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SUMARIO

0 efeito do Propranolol (PR), Maleato de Perexiline (PM),
Iproveratril (IPRO) e Lidoflazina (LIDO) foi observado sobre o es
tado oscilatorio, swelling e contragao mitocondrial de figado de
rato e sobre os espectros de absorcao dos complexos enzimiticos

Il = 11 - 11l da cadeia respiratoria de coracao de boi.

Os anti-arritmicos promovem uma acentuada inibigao das
oscilacoes e a permanencia de excessivo estado de swelling mito-
condrial suportado pela oxidagao do substrato e NaAC como ion oOs-

cilante.

Estudos da influencia das anti-arritmicos sobre a fonte
de energia para o ''swelling" e a ""contragao" mitocondrial de figa
do mostraram que‘o PR, PM, IPRO e LIDO alteram a velocidade e a
amplitude do '"swelling' e determinam a ''contracao' do swelling mi
tocondrial, suportado pela oxidacao do g]ufamato guando as fontes
energiiadoras foram o glutamato, o succinato,,o NaASC + TMPD e o

ATP .

Nos experimentos realizados com complexos enzimaticos |-
l1-111 da cadeia respiratoria, procurou-se verificar a possivel
acao dos compostos anti-arritmicos sobre as proteinas isoladas - da
cadeia respiratdéria; PR, PM, IPRO e LIDO, inibem a oxidagao do
NADH + H® e n3o a oxidacao do succinato em proteinas supostamen-

te desprovida de fosfolipideos.

Os efeitos do DNP e dos anti-arritmicos mostram mecanis-
mos de agao e efeitos distintos, o que explicaria as causas e con
sequencias diferentes para ambos devido a diferenca de interacgao

com a membrana mitocondrial.



INTRODUCAO

Entre os medicamentos incluidos ao arsenal terapeuti-
co das drogas anti-arritmicas , estao o propranolol (PR), o malea-
to de perexiline (PM) o iproveratril (IPRO) e a lidoflazina(LIDO)
umas amplamente utilizadas por suas caracteristicas de agao blo-
queadora PB-adrenergica e outras pela acao vasodilatadora corona-

ria.

Trabalhos realizados neste laboratorio, com proprano
lol, . maleato de perexiline, iproveratril e "lidoflazina,
posSibilitéram o desenvolvimento de estudos na tentativa de es-
clarecer os aspectos bioquimicos do mecanismo de acao, a partir

de mitocondrias isoladas de coragao.

Nestes trabalhos foram feitos estudos sobre a fosfori
lacdo oxidativa e a oxidagdo dos substratos energizadores da ca-
deia respiratoria, bem como mostradas as possiveis alteracoes mor-
fo-estruturais das mitocondrias. Baseados nos resultados obtido,
os autores (§3§.5h,m68, 90, 91, 92, 99, 114) chegaram a
conclusao que determinados efeitos tornavam-se marcantes em vir-
tude da acao inibidora da fosforiiagéo oxidativa e da oxidagao
dos substratos NADH = — dependentes. SAKURADA et al. (92 ),demoni
traram que as drogas estudadas (PR, PM, IPRO e LIDO) promoviam um
aumento no metabolismo do succinato em virtude da queda dos ni-
veis de oxaloacetato. Observagoes tais como "Swelling" e vacuali
zagao induzidas pelo.iproveratril e lidoflazina foram analisades
pela microscopia eletronica (99 ) mesmo na presenga da acao pro-

tetora da espermidina ( 68).

RODRIGUES et al. (89 ), estudaram-OSvefeitos do vera-
pamil em mitocondrias do apice do coragao de coelhos apos serem
injetados endovenosamente com dose de 0,7mg/kg; os resultados ob
tidos demonstraram que o verapamil inibiu 15,13% a respiragao mi-
tocondrial na auséencia de substrato e quando o a-cetoglutarato foi
usado, estimulou em 30% a respiragao em relagao ao succinato e i

nibiu em 25% a fosforilagao oxidativa.

Sucessivos trabalhos publicados nos ultimos 15 anos
mostraram que a mitocondria manifestava periodicamente, varios: ti
pos de mudangas "Swelling'" e 'Contracao', onde o fenomeno oscila

torio do transporte de ions através da membrana mitocondrial,era



associado com a fungao normal do transporte de elétron mitocon-

drial e sistemas de energia.

TEORELL (111, 112), foi o pioneiro no campo das osci-
lacoes ligadas a membrana, com mode los experimentais so
bre as ~ propriedades ritmicas do -fluxo eletro-osmo-
tico, atraves das membranas. Neste estudo, ele observou oscila-
¢coes do potencial e volume do fluxo a corrente constante. Oscila
coes tem sido descritas nas classicas vias de suprimento de ener
gia: glicolise, fotossintese (43, 118) e respiracao mitocondrial
(v1, 24, 27, 43). Esta ultima, € um caso classico de oscilacgao
ligada a membrana de transporte vetorial de ions dependentes de
energia, processo este aclopado ao fluxo de elétrons e atividade
ATPasica. As oscilacoes foram descobertas quando se estudou a in
fluéncia dos ionoforos sobre os processos mitocondriais. Contudo’
a presenca de ionoforo nao € obrigatoria. Sempre que as taxas a-
copladas do transporte de ions, fluxo de eletrons e atividades
ATPasica, alcangam niveis criticos, as oscilagoes dos nucleoti-
deos de piridina, flavoproteina, citocromos, consumo de oxige-
nio, de ATP e ADP, e do transporte de protons e potassio (em di-
recao oposta), do '"swelling''e '"contragao', sao vistas, assim co-

mo o fluxo de agua.

A figura 1, possibilita sumarizar a evidencia experi-
mental, postulando a sequéncia de eventos que ocorrem, durante o
processo oscilatorio mitocondrial, tendo como fonte de energia a
oxidagao do substrato ou hidrolise do ATP, responsavel " pelo
transporte de HY ligando a energia atraves da membrana  .interna
mi tocondrial, seguido pelo transporte de cation ou anion, respon
savel pela mudanga do fluxo osmotico de agua e resultando em al-

teracao do volume mitocondrial.
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FIGURA 1 -  ESQUEMA DE EVENTOS QUE OCORRE DURANTE O PROCESSO OSCILATORIO. GOOCH & PACKER (28),

Esses avancos coincidiram com a observagao dos movimen
tos oscilatorios de ions na mitocondria ( 56, 84), onde diferen-
tes fungoes metabolicas, bem como, os componentes da cadeia respi
ratoria, exibiram a manutencao do comportamento periodico (71)
Neste caso, estudos uteriores sobre o fendmeno, levaram a desco-
berta de distintas propriedades de controle da membrana interna
mitocondrial (121). Esses dois exemplos, demonstraram que a osci-~
lacdo em sistemas bioquimicos complexos pode ser reduzida as pro-
priedades funcionais das enzimas ou das membranas e pode, finalmente, ser
recuperada em mudancas estruturais a niveis moleculares. Sem divida, oscila-
coes em sistemas experimentais, refletem a complexidade do sistema em estrutu
ra e tempo. Assim a deteccao das oscilagoes, proporcionam excelente oportuni-
dade para que seja estudado o comportamento dinamico dos sistemas celulares

e sub-celulares.

Em 1965, PRESSMAN (84) e LARDY & GRAVEN (56) , descre-
veram as oscilacoes do volume mitocondrial induzidas, na presenca
de certos antibioticos ion6foros. MOORE & PRESSMAN (85) e HUOFER
& PRESSMAN (“5), usaram o ionoforo valinomicina, para iniciar a
oscilacdo e ativacio do transporte de K' em mitocéndria de figado
de rato. GRAVEN et al. (31, 32, 33), também observaram oscilacgoes
do volume mitocondrial, usando homologos de actina para estimular
o transporte de cations monovalentes em mitocondrias. 0 fendmeno
oscilatorio em mitocondria, foi também observado por FALCONE et
al. (23), demonstrando ciclos de ''swelling" e 'contracgao®, induzi
dos pela gramicidina. CARAFOLI et al. (9, 10) |, reportaram condi-

¢oes onde ha ressaltos ligados a respiracao, e movimento oscilald



+ e H+ entre as mitocondrias e o meio. CHANCE & YOSHI!-

rio de Ca'
OKA (14) mostraram que mitocondria de coragao de pombo, na presen
ca de valinomicina, k¥ e em pH 6,5-6,0, oscilavam com amortecimen
to desprezivel, quando comparado a outros sistemas oscilatorios
mitocondriais. Provas de que os ionoforos, nao sao necessarios pa
ra o processo oscilatorio, foram fornecidas por AZZl & AZZONE (n
MUSTAFA et al. (71) e PACKER et al. (73) que mostraram oscila-
coes amortecidas da respiragao e do volume, sob condigoes de
transporte de fons energizados, em mitocondria de figado de rato,
tratada com EDTA. AZZONE & AZZl (3), também reportaram que o Mg++
diminuia a permeabilidade da membrana mitocondrial para os ca-
tions monovalentes, enquanto que, agentes queladores de Mg++,tais
como EDTA e o citrato, aumentavam a permeabilidade dos cations mo

novalentes.

Para o sistema oscilatorio mitocondrial, a dependéncia
de energia para certas mudancas de volume na mitocondria, pode
ser demonstrado fotometricamente, pelas alteracoes nas medidas em
absorbancia ou turbidimetria, usando como fonte de energia a oxi-

dacao de varios substratos ou a hidrdolise de ATP. (Figura abaixo)
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0 '"pool de alta energia' na mitocondria pode aparecer
em virtude de: 1) oxidagao do substrato que transfere eletrons
atraveés dos sitios de acoplamento de energia (como o a-cetugluta-
rato, succinato, acorbato + TMPD);2) hidrolise do ATP e, 3)rever
sao do transporte de ions. A formacao do '"pool de alta energia',
pode suportar a ocorréncia de varios processos, requerendo ener-
gia na mitocondria, entre outros, o acumulo de fons e ''swelling"

mitocondrial.

No processo de investigacao da oxidacao do substrato,
sempre resulta no transporte de "N para o fenomeno oscilatorio ,
tornando-se mensuravel por meio de um eletrodo de pH de vidro ,
conforme foi observado por CHANCE & YOSHIOKA (14). De acordo com
SLATER (103), MITCHELL (69) e SKULACHEV (102) o trans
porte de H+, consequente da oxidagao do substrato, funciona como
prée-requisito para o transporte de cation e anion. Recentemente,
PAPA et al. (80) , observaram que o transporte de Ht dependente
da respiragao, envolve um mecanismo independente do transporte
de cations, e que o transporte de " pode resultar no transporte

de cations atraves da formacao de um gradiente de carga.

Por outro lado, a hidrolise do ATP e capaz de prover
a energia necessaria para o processo oscilatorio, e as oscila-
coes suportadas pelo ATP tambem envolvem o transporte de HY (45) .
Embora o mecanismo de hidrolise do ATP, seja completamente dife-
rente da oxidagao do substrato, as oscilagoes induzidas por am-
bas fontes de energia sao similares em carater. Estas observa-
coes sao consistentess com a postulagao proposta por MITCHELL &
MOYLE (-70.), BAKEEVA et al. (4 ), LIBERMAN & SKULACHEV (60), de
que o mecanismo de transdugéo de energia, de ambos sistemas,pode

+
comandar o transporte de H .

Foi demonstrado que o fenomeno oscilatorio mitocondri
al, depende de tres componentes fundamentais: um substrato oxidé
vel ou ATP; um ionoforo para ions monovalentes (exdgeno ou endo-
geno), e um sal monovalente de um anion de acido fraco, tal como
o acetato, fosfato ou propionato. Estes requerimentos sugerem
que o fenomeno oscilatorio € um processo energizado, que envolve
o transporte ativo de um cation monovalente, mediado por ionofo-
ro tratado com EDTA, e -que, o anion de acido fraco, € um determi
nante critico do processo. Tem sido mostrado que a concentragao de
H™ do meio mitocondrial, flutua durante o periodo de oscilacgao

(14, 84, 113); que na oscilacao dependente de valinomicina ha



uma flutuacdo paralela e inversa de K’ e HY (14) e que a configu
racao da mitocondria flutua entre dois estados 'sincronicamente
com a flutuacao do ht e K+, conforme demonstrou HARRIS etal. (38).
Embora nao haja informagao explicita a cerca do anion, €& implici
to que a concentragao de anion de acido fraco, tambem flutuara pa
ralelamente com a flutuacao da concentracao de K* ou Nat. 0 pon
to a ser enfatizado, € que o fendmeno oscilatério, seria a mani-
festagao de delicada operagao de mecanismo de controle, modalado pela concen-
tracao de algum componente do sistema. 0 mecanismo de controle & a membrana
mi tocondrial interna, que responde-a concentragéévde ADP e ATP,no espago da
matriz mitocondrial. Quando a cohcentraééo de ADP e alta e a de ATP € bai-
xa,a.membrana ;| interna assume a configuracgao ‘''agregada' apropria-
da para fosforilagao oxidativa. Quando a concentracao de ADP e
baixa e a de ATP e alta, a membrana interna assume a configura-
cao "retorcida' apropriada para a hidrolise do ATP e transporte a
tivo. Esse estado de transicao da membrana mitocondrial interna,
da configuracao ''retorcida' para 'lagregada', € um esquema de re-
gulacao da extensao do transporte ativo. O transporte ativo nao
controlado, podera resultar em uma ruptura da mitocondria ou em
ultima analise, em danos irreversiveis. Assim, o mecanismo de con
trole, deixa de ser transporte ativo, tao logo esse estagio seja
alcancado. Os anions de acido fraco, constituem-se nas moléculas
chave deste controle de transporte ativo, desde que sao os ins-
trumentos moleculares para a regulacao do pH interno. Na fosfori
lagao oxidativa, os anions sao ativamente 'extruidos'"; na hidro-
lise do ATP, os anions sao ativamente transportados. A extrusao
de anions, leva a acidificagao do espago da matricial, e o trans
porte de.anions para dentro, leva a alcalinizagao do espago da
matriz mitocondrial. Desse modo, os anions de acido fraco, con-

trolam o pH da matriz.

Informagoes adicionais sobre o mecanismo de «controle
da oscilagao mitocondrial, sao dadas pela titulagao com jfons. Es
ses experimentos, revelam a possibilidade de haver controle '"feed-
back positivo' dos fons hidrogenio e potassio sobre o sistema osci‘lante
(43). A adicao de qualquer desses fons ao meio de suspensao, resulta em mu-
danca de fase de todos parametros oscilatorios para as posigoes indicadas, e
ejecao de ion titulado do espaco da matriz mitocondrial para o espago extra-
mi tocondrial. Assim, as oscilagoes mitocondriais,sao controladas pelo acopla
mento ''feedback positivo' do fluxo de ion @ao sistema respiratorio e,
pH e pK diferenciais, sao identificados como sincronizadores pa-

ra as oscilagoes sincronizadas da populagao mitocondrial.



Outra hipotese, € de que o sistema de 'feedback' po-
de existir, devido as mudancas conformacionais moleculares, den-
tro da membrana. 0 transporte de cations, anions, agua e em par-
ticular H+, através da membrana durante a osci]agéo; podera le-
var a mudancas conformacionais moleculares; idem quando se usa ,
desvio rotatorio otico, dicroismo circular, spin labeis e fluo-
rescéncia. ANS, indicando a correlacao das mudangas de volume~com
as mudancas na estrutura secundaria das proteinas, na membrana
interna, durante a oscilacao. Agentes quimicos, bem como os desa
clopadores classicos e os anestesicos locais, cujos propriedades
lipofilicas, afetam as mudangas estruturais da membrana, durante
o periodo de oscilacac, podem levar a uma total inibigao ou com-

pleto amortecimento das oscilagoes mitocondriais.

As oscilacoes mitocondriais tém sido demonstradas em
mitocondrias intactas, isoladas de figado, coracao e tecido de
glandula mamaria de camundongos normais e adenocarcinoma mamario.
Mitocondrias isoladas desses tecidos, podem ser induzidas a uma
multiplicidade de complicados parametros oscilantes, para exibir
HER]

oscilacao amortecida do volume, movimentos de fons,variagces pe-

wn

riodicas do estado de oxiredugao dos carreadores respiratorios {(nu
cleotideos de piridina, flavoproteinas e citocromos), oscilagao
da velocidade respiratoria, oscilagdo da concentracao total do
fosfato de alta energia do nucleotideo de adenina, oscilagao das
concentracoes de ADP e ATP e oscilacao da fluorescéncia do ANS
{acido 8 = anilino - naftaleno - 1 - sulfonico) (10, 14, 19, 29,
30, 32, L5, 56, 64, 71 , 73, 75, 76, 8L _, 113). Desta manei-
ra, o estado oscilatoric mitocondrial experimenta uma transforma
¢ao ultra-estrutural critica e reversivel, entre um ‘'ccndensado”
e uma configuragao ''ortodoxa', que pode ser imediatamente estuda
da pela técnica de "turbidimetria'" (19). Somente dois, dos tres
estados de transicao configuracional, estabelecidos pela micros-
copia eletronica, podem ser diretamente medidos por turbidime-
tria. A correlagao entre a mudanga configuracional deduzida da
interpretacaoc da micrografia eletronica, e a mudancga configuracio
nal, implicita na medida por turbidimetria, tem sido testada con
cluindo-se qus ambas as técnicas, medem mudangas configuracicnais

na crista da membrana interna mitocondrial.

Determinagao do volume e outras medidas, tém sido gran
demente ajudadas pela adicao de glutaraldeido, a uma populacao
de mitocondrias, oscilando para uma rapida e guiada fixacgao do

estado configuracional e conformacional da membrana interna mito



condrial ( 76, 77). Mudangas configuracionais, € o termo usado
para descrever as reflexoes correspondentes as mudangas conforma
cionais ao nivel molecular da membrana interna. Em geral, as ati
vidades funcionais da membrana interna, igualmente a respiragao,
fosforilacao oxidativa, a capacidade de transporte energizado de
- - . . . . .

fons (cations mono e divalentes) e as mudancas configuracionais
em mitocondrias de figado de ratos, alimentados com dieta defici

ente em acidos graxos essenciais (AGE),revelaram nao apresentar

uma mudanca bem definida e mensuravel (106). "Swelling'" mitocon-
drial, foi tambeéem inalterado, mas no comportamento oscilatorio
das mitocondrias de animais deficientes em AGE,verificou-se um

aumento na duracao do periodo, e um decréscimo da amplitude,apos
repetidos pulsos de 02, devido a tendéncia que a mitocondria de
ratos deficientes em AGE tem, para deterioracao. As mudancgas nos
periodos das oscilagoes, sao aparentemente, acompanhadas pelas

mudancas da composicao lipidica da membrana. (77, 106).

Ate o presente tem sido demonstrado que a cadeia respi-
ratoria da mitocondria, tem como principal fungcao a regeneragao
de ATP, produzindo tambem energia para acumular fons na mitocon-
dria, em um processo paralelo a formagao de ATP, representando
tres modalidades diferentes de transformacao de energia respira-

toria: quimica, eletrica e osmotica.

Tem sido mencionado que mitocondrias em celula viva, so
frem mudancas na forma e no volume, porem, ha agora boa eviden-
cia que algumas dessas mudancas sao determinadas pela atividade
da cadeia respiratoria. PACKER ( 78, 79 ) observou mudancgas na
turbidimetria de suspensao de celulas tumorais de Ehrlich que
corrrespondiam ao '"'swelling' e a '"contracgao' da mitocondria den-
tro da celula. Considerando os aspectos bioquimicos e biofisicos
dessa mudanca de volume da mitocondria, torna-se possivel agora

o estudo "in vitro'".

A mudanga no volume da mitocondria isolada '"in vitro' ,
associada com a respiracao, foi estudada por RAAFLAUB (86 ), Mac
FARLANE & SPENCER (62 ), HARMAN(36,37) ,RAAFLAUB (86 ) estudou as
mudancas de volume mitocondrial, medindo a turbidimetria da sus-
pensao de mitocondria demonstrando que a mitocondria pode sofrer
dois tipos de mudancas de volume: um passivo, dependente da pres
sao osmotica do meio de suspensao em que se encontra a mitocdn-
dria, e outro ativo dependente da respiracao ou de um compos to

rico em energia.



Mais tarde, TAPLEY (109) e TAPLEY et al.(110)mostraram que a-

gentes capazes de desacoplar a fosforilacao oxidativa tambem a-

presentam efeitos caracteristicos sobre o 'swelling' mitocondri-

al. LEHNINGER (57) em sua revisao, procurou relacionar o consumo

ativo e extrusao de.agua com o processo transportador de ele-
trons e fosforilagcao oxidativa, levando em consideracgao, todas
alteracgoes envolvidas ao nivel mitocondrial, durante a fase de
"swelling" e 'contragao'' tais como: 1 - aspectos termodinamicos
do ''swelling' e '"contracao'" mitocondrial, 2 - mudancas na morfo-
logia mitocondrial e nas propriedades da membrana durante o
"swelling'" e ''contracao' e, 3 - alteracoes moleculares mitocon-

driais durante a fase de ''swelling'" e ''contragao'.

AZZONE & AZZ!I (3) em acordo com CHAPELL & CROFTS (15,
16) propuseram que a membrana mitocondrial deveria ter um limite
de permeabilidade para cations monovalentes e que a valinomicina
ou EDTA aumentavam esta permeabilidade. Esta proposta e suporta-
da pelos experimentos onde o consumo de k¥ foi medido na presen-
ca ou auséncia de anions, igual ao Pi ou acetato, os quais car-
regam agua e induzem ''swelling" mitocondrial. Quando a oxidagao
do B-hidroxibutirato & inibida pela rotenona, potassio & libera-
do pela mitocondria. A adicao de um novo substrato, como o suc-
cinato, resulta em restauracao do consumo de K+. Outra vez, K+
e liberado &p6s a adigcao de antimicina. ATP restaura o cons umo

+ . - . C ey .
de K e oligomicina abole o efeito do ATP inibindo dessa maneira

o ''swelling' mitocondrial,

Mustafa et al. (71), demonstraram em mitocondria isola
da de figado de rato, o '"swelling' e a '"contracao' sob condigoes
de equilibrio, em meio contendo EDTA e em pH 7,5, suportada pelo
G-ceto-glutarato, succinato e acorbato + TMPD na cadeia respira-
toria, e sistemas transferidores de energia, como o ATP, tendo o
acetato de sodio como desencadeante. Recentemente em condicgoes
bastante similares, BAKEEVA et al. (4), verificaram em mitocon=
dria isolada de figado e coracao, a penetragao de cations sinte-

ticos (DDA+) em presenca de substrato ou ATP, respondendo da mes

ma maneira ac transporte ativo de outros cations iguais ao Na™©
ou K na presenga de valinomicina, e induzindo desse modo o
“"swelling'' da matriz mitocondrial. Em contra partida aos experi-
mentos acima, GRINIUS et al. (34), trabalhando com particula sub

mi tocondrial cbtida por sonicacao de mitocondria de coragao, con
tendo ou nao Fos verificaram o consumo de anions sinteticos
(PCB ) de maneira dependente de energia. 0 processo foi inibido
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pela rotenona, antimicina e cianeto quando foi suportado pela

respiragao e pela oligomicina, quando o ATP foi usado como fonte

de energia, sendo os desaclopadores inibidores de ambos os ca-
sos. Particula desprovida do fator de acoplamento (F]) mos trou
um decréscimo na habilidade para acumular anions (PCB ) e produ-

zir "swelling' dependente da respiragao, entretanto, o processo
foi estimulado em presenca de oligomicina. 0 acumulo de PCB  di-
rigido pelo ATP nao ocorrem em particula desprovida de Fis mas
foi obtido apos pre-incubagao com Fi-

BRIERLEY, em 1976 ( 8), revisou os fatores .envolvidos
no movimento de cations monovalentes atraves da membrana interna
de mitocondria isolada de coragao. As evidencias sugerem que o
consumo dependente de energia do K¥ e Na© que resulta em ‘''swel-
ling" da matriz, € uma resposta eletroforetica ao potencial nega
tivo interno. A evidencia tambem sugere que a troca de cation mo
novalente (Na® > k™) por protons, presentes na membrana, pode
participar na extrusao dependente de energia do fon acumulado.0s
dois processos, podem representar um meio de controlar o volume
da mitocondria dentro do funcionamento celular. 0 numero de indi
cagoes assinala a possibilidade de que o processo de controle do
volume pode ser mediado pelos cations divalentes ca™t e Mg++. Es
tudos com reagentes mercuriais tambem implicam certos grupos ti-
ois na membrana, no postulado processo de controle do volume mi-

tocondrial.

Os equivalentes redutores (atomos de hidrogénio ou ele-
trons) provenientes da desidrogenacao dos substratos do ciclo
dos acidos tricarboxilicos, e outras vias metabolicas, sao trans
feridas ao oxigénio por um sistema multienzimatica denominado ca
deia respiratoria, localizado na membrana interna mitocondrial ,
que se caracteriza pela coesao fisica com que seus componentes
se mantem unidos entre si e integradas na membrana. Essas e ou-
tras observagoes sugerem que proteinas carreadoras respiratorias
sao arranjadas em organizadas assembleias o que torna possi-
vel a rapida e especifica interacao proteina-proteina do trans-
porte de eletrons, presumivelmente pela limitada distancia inter
molecular na qual as proteinas difundem-se lentamente movendo-se
entre colisoes. Este mesmo sistema enzimatico é tambem chamado
da cadeia transportadora de eletrons, uma denominagao que da énfa
se as oxidagoes e redugoes, como fenomenos caracterizados pela

perda ou ganho de eletrons (12).



0 presente trabalho tem por objetivo, a investigacgao
de anomalias provocadas pela acao de substancias anti-arritmicas
(Propranolol, maleato da perexiline, iproveratril e lidoflazina)
sobre as oscilacoes, em sistemas ligados a membrana, no controle
do amortecimento oscilatorio do volume e respiragao mitocondrial
("swelling'" e '"contracgao' no estado do equilibrio e estado osci-

latorio) em mitocondrias isoladas de figado de rato.

Estudos espectrais tambem foram desenvolvidos sobre o
sistema enzimatico, transportador de eletrons, NADH-succinato-ci
tocromo ¢ redutase (complexo I-11-111) isolado de mitocondrias

de coragao de boi.

Baseado ‘em MUSTAFA et al. (71 ) & HATEFI et al. (k0) ,
que fornecem o necessario suporte teorico e calcado em conheci-
mentos obtidos dos trabalhos experimentais ja descritos neste la
boratorio nos propusemos a desenvolver o presente trabalho, na
tentativa de contribuir para a elucidagcao dos efeitos farmacolo-
gicos destas drogas, mormente aqueles inerentes aos processos es

truturais da mitocondria.



MATERIAIS E METODOS

A - MATERIAIS

I - DROGAS ANTI-ARRITMICAS

PROPRANOLOL (INDERAL) (120)

1-(Isopropylamino)~3-(1-Naphtyluoxy)-2-propranolol; pro
pranolol; propranol. ; IClI 45.520; sintetizado nos laboratorios
de pesquisas da Imperial Chemical Industries Limited (I1CI), In-
glaterra. Possui peso molecular de 259,34, ponto de fusao 163 -
164 C (cristais de n-propranol), formula molecular CogHy N0y, so
livel em dgua e alcool e praticamente insollUvel em outros solven
tes organicos. DL50 em camundongos: 30-40 mg/kg em machos e 40~

50 mg/kg em fémeas.

o

ica: bloqueador B-adrenergico.

Acac farmacolog

€

0 propranolol foi dissolvido em N-N-dimetil-formamida ,

solucao 0,215 M.

*C H2~C HOHNCHQ-—NH
" EH(CHz),

MALEATO DE PEREXILINE (PEREXILINE) (120).

2-(2,2-Dicyclohexylethyl) piperidine maleato; perexile-
ne; sintetizado nos Iabpratérios de pesquisas do Richardson-Mer-
rel INC., USA. Possui peso molecuiar de 277,50; ponto de fusao
188,5 - 191 C; férﬁula molecular C23H39N04; insoldvel em agua e
praticamente soluvel em solventes organicos. DL50 em ratos e ca-

mundongos 4,37 g/kg oral.
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Acao farmacologica: vasodilatador coronario e diurético.

0 maleato de Perexiline foi dissolvido em N-N-Dimetil-

Formamida, solugao 0,021 M.

]
X
| . CHCOOH
CHa-CH ' CHCOOH

IPROVERATRIL (VERAPAMIL) (120)

5-[(3,4-dimethoxyphenethyl) methylamino]-2-3-k4-dimetho-
xyphenyl)=-2-isopropylvaleronitrile; D 365; lIsoptin; sintetizado
nos laboratorios de pesquisas do KNOLL A.G., Alemanha. Possui pe
so molecular de 454,59; ponto de ebulicao 243 - 246 C; formula
molecular C27H38N204; insolivel em agua, pouco soluvel em hexano,
praticamente soluvel em outros solventes organicos. Decompoe-se

a 138,5 - 140,5°C.
Acao farmacologica: vasodilatador coronario.

0 iproveratril foi dissolvido em N-N-dimetil-formamida,

solucao 0,35 M.

CHy MM,  op. OCHy
? | ° 7\
CH—(CH, ), =

LIDOFLAZINA (ORDIFLAZINE) (120)

L-|h,b-bis (4-fluorephenyl) butyl =-HN-(2,6~dimethylphe-
nyl)—1-piperazineacetamfde};R 7904; klinium, corflazine. Sintet]
zado nos laboratorios de pesquisas da Janssen Farmaceutica, Bél-
gica. Possui peso molecular de 491,63; ponto de fusao 159-161°¢;

formula molecular C30H35F2N30, quase insoluvel em agua (0,01%) ,

mais soluvel em cloroformio (50%) e outros solventes organicos.



Acao farmacologica: Vasodilatador coronario.

A lidoflazina foi dissolvida N=N-dimetil-formamida, so-
lugao 0,12 M.

IT - REAGENTES

0s reagentes quimicos usados, foram obtidos .comercial-

mente dos seguintes laboratorios:

TMPD (N-N-N-N-Tetrametil-p-phenyleno diamino), ATP (ade
nosina trifosfato), EDTA (etileno-diamino-tetracetato,sal sodi-
co), Rotenona, Antimicina A, Oligomicina, Glutamato, DOCA (deso-
xicolato de sodio), NADH + Ht (Nicotinamida adenina dinucleotideo,
forma reduzida), pCMS (p-cloro mercidrio fenil sulfonado) da Sig-
ma Chemical Company; Na3N (azida de sodio), acetato de amonia,
NaZSZOh (ditionito de sodio), acido cloridrico, acetato de sodio
e cloreto de potassio da E. Merck AG; ascorbato de sodio do Car-
lo Erba; succinato de sodio do General Chemical Company; TRIS
(hidroximetil-aminormetano) do Fisher Scientific Company; sacaro
se da Reagen Industrias Quimica S.A.; cianeto de potassio da Rie
del de Haeﬁ AG; DNP (2-kL-dinitrophenol) de Dr. Theodor Schuchardt
Munchen; DMF (N-N-dimetil formamida) da Merck AG; histidina - E-

astman Organic Chemicals USA.
Todos os outros reagentes sao de qualidade analitica.

Tanto o meio de extragao como o de reagao (Sacarose =
TRIS-EDTA), foram preparados no dia de uso em agua destilada,ten
do sido corrigido o pH adequadamente com uma solugao de HC] IN.
As demais solucoes em uso, foram feitas e guardadas a baixa tem-

peratura para melhor conservacgao.



ITI - SIGLAS

DNP 2-h-dinitrofenol

PR Propranolol

PM Maleato de perexiline

iPRO Iproveratril

LIDO Lidoflazina

TMPD N-N-N-N-Tetrametil = p - phenyleno diamino

ATP Adencsina trifosfato

GLUTA Glutamato de sodio

NADH -+ H+ Nicotinamida adenina dinucleotideo, forma re
duzida

succ Succinato de sodio

NaASC Ascorbato de sodio

EDTA Etileno diamino~tetra-acetato de sodio

TRIS Hidroximetil amino metano

DOCA Deoxicolato de sodio

NaAC Acetato de sodio

DMF N-N-dimetil formamida

ROT Rotenona

ANTIM Antimicina A

OLIGOM Oligomicina

pCMS p~cloro mercurio fenil sulfonato

MIT Mitocondria

Pi Fosfato inorganico

B - METODOS DE PREPARACKO

I - ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO

As mitocondrias de figado de, rato foram isolados pelc
metodo descrito para mitocondria de cérebro, por V0SS et al. (115),
usando-se como meio de extragéo, TRIS - sacarose = EDTA, confoL
me STANCLIFF et al. (106). Este meio continha: 0,33M sacarose |,
1.0 mM TRIS e 1 mM EDTA com pH final de 7,5.

Ratos brancos, eépécie Wistar, foram decapitados, usan-
do uma guilhotina especial, seus figados imediatamente removidos,
lavados, picados e suspensos em meio de extracao gelado (0-4°¢),
sendo a sequir, homogeneizados em homogencizador de Van Potter

. . 0. .
Elvehjem,centrifugados a 0°C por 10 minutos a 1085 .x g, usando



centrifuga refrigerada Sorvall RC2-B. Desprezado o sedimento, o
sobrenadante foi centrifugado a 12.100 x g durante 10 minutos e
o sedimento ressuspenso em meio de extragao e centriflugado a 7.710
x g durante 10 minutos. Esta Gltima etapa foi repetida duas ve-

zes, para obter mitocondrias mais puras.

As mitocondrias sedimentadas foram suspensas em meio
de extracao TRIS-~sacarose-EDTA-pH 7,5 na concentracao aproximada

de 20 a 25 mg de proteina por mililitro.

IT - ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE CORACAO BOVINO

Mitocondrias de misculo de coragao bovino, foram isola
das com base no método previamente descrito por CRANE et al.(17),
usando-se meio de extragao constituido por: sacarose 0,25M, TRIS

base 13mM, KZHPOH 13mM e EDTA 0,1 mM (93).

Misculo cardiaco picado em pequenos cubos, foi moido. e
homogeneizado na proporgao de 800g para 2200 ml do meio de extra
cao, contendo sacarose-TRlS-KZHP04~EDTA, durante 30 segundos E)

velocidade maxima, em homogeneizador ''Warring Blendor'. 0 homoge
nado foi centrifugado 1.530 x g durante 15 minutos. 0 sobrenadante  foi
filtrado através de varias camadas de gase e mantidc no gelo. 0 pre
cipitado foi suspenso e homogeneizado com 1000 ml de sacarose
0,25M e KZHPOA 15mM por 30 segundos. 0 homogenado foi recentri-
fugado durante 10 minutos a 1.530x g, o sobrenadante coletado nas
mesmas condigoes e juntado ao anterior. 0 sobrenadante combinado
foi centrifugado a 23.300 x g durante 15 minutos. Apos a centri-
fugagao de 6 litros do sobrenadante, obteve~se o sedimento mito-

condrial que foi suspenso em sacarose 0,25M e estocado a -25°¢,

ITT - ISOLAMENTO DO "NADH-SUCCINATGC-CYTOCROMO C REDUTASE'" - (COM=-
PLEXO I~II-III DA CADEIA RESPIRATORIA)

0 isolamento da particula enzimatica NADH-succ- cit c =

redutase, foi realizada seguindo-se o metodo preconizado por HA-
TEFL et al. (40), para isolamento de todos os complexos enzimati
cos f(complexos |, Il, itl, IV, V) da cadeia respiratdria.

Mitocondrias isoladas e congeladas pelo método descrito
anteriormente, foram diluidas com solucao de sacarose 0,25M para
uma concentracao proteica de 30mg/ml e centrifugadas a 81.000 x

g por 30 minutos. Apds a centrifugacao, o sobrenadante foi des-
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FIGURA 3 - Fracionamento das mitocondrias de coragao de bovino no complexo en
zimatico NADH Succinato - Citocromo C - redutase, com O uSO de KCI
desoxicolato de Na e acetato de amonio. HATEFI et al. (42).



cartado e o sedimento mitocondrial, foi suspenso em meio conten-
do: sacarose 0,67M, TRIS 0,05M e histidina 0,001M, com pH final

de 8,0 para concentracao proteica de 23 mg/ml.

A figura 3 mostra, apos a lavagem mitocondrial, uma se
quencia de fracionamento para a obtengao da particula NADH-succ--
cit c-redutase, com a produgao de varios outros complexos enzimi
cos da cadeia respiratoria, conforme foi descrito por HATEFI e
RIESKE (47). Apés a obtencdo, o sedimento final foi diluido em
pequeno volume de TRIS-sacarose-histidina, pH 8,0, e estocado a
-25°¢. Aliquotas de 0,50ml foram descongeladas a medida que foram

sendo usadas.

IV - DETERMINACAO DE PROTEINA

A  concentracao de proteina foi determinada pelo método
descrito por LOWRY et al. (62), usando soro albumina bovina cris
talizada, como padrao. As leituras foram feitas a 700nm usando

espectrofotometro Aus-Jena.
C - METODOS EXPERIMENTAIS

I - CONDICOES EXPERIMENTAIS DAS OSCILACOES DO VOLUME MITOCONDRIAL
SUPORTADAS PELA OXIDAGCAO DO SUCCINATO EM PRESENCA DE Na© AC.

Oscilacao do volume e respiragao mitocondrial. Sistema:
mitocondria de figado de rato foi ﬁreparada em 0,33M de sacaro-
se, 1 mM de TRIS e ImM EDTA, pH 7,5 (106). 0 meio basico de rea-
cao, contém sacarose (100 mM), TRIS-HCI (10 mM), EDTA (0,3 mM )
pH 8,5 e mitocondria de figado de rato (2,5 mg de proteina num
volume final de 3 ml) a 270C.~0utras adigoes indicadas sao: rote
nona (1,6 uM), succinato de sodio (8,3 mM) e acetato de sodio
(50 mM). As mudancas de volume, foram medidas em % de transmitég
cia em espectrofotometro Aminco-Chance Dual Wavelenght a 575 nm

e o consumo de oxigénio foi determinado em eletrodio de oxigénio

(116) .

IT - CONDICOES EXPERIMENTAIS DAS OSCILAQOES DO VOLUME MITOCON-
DRIAL, SUPORTADAS PELA HIDROLISE DO ATP EM PRESENCA DE N&i

AC,

Sistema: mitocondria de figado de rato foi preparada em
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0,33M de sacarose, ImM de TRIS e ImM de EDTA, pH 7,5 (106), 0
meio basico de reagao continha sacarose (100 mM), TRIS-HCI (10mM),
EDTA (0,3 mM), pH 8,2 e mitocdndria de figado de rato (2,5 mg de protei-
na num volume final de 3 ml) a 27°C. Outras adicSes indicadas s3o:
rotenona (1,6 uM), acetato de sodio (83 mM), ATP de sodio (3 mM)
e oligomicina (1,6 ug). As mudangas de volume foram medidas em %
de transmitancia em espectrofotometro Aminco-Chance Dual Wave-

lenght a 575 nm.

III - CONDICOES EXPERIMENTAIS DO '"SWELLING' E 'CONTRACAQ" MITO-
CONDRIAL, SUPORTADOS PELO FLUXO DE ELETRONS, SISTEMAS TRANS
FERIDORES DE ENERGIA EM PRESENCA DE Na® AC SOB CONDICOES
DE EQUILIBRIO

Sistema: mitocondria de figado de rato foi preparada em
0,33M de sacarose, | mM de TRIS e 1 mM de EDTA, pH 7,5 (106). O
meio bésicq de reacao continha sacarose (100 mM), TRIS-HCI (10
mM), EDTA (0,3mM), pH 7,5 e mitocondria de figado de rato (2,5
mg de proteina num volume final de 3 ml) a 27°C. Qutras adicdes
indicadas s&ao: acetato de sodio (50 mM), glut
mM), rotenona (1,6 pM), succinato de sodio (8,3 mM), antimicina
A (0,7 uM), ascorbato de sodio + TMPD (20 mM + 0,83 mM),KCN (1,6
mM), ATP de sodio (6,6 mM) e oligomicina (1,6 ug). As mudangas
na densidade otica foram medidas em espectrofotometro Aminco -

Chance Dual Wavelenght 575 nm, e o consumo de oxigénio.foi deter

minado em eletrodio de oxigenio (116).

IV - CONDICOES EXPERIMENTAIS DOS ESPECTROS DE ABSORCAO DO COMPLE
X0 I-11-III DA CADEIA RESPIRATORIA

Espectro de absorcao destacando as bandas a e B dos ci-

tocromos b e ¢, da '"NADH-succinato-citocromo c-redutase', da ca-

deia respiratélia de mitocondria de coragao bovino, reduzida com
NADH -+ H+, succinato de sodio e ditionito de sodio. Sistema: pa-
ra uma das cubetas de 1 ml (referéncia e amostra) foi adicionado
na amostra NaN3 0,1 M - pH 7,6 (2mM), tampao fosfato de potassio
1 M pH 8,0 (20 mM), enzima (1,2 mg de proteina/ml) NADH + h 4
mM (0,4 mM) ou succinato de sodio 0,5 M, pH 7,4 (10 mM) e agua
destilada para um volume final de 1 ml. A determinacao espectra!
da NADH-succinato=-citocromo ¢ redutase, foi obtida, utilizando -
se espectrofotometro Amince-Chance Dual Wavelength Split Beam, ¢

quipado com banho termostatico, para manutencac de temperatura en
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tre 27-30°C, no compartimento das cubetas. Foram utilizadas cube
tas de vidro de 1 cm de caminho Otico e uma velocidade de varre
dura de 2 nm/sg na faixa de 460 nm a 600 nm, com fotomultiplica-

dora automatica e abertura de 0,15 cm.

V - VELOCIDADE DO CONSUMO DE OXIGENIO

As determinagoes polarograficas das velocidade de consu
mo de oxigenio, foram feitas em eletrodio de oxigénio dotipo des
crito por V0SS et al. (116'). As velocidades respiratérias foram

calculadas e expresso em uMO .seg_]de acordo com o:método descri-to

2
por ESTABROOK (22)e, utilizado para o calculo da relaggo ADP/0 nos

ensaios da fosforilagao oxidativa.

VI - MEDIDAS DE ALTERACAO DO VOLUME POR TURBIDIMETRIA

As alteragoes obtidas na transmitancia e absorbancia a
575 nm, sao causadas pelas mudancas de volume da matriz mitocon
drial quando ocorre oxidacao dos substratos, via cadeia respira-
toria ou hidrolise do ATP, via ATPase, concomitantemente com o
transporte de ions atraves da membrana interna mitocondrial, le-
vando a acumulo e 'swelling', fenOmenos demonstrados por MUSTA-
FA et al. (717 ) e PACKER et al. (73).

0 decréscimo da transmitancia (aumento da absorbancia)e
refletido na diminuicao do volume de «contragao. Por outro la-
do, o aumento da transmitancia (decréscimo da absorbancia) resul

ta no aumento de volume da matriz (swelling).

As mudangas nas medidas de volume de suspensoes mitocon
driais incubadas em estado de equilibrio e estado oscilatorio,fo
ram obtidas atraves de leituras espectrofotométricas, usando - se
cubetas de 1 cm de caminho otico, em espectrofotometro. Aminco
Chance Dual Wavelenght/Split Beam com 20% de transmitancia de es
cala total, e comprimento de onda fixo em 575nm conforme PA-
CKER (7% ). Para cada incubacao, foi usado o volume total de 3ml

termostatizado a 25o - 27°C~

Reagentes especificos, procedimentos experimentais e
condigoes de incubagoes, sao descritos nas condig¢oes experimen-
tais de cada sistema. Os anti-arritmicos (PR, PM, IPRO e LIDO),fo
ram sempre utilizados dissolvidos em dimetil formamida. Contro-

les por adicao de solvente, indicam que a dimetil formamida nao
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interfere nos sistemas estudados.

VII - DADOS DE APRECIACAO DO SISTEMA OSCILATORIO MITOCONDRIAL

Para avaliacao e descrigao dos fenomenos oscilatorios ,
os elementos usados, sao fornecidos pelos parametros da oscila-
¢ao, que comumente tem a aparencia de uma OSCILACAO HARMON| CA A-
MORTECIDA, conforme mostra a figura 4.

Visto que, as oscilacoes sao estudadas sobre uma ampla
faixa de condigoes, torna-se importante estabelecer critérios
quantitativos para a qualidade das oscilagoes, que serao de sig-
nificancia, nao somente para oscilagoes altamente persistentes ,
mas também para aquelas oscilagoes, onde somente um ou dois .c¢i-
clos sao observados. A amplitude, fator de amortecimento, perio-
do médio, meio periodo, frequéncia, equilibrio, relaxagao e o

numero das oscilagoes, sao variaveis possiveis.

0 numero de oscilagoes, nao € um critério usual, porque
as condigoes otimas do comportamento oscilatorio, levam para uma
infinidade de ciclos. A mais simples caracteristica a ser medida
€ a amplitude, porém, a amplitude de ciclos sucessivos, pode di-
ferir marcadamente e muitas oscilagoes comegam com um grande ex-

cesso no primeiro ciclo.

O criterio mais preciso € o fator de amortecimento que
requer no minimo dois ciclos, porem e aplicavel a varios .ciclos
de oscilagoes. Este fator, e definido como a relagao da amplitu-
de de duas sucessivas deflexoes do trago na mesma diregao. Isto
mostra que, o fator de amortecimento aufere o valor de 1,0, para
uma oscilacgao de caracteristicas otimas; um valor bem maior que
a unidade, para uma oscilagao amortecida, que tende ser um valor
constante, durante uma dada oscilagao mitocondrial; fator menor
ou igual a unidade para uma oscilagao continua. Por outro lado ,
se no movimento oscilatorio mitocondrial, o amortecimento &€ pe-
queno, entao a mitocondria oscila em torno da posicao de equilfi-
brio, com amplitude sempre decrescente exponencialmente ate zero
e atinge o repouso, quando o tempo for infinito, apos diversas
oscilagoes. A energia da oscilagao € gradualmente dissipada pelo
amortecimento e se anula também com o tempo. Quando forgas de a-
mortecimento estao presentes, o trabalho € realizado contra as

mesmas e a energia original e dissipada.
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FIGURA 4 - Oscilacao harmonica amortecida do volume mitocondrial, indicando
os parametros e o critério de avaliacao de seus elementos segundo
GOOCH & PACKER (28). Condicoes experimentais descritas no item
de Métodos experimentais.
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AVALIACAO DOS PARAMETROS 0SCILATORIOS (GOOCH & PACKER, 28)

Amplitude em % de

transmitancia

Fator de amorteci

mento

Meio periodo em

segundos

Periodo medio em

segundos

Frequéncia

Equilibrio em % de

transmitancia

Relaxagao em % de

transmitancia

Numero total de
1/2 ciclos

a b c d e g h j k ]
14,3 5,6 2,0 0,8 0,310,8 3,7 1,4 0,5 0,2

a/b b/c c/d d/e g/h h/j  j/k K/
2,55 2,80 2,50 2,66 2,92 2,62 2,80 2,50

24 24 24 23 24 20 22 20 26

2x(soma de n medidas do meio periodo) _ 2x207 _ 46

n 9

Uma oscilagao por minuto

6,5

4,8

10
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Baseado no grau de amortecimento, outras oscilagoes a-
morteciaas, podem estar presentes; entre estas, a ''superamorteci
cida" e a '"criticamente amortecida'", na qual a oscilagao atinge
o equilibrio em tempo minimo. Frequentemente na oscilagao mito-
condrial completamente amortecida (fig. 4) a diferenca no valor
dos parametros do ponto onde oscilacao foi iniciada, para o pon-
to onde se observa completo amortecimento, € design&do o valor
do equilibrio. A relaxagao € a mudanga na determinagao, que ocor
re, quando o gradiente ionico € rapidamente dissipado. Isto acon
tece, quando a mitocondria perde rapidamente seu suprimento de
energia, quando sao aplicados inibidores do transporte de elé-

trons ou se esgota o suprimento de oxigéenio.

A partir da figura 4 foi feito um modelo de avaliacao
dos parametros oscilatorios mitocondriais, segundo o método esta
belecido por GOOCH & PACKER (28), sendo este aplicado a todos os
resultados de osciﬂagBes obtidos experimentalmente neste traba-
lho.
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panhadas inicialmente de aumento na velocidade de respiragao(fi
guras 5, 6 e 8) sendo que a figura 7 nao mostra alteragao na ve

locidade.

A medida que as concentragoes das drogas aumentam, o
efeito sobre as oscilagoes do volume mitocondrial, torna-se gra
dualmente mais amortecido, havendo diminuicao da amplitude,cau-
sando assim, um excessivo ''swelling'". Dessa forma, um estado de
equilibrio e atingido a um volume mitocondrial mais altamente
expandido, conforme mostram as figuras 5, 6, 7 e 8. Nestas fi-
guras pode-se observar que o principal efeito desses anti-ar-
ritmicos, € a inibicao da fase de contragao espontanea em altas
concentracoes de drogas, tornando-se mais evidente a figura 7
(1PRO), onde a concentragao D apresenta abolicao quase total

dessa fase, sem alterar contudo, © ''swelling'.

Similarmente, pode-se verificar ainda nas figuras 5,6,
7 e 8, observando os experimentos B e C de cada figura, que dro
gas em baixa concentracao, causam uma diminui¢ao no tempo de du
racao do estado oscilatorio mitocondrial, acompanhado de uma di
minuigao no equilibrio e um aumento no amortecimento. Portanto,
nos experimentos D e figura 7, nota-se ainda que nas concentragoes
mais altas da droga, pode-se ter a volta do estado normal, ou
até mesmo um periodo maior no tempo de duragao do estado oscilatorio, com
um rapido estado dé equilibrio e um total amortecimento. A analise -mais de

talhada de cada parametro sera feito nas tabelas que se segue.

Observando as figuras 9, 10, 11, 12 pode-se verificar
tambem o efeito dos anti-arritmicos (PR, PM, IPRO e LIDO) sobre
as oscilagoes do volume mitocondrial, utilizando a hidrolise do
ATP como fonte de energia. Aqui tambem os anti-arritmicos agem
sobre o estado oscilatorio mitocondrial, diminuindo a amplitu-
de, aumentando o periodo e aumentando tambem o fator de amorte-
cimento, transformando as oscilagoes ''amortecida' para um esta-
do "criticamente amortecido', e a permanencia tambéem de um esta
do de '"swelling' garantido pela hidrolise do ATP. A fase de con
tragao (figuras 9, 10, 11 e 12), nao é mais induzida espontanea
mente como nas figuras anteriores e sim pelo inibidor <classico

do complexo ATPasico, a oligomicina.

A expansao do volume mitocondrial, causando um excessi
" 11ing", a did o d d a -
vo '"'swelling'", a medida que as concentragoes das drogas sao au

mentadas e evidente em todas as figuras, apresentando total abo
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licao da fase de contragao, induzida pela oligomicina, sem afe-

tar a taxa e o estado de equilibrio do ''swelling'.

0 efeito das concentragoes crescentes das drogas anti-
arritmicas (PR, PM, IPRO e LIDO) sobre o volume oscilatorio mi-
tocondrial, suportado pela oxidagao do succinato e hidrolise do
ATP (figuras 13 e 14) e na respiragao mitocondrial durante o es
tado oscilatorio (figura 15), demonstra comparativamente entre
si e entre sistemas, qual a droga mais ativa, ou qual sistema
que e mais sensivel a agao destes anti-arritmicos, durante o fe
nomeno oscilatorio. Estes dados poderao ser mais facilmente vi-
sualizados na tabela |, onde as concentragoes molares de drogas
anti-arritmicas/mg de proteina, apresentam um efeito de inibi-
cao de 50% sobre o estado oscilatorio do volume e da respiracgao
mitocondrial. E importante verificar na tabela |, em ambos sis-
temas de oscilagao, a mesma ordem de classificacao, quanto a
atividade dos anti-arritmicos com concentracao molares bastante

proximas.

Observa-se nas figuras 13 e 14, que o PM &€ o mais ati-
vo de todas as drogas anti-arritmicas testadas, por ter apresen
tado efeito sobre o estado oscilatorio em menor concentragao
(10-6) e que o PR, & o menos ativo. Analisando comparativamente
as figuras 13 e 14, pode-se verificar que a sequéncia de ativi
dades desses anti-arritmicos, segue a mesma classificagao em am
bos sistemas de oscilagao (PM, LIDO, IPRO, PR). Pode-se obser-
var ainda na figura 15, que a inibicao produzida sobre a respi-
ragéo com o succinato, so foi demonstrada com o PR em altas con
centracgoes. Este efeito pode ser melhor visualizado na Tabela
I, onde aparecem as concentragoes de anti-arritmicos necessa-
rias para provocar 50% de inibicao do estado oscilatorio e da

respiracao mitocondrial.

Em geral, os efeitos desses anti-arritmicos (PR, PM ,
IPRO e LIDO) sobre os ciclos de 'swelling' e de 'contragao'" mui

to se assemelham.
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TABELA | - CONCENTRACAO DE DROGAS ANTI-ARRITMICAS (PR, PM,IPRO E
LIDO), NECESSARIA PARA PROVOCAR 50% DE INIBIGCAO DO ES
TADO OSCILATORIO E RESPIRATORIO.

DROGAS ESTADO 0SCILATORIO DO VOL.MITOCONDRIAL RESPIRACAO

ANT I -ARRTTMI COS succ. + Na® Ac  ATP + Na' Ac. succ. + Na' Ac.

PR 2,0 x 107°M 14T x 107°M 5,62 x 107 2M

PM 1,00 x 10~ ou 8,9° x 10 /M 1,00 x 107 2M*

v -5, -6 =3 %

IPRO 1,58 x 10 °M 4,47 x 10 "M 5,00 x 10 M

-6 -6 -1,

L1DO 3,16 x 107 °M 3,16 x 10 °M 5,60 x 107 'M
*Valores obtidos por extrapolagao dos pontos expressos da figu

ra 15, considerando a concentracao de droga que provoca 50% de

inibicao do consumo de 0,.
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Uma série de experimentos (figuras 16, 17, 18, 19 e 20) -
foi realizada mostrando agao dos anti-arritmicos (PR, PM, IPRO e
LIDO) sobre o '"swelling" e a ''contracao' mitocondrial, utilizan+
do-se mitocondrias suspensas em meio contendo Tris-Sacarose-EDTA
e suportada pela transferéncia de elétrons e sistemas transferi-
dores de energia, sob condigoes de equilibrio conforme MUSTAFA

et al. ( 71).

A figura 16 sistema (controle), mostra que a adicao de
acetato de sodio a suspensao mitocondrial proporciona o fon ne-
cessario para iniciar o processo de ''swelling" frente ao substra
to. Portanto a adigao de glutamato como substrato, induz um gran
de ''swelling' que alcanca um estado de equilibrio em poucos minu
tos (figura 16). 0 tratamento da oxidagao aercdbica do glutamato pe
la rotenona, inibe a respiracao e causa uma revers3o do ''swelling'.
Contudo, 'swelling' pode ser reiniciado pelo succinato, como e
mostrado pela estimulacao da respiragao e indugao do ‘'swelling".
A indugao da transferéncia de elétrons pelo succinato, se ini-
bida pela antimicina A, resulta outra vez na reversao ou contra-
c3o mitocondrial. Se a transferéncia de elétrons sobre o sitio
inibido pela rotenona e antimicina A, € agora iniciado a frente
desses pontos, pelo ascorbato + TMPD (NaASC + TMPD), o fluxo de
eletrons € restabelecido e o '"swelling' € reiniciado pela mito-
condria. A inibicao do fluxo de elétrons, através da regiao ter-
minal pelo cianeto, inibe outra vez a cadeia respiratoria e o
"swelling'" mitocondrial é outra vez revertido. Por esta razao a
respiragao nao e mais possivel devido a presenca de rotenona, an
timicina A e cianeto. Contudo, ATP foi empregado como suplemento
de energia na reiniciacao do 'swelling'. Oligomicina inibe este

efeito do ATP, resultando na reversao do ''swelling' mitocondrial.

0 mostrado na figura 16 (sistema) persiste em condigoes
de estado de equilibrio aerobicamente, so alterando o volume mi-
tocondrial, quando determinadas condigoes resultarem na mudanca
deste estado de equilibrio, como o caso dos inibidores classicos
aqui empregados e outros tipos de drogas, que possam vir apresen
tar efeito como desacopladores ( 7) e drogas que apresentam efei

to sobre membrana (50).

As figuras 17, 18, 19 e 20 mostram dois experimentos in
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dependentes empregando drogas anti-arritmicas em dois diferentes
pontos de cada sistema estudado, ora incubando a droga a suspen-
sao mitocondrial antes da adigcao do NaAC (esquerda), ora em subs
tituicao a rotenona (direita). 0Os resultados obtidos nas figuras
17, 18, 19 e 20 demonstram que, as drogas nas concentragoes aqui
empregadas, promovem inibicao total ou parcial do 'swelling' mi-
tocondrial, dirigido pelo glutamato em todos experimentos quando

comparados com o ''swelling' do controle.

Esta inibigao total ou parcial da amplitude e velocida-
de do '"'swelling', causada pela droga adicionada, determina uma
alteragao significativa do volume mitocondrial acompanhado de al
teracao nos diferentes tipos de '"swelling', suportados nestes ex
perimentos, nao so pelo glutamato mas também pelo succinato, NaAsc
-+ TMPD ou por ATP, ficando bem evidenciado este efeito na figura

20 (esquerda) quando comparado com o controle.

Ao se avaliar a variacao do volume mitocondrial observa
do nas figuras 17, 18, 19 e 20 (direita), para cada uma das dro-
gas usadas, a sua adigcao em substituigcao a rotenona, observou-se
que, os anti-arritmicos provocam uma reversao do ''swelling" mito
condrial, suportado pelo glutamato, ora atingindo o retorno to-
tal provocado pela rotenona, conforme mostra a figura 17, quando
comparada com o controle (fig. 16), ora sem atingir este retorno
como mostram as figuras 18, i9 e 20. Posterior adiggo de succina
to, NaAsc + TMPD, ATP e seus respectivos inibidores a estes mes-
mos experimentos, mostram que o ''swelling" mitocondrial € ainda
possivel, embora de uma forma menos acentuada quando .comparado
com o experimento controle (Fig.16). Isto mostra que o . efeito
dessas drogas anti-arritmicas, nao € especifico para o complexo
I, como € a rotenona, entretanto supondo que seus efeitos se fa-
riam sentir sobre a estrutura e permeabilidade da membrana mito-
condrial, em virtude de um fenomeno de ''swelling' e '"Contracao',
acompanhado da a]tem@éq de volume mitocondrial, tem um componen-
te elastico responsavel pelo fenomeno que seria a membrana mito-
condrial, embora, tendo como consequéncia direta sobre o maior

complexo enzimatico mitocondrial, como no Caso do Complexo I.

Um outro ponto a salientar, nas figuras 17, 18, 19 e
20, € que o efeito das drogas anti-arritmicas em estudo sobre as
diferentes velocidades respiratorias, suportadas pelo glutamato,
foi parcialmente inibida , exceto para o propranolol (Fig. 17,

quando drogas foram adicionadas aos experimentos antes da enper-
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gizacao da cadeia respiratoria pelo glutamato na presenca do
NaAc.Em oposicao a este efeito, verifica-se nas figuras 17 , 18,
19 e 20 o estimulo da velocidade respiratoria, suportada pela o-
xidacao do succinato e NaAsc + TMPD, quando comparado com o ex-

perimento controle (Fig. 16).

Dados também bastante similares e mais sugestivos podem
ser demonstrados com os experimentos sobre a respiragao (Fig. 17,
18, 19 e 20) quando os anti-arritmicos foram adicionados em subs
tituicao a rotenona (direita), exibindo uma inibicao parcial da
respiracao, dirigida pelo glutamato, embora bem menos acentuada

ou em determinados casos, nula. A presenca ou nao de um estimulo

da velovidade respiratdria, causada posteriormente a adigao do
succinato e o NaASC + TMPD como fontes energizadoras da cadeia
respiratoria nas figuras a direita, pode também ser observado
quando comparadas ao experimento controle (Fig. 16).

0s resuitados aqui apresentados, sugerem que os efeitos
dos anti-arritmicos (PR, PM, IPRO e LIDO) sobre o mecanismo de
swelling'" e '"contragao' (Figuras 17, 18, 19 e 20) aparentemente
nao se assemelham aqueles obtidos nos mesmos sistemas experimen-
tai<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>