobre o componente rapido (influxo de 1I-
ons sddio para o interior da fibra cardiaca) - bem como di
minuindo a sua amplitude e duragao. Ele também reduz a mé
dia de disparos do marcapasso ventricular, deslocando a vol
tagem limiar de uma maneira similar a gquinidina (WELD et
al., 1979)..

Em caes, este antiarritmico n3o apresenta efeitos
nos intervalos PR, QRS e QT em doses inferiores a 9mg/kg
(CARLIER, 1980). Embora em pacientes com sistema de condu -
g¢ao cardiaco normal ele tenha poucos efeitos eletrofisiold
gicos (CEEW et al., 1979), peguenas alteragoes eletrofisio-
1logicas podem ser notadas em pacientes apresentando patolo-
gia do non sino-atrial, tais como, bradicardia e prolonga-
mento da recuperagao sinusal.

AlteragOes em outros parametros eletrofisioldogi -

cos sao variaveis. Os efeitos do Mexitil sao essencialmente

semelhantes aos reportados para a lignocaina ( RODEN,1985).

1.1.3 Farmacocinética

O Mexitil pode ser administrado oral ou intraveno
samente. No caso da administragao oral, a sua absorcgao e
boa, com aproveitamento sistémico de aproximadamente noven-
ta por cento ( PRESCOT et al., 1977). E eliminado primaria-
mente pelas vias metabOlicas, sendo menos de 10% eliminado
sem alteracdo pela urina (PRESCOT et al., 1977), enquanto
cerca de 75% liga-se a proteinas plasmaticas - (TALBOT et

al., 1977).



Sua concentragdo plasmatica terapéutica acredi-
ta-se que oscila entre 0,75 e 2,00ug/ml ( CAMPBELL et al.,
1978), ao passo gue a sua meia-vida plasmatica, seguindc-se
administracao endovenosa foi reportada como sendo de lo,7
5,1 horas e de 12[li4,0 horas no caso da administracao o
ral (PRESCOT et al., 1977).

A sua elimina¢do & mais répida guando a urina &
tornada mais acida, e mais lenta quando ela e alcaliniza-

da

1.1.4 Dosagem e Administracgao

Numa terapia endovenosa a curto prazo, a dose ini
cial de 150 a 250mg pode ser administrada em espagco de 2 a
5 minutos, seguida de perfusao de 250mg durante 30 minutos .
A partir dai, uma dose de 250mg em 2h30min e 500mg - dentro
de 8 horas podem ser usadas. Para a manutengdo intravenosa
da droga, costuma: lancar-se mao de uma dosagem de 500 a
lOOOmg em 24 horas (CHEW et al., 1979).

A dosaéem ofal e de 450 a 1200mg por dia, dividi
da em trés porgSes iguais (HENRARD e CARLIER, 1980).Se dese
jado, uma dose de reforco de 400 a 600mg pode ser adminis

trada 4 a 6 horas antes da de manutencgdo.

1.1.5 Efeitos Colaterais

Os efeitos colaterais mais frequentes no uso do
Mexitil envolvem o sistema nervoso central e sao relaciona-

dos com a dosagem. Eles incluem: tremores, nistagmo, visao



embagada, vertigens, sonoléncia, confus3io mental, insdnia,
nauseas e convulsdes ( CEEW et.al., 1979 ; SCHWARTZ et al.,
1981). Em 15% dos casos,ocorrem também efeitos gastrdintés-
tinais adversos ( HENRARD e CARLIER, 1980). Efeitos colate
rais de natureza cardiovascular incluem hipotensdo e bradi
cardia (especialmente em pacientes com disfuncdo do nddulo
SA), blogueio cardiaco e piora da funcao ventriculér esquer
da (SCHWARTZ et al., 1981), além de fibrilacao ventricu
lar (HENRARD e CARLIER, 19380).

Segue, na tabela I, um resumo do perfil farmacolé

gico do Mexitil.

Embora muitos estudos sobre os aspectos clinicos
do Mexitil tenham sido levados a cabo, persiste a inexistég
cia de dados, até o inicio deste estudo, relacionados com
sua a¢do sobre a atividade de mitocondrias isoladas. Tal la
cuna possibilitou a ideia da realizacao deste estudo, que
pretende uma visao panoramica do efeito desta droga éobre
o0 metabolismo oxidativo mitocondrial e sobre alguns parame-
tros fisico-quimicos. Visando estes objetivos, determinou -
o efeito da droga sobre a respiragéo e fosforilagao mito -

condriais, sobre a atividade dos complexos enzimaticos, so
bre o potencial de membrana mitocondrial, sobre o efluxo de

protons e sobre o "swelling" mitocondrial passivo e ativo.

6.



TABELA T

Resumo do perfil farmacoldgico do Mexitil

Eletrofisiologia

Dosagem

Efeito sobre o ECG
Meia-vida
Dose terapéautica

plasmatica

Dose toOxica

plasmatica

Efeitos Colaterais

Decréscimo da taxa de elevagdo da
fase 0 do potencial de agao por
agao direta sobre os canais de s

dio.

i.v.:150 a 250mg dentro de 5 minu
tos, total de 750mg em 3 horas.Do
se de manuten¢ao de 0,5 a:1,0ng/min
(CHEW et al., 1979).

oral:200 a 300mg cada 8 horas,coin
dose de reforgo de 400 a 600mg
(CHEW et al., 1979).

Nenhum (KEEFE et al., 1981)
Ampliacao da fase QRS (OPIE,1980)

i.v.: 16*5 horas
oral: 12%4 horas (KEEFE et al.,1981)

0,75ug/ml a 2,0ug/ml ( KEEFE et
al., 1981 ; OPIE, 1980)

1,5 a 3,0ug/ml (OPIE, 1980)

Neuroldgicos (relacionados a dose)
Hipotensao
Bradicardia

Arritimias



2. MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Isolamento de mitocOndrias de coragdo de rato pa
ra a determinagdo do consumo de Oy, da atividade
ATPasica em mitocOndrias intactas e do efluxo

de protons.

Mitocdndrias de coragao de rato foram isoladas se
gundo método descrito por VOSS et al. (1961), usando-se o
sistema de extragao como segue: D-manitol 0,2M, sacarose

0,075M , Tris-HCl ( pH 7,4 ) 5mM e EDTA 1mM.

Ratos brancos Wistar foram decapitados, seus cora
¢Oes removidos e depois lavados no sistema de reagao gela
do. A seguir foram picados com tesoura e homogeneizados em
rhomogeneizador Van Potter-Elvehjem, usando-se trés tipos de
pistilo‘em ordém‘crescente de didmetro. O homogenado obtido
foi submetido a centrifugégéo a 800xg por 10 minutos, a 4°¢,
em centrifuga refrigerada Beckman J-21B.

O precipitado foi descartado e o sobrenadante cen
trifugado a /7800xg" por 10 minutos. O precipitado assim obti
do, constifuido de mitocdndrias intactas, foi ressuspenso
em meio de extracdo, sendo novamente centrifugado a 5.000x9
por mais 10 minutos. ApOs esta terceira centrifugacgao,as mi
tocdndrias foram ressuspensas na menor quantidade possivel
do sistema de reagao e homogeneizadas de modo a se obter u

ma concentragao de proteinas de aproximadamente 50mg/ml.



2.1.2 Isolamento de mitocdndrias de coragdo de rato pa

ra a determinagdo do potencial de membrana.

Mitocdndrias de coragdo de rato foram obtidas se
gundo o método de VOSS et al. (1961), descrito anteriormen-
‘te, com a diferenca de que as duas Ultimas lavagens foram |
feitas com o seguinte sistema: sacarose 0,24M , Tris-HCl (pH
6,9) 0,0IM. O sedimento final obtido foi tambeém suspenso

neste sistema.

2.1.3 Isolamento de mitocdndrias de coragao de rato pa

ra a determinacdo do "swelling" ativo e passivo.
g p

Mitocéndrias de coragdo de rato foram obtidas se
gundo método descrito por MUSTAFA et al. (1966), com peque
nas modificacdes. O procedimento & igual ao de VOSS et al.
(1961), 5‘diferenga gue, o sistema de extragao usado em to
das as etapas era conétituido por: sacarose 0,33M, EDTA 1lmM

e Hepes-HCl. ( pH 7,5 ) 2mM.

2.1.4 Obtengdo 'de mitocdndrias de coragdo de rato rom
pidas,para a determinacdo das atividades enzima-
ticas da NADH-oxldase, NADH citocromo c-redutase,
NADH-desidrogenase, succinato—oxidaée e citocromo

c-oxidase.

Mitocondrias intactas, obtidas segundo o método
de VOSS et al. (1961) - ja descrito -, foram congeladas a

~150C‘por pelo menos 12 horas, déscongeladas a temperatura



ambiente e conservadas a 0°C para ensaio. As fragdes de mem
brana resultantes apresentaram todos os componentes da ca

deia respiratdria com atividade satisfatdria. Nenhuma . al

|4

quota da extragao inicial foi ensaiada apds um prazo de 4

(quatro) dias de congelamento.
2.2 - METODOS ANALITICOS

2.2.1 Determinagdo do consumo de oxigénio pelo método

polarografico. Calculo do RC ‘e ADP:O.

O consumo de oxigénio por mitocdndrias intactas,
foi determinado em eletrddio de oxigénio modelo Rank - Bro-
thers (Cambridge - England), acoplado a fegistrador Recti-
Riter (Texas Instruments Incqrporated), segundo método de
VOSS et al. (1963). O sistema de reacgao, tambeéem segundo
VOSS et al. (1963); constava de: tampao fosfato (pH 7,4)
51aM , EDTA 0,2mM, KCl 10mM e D-manitol 250mM, Tris-
HCl1 (pH 7,4) 1l0mM. Este sistema era ainda suplementado ora
com glutamato de sddio 15mM, ora com succinato de sodio
7mM, ou entao com a-cetoglutarato de sddio 15mM, aléem da
suplementagao adequada de ADP 0,8mM.

MitocOndrias suspensas neste sistema, numa concen
tracao final de 0,42mg de proteina/ml e suplementadas com o
substrato de oxidagao adegyuado, foram mantidas a temperatu-
ra constante de 28°C por banho-maria termostatizado, e as
respectivas velocidades respiratdorias registradas.

As velocidades respiratdorias foram expressas em

10



nmoles de O consumidos por segundo por miligrama de protel
na mitocondrial, considerando—se gue a solubilidade do oxi
génio na dgua, a 28°C e latm, & de 248uM de O, (ESTABROOCK,
1967).

O coeficiente de controle respiratorio (RC), foi
calculado fazendo-se a razao entre a velocidade de :consumo
de O em presenga do ADP (estado III) e a velocidade respira
tOria apd0s todo o ADP ter sido consumido (estado IV).

A relagao ADP:0 foi obtida segundo CHANCE e WILLI
AMS (1955), fazendo-se a razao entre nmoles de ADP consumi-
dos durante o estado III e nmoles de O consumidos no mesmo

estado.

2.2.2 Determinagao da atividade ATPasica em mitocdndri

as intactas.

A atividade ATP&sica ( ATP fosfohidrolase E C 3.
6.1.3)em mitocondrias intactas, foi determinada segundo mé
todo descrito por PULLMAN et al. (1960), cujo sistema de re
acao e constituido de: sacarose 50mM, Tris HCl (pH 7,4)12mM,
KCl 50mM e proteina mitocondrial 2mg, num volume final de
Iml.

A reagao foi iniciada pela adigao de ATP numa moO
laridade final de 3mM e interrompida com TCA Oﬂz%ﬁgbslo.mi
nutos de agitagdo constante a 30°C em banho-maria termosta-
tizado.

A seguir, o material foi centrifugado a 7.800xg

por. 1 minuto, para precipitar os restos mitocondriais,e ali

11.



quotas do sobrenadante foram retiradas para dosagem do fos-
fato liberado‘, ségundo método descrito por SUMNER (1944) ,

Os resultados foram expressos em nmoles de  ATP
hidrolisados por minuto por miligrama de proteina mitocon -
drial. e, para cada concehtragéo da droga, os resultados fo
ram expressos em porcentagem em relagdo ao normal (na auség

cia da droga).

2.2.3 Determinagdo da atividade ATPasica em mitocOndri-

as rompidas.

A atividade ATPasica em mitocdndrias rompidas por
congelamento, foi determinada medindo-se a liberagao do fos
fato inorgdnico a partir da hidrolise do ATP, na  presenga
de um regenerador de ATP, segundo método descrito por  PUL
LMAN et al. (1960).

| 0 siétema de reagao, num volume final de 1lml, era
constituido por: Tris-HC1l (pH 8,4) 50mM, MgSOg4 3mM, PEP
- 2,5mM, piruvato quinase 3 unidades (uma unidade de piruvato
quinase converte lumol de PEP a piruvato em um minuto,a 370C
e a pd 7,6) e 100ug de proteina mitocondrial, na presenga e
na auséncia da droga.

A reagao. foi iniciada com a adigao do ATP numa mo
>laridade final de 4mM e bloqueada, depois de 10 minutos,
com TCA 0,1%.Toda a reagao foi levada a cabo a uma temperatu
ra constante de 30°C em banho-maria termostatizado e com a
gitagao constante.

Em seguida o material foi centrifugado a 7.800xg
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por um minuto para sedimentar os restos mitocondriais e, em
aliguotas do sobrenadante, o fosfato iiberado foi dosado pg
lo método de SUMNER (1944).

Os resultados foram expressos em umoles de ATP hi

drolisados por minuto por miligrama de proteina.

Determinagdo das atividades enzimaticas  ligadas
a cadela respiratdria em mitocdndrias . rompidas

por ¢ongelamento.

2.2.4 - NADH-oxidase ( NADH:oxigénio Oxido-redutase) E C

1.6.99.3.

A atividade da NADH-oxidase foivdeterminada pelo
metodo espectrofotométrico descrito por SINGER (1974) em es
pectrofotdmetro Beckman, modelo DB,acoplado a registrador -
Linear Potentiometric Recorder - e a expansor de escala Be
ckman.

O sistema de reagéo, num volume final de 3ml era
constituido de: tampao fosfato (pH 7,4) 80mM, EDTA 50uM ,
NADH (adicionado pouco antes da reagao) 0,17mM e proteina
mitocondrial ( mitocOndrias rompidas por congelamento) 240
Uug. Todo o sistema foi mantido a temperatura constante de
289C em banho-maria termostatizado e sob agitacgao.

A reagdo foi iniciada com a adigdo de proteina mi
tocondrial e a oxidagdo do NADH foi acompanhada em 340nm.

Os resultados obtidos, tanto na auséncia quanto

na presenga de concentrag6es crescentes da droga, foram ex
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pressos em nmoles de NADH oxidados por minuto por miligrama
de proteina mitocondrial, levando-se em conta que o coefici

ente de extingdo molar do NADH a 340nm & de 6.220M tcm~l.

2.2.5 NADH citocromo c=-redutase (NADH:citocromo c oxi

do-redutase) E C. 1.6.99.3 ,

A atividade da NADH citocromo c—redutaée foi de-
terminada pelo método'espeétrofotométrico descrito por SOM
LO et al. (1965), em espectrofotlmetro Beckman, mcdelo DB,a
coplado a um registrador - Linear Potentiometric Recorder -
e a um expansor de escala Beckman.

O sistema de reagao, num volume final de 3ml era
constituido por: tampao fosfato (pH 7,4) 50mM, EDTA  2mM,
NADH 50uM, citocromo c¢ (oxidado) 40uM, KCN 1lmM e proteina
mitocondrial (mitocOndrias rompidas por congelamento) 30ug.

Todo o sistema foi mantido a 289C em banho- maria
termostatizado. A reagao foi iniciada com a adigao da  pro
teina mitocondrial e a redugao do citocromo ¢ acompanhada
em 550 nm.

Os resultados-obtidos, tanto na auséncia quanto
na presenga da droga, foram expressos em nmoles de citocro
mo ¢ reduzidos por minuto por miligrama de pfoteina mitocon
drial, levando-se em conta que o coeficiente de extingado o

lar do citocromo ¢ red-ox a 550nm & de 19.000M tcm~1.

2.2.6 Citocromo c-oxidase (Ferrocitocromo c:oxigénio &=

xido-redutase) EC 1.9.3.1 .

14,



Esta atividade foi determinada pelo metodo espec
trofotometrico descrito por MASON et al. (1973), empregando
se O mesmoO recurso instrumental usado para as determinacgoces
espectrofotométricas anteriores, utilizando-se mitocdndrias
rompidas por congelamento.

O sistema de reagao, num volume final de 3ml, con
tinha: tampao fosfato (pH 7,4) 50mM, EDTA 2mM, ferrocitocro
mo ¢ 30uM e proteina mitocondrial 30ug. |

Todo o0 sistema foi mantido & temperatura de 280C
por banho—ﬁaria termostatizado, sendo a reagdo iniciada pe
la adigcao da proteina mitocondrial e acompanhada pelo de
créscimo da absorgao em 550nm durante 2 minutos.

'Para os calculos dos resultados obtidos, tanto na
auséncia quanto na presenga da droga, foi utilizado o coefi
ciente de extingdo molar do citocromo ¢ red-ox ( 19.000

'M‘lcm’l).

Obtengao do citocromo c reduzido.

Citocromo ¢ ( tipo IV - Sigma Chemical Co. ) de
coragao. de boi ,foi reduzido;por pequena quantidade de ditio
nite (NazS08), e a sélugao aqﬁosa foi filtrada através de
coluna de gel de Sephadex G-25, de acordo com YONETANI e
RAY (1965), a fim de separar o ferrocitocromo c do excesso
de ditionite e de seus produtos de reacado.

A concentracao de citocromo ¢ reduzido foi calcu-

" lada usando-se E =28.000M" lem-1 para a hemoproteina re

550nm

duzida. O ferrocitocromo preparado desta maneira, contem me
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nos de 5% da proteina oxidada.

2.2.7 NADH-desidrogenase (NADH:ferricianeto Ooxido-redu-

tase) EC 1.6.99.3 .,

Tal atividade foi determinada segundo método es
pectrofdtométrico de SINGER (1974), acompanhada em 420nm a
23°C em banho-maria termostatizado, utilizando-se ferricia-
neto como aceptor de elétrons e em presenga de rotenona pa
ra bloquear a atividade da WADH-oxidase.

O-sistema de reagdo continha: tampdo fosfato (pH
7,4) 50mM, EDTA 2mM, WNADH 166uM, ferricianeto 0,66mM e rote
nona 1,67uM. A reagéb foi iniciada com a adigao de proteina
mitocondrial 30pg (mitocdndrias rompidas por congelamento).

Os resultados obtidos, tanto na auséncia quanto
na presenga da droga, foram expressos. em nmoles de NADH oxi
dados por minuto por miligrama de proteina, levando-se em

conta que o coeficiente de extingao molar do ferricianeto &

de 1.040M~lcm~1.

2.2.8 Succinato-oxidase (Succinato:oxigénio Oxido-redu-

tase) EC 1.3.99.1 .

A reagao enzimatica foi determinada polarografica
mente segundo o método de SINGER (1974), utilizando-se como
fonte enzimdtica as mitocdndrias de coragdo de rato  rompi
das por congelamentb.

0 éiétema de reagdo continha: tampao fosfato ( pH

7,4) 80mM, EDTA 50mM, succinato de sddio 10mM e proteina mi
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tocondrial 560ug, em volume final de 1,3ml. O consumo de O2
foi acompanhado a 28°C em eletrdodio de oxigénio, sendo a re
agao iniciada pela adigdo de proteina.

A enzima succinato-oxidase foi previamente ativa
da conforme descrito por SINGER (1974), incubando-se as mi
tocondrias rompidas por congelamento, a 28°C durante 10 mi
nutos na presenca de 40mM de succinato de sddio. h

‘Para os calculos da atividade enzimatica foi uti

lizada a constante de dissolugdo do O, (a 28°C, latm),igual

2
a 248uM (ESTABROOK, 1967).

2.2.9 Determinagdo do efluxo de protons.

O efluxo de protons do meio intra para o meio ex
tramitocondrial, como consequéncia da hidrolise de ATP, foi
determinado com o auxilio de um microeletrodo Metrhom,
acoplado a um registrador Recti-Riter ( Texas Instruments
Incorporated) com expansor de escala, de tal modo que a es
cala inteira correspondia a 0,2 unidades de pH.

O sistema de reagao, num volume final de 2,4ml e
ra constituido por: KCl 150mM, Tris-HCl (pH 7,4) 1lmM, pro
teina mitqcondrial lmg,rotenona 4,2uM e ATP (pH 7,4) 4mM.

O efluxo de protons foi iniciado pela adigao do
ATP,e registrado por dois minutos. Os resultados foram cal

1

culados e expressos em ApH.min~*, tanto na auséncia guanto

na presenga da droga.

$2.2.10 Determinagdo do potencial de membrana.

17.



0 potencial de membrana mitocondrial ( AY ) foi
determinado com base na variac¢ao da densidade Optica iprovg
cada pela captagao de safranina por mitocdndrias energiza
das ou por a—cefoglutarato, ou por succinéto, ou por gluta-
mato, ou por ATP, ou ainda por ascorbato + TMPD, segundo mé
todo descrito por RKERMAN e WIKSTROM (1976).

0 sistema de reagao, num volume final de 3ml, con
tinha: sacarose 0,2M, HEPES (pH 7,2) 20mM, EDTA 0,38M , KC1l
20mM, suplementado com safranina 9,6uM, rotenona 4,2uM,NaCN
1lmM, oligomicina 2ug e proteina mitocondrial 2,4mg, sendo
a reacgao iniciada com a adigao do substrato.

Em todos os experimentos foram mantidas constan
tes as concentragSes de safranina (9,6uM) e de proteina mi
tocondrial (O,Smg/ml) visto que a faixa de linearidade da
curva e funcgdo das concentragdes do corante e da proteina ,
i.e.,para valores mais elevados de concentracgao do coran
te, maiores Séo os desvios nos Valores maximos de potenci
al ( AZZONE et al., 1976).

As alteragOes da densidade Optica foram registra
dasem.5ll‘533hm, a4 temperatura constante de 28°C,em Aminco
Chance Dual Wavelenghts / Split Beam Recorder Spectrophoto-
meter e o calculo da variagao do potencial de membrana foi
realizado usando-se uma curva de calibragso. Atraves desta
curva, converteram-se o0s valores das ampiitudes.correspon -
dentes a ADO de cada ensaio, para valores de potencial de
membrana, expressos em mV. Tais ensaios foram realizados

tanto na auséncia gquanto na presenga de concentragdes cres
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centes da droga .

2.2.11 Curva padrdo para o calculo do potencial de mem

brana.

A curva padrao para a determinagao do votencial
de membrana foi confeccionada segundo metodo espectrofotomé
trico, preéonizado por RKERMAN e WIKSTROM (1976), usando—ée
Aminco Chance Dual Wavelenghts / Split Beam Recording Spec
trophotometer.

o sistema'de reagdo continha: sacarose 200mM, HE
PES (pd 7,2) 20mM, EDTA 380mM e protéiﬁa mitocondrial 2,4
mg, suplementado com rotenona 4,2uM, oligomicina 2ug, safra
nina 9,6ulM, valinomicina 42ng/ml, FCCP 1mM e KC1l 0,083mM a
1,67mM, num volume final de 3ml.

Para o calculo do potencial de membrana, uctilizou

[K*tin ]
[KTout]

concentraggo de Kt intramitocondrial (120mM) e [K+out]a con

se a eguagao dé Nernst AY =60.log , sendo [K+in] a
centragﬁo de K' adicionada ao sistema. O ADO langado no gra
fico foi a diferenca entre o pico de absorgao em 511~ 533nm
a 289C, obtida apds a adicdo da valinomicina e aquela obti
da apbs a adigao do FCCP. A curva foi obtida langando-se o
potencial calculado para diferentes [K+outJ, através da e
guagao de Nernst, no eixo das abssissas, contra os | varios
ADQ registrados espectrofotometricamente, no eixo das ordg.
nadas. Posteriormente a curva foi ajustada pelo metodo dos
minimnos quadrados para minimizar os desvios e eliminar afe

ri¢oes com muita dispersao.
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2.2.12 Determinagao do grau de "swelling" mitocondrial .

A determinacao do grau de "swelling" mitocondrial
foi realizada segundo o metodo espectrofotométrico de SEPPé
LA et al. (1973), sendo ADO mensurado em Aminco Chance Du
al Wavelenghts / Split Beam Spectrophotometer.

Para a determinacao do "swelling" provocado pela
entrada de sodio na matriz mitocondrial, foi utilizado o se
guinte sistema de reagao: sacarose 100mM, Tris (pH 7,5) 30
mM, EDTA 0,5mM, acetato de sddio 50mM e proteina mitocondri
al l,5mg; suplementado adequadamente, ora combglutamato de
sodio 15mM, ora com succinato de sodio 15mM, ora com ATP
5mi, ou ainda com ascorbato + TMPD 15mM, alem de cianeto de
sodio 100uM, rotenona 4,2uM e FCCP 0,48uM.

Ja para a determinagao do grau de "swelling" cau
sado por entrada de potassio, tanto o sistema quanto a su

plementagéo foram os mesmos, exceto que utilizou -~ se o)

KH,PO, (20mM) ao invés do acetato de sodio e a presenga adi
cional da valinomicina 1,7ug/ml.

Nos dois casos a temperatura foi mantida constan
te em 280C, diferindo apenas o comprimento de onaa usado pa
ra os dois ensaios: 575nm para o "swelling" provocado pelo
sdbdio e 520nm para o provocado pelo potadssio. As variagoOes

do grau de "swelling" foram acompanhadas pelas variag¢Oes da

densidade Optica em fungdo do tempo.

2.2.13 Determinagcao da concentragdo de proteina.

Todas as determinagoes de concentracdo de protei
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na foram realizadas pelo método descrito por LOWRY et al (1951)
utilizando-se como padrao solug¢do aquosa de soroalbumina bo
‘vina cristalina (Sigma). As leituras foram feitas 10 minu
tos apds a adigao do reativo de fenol, em 540nm, com . auxi

lio de espectrofotdOmetro Beckman modelo DB.

2.2.14. Preparo da. solucgao de Mexitil.

A solugao aguosa de Mexitil usada em todos os ex
perimentos foi preparada cerca de uma hora antes de cada en

saio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.

3.1 Efeito do Mexitil sobre o consumo de O, pela mito

cdéndria de coragdo de rato.

No inicio do estﬁdo do(s) efeito(s) do Mexitil so
bre o metabolismo mitocondrial langou-se mao de dois subs
tratos NADT dependentes (giutamato e a—-cetoglutarato) e de
um FAD dependente (succinato), por serem eles, pelas suas
oxidagoes, os aportadores do processos basico de . liberacgdo
de energia na mitocéndria, seja para a sintese de ATP, seja
para o transporte ativo de ions, ou ainda para transidrogg
nagoes (GREVILLE, 1969).

Como pode ser visto nas figuras 1,2 e 3, & percep
tivel a diferenga’de compoftamento do metabolismo dos subs -
tratos NADY dependentes frente ao Mexitil se compararmos
com a oxidagdo do substrato FAD dependente nas mesmas condi
¢Oes. Enquanto nas trés situagbes ndo temos alteragdes nota
veis no estado IV de CHANCE e WILLIAMS (1955), nem na rela
¢ao ADP:0, fica evidente a profunda alteragao causada pela
droga sobre o estado III ( e consequentemente sobre O RC),pa
ra os substratos KADT dependentes. Se neste estado III nao
temos alunag&Jmarcanﬁe no consumo de 0, com o succinato, ja
no caso dos dois substratos NAD' dependentes a . diminuicgao
da velocidade respiratdria & notavel em presenga do  Mexi-
til.

Varias hipOteses caberiam para explicar a queda

da velocidade respiratdria para os substratos NADt depen
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o 08 20 40 [Mexitit] mm
Fig 1 - Efeito do Mexitil sobre a velocidade respirato -
ria e fosforilagao oxidativa em mitocdndrias ener
gizadas com glutamato.
Sistema: tampao fosfato ( pH 7,4 ) 5mM , Tris 10mM , EDTA
0,2mM , KCl 10mM , manitol 250mM , glutamato de sodio 15mM,
e proteina mitocondrial lmg , suplementado adecuadamente
com ADP 5umoles, para um volume final de 2,4ml. Os resulta-
dos representam a média de quatro experimentos. As velo
cidades respiratdorias do estado III ( A--A ) e do estado
IV ( A--A ) estao expressas enlnmoles de O consumidos por
minuto por miligrama de proteina mitocondrial. ( e—e ) con

trole respiratdrio e ( o—o ) relagdo ADP:O.



40
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Fig 2 - Efeito do Mexitil sobre a velocidadeirespiratéria
e fosforilagao oxidativa em mitocdndrias energiza
das com a-cetoglutarato.

Sistema: tampao fosfato (pH 7,4) 5mM, Tris 10mM, EDTA 0,2

mM, KCl 10mM , manitol 250mM , a-cetoglutarato de sodio

15mM e proteina mitocondrial 1lmg, suplementado adequada

mente com ADP 5umoles, para um volume final de 2,4ml Os
resultados representam a média de cinco experimentos. As ve
locidades respiratorias do estado III ( A--A ) e do estado

IV ( A--A ) estdo expressas em nmoles de O consumidos por

segundo por miligrama de proteina mitocondrial. ( e¢—e )cCOn

trole respiratdrio (RC) e ( o—o ) relagdo ADP:O.
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Fig 3 - Efeito do Mexitil sobre a velocidade respiratdo -
ria e fosforilagao oxidativa em mitocdndrias ener
‘gizadas cdm succinato.
Sistema: tampao fosfato ( pd 7,4 ) 5mM, Tris 10mM, EDTA 0,2
mM, KCl 10mM , manitol 250mM , succinato de sddio 7mM e
proteina mitocondrial 0,5mg , suplementado- adequadamente
com ADP 5uymoles , para um volume final de 2,4ml. Os resulta
dos representam a média de quatro experimentos independen
tes. As velocidades respiratdrias do estado III ( 4&--A4 ) e
do estado IV ( A--A ) estao expressas em nmoles de O consu
midos por segundo por miligrama de proteina mitocondrial .

( e—e ) controle respiratdrio e ( o—o ) relagdo ADP:0O .
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dentes, a saber: 1- Inibigao da oxidag¢do ao nivel da cadeia
respiratéria'(vmais especificamente sobre o complexo I, a
NADH CoQ-redutase), 2- Inibicao da ATPase mitocondrial, 3-
Agdo sobre o carreador ATP/ADP ou até sobre o proprio carre
ador fosfato e 4~ Inibigao dos carreadores glutaﬁato/aspar—
tato e a-cetoglutarato/malato.

Enquanto a primeira hipdtese resiste a posterio
res anéliseé, a segunda e a terceira sao descartadas imedia
tamente se levarmos em éonta os pérémetros obtidos com o
succinato como substrato de oxidagao. Se houvesse inibicgdo
da ATPase ou do carreador ATP/ADP, ou ainda do carreador
fosfato, teriamos um comportamento frente ao Mexitil, seme
lhante para os trés substratos, uma vez que a-cetoglutara -
to, succinato e glutamato compartilham estes sistemas.

A guarta hipoOtese, por sua vez, pode ser refutada
com um dos dados obtidos durante os estudos polarograficos.
Se houvesse agao do antiarritmico sobre os carreadores, ha
veria uma grande diferenca de velocidade respiratoria en
tre ehsaios efetuados com a adigao da droga antes ou depois
da adigao dos substratos. Nos registros das velocidades res
piratérias, a respirégéo mitocondrial, seja no estado  III
seja no IV, & a mesma, independente da ordem de adigdao en
tre o antiarritmico e o substrato ensaiado.

Resta a primeira hipdtese, que @ plausivel até es

te estadio, se for levado em conta que o complexo I da ca

deia respiratoria, a NADH CoQ-redutase, & responsavel pela

oxidagao do glutamato e do a-cetoglutarato, e que ele & in



dependente do complexo II (succinato CoQ?redutase). Neste
caso, O Mexitil poderia estar atuando negativamente sobre
O primeiro sem causar alteragOes drasticas no segundo.

Pedquenas inibigSes sobre outros sistemas,contudo,
nao podem ser descartadas. Apesar de nido explicarem a sensi
vel queda do estado III para os substratos NAD' dependentes,
restam ainda alguns efeitos menores, explicéveis‘através de
uma inibigao de varias atividades enzimaticas.

E o caso da leve diminuicdo da velocidade respira
toria do estado III, para o succinato, em presenca do Mexi
til. Apesar desta queda nao ser tao drastica quanto aquela
ocorrida para os substratos NAD' dependentes, ela existe e
é aparente ( figura 3 ). E de se esperar, portanto, uma 1li
geira inibigao também na atividade da succinato-oxidase.

Ja as variagOes da relagao ADP:0 sao  inconclusi
vas, podendo resultar tanto de variagOes experimentais,quan
to de uma gueda motivada pela inibigao da atividade ATPasi-
ca, ou entdo por uma leve dissipacao de energia. Esta mes
‘ma dissipacdo, poderia ser a causa de um sutil aumento da
velocidade respiratéria dO‘estadovIV, embora estas varia -
gOes possam ser devidas apenas a circunstdncias experimen -
tais. Nao se pode déscartar, portanto, uma pequena dissipa-
cdo da forga prdton-motriz (.AjHY ) e/ou uma leve inibigao
da atividade ATPasica. Em outras palavras, nao & de se es
perar uma sO causa para os efeitos da droga; o mais  prova
vel & gue estes efeitos apresentados sejam resultados de

uma somatoria de causas, embora o efeito sobre o complexo



I pareca ser o que contribui com maior parcela no computo

geral.

3.2 Efeito do Mexitil sobre a atividade das enzimas

ligadas 3 cadela respiratdria.

Depois dos resultados polarograficos obtidos,a es
colha mais natural para o experimento seguinte recaiu sobre
o estudo parcelado da cadeia, para confirmagéo ou nao das
suspeitas iniciais. E boa parte das hipOteses anteriores se
viram confirmadas.

Como pode ser Vvisto na figura 4, a inibicado pelo
Mexitil, tanto da NADH-oxidase quanto da NADH citocromo c-
redutase, & bastante drastica. Para concentrag¢des do Mexi
til , iguais ads usadas para os estudos polarografi -

cos, houve inibic¢Oes na ordem de 50% ja nas concentragoes

oo

mais baixas da droga,; e que chegam a ser da ordem de 90
naquelas mais altas. (Qualquer comparagao quantitativa, en
tretanto, deve ser evitada, pois tanto os meios de reagao u
sados, quanto as condig¢Oes de atuagao das enzimas sao dife-
rentes. Nos estudos polarograficos,os complexos enzimati
cos atuavam em mitocandriés intactas, ao passO que nos estu
dos de parcelamento de cadeia, eles o fazem em fragGes de
membrana. A prOpria atuagdo da droga pode éofrer mudancgas
em condigoes tao diferentes).

O contrario ocorre com a atividade da NADH-desi -
drogenase. Por razoes que fogem a profundidade do presente

trabalho, esta parcela da cadeia respiratoria & ativada em
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% da Atividade Enzimdtica

O T et c e m e e o
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' Fig. 4 - ( e—e ) Efeito do Mexitil sobre a atividade da

NADH-oxidase.

Sistema: tampao fosfato (pH 7,4) 80mM,EDTA 50mM, NADH 0,17
mM e proteina mitocondrial 240pg. A reagdo foi iniciada com
a adigao da proteina, e a oxidagao do NADH seguida espectro
fotometricamente em 340nm, a 280C. Cada resultado represen
ta a média de trés exp<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>