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SUMÁRIO

0 e f e i t o  do P r o p r a n o l o l  ( P R ) , M a l e a t o  de P e r e x i l i n e  ( P M ) ,

I p r o v e r a t r i  1 ( I P R O )  e L i d o f l a z i n a  ( L I D O )  f o i  o b s e r v a d o  s o b r e  o es  

t a d o  o s c i l a t ó r i o , '  swe 1 1 i ng e c o n t r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  de f f g a d o  de 

r a t o  e s o b r e  os e s p e c t r o s  de a b s o r ç ã o  dos  c o m p l e x o s  e n z i m ã t i c o s  

I -  I I  - I I I  da c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a  de c o r a ç ã o  de b o i .

Os a n t i - a r r T t m i  c o s  p r omovem uma a c e n t u a d a  i n i b i ç ã o  da s  

o s c i l a ç õ e s  e a - p e r m a n ê n c i a  de e x c e s s i v o  e s t a d o  de s w e l l i n g  m i t o ­

c o n d r i a l  s u p o r t a d o  p e l a  o x i d a ç ã o  do s u b s t r a t o  e NaAC como fon o s ­

c i l a n t e .

E s t u d o s  da i n f l u ê n c i a  da s  a n t i - a r r f t m i c o s  s o b r e  a f o n t e  

de e n e r g i a  p a r a  o " s w e l l i n g "  e a " c o n t r a ç ã o "  m i t o c o n d r i a l  de f f g a_ 

do m o s t r a r a m  que o PR,  PM, I PRO e L I D O  a l t e r a m  a v e l o c i d a d e  e a 

a m p l i t u d e  do " s w e l l i n g "  e d e t e r m i n a m  a " c o n t r a ç ã o "  do s w e l l i n g  mj_ 

t o c o n d r i a l ,  s u p o r t a d o  p e l a  o x i d a ç ã o  do g l u t a m a t o  q u a n d o  as  f o n t e s  

e n e r g i z a d o r a s  f o r a m o g l u t a m a t o ,  o s u c c i  n a t o , , o  NaASC + TMPD e o 

ATP .

Nos  e x p e r i m e n t o s  r e a l i z a d o s  com c o m p l e x o s  e n z i m ã t i c o s  I - 

l l - l l l  da c a d e i a  r e s p i  r a t õ r i a  , p r o c u r o u - s e  v e r i f i c a r  a p o s s í v e l  

a ç ã o  dos  c o m p o s t o s  a n t i - a r r í t m i  c o s  s o b r e  as  p r o t e í n a s  i s o l a d a s  : da 

c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a ;  PR,  PM, I PRO e L I D O ,  i n i b e m a o x i d a ç ã o  do  

NADH + H+ e não a o x i d a ç ã o  do s u c c i n a t o  em p r o t e í n a s  s u p o s t a m e n ­

te d e s p r o v i d a  de f o s f o  1 i p í d e o s  .

Os e f e i t o s  do DNP e do s  a n t i - a r r í t m i c o s  m o s t r a m  m e c a n i s ­

mos de a ç ã o  e e f e i t o s  d i s t i n t o s ,  o que  e x p l  i c a r i a  a s  c a u s a s  e cojn 

s e q u ê n c i a s  d i f e r e n t e s  p a r a  ambos  d e v i d o  a d i f e r e n ç a  de i n t e r a ç ã o  

com a membrana m i t o c o n d r i a l .



INTRODUÇÃO

E n t r e  os  m e d i c a m e n t o s  i n c l u í d o s  ao a r s e n a l  t e r a p ê u t i ­

co das  d r o g a s  ant i -a- rr í tmi  cas , e s t i o  o p r o p r a n o l o l  ( P R ) , o m a l e a -  

t o  de p e r e x i l i n e  (PM) o i p r o v e r a t r i l  ( I P R O )  e a 1 i d o f  1 az  i na (LI DO) . 

umas a mp l a me n t e  u t i l i z a d a s  p o r  s u a s  c a r a c t e r í s t i c a s  de a ç i o  b l o -  

q u e a d o r a  & - a d r e n ê r g i c a  e o u t r a s  p e l a  a ç ã o  v a s o d i  1 a t a d o r a  c o r o n á ­

r i a  -

T r a b a l h o s  r e a l i z a d o s  n e s t e  l a b o r a t ó r i o ,  com p r o p r a n o  

1 o 1 , m a l e a t o  de p e r e x i l i n e ,  i p r o v e r a t r i l  e l i d o f l a z i n a ,

p o s s i b i l i t a r a m  o d e s e n v o l v i m e n t o  de e s t u d o s  na t e n t a t i v a  de e s ­

c l a r e c e r  os  a s p e c t o s  b i o q u í m i c o s  do m e c a n i s m o  de a ç a o ,  a p a r t i r  

de m i t o c ô n d r i a s  i s o l a d a s  de c o r a ç i o .

N e s t e s  t r a b a l h o s  f o r a m  f e i t o s  e s t u d o s  s o b r e  a f o s f o r i  

l a ç i o  o x i d a t i v a  e a o x i d a ç ã o  d o s  s u b s t r a t o s  e n e r g i z a d o r e s  da c a ­

d e i a  r e s p i r a t ó r i a ,  bem como m o s t r a d a s  a s  p o s s í v e i s  a l t erações  mor -  

f o - e s t r u t u r a  i s  d a s  m i t o c ô n d r i a s .  B a s e a d o s  no s  r e s u l t a d o s  o b t i d o ,  

os  a u t o r e s  ( 5 3 > 5 *+, 6 8 , 9 0 ,  91 ,  9 2,  9 9 , 1 1 * 0  c h e g a r a m  a

c o n c l u s ã o  que d e t e r m i n a d o s  e f e i t o s  t o r n a v a m - s e  m a r c a n t e s  em v i r ­

t u d e  da a ç i o  i n i b i d o r a  da f o s f o r i l a ç i o  o x i d a t i v a  e da voxi  d a ç ã o  

do s  s u b s t r a to s NADH —  d e p e n d e n t e s .  SAKURADA et  a 1 . ( 9 2 ) , de mo n s_

t r a r a m  que as  d r o g a s  e s t u d a d a s  ( PR ,  PM, I PRO e L I D O )  promov i am um 

aument o  no m e t a b o l i s m o  do s u c c i  n a t o  em v i r t u d e  da queda  dos  n í ­

v e i s  de o x a 1o a c e t a  t o . O b s e r v a ç õ e s  t a i s  como " S w e l l i n g "  e v a c u a l j _  

z a ç ã o  i n d u z i d a s  p e l o .  i p r o v e r a t r i l  e l i d o f l a z i n a  f o r a m  a n a l i s a d o s  

p e l a  mi c r o s c o p i  a e l e t r ô n i c a  ( 9 9  ) mesmo na p r e s e n ç a  da a ç ã o  p r o ­

t e t o r a  da e s p e r m i d i n a  ( 6 8 ) .

RODR I GUES  et  a l .  ( 89 ) ,  e s t u d a r a m  os  e f e i t o s  do v e r a ­

p a mi l  em m i t o c ô n d r i a s  d o ã p i c e  do c o r a ç i o  de c o e l h o s  a pôs  s e r e m  

i n j e t a d o s  e n d o v e n o s a me n  te com d o s e  de 0 , 7 m g / k g ;  os  r e s u l t a d o s  ob_ 

t i d o s  d e m o n s t r a r a m  que o v e r a p a m i l  i n i b i u  15 , 13% a r e s p i r a ç ã o  m i -  

t o c o n d r i a l  na a u s ê n c i a  de s u b s t r a t o  e q u a n d o  o a~ce t o g  1 utarato foi  

u s a d o ,  e s t i m u l o u  em 30% a r e s p i r a ç ã o  em r e l a ç ã o  ao s u c c i n a t o  e j_ 

n i b i u  em 25% a f o s f o r i l a ç ã o  o x i d a t i v a .

S u c e s s i v o s  t r a b a l h o s  p u b l i c a d o s  nos  ú l t i m o s  15 anos  

m o s t r a r a m  que a m i t o c ô n d r i a  m a n i f e s t a v a  p e r i o d i c a m e n t e ,  varios> tj_ 

pos  de mu da nç a s  " S w e l l i n g "  e " C o n t r a ç ã o " ,  o nde  o f enômeno  o s c i l ^  

t õ r i o  do t r a n s p o r t e  de í o n s  a t r a v é s  da membrana mi t o c o n d r  i al  , e r a



3 .

a s s o c i a d o  com a f u n ç i o  nor ma l  do t r a n s p o r t e  de e l é t r o n  m i t o c o n -  

d r i a l  e s i s t e m a s  de e n e r g i a .

TE ORELL  ( 1 1 1 ,  11 2 ) ,  f o i  o p i o n e i r o  no campo da s  o s c i ­

l a ç õ e s  l i g a d a s  a membr a na ,  com m o d e l o s  e x p e r i m e n t a i s  so

br e  as  p r o p r i e d a d e s  r í t m i c a s  do f l u x o  e l e t r o - o s m ó -

t i c o  , a t r a v é s  d a s  me mbr a na s .  N e s t e  e s t u d o ,  e l e  o b s e r v o u  o s c i l a ­

ç õ e s  do p o t e n c i a l  e v o l u me  do f l u x o  â c o r r e n t e  c o n s t a n t e .  Os c i l a _  

ç õ e s  tem s i d o  d e s c r i t a s  nas  c l á s s i c a s  v i a s  de s u p r i m e n t o  de enejr 

g i a i g l i c ó l i s e ,  f o t o s s í n t e s e  ( ^3 ,  118)  e r e s p i r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l

(1 1 , 2k ,  2 7 , : ' 43)  . E s t a  Ü1 t i m a , é um c a s o  c l á s s i c o  de o s c i l a ç ã o  

l i g a d a  ã membrana  de t r a n s p o r t e  v e t o r i a l  de í o n s  d e p e n d e n t e s  de 

e n e r g i a ,  p r o c e s s o  e s t e  a c l o p a d o  ao f l u x o  de e l é t r o n s  e a t i v i d a d e  

A T P á s i c a .  As  o s c i l a ç õ e s  f o r a m d e s c o b e r t a s  q u a n d o  se estudou a in_ 

f l u ê n c i a  d o s  i o n ó f o r o s  s o b r e  os  p r o c e s s o s  m i t o c o n d r i a i s .  C o n t u d o  

a p r e s e n ç a  de i o n ó f o r o  não é o b r i g a t ó r i a .  Sempr e  que as  t a x a s  a -  

c o p i a d a s  do t r a n s p o r t e  de í o n s ,  f l u x o  de e l é t r o n s  e a t i v i d a d e s  

A T P á s i c a ,  a l c a n ç a m  n í v e i s  c r í t i c o s ,  as  o s c i l a ç õ e s  d o s  n u c l e o t í -  

d e o s  de p i r i d i n a ,  f 1 a v o p r o t e í n a , c i t o c r ó m o s ,  c o n s u mo  de o x i g ê ­

n i o ,  de ATP e ADP ,  e do t r a n s p o r t e  de p r ó t o n s  e p o t á s s i o  (em d i ­

r e ç ã o  o p o s t a ) ,  do Ms we 1 1 i n g Me " c o n t r a ç ã o 11, s ã o  v i s t a s ,  a s s i m  c o ­

mo o f l u x o  de á g u a .

A f i g u r a  1, p o s s i b i l i t a  s u m a r i z a r  a e v i d ê n c i a  e x p e r i ­

me n t a l  , p o s t u l a n d o  a s e q u ê n c i a  de e v e n t o s  que o c o r r e m ,  d u r a n t e  o 

p r o c e s s o  o s c i l a t ó r i o  m i t o c o n d r i a l ,  t e n d o  como f o n t e  de e n e r g i a  a 

o x i d a ç ã o  do s u b s t r a t o  ou h i d r ó l i s e  do ATP,  r e s p o n s á v e l  p e l o

t r a n s p o r t e  de H+ l i g a n d o  a e n e r g i a  a t r a v é s  da membrana  i n t e r n a  

m i t o c o n d r i a l ,  s e g u i d o  p e l o  t r a n s p o r t e  de c a t i o n  ou a n í o n ,  r e s p o n  

s á v e l  p e l a  mudança  do f l u x o  o s m ó t i c o  de á g u a  e r e s u l t a n d o  em a l ­

t e r a ç ã o  do v o l u m e  m i t o c o n d r i a l .
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Alteração 
Fluxo de

—  OSMOTI CO VOLUME
de ãgua

FIGURA 1 - ESQUEMA DE EVENTOS QUE OCORRE DURANTE 0 PROCESSO OSCJLATORIO. GOOCH & PACKER (28).

E s s e s  a v a n ç o s  c o i n c i d i r a m  com a o b s e r v a ç ã o  d o s  mov i  men 

t o s  o s c i l a t ó r i o s  de Tons  na m i t o c ô n d r i a  ( 5 6 ,  8 4 ) ,  o n d e  d i f e r e n ­

t e s  f u n ç õ e s  m e t a b ó l i c a s ,  bem c omo ,  o s  c o m p o n e n t e s  da c a d e i a  r espj ^  

r a t õ r i a ,  e x i b i r a m  a m a n u t e n ç ã o  do c o m p o r t a m e n t o  p e r i ó d i c o  ( 7 1 )  •

N e s t e  c a s o ,  e s t u d o s  u t e r  i o r e s  s o b r e  o f e n ó m e n o ,  l e v a r a m  ã d e s c o ­

b e r t a  de d i s t i n t a s  p r o p r i e d a d e s  de  c o n t r o l e  da memb r a na  i n t e r n a  

m i t o c o n d r i a l  ( 1 2 1 ) .  E s s e s  d o i s  e x e m p l o s ,  d e m o n s t r a r a m  que  a o s c i ­

l a ç ã o  em s i s t e m a s  b i o q u í m i c o s  c o m p l e x o s  po d e  s e r  r e d u z i d a  ã s  p r o ­

p r i e d a d e s  f u n c i o n a i s  das enzimas ou das membranas e pode, f i na l ment e,  s e r  

recuperada em mudanças e s t r u t u r a i s  a n í v e i s  mo l ecu l a r e s .  Sem duv i da,  o s c i  l a -  

ções em s i s temas  exper i ment a i s ,  r ef l et em a complexidade do s i s t ema  em e s t r u t u  

ra e tempo. As s i m a detecção das o s c i l a ç õ e s ,  proporc ionam e x ce len te  o p o r t u n i ­

dade para que se ja  estudado o comportamento d inâmico  dos s i s tem as  c e l u l a r e s  

e s u b - c e 1u l a r e s .

Em 1 9 6 5 ,  P R E S S MA N  ( BA)  e LAR DY £ GRAVEN (56) , d e s c r e ­

ve ram as  o s c i l a ç õ e s  do v o l u m e  m i t o c o n d r i a l  i n d u z i d a s ,  na p r e s e n ç a

de c e r t o s  a n t i b i ó t i c o s  i o n ó f o r o s ,  MOORE £ P R E S S MA N  (85) e HDFER  

£ PRES S MAN ( A5 ) , u s a r a m  o i o n ó f o r o  v a l i n o m i c i n a ,  p a r a  i n i c i a r  a 

o s c i l a ç ã o  e a t i v a ç ã o  do t r a n s p o r t e  de  K *  em m i t o c ô n d r i a  de f í g a d o  

de r a t o .  GRAVEN et  a 1 . (3 1 , 32 , 33 ) ,  t ambém o b s e r v a r a m  o s c i l a ç õ e s

do v o l u me  m i t o c o n d r i a l ,  u s a n d o  h o m ó l o g o s  de a c t i n a  p a r a  e s t i m u l a r  

o t r a n s p o r t e  de c a t i o n s  m o n o v a l e n t e s  em mi t o c ô n d r i  a s . 0 f e n ó me n o

o s c i l a t ó r i o  em m i t o c ô n d r i a ,  f o i  t ambém o b s e r v a d o  po r  F A L C 0 N E et  

a 1 . ( 2 3 ) ,  d e m o n s t r a n d o  c i c l o s  de 11 s w e 1 1 i n g "  e “ c o n t r a ç ã o 1;1, i n d u z i

d o s  p e l a  g r a r n i c i d i n a .  C A R A F O L í  e t  a 1 . (9 , 10)  9 r e p o r t a r a m  c o n d i ­

ç õ e s  onde  hé r e s s a l t o s  l i g a d o s  a r e s p i r a ç ã o ,  e m o v i m e n t o  o s c i l a t o

FONTE DE ENERGIA 
/ _ _   --------------

SUBSTRATOSTransporte •SUBSTRATO :
Atividade
desidroge
nasica.

0XIDACA0

ENERGIA —
Ligada 
ao trans 
porte de 
ions.
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r i o  de Ca e H e n t r e  a s  m i t o c o n d r i a s  e o me i o .  CHANCE  & Y O S H I -

OKA P M  m o s t r a r a m  q ue  m i t o c ô n d r i a  de c o r a ç ã o  de  pombo ,  na pr es en_  

ça de v a 1 i n o m i c i n a , K+ e em pH 6 , 5 ~ 6 , 0 ,  o s c i l a v a m  com a m o r t e c i m e n  

t o  d e s p r e z í v e l ,  q u a n d o  c o m p a r a d o  a o u t r o s  s i s t e m a s  o s c i l a t ó r i o s  

m i t o c o n d r i a i s .  P r o v a s  de  que  os  i o n ó f o r o s ,  n ã o  s ã o  n e c e s s á r i o s  pa_ 

ra o p r o c e s s o  o s c i l a t ó r i o ,  f o r a m  f o r n e c i d a s  p o r  A Z Z I  £ AZ ZONE  ( ' )  

MUSTAFA e t  a l . ( 71 )  e PACKE R  e t  a l .  ( 7 3 )  que  m o s t r a r a m  o s c i l a ­

ç õ e s  a m o r t e c i d a s  da r e s p i r a ç ã o  e do  v o l u m e ,  s o b  c o n d i ç õ e s  de

t r a n s p o r t e  de í o n s  e n e r g i z a d o s ,  em m i t o c ô n d r i a  de  f í g a d o  de r a t o ,  

t r a t a d a  com EDTA.  A Z Z ONE  £ A Z Z i  ( 3 ) ,  t ambém r e p o r t a r a m  que  o M g * *  

d i m i n u i a  a p e r m e a b i l i d a d e  da memb r a na  m i t o c o n d r i a l  p a r a  o s  c ã~  

t i o n s  m o n o v a 1e n t e s , e n q u a n t o  q u e ,  a g e n t e s  q u e l a d o r e s  de Hg , t a i s  

como EDTA e o c i t r a t o ,  a u me n t a v a m  a p e r m e a b i 1 i d a d e  d o s  c ã t i o n s  mo 

n o v a  1en t e s  . •

P a r a  o s i s t e m a  o s c i l a t ó r i o  m i t o c o n d r i a l ,  a d e p e n d ê n c i a  

de e n e r g i a  p a r a  c e r t a s  mu d a n ç a s  de v o l u m e  na m i t o c ô n d r i a ,  pode

s e r  d e m o n s t r a d o  f o t o m e t r  i c a m e n t e  , p e l a s  a l t e r a ç õ e s  n a s  m e d i d a s  em 

a b s o r b a n c  i a ou  t u r b i d i m e t r i a ,  u s a n d o  como f o n t e  de e n e r g i a  a o x i ­

d a ç ã o  de v ã r i o s  s u b s t r a t o s  ou a h i d r ó l i s e  de  ATP .  ( F i g u r a  a b a i x o )

SUBSTRATO ^
FAD- Dependente

SUBSTRATO zr
NAD-Dependente

ASCORBATO
TM£J)

COMPLEXO II

COMPLEXO I <'

TRABALHO MECÂNICO u

-> TAMPAO Ajiti: 

GRADIENTE Na+/ k +

TRABALHO OSMOTICO

Oligomlcina

F i gura  2 ~  Ca mi nho s  do Elétron  e t r a n s t e r e n c í a  de  e n e r g i a  na m i t o c ô n d r i a . E squema  a daptado  segundo 

SKULACHEV, v.P. (101).
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0 " p o o l  de a l t a  e n e r g i a "  na m i t o c ô n d r i a  pode a p a r e c e r  

em v i r t u d e  de:  1) o x i d a ç ã o  do s u b s t r a t o  que t r a n s f e r e  e l é t r o n s

a t r a v é s  dos s í t i o s  de a c o p l a m e n t o  de e n e r g i a  ( como o a - c e t u g l u t a -  

r a t o ,  s u c c i n a t o ,  a c o r b a t o  + T M P D ) ; 2 )  h i d r ó l i s e  do ATP e,  3 ) r e v e r  

s ã o  do t r a n s p o r t e  de i o n s .  A f o r m a ç ã o  do " p o o l  de a l t a  e n e r g i a " ,  

pode s u p o r t a r  a o c o r r ê n c i a  de v ã r i o s  p r o c e s s o s ,  r e q u e r e n d o  e n e r ­

g i a  na m i t o c ô n d r i a ,  e n t r e  o u t r o s ,  o a c ú m u l o  de í o n s  e " s w e l l i n g "  

mi t o c o n d  r i a 1 .

No p r o c e s s o  de i n v e s t i g a ç ã o  da o x i d a ç ã o  do s u b s t r a t o ,  

sempre  r e s u l t a  no t r a n s p o r t e  de H+ p a r a  o f e n ô me n o  o s c i l a t ó r i o  , 

t o r n a n d o - s e  m e n s u r á v e l  por  me i o  de um e l e t r o d o  de pH de v i d r o  , 

c o n f o r m e  f o i  o b s e r v a d o  po r  CHANCE & Y OS H I OK A  (1*+).  De a c o r d o  com 

SLATER ( 1 0 3 ) ,  M I T C H E L L  (69)  .e SKUL ACHEV  ( 102)  0 t r a n s

p o r t e  de H+ , c o n s e q u e n t e  da o x i d a ç ã o  do s u b s t r a t o ,  f u n c i o n a  como  

p r é - r e q u i s i t o  p a r a  o t r a n s p o r t e  de c ã t i o n  e a n i o n .  R e c e n t e m e n t e ,  

PAPA et  a l .  (80) , o b s e r v a r a m  que o t r a n s p o r t e  de H+ d e p e n d e n t e

da r e s p i r a ç ã o ,  e n v o l v e  um m e c a n i s m o  i n d e p e n d e n t e  do t r a n s p o r t e  

de c ã t i o n s ,  e que  o t r a n s p o r t e  de H+ pode r e s u l t a r  no t r a n s p o r t e  

de c ã t i o n s  a t r a v é s  da f o r m a ç ã o  de um g r a d i e n t e  de c a r g a .

Por  o u t r o  l a d o ,  a h i d r ó l i s e  do ATP é c a p a z  de p r o v e r  

a e n e r g i a  n e c e s s á r i a  p a r a  o p r o c e s s o  o s c i l a t ó r i o ,  e a s  o s c i l a ­

ç õ e s  s u p o r t a d a s  p e l o  ATP também e n v o l v e m  o t r a n s p o r t e  de H+ (*+5) . 

Embora o m e c a n i s m o  de h i d r ó l i s e  do ATP,  s e j a  c o m p l e t a m e n t e  d i f e ­

r e n t e  da o x i d a ç ã o  do s u b s t r a t o ,  as  o s c i l a ç õ e s  i n d u z i d a s  por  am­

ba s  f o n t e s  de e n e r g i a  s ã o  s i m i l a r e s  em c a r á t e r .  E s t a s  o b s e r v a ­

ç õ e s  s ão  cons i s t ent es  com a p o s t u l a ç ã o  p r o p o s t a  por  M I T C H E L L  £ 

MOYLE ( 7 0 ) ,  BAKEEVA e t  a l .  ( h ) ,  L I BE RMAN  & S KULACHEV  ( 6 0 ) ,  de  

que o me c a n i s mo  de t r a n s d u ç ã o  de e n e r g i a ,  de ambos  s i s t e m a s , pode  

comandar  o t r a n s p o r t e  de H+ .

Foi  d e m o n s t r a d o  que o f en ôme no  o s c i l a t ó r i o  m i t o c o n d r i  

a l ,  depende  de t r ê s  c o m p o n e n t e s  f u n d a m e n t a i s :  um s u b s t r a t o  o x i d ã

v e l  ou ATP;  um i o n õ f o r o  p a r a  í o n s  m o n o v a l e n t e s  ( e x ó g e n o  ou e n d ó ­

g e n o ) ,  e um s a l  m o n o v a l e n t e  de um a n i o n  de á c i d o  f r a c o ,  t a l  como  

o a c e t a t o ,  f o s f a t o  ou p r o p i o n a t o .  E s t e s  r e q u e r i m e n t o s  s u g e r e m  

que o f enômeno  o s c i l a t ó r i o  é um p r o c e s s o  e n e r g i z a d o ,  que e n v o l v e  

o t r a n s p o r t e  a t i v o  de um c á t i o n  m o n o v a l e n t e ,  m e d i a d o  por  i o n õ f o ­

ro  t r a t a d o  com EDTA,  e que,  o ã n i o n  de á c i d o  f r a c o ,  é um determj_  

n a n t e  c r í t i c o  do p r o c e s s o .  Tem s i d o  m o s t r a d o  que a concentração de 

H+ do mei o  m i t o c o n d r i a  1 , f l u t u a  d u r a n t e  o p e r í o d o  de o s c i l a ç ã o  

( 1 4, 8*4, 11 3 ) ;  que na o s c i l a ç a o  d e p e n d e n t e  de v a l i n o m i c i n a  há
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uma f l u t u a ç ã o  p a r a l e l a  e i n v e r s a  de K e H (1*0 e que a c o n f i g j j

r a ç ã o  da m i t o c ô n d r i a  f l u t u a  e n t r e  d o i s  e s t a d o s  ' s i n c r o n  i c a m e n t e  

com a f l u t u a ç ã o  do H+ e K+ , c o n f o r m e  d e m o n s t r o u  HARR1S e t a l .  (38) 

Embora  não h a j a  i n f o r m a ç ã o  e x p l í c i t a  a c e r c a  do ã n i o n ,  é i m p l í c j _  

to  que a c o n c e n t r a ç ã o  de a n i o n  de ã c i d o  f r a c o ,  também f l u t uar a  p£  

r a l e l a m e n t e  com a f l u t u a ç a o  da c o n c e n t r a ç ã o  de K+ ou Na+ . 0 pon 

t o  a s e r  e n f a t i z a d o ,  é que o f e n ô me n o  o s c i l a t ó r i o ,  s e r i a  a mani ­

fes t ação de del i cada  operação de mecanismo de cont ro l e,  modulado pela concen­

t ração de algum componente do s i s tema.  0 mecanismo de cont rol e é a membrana  

mitocondr i al  i nterna,  que responde â concèntraçãò de ADP e ATP,no espaço da 

matr i z mi tocondr i a l .  Quãndo a concentração de ADP é a l t a  e a de ATP é b a i ­

x a ^  membrana ; i n t e r n a  a s s u me  a c o n f i g u r a ç ã o  " a g r e g a d a 11 a p r o p r i a ­

da p a r a  f o s f o r i l a ç ã o  o x i d a t i v a .  Quando  a c o n c e n t r a ç ã o  de ADP é 

b a i x a  e a de ATP é a l t a ,  a membrana  i n t e r n a  a s s u me  a c o n f i g u r a ­

ç ã o  " r e t o r c i d a "  a p r o p r i a d a  p a r a  a h i d r ó l i s e  do ATP e t r a n s p o r t e  a 

t i v o .  E s s e  e s t a d o  de t r a n s i ç ã o  da membrana m i t o c o n d r i a l  i n t e r n a ,  

da c o n f i g u r a ç ã o  " r e t o r c i d a "  p a r a  " a g r e g a d a " ,  é um es quema  de r e ­

g u l a ç ã o  da e x t e n s ã o  do t r a n s p o r t e  a t i v o .  0 t r a n s p o r t e  a t i v o  não  

c o n t r o l a d o ,  p o d e r ã  r e s u l t a r  em uma r u p t u r a  da m i t o c ô n d r i a  ou em 

ú l t i m a  a n a l i s e ,  em d a n o s  i r r e v e r s í v e i s .  A s s i m ,  o m e c a n i s mo  de con_ 

t r o l e ,  d e i x a  de s e r  t r a n s p o r t e  a t i v o ,  t ã o  l o g o  e s s e  e s t ã g i o  s e j a  

a l c a n ç a d o .  Os a n i o n s  de ã c i d o  f r a c o ,  c o n s t i t u e m - s e  nas  m o l é c u l a s  

c h a v e  d e s t e  c o n t r o l e  de t r a n s p o r t e  a t i v o ,  d e s d e  que s ã o  os  i n s ­

t r u m e n t o s  m o l e c u l a r e s  p a r a  a r e g u l a ç ã o  do pH i n t e r n o .  Na f o s f o r j _  

l a ç ã o  o x i d a t i v a ,  os  a n i o n s  s ã o  a t i v a m e n t e  " e x t r u  i d o s " ;  na h i d r ó ­

l i s e  do ATP,  o s  a n i o n s  s ã o  a t i v a m e n t e  t r a n s p o r t a d o s .  A e x t r u s ã o  

de a n i o n s ,  l e v a  a a c i d i f i c a ç ã o  do e s p a ç o  da m a t r i c i a l ,  e o t rans^  

p o r t e  d e . a n i o n s  p a r a  d e n t r o ,  l e v a  a a 1 ca  1 i n i z a ç ã o  do e s p a ç o  da 

m a t r i z  m i t o c o n d r i a l .  D e s s e  modo,  o s  a n i o n s  de ã c i d o  f r a c o ,  c o n ­

t r o l a m  o pH da m a t r i z .

I n f o r m a ç õ e s  a d i c i o n a i s  s o b r e  o me c a n i s mo  de c o n t r o l e  

da o s c i l a ç ã o  m i t o c o n d r i a l ,  s ã o  d a d a s  p e l a  t i t u l a ç ã o  com í o n s .  Es_ 

s e s  e x p e r i m e n t o s ,  r e v e l a m  a p o s s i b i l  i d a d e  de h a v e r  cont ro l e " f e e d ­

b a c k  p o s i t i v o "  dos íons h i drogéni o  e p o t á s s i o  sobre o s i s tema o s c i l a n t e  

1^3). A adição de qualquer  desses íons ao meio de suspensão,  r esu l t a  em mu­

dança de fase de todos parâmetros o s c i l a t ó r i o s  para as pos i çoes  i nd i cadas ,  e 

ejeção de íon t i t u l a do  do espaço da mat r i z  mi tocondr i al  par-a o espaço ext r a-  

mi tocondri  al . Ass im,  as o s c i l a ç ões  mi tocondri  ai s , são cont ro l adas  pelo acoplja 

mento " feedback p o s i t i v o "  do f l uxo  de fon ao s i s t e m a  r e s p i r a t ó r i o  e,  

pH e pK d i f e r e n c i a i s ,  s ã o  i d e n t i f i c a d o s  como s i n c r o n i z a d o r e s  p a ­

ra a s  o s c i l a ç õ e s  s i n c r o n i z a d a s  da p o p u l a ç ã o  m i t o c o n d r i a l .
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O u t r a  h i p ó t e s e ,  ê de que  o s i s t e m a  de " f e e d b a c k 11 p o ­

de e x i s t i r ,  d e v i d o  â s  mu d a n ç a s  c o n f o r m a c i o n a i s  m o l e c u l a r e s ,  d e n ­

t r o  da membr a na .  0 t r a n s p o r t e  de c a t i o n s ,  a n i o n s ,  a g u a  e em p a r ­

t i c u l a r  H+ , a t r a v é s  da memb r a na  d u r a n t e  a o s c i l a ç ã o ,  p o d e r ã  l e ­

v a r  ã mu d a n ç a s  c o n f o r m a c i o n a i s  m o l e c u l a r e s ;  i dem q u a n d o  s e  u s a  , 

d e s v i o  r o t a t o r i o  õ t i c o ,  di  c r o i s m o  c i r c u l a r ,  s p i n  l ã b e i s  e f l u o ­

r e s c ê n c i a .  A NS ,  i n d i c a n d o  a c o r r e l a ç ã o  da s  mu d a n ç a s  de vol ume '-com 

as  mu d a n ç a s  na e s t r u t u r a  s e c u n d a r i a  d a s  p r o t e í n a s ,  ria membr ana  

i n t e r n a ,  d u r a n t e  a o s c i l a ç ã o .  A g e n t e s  q u í m i c o s ,  bem como o s  d e s a  

c l o p a d o r e s  c l á s s i c o s  e o s  a n e s t é s i c o s  l o c a i s ,  c u j o s  p r o p r i e d a d e s  

l i p o f í l i c a s ,  a f e t a m  a s  mu d a n ç a s  e s t r u t u r a i s  da me mb r a n a ,  d u r a n t e  

o p e r í o d o  de o s c i l a ç ã o ,  podem l e v a r  a uma t o t a l  i n i b i ç ã o  ou c o m­

p l e t o  a m o r t e c i m e n t o  d a s  o s c i l a ç õ e s  m i t o c o n d r i a i s .

As  o s c i l a ç õ e s  m i t o c o n d r i a i s  têm s i d o  d e m o n s t r a d a s  em 

r n i t o c ô n d r i a s  i n t a c t a s ,  i s o l a d a s  de f í g a d o ,  c o r a ç ã o  e t e c i d o  de 

g l â n d u l a  ma ma r i a  de c a m u n d o n g o s  n o r m a i s  e a d e n o c a r c i n o m a  ma má r i o ,  

Mi t o c o n d r i a s  i s o l a d a s  d e s s e s  t e c i d o s ,  podem s e r  i n d u z i d a s  a uma 

m u l t i p l i c i d a d e  de c o m p l i c a d o s  p a r â m e t r o s  o s c i l a n t e s ,  p a r a  e x i b i r  

o s c i l a ç ã o  a m o r t e c i d a  do v o l u m e ,  m o v i m e n t o s  de í o n s , v a r i a ç õ e s  p e ­

r i ó d i c a s  do e s t a d o  de o x i r e d u ç i o  do s  c a r r e a d o r e s  r e s p i r a t ó r i o s  (nu 

c l e o t í d e o s  de p i r i d i n a ,  f l a v o p r o t e í n a s  e c i  t o c r o m o s )  , o s c i l a ç ã o  

da v e l o c i d a d e  r e s p i r a t ó r i a ,  o s c i l a ç ã o  da c o n c e n t r a ç ã o  t o t a l  do 

f o s f a t o  de a l t a  e n e r g i a  do  n u c l e o t í d e o  de a d e n i n a ,  o s c i l a ç ã o  d a s  

c o n c e n t r a ç õ e s  de ADR e A I R  e o s c i l a ç ã o  da f l u o r e s c ê n c i a  do  ANS  

( ã c i d o  8 - a n i l i n o  - n a f t a l e n o  - 1 - s u l f õ n i c o)  ( 1 0 ,  14,  19 ,  2 9 ,

30,  32 ,  45 ,  5 6 ,  6 4 ,  71 , 7 3 ,  7 3 ,  7 6 ,  84 , 1 1 3 ) .  D e s t a  m a n e i ­

r a ,  o e s t a d o  o s c i l a t ó r i o  m i t o c o n d r i a l  e x p e r i m e n t a  uma t r a n s f o r m a  

ção  u l t r a - e s t r u t u r a l  c r í t i c a  e r e v e r s í v e l ,  e n t r e  um “ c o n d e n s a d o "  

e uma c o n f i g u r a ç ã o  " o r t o d o x a " ,  que  po de  s e r  i m e d i a t a m e n t e  e s t u d a  

da p e l a  t é c n i c a  de  " t u r b i d i m e t r i a "  ( 1 9 ) .  S o me n t e  d o i s ,  d o s  t r e s  

e s t a d o s  de t r a n s i ç ã o  c o n f i g u r a c i o n a l ,  e s t a b e l e c i d o s  p e l a  m i c r o s -  

c o p i a  e l e t r ô n i c a ,  podem s e r  d i r e t a m e n t e  m e d i d o s  p o r  t u r b i d i m e ­

t r i a .  A c o r r e l a ç ã o  e n t r e  a mu d a n ç a  c o n f i g u r a c i o n a l  d e d u z i d a  da 

i n t e r p r e t a ç ã o  da m i c r o g r a f i a  e l e t r ô n i c a ,  e a mu d a n ç a  c o n f i g u r a d o  

n a l ,  i m p l í c i t a  na me d i d a  p o r  t u r b i d i m e t r i a ,  tern s i d o  t e s t a d a  c o n  

c l u i n d o - s e  que ambas  a s  t é c n i c a s ,  medem mu d a n ç a s  c o n f i g u r e d  ona i s 

na c r i s t a  da membr ana  i n t e r n a  m i t o c o n d r i a l .

D e t e r m i n a ç ã o  do v o l u m e  e o u t r a s  m e d i d a s ,  tem s i d o  gran^ 

deme n t e  a j u d a d a s  pel a*  a d i ç ã o  de g 1 u t a r a 1 d e i do , a uma p o p u l a ç ã o  

de m i t o c o n d r i a s ,  o s c i l a n d o  p a r a  uma r ã pi  d a e g u i a d a  f i x a ç ã o  do 

e s t a d o  c o n f i g u r a c i o n a l  e c o n  f o r ma c; i ona  1 da me mb r a n a  i n t e r n a  m i t o
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c o n d r i a l  ( 76,  7 7 ) .  Mu d a n ç a s  c o n f  i g u r a c  i o n a  i s , é o t e r mo  u s a d o

p a r a  d e s c r e v e r  as  r e f l e x õ e s  c o r r e s p o n d e n t e s  à s  mu da nç a s  c o n f o r m a  

c i o n a i s  ao n í v e l  m o l e c u l a r  da membrana i n t e r n a .  Em g e r a l ,  as  atj_ 

v i d a d e s  f u n c i o n a i s  da membrana i n t e r n a ,  i g u a l m e n t e  a r e s p i r a ç ã o ,  

f o s f o r í l a ç i o  o x i d a t i v a ,  a c a p a c i d a d e  de t r a n s p o r t e  energ i zado  de 

í o n s  ( c ã t i o n s  mono e d i v a l e n t e s )  e as  mu d a n ç a s  c o n f i g u r a c i o n a i s  

em m i t o c ô n d r i a s  de f í g a d o  de r a t o s ,  a l i m e n t a d o s  com d i e t a  d e f i c i  

e n t e  em ã c i d o s  g r a x o s  e s s e n c i a i s  ( AGE)  , r e v e 1 a ram não a p r e s e n t a r  

uma mudança bem d e f i n i d a  e m e n s u r á v e l  ( 1 0 6 ) .  " S w e l l i n g 11 m i t o c o n -  

d r i a l ,  f o i  também i n a l t e r a d o ,  mas no c o m p o r t a m e n t o  o s c i l a t ó r i o  

das  m i t o c ô n d r i a s  de a n i m a i s  d e f i c i e n t e s  em A G E , v e r i f i c o u - s e  um 

a ument o  na d u r a ç ã o  do p e r í o d o ,  e um d e c r é s c i m o  da a mp 1 i t u d e , a pós  

r e p e t i d o s  p u l s o s  de 0^,  d e v i d o  a t e n d ê n c i a  que  a m i t o c ô n d r i a  de 

r a t o s  d e f i c i e n t e s  em AGE tem, p a r a  d e t e r i o r a ç ã o .  As  mudança s  nos  

p e r í o d o s  das  o s c i l a ç õ e s ,  s ã o  a p a r e n t e m e n t e ,  a c o m p a n h a d a s  p e l a s  

mudanças  da c o m p o s i ç ã o  l i p í d i c a  da membra na . (77 , 1 0 6 ) .

A t é  o p r e s e n t e  tem s i d o  d e m o n s t r a d o  que  a c a d e i a  r e s p i ­

r a t ó r i a  da m i t o c ô n d r i a ,  tem como p r i n c i p a l  f u n ç ã o  a r e g e n e r a ç ã o  

de ATP,  p r o d u z i n d o  também e n e r g i a  p a r a  a c u m u l a r  í o n s  na m i t o c ô n ­

d r i a ,  em um p r o c e s s o  p a r a l e l o  a f o r m a ç ã o  de ATP ,  r e p r e s e n t a n d o  

t r ê s  m o d a l i d a d e s  d i f e r e n t e s  de t r a n s f o r m a ç ã o  de e n e r g i a  r e s p i r a ­

t ó r i a :  q u í m i c a ,  e l é t r i c a  e o s m õ t i c a .

Tem s i d o  m e n c i o n a d o  que  m i t o c ô n d r i a s  em c é l u l a  v i v a ,  so  

f r e m mudança s  na f o r ma  e no v o l u m e ,  po r é m,  hã a g o r a  boa e v i d ê n ­

c i a  que a l g u m a s  d e s s a s  mudança s  s ã o  d e t e r m i n a d a s  p e l a  a t i v i d a d e  

da c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a .  PACKER ( 78,  79 ) o b s e r v o u  mudança s  na 

t u r b i d i m e t r i a  de s u s p e n s ã o  de c é l u l a s  t u m o r a i s  de E h r l i c h  que  

c o r  r r es  pond i am ao “s w e l l i n g 11 e a " c o n t r a ç ã o “ da m i t o c ô n d r i a  d e n ­

t r o  da c é l u l a .  C o n s i d e r a n d o  os  a s p e c t o s  b i o q u í m i c o s  e b i o f í s i c o s  

d e s s a  mudança  de v o l u me  da m i t o c ô n d r i a ,  t o r n a - s e  p o s s í v e l  a g o r a  

o es  tudo  " i  n v i  t r o " .

A mudança  no vo l u me  da m i t o c ô n d r i a  i s o l a d a  " i  n v i  t r o "  , 

a s s o c i a d a  com a r e s p i r a ç ã o ,  f o i  e s t u d a d a  p o r  RAAFLAUB (86 ) y Mac 

FARLANE & S PE NC ER (62 ) ,  H ARMAN (36 , 37) , RAAFLA UB (86 ) e s t u d o u  as  

mudanças  de v o l u me  m i t o c o n d r i a  1 , m e d i n d o  a t u r b i d i met r i a  da s u s ­

p e n s ã o  de m i t o c ô n d r i a  d e m o n s t r a n d o  que  a m i t o c ô n d r i a  pode s o f r e r  

d o i s  t i p o s  de mu danç a s  de v o l u me :  um p a s s i v o ,  d e p e n d e n t e  da pr es

s ã o  o s m õ t i c a  do mei o  de s u s p e n s ã o  em que  s e  e n c o n t r a  a m i t o c ô n ­

d r i a ,  e o u t r o  a t i v o  d e p e n d e n t e  da r e s p i r a ç ã o  ou de um c o mp o s t o  

r i c o  em e n e r g i a .
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M a i s  t a r d e ,  TAPLEY (109) e TAPLEY et  al  • (11 0) mos t r a  r am q u e  a - 

g e n t e s  c a p a z e s  de d e s a c o p l a r  a f o s f o r i l a ç i o  o x i d a t i v a  t ambém a ­

p r e s e n t a m  e f e i t o s  c a r a c  t e r f s t i c o s  s o b r e  o " s w e 1 l i  n g "  m i t o c o n d r i -  

a l .  LEHN I NGER  (57) em s u a  r e v i s ã o ,  p r o c u r o u  r e l a c i o n a r  o c o n s u mo  

a t i v o  e e x t r u s i o  de ã g u a  com o p r o c e s s o  t r a n s p o r t a d o r  de e l é ­

t r o n s  e f o s f o r i l a ç ã o  o x i d a t i v a ,  l e v a n d o  em c o n s i d e r a ç ã o ,  t o d a s  

a l t e r a ç õ e s  e n v o l v i d a s  ao  n í v e l  m i t o c o n d r i a  1 , d u r a n t e  a f a s e  de 

" s w e l l i n g "  e ,fc o n t r a ç ã o M t a i s  c omo:  1 -  a s p e c t o s  t e r m o d i n â m i c o s

do " s w e l l i n g "  e 1 ‘c o n t r a ç ã o 11 m i t o c o n d r i a l ,  2 - m u d a n ç a s  na m o r f o ­

l o g i a  m i t o c o n d r i a l  e na s  p r o p r i e d a d e s  da memb r a na  d u r a n t e  o

n s w e l l i n g n e “ c o n t  r a ç ã o 11 e,  3 - a l t e r a ç õ e s  m o l e c u l a r e s  m i t o c o n -  

d r i a i s  d u r a n t e  a f a s e  de " s w e l l i n g "  e " c o n t r a ç ã o “ .

AZZONE & AZ Z í ( 3)  em a c o r d o  com C H A P E L L  & CROF T S  ( 1 5 ,

16) p r o p u s e r a m  q u e  a membr a na  m i t o c o n d r i a l  d e v e r i a  t e r  um l i m i t e

de p e r m e a b i l i d a d e  p a r a  c a t i o n s  m o n o v a l e n t e s  e qu e  a v a l i n o m i c i n a

ou EDTA a u me n t a v a m e s t a  p e r m e a b i l i d a d e «  E s t a  p r o p o s t a  é s u p o r t a -
+

da p e l o s  e x p e r i m e n t o s  o n d e  o c o n s u mo  de K f o i  m e d i d o  na p r e s e n ­

ça ou a u s ê n c i a  de ã n i o n s ,  i g u a l  a o  Pi  ou  a c e t a t o ,  os  q u a i s  c a r ­

r egam ã g u a  e i n d u z e m  " s w e 11 i n g 11 m i t o c o n d r i a l «  Q u a n d o  a o x i d a ç ã o  

do 3 - h i d r o x i b u t i r a t o  ê i n i b i d a  p e l a  r o t e n o n a ,  p o t á s s i o  ê l i b e r a ­

do p e l a  m i t o c ô n d r i a .  A a d i ç ã o  de um n o v o  s u b s t r a t o ,  como o s u e -
~ -f- 4-

c i n a t o ,  r e s u l t a  em r e s t a u r a ç a o  do  c o n s u mo  de K . O u t r a  v e z ,  K

é l i b e r a d o  a p ô s  ã a d i ç ã o  de a n t i m i c i  na .  ATP  r e s t a u r a  o c o n s u mo

de K e o l i g o m i c i n a  a b o l e  o e f e i t o  do  ATP  i n i b i n d o  d e s s a  m a n e i r a  

o " s w e l l i n g 11 m i t o c o n d r i a l »

M u s t a f a  e t  a l .  ( 71 ) ,  d e m o n s t r a r a m  em m i t o c ô n d r i a  i s o l a  

da de f í g a d o  de r a t o ,  o " s w e l l i n g 11 e a " c o n t r a ç ã o "  s o b  c o n d i ç õ e s  

de e q u i l í b r i o ,  em me i o  c o n t e n d o  EDTA e em pH 7 ? 5 S s u p o r t a d a  p e l o  

o í - c e t o - g l u t a r a t o ,  s u c c i  n a t o  e a c o r b a t o  + TM PD na c a d e i a  r e s p i r a ­

t ó r i a ,  e s i s t e m a s  t r a n s f e r i d o r e s  de e n e r g i a ,  como o ATP,  t e n d o  o 

a c e t a t o  de s õ d i o  como d e s e n c a d e a n t e .  R e c e n t e m e n t e  em c o n d i ç õ e s  

b a s t a n t e  s i m i l a r e s ,  B A K E E VA  et  a 1 . ( 4 ) , v e r i f i c a r a m  ern m i t o c ô n ­

d r i a  i s o l a d a  de f í g a d o  e c o r a ç ã o ,  a p e n e t r a ç ã o  de  c a t i o n s  s i n t ê -
“h

t i c o s  (DDA ) em p r e s e n ç a  de s u b s t r a t o  ou A T P ,  r e s p o n d e n d o  da mes
»* c “1™

ma m a n e i r a  ao t r a n s p o r t e  a t i v o  de o u t r o s  c a t i o n s  i g u a i s  a o  Na 

ou na p r e s e n ç a  de v a l i n o m i c i n a ,  e i n d u z i n d o  d e s s e  modo o 

" s w e l l i n g "  da m a t r i z  m i t o c o n d r i a l .  Em c o n t r a  p a r t i d a  a o s  e x p e r i ­

men t o s  ac i r no ,  GR 1 N Í U S  e t  a i .  ( 3 * 0 ,  t r a b a l h a n d o  com p a r t í c u l a  sujb 

m i t o c o n d r i a l  o b t i d a  p o r  s o n i  c a ç ã o  de m i t o c ô n d r i a  de c o r a ç ã o ,  coji 

t e n d o  ou não  F  ̂ , v e r i f i c a r a m  o c o n s u m o  de ã n i o n s  s i n t é t i c o s

( PCB ) de m a n e i r a  d e p e n d e n t e  de e n e r g i a .  0 p r o c e s s o  f o i  i n i b i d o



p e l a  r o t e n o n a ,  a n t i m i c i n a  e c i a n e t o  q u a n d o  f o i  s u p o r t a d o  p e l a  

r e s p i r a ç ã o  e p e l a  o l i g o m i c i n a ,  q u a n d o  o ATP f o i  u s a d o  como f o n t e  

de e n e r g i a ,  s e n d o  os  d e s a c 1o p a d o r e s  i n i b i d o r e s  de ambos os  c a ­

s o s .  P a r t í c u l a  d e s p r o v i d a  do f a t o r  de a c o p l a m e n t o  ( F ^ ) m o s t r o u  

um d e c r é s c i m o  na h a b i l i d a d e  p a r a  a c u m u l a r  ã n i o n s  (PCB ) e p r o d u ­

z i r  “ s w e l l i n g 11 d e p e n d e n t e  da r e s p i r a ç ã o ,  e n t r e t a n t o ,  o p r o c e s s o  

f o i  e s t i m u l a d o  em p r e s e n ç a  de o l i g o m i c i n a .  0 a c u m u l o  de PCB d i ­

r i g i d o  p e l o  ATP não o c o r r e m  em p a r t í c u l a  d e s p r o v i d a  de F^,  mas 

f o i  o b t i d o  a p ó s  p r é - i n c u b a ç ã o  com F j .

B R I E R L E Y ,  em 1976 ( 8 ) , r e v i s o u  os  f a t o r e s  e n v o l v i d o s

no mo v i me n t o  de c ã t i o n s  m o n o v a l e n t e s  a t r a v é s  da membrana i n t e r n a  

de m i t o c ô n d r i a  i s o l a d a  de c o r a ç ã o .  As  e v i d ê n c i a s  s u g e r e m  que o 

cons umo d e p e n d e n t e  de e n e r g i a  do K+ e Na+ que r e s u l t a  em " s w e l -  

1 i n g 11 da m a t r i z ,  é uma r e s p o s t a  e 1e t r o f o r ê t i c a  ao  p o t e n c i a l  neg a  

t i v o  i n t e r n o .  A e v i d ê n c i a  t ambém s u g e r e  que a t r o c a  de c ã t i o n  mo_ 

n o v a l e n t e  ( N a + > K+ ) po r  p r õ t o n s ,  p r e s e n t e s  na membrana,  pode

p a r t i c i p a r  na e x t r u s ã o  d e p e n d e n t e  de e n e r g i a  do í on  a c u m u l a d o . O s  

d o i s  p r o c e s s o s ,  podem r e p r e s e n t a r  um me i o  de c o n t r o l a r  o v o l u me  

da m i t o c S n d r i a  d e n t r o  do f u n c i o n a m e n t o  c e l u l a r .  0 número  de i n d 

c a ç õ e s  a s s i n a l a  a p o s s i b i l i d a d e  de que  o p r o c e s s o  de c o n t r o l e  do 

vo l u me  pode  s e r  m e d i a d o  p e l o s  c ã t i o n s  d i v a l e n t e s  C a ++ e Mg+ + . Es 

t u d o s  com r e a g e n t e s  m e r c u r i a i s  também i m p l i c a m  c e r t o s  g r u p o s  t i -  

o i s  na membr ana ,  no p o s t u l a d o  p r o c e s s o  de c o n t r o l e  do v o l u me  mi -  

t o c o n d  r i a 1 .

Os e q u i v a l e n t e s  r e d u t o r e s  ( ã t o mo s  de h i d r o g ê n i o  ou e l é ­

t r o n s )  p r o v e n i e n t e s  da d e s i d r o g e n a ç ã o  dos  s u b s t r a t o s  do c i c l o  

dos  ã c i d o s  t r i ca r b o x í  1 i c os  , e o u t r a s  v i a s  m e t a b ó l i c a s ,  s ã o  tranjs  

f e r i d a s  ao o x i g ê n i o  por  um s i s t e m a  mu 1 t i enz i mã t i ca d e n o m i n a d o  c_a 

d e i a  r e s p i r a t ó r i a ,  l o c a l i z a d o  na membrana i n t e r n a  m i t o c o n d r i a l  , 

que se  c a r a c t e r i z a  p e l a  c o e s ã o  f í s i c a  com que s e u s  c o mp o n e n t e s  

s e  mantém u n i d o s  e n t r e  s i  e i n t e g r a d a s  na membrana.  E s s a s  e o u ­

t r a s  o b s e r v a ç õ e s  s u g e r e m  que p r o t e í n a s  c a r r e a d o r a s  r e s p i r a t ó r i a s  

s ã o  a r r a n j a d a s  em o r g a n i z a d a s  a s s e m b l é i a s  o que t o r n a  p o s s í ­

v e l  a r ã p i d a  e e s p e c í f i c a  i n t e r a ç ã o  p r o t e í n a - p r o t e í n a  do t r a n s ­

p o r t e  de e l é t r o n s ,  p r e s u m i v e l m e n t e  p e l a  l i m i t a d a  d i s t â n c i a  inte_r  

m o l e c u l a r  na q u a l  as  p r o t e í n a s  d i f u n d e m - s e  l e n t a m e n t e  m o v e n d o - s e  

e n t r e  c o l i s õ e s .  E s t e  mesmo s i s t e m a  e n z i m i t i c o  é também chamado  

da c a d e i a  t r a n s p o r t a d o r a  de e l é t r o n s ,  uma denominação que dã ê n f a  

s e  ãs  o x i d a ç õ e s  e r e d u ç õ e s ,  como f e n ô me n o s  c a r a c t e r i z a d o s  p e l a  

p e r d a  ou g a n h o  de e l é t r o n s  ( 12) .
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0 p r e s e n t e  t r a b a l h o  tem por  o b j e t i v o ,  a i n v e s t i g a ç ã o  

de a n o m a l i a s  p r o v o c a d a s  p e l a  a ç ã o  de s u b s t â n c i a s  a n t i - a r r í t m i c a s  

( P r o p r a n o l o l ,  m a l e a t o  da p e r e x i l i n e ,  i p r o v e r a t r i l  e 1 i d o f 1 a z i h a ) 

s o b r e  as  o s c i l a ç õ e s ,  em s i s t e m a s  l i g a d o s  a membrana,  no c o n t r o l e  

do a m o r t e c i m e n t o  o s c i l a t ó r i o  do v o l u me  e r e s p i r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  

( " s we  1 1 i n g 11 e " c o n t  r a ç ã o 11 no e s t a d o  do e q u i l í b r i o  e e s t a d o  o s c i ­

l a t ó r i o )  em m i t o c ô n d r i a s  i s o l a d a s  de f í g a d o  de r a t o •

E s t u d o s  e s p e c t r a i s  também f o r a m  d e s e n v o l v i d o s  s o b r e  o 

s i s t e m a  e n z i m ã t i c o ,  t r a n s p o r t a d o r  de e l é t r o n s ,  NADH- s  uc c i  n a t o - c j _  

t o c r o mo  c r e d u t a s e  ( c o m p l e x o  l - l l - l l l )  i s o l a d o  de m i t o c ô n d r i a s  

de c o r a ç ã o  de b o i .

B a s e a d o  em MUSTAFA et  a l .  (71 ) & HATEFI  et  a l .  {**0 ) ,

que f o r n e c e m  o n e c e s s ã r i o  s u p o r t e  t e ó r i c o  e c a l c a d o  em c o n h e c i ­

ment os  o b t i d o s  dos  t r a b a l h o s  e x p e r i m e n t a i s  j ã  d e s c r i t o s  n e s t e  1 a_ 

b o r a t ó r i o  nos  p r o p u s e m o s  a d e s e n v o l v e r  o p r e s e n t e  t r a b a l h o ,  na 

t e n t a t i v a  de c o n t r i b u i r  p a r a  a e l u c i d a ç ã o  dos  e f e i t o s  f a r m a c o l ó ­

g i c o s  d e s t a s  d r o g a s ,  mo r men t e  a q u e l e s  i n e r e n t e s  ao s  p r o c e s s o s  e_s 

t r u t u r a i s  da m i t o c ô n d r i a .



MATERIAIS E MÉTODOS

A - MATERIAIS

I - DROGAS ANTI-ARRÍTMICAS 

PROPRANOLOL (INDERAL) (120 )

1 - ( l s o p r o p y l a m i n o ) - 3 _ ( 1 “ N a p h t y l u o x y ) ~ 2 - p r o p r a n o l o l  ; p ro  

p r a n o l o l ;  p r o p r a n o l .  ; I C I  4 5 * 5 2 0 ;  s i n t e t i z a d o  nos  l a b o r a t ó r i o s  

de p e s q u i s a s  da I m p e r i a l  C h e m i c a l  I n d u s t r i e s  L i m i t e d  ( I C I ) , I n ­

g l a t e r r a .  P o s s u i  p e s o  m o l e c u l a r  de 259, 3* * ,  p o n t o  de f u s ã o  163 ~ 

164 C ( c r i s t a i s  de n - p r op r ano 1 ) , f ó r m u l a  m o l e c u l a r  C ^ I ^ ^ N C ^ ,  s o  

l ú v e l  em á g u a  e á l c o o l  e p r a t i c a m e n t e  i n s o l ú v e l  em o u t r o s  so l ven_  

t e s  o r g â n i c o s .   ̂L j.  ̂ em c a m u n d o n g o s :  3 0 - 4 0  mg / k g  em mac hos  e 4 0 ~

50 mg / k g  em f ê m e a s .

A ç ã o  f a r m a c o l ó g i c a :  b l o q u e a d o r  3 - a d r e n é r g i c o .

0 p r o p r a n o l o l  f o i  d i s s o l v i d o  em N - N - d i m e t i l - f o r m a m i d a  , 

s o l u ç ã o  0 , 2 1 5  M.

MALEATO DE P E R E X I L I N E  ( P E R E X I L I N E )  ( 1 2 0 ) .

2 - ( 2 , 2 - D i c y c l o h e x y l e t h y l )  p i p e r i d i n e  m a l e a t o ;  p e r e x i I e ­

ne;  s i n t e t i z a d o  nos  l a b o r a t ó r i o s  de p e s q u i s a s  do Ri c h a r d s o n - M e r -  

r e l  I N C . ,  USA.  P o s s u i  p e s o  m o l e c u l a r  de 2 7 7 , 5 0 ;  p o n t o  de f u s a o  

188, 5  “ 191 C; f ó r m u l a  m o l e c u l a r  C ^ ^ H ^ N O ^ ;  i n s o l ú v e l  em ág ua  e 

p r a t i c a m e n t e  s o l ú v e l  em s o l v e n t e s  o r g â n i c o s .  D L r  ̂ em r a t o s  e c a ­

mundongos  4 , 3 7  g / k g  o r a l .
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Aç ã o  f a r m a c o l ó g i c a :  v a s o d i 1 a t a  do r  c o r o n á r i o  e d i u r é t i c o

0 m a l e a t o  de Per ex i l i ne  f 0 ; d i s s o l v i d o  em N - N - D i m e t i l -  

F o r ma mi d a ,  s o l u ç ã o  0 , 021  M.

N
e
H

c h 2-c h
ff V, C H C O O H

' x  e it
CHCOOfi

I P R O V E R A T R 1L ( V E R A P A M I L )  ( 12°)

5 - [ ( 3 ,  4 - d i m e t h o x y p h e n e t h y l )  m e t h y l a m i n o ] - 2 - 3 " 4 - d i m e t h o -  

x y p h e n y l ) - 2 - i s o p r o p y l v a l e r o n i t r i l e ;  D 365;  I s o p t i n ;  s i n t e t i z a d o  

nos  l a b o r a t ó r i o s  de p e s q u i s a s  do KNOLL A . G . ,  A l e m a n h a .  P o s s u i  pe_ 

so  m o l e c u l a r  de 4 5 ^ , 5 9 ;  p o n t o  de e b u l i ç ã o  2 4 3 ~ 2 46 C; f ó r m u l a  

m o l e c u l a r  ^27^*38^2^4’ < n s o l  ú v e l  em á g u a ,  p o u c o  s o l ú v e l  em h e x a n o

p r a t i c a m e n t e  s o l ú v e l  em o u t r o s  s o l v e n t e s  o r g â n i c o s .  D e c o m p õ e - s e  

a 138, 5  - 1 4 0 ,5°C.

A ç ã o  f a r m a c o l ó g i c a :  v a s o d i 1 a t a d o r  c o r o n á r i o *

0 i p r o v e r a t r i l  f o i  d i s s o l v i d o  em N- N“d i met i  1 - f o r ma m i d  a , 

s o l u ç i o  0 , 3 5  M.

h 3  C O

h 3 c o
C H - C C M3 )2

L I D 0 F L A Z 1 N A  ( O R D I F L A Z  1 N E ) ( 1 2 0 )

4 - |4 , 4  - b i s ( 4 - f l u o r e p h e n y l )  b u t y l  - N - ( 2 , 6 - d i m e t h y l p h e -  

n y l ) - 1 “ p i p e r a z i n e a c e t a m i ' d e j ;  R 7904;  k l i n i u m ,  c o r f l a z i n e .  S i n t e t i ^  

z a d o  n o s  l a b o r a t ó r i o s  de p e s q u i s a s  da J a n s s e n  F a r m a c ê u t i c a ,  B é l ­

g i c a .  P o s s u i  p e s o  m o l e c u l a r  de 49 1 , 6 3  ; p o n t o  de f u s i o  1 5 9 -  1 6 I ° C ; 

f ó r m u l a  m o l e c u l a r  C ^ H  F ^ N j O ,  q u a s e  i n s o l ú v e l  em á g u a  ( 0 , 0 1 % )  , 

ma i s  s o l ú v e l  em c l o r o f ó r m i o  ( 5 0 %) e o u t r o s  s o l v e n t e s  o r g â n i c o s .
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A ç ã o  f a r m a c o l ó g i c a :  V a s o d i 1 a t a d o r  c o r o n á r i o .

A l i d o f l a z i n a  f o i  d i s s o l v i d a  N - N - d i m e t i 1 - f o r m a m i d a  , s o ­

l u ç ã o  0 , 12  M.

C H ~ C H 2 ~ C H 2 ~ C H 2  —

II - REAGENTES

Os r e a g e n t e s  q u í m i c o s  u s a d o s ,  f o r a m  o b t i d o s  . c o m e r c i a  1-  

ment e  d o s  s e g u i n t e s  l a b o r a t ó r i o s :

TMPD ( N - N - N - N - T e t r a m e t i l - p - p h e n y l e n o  d i a m i n o ) ,  ATP  (ade_ 

n o s  i na t r i f o s f a t o ) ,  EDTA ( e t i l e n o - d i a m i n o - t e t r a c e t a t o , s a l  s ó d i - 

c o )  , R o t e n o n a ,  A n t i r n i c i n a  A,  O l i g o n i i c i n a ,  G l u t a m a t o ,  DOCA ( d e s o -  

x i c o l a t o  de s ó d i o ) ,  NADH + H+ ( N i c o t i n a m i d a  a d e n i n a  d i n u c 1e o t í d e o , 

f o r ma  r e d u z i d a ) ,  pCMS ( p - c l o r o  m e r c ú r i o  f e n i l  s u l f o r i a d o )  da S i g ­

ma C h e m i c a l  C o mp a n y ;  Na^N ( a z i d a  de s ó d i o ) ,  a c e t a t o  de  a m ó n i a ,  

^a 2^2®k  ( d i t i o n i t o  de s ó d i o ) ,  á c i d o  c l o r í d r i c o ,  a c e t a t o  de s ó d i o  

e c l o r e t o  de p o t á s s i o  da E. M e r c k  AG;  a s c o r b a t o  de s ó d i o  do C a r ­

i o  E r b a ;  s u c c i n a t o  de s ó d i o  do  G e n e r a l  C h e m i c a l  C o mp a n y ;  T R ! S  

(h i d r o x i  met  i 1 - ami  n o r m e t a n o )  do F i s h e r  S c i e n t i f i c  C o mp a n y ;  s a c a r o  

s e  da R e a g e n  I n d u s t r i a s  Q u í m i c a  S . A . ;  c i a n e t o  de p o t á s s i o  da R i e  

de i  de Haeri AG;  DNP ( 2 - ^ - d  i n i t r o p h e n o l  ) de Dr .  T h e o d o r  Schuchardt 

Mu n c h e n ;  DMF ( N - N - d i m e t i l  f o r m a m i d a )  da M e r c k  AG;  h i s t i d i n a  - E ­

a s t ma n  O r g a n  i c C h e m i c a l s  USA.

T o d o s  o s  o u t r o s  r e a g e n t e s  s ã o  de q u a l i d a d e  a n a l í t i c a .

T a n t o  o me i o  de e x t r a ç i o  como o de r e a ç ã o  ( S a c a r o s e  - 

T R I S - E D T A ) ,  f o r a m  p r e p a r a d o s  no d i a  de u s o  em á g u a  d e s t i 1 a d a , t en_ 

do s i d o  c o r r i g i d o  o pH a d e q u a d a m e n t e  com uma s o l u ç ã o  de  HC1 I N.  

As  d e ma i s  s o l u ç õ e s  em u s o ,  f o r a m  f e i t a s  e g u a r d a d a s  a b a i x a  t e m­

p e r a t u r a  p a r a  m e l h o r  c o n s e r v a ç ã o .



Ill - SIGLAS

DNP 2 - J f - d i n i t r o f e n o l

PR P r o p r a n o l o l

PM M a l e a t o  de p e r e x i l i n e

i PRO I p r o v e r a t r i l

L I D O  L i d o f l a z i n a

TMPD N - N - N - N - T e t r a m e t i l  -  p ~ p h e n y l e n o  d i a m i n o

ATP  A d e n o s i n a  t r i f o s f a t o

GLUTA G l u t a m a t o  de  s ó d i o
+

NADH -I- H N i c o t i n a m i d a  a d e n i n a  d i n u c 1 eo t T d eo  , f o r ma  re 

d u z i d a

SUCC S u c c i n a t o  de s o d i o

N a A S C A s c o r b a  t o  de s o d i o

EDTA E t i l e n o  d i a m i n o - t e t r a - a c e t a t o  de  s o d i o

T R I S  H i d r o x i m e t i l  a m i n o  me t a n o

DOCA D e o x i c o l a t o  de s o d i o

NaAC A c e t a t o  de s o d i o

D M F N- N- d i me t i 1 f o r m a m i d a

ROT R o t e n o n a

A N T I M  A n t i m i c i n a  A

OL I GOM O l i g o m i c i n a

pCHS p - c l o r o  m e r c u r i o  f e n i l  s u l f o n a t o

M i l  M i t o c o n d r i a

Pi  F o s f a t o  i n o r g â n i c o

B - MÉTODOS DE PREPARAÇÃO 

1 ~ ISOLAMENTO DE MITOCÔNDRIAS DE FIGADO DE RATO

As  mi t o c ô n d r  i a s  de f í g a d o  d e / r a t o  f o r a m  i s o l a d o s  p e l e  

mét odo  d e s c r i t o  p a r a  m i t o c o n d r i a  de c é r e b r o ,  p o r  VOS S  et  a h  (115) ?  

u s a n d o ” se como me i o  de e x t r a ç ã o ,  T R I S  -  s a c a r o s e  - EDTA,  c o n f o r_ 

me S T A N C L 1 F F  e t  a l  , ( 1 0 6 ) .  E s t e  me i o  c o n t i n h a :  0 , 3 3 M s a c a r o s e  ,

1 . 0  mH T R Í S  e 1 mH EDTA com pH f i n a i  de  7 , 5 .

R a t o s  b r a n c o s ,  e s p é c i e  W i s t a r ,  f o r a m  d e c a p i t a d o s ,  u s a n ­

do uma g u i l h o t i n a  e s p e c i a l ,  s e u s  f í g a d o s  i m e d i a t a m e n t e  r e m o v i d o s ,  

l a v a d o s ,  p i c a d o s  e s u s p e n s o s  em me i o  de e x t r a ç ã o  g e l a d o  ( 0 - 4 ° C ) ,  

s e n d o  a s e g u i r ,  h o m o g e n e i z a d o s  em h o mo g e n e  i z a d o r  de  Van  P o t t e r  - 

E 1 veh jem ^ccn t r i fugado s  a 0 °C p o r  10 m i n u t o s  a 1 085  x g ,  u s a n d o
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c e n t r í f u g a  r e f r i g e r a d a  S o r v a l l  R C 2 - B .  D e s p r e z a d o  o s e d i m e n t o ,  o 

s o b r e n a d a n t e  f o i  c e n t r i f u g a d o  a 1 2 . 1 0 0  x g d u r a n t e  10 m i n u t o s  e 

o s e d i m e n t o  r e s s u s p e n s o  em me i o  de e x t r a ç ã o  e c e n t r i f u g a d o  a 7 . 7 1 0  

x g d u r a n t e  10 m i n u t o s .  E s t a  u l t i m a  e t a p a  f o i  r e p e t i d a  d u a s  v e ­

z e s ,  p a r a  o b t e r  mi t o c ô n d r  i a s  m a i s  p u r a s .

As  m i t o c ô n d  r i a s  s e d i m e n t a d a s  f o r a m  s u s p e n s a s  em me i o  

de e x t r a ç ã o  T R I S - s a  c a r o s e - E D I A - p H  7 S5 na c o n c e n t r a ç ã o  a p r o x i m a d a  

de 20 a 25 mg de p r o t e í n a  p o r  m i l i l i t r o .

II ~ ISOLAMENTO DE MITOCÕNDRIAS DE CORAÇÃO BOVINO

M i t o c o n d r i a s  de m ú s c u l o  de c o r a ç ã o  b o v i n o ,  f o r a m  i s o 1 £  

da s  com b a s e  no mé t o d o  p r e v i a m e n t e  d e s c r i t o  p o r  CRANE  et  a l . ( 1 7 ) >  

u s a n d o  - s e me i o  de e x t r a ç ã o  c o n s t i t u í d o  p o r :  s a c a r o s e  0 , 2 5 M ,  T R ! S

b a s e  13mM, K 2 Hp0 ^ 1 3mM e EDTA 0 , 1  mH ( 9 3 ) .

M ú s c u l o  c a r d í a c o  p i c a d o  em p e q u e n o s  c u b o s ,  f o i  m o í d o ,  e 

h o m o g e n e i z a d o  na p r o p o r ç ã o  de 8 0 0 g  p a r a  2 2 0 0  ml do  me i o  de  e x t r a  

ç i  o , c o n t e n d o  s a c a r o s e - T R I S - K ^ H P O ^ - E D T A ,  d u r a n t e  30 s e g u n d o s  ã 

v e l o c i d a d e  mãx i ma . em h o m o g e n e  i z a d o r  “ W a r r i n g  B l e n d o r 11* 0 homoge  

nado  f o i  c e n t r i f u g a d o  -1.530 x g durante 15 minutos.  0 sobrenadante  foi 

f i l t r a d o  a t ravé s  de v a r i a s  c a ma d a s  de g a s e  e m a n t i d o  no g e l o .  0 p r e  

c i p i t a d o  f o i  s u s p e n s o  e h o m o g e n e i z a d o  com 1000  ml de s a c a r o s e  

0 , 2 5 M  e K^HPO^  1 5rnM p o r  30 s e g u n d o s .  0 h o m o g e n a d o  f o i  r e c e n t r  i -  

f u g a d o  d u r a n t e  10 m i n u t o s  a 1 . 5 3  0 x g, o sobrenadante  c o l e t a d o  n a s  

mesmas  c o n d i ç o e s  e j u n t a d o  ao  a n t e r i o r .  0 s o b r e n a d a n t e  c o m b i n a d o  

f o i  c e n t r i f u g a d o  a 2 3 - 3 0 0  x g d u r a n t e  15 m i n u t o s .  A p o s  a c e n t r i ­

f u g a ç ã o  de 6 l i t r o s  do  s o b r e n a d a n t e ,  o b t e v e - s e  o s e d i m e n t o  mi t o ­

co n d r I a 1 que  f o i  s u s p e n s o  em s a c a r o s e  0 , 2 5 M e e s t o c a d o  a ~ 2 5 ° C .

III - ISOLAMENTO DO "NADH-SUCCINATO-CITOCROMO C REDUTASE” - (COM­
PLEXO I-II-III D A CADEIA RESPIRATÓRIA)

0 i s o l a m e n t o  da p a r t í c u l a  e n z i m ã t i c a  N A D H - s u c c -  c i t  c - 

r e d u t a s e ,  f o i  r e a l i z a d a  s e g u i n d o - s e  o mé t o d o  p r e c o n i z a d o  p o r  HA-  

TEF Í  e t  a l .  ( ^ 0 ) ,  p a r a  i s o l a m e n t o  de t o d o s  o s  c o m p l e x o s  e n z i m a  t i  

c o s  ( c o m p l e x o s  í ,  M ,  I I I ,  I V ,  V)  da c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a .

Mi  t o c ô n d  r i a s  i s o l a d a s  e c o n g e l a d a s  p e l o  mé t o d o  d e s c r  i t o 

an te r i o r m e n t e , f o r a m  d i l u í d a s  com s o l u ç ã o  d e s a c a  r o s e  0 , 2  5M p a r a  

uma c o n c e n t r a ç ã o  p r o t e i c a  d e 3 0 mg/ml  e c e n t r  í f u g a d a s  a 8 1 . 0  00 x 

g po r  30 m i n u t o s .  A p o s  a c e n t r i f u g a ç ã o  , o s o b r e n a d a n t e  f o i  d es  ~
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c a r t a d o  e o s e d i m e n t o  m i t o c o n d r i a  1 , f o i  s u s p e n s o  em me i o  c o n t e n ­

do:  s a c a r o s e  0 , 6 7 M,  TR1S 0 , 05 M e h i s t i d i n a  0 , 0 0 1 M ,  com pH f i n a l  

de 8, 0  p a r a  c o n c e n t r a ç ã o  p r o t e i c a  de 23 mg / ml .

A f i g u r a  3 m o s t r a ,  a p ó s  a l a v a g e m  m i t o c o n d r i  a 1 , uma se  

q u e n c i a  de f r a c i o n a  men t o  p a r a  a o b t e n ç ã o  da p a r t í c u l a  NADH- succ - "  

c i t  c - r e d u t a s e ,  com a p r o d u ç ã o  de v ã r i o s  o u t r o s  c o m p l e x o s  enzimj i  

cos  da c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a ,  c o n f o r m e  f o i  d e s c r i t o  por  HATEFI  e 

R I E S K E  (  ̂1 ) • Apó s  a o b t e n ç ã o ,  o s e d i m e n t o  f i n a l  f o i  d i l u í d o  em 

pequeno  v o l u me  de T R I S - s a  c a r o s e - h i s t i d i n a  , pH 8 , 0 ,  e e s t o c a d o  a 

~25°C.  A l í q u o t a s  de 0 , 50 ml  f o r a m  d e s c o n g e l a d a s  a medida que f o r a m  

s endo  u s a d a s .

IV - DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNA

A c o n c e n t r a ç ã o  de p r o t e í n a  f o i  d e t e r m i n a d a  p e l o  mét od o  

d e s c r i t o  por  LOWRY et  a l .  ( & 2 ) } u s a n d o  s o r o  a l b u m i n a  bovina c r i s  

t a l i z a d a ,  como p a d r ã o .  A s ' l e i t u r a s  f o r a m  f e i t a s  a 70 0pm u s a n d o  

es  p e c t r o f o t ô m e t r o  A u s - J e n a .

C - MÉTODOS EXPERIMENTAIS 

I ~ CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DAS OSCILAÇÕES DO VOLUME MITOCONDRIAL 
SUPORTADAS PELA OXIDAÇÃO DO SÜCCINATO EM PRESENÇA DE Na* AC.

O s c i l a ç ã o  do v o l u m e  e r e s p i r a ç ã o  m i t o c o n d r i a  1 . S i s t e m a :  

m i t o c ô n d r i a  de f í g a d o  de r a t o  f o i  p r e p a r a d a  em 0 , 3 3 M  de s a c a r o ­

s e ,  1 rnM de T R I S  e ImM EDTA,  pH 7 , 5  ( 1 0 6 ) .  0 me i o  b ã s i c o  de r e a ­

ç ã o ,  c o n t é m s a c a r o s e  (100 mM) , T R I S - H C 1  (10 mH) ,  EDTA ( 0 , 3  mM ) 

pH 8 , 5  e m i t o c ô n d r i a  de  f í g a d o  de  r a t o  ( 2 , 5  mg de  p r o t e í n a  num 

v o l u me  f i n a l  de 3 ml )  a 27°C.  O u t r a s  a d i ç õ e s  i n d i c a d a s  s ã o :  r o t e

nona  ( 1 , 6  y M ) , s u c c i n a t o  de s ó d i o  ( 8 , 3  mM) e a c e t a t o  de  s ó d i o  

(50 mH) .  As  mu d a n ç a s  de v o l u m e ,  f o r a m  m e d i d a s  em % de t r a n s m i t a m  

c i a  em e s p e c t r o f o t ó m e t r o  A m i n c o ~ C h a n c e  Dua l  W a v e l e n g h t  a 575 t)m 

e o c o n s u mo  de o x i g ê n i o  f o i  d e t e r m i n a d o  em e l e t r ó d i o  de o x i g ê n i o  

( 1 1 6 ) .

II - CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DAS OSCILAÇÕES DO VOLUME MITOCON­
DRIAL , SUPORTADAS PELA HIDRÓLISE DO ATP 'EM PRESENÇA DE Na*
AC.

S i s t e m a :  m i t o c ô n d r i a  de f í g a d o  de r a t o  f o i  p r e p a r a d a  em
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0 , 33M de s a c a r o s e ,  1mM d e T R I S  e 1 mH de EDTA,  pH 7 , 5  ( l o 6 ) .  0

me l o  b á s i c o  de r e a ç ã o  c o n t i n h a  s a c a r o s e  ( 100  mM) ,  T R I S - H C 1  (lOmM), 

EDTA (0,3 mM) , pH 8,2 e mi tocôndr i a de f í gado  de r a t o  ( 2 , 5  mg de p r o t e í ­

na num v o l u me  f i n a l  de 3 ml )  a 27°C.  O u t r a s  a d i ç õ e s  i ndi cadas  são:  

r o t e n o n a  ( 1 , 6  yM) , a c e t a t o  de s ó d i o  (83 m M ) , ATP de s ó d i o  (3 mM) 

e o l i g o m i c i n a  ( 1 , 6  y g ) . As  mu d a n ç a s  de v o l u m e  f o r a m  m e d i d a s  em % 

de t r a n s m i t i n c i a  em e s p e c t r o f o t ô m e t r o  A m i n c o - C h a n c e  Dua l  Wave -  

1e n g h t  a 575 Om.

III ~ CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DO "SWELLING" E 'CONTRAÇÃO" MITO- 
CONDRIAL, SUPORTADOS PELO FLUXO DE ELÉTRONS, SISTEMAS TRANS 
FERIDORES DE ENERGIA EM PRESENÇA DE Na* AC SOB CONDIÇÕES 
DE EQUILÍBRIO

S i s t e m a :  m i t o c ô n d r i a  de  f í g a d o  de  r a t o  f o i  p r e p a r a d a  em 

0 , 3 3 M  de s a c a r o s e ,  1 mM de T R I S  e 1 mM de  E DT A ,  pH 7 , 5  ( 1 06)  * 0

me i o  b á s i c o  de r e a ç ã o  c o n t i n h a  s a c a r o s e  ( 1 0 0  m M ) , T R I S - H C l  ( 10 

m M ) , EDTA ( Q , 3 mM ) ,  pH 7 , 5  e m i t o c ô n d r i a  de f í g a d o  de r a t o  ( 2 , 5  

mg de p r o t e í n a  num v o l u m e  f i n a l  de 3 ml )  a 2 7 ° C .  O u t r a s  a d i ç õ e s  

i n d i c a d a s  s ã o :  a c e t a t o  de s o d i o  ( 50  mM) ,  g ! u t a m a t o  de s õ d i o  ( 10

mM),  r o t e n o n a  ( 1 , 6  y M ) ,  s u c c i r i a t o  de s õ d i o  ( 8 , 3  mM) ,  a n t i m i c i n a  

A ( 0 , 7  yM)  , a s c o r b a t o  de  s õ d i o  + TMPD ( 20  mM + 0 , 8 3  mM) , K C N  ( 1 , 6  

mM ) , ATP  de s õ d i o  ( 6 , 6  mM) e o l i g o m i c i n a  ( 1 , 6  y g ) .  A s  mu d a n ç a s  

na d e n s i d a d e  õ t i c a  f o r a m  m e d i d a s  em e s p e c t r o f o t ô m e t r o  A m i n c o  - 

C h a n c e  Dua l  W a v e l e n g h t  575  Rm,  e o c o n s u m o  de o x i g ê n i o . f o i  dete_r 

mi n a d o  em e l e t r õ d i o  de  o x i g ê n i o  ( 1 1 6 ) .

IV - CONDIÇOES EXPERIMENTAIS DOS ESPECTROS DE ABSORÇÃO DO COMPLE 
XO I-I1-III DA CADEIA RESPIRATÓRIA

E s p e c t r o  de  a b s o r ç ã o  d e s t a c a n d o  a s  b a n d a s  a e 6 d o s  c i ~ 

t o c r o m o s  _b e da 11N /-\ D H - s uc c  i na t o - c  i t ó c  romo c - r e d u t a s e "  , da c a ­

d e i a  r e s p i r a t ó r i a  de m i t o c ô n d r i a  de c o r a ç ã o  b o v i n o ,  r e d u z i d a  com
-f _ „

NADH + H , s u c c i n a t o  de  s o d i o  e d i t i o n i t o  de  s o d i o .  S i s t e m a :  p a ­

ra uma d a s  c u b e t a s  de 1 ml ( r e f e r ê n c i a  e a m o s t r a )  f o i  a d i c i o n a d o

na a m o s t r a  Na N 9 0 , 1  M - pH 7 , 6  (2 m M) , t a mp ã o  f o s f a t o  de p o t á s s i o

1 M pH 8 , 0  ( 20 mM) ,  e n z i m a  ( 1 , 2  mg de  p r o t e í n a / m l )  NADH + H*  k

mM (0 , A mM) ou  s u c c i n a t o  de s õ d i o  0 , 5  M , pH 7 ( 10  mM) e á g u a

d e s t i l a d a  p a r a  um v o l u me  f i n a l  de 1 ml« A d e t e r m i n a ç ã o  e s p e c t r a l  

da N A D H - s u c c i  n a t o - c  i t o c r o m o  c r e d u t a s e ,  f o i  o b t i d a ,  u t i l i z a n d o  - 

s e  e s p e c t r o f o t ô m e t r o  A m i n c o - C h a n c e  Dua l  W a v e 1e n g t h  S p l i t  B ean y  £  

qu i pado  com banho t e r m o s t á t i c o ,  p a r a  m a n u t e n ç ã o  de t e m p e r a t u r a  en



ire 27~30°C, no compartimento das cubetas. Foram utilizadas cube 
tas de vidro de 1 cm de caminho õtico e uma velocidade de varre
dura de 2 nm/sg na faixa de 460 rim a 600 rim, com fotomu1tip1 ica -
dora automática e abertura de 0,15 cm.

V - VELOCIDADE DO CONSUMO DE OXIGÊNIO

As d e t e r m i n a ç õ e s  po 1 a r o g  rá f i c a s  d a s  v e l o c i d a d e  de consju 

mo de o x i g ê n i o ,  f o r a m  f e i t a s  em e l e t r õ d i o  de o x i g ê n i o  d o t i p o  díes_ 

c r i t o  por  VOSS e t  a l .  (116''). As  v e l o c i d a d e s  r e s p i r a t ó r i a s  f o r a m  

c a l c u l a d a s  e e x p r e s s o  em yMO^ *se9  ̂ de acordo com ormétodo d e s c r i  t o  

por ESTABROOK (22)e,  u t i l i z a d o  p a r a  o c á l c u l o  da r e l a ç ã o  A D P / 0  nos  

e n s a i o s  da f o s f o r i l a ç ã o  o x i d a t i v a .

VI - MEDIDAS DE ALTERAÇÃO DO VOLUME POR TURBIDIMETRIA

As  a l t e r a ç õ e s  o b t i d a s  na t r a n s m i  t a n c i a  e a b s o r b â n c i a  a 

575 Dm, s ã o  c a u s a d a s  p e l a s  mu d a n ç a s  de v o l u me  da m a t r i z  mi tocoj i  

d r i a l  quando  o c o r r e  o x i d a ç ã o  do s  s u b s t r a t o s ,  v i a  c a d e i a  r e s p i r a ­

t ó r i a  ou h i d r ó l i s e  do ATP,  v i a  A T P a s e ,  c o n c o m i t a n t e m e n t e  com o 

t r a n s p o r t e  de í o n s  a t r a v é s  da membrana i n t e r n a  m i t o c o n d r i a 1 , l e ­

v a n d o  a a c ú m u l o  e " s  we 1 1 i n g 11, f e n ô m e n o s  d e m o n s t r a d o s  por  MUSTA­

FA et  al  . ( 7 í  ) e PACKER et  a l  . ( 73 ) .

0 d e c r é s c i m o  da t r a n s mi t â n c i a  ( a u m e n t o  da a bs o r b â n c i a ) é 

r e f l e t i d o  na d i m i n u i ç ã o  do* v o l u me  de con%t r a ç i o .  Por  o u t r o  l a ­

do ,  o aument o  da t r a n s m i t â n c i a  ( d e c r é s c i m o  da a b s o r b â n c i a )  r e s u l  

t a  no aument o  de v o l u me  da m a t r i z  ( s w e l l i n g ) .

As  mu d a nç a s  na s  m e d i d a s  de v o l u me  de s u s p e n s õ e s  mi t o c o j i  

d r i a i s  i n c u b a d a s  em e s t a d o  de e q u i l í b r i o  e e s t a d o  os  c i 1 a t õ r i o , f  o_ 

ram o b t i d a s  a t r a v é s  de l e i t u r a s  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a s , u s a n d o  -  se  

c u b e t a s  de 1 cm de c a m i n h o  õ t i c o ,  em e s p e c t r o f o  t o m e t r o . Ami nc o  

Cha nc e  Dual  Wa ve 1 engh  t / S  p 1 i t Beam com 20% de t r a n s m i t ân c i a de es_ 

c a l a  t o t a l ,  e c o m p r i m e n t o  de onda  f i x o  em 575 Dm c o n f o r m e  P A ­

CKER ( 74 ) . P a r a  c a d a  i n c u b a ç ã o ,  f o i  u s a d o  o v o l u me  t o t a l  de 3ml  

t e r m o s t a t i z a d o  a 25° - 2 7 ° C •

R e a g e n t e s  e s p e c í f i c o s ,  p r o c e d i m e n t o s  e x p e r i m e n t a i s  e 

c o n d i ç õ e s  de i n c u b a ç õ e s ,  s ã o  d e s c r i t o s  na s  c o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n ­

t a i s  de c a d a  s i s t e m a .  Os a n t i - a r r i  t m i cos  ( P R , PM, I PRO e L I D 0 ) , f o  

ram s empre  u t i l i z a d o s  d i s s o l v i d o s  em d i m e t i l  f o r m a m i d a .  C o n t r o ­

l e s  por  a d i ç ã o  de s o l v e n t e ,  i n d i c a m  que a d i m e t i l  f o r m a m i d a  não
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i n t e r f e r e  nos  s i s t e m a s  e s t u d a d o s .

VII - DADOS DE APRECIAÇÃO DO SISTEMA OSCILATÕRIO MITOCONDRIAL

P a r a  a v a l i a ç ã o  e d e s c r i ç ã o  dos  f e n ô me n o s  o s c i l a t ó r i o s  , 

os  e l e m e n t o s  u s a d o s ,  s ã o  f o r n e c i d o s  p e l o s  p a r â m e t r o s  da o s c i l a ­

ç ã o ,  que comumente  têm a a p a r ê n c i a  de uma O S C I L A Ç Ã O  HARMÓNI CA A ­

MORTE C I DA ,  c o n f o r m e  m o s t r a  a f i g u r a  k.

V i s t o  que,  as  o s c i l a ç õ e s  s ã o  e s t u d a d a s  s o b r e  uma a mp l a  

f a i x a  de c o n d i ç õ e s ,  t o r n a - s e  i m p o r t a n t e  e s t a b e l e c e r  c r i t é r i o s  

q u a n t i t a t i v o s  p a r a  a q u a l i d a d e  das  o s c i l a ç õ e s ,  que s e r ã o  de s i g -  

n i f i c â n c i a ,  não  s o me n t e  p a r a  o s c i l a ç õ e s  a l t a m e n t e  p e r s i s t e n t e s  , 

mas também p a r a  a q u e l a s  o s c i l a ç õ e s ,  onde  s o me n t e  um ou d o i s  c i ­

c l o s  s ã o  o b s e r v a d o s .  A a m p l i t u d e ,  f a t o r  de a m o r t e c i m e n t o ,  p e r í o ­

do m é d i o ,  me i o  p e r í o d o ,  f r e q u ê n c i a ,  e q u i l í b r i o ,  r e l a x a ç ã o  e o 

numero  da s  o s c i l a ç õ e s ,  s ã o  v a r i á v e i s  p o s s í v e i s .

0 número  de o s c i l a ç õ e s ,  não ê um c r i t é r i o  u s u a l ,  p o r q u e  

as c o n d i ç õ e s  ó t i m a s  do c o m p o r t a m e n t o  o s c i l a t ó r i o ,  l e v a m p a r a  uma 

i n f i n i d a d e  de c i c l o s .  A m a i s  s i m p l e s  c a r a c t e r í s t i c a  a s e r  m e d i d a ,  

é a a m p l i t u d e ,  por ém,  a a m p l i t u d e  de c i c l o s  s u c e s s i v o s ,  pode  d i ­

f e r i r  m a r c a d a m e n t e  e m u i t a s  o s c i l a ç õ e s  começam com um g r a n d e  e x ­

c e s s o  no p r i m e i r o  c i c l o .

0 c r i t é r i o  ma i s  p r e c i s o  é o f a t o r  de a m o r t e c i m e n t o  que  

r e q u e r  no mí n i mo  d o i s  c i c l o s ,  porém é a p l i c á v e l  a v á r i o s  . c i c l o s  

de o s c i l a ç õ e s .  E s t e  f a t o r ,  é d e f i n i d o  como a r e l a ç ã o  da a m p l i t u ­

de de d u a s  s u c e s s i v a s  d e f l e x õ e s  do t r a ç o  na mesma d i r e ç ã o .  I s t o  

m o s t r a  que ,  o f a t o r  de a m o r t e c i m e n t o  a u f e r e  o v a l o r  de 1 , 0 ,  p a r a  

uma o s c i l a ç ã o  de c a r a c t e r í s t i c a s  ó t i m a s ;  um v a l o r  bem m a i o r  que  

a u n i d a d e ,  p a r a  uma o s c i l a ç ã o  a m o r t e c i d a ,  que t e n d e  s e r  um v a l o r  

c o n s t a n t e ,  d u r a n t e  uma da da  o s c i l a ç ã o  m i t o c o n d r i a  1 ; f a t o r  menor  

ou i g u a l  a u n i d a d e  p a r a  uma o s c i l a ç ã o  c o n t í n u a .  P o r  o u t r o  l a d o  , 

se  no mo v i me n t o  o s c i l a t ó r i o  m i t o c o n d r i a  1 , o a m o r t e c i m e n t o  é p e ­

q uen o ,  e n t ã o  a m i t o c ô n d r i a  o s c i l a  em t o r n o  da p o s i ç ã o  de e q u i l í ­

b r i o ,  com a m p l i t u d e  s empr e  d e c r e s c e n t e  e x p o n e n c i a l m e n t e  a t é  z e r o  

e a t i n g e  o r e p o u s o ,  q u a n d o  o tempo f o r  i n f i n i t o ,  a p ó s  d i v e r s a s  

o s c i l a ç õ e s .  A e n e r g i a  da o s c i l a ç ã o  é g r a d u a l m e n t e  d i s s i p a d a  p e l o  

a m o r t e c i m e n t o  e s e  a n u l a  também com o tempo.  Quando  f o r ç a s  de a ­

m o r t e c i m e n t o  e s t ã o  p r e s e n t e s ,  o t r a b a l h o  é r e a l i z a d o  c o n t r a  as  

mesmas  e a e n e r g i a  o r i g i n a l  é d i s s i p a d a .
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FIGURA k “ Os c i l a ç ão  harmônica amortecida do volume m itocond r ia  1, ind icando  
os parâmetros e o c r i t é r i o  de a v a l i a ç ã o  de seus  elementos segundo 
GOOCH & PACKFR (28) .  Condições  e xpe r im enta i s  d e s c r i t a s  no item 
de Métodos exper im enta i s .
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AVAL I AÇÃO DOS PARÂMETROS O S C I L A T Õ R I O S  (GOOCH £ PACKER ,  2 8 )

Ampl  i t u d e  em % de a b c d e g h j k l  

t r a n s m i  t â n c  i a  14,3 5,6 2,0 0,8 0,3 10,8 3,7 1,4 0,5 0,2

F a t o r  de amor t ec j _  a/b b/c c/d d/e g/h h/ j  j / k  k/l

mento 2,55 2,80 2,50 2,66 2,92 2,62 2,80 2,50

M e i o  p e r í o d o  em o p q r s t u v m  

s e g u n d o s  24 24 24 23 24 20 22 20 26

P e r í o d o  méd i o  em 2x(soma de n medidas do meio per í odo)  _ 2x207 _ 

s e g u n d o s  7

F r e q u ê n c i a  Uma o s c i l a ç ã o  por minuto

Equ i 1 í b r  i o em % de X

t r a n s m i t i n c i a  6,5

R e l a x a ç ã o  em % de Z

t r a n s m i t i n c i a  4,8

Número t o t a l  de 

1/2 c i c l o s 10
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B a s e a d o  no g r a u  de amortecimento,  o u t r a s  o s c i l a ç õ e s  a ­

m o r t e c i d a s ,  podem e s t a r  p r e s e n t e s ;  e n t r e  e s t a s ,  a " s u p e  r amor t ec j _  

c i d a n e a " c r i t i c a m e n t e  a m o r t e c i d a " ,  na q u a l  a o s c i l a ç ã o  a t i n g e  

o e q u i l í b r i o  em tempo m í n i m o .  F r e q u e n t e m e n t e  na o s c i l a ç ã o  mi t o -  

c o n d r i a l  c o m p l e t a m e n t e  a m o r t e c i d a  ( f i g .  k)  a d i f e r e n ç a  no v a l o r  

dos  p a r â m e t r o s  do p o n t o  onde  o s c i l a ç ã o  f o i  i n i c i a d a ,  p a r a  o p o n ­

t o  onde se o b s e r v a  c o m p l e t o  a m o r t e c i m e n t o ,  é d e s i g n a d o  o v a l o r  

do e q u i l f b r i o .  A r e l a x a ç ã o  é a mudança  na d e t e r m i n a ç ã o ,  que  o c o £  

r e , q u a n d o  o g r a d i e n t e  i õ n i c o  é r a p i d a m e n t e  d i s s i p a d o .  I s t o  acoji  

t e c e ,  q u a n d o  a m i t o c õ n d r i a  p e r d e  r a p i d a m e n t e  s e u  s u p r i m e n t o  de 

e n e r g i a ,  q u a n d o  s ã o  a p l i c a d o s  i n i b i d o r e s  do t r a n s p o r t e  de e l é ­

t r o n s  ou se e s g o t a  o s u p r i m e n t o  de o x i g é n i o .

A p a r t i r  da f i g u r a  k f o i  f e i t o  um mo d e l o  de a v a l i a ç ã o  

dos  p a r â m e t r o s  o s c i l a t ó r i o s  m i t o c o n d r i a i s , s e g u n d o  o mé t o d o  e s t a  

b e l e c i d o  p o r  GOOCH & PACKER ( 28)  9 s e n d o  e s t e  a p l i c a d o  a t o d o s  os  

r e s u l t a d o s  de o s c i l a ç õ e s  o b t i d o s  e x p e r i m e n t a l m e n t e  n e s t e  t r a b a ­

l h o .



RESULTADOS

As  f i g u r a s  5,  6,  7 e 8, mo s t r a m os e f e i t o s  do s  a_n

t i - a  r r f tmi c o s  ( PR ,  PM, I PRO e L I D O )  a d i c i o n a d o s  a um d e ­

t e r m i n a d o  p o n t o ,  no c i c l o  de " s w e 1 1 i n g "  e " c o n t r a ç ã o "  e

na s  o s c i l a ç õ e s  da r e s p i r a ç ã o  m i t o c o n d r i a  1 . Os a n t i - a r r f t m i c o s  

d e t e r m i n a m  uma " o s c i l a ç ã o  a m o r t e c i d a "  do v o l u me  m i t o c o n

d r i a l ,  onde a f o r ç a  de a t r i t o  ê g r a n d e  c o m p a r a d a  com a

f o r ç a  de r e s t a u r a ç ã o .  A s s i m ,  a p ó s  um d e s l o c a m e n t o  i n i c i a l ,  

as o s c i l a ç õ e s  v o l t a m  l e n t a m e n t e  p a r a  s ua  p o s i ç ã o  de e q u i -

l f b r i o  com a p l i t u d e  d e c r e s c e n t e  a t i n g i n d o  o r e s p o u s o  a p õ s

a l g u m a s  o s c i l a ç õ e s .  P a s s a m  em s e g u i d a  p a r a  o e s t a d o  " s u -

p e r a m o r t e c i  co!4 onde e s t a s  o s c i l a ç õ e s  a l c a n ç a m  o e q u i l í b r i o

ma i s  r a p i d a m e n t e  e c heg a m f i n a l m e n t e  a uma f a s e  " c r i t i c a

mente a m o r t e c i d a " ,  a q u a l  d e t e r m i n a  uma l i n h a  d i v i s ó r i a  

e n t r e  os  " m o v i m e n t o s  o s c i l a t ó r i o s  a m o r t e c i d o s "  e " s u p e r a -  

m o r t e c i  d o " .  N e s t e  p o n t o  a m p l i t u d e  é t o t a l m e n t e  i n i b i d a  e

as  o s c i l a ç õ e s  a t i n g e m  o e q u i l í b r i o  num tempo m í n i mo  ã 

medi da  que  a c o n c e n t r a ç ã o  de d r o g a  ê a u me n t a d a  s e n d o  o

e s t a d o  de " S w o l  1 e n "  mi tocondri  al  preservado na presença d e s s e s  agen  

t e s .  As  f a s e s  e s p o n t â n e a s  de c o n t r a ç ã o ,  a p a r e n t e m e n t e  s ã o

i n i b i d a s ,  â me d i d a  que a c o n c e n t r a ç ã o  de d r o g a s  é ajj

me n t a d a .  E s t e  e s t a d o  de " s w o l l e n " ,  ê t o d a v i a  ,depdndente

da r e s p i r a ç ã o ;  a f a s e  de c o n t r a ç ã o  • é i n d u z i d a  na p r e s e j i

ça de i n i b i d o r e s  da r e s p i r a ç ã o ,  d e s a c o p 1 a d o r e s , ou q u a n d o  

hã t o t a l  c o n s u mo  de o x i g é n i o  do s i s t e m a  ( f i g u r a s  5 , 6 , 7  e

8 ) .

As o s c i l a ç õ e s  na p r e s e n ç a  de a n t i - a r r í t m i c o s , s ã o  acom-
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p a n h a d a s  i n i c i a l m e n t e  de aument o  na v e l o c i d a d e  de r es p i r a ç i o  ( f_i_ 

g u r a s  5,  6 e 8) s e n d o  que  a f i g u r a  7 não m o s t r a  a l t e r a ç ã o  na v £  

1oc i da d e .

À me d i d a  que a s  c o n c e n t r a ç õ e s  d a s  d r o g a s  aument am,  o 

e f e i t o  s o b r e  a s  o s c i l a ç õ e s  do v o l u me  m i t o c o n d  r i a 1 , t o r n a - s e  g ra_ 

d u a l m e n t e  ma i s  a m o r t e c i d o ,  h a v e n d o  d i m i n u i ç ã o  da ampl  i. t ude , cau - 

s a n d o  a s s i m ,  um e x c e s s i v o  n s we 1 1 i n g 11. D e s s a  f o r m a ,  um e s t a d o  de 

e q u i l í b r i o  é a t i n g i d o  a um v o l u me  m i t o c o n d r i a l  m a i s  a l t a m e n t e  

e x p a n d i d o ,  c o n f o r m e  mo s t r a m as  f i g u r a s  5,  6,  7 e 8.  N e s t a s  f i ­

g u r a s  p o d e - s e  o b s e r v a r  que o p r i n c i p a l  e f e i t o  d e s s e s  a n t i - a r -  

r f t m i c o s ,  é a i n i b i ç ã o  da f a s e  de c o n t r a ç ã o  e s p o n t â n e a  em a l t a s  

c o n c e n t r a ç õ e s  de d r o g a s ,  t o r n a n d o - s e  ma i s  e v i d e n t e  a f i g u r a  7 

( I P RO) , o n d e  a c o n c e n t r a ç ã o  D> a p r e s e n t a  a b o l i ç ã o  q u a s e  t o t a l  

d e s s a  f a s e ,  sem a l t e r a r  c o n t u d o ,  ô " s we  1 1 i n g 11.

S i m i l a r m e n t e ,  p o d e - s e  v e r i f i c a r  a i n d a  na s  f i g u r a s  5 , 6 ,  

7 e 8,  o b s e r v a n d o  os  e x p e r i m e n t o s  B e C de c a d a  f i g u r a ,  que d r o  

g a s  em b a i x a  c o n c e n t r a ç ã o ,  ca u s a m uma d i m i n u i ç ã o  no tempo de diu 

r a ç ã o  do e s t a d o  o s c i l a t õ r i o  m i t o c o n d r i a l ,  a c o m p a n h a d o  de uma d_i_ 

m i n u i ç ã o  no e q u i l í b r i o  e um aument o  no a m o r t e c i m e n t o .  P o r t a n t o ,  

nos  e x p e r i m e n t o s  D e f i g u r a  7, nota- se ainda que nas c o n c e n t r a ç õ e s  

ma i s  a l t a s  da d r o g a ,  p o d e - s e  t e r  a v o l t a  do e s t a d o  n o r m a l ,  ou 

a t é  mesmo um período maior no tempo -de duração do es tado o s c i l a t ó r i o ,  com 

um r i p i do estado dé e q u i l í b r i o  e um total  amortecimento.  A anã 1 i s-e mai s de_ 

t a l h a d a  de cada parâmetro serã f e i t o  nas tabel as  que se segue.

O b s e r v a n d o  as  f i g u r a s  9,  10,  11,  12 p o d e - s e  v e r i f i c a r

também o e f e i t o  do s  a n t i - a r r í t m i c o s  ( PR ,  PM, I PRO e L I DO)  s o b r e  

as  o s c i l a ç õ e s  do v o l u me  m i t o c o n d r i a l ,  u t i l i z a n d o  a h i d r ó l i s e  do 

ATP como f o n t e  de e n e r g i a .  Aqu i  também os  a n t i - a r r í t m i c o s  agem 

s o b r e  o e s t a d o  o s c i l a t õ r i o  m i t o c o n d r i a l ,  d i m i n u i n d o  a a m p l i t u ­

de,  a u me n t a n d o  o p e r í o d o  e a u me n t a n d o  também o f a t o r  de a m o r t e ­

c i m e n t o ,  t r a n s f o r m a n d o  a s  o s c i l a ç õ e s  " a m o r t e c i d a 11 p a r a  um e s t a ­

do " c r i t i c a m e n t e  amor  t e c  i d o 11, e a p e r m a n ê n c i a  também de um e s t a  

do de " s w e l l i n g "  g a r a n t i d o  p e l a  h i d r ó l i s e  do ATP.  A f a s e  de c o £  

t r a ç ã o  ( f i g u r a s  9,  10,  11 e 1 2 ) ,  não é m a i s  i n d u z i d a  e s p o n t a n e a

mente como nas  f i g u r a s  a n t e r i o r e s  e s i m  p e l o  i n i b i d o r  c l á s s i c o  

do c o mp l e x o  A T P ã s i c o ,  a o l i g o m i c i n a .

A e x p a n s ã o  do v o l ume  m i t o c o n d r i a l ,  c a u s a n d o  um excess j_  

vo " s w e l  1 i n g " ,  ã med i da  que  as  c o n c e n t r a ç õ e s  da s  d r o g a s  s ã o  a u ­

me n t a d a s  é e v i d e n t e  em t o d a s  a s  f i g u r a s ,  a p r e s e n t a n d o  t o t a l  a b £
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l i ç ã o  da f a s e  de c o n t r a ç ã o ,  i n d u z i d a  p e l a  o l i g o m i c i n a ,  sem a f e ­

t a r  a t a x a  e o e s t a d o  de e q u i l í b r i o  do " s w e 1 1 i n g M.

0 e f e i t o  da s  c o n c e n t r a ç õ e s  c r e s c e n t e s  da s  d r o g a s  a n t i -

a r r í t m i c a s  ( PR,  PM, I PRO e L I D O )  s o b r e  o v o l u me  o s c i l a t ó r i o  mi -  

t o c o n d r i a l ,  s u p o r t a d o  p e l a  o x i d a ç ã o  do s u c c i n a t o  e h i d r ó l i s e  do

ATP ( f i g u r a s  13 e 1 4) e na r e s p i r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  d u r a n t e  o ê s

t a d o  o s c i l a t ó r i o  ( f i g u r a  1 5 ) ,  d e m o n s t r a  c o m p a r a t i v a m e n t e  e n t r e  

s i  e e n t r e  s i s t e m a s ,  q u a l  a d r o g a  m a i s  a t i v a ,  ou q u a l  s i s t e m a  

que é ma i s  s e n s í v e l  ã a ç ã o  d e s t e s  a n t i - a  r r í t m i c o s  , d u r a n t e  o fe_ 

nômeno o s c i l a t ó r i o .  E s t e s  d a d o s  p o d e r ã o  s e r  ma i s  f a c i l m e n t e  v i ­

s u a l i z a d o s  na t a b e l a  I ,  onde  as  c o n c e n t r a ç õ e s  m o l a r e s  de d r o g a s  

a n t i - a r r í t m i c a s / m g  de p r o t e í n a ,  a p r e s e n t a m  um e f e i t o  de i n i b i ­

ç ão  de 50% s o b r e  o e s t a d o  o s c i l a t ó r i o  do v o l u m e  e da r e s p i r a ç ã o  

m i t o c o n d r i a l .  E i m p o r t a n t e  v e r i f i c a r  na t a b e l a  I ,  em ambos  s i s ­

t emas  de o s c i l a ç ã o ,  a mesma o r dem de c l a s s i f i c a ç ã o ,  q u a n t o  ã 

a t i v i d a d e  dos  a n t i - a r r í t m i c o s  com c o n c e n t r a ç ã o  m o l a r e s  b a s t a n t e  

p r ó x i  m a s .

O b s e r v a - s e  nas  f i g u r a s  13 e 14,  que  o PM é o ma i s  a t i ­

vo de t o d a s  as  d r o g a s  a n t i - a r r í t m i c a s  t e s t a d a s ,  por  t e r  a p r e s e n  

t a d o  e f e i t o  s o b r e  o e s t a d o  o s c i l a t ó r i o  em menor  c o n c e n t r a ç ã o  

(10 ^) e  q U e  o  £ o  menos  a t i v o .  A n a l i s a n d o  c o m p a r a t i v a m e n t e

as  f i g u r a s  13 e 14,  p o d e - s e  v e r i f i c a r  que  a s e q u ê n c i a  de a t i vJ_  

d a d e s  d e s s e s  an t i - a  r r í tm i c o s  , s e g u e  a mesma c l a s s i f i c a ç ã o  em ani 

bos  s i s t e m a s  de o s c i l a ç ã o  (PM,  L I D O ,  I PR O ,  P R ) .  P o d e - s e  o b s e r ­

v a r  a i n d a  na f i g u r a  15,  que a i n i b i ç ã o  p r o d u z i d a  s o b r e  a r e s p i ­

r a ç ã o  com o s u c c i n a t o ,  s ó  f o i  d e m o n s t r a d a  com o PR em a l t a s  con  

c e n t r a ç õ e s .  E s t e  e f e i t o  pode s e r  m e l h o r  v i s u a l i z a d o  na T a b e l a  

I ,  onde  a p a r e c e m  as  c o n c e n t r a ç õ e s  de a n t i - a r r í t m i c o s  n e c e s s á ­

r i a s  p a r a  p r o v o c a r  5 0 % de i n i b i ç ã o  do e s t a d o  o s c i l a t ó r i o  e da 

r e s p i r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l .

Em g e r a l ,  os  e f e i t o s  d e s s e s  a n t i - a r r í t m i c o s  ( PR,  PM , 

I PRO e L I D O )  s o b r e  os  c i c l o s  de Ms w e l l i n g H e de " c o n t r a ç ã o 11 muj_ 

t o  se  as  s eme 1h a m.
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TABELA I - CONCENTRAÇÃO DE DROGAS A N T I - A R R Í T M I C A S  (PR,  P M , I P R O  E 

L I D O ) ,  NEC E S S Â R I  A PARA PROVOCAR 50% DE I N I B I Ç Ã O  DO ES 

TADO O S C I L A T O R I O  E R E S P I  RATORI  O .

DROGAS ESTADO OSCILATÕRIO DO VOL. MlTOCONDRIAL RESP I RAÇÃO

ANTI -ARRÍTMICOS s u c c . + Na+ Ac ATP + Na+ Ac. succ.  + Na+ Ac.

PR 2,0 x 10~5M 1,41 x 10"5M 5,62 x 10~5M*

PM 1,00 x 10 ' 6M 8,9'  x 10"7M 1,00 x 10"3M*

I PRO 1,58 x 10"5M 4,47 x 10"6M 5,00 x 10_3M*

L I DO 3,16 x 10"6M 3,16 x 10_6M 5,60 x 10_1M*

* V a l o r e s  o b t i d o s  por  e x t r a p o l a ç ã o  d o s  p o n t o s  e x p r e s s o s  da f i g u  

ra 15, c o n s i d e r a n d o  a c o n c e n t r a ç ã o  de d r o g a  que  p r o v o c a  50% de 

i n i b i ç ã o  do c o n s u mo  de 0^.



Uma s é r i e  de e x p e r i m e n t o s  ( f i g u r a s  16, 17, 18, 19 e 20)

f o i  r e a l i z a d a  m o s t r a n d o  a ç ã o  dos  a n t i - a r r T t m i c o s  ( PR ,  PM, I PRO e 

L I DO)  s o b r e  o " s w e l l i n g 11 e a " c o n t r a ç ã o "  m i t o c o n d r i a l ,  u t i l i z a n H  

d o - s e  m i t o c ô n d r i a s  s u s p e n s a s  em mei o  c o n t e n d o  T r i s - Sa c a r o s e - EDTA 

e s u p o r t a d a  p e l a  t r a n s f e r e n c i a  de e l é t r o n s  e s i s t e m a s  t r a n s f e r i ­

d o r e s  de e n e r g i a ,  s o b  c o n d i ç õ e s  de e q u i l í b r i o  c o n f o r m e  MUSTAFA  

et  a 1 . ( 71)  •

A f i g u r a  16 s i s t e m a  ( c o n t r o l e ) ,  m o s t r a  que a a d i ç ã o  de 

a c e t a t o  de s õ d i o  a s u s p e n s ã o  m i t o c o n d r i a l  p r o p o r c i o n a  o í on  ne ­

c e s s á r i o  p a r a  i n i c i a r  o p r o c e s s o  de “s w e l l i n g 11 f r e n t e  ao  s u b s t r a  

t o .  P o r t a n t o  a a d i ç ã o  de g l u t a m a t o  como s u b s t r a t o ,  i n d u z  um g r a n  

de " s w e l l i n g "  que  a l c a n ç a  um e s t a d o  de e q u i l í b r i o  em p o u c o s  minu  

t o s  ( f i g u r a  16).  0 t r a t a m e n t o  da o x i d a ç ã o  a e r ó b i c a  do glutamato pe_

l a  r o t e n o n a ,  i n i b e  a r e s p i r a ç ã o  e c a u s a  uma r e v e r s ã o  d o " s w e l 1ing" .  

C o n t u d o ,  " s w e l l i n g "  pode  s e r  r e i n i c i a d o  p e l o  s u c c i n a t o ,  como é 

m o s t r a d o  p e l a  e s t i m u l a ç ã o  da r e s p i r a ç ã o  e i n d u ç ã o  do " s  we 1 1 i n g 11.

A i n d u ç ã o  da t r a n s f e r ê n c i a  de e l é t r o n s  p e l o  s u c c i n a t o ,  s e  i n i ­

b i d a  p e l a  a n t i m i c i n a  A,  r e s u l t a  o u t r a  v ez  na r e v e r s ã o  ou c o n t r a ­

ção  m i t o c o n d r i a l .  Se a t r a n s f e r ê n c i a  de e l é t r o n s  s o b r e  o s í t i o  

i n i b i d o  p e l a  r o t e n o n a  e a n t i m i c i n a  A,  é a g o r a  i n i c i a d o  a f r e n t e  

d e s s e s  p o n t o s ,  p e l o  a s c o r b a t o  + TMPD ( Na AS C  + T M P D ) ,  o f l u x o  de 

e l é t r o n s  é r e s t a b e l e c i d o  e o " s w e l  1 i n g "  é r e i n i c i a d o  p e l a  mi . to-  

c ô n d r i a .  A i n i b i ç ã o  do f l u x o  de e l é t r o n s ,  a t r a v é s  da r e g i ã o  t e r ­

mi n a l  p e l o  c i a n e t o ,  i n i b e  o u t r a  vez  a c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a  e o 

" s w e l  1 i n g "  m i t o c o n d r i a l  é o u t r a  v e z  r e v e r t i d o .  Por  e s t a  r a z ã o  a 

r e s p i r a ç ã o  não é m a i s  p o s s í v e l  d e v i d o  a p r e s e n ç a  de r o t e n o n a ,  a £  

t i m i c i n a  A e c i a n e t o .  C o n t u d o ,  ATP f o i  e m p r e g a d o  como s u p l e m e n t o  

de e n e r g i a  na r e i n i c i a ç ã o  do Mswe 1 1 i n g 11. O l i g o m i c i n a  i n i b e  e s t e  

e f e i t o  do ATP,  r e s u l t a n d o  na r e v e r s ã o  do " s w e l l i n g "  m i t o c o n d r i a l .

0 m o s t r a d o  na f i g u r a  16 ( s i s t e m a )  p e r s i s t e  em c o n d i ç õ e s  

de e s t a d o  de e q u i l í b r i o  a e r o b i c a m e n t e , s õ  a l t e r a n d o  o v o l u me  m i ­

t o c o n d r i a l ,  q u a n d o  d e t e r m i n a d a s  c o n d i ç õ e s  r e s u l t a r e m  na mudança  

d e s t e  e s t a d o  de e q u i l í b r i o ,  como o c a s o  d o s  i n i b i d o r e s  c l ã s s i c o s  

a qu i  e m p r e g a d o s  e o u t r o s  t i p o s  de d r o g a s ,  que p o s s a m  v i r  a p r e s e n  

t a r  e f e i t o  como d es  a c o p 1 a d o r e s  ( 7 )  e d r o g a s  que a p r e s e n t a m  e f e i  

to s o b r e  membrana ( 5 0 ) .

As  f i g u r a s  17,  ]8,  19 e 20 m o s t r a m  d o i s  e x p e r i m e n t o s  in



d e p e n d e n t e s  e m p r e g a n d o  d r o g a s  a n t  i - a r r  í t m i  c a s  em d o i s  d i f e r e n t e s  

p o n t o s  de c a d a  s i s t e m a  e s t u d a d o ,  ora incubando a d r o g a  a s u s p e n ­

s ã o  m i t o c o n d r i a l  a n t e s  da a d i ç ã o  do NaAC ( e s q u e r d a ) ,  o r a  em subs_ 

t i t u i ç ã o  a r o t e n o n a  ( d i r e i t a ) .  Os r e s u l t a d o s  o b t i d o s  nas  f i g u r a s  

17*, 18, 19 e 20 d e m o n s t r a m  que,  as  d r o g a s  nas  c o n c e n t r a ç õ e s  aqui

e m p r e g a d a s ,  promovem i n i b i ç ã o  t o t a l  ou p a r c i a l  do “ s w e l l i n g "  m i ­

t o c o n d r i a l ,  d i r i g i d o  p e l o  g l u t a m a t o  em t o d o s  e x p e r i m e n t o s  quando  

c o mp a r a d o s  com o “ s w e l l i n g "  do c o n t r o l e .

E s t a  i n i b i ç ã o  t o t a l  pu p a r c i a l  da a m p l i t u d e  e v e l o c i d a ­

de do “ s w e l l i n g " ,  c a u s a d a  p e l a  d r o g a  a d i c i o n a d a ,  d e t e r m i n a  uma 

a l t e r a ç ã o  s i g n i f i c a t i v a  do vo l ume  m i t o c o n d r i a l  a c o m p a n h a d o  de al  

t e r a ç ã o  nos  d i f e r e n t e s  t i p o s  de “ s w e l l i n g " ,  s u p o r t a d o s  n e s t e s  ex  

p e r i m e n t o s ,  não  s õ  p e l o  g l u t a m a t o  mas também p e l o  s u c c i n a t o ,  NaAsc 

+ TMPD ou p o r  ATP,  f i c a n d o  bem e v i d e n c i a d o  e s t e  e f e i t o  na f i g u r a  

20 ( e s q u e r d a )  q u a n d o  c o mp a r a d o  com o c o n t r o l e .

Ao s e  a v a l i a r  a v a r i a ç ã o  do v o l u me  m i t o c o n d r i a l  o b s e r v a  

do nas  f i g u r a s  1 7 , 1 8 , 19 e 20 ( d i r e i t a ) ,  p a r a  c a d a  uma da s  d r o ­

g a s  u s a d a s ,  a s u a  a d i ç ã o  em s u b s t i t u i ç ã o  ã r o t e n o n a ,  o b s e r v o u - s e  

que,  os  a n t i - a r r í t m i c o s  p r ov oc a m uma r e v e r s ã o  do “s w e l l i n g "  mi t o  

c o n d r i a l ,  s u p o r t a d o  p e l o  g l u t a m a t o ,  o r a  a t i n g i n d o  o r e t o r n o  t o ­

t a l  p r o v o c a d o  p e l a  r o t e n o n a ,  c o n f o r m e  m o s t r a  a f i g u r a  17, quando  

c o mp a r a d a  com o c o n t r o l e  ( f i g .  1*6), o r a  sem a t i n g i r  e s t e  r e t o r n o  

como mo s t r a m  a s  f i g u r a s  18, Í 9 e 2D. P o s t e r i o r  a d i ç ã o  de s u c c i n a  

t o ,  NaAsc  + TMPD,  ATP e s e u s  r e s p e c t i v o s  i n i b i d o r e s  ã e s t e s  mes ­

mos e x p e r i m e n t o s ,  mo s t r a m que o “ s w e l l i n g "  m i t o c o n d r i a l  e a i n d a  

p o s s í v e l ,  embor a  de uma f o r ma  menos  a c e n t u a d a  q u a n d o  . c ompa r a do  

com o e x p e r i m e n t o  c o n t r o l e  ( F i g . 16).  I s t o  m o s t r a  que  o . e f e i t o

d e s s a s  d r o g a s  a n t i - a r r í t m i c a s , não é e s p e c í f i c o  p a r a  o c o mp l e x o

I ,  como é a r o t e n o n a ,  e n t r e t a n t o  s u p o n d o  que s e u s  e f e i t o s  se  f a ­

r i a m s e n t i r  s o b r e  a e s t r u t u r a  e p e r m e a b i l i d a d e  da membrana  m i t o ­

c o n d r i a l ,  em v i r t u d e  de um f enômeno  de “s w e l l i n g "  e “ C o n t r a ç ã o " ,  

a c o mp a n h a d o  da a l t er ação  de v o l ume  m i t o c o n d r i a l ,  tem um c o mp on e n ­

te e l á s t i c o  r e s p o n s á v e l  p e l o  f enômeno  que s e r i a  a membrana m i t o ­

c o n d r i a l ,  e m b o r a ,  t e n d o  como c o n s e q u ê n c i a  d i r e t a  s o b r e  o m a i o r  

c o mp l e x o  e n z i m ã t i c o  m i t o c o n d r i a l ,  como no C a s o  do C o mp l e x o  1.

Um o u t r o  p o n t o  a s a l i e n t a r ,  nas  f i g u r a s  17, 18., 19 e

20, é que o e f e i t o  d a s  d r o g a s  a n t i - a r r í tm i ca s em e s t u d o  s o b r e  as

d i f e r e n t e s  v e l o c i d a d e s  r e s p i r a t ó r i a s ,  s u p o r t a d a s  p e l o  g l u t a m a t o ,  

f o i  p a r c i a l m e n t e  i n i b i d a  , e x c e t o  p a r a  o p r o p r a n o l o l  ( F i g .  17), 

quando  d r o g a s  f o r a m  a d i c i o n a d a s  a o s  e x p e r i m e n t o s  a n t e s  da e n e r -
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g i z a ç i o  da c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a  p e l o  g l u t a m a t o  na p r e s e n ç a  do

NaAc.  Em o p o s i ç ã o  a e s t e  e f e i t o ,  v e r i f i c a - s e  n a s  f i g u r a s  17 > 18,

19 e 20 o e s t í m u l o  da v e l o c i d a d e  r e s p i r a t ó r i a ,  s u p o r t a d a  p e l a  o -  

x i d a ç i o  do  s u c c i n a t o  e N a A s c  + TMPD,  q u a n d o  c o m p a r a d o  com o e x ­

p e r i m e n t o  c o n t r o l e  ( F i g .  16)  .

D a d o s  também b a s t a n t e  s i m i l a r e s  e m a i s  s u g e s t i v o s  podem 

s e r  d e m o n s t r a d o s  com os  e x p e r i m e n t o s  s o b r e  a r e s p i r a ç ã o  ( F i g . 1 7 , 

] 8,  19 e 20)  q u a n d o  o s  a n t i - a r r í t m i c o s  f o r a m  a d i c i o n a d o s  em s u b ^

t i t u i ç ã o  ã r o t e n o n a  ( d i r e i t a ) ,  e x i b i n d o  uma i n i b i ç ã o  p a r c i a l  da 

r e s p i r a ç ã o ,  d i r i g i d a  p e l o  g l u t a m a t o ,  e mb o r a  bem meno s  a c e n t u a d a  

ou em d e t e r m i n a d o s  c a s o s ,  n u l a .  A p r e s e n ç a  ou n a o  de um e s t í m u l o

da v e l o v i d a d e  r e s p i  r a t ó r i a  , c a u s a d a  p o s te r io rm en te  a a d i ç a o  do 

s u c c i n a t o  e o NaASC  + TMPD como f o n t e s  e n e r g i z a d o r a s  da c a d e i a  

r e s p i r a t ó r i a  n a s  f i g u r a s  ã d i r e i t a ,  p o d e  t ambém s e r  o b s e r v a d o  

q u a n d o  comparadas ao  e x p e r i m e n t o  c o n t r o l e  ( F i g .  1 6 ) -  .

Os r e s u l t a d o s  a q u i  a p r e s e n t a d o s ,  s u g e r e m  que  o s  e f e i t o s  

d o s  a n t i - a r r í t m i c o s  ( P R , PM,  I PRO e L I D O )  s o b r e  o m e c a n i s m o  de 

“ s w e l l i n g "  e 11c o n t r a ç ã o 11 ( F i g u r a s  17,  18,  19 e 2 0) a p a r e n t e m e n t e

não  s e  a s s e m e l h a m  a q u e l e s  o b t i d o s  n o s  mes mos  s i s t e m a s  e x p e r i m e n ­

t a i s ,  q u a n d o  o 2 - 4  d i n i t r o f e n o l  ( DNP)  f o i  u s a d o  na v a r i a ç ã o  do 

v o l u me  m i t o c o n d r i a l  ( F i g u r a  22) .  A s s i m ,  q u a n d o  o DNP f o i  a d i c i o ­

nado  ao e x p e r i m e n t o ,  a n t e s  da e n e r g i z a ç i o  da c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a  

p e l o  g l u t a m a t o  e na p r e s e n ç a  de NaAc  , a a m p l i t u d e  e a v e l o c i d a d e  

de “ s w e l l i n g 11 f o r a m  t o t a l m e n t e  i n i b i d o s  q u a n d o  o g l u t a m a t o ,  s u c ­

c i n a t o ,  NaASC + TMPD e ATP f o r a m  as  f o n t e s  de e n e r g i a  p a r a  supo_r 

t a r  o “ s w e l l i n g “ m i t o c o n d r i a l .  Do mesmo modo,  que  n o s  e x p e r i m e n ­

t o s  d a s  f i g u r a s  17,  18,  19 e 20, a r e s p i r a ç ã o  f o i  i n i b i d a  ma i s

a c e n t u a d a m e n t e  q u a n d o  o t r a n s p o r t e  de  e l é t r o n s  é d i r i g i d o  p e l o  

g l u t a m a t o  ( c o m p l e x o  l )  e é e s t i m u l a d o  ou  não  q u a n d o  s u p o r t a d a  p£  

l a  o x i d a ç ã o  do s u c c i n a t o  e NaAS C  + TMPD,  q u a n d o  c o m p a r a d a s  com o 

c o n t r o l e  ( F i g u r a  21)  .

T o d a v i a ,  q u a n d o  DNP f o i  a d i c i o n a d o  a p ó s  a r e s p i r a ç ã o  do 

g l u t a m a t o ,  em s u b s t i t u i ç ã o  a r o t e n o n a ,  o “ s w e l l i n g “ f o i  i m e d i a t a  

ment e  r e v e r t i d o ,  d e t e r m i n a n d o  uma a l t e r a ç ã o  s i g n i f i c a t i v a  do  v o ­

l ume m i t o c o n d r i a l , r e f l e t i d a  na a m p l i t u d e  e v e l o c i d a d e  do “ s w e l ­

l i n g “ , s u p o r t a d o s  p e l o  s u c c i n a t o ,  NaAS C  + TMPD e ATP  como f o n ­

t e s  de e n e r g i a ,  A r e s p i r a ç ã o  r e s p o n d e u  com a i n i b i ç ã o  do  f l u x o  

de e l é t r o n s  d e t e r m i n a d o  p e l a  o x i d a ç ã o  do  g l u t a m a t o  ( c o m p l e x o  i ) e  

o e s t í m u l o  da o x i d a ç ào do s u cc  i n a t o  e Na A S C + TMPD f o i  p e q u en o 

ou n u l o  q u a n d o  c o m p a r a d o s  com o e x p e r i m e n t o  c o n t r o l e  ( f i g u r a  21)
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e aquele onde  o DNP f o i  a d i c i o n a d o ,  a n t e s  do g l u t a m a t o  e NaAC (fj_ 

gura 22 ) .  E s s a s  o b s e r v a ç õ e s  com o DNP s o b r e  o m e c a n i s m o  de " s w e l - 

1 i n g 11 e " c o n t r a ç i o 11 n i o  c o n t r a r i a m  as  o b s e r v a ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  

o b t i d a s  com PR,  PM, I PRO e L I D O  ( f i g u r a s  17, 18, 19 e 2 0 ) ,  embo ­

ra em n í v e l  de a ç i o  b a s t a n t e  d i s t i n t a s  q ua n do  c o m p a r a d a s  com os

r e s u l t a d o s  o b t i d o s  com DNP ( f i g u r a  2 2 ) .  E n t r e t a n t o ,  t e n d o - s e  em 

mente as  p r o p r i e d a d e s  l i p o f í l i c a s  da s  d r o g a s  an t i - a  r r í tm i c a s  e_s 

t u d a d a s ,  p o d e r - s e - i a  a v e n t a r  a h i p õ t e s e  de que atuar i am q u e b r a n d o  

a f o r ç a  p r o t o m o t  i va m i t o c o n  d r i a 1 , com e f e i t o  c o m p a r á v e l  a o s  de_ 

s a c o p l a d o r e s  c l á s s i c o s ,  mas a a ná l i s e  dos ' resu l  tados demonstra a poss i bi

l idade do mecanismo de aç i o  ser d i f er ente  para ambos ( a n t i - a r r f t m i cos e DNP) .
Na - f i g u r a  23,> s ã o  m o s t r a d a s  as  d i f e r e n ç a s  e s p e c t r a i s  do

c o mp l e x o  1, I I  e I I I -  s ob  a a ç i o  de PR,  P M , i l P R O , e L I D Õ f r e d u z i d o s

p e l o  NADH + H+ ( e s q u e r d a )  ou r e d u z i d o s  p e l o  s u c c i n a t o  ( d i r e i t a ) .

Muda n ç a s  e s p e c t r a i s  c a r a c t e r í s t i c a s  como m o s t r a d a s  na f i g u r a  23.  

( e s q u e r d a )  f o r a m  o b s e r v a d a s  na r e d u ç i o  do e s p e c t r o  de a b s o r ç i o  

do c i t o c r o m o  b_ (6,  7,  8 e 9 ) ,  q u a n d o  t r a t a d o s  com >. . à n t  i - a r r  í t m i -  

c o s ,  v e r i f i c a n d o  d e s s a  m a n e i r a  uma q u a s e  c o m p l e t a  r e d u ç i o  da ban_ 

da a - 555 e 3-526 do c i t o c r o m o  c  ̂ , embora  o c i tocromo by p e r m a n e c e s ­

se q u a s e  t o t a l m e n t e ,  c o ma .  s ua  banda  ;a-5&3 e 3 “ 533 oxi dada . E a i n i b i ­

ção  promovida pelos  ant i - a  r r í  tmi c o s ,. s ob r e . a oxi daçio do NADH + H+ , mui  

t o  se  a s s e m e l h a  a o s  r e s u l t a d o s  m o s t r a d o s  nos  e s p e c t r o s  4 e 5 , 

quando  i n i b i d o r e s  c l á s s i c o s  do c o m p l e x o  I e I I I  como a r o t e n o n a  

e p-CMS, foram usados, e c o m p a r a d o s  com os  e s p e c t r o s  c o n t r o l e  1 e 

2.

Dados  l a b o r a t o r i a i s  v i s u a l i z a d o s  n e s t e  t r a b a l h o  d e m o n s ­

t r a r a m  que ,  d u r a n t e  o e s t u d o  e s p e c t r a l  do c o m p l e x o  l - l l - l l l  r edu  

z i d o s  p e l o  NADH + H+ , o a p a r e c i m e n t o  da s  b a n d a s  a e 3 do c i t o c r o  

mo cj r e d u z i d o  em p r e s e n ç a  do s  i n i b i d o r e s  c l á s s i c o s  ou de PR , PM,

I PRO e L I D O ,  e r a  c o n s e q u ê n c i a  d i r e t a  da r e d u ç i o  do c i t o c r o m o  c^ 

p e l o  NADH + H+ .

R e s u l t a d o s  c o m p a r a t i v o s  a o s  m o s t r a d o s  na f i g u r a  ( e s ­

q u e r d a )  podem s e r  v i s t o s  na f i g u r a  23 ( d i r e i t a ) ,  com a r e d u ç i o  

do c o mp l e x o  e n z i m á t i c o  l l - l l l  p e l o  s u c c i n a t o ,  na t e n t a t i v a  de 

m o s t r a r  que as d r o g a s  a n t i - a r r í t m i c a s  e s t u d a d a s  n e s t e  . s i s t e m a  

( e s p e c t r o s  4, 6,  7 e 8 ) ,  n i o  d e t e r m i n a m  a l t e r a ç õ e s  e s p e c t r a i s  no 

c o mp l e x o  p r o t e i c o  i s o l a d o ,  n i o  i n i b i n d o ,  e g a r a n t i n d o  d e s s e  modo 

a o x i d a ç ã o  do s u c c i n a t o  e a r e d u ç i o  do c i t o c r o m o  b e c^ quando  

c o mp a r a d o s  ao e x p e r i m e n t o  c o n t r o l e .



3*».

As t a b e l a s  2 , • 3 ,  ̂ e 5 mo s t r a m as  a v a l i a ç õ e s  q u a n t i t a t i ­

v a s  dos  p a r a m e t r o s  o s c i l a t ó r i o s  m i t o c o n d r i a i s  em p r e s e n ç a  de 

t r ê s  d i f e r e n t e s  e c r e s c e n t e s  c o n c e n t r a ç õ e s  de d r o g a s  a n t i - a r r í _ t  

m i c a s  ( PR ,  PM, I PRO e L I D O ) .  Sua a n a l i s e  d e m o n s t r a ,  que a l t e r a ­

ç õ e s  f í s i c o - q u T m i c a s  m i t o c o n d r i a i s  e s t i o  p r e s e n t e s  ao n f v e l  de 

e s t r u t u r a  e f u n ç ã o  da membrana e a t r a v é s  dos  8 p a r a m e t r o s  o s c i ­

l a t ó r i o s  m i t o c o n d r i a i s  t a b e l a s  2 , 3 , ^  e 5 ( a m p l i t u d e ,  f a t o r  de 

a m o r t e c i m e n t o ,  me i o  p e r í o d o ,  p e r í o d o  m é d i o ,  f r e q u ê n c i a ,  e q u i l í ­

b r i o ,  r e l a x a ç ã o  e numero  t o t a l  de mei o  c i c l o ) ,  p o d e - s e  o b s e r v a r  

as  s e g u i n t e s  a l t e r a ç õ e s :  a) aument o  do f a t o r  de a m o r t e c i m e n t o  

com c o n c o m i t a n t e  a ument o  do p e r í o d o  médi o  e a u me n t o  do e q u i l í ­

b r i o  e da r e l a x a ç ã o ;  b) d i m i n u i ç ã o  do numero de a m p l i t u d e , d o  n_ú 

mero de f r e q u ê n c i a  por  m i n u t o  (com a l t e r a ç ã o  da s  f r e q u ê n c i a s  no 

i n í c i o  e no f i n a l  do f en óme no  o s c i l a t ó r i o ,  e que também se . r e ­

f l e t e  numa f r e q u ê n c i a  méd i a  o b t i d a  a p a r t i r  do s  v a l o r e s  do p e ­

r í o d o  mé d i o )  e d i m i n u i ç ã o  do numero t o t a l  de me i o  c i c l o .  E s t a s  

a l t e r a ç õ e s  tem como c o n s e q u ê n c i a  a i n i b i ç ã o  t o t a l  d a s  o s c i l a ­

ç õ e s  l e v a n d o  a m i t o c õ n d r i a  p a r a  um e s t a d o  de S w e l l i n g  e x c e s s i v o  

como pode s e  o b s e r v a r  a t r a v é s  da s  f i g u r a s  5 , 6 , 7  e 8 . D i s t o  po -  

der-rse-ia i n f e r i r  que o c o r r e m  a l t e r a ç õ e s  e s t r u t u r a i s  ao n í v e l  da 

membrana m i t o c o n d r i a l  i n t e r n a  em f u n ç ã o  do tempo de o s c i l a ç ã o  e 

das  c o n c e n t r a ç õ e s  d a s  d r o g a s ,  t e n d o  em v i s t a  a d i m i n u i ç ã o  dos  

v a l o r e s  de f r e q u ê n c i a  ( i n i c i a l ,  méd i a  e f i n a l ) .  0 e s t a d o  de

S w e l l i n g  m a n t i d o  n e s t a  s i t u a ç ã o  é uma c o n s e q u ê n c i a  de a l t e r a ç ã o  

na p e r m e a b i l i d a d e  da membrana m i t o c o n d r i a l  i n t e r n a .  P o r t a n t o  a s  

t a b e l a s  2 , 3 , ^  e 5 s ã o  d e m o n s t r a t i v a s  das  a l t e r a ç õ e s  f í s i c o - q u í -  

m i c a s  da membrana  m i t o c o n d r i a l  i n t e r n a  c o n d i c i o n a d a s  ã i n t e r a ­

ção das  d r o g a s  na mesma.

Er a  de s e  e s p e r a r  na a n ã l i s e  da s  t a b e l a s  2 , 3 , 4  e 5 que 

a r e l a ç ã o ,  e q u i l í b r i o  e r e l a x a ç ã o  d e v e r i a m  a u m e n t a r ,  ã med i da  

que a c o n c e n t r a ç ã o  de d r o g a s  f o s s e  a u m e n t a d a ,  uma vez  que s e u s  

e f e i t o s  s o b r e  a membrana a l t e r a m  sua  o r g a n i z a ç ã o  e s t r u t u r a l  e 

como c o n s e q u ê n c i a  e s t a  t o r n a - s e  ma i s  d e f o r m a d a  e com menor  e 1 as_ 

t i c i d a d e .  Mas a i n i b i ç ã o  t o t a l  da r e l a x a ç ã o  s õ  f o i  v e r i f i c a d a  

com c o n c e n t r a ç õ e s  m u i t o  m a i o r e s  de d r o g a s  do que as  e x p r e s s a s  

nas  t a b e l a s  2 , 3 , ^  e 5). R e s u l t a d o s  de e q u i l í b r i o  e r e l a x a ç ã o  ( t a  

b e l a s  2 , 3 , ^  e 5) s ã o  d e m o n s t r a t i v o s  que a t é  uma d e t e r m i n a d a  con  

c e n t r a ç ã o  de d r o g a  hã uma a l t e r a ç ã o  de membrana ( t a l v e z  por  a u ­

mento de f 1u i d i c i d a  d e ) sem mu i t a  a l t e r a ç ã o  de s u a  e l a s t i c i d a d e .

R e s u l t a d o s  c o i n c i d e n t e s  em c o m p o r t a m e n t o  como:  a m p l i t u



de,  f a t o r  de a m o r t e c i m e n t o ,  me i o  p e r í o d o ,  p e r í o d o  mé d i o  , f r e q u ê n - 

c i a  e numero  t o t a l  de mei o  c i c l o ,  e em a l g u n s  p o n t o s  i g u a i s  aque  

l e s  o b t i d o s  nas  t a b e l a s  2 , 3 ,^ e 5 , q ua n do  a o x i d a ç ã o  do s u c c i n a -  

to f o i  a f o n t e  e n e r g i z a d o r a  do e s t a d o  o s c i l a t ó r i o  m i t o c o n d r i a l  , 

podem s e r  v i s t o s  c o m p a r a t i v a m e n t e  nas  t a b e l a s  6 , 7 , 8 e 9 em

s i s t e m a  o s c i l a t ó r i o  s u p o r t a d o  p e l o  ATP,  a t r a v é s  de um me c a n i s mo  

de h i d r ó l i s e  c o m p l e t a m e n t e  d i f e r e n t e  da o x i d a ç ã o  do s u b s t r a t o ,  

s e n d o  que,  a s  o s c i l a ç õ e s  i n d u z i d a s  por  ambas  a s  f o n t e s  de e n e r ­

g i a  s ã o  s i m i l a r e s  em c a r a t e r .  P o d e - s e  o b s e r v a r  a t r a v é s  da s  t a b e ­

l a s  6 , 7 j 8 e 9 q u e :  a)  d i m i n u i  o numero e a m p l i t u d e  d a s  o s c i l a

ç õ e s ,  d i m i n u i  a f r e q u ê n c i a  ( i n i c i a l ,  méd i a  e f i n a l ,  s e n d o  a ü 1 tj_ 

ma ma i s  c a r a c t e r í s t i c a )  e d i m i n u i  o numero  t o t a l  de meio c i c l o ;  b) 

aumenta  o f a t o r  de a m o r t e c i m e n t o  ( p a r a  um v a l o r  i n f i n i t o ) ,  aumen 

ta o mei o  p e r í o d o  e p e r í o d o  mé d i o ;  a s e m e l h a n ç a  do que o c o r r e  

quando  se  usa  o S u c c i n a t o  como f o n t e  de e n e r g i a  p a r a  o p r o c e s s o .  

Também como no c a s o  da s  t a b e l a s  2 , 3 , ^  e 5 a s  o s c i l a ç õ e s  s ã o  i n i ­

b i d a s  e um e s t a d o  de S w e l l i n g  ê i n s t a l a d o  r a p i d a m e n t e  em f u n ç ã o  

das  c o n c e n t r a ç õ e s  u s a d a s  dos  a n t i - a  r r í  tmi cos ( t a b e l a s  6 , 7 , 8 e

9) ,

C o n t r a r i a m e n t e  ao o b s e r v a d o  com o s u c c i n a t o  n o t a - s e  nas  

t a b e l a s  6 , 7 , 8 6 9 que hã uma queda  nos  v a l o r e s  de a m p l i t u d e  e

e q u i l í b r i o  e r e l a x a ç ã o .  Hã p o r t a n t o  na p r e s e n ç a  dos  ant i  - ar r í tmi  

c o s ,  uma i n i b i ç ã o  d a s  o s c i l a ç õ e s  s u p o r t a d a s  p e l a  h i d r ó l i s e  do 

ATP i n s t a l a n d o - s e  um e s t a d o  de S w e l l i n g  o q u a l  tem a s u a  a m p l i t j j  

de e v e l o c i d a d e  i n i b i d a s  c o n c o m i t a n t e me n t e  ao a u m e n t o  d a s  d r o ­

g a s .  N o t a - s e  a i n d a  n e s t a s  t a b e l a s ,  v a l o r e s  n u l o s  de r e l a x a ç ã o  iji 

d u z i d a  p e l a  O l i g o m i c i n a  que p o d e r i a m  e s t a r  r e l a c i o n a d o s  com mu­

d a n ç a s  c o n f o r m a c i o n a i s  e c o n f i g u r a c i o n a i s  da membr a na ,  d e s o r g a n i  

z a n d o - a  de t a l  f o r m a  que não hã ma i s  e n e r g i a  d i s p o n í v e l  p a r a  o 

p r o c e s s o  o s c i l a t ó r i o  e c o n s e q u e n t e m e n t e  não s e  pode  m a i s  o b s e r ­

v a r  a r e s p o s t a  da A T P a s e  ã O l i g o m i c i n a ,  embora  s e  n o t e  um p e q u e ­

no S w e l l i n g  m i t o c o n d r i a l ,  que o c o r r e  l o g o  a p ó s  o d e s e n c a d e a m e n t o  

do p r o c e s s o  de o s c i l a ç ã o ,  numa e t a p a  onde a membrana  p o s s a  a i n ­

da u t i l i z a r  a f o r ç a  p r õ t o n “mot ri z ( f i g u r a s  9 , 10,11  e 1 2 , t r a ç a d o  

D) .

Fenómenos  o s c i l a t ó r i o s  s i m i l a r e s  em c a r ã t e r  o b t i d o s  por  

d i f e r e n t e s  f o n t e s  de e n e r g i z a ç ã o  e s u b m e t i d o s  a d i f e r e n t e s  c o n ­

c e n t r a ç õ e s  de d r o g a s  a n t i - a r  rí tmi  cas , como m o s t r a m  as  f i g u r a s  5 , 

6 , 7  e 8 ( o x i d a ç ã o  do S u c c i n a t o )  e 9 , 1 0 , 1 1  e 12 ( h i d r ó l i s e  do

A T P ) ,  q ua n do  a n a l i z a d o s  q u a n t i t a t i v a m e n t e  ( t a b e l a s  2, 3, ^ , 5 , 6 , 7 ,
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8 e 9 ) ,  mo s t r a m  i n v e r s õ e s  de v a l o r e s  em d e t e r m i n a d o s  p á r â me -  

t r o s  ( e q u i l í b r i o  e r e l a x a ç ã o ) .  0 r e s u l t a d o  da a ç ã o  d e s s a s  d r o g a s  

têm um e f e i t o  ú n i c o  s o b r e  a membrana i n t e r n a  m i t o c o n d r i a  1 , embora  

h a j a  a l t e r a ç ã o  de t o d o s  os  p a r â m e t r o s  f T s i c o - q u T m i c o s , que e x ­

p r e s s a m  os  a c o n t e c i m e n t o s  de r e g u l a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  ao n í v e l  mo­

l e c u l a r .  Uma vez  a l t e r a d a  e s t a  r e g u l a ç ã o  por  uma a ç ã o  d i r e t a  s o ­

b r e  a membrana,  t o d a  a f u n ç ã o  m i t o c o n d r i a l  se  a l t e r a ,  de um modo 

d i f e r e n t e ,  p a r a  f e n ô me n o s  que a t e  e n t ã o  p a r e c i a m  s e r  i g u a i s  em 

c a r a c t e r í s t i c a s ,  mas não em r e s p o s t a  ao n í v e l  m o l e c u l a r ,  quando  

a n a l i z a d o s  e m o s t r a d o s  nas  t a b e l a s  2, 3, 5, 6, 7, 8 e 9.

A a d i ç ã o  d e . d r o g a s  a n t i - a r r í t m i c a s  ( PR,  PM, I PRO e L I D O )  

em d o i s  e s t ã g L o s  d i s t i n t o s  de o x i d a ç ã o  de s u b s t r a t o s ,  l e v o u  â 

o b t e n ç ã o  dos resul t ados  mostrados na t abel a  10 (parte A e B) sobre o swel ­

l i n g  e a contração dé mi tocondr i a energi zada por  d i f e r e n t e s  f o n t e s  de 

s u b s t r a t o s  em p r e s e n ç a  de um í o n  p e r m e a n t e  como o A c e t a t o  de S õ -  

d i o  ( N a A C ) .  Dados  p e r c e n t u a i s  c o r r e s p o n d e n t e s  ao  S w e l l i n g  a n t e s  

da o x i d a ç ã o  do g l u t a m a t o  m o s t r a m  q u a s e  100% a i n i b i ç ã o  d e s t e  p e ­

l o  propranolol  ( P R ) » não s e n d o  t ã o  a c e n t u a d o  a s s i m  no c a s o  dos  de_ 

mai s  â n t i - a r r í t m i cos e s t u d a d o s  (PM,  I PRO e L I D O ) ,  mas pode ' r s e r  

b a s t a n t e  s i g n i f i c a t i v o  no c a s o  da l i d o f l a z i n a  p o d e n d o  e s t e  c h e ­

g a r  a 52% q u a n d o  c o mp a r a d o  ao  p e r c e n t u a l  de a ç ã o  do c o n t r o l e  vis_ 

t o  na t a b e l a  '10 ( A ) ,  d u r a n t e  o S w e l l i n g  o b t i d o  p e l a  o x i d a ç ã o  do  

g l u t a m a t o .  A s e q u ê n c i a  de a d i ç ã o  da s  d e m a i s  f o n t e s  e n e r g i z a d o r a s  

( S u c c i n a  t o , NaASC + TMPD e ATP)  , m o s t r a  uma a l t e r a ç ã o  g e n e r a l i z a ­

da do S w e l l i n g ,  p od endo  t e r  p e r c e n t u a i s  de i n i b i ç ã o  bem mai s  a ­

c e n t u a d o s  como no c a s o  do a s c o r b a t o  + TMPD onde  e s t e  v a l o r  c h e g a  

a 80% com a l i d o f l a z i n a  q u a n d o  c o m p a r a d a  ao c o n t r o l e ,  em r e l a ç ã o  

ao S w e l l i n g  da s  o u t r a s  du a s  f o n t e s  de e n e r g i z a ç ã o  ( S u c c i n a t o  + 

A T P ) ,  c u j o s  v a l o r e s  de i n i b i ç ã o  as  v e z e s  s ã o  p o u c o  s i g n i f i c a t i ­

v o s  em r e l a ç ã o  ao  c o n t r o l e ,  c a i n d o  d e n t r o  de uma f a i x a  p e r c e n t u ­

al  de 10%, c o n s i d e r a d a  como v a r i a ç ã o  e x p e r i m e n t a l  e n t r e  as  d i f e ­

r e n t e s  d r o g a s  a n t i - a r r í t mi  cas s o b r e  o S w e l l i n g  m i t o c o n d r i a l ,  man­

t i d o  p e l a s  d i f e r e n t e s  f o n t e s  de o x i d a ç ã o  e h i d r ó l i s e  de s u b s t r a ­

t o s  ( G l u t a m a t o ,  S u c c i n a t o ,  TJaASC + TMPD e A T P ) .

O u t r o  p o n t o  a s a l i e n t a r  na t a b e l a  10 (A)  f o i  , m o s t r a d o  

p e l a  c o n t r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  o b t i d a  a p õ s  a o x i d a ç ã o  do g l u t a m a t o  

em s u b s t i t u i ç ã o  ã r o t e n o n a .  V a l o r e s  p e r c e n t u a i s  de 66% a 100% de 

r e v e r s ã o  do S w e l l i n g  m i t o c o n d r i a l  d i r i g i d o  p e l o  g l u t a m a t o  o b t e ­

v e - s e  por  a ç ã o  d i r e t a  d e s s e s  ant i - a r r í  tmi cos s u p o s t a m e n t e  em v i r ­

t u de  da 1 i p o f i  1 i c i d  a de s o b r e  a c o n f o r m a ç ã o  e s t r u t u r a l  da membra­
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na i n t e r n a  ou s o b r e  o c o m p l e x o  I ou s o b r e  a mb o s ,  r e s p o n s á v e l  p e ­

l a  i n t e g r i d a d e  e m a n u t e n ç ã o  do e s t a d o  de S w e l l i n g  em e q u i l í b r i o  

d i n â m i c o  e p e l a s  t r o c a s  i ô n i c a s  t r a n s m e m b r a n i c a s  s u s t e n t a d o r a s  

d e s s e  e s t a d o  i n t e g r a m e n t e  m o d i f i c a d o .  S i m i l a r m e n t e  a e s t e s  v a l o ­

r e s ,  p o d e - s e  v e r  na t a b e l a  10 (A)  o u t r o s  v a l o r e s  de c o n t r a ç ã o  do 

S w e l l i n g  s u p o r t a d o s  p e l o  S u c c i n a  to,NaASC + TMPD e ATP;  n o t a  - se  

que os  p e r c e n t u a i s  de c o n t r a ç ã o  s u p o r t a d o s  p e l o  NaASC+ TMPD s ã o  

em méd i a  ma i s  b a i x o s  que os  d e ma i s  v a l o r e s  de c o n t r a ç ã o  o b t i d o s  

p e l o s  d i f e r e n t e s  a n t i - a r r í t m i cos q u a n d o  c o m p a r a d o s  ao c o n t r o l e . P £  

d e - s e  n o t a r  na p r e s e n ç a  de propranolol  e i p r o v e r a t r i l  v a l o r e s  e s -  

t i m u l a t i v o s  de a t é  22% do p e r c e n t u a l  d e . c o n t r a ç ã o  e r e v e r s ã o  t o ­

t a l ,  em S w e l l i n g  m i t o c o n d r i a l  s u p o r t a d o  p e l a  h i d r ó l i s e  do ATP.

Os p e r c e n t u a i s  de c o n t r a ç ã o  e de S w e 1 1 i n g , m o s t r a  dos  na 

p a r t e  (B)  da t a b e l a  10 u s a n d o  g l u t a m a t o  na p r e s e n ç a  de t o d o s  os  

ant i -a rr ítmi c o s , s ã o  c o r r e s p o n d e n t e s  ao s  v a l o r e s  o b t i d o s  na p a r t e  

(A)  da t a b e l a  10 de S w e l l i n g  e c o n t r a ç ã o  do g l u t a m a t o  em c ompa r a  

ção  e n t r e  s i  e ao s  c o n t r o l e s  das  p a r t e s  A e B da t a b e l a  10.0bse_r  

v a - s e  uma: i n i b i ç ã o  do S w e l l i n g  e da c o n t r a ç ã o  a n t e s  da o x i d a ç ã o  

do g l u t a m a t o ,  e um p e r c e n t u a l  de r e v e r s ã o  t o t a l  e n t r e  a c o n t r a ­

ção  e o S w e l l i n g  a p ó s  a o x i d a ç ã o  do g l u t a m a t o  em s u b s t i t u i ç ã o  a 

r o t e n o n a .  Os demai  s v v a l o r e s  de c o n t r a ç ã o  e S w e l l i n g  da p a r t e  (B)  

e n e r g i z a d o s  p e l o  s u c c i n a  t o , NaASC + TMPD e ATP a p r e s e n t a m  a l t e r a ­

ç õ e s  p e r c e n t u a i s  qua n do  c o m p a r a d o s  ao c o n t r o l e .  Como na p a r t e  

( A ) ,  a c o n t r a ç ã o  e o S w e l l i n g  s u p o r t a d o s  p e l a  o x i d a ç ã o  do NaASC + 

TMPD na p a r t e  ( B ) ,  a t i n g e m  n í v e i s  b a s t a n t e  b a i x o s  p od endo  c h e ­

g a r  a v a l o r e s  z e r o  como no c a s o  do “S w e l l i n g 11 o b t i d o  em p r e s e n ç a  

da L i d o f l a z i n a  a d i c i o n a d a  a p ó s  a o x i d a ç ã o  do g l u t a m a t o  em s u b s t i  

t u i ç ã o  a r o t e n o n a .  V a l o r e s  de c o n t r a ç ã o  da p a r t e  (B)  q u a n d o  com­

p a r a d o s  a o s  v a l o r e s  de S w e l l i n g  da p a r t e  (A)  e v i c e - v e r s a  a p r e ­

s e n t a m com t o d a s  as  f o n t e s  de e n e r g i a ,  a l t e r a ç õ e s  ; p e r c e n t u a i  s 

que podem i r  d e s d e  p e q u e n a s  i n i b i ç õ e s ,  v a l o r e s  n u l o s  de a l t e r a ­

ç õ e s  a t é  v a l o r e s  p e r c e n t u a i s  c o n s i d e r a d o s  como p e q u e n o s  e s t í m u ­

l o s ,  d a n d o  uma d e m o n s t r a ç ã o  de que nem t u d o  a p r e s e n t a d o  pode s e r  

a n a l i z a d o  p o i s  a s  a l t e r a ç õ e s  do S w e l l i n g  e c o n t r a ç ã o  c a u s a d a s  pe 

l a  s o l u b i l i d a d e  d a s  d r o g a s  na membrana m i t o c o n d r i a l  e n e r g i z a d a  

ou não e s t ã  em f u n ç ã o  da c a r g a  da mesma.

D e m o n s t r a n d o  j ã  q u a l i t a t i v a m e n t e  na f i g u r a  2 2, e a g o r a  

q u a n t i t a t i v a m e n t e  na t a b e l a  10 ( p a r t e  A e JB) , o s  r e s u l t a d o s  p e r ­

c e n t u a i s  do 2 - 4  d i n i t r ò f e n o l  ( DN P) s o b r e  o S w e l l i n g  e a c o n t r a ­

ção  m i t o c o n d r i a l ,  mo s t r a m ( t a b e l a  10 ) v a l o r e s  n u l o s  de S w e l l i n g  

e c o n t r a ç ã o  c o m p a r a d o s  ao c o n t r o l e ,  p a r a  t o d a s  as  f o n t e s  e n e r g i -
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z a d o r s s  do S w e l l i n g  ( G l u t a m a t o ,  S uc c  i na t o  , NaASC + TMPD e ATP)adJ_  

c i o n a d o  a n t e s  da o x i d a ç ã o  do g l u t a m a t o .  As  d i f e r e n ç a s  o b t i d a s  

l o s  v a l o r e s  p e r c e n t u a i s  de S w e l l i n g  e c o n t r a ç ã o  dos  anti  - a r r í t m i - 

c o s  e s t u d a d o s  ( PR ,  PM, I PRO e L I D O ) ,  l e v a m a s u g e r i r  um c o m p o r t a  

mento m l t o c o n d r i a l  d i f e r e n t e  d a q u e l e  p r o d u z i d o  p e l o s  d e s a c o p l a d j o  

r es  c l á s s i c o s  como o DNP.  D e s s e s  r e s u l t a d o s  c o m p a r a t i v o s  d e m o n s ­

t r a d o s  na t a b è l a  10 e n t r e  ant i  - a r r í  tmi c o s , DNP e c o n t r o l e ,  se p o ­

de t e r  uma i d é i a  de que f e n ô me n o  como d e s a c o p 1ament o  rião é o me­

c a n i s m o  de a ç ã o  p r o d u z i d o  po r  e s s a s  d r o g a s ,  em f a c e  de que ,  embc) 

ra d e t e r i o r a d o ,  um m e c a n i s mo  de S w e l l i n g  e c o n t r a ç ã o  p e r s i s t e  , 

por que  a i n d a  e x i s t e  a m a n u t e n ç ã o  de um g r a d i e n t e  e 1e t r o q u Tmi c o  o 

que não ocorre com o DNP. Assim os  e f e i t o s  de membrana r o p r o d u z i d o s  

por  e s s a s  d r o g a s  l eva m a uma a l t e r a ç ã o  m o r f o - e s t r u t u r a 1 da mem­

b r a n a  m l t o c o n d r i a l  i n t e r n a  sem d i s s i p a r  t o t a l m e n t e  o g r a d i e n t e  

de p r ó t o n  e o t r a n s p o r t e  de s ó d i o  r e s p o n s á v e l  p e l o  e s t a d o  de 

S w e l l i n g  e c o n t r a ç ã o  m i t o c o n d r i a  1 .

Os e f e i t o s  p e r c e n t u a i s  s o b r e  a r e s p i r a ç ã o  d u r a n t e  o

S w e l l i n g  m i t o c o n d r i a l  s ã o  m o s t r a d o s  na tabel a 11.  N o t a - s e  que a 

a d i ç ã o  de a n t i - a r r í t m i c o s  a n t e s  ou d e p o i s  da o x i d a ç ã o  do g l u t a m ^  

t o  quando  e s t e  f o i  a f o n t e  e n e r g i z a d o r a  do s w e l l i n g ,  d e t e r m i n a  

a l t e r a ç õ e s  nos  v a l o r e s  p e r c e n t u a i s  da r e s p i r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  

quando  c o mp a r a d a  ao c o n t r o l e .  A l g u m a s  v e z e s  e s t e s  v a l o r e s  s ã o

pouco  s i g n i f i c a t i v o s  como no c a s o  do p r o p r a n o l o l .  O u t r a s  v e z e s  

tem ma i o r  s i g n i f i c a ç ã o  como m o s t r a d o  p a r a  o i p r o v e r a t r i 1, j u s t i ­

f i c a n d o  d e s s e  j e i t o  uma p equena  i n i b i ç ã o  da r e s p i r a ç ã o  q u a s e  que 

i n e x p r e s s i v a  q u a n d o  se c o mp a r a  e s t e s  v a l o r e s  a o s  p e r c e n t u a i s  o b ­

t i d o s  p e l o  DNP e e s t e  ao c o n t r o l e .

Os d o i s  v a l o r e s  de p e r c e n t u a i s  de r e s p i r a ç ã o  o b t i d o s  

com o g l u t a m a t o  a p ó s  a o x i d a ç ã o  do mesmo qu a n d o  t a i s  d r o g a s  f o ­

ram a d i c i o n a d a s  em s u b s t i t u i ç ã o  a r o t e n o n a ,  s ã o  r e s u l t a n t e s  da 

a l t e r a ç ã o  d e s t a  v e l o c i d a d e  r e s p i r a t ó r i a ,  em r e l a ç ã o  ao c o n t r o J e  

( f i g u r a  1 6 ) ,  e com a v e l o c i d a d e  r e s p i r a t ó r i a  do g l u t a m a t o ,  no e £  

s a i o  e x p e r i m e n t a l  com as  d r o g a s  ( F i g u r a s  17,  18,  19 e 20 d i r è l -  

t a ) ,  c u j o s  v a l o r e s  r e s p i r a t ó r i o s  s ã o  b a s t a n t e  p r ó x i m o s  e n t r e  s i  

e e n t r e  os  v a l o r e s  p e r c e n t u a i s  o b t i d o s  p e l a  a d i ç ã o  de d r o g a s  a n ­

t e s  da o x i d a ç ã o  do g l u t a m a t o ,  q u a n d o  e s t e  f o i  a f o n t e  e n e r g i  zado  

r a .  V a l o r e s  r e s p i r a t ó r i o s  a c i m a  de 100% podem também s e r  v i s t o s  

na t a b e l a  1 1 , q u a n d o  o s u c c i n a t o  e NaASC+TMPD f o r a m  a f o n t e  de e ­

n e r g i a ;  e s t e s  v a l o r e s  s ã o  ma i s  e x p r e s s i v o s  com o NaASC+TMPD q u a n ­

do as  d r o g a s  a n t  i - a r r í t m i c a s  f o r a m  a d i c i o n a d a s  a n t e s  da o x i d a ­

ção  do g l u t a m a t o  embor a  também o c o r r a  a p ó s  a o x i d a ç ã o  do mesmo,
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c a r a c t e r i z a n d o  d e s s e  j e i t o  um p o s s í v e l  e s t í m u l o  r e s p i r a t ó r i o  b a £  

t a n t e  s i m i l a r  a q u e l e  o b t i d o  com o DNP na t a b e l a  11..

Embora  na t a b e l a  11, os  r e s u l t a d o s  p e r c e n t u a i s  da resp_i_ 

r a ç i o  s o b r e  a ç ã o  de a n t i - a r r í t m i c o s  da r em a i m p r e s s ã o  de i g u a l d £  

de de f en óme no  o b t i d o  com os  v a l o r e s  de DNP,  p o d e - s e  c h e g a r  a 

c o n c l u s ã o  de que e s t e s  f e n ó me n o s  s ã o  d i s t i n t o s  ao n í v e l  m o l e c u ­

l a r .  A i n i b i ç ã o  da r e s p i r a ç ã o  do g l u t a m a t o  p e l o  DNP a n t e s  e d e ­

p o i s  da o x i d a ç ã o  do mesmo,  se d e v e  ã q u e b r a  do p o t e n c i a l  de a ç ã o  

da membrana m i t o c o n d r i a l  c u j o  t r a n s p o r t e  de s u b s t r a t o  ( G l u t a m a ­

to )  é d e p e n d e n t e  d e s t e  p o t e n c i a l ,  l e v a n d o  d e s t e  j e i t o  a i n i b i ç ã o  

da r e s p i r a ç ã o  por  d e f i c i ê n c i a  de s u b s t r a t o .  0 e s t í m u l o  r e s p i r a ­

t ó r i o  com o s ucc  i na to e NaASC+ TMPD embor a  p e q u e n o ,  e x p l i c a - s e  a -  

t r a v ê s  da t e n t a t i v a  m i t o c o n d r i a l  de r e p o r  o g r a d i e n t e  de p r ó t o n ,  

c o n t i n u a m e n t e  q u e b r a d o  p e l o . e f e i t o  d e s a c o p l a n t e  do DNP,  e s t i m u ­

l a n d o  d e s s e  j e i t o  a v e l o c i d a d e  r e s p i r a t ó r i a  m i t o c o n d r i a l .

Jã os  r e s u l t a d o s  o b t i d o s  com os  a n t i - a r r í t m i c o s  ( t a b e l a  

1 1) ]|5vam a crer  que t a i s  e f e i t o s  de i n i b i ç ã o  s o b r e  a r e s p i r a ç ã o  

s ã o  a c o n s e q u ê n c i a  da a ç ã o  d e s s a s  d r o g a s  s o b r e  a membrana m i t o ­

c o n d r i a l ,  a l t e r a n d o  s ua  e s t r u t u r a  c o n f o r m a c i o n a  1 e i n i b i n d o  o 

c o mp l e x o  I ou a g i n d o  d i r e t a m e n t e  s o b r e  o p r ó p r i o  c o m p l e x o  1 ou 

ambos  f e n ó m e n o s ,  em f a c e  de que , c a r g a s  ao  n í v e l  de membranas  

podem também s e r  a l t e r a d a s  m o d u l a n d o  n e g a t i v a m e n t e  o mec a n i s mo  

de r e s p i r a ç ã o  do c o m p l e x o  I .  A s s i m  a s  a l t e r a ç õ e s  de c a r g a s  da 

membrana m i t o c o n d r i a l  e a mudança  c o n f o r m a c i o n a  1 , pode também mo 

d u l a r  p o s i t i v a m e n t e  e o c i t o c r o m o  £ ,  a u m e n t a n d o  o s eu  " TURNOVER  

NUMBER"  e s e n d o  a c a u s a ,  a s  v e z e s  do e s t í m u l o  r e s p i r a t ó r i o  do suc 

c i n a t o  e NaASC + TMPD,  s e n d o  e s t e  ú l t i m o  f a v o r e c i d o  em v i r t u d e  

de seu p o n t o  de e n t r a d a  de. o x i d a ç ã o  s e r  a t r a v é s  do c i t o c r o m o  c 

( t a b e l a  11).



TABELA 2 - Ava l ia ção  dos parâmetros o s c i l a t ó r i o s  m ito co n d r la i s  suportados  pe lo  Su cc in a to  em presença de NaAC como ion o s c i l a n t e  em função da con ­

centração de P rop rano lo l  ( P R ) .

PARÂMETRO OSC 1 LATÖRI0 AMPLITUDE 

(% T)

FATOR DE 

AMORTECIMENTO

MEIO PERfODO 

(SEG.)

PERfODO

MEDIO

(SEG.)

FREQUÊNCIA ( m i n .)
EQUILÍBRIO 

(% T)

RELAXAÇÃO 

(% T)

N? TOTAL DE 

1/2 CICLOSi CONCENTRAÇÃO OA DROGA 

(pM/rg p rote ína ) INICIAL MÉDIO FINAL

’a )

j CONTROLE

1
1

a -  b - c - d 
1 6 , 4 - 5 , 7 - 1 , 4 - 0 , 2

g - h - j
1 5 , 0 - 3 , 4 - 0 , 6

a/b - b/c - c/d 
2,9 - M  - 7,0

g/h - h/j
M  - 5,7

o - p - q 
44 58 58

r -  s - t
52 52 40

101 0,59 0,59 0,65 M 6

i

1

!3) 8,6-

i

a -  b - c 
1 7 , 5 -6 ,3 - 1 , 4

g - h - j 
1 6 , 2 - 3 , 5 - 0 , 6

a/b - b/c
2,7 ** *4,5

g/h - h/j 
M  - 5,8

o - p - q
40 56 60

r - s
52 48

102 0,625 0,59 0,60 5,0 u §

j
!

,C) 20,0

a - b 
17,0 0,9

g -  j 
5 ,6  0,5

a/b -  q/h 
18,9 -  11,2

0 -  p - q 
44 60 52

104 0,58 0,58 0,29 10,2 7,1 3

■ 0) 57,0 a -  g

16,9 - 5,0

00 0
88 176 0,17 0,3** - 00 11,9 10,6 1

Cs va l o re s  acima apresentados  foram ob t id os  â p a r t i r  dos r e g i s t r o s  da FIGURA 5.'
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FIGURA 5 “ E f e i t o  do propranolol  (PR) sobre o sc i l a ç õ e s  do volume mitocondria l  
e oxidação do succ inato.  Propranolo l  fo i  ad ic ionado apõs o succina  
to.
A -  Contro le B - 8,6 yM de PR/mg de proteína

C -  20 yM de PR/mg de prote ína  D - 57 yM de PR/mg de proteína



TABELA 3 -  Av a l i a çã o  dos parâmetros o s c i l a t ó r i o s  mi tocondr i  ai s suportados  pelo S u cc in a t o  em presença de NaAC como íon o s c i l a n t e  em função da concejn

tração de Maleato de P e r e x i l i n e  (PM) .

* PARÂMETRO OSCILATÓRIO

CONCENTRAÇÃO DA DROGA 

{’jM/mç o'-otelna)

AMPLITUDE

{ %  T)

FATOR DE

AMORTECIMENTO

MEIO PERÍODO 

(SEG.)

PERÍODO

MÊDIO

(SEG.)

FREQUÊNCIA (MIN.)

iN IC IAL MÊDIO FINAL

EQUILÍBRIO 

U  T)

RELAXAÇSO 

U  T)

N° TOTAL DE 

1/2 CICLOS

: A)

CONTROL

a - b - c -  d 
1 7 ,6 -4 , 6 -1 ,2 -0 ,  4 

e g h
0,2 - 1 0 , 7 - 2 , 7
j . '< r

a/b - b/c - c/d 
3,8 - 3,8 - 3

d/e -  g/h 
2 -  4,0 

h/j - j /k  - k/l
0,8 - 0,2-0 ,1 3,4 - 4,0 - 2

a - b - c a/b - b/c
13,2-  4,4 - 0,6 3 - 7,3

g -  h - j g/h - h/j
10,5- 2,3 - 0,4 4,6 - 5,7

0 - p "  q
3^ -  38 - 30

r -  s - t
3^ -  26 - 28

u - v -  m
26 - 30 - 30

61,3 0,83 0,98 9,2 *».9 10

i 3) 0,56

o - p -  q
30 - 32 - 34

r -  s
34 - 28

63,2 0,97 0,95 0,97 3,6

' O  1,40

a - 'b
17,8 -  1,5

g - h 
7,5 0,7

a/b
11,9

g/h
10,7

o - p
32 -  50 

q
32

76 0,73 0,79 0,47 7,8 6 , 7

I D) 4,20 a - g
9 ,9  - 1,3

o
76

152 0,20 0,39 8, 6 6 , 9

5

3

Os v a l o re s  acima apresentados  foram ob t id o s  à p a r t i r  dos r e g i s t r o s  da FIGURA 6.



FIGURA

**3.

MINUTOS

6 - E f e i t o  do maleato de pe r ex i l i ne  (PM) sobre o s c i l a ções  do volume 
mi tocondr i a l  e oxi dação do succ i nato.  Maleato de per ex i l i ne  foi  a ­
d i c i onado apõs o succ i nato.

A - C o n t r o le  B - 0,56 yM de PM/mg de p ro te ín a
C -  1,A0 yM de PM/mg de p ro te ín a
D -  A , 20 yM de PM/mg de p r o te ín a



TABELA 4 -  A va l i a çã o  dos par imetros  o s c i l a t ó r i o s  mi tocond ri ai s suportados  peio Su cc in a t o  em presença de NaAC como ion o s c i l a n t e  em função da concen

t ração de i p r o v e r a t r i !  ( iPRO).

=»a r a .met ro  o s c i l a t ó r i o
AKPLI TUDE 

{% T)

FATOR DE 

AMORTECIMENTO

MEIO PERÍODO 

(SEG.)

PERÍODO

MEDIO

(SEG.)

FREQUÊNCIA (MIN.)
EQUILÍBRIO 

U  T)

RELAXAÇÃO 

U  T)

N? TOTAL DE 

1/2 CICLOSCCNCENTRAÇÍO OA DROGA 

iuM/mc oro te*na)
IN IC IAL MÉDIO Fl NAL

' A)

| CONTROLE

a - b - c - d 
1 1 , 8 -4 , 2 - 1 , 1 - 0 , 4

9 , 8 - 2 , 9 - 0 , 8 - 0 , 2  
g h j k

a/b b/c c/d 
2,8 3,8 2,7

g/h h/j j/k
3, A 3,6 4

o p q r
40 42 38 46

s t u
40 42 48

84,6 0,73 0,71 0,67 4 3,8 7

!

5 3) 7,0

a - b -  c 
11,8-3,0-0,3

6,0-1 ,3-0 ,2
g h j

a/b b/c
3,9 10

4,6 6,5
g/h h/j

o p q r 
34 28 36 38

24
s

64 0,97 0,34 0,97 7,2 6 ,7 5

!

; c) l i , 60

j

a b 
11,8 1,6

3,1 0,5
g h

a/b g/h 
7,4 6 ,2

o p q 
40 30 34

63,3 0,86 0,865 0,44 8,8 6 ,7 3

’ 46, 60

a g 
12,1 0,9 oo 0

88
176 0,17 0,34 -  OO 11,6 6 ,3 i

Os va lo res  acima apresentados  foram ob t id o s  à p a r t i r  dos r e g i s t r o s  da FIGURA 7.
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FIGURA 7 ” E f e i t o  do - i p r o v e r a t r i ] (IPRO) sobre o s c i l a çoes  do volume mi tocon-  
dr i a l  e oxidação do succ i nato.  I p r over a t r i l  foi  ad i c i onado após o 
succi  na t o .

A - C o n t ro le  B - 7,00 yM de IPRO/mg de p ro te ín a
C - 11,60 yM de IPRO/mg de p ro te ín a
D - A6,60 yM de IPRO/mg de p ro te ína



TABELA 5 - Ava l i a ção  dos parâmetros o s c i l a t ó r i o s  mitocondri  a i s  supor tados  pelo Suc c ína to  em presença de NaAC como i on o s c i l a n t e  em função da concen

traçao de L i d o f l a z i n a  ( L I D O ) .

! PARÂMETRO OSCILATÓRIO
1 AMPLITUDE 

(% T)

FATOR DE 

AMORTECIMENTO

MEIO PERÍODO 

(SEG.)

PERÍODO

MEDíO

(SEG.)

FREQUÊNCIA (MIN.)
EQUILÍBRIO 

U  T)

RELAXAÇÃO 

( *  T )

N? TOTAL DE 

1/2 CICLOS! CONCENTRAÇÃO DA DROGA 

! íyK/mg prote ína )
IN IC IAL MED 10 F i NAL

1

I a )

j CONTROLE

a b c d 
1 3 ,9 -5 ,8 -1 ,2 -0 ,6

12,3 3,1 0,6 
g h j

a/b b/c c/d 
2,4 4,8 2

4 5,2 
g/h h/j

o p q r 
44 42 56 56

60 44 
s t

100,7 0,70 0,595 0,58 5,6 5 , 4 6

l

B) 0 , 8 0

*
1

a b c
12,6 4,9 0, *4

9,7 1,9 0,3 
g  h j

a/b b/c 
2,6 12,2

5,1 6 ,3  
g/h h/j

0 p q r 
26 38 42 44

38
s

75,2 0,94 0,80 0,73 6 , 1 5 , 8 5

j

jc) 3,20

j

a b 
1 4 , 2  1 , 8

5 , 6  0 , 7

9 6

a/b g/h 
7,9 8

0 p q 
30 36 50

77,3 0,91 0,78 0,30 9 , 3 9 3

. 0) 16,00
1

a b h 
13,6 2,2 0,9

a/b
6 , 2

0  p

64 96 160 0,375

i

0,375 -  CO 1 2 , 4 1 2 , 1 2

Os va lo re s  acima apresentados  foram o b t id o s  ã p a r t i r  dos r e g i s t r o s  da FIGURA 8.



FIGURA

**7.

MINUTOS

• - E f e i t o  da l i d o f l a z i n a  (LIDO) sobre o s c i l a ç oes  do volume mi tocon-  
dr i a l  e oxidação do succ i nato.  L i do f l a z i na  foi  adi c i onada após o 
succi  nato.

A -  C o n t r o le  B -  0,80 yM de LIDO/mg de p ro te ína
C -  3,20 yM de LIDO/mg de p ro te ín a
D -  16,00 yM de LIDO/mg de p r o te ín a



TABELA 6 -  A v a l i a ç i o  dos parâmetros o s c i l a t ó r i o s  mit o c o n d r i a i s  supor tados  pela h i d r ó l i s e  do ATP em presença de NaAC como ion o s c i l a n t e  em função da

concentração de P roprano lol  ( P R ) .

i
! PARÂMETRO OSCI LATÓRIO AMPLITUDE FATOR DE MEIO PERfODO

PERfODO FREQUÊNCIA (MIN.)
EQUILÍBRIO 

{% T)

RELAXAÇÃO 

U  T)-

N? TOTAL DE

! CONCENTRAÇÃO DA DROGA 

ruv/mc orotelna )

{% T) AMORTECIMENTO ,(SEG.)
MEDI 0 

(SEG.) IN IC IAL MÊDI0 FINAL
1/2 CICLOS

; AJ

• CONTROLE 

i

a b c 
14,2 - 2,8 -0 ,2

8 ,4 0,8 0,1 
g h

a/b b/c 
5,1 14

10,5 8 
j

o p q 
44 50 42

40 40 
r s

86,4 0,64 0,69 0,75 8,2 3,7 5

i
1
1

i
í g )
1 14,30

1

a b g 
12,4 0,3 2,6 a/b

41,3
o p

48 50 98 0,61 0,61 -  oo 7,8 3,4 2

t

iC) 28,60

i

a g 
9,9 6,6 CO

o
56 112 0,27 0,535 -  00 3,3 3 1

A4.00 a g ! 
9,3 8,9

00 0
66 132 0,23 0,45 — oo 1 1 1

Cs va ! o " e s  acima apresentados  foram ob t id o s  ã p a r t i r  dos r e g i s t r o s  da FIGURA 9.
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FIGURA 9

M INUTO S

- E f e i t o  do propranolol  (PR) sobre osc i l ações  do volume mi tocondr i a l  
energi zado pela h i d r ó l i s e  do ATP. Propranolol  foi  ad i c i onado  após 
o acetato  de sódi o  (NaAc. ) .

A -  C o n t r o le  B -  14,30 pM de PR/mg de pro te fna
C -  28,60 pM de PR/mg de p ro te ín a
D -  44,00 pM de PR/mg de p ro te ín a



TASELA 7 - Av a l i a çã o  dos parâmetros o s c i l a t ó r i o s  m i t o c on d r í a i s  suportados  pela h i d r ó l i s e  do ATP em presença de NaAC como ion o s c i l a n t e  em função da

concentração de Maleato de P e r e x i l i n e  (PM) .

........ "■............. ..... —
! PA RA METRO OSCILATÓRIO
( AMPLITUDE

{% T)

FATOR DE 

AMORTECIMENTO

MEIO PERÍODO 

(SEG.)

PERÍODO 

MED 10 

(SEG.)

FREQUÊNCIA (MIN.)
EQUI LÍBRI  0 

(% T)

RELAXAÇÃO

(% D

N? TOTAL DE 

1/2 CICLOSCONCENTRAÇÃO OA DROGA 

(pM/rrç prote ína )
IN IC IAL m£d i o FINAL

A)

' CONTROLE
i
i

a b c 
14,3 2,8 0,2

8,4 0,8 0,2 
g h j

a/b b/c 
5,1 1**

10,5
g/h h/j

0 p q -r 
42 56 42 40

30
s

84 0,61 0,71 0,86 8,2 3,8 5

3) i . 1*0

f

a g 
13,2 9,0

00
0

82 164 0,18 0,365 -  OO M 3,8 1

i c )  2 >80

a g 
11,6 6,2 00 0

36
192 0,17 0,31 - <X> 5,4 5 1

'D )  A , 20
I

a g 
2,7 1,6

00 0
108

216 0,14 0,28 — OO 1,2 0 1

Os va lo re s  acima apresentados  foram ob t id os  ã p a r t i r  dos r e g i s t r o s  da FIGURA 10.
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FIGURA 10

MINUTOS

E f e i t o  do maleato de per ex i l i ne  (PM) sobre o s c i l a ções  do volume 
mi tocondr i a l  energ i zado pela h i d r ó l i s e  de ATP. Maleato de perex i ­
l i ne f o i  ad i c i onado  após o acetato  de sódio (NaAc.) .

A - C o n t r o le  B - 1,40
C - 2,80 yM de PM/mg de p r o te ín a
D - 4,20 yM de PM/mg de p r o te ín a

yM de PM/mg de proteí na



TABELA 8 -  A va l i a çã o  dos par imet ros  o s c i l a t ó r i o s  mi tocond r i a i s supor tados  pela h i d r ó l i s e  ao ATP em presença do NaAC como ion o s c i l a n t e  em função da

da concentração de I p r o v e r a t r i l  ( IPRO).

; p a r Av E^RO OSC í LATÕRi 0
AMPLITUDE FATOR DE MEIO PERÍODO

PERÍODO FREQUÊNCIA (M IN. )
EQ U I L Í B R I O  

( %  T)

RELAXAÇÃO 

(% T)

N? TOTAL DE
' CCNCE\'~RAÇAO DA DROGA 

1 ”jM/ rç  oroteTna )

{ %  T) AMORTECIMENTO (SEG. )
MEDIO

(SEG.) I N I C I A L m Ed i o F INAL
1/2 CICLOS

.A)

’ CONTROLE

a b c  
14,2 2,4 0,2

8,4 0,8 0,2
g h j

a/b b/c 
6 12

10,5 4
g/h h/j

o p q r
h 0  52 h l  hG

36
s

86,4 0,65 0,69 0,73 8,3 3,3 5

.3) 5,30
I

a g
3,4 7,9

oo
o

60
120 0,25 0,50 -  00 1,5 1,5 1

C) 23,20

a g 
8,6 7,6 CO

0
88

176 0,17 0,34 • oo 1,3 1,3 1

46,40
a g
2 1,5

oo o
72

144 0,21 0,42 -  oo 0,6 0 1

Os va lo re s  acima apresentados  foram ob t id o s  ã p a r t i r  dos r e g i s t r o s  da FIGURA U *
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FIGURA 11

MINUTOS

E f e i t o  do i p r o v e r a t r i l  ( IPRO) sobre o s c i l a ç ões  do volume mi tocon-  
dr i a l  energi zado pela h i d r ó l i s e  do ATP. I p r ov e r a t r i l  foi  adi c i ona  
do apõs o acetato  de sõdi o  (NaAc. ) .

A -  C on t ro le  B - 9,30 pM de IPRO/mg de p r o te ína
C - 2 3 , 2 0  yM de IPRO/mg de p r o te ín a
D -  A6,A0 yM de IPRO/mg de p r o te ín a



TABELA 9 ~ Ava l i ação  dos parâmetros o s c i l a t ó r i o s  m í t oc on d r í a i s  supor tados  pela h i d r ó l i s e  do ATP em presença do NaAC como ion o s c i l a n t e  em funçao

da concentração de L i d o f l a z i n a  (LIDO).

PARÂMETRO OSCILATÓRIO AMPLITUDE FATOR DE MEIO PERrODO
p e r Todo FREQUÊNCIA (MIN.)

EQUILÍBRIO 

(% T)

RELAXAÇÃO 

(% T)

N? TOTAL DE 

1/2 CICLOSCONCENTRAÇÃO' da droga  

v u M / n a  oroteTna)

{% T) AMORTECIMENTO (SEG.)
m e d i o

(SEG.) IN IC IAL MÉDIO F 1 NAL

A)

CONTROLE

a b c  
14,3 2,8 0,3

8,3 0,8 0,2 
g h j

a/b b/c 
5,1 9,3

10,4 4 
g/h h/j

o p q r 
42 50 kk k l

30
s

83,2 0,65 0,72 0,83 8,2 3,6 5

3) 3,20

a g 
11,7 4

CO 0
60

120 0,25 0,50 -  oo 5,2 2,4 1

C) 8,00
a g 

10,4 9,8
oo 0

Sk
188 0,16 0,32 -  CO 0,6 1

16,00 3 g 
3,4  2,9

00 0
70

140 0,21 0,43 -  OO 0,5 0 1

Cs va lo res  acima apresentados  foram ob t id os  ã p a r t i r  dos r e g i s t r o s  da FIGURA 12.



55 .

MINUTOS

FIGURA 12 - E f e i t o  da l i d o f l a z i n a  (LIDO) sobre o s c i l a ç õe s  do volume mitocon-  
d r i a l  energi zado pela h i d r ó l i s e  de ATP. L i d o f l a z i n a  foi  a d i c i ona ­
da após o acetato  de sódio (NaAc. ) -

A -  Con t ro le  B -  3,20 yM de LIDO/mg de p r o te ína
C -  8,00 yM de LIDO/mg de p r o te ín a
D -  16,00 yM de LIDO/mg de p r o te ín a
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FIGURA 13 ~ P lo te  mostrando a i n i b i ç ã o  do numero de 1/2 c i c l o s  t o t a i s  a d i f e ­
rentes concent rações  dos a n t i ~ a r r f t m i cos (PR, PH, IPRO E L I D 0 ) , s £  
bre o estado  o s c i l a t ó r i o  do volume mi tocond r i a 1, supor  Lado peia 
ox idação  do s u c c i n a t o  e em presença de Na^AC.

© - media dos 1/2 c i c l o s  t o t a i s  dos exper imentos  normai s.
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- P lote  mostrando a i n i b i ç ã o  do numero de 1/2 c i c l o s  t o t a i s  a d i f e ­
rentes concent rações  dos ant i - a r r í  tmicos (PR, PH, f PRO e L ! DO) ,sc) 
bre o estado o s c i l a t ó r i o  do volume m i to cond r ia  1, suportado  pela 
h i d r ó l i s e  do ATP e em presença de Na*- AC.

® - média dos 1/2 c i c l o s  t o t a i s  dos exper imentos  normai s .
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LO q b

FIGURA 15 “ P lo te  mostrando a i n i b i ç ã o  do consumo de o x i g ê n i o  a d i fe ren te s  
concent rações  dos a n t i - a r r Ttmicos (PR, PM, IPRO e LIDO), sobre a 
r e s p i r a ç ã o  m i to cond r ia l  durante  o e s tado  o s c i l a t õ r i o ,  suportado 
pela o x idação  do s u c c i n a t o  e em presença de Na+ AC.

a - media das r e s p i r a ç õ e s  dos exper imentos  normai s .
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FIGURA 16 -  Dependência de e ne rg i a  do " s w e l l i n g "  m i t o c o n d r i a l . 

S i s tema - Con t ro le .
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F I GURA
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MINUTOS

17 - E f e i t o  do p r o p r a n o l o l  ( PR)  s o b r e  a d e p e n d ê n c i a  de e ­

n e r g i a  do ‘‘s w e l l i n g 11 mi t o c o n d r  i a l  , 0 PR f o i  usado na 

c o n c e n t r a ç ã o  de 4 3 , 0 0  yM/ mg  de p r o t e í n a .

E s q u e r d a  - p r o p r a n o l o l  f o i  a d i c i o n a d o  ao s i s t e m a  a n ­

t e s  do a c e t a t o  de s ó d i o  ( N a A c . ) .

D i r e i t a  - p r o p r a n o l o l  f o i  a d i c i o n a d o  ao s i s t e m a  a ­

pós  o g l u t a m a t o .



F I GURA

6 I .

18 ” E f e i t o  do m a l e a t o  de p e r ex i l i ne  (PM)  s õ b r e  a dependen  

c i a  de e n e r g i a  do " s w e l l i n g "  m i t o c o n d r i a  1 . Ma 1e a t o  de 

p e r e x i l i n e  f o i  u s a d o  na c o n c e n t r a ç ã o  de ^ , 2 0  yM/mg  

de p r o t e f n a .

E s q u e r d a  - m a l e a t o  de p e r e x i l i n e  f o i  a d i c i o n a d o  ao  

s i s t e m a  a n t e s  do a c e t a t o  de s ó d i o  ( N a A c . )  

D i r e i t a  -  m a l e a t o  de PM f o i  a d i c i o n a d o  ao  s i s t e m a  a ­

pós  o g 1utama t o .
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F I GURA 19 ~ E f e i t o  do i p r o v e r a t r i l  ( I P R O )  s o b r e  a d e p e n d ê n c i a  de 

e n e r g i a  do " s w e l l i n g "  m i t o c ond  r i a 1 . I p r o v e r a t r i l  f o i  

u s a d o  na c o n c e n t r a ç ã o  de b j , 0  y M / m g  de p r o t e í n a .  

E s q u e r d a  - i p r o v e r a t r i l  f o i  a d i c i o n a d o  ao s i s t e m a  an 

t e s  do a c e t a t o  de s ó d i o  ( N a A c . ) .

D i r e i t a  - i p r o v e r a t r i l  f o i  a d i c i o n a d o  ao s i s t e m a  a -  

põs  o g 1utama t o .
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MINUTOS

F I GURA  20 - E f e i t o  da l i d o f l a z i n a  ( L I D O )  s o b r e  a d e p e n d ê n c i a  de 

e n e r g i a  do " s w e l l i n g 11 m i t o c o n d  r i a 1 . L i d o f l a z i n a  f o i  

u s a d a  na c o n c e n t r a ç ã o  de 16 , 00  yM/ mg  de p r o t e í n a .  

E s q u e r d a  - l i d o f l a z i n a  f o i  a d i c i o n a d a  ao s i s t e m a  a n ­

t e s  do a c e t a t o  de s õ d i o  ( N a A c . ) .

D i r e i t a  - l i d o f l a z i n a  f o i  a d i c i o n a d a  ao s i s t e m a  após  

o g 1utama t o .



F i GURA D e p e n d ê n c i a  de e n e r g i a  do " s w e l l i n g "  rai t o c o n d r  

S i s t e m a  -  C o n t r o l e .
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F I GURA  2 2 ~ E f e i t o  do 2 ~ ^ ~ d  i ni  t r o f e n o l  ( D N P ) s o b r e  a de p e n d e n “’ 

c i a  de e n e r g i a  do ,,s w e l l i n y M rui t o c o n d r  i a 1 , 2 - 4 - d i n i -

t r o f e n o l  f o i  u s a d o  na c o n c e n t r a ç ã o  de 26 pM/mg de 

p r o t e í n a .

E s q u e r d a  - 2 ~ ^ ~ d i n i t r o f e n o l  f o i  a d i c i o n a d o  ao  s i s t e ­

ma a n t e s  do a c e t a t o  de s o d i o  ( N a A C ) .  

D i r e i t a  - 2 -  k -d i n i t r o  f e no  1 f o i  a d i c i o n a d o  ao  s i s t e m a  

a p o s  o g l u l a m a t o .
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FI GURA 23 - Efei  to do propranolol  (PR) , do maleato de perexi  1 i ne (PM) , do _i_ 
pr ov er a t r i l  (I PRO) e da l i d o f l a z i n a  (LIDO) sobre os espect ros  
de absorção das bandas a e 3 do ci tocromo b e C! dos comple­
xos I -  I I  e I I I .

Esquerda - Reduzido com NADH + H .
1 - D i t i o n i t o  de sódi o  (I^^SaOt,) 2
3 - N - N- d i met i 1formamida (50X) A
5 - Rotenona (5 yM) 6
7 - PM (1,05 mM) 8
9 - LI DO (1,20 mM)

.+
NADH + H ‘ (0,A0 mM) 
pCMS (0,60 mM)
PR (10,70 mM)
I PRO (1,75 mM)

D i r e i t a  - Reduzido com succinato.
1 - D i t i o n i t o  de s o d io  (Na2S20i+) 2
3 - N - N - d im e t i 1formamida (50A) b
5 - PM ( 1 , 05  mM) 6
7 - Li DO (1,20 mM) 8

Succ i nato  de sodio (10900 
PR (10,70 mM)
I PRO (1 ,75 mM) 
pCMS (0,60 mM)



TABELA 10 - E f e i t o  do percentua l  de ação dos a n t i - a r r f t m i cos sobre a ampl i tude e a cont ração do s w e l l i n g  mitocondr ia l  suportados  pela  ox idação do g l u -

tamato, succi  nato, N'aAS C + TMPD e h i d r ó l i s e  do ATP como fonte de energ ia  em presença de aceta to de só d io  (NaAC) „

Proprano lo l

(PR)

Malepto de p e r e x i l i n e  

(PM)

1 prove rat  ri 1 

( I PRO)

Li d o f1az ina 

(LI DO)

2 -4-Di  ni t ro feno l  

(DNP)

Subst  ra 
tos

Controle

Adição an 
tes da o -  
xi aaçao 
do g l u t a ­
ma to

Ad ição após 
a ox idação 
do glutama- 
to em s u b s ­
t i t u i  ção da 
rotenona

Aaição an 
tes da o-  
xi dação 
do g l u t a -  
mato

Adi ção'  após 
a ox idação 
do g 1utama- 
tO' em subs -  
t i tui ção da 
rotenona

Adição an 
tes  da o- 
xi dação 
do g l u t a -  
ma to

Adição após 
a oxi dação 
do glutama- 
to em subsr  
t i tui ção da 
rotenona

Adiçao an 
tes da o- 
xi dação 
do g l u t a -  
ma to

Ad ição após 
a ox idaçao 
do glutama- 
to em subs -  
t i tui ção da 
rotenona

Adição an 
tes da o-  
xi dação 
do g l u t a -  
mato

Ad ição  após 
a ox idação 
do glutama-  
to em subs -  
t i t u i ç i o  da 
rotenona

A

G1utama 
to

Swe11i ng Contração Swe11i ng Cont raçao Swe11i ng Contração Swe11? ng Con t ração Swe11í ng Cont ração Sw e l1i ng Contração

100 100 6,2 100 66,1 66,7 72,8 72,8 48,2 83,9 0 89, *»

S ucci na 
to 100 100 93,3 86,8 86,1 78,7 7**,6 77,9 89,1 65, d 13,3

Na AS C 
+

IMPO
100 100 54,2 59,6 35,4 h0,k 56,3 51,9 20,8 26,9 0 0,0

ATP ; 100 100 81,6 10*i,1 57,2 83,7 71 ,*t 122,4 32,7 71, *t 0 63,6

B

G1utama 
to

Sont ração Swe11i ng Cont ração Swe11i ng Contração Swe11i ng Cont ração Swe11i ng Contração S w e l1 i ng Contração Swe11i ng

100 100 5,5 101 ,2 75,3 93,8 58,0 96,3 39,5 102,5 0 90,6

S ucc :na 
to 100 100 92,6 97 77,2 58,8 50,7 75,2 15,4 75,8 0 13,6

NaASC 

TMP D
100 100 67,3 35 , *t 46,1 3,3 *t6,l 12,5 25,0 0 0 0

ATP 100 100 81,6 106,1 65,3 75,5 67,3 110,2 14,3 57,2 0 83,3

Os va l o res  acima apr es en ta dos . foram obt idos  a p a r t i r  dos r e g i s t r o s  das f i g u r a s  16,17 ,18 ,19,20 ,21 e 22.



TABELA H  - E f e i t o  do percentual  de ação dos ant i  - a r r í  tmí cos sobre a re s p i ra ç ão  do s w e l l i n g  mitocondr ia l  suportado pela  ox idação do Glutamato, Succir>£

to e NaASC + TMPD como fonte de ene rg ia  em presença de Aceta to de Sód i o  (NaAC) .

P rop rano lo l  
(PR)

Maleato de p e r e x i l i n e  
(PM)

i p rovera t r-i 1 
( 1 PRO)

Li d o f 1az íná  
(LÎD0)

2 -4 -D i  ni t ro fenol  
(DNP)

S ub s t ra to s Cont role

Adição an 
tes ca o- 
xi dação 
do g l u t a ­
mato

Ad ição após 
a oxi dação 
do g!utama- 
to em subs -  
t i tui  rão da 
rotenona

Adi ção an 
tes da o-  
xi dação 
8o g l u t a ­
mato

Adiçao aoõs 
a oxi da ção 
8o g 1utama 
to em subs -  
t i tui ção da 
rotenona

Ad ição an 
tes da o-  
xi dação 
8o g l u t a ­
mato

Ad ição após 
a ox idação 
8o g 1utama- 
to em s u b s ­
t i t u i ç ã o  da 
rotenona

Adição an 
tes da o- 
xi dação 
8o g l u t a ­
mato

Adição após 
a ox idação 
do g 1utama- 
em s u b s t i ­
tu i ç ão  da 
rotenona

Ad ição an 
tes da o-  
xi dação 
8o g l u t a ­
mato

Adição após 
a ox idação 
do g lutama­
to em su bs ­
t i t u i  ção da 
rotenona

G1utamato i 00 .100 90 , 3 - 82 , 2 80,5 80 ,5 -73 , 3 61,0 70,7 -59 ,2 80,5 80,5 -80 ,5 21,6 21 , 6 -2 4 , 3

Succi  nato 100 134,1 106,1 110,9 106,1 110,9 95,1- 109,7 100 139,2 I 16,2

NâASC

TMPD
100 133,8 105,4 133,8 110,8 151,3 121,6 128,4 122,9 139,2 110,8

Os va lo re s  acima apresentados  foram ob t id os  a p a r t i r  dos r e g i s t r o s  das f i g u r a s  16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22.

6
8.



DISCUSSÃO

A g e n t e s  q u í m i c o s ,  como o s  a n t i - a r r í t m i c o s  a qu i  e s t u d a ­

d o s ,  p a r e c e m i n f l u e n c i a r  d i r e t a m e n t e  a o s c i l a ç ã o ,  s w e l l i n g  e a o -  

x i d a ç i o  de s u b s t r a t o s  N A D H ~ d e p e n d e n t e s  d u r a n t e  o e s t u d o  e s p e c t r a l  

dos  c o m p l e x o s  e n z i m ã t i c o s  m i t o c o n d r i a i s  . Com c a r a c t e r í s t i c a s  q u í ­

m i c a s  comuns ,  c o n t é m á t o mo s  de n i t r o g ê n i o  ( A m i n a s  t e r c i á r i a s ) ,  que 

f a c i l m e n t e  podem se t o r n a r  c a r r e g a d o s  p o s i t i v a m e n t e  e x i b i n d o  c a ­

r a c t e r í s t i c a s  l i p o f í l i c a s  e de p a r t i ç ã o  em á r e a s  h i d r o f ó b i c a s  de 

membranas  b i o l ó g i c a s ,  c o m p 1e x a n d o - se  com f o s f o  1 i p í d e o s  e p r o t e í ­

n a s  ( ^6 , 9^ , 97)  .

A s i s t e m á t i c a  u s a d a  n e s t e  t r a b a l h o  p a r a  o e s t u d o  dos coni 

p o s t o s  a n t i - a r r í t m i co s  ( PR,  PM, I PRO e L I DO)  d e s e n v o l v e u  uma nova  

l i n h a  de r a c i o c í n i o ,  a t r a v é s  da q u a l  se  p r o c u r o u  e s c l a r e c e r  o seu  

me c a n i s mo  de a ç ã o  a n í v e l  m o l e c u l a r .  I n i c i a l m e n t e  os  a n t i - a r r í tmj_ 

c o s  t i n h a m s e u s  e f e i t o s  c o m p a r a d o s  à q u e l e s  a g e n t e s  d e s a c o p 1a n t e s  

c l á s s i c o s  (DNP e F C C P ) ,  em v i r t u d e  de sua 1 i p o s s o 1ubi  1 i da  de . E n t r £  

t a n t o  a i n i b i ç ã o  da s  o s c i l a ç õ e s  e um e x c e s s i v o  s w e l l i n g ,  o b t i d o  

como c o n s e q u ê n c i a  da a n á l i s e  p a r a m é t r i c a  da s  a l t e r a ç õ e s  o s c i l a t ó ­

r i a s  mi t o c o n d  r i a i s m o s t r a d a s  nas  f i g u r a s  e t a b e l a s ,  d i f e r e m  tota_l_ 

mente das  c a u s a s  ( a u me n t o  do f a t o r  de a m o r t e c i m e n t o ,  da a m p l i t u d e  

e d i m i n u i ç ã o  do p e r í o d o  méd i o )  e c o n s e q u ê n c i a s  ( i n i b i ç ã o  t o t a l  da 

o s c i  1 a ç ã o ) o b t i d a s  , q u a n d o  DNP e FCCP f o r a m u s a d o s  em b a i x a s  c o n ­

c e n t r a ç õ e s  nos  e x p e r i m e n t o s  com s i s t e m a  o s c i l a t ó r i o  m i t o c o n d r i a l  

de f í g a d o  e c o r a ç ã o  i n i b i n d o  t o t a l m e n t e  as  o s c i l a ç õ e s  sem a p e r ­

ma n ê n c i a  de um e s t a d o  de s w e l l i n g  ( 2 8 ) .  E s t e  p r e c e d e n t e  c a u s a d o  

p e l o s  d e s a c o p 1 a d o r e s  c o n c o r d a  com a h i p ó t e s e  de uma r e d u ç ã o  no 

s u p r i m e n t o  de e n e r g i a ,  em v i r t u d e  da q u e b r a  do p o t e n c i a l  e l e t r o -  

q u í m i c o ,  que aument a  a p e r m e a b i l i d a d e  p a s s i v a  da membrana mi tocoj i  

d r i a l  p a r a  p r o t o n  (H + ) ao c o n t r á r i o  do que se p a s s a  com os  a n t i  - 

a r r í t m i c o s  que mantém um e s t a d o  de s w e l l i n g ,  s ó  p o s s í v e l ,  em v i r ­

t u d e  da p e r m a n ê n c i a  d e s s e  p o t e n c i a l ,  embor a  a p r e s e n t e  i n i b i ç ã o  das 

o s c i l a ç õ e s .

C o n t r a r i a m e n t e  a o s  d e s a c o p 1 a d o r e s  e m a i s  p r ó x i m o s  do me 

c a n i s m o  de a-ção dos  c á t i o n s ,  di  e t r i v a l e n t e s  como P b^ + e La^ + 

( 2 8 ) ,  os a n t i - a r r í t m i c o s  e s t u d a d o s  p o d e r i a m  l o c a l i z a r - s e  s o b r e  a 

membrana i n t e r n a  m i t o c o n d r i a l ,  l e v a n d o  ã e x p o s i ç ã o  de g r u p a m e n t o s  

a n i ô n i c o s  l i p í d i c o s ,  que c a r r e g a r - s e - i a m  p o s i t i v a m e n t e  ou com c á ­

t i o n s  di e m o n o v a l e n t e s  ou com H+ a t r a v é s  de s e u  n i t r o g ê n i o  t e r -



c i ã r i o .  Ambos  os  c a s o s  c o n t r i b u e m  p a r a  um a u me n t o  l í q u i d o  de c a r ­

g a s  p o s i t i v a s  na membrana m i t o c o n d r i a l ,  que p o d e r i a m  a u m e n t a r  a 

p e r m e a b i l i d a d e  p a r a  a n i o n s  ( 65)  e i n i b i r  a c o n d u t i b i l i d a d e  da mem 

b r a n a  p a r a  c ã t i o n s  mo no va 1 e n t e s  , i n c l u i n d o  p r o t o n s .  Como consequejn 

c i a  a o s c i l a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  s e r i a  i n i b i d a  e a p e r m a n ê n c i a  de um 

e x c e s s i v o  s w e l l i n g ,  p o d e r i a  s e r  d e v i d o  â i n i b i ç ã o  do t r a n s p o r t e  

t r a n s - m e m b r a n i c o  c i t a d o  a c i m a .  Os m e c a n i s m o s  o s c i l a t ó r i o s  d e s c r i ­

t o s  po r  GOOCH & PACKER (28)  q u a n d o  c ã t i o n s  di  e t r i v a l e n t e s  como
2+ 3+ ~ ~

Pb e La se l i g a m  a membrana  m i t o c o n d r i a l  e s a o  p o u c o  t r a n s p o £

t a d o s ,  podem l e v a r  a i n i b i ç ã o  t o t a l  da o s c i l a ç ã o  em f a c e  da s  a l t e  

r a ç õ e s  p a r a m é t r i c a s  o s c i l a t ó r i a s  como:  d i m i n u i ç ã o  da a m p l i t u d e ,  je

q u i l f b r i o  e um l e v e  a u me n t o  no p e r í o d o  com c o n s e q u e n t e  a u me n t o  do 

f a t o r  de a m o r t e c i m e n t o ;  os  r e s u l t a d o s  m o s t r a d a s  nas  t a b e l a s  6., 7,  

8 e 9 v i s u a l i z a m  uma p o s s i b i l i d a d e  de que o m e c a n i s m o  m o l e c u ­

l a r  d e s t a s  d r o g a s  s e j a  s e m e l h a n t e  ao d e s c r i t o  p o r  GOOCH & PACKER

(28)  p e r m a n e c e n d o  a i n d a  um s w e l l i n g  m i t o c o n d r i a l  que  p o d e r i a  t a m­

bém s e r  e x p l i c a d a  p e l a  h i p ó t e s e  de me c a n i s mo  a c i m a  p r o p o s t a .

Os t r a b a l h o s  de GOOCH & PACKER  ( 2 8 ) ,  WI KS TROM ( 1 1 9 ) ,  S E £
ii ii

PALA et  a l .  ( 97)  e CHANCE e t  a l .  ( 13)  mo s t r a m  e x c e s s i v o  MS w e l -  

1 i n g "  e a u me n t o  do a m o r t e c i m e n t o  ( i n i b i ç ã o  das  o s c i l a ç õ e s ) ,  s e m e ­

l h a n t e s  a q u e l e s  o b t i d o s  p a r a  os  a n t i - a r r í t m i c o s  a qu i  e s t u d a d o s  e 

ao s  e f e i t o s  p r o d u z i d o s  p e l a  a d i ç ã o  de Ca + + . P o r  o u t r o  l a d o ,  os  ani 

t i - a r r f t m i c o s  e s t u d a d o s  tem uma a ç ã o  i n v e r s a  d a q u e l a  o b s e r v a d a  em 

mi t o c ô n d r  i a s  i s o l a d a s  com EDTA;  q u a n d o  à uma s u s p e n s ã o  m i t o c o n d r j _  

al  o s c i l a n t e  r é a d i c i o n a d a  p e q u e n a  q u a n t i d a d e  de E D T A , ob t e m - s e  dji_ 

m i n u i ç ã o  do p e r í o d o  e do e q u i l í b r i o ,  e aument o  do f a t o r  a m o r t e c i ­

ment o ,  c o n t r a r i a n d o  a s s i m ,  os  r e s u l t a d o s  o b t i d o s  com a d i ç ã o  de 

C a + + ,. P r o p r a n o l o l  e m i t o c õ n d r i a  i s o l a d a  sem EDTA.  Uma h i p ó t e s e  de 

t r a b a l h o  s e r i a  a p o s s i b i l i d a d e  d e s t a s  d r o g a s  a n t i - a r r í t m i c a s  t e ­

rem e f e i t o  s e m e l h a n t e  ao m o s t r a d o  p o r  MELA ( 66 ,  6 7 ) ,  i s t o  é aumen 

t o  do c o ns umo  de c ã t i o n s  d i v a l e n t e s  ( C a + + ) s o l ú v e i s  no mei o  ou lj_ 

g a d o s  a membr ana .  As a l t e r a ç õ e s  p r o v o c a d a s  com a l t a s  c o n c e n t r a ­

ç õ e s  dos  a n t i - a r r í t m i c o s  s o b r e  a membrana m i t o c o n d r i a l ,  i n i b i n d o  

a f a s e  de c o n t r a ç ã o  e as  o s c i l a ç o e s ,  p o d e r i a m  l e v a r  i  p e r d a  da ca  

p a c i d a d e  e s t r u t u r a l  da membr ana ,  a l t e r a ç ã o  de s u a  c o n s t a n t e  e l ã s -  

t i c a ,  c o n f e r i n d o  p r o p r i e d a d e s  p l á s t i c a s  à membrana,  d e v i d o  ã s ua  

e x p a n s ã o  como r e s u l t a d o  d i r e t o  da f l u i d i c i d a d e  dos  l i p í d i o s , o que 

c a r a c t e r i z a r i a  um s w e l l i n g  m i t o c o n d r i a l  sem a r u p t u r a  da membrana.  

SEEMAN ( 95)  m o s t r o u  que  e r i t r ó c i t o s  eram p r o t e g i d o s  de h e m ó l i s e  

q u a n d o  c o l o c a d a s  em me i o  h i p o t ô n i c o  e s ob  a ç ã o  de v a r i a s  ; d r o g a s
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( neu  r o t  rõp  i c a s  , a n t i -  i n f 1 a ma t õ r i a s , a n e s t é s i c a s ,  d e t e r g e n t e s ,  acj_ 

do g r a x o ,  t r a n q u i l i z a n t e s ,  e t c . ) ;  a h e m ã c i a  s e  t r a n s f o r m a v a  em u ­

ma v e s í c u l a  i n c h a d a  d e v i d o  a p e r d a  de e l a s t i c i d a d e  de s u a  membra 

na que  não  m a i s  s e  c o n t r a i a .

A i n i b i ç ã o  da f a s e  de c o n t r a ç ã o ,  o b s e r v a d a  p e l a  ad ição  de 

o l i g o m i c i n a  ( F i g u r a s  9,  10,  11 e 1 2 ) ,  p a r e c e  e s t a r  l i g a d a  a p r o ­

p r i e d a d e  h i d r o f ó b i c a  do s  a n t  i - a r r  f tmi  c o s  t e s t a d o s ,  q u e  i s u f r u i r j _  

am e x p e r i m e n t a l m e n t e  da m em brana  m i t o c o n d r i a l ,  i n d u z i n d o  â d e s o r ­

g a n i z a ç ã o  de i n t e r a ç ã o  l i p í d i c a  e p r o t e i c a .  A s s i m ,  p o d e - s e  s u p o r  

que  os  a n t i - a r r f t m i c o s ,  em a l t a s  c o n c e n t r a ç õ e s ,  i n i b e m  o c o m p l e x o  

A T P ã s i c o  m i t o c o n d r i a l ,  p o r  a f e t a r e m  a q u e l a  i n t e r a ç ã o  na me mb r a n a .  

Os a n t i - a r r í t m i c o s  a l t e r a m  o c o m p l e x o  A T P ã s i c o ,  t o r n a n d o - o  i n s e n ­

s í v e l  ã i n i b i ç ã o  da o l i g o m i c i n a  na t r a n s f e r é n c i a  de  e n e r g i a ,  mu­

d a n d o  a p o s i ç ã o  r e l a t i v a  e a d i s t a n c i a  õtima ou mudando conformaciona 1 mente 

a s  u n i d a d e s  do c o m p l e x o  A T P ã s i c o  em c o n s e q u ê n c i a  da s  a l t e r a ­

ç õ e s  l i p í d i c a s  na me mb r a n a ,  s e m e l h a n t e m e n t e  ao m o s t r a d o  p o r  LENAZ  

e t  a 1 . ( 58 )  p a r a  o s  a n e s t é s i c o s  g e r a i s .

A r e l a ç ã o  e n t r e  a p o t ê n c i a  do a n t i - a r r f t m i c o  e e s t r u t u r a  

m o l e c u l a r ,  e s t a  c o r r e l a c i o n a d a  com a h a b i l i d a d e  p a r a  i n te r a g i r • c o m 

os  f o s f o  1 i p f d e o s  e p r o t e í n a s  da m em brana  m i t o c o n d r i a l  e a s u a  c a ­

p a c i d a d e  de i n i b i r  a o s c i l a ç ã o  do v o l u m e  e da r e s p i r a ç ã o ,  s u p o r t a

da p e l a  o x i d a ç ã o  do s u c c i n a t o  e h i d r ó l i s e  do A T P . Os r e s u l t a d o s  

o b t i d o s ,  e s t a o  d e m o n s t r a d o s  n a s  f i g u r a s  13?  1^ e 15,  com um p l o t e

l o g a r í t m i c o  da o s c i l a ç ã o  e da r e s p i r a ç ã o .  A a n a l i s e  d e t a l h a d a  s o ­

b r e  a e s t r u t u r a  m o l e c u l a r  d e s s e s  a n t i - a r r í t m i c o s , m o s t r a  q ue  s ã o  

c o n s t i t u í d o s  de:  a) um a n e l  a r o m ã t i c o  ( p o r ç ã o  l i p o f í l i c a ) ,  b) uma

c a d e i a  i n t e r m e d i a r i a  e,  c)  um g r u p o  a m i n o  ( p o r ç ã o  h i d r o f í l i c a ) .  De_s 

t a  f o r ma ,  p o d e - s e  t e r  g r a n d e  v a r i e d a d e  de d r o g a s  com m o d i f i c a ç ã o  

e s t r u t u r a l  d e s s e  m o d e l o  g e r a l ,  a p r e s e n t a n d o  m a i o r  ou  m en o r  h i d r o -  

f o b i c i d a d e  e c o n c o m i t a n t e m e n t e ,  d i f e r e n t e s  a f i n i d a d e s  e a t i v i d a ­

d e s ,  s o b r e  a e s t r u t u r a  e f u n ç ã o  da m em brana  m i t o c o n d r i a l ,  c o n f o r ­

me m o s t r a  a o r d e m de p o t ê n c i a  de a ç ã o  d o s  a n t i - a r r í t m i c o s  ( T a b e l a  

1 ) .  A c o r r e l a ç ã o  e n t r e  e s t r u t u r a  q u í m i c a  e a t i v i d a d e  f a r m a c o l ó g i ­

ca dos  a n e s t é s i c o s  l o c a i s  s o b r e  a m em brana  c e l u l a r ,  f o i  d i s c u t i d a

p o r  R Í T C H I E  e t  a 1 . ( 8 8 ) .  LENAZ  e t  a 1 . ( 5 9 )  m o s t r a r a m  que  g r a n d e

v a r i e d a d e  de a g e n t e s  e x t e r n o s ,  podem p e r t u r b a r  e m o d i f i c a r  a f 1 

d i c i d a d e  do s  l i p í d e o s  da me mb r a n a ,  e c o n s e q u e n t e m e n t e  s u a  f u n ç ã o ;  

b a s e a d o s  na e s t r u t u r a  q u í m i c a  e em s u a  c a p a c i d a d e  p a r a  a f e t a r  o 

e s t a d o  f í s i c o  do s  l i p í d e o s  da me mb r a n a ,  os  a u t o r e s ,  c l a s s i f i c a r a m  

a q u e l e s  a g e n t e s  em t r ê s  g r u p o s :  p o l a r e s ,  a n f i p ã t i c o s  e a p o i a r e s .
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D r o g a s  a n t i - a r r f t m i c a s , u s a d a s  como b l o q u e a d o r e s  3 - a d r e ~  

n é r g i c o s ,  a p a r e n t a m  t e r  a ç i o  como a n e s t é s i c o  l o c a l ;  p r o p r i e d a d e  es_ 

ta c a r a c t e r i z a d a  p e l a  s u a  n a t u r e z a  de* uma b a s e  l i p o f í l i c a ,  d e v i d o  

ao g r u p o  a m i n o  s e c u n d á r i o  na f o r m a  c a t i  o p i  ca  e pK v a r i a n d o  e n t r e  

8 , 0  a 9 , 5  ( 1 7 8 ) .  S E E MAN  ( 9 5 )  m o s t r o u  q u e  c o m p o s t o s  1 i p o s s o  1ü v e i s , 

com a ç ã o  a n e s t é s i c a  l o c a l ,  i n c l u i n d o  e n t r e  e l e s ,  o s  a n t i - a r r f t m i - 

c o s ,  devem e s s e  e f e i t o  ao b l o q u e i o  da p r o p a g a ç ã o  d o s  i m p u l s o s  nejr 

v o s o s ,  p e l a  a b o l i ç ã o  da c o r r e n t e  t r a n s i t ó r i a  de d e s p o l a r i z a ç ã o  no 

n e r v o  ou c é l u l a s  m u s c u l a r e s .  S o b  c e r t a s  c o n d i ç õ e s ,  os  a n e s t é s i c o s  

l o c a i s ,  r e l a c i o n a d o s  e s t r u t u r a l m e n t e  com os  a n t i - a r r í t m i  c o s ,  d i ­

mi nuem a p e r m e a b i l i d a d e  p a r a  o s  c ã t i o n s  m o n o v a l e n t e s  na d u p l a  c a ­

mada f o s f o l i p f d i c a  e l i p o s s o m a s ,  a l é m  de c o m p e t i r  com o s f t i o  de
~ -f* 'h

l i g a ç ã o  de f o n s  Ca ( 1 2 8 ) ,  podem e s t a b i l i a r  a m em brana  mi t o c o n -  

d r i a l  p r o v a v e l m e n t e  l i g a n d o - s e  a o s  f o s f o  1 i p f d e o s  ( 5 0 ,  8 1 ,  9 6 ) .  Em

m i t o c ô n d r i a ,  os  p r i n c i p a i s  f o s  f o  1 i p f d e o s  e n v o l v i d o s  na l i g a ç ã o  des_ 

s a s  d r o g a s , ; p o d e m  s e r  a c a r d i o l i p i n a  e a f o s f a t i l e t a n o l a m i n a .  A 

f e n o t i a z i n a  i n t e r a g e  f o r t e m e n t e  com a c a r d i o l i p i n a  ( 2 0 ) ,  qu e  tem 

d u a s  c a r g a s  n e g a t i v a s  p o r  m o l é c u l a  e é um d o s  m a i s  a b u n d a n t e s  com 

p o n e n t e s  f o s f o l i p f d i c o s  da m em brana  m i t o c o n d r i a l  i n t e r n a .  E s s e s  £  

g e n t e s ,  que  l i g a m  a m em brana  m i t o c o n d r i a l ,  podem  m u d a r  s u a s  p r o ­

p r i e d a d e s  e s t r u t u r a i s  p e l a  c o m b i n a ç ã o  com g r u p o s  f o s f o l i p f d i c o s  ca_r 

r e g a d o s  n e g a t i v a m e n t e »

FIGURA 2k - Modelo do mecanismo de formação do complexo ent re  fos f o i i p f d e o s  ã 
e idos  e a n e s t é s i c o  local  ( 25 ) .  0 n i t r o g é n i o  a romát i co  p o l a r  (+ 6) 
e os grupos  de n i t r o g é n i o  a l c a l i  t e r c i á r i o s  c a r regados  p o s i t i v a ­
mente da t e t r a c a i n a ,  e s t ã o  o r i e n t a do s  em d i r e çã o  aos grupos  f o s fa  
to i o n i za do s ,  ca r regados  negat ivamente de duas molécu las  de f o s f a  
t í di 1- s e r i n a . P o l a r í zação do a n e s t é s i c o ^ l o c a I , r e s u l t a  no des l oca
m e n t o  e l a í  r n n i  c  o  r»o i rs lT>mA He  m n  íi He  H u n  1 ^  l i  n  e r



73.

AZZI  ( 2 ) ,  demonst ra  e v i d ê n c i a s  de um r e a r r an jamento na 

d i s t r i b u i ç ã o  de carga  na membrana mi t o c ond r i a  1 , na t r a n s i ç ã o  do 

es tado  não en e r g i z a d o  para o e n e r g i z a d o  ( F i g u r a  2 5 ) . Desta forma, 

o aumento da l i g a ç ã o  de drogas  como o p r o p r a n o l o l  e a clorpromazj_
ii ti

na, demonst rado por  SEPPALA ( 9 8 ) em membrana m i t o c o n d r i a l  e n e r g i - 

zada,  f o r t a l e c e  o c o n c e i t o  de uma mudança na d i s t r i b u i ç ã o  de g r u ­

pos ca r r egados  na membrana m i t o c o n d r i a l ,  i n d uz i da  pe l a  ener g i a . Em
ii .

c o n t r a p a r t i d a ,  JARVI SALO ( 4 8 ) ,  propoe um aumento da aparente  cap_a 

c i dade tampão da membrana m i t o c o n d r i a l ,  i n d uz i da  pe l o  p r o p r a n o l o l ,  

dev i do  ao aumento do número de g rupos  t i t u l á v e i s ,  r e s u l t a n t e s  de 

um decrésc i mo  da a g r egação  dos f o s f o  1 i p f deos das membranas.

mexo ,m a t r i z
x
2
o
X
b

ÂTP
NADH

A s c o r b s t o  
i f í P D

m e i o

-L

2-3
0^0 J k£™ ” Jj

Oligomicina
H o t e n o n ?  
Â n Ü R i i c i n a  Â 
vow
DST o u  FCCP

m a t r i zIO

FIGURA 25 - Representação esquemática das trocas associadas com a conserva­
ção de energia na membrana mitocondrial.

0 diagrama da esquerda representa a membrana mitocondrial no es_ 
tado não energizado, As setas indicam a direção das transições. 
Números iguais indicam o inibidor da transição induzida por um 
certo substrato. AZZI (2).

Aparentemente,  o e f e i t o  dos a n t i - a r r f  tmi cos  t e s t a d o s ,  po
~  11 

dem ter  um mecani smo de ação semelhante  ao p r o p o s t o  por  JARVISALO

( 4 8 ), uma vez que as a l t e r a ç õ e s  de carga  na membrana “ não energ i  “*

zada“ para “e n e r g i z a d a "  ( 21 ) ,  f a c i l i t a m  a l i g a ç ã o  do n i t r o g ê n i o

q u a t e r n á r i o  dos a n t i - a r  r í t m i c o s  com os g rupos  f o s f o l i p f d i c o s  (car

regados  negat i vamente)  da membrana.

Como o p r o p r a n o l o l ,  os demais  a n t i - a r r f  t m i cos e s t udados ,  

podem a f e t a r  a f l u o r e s c ê n c i a  do ANS, do mesmo rnodo que e s t e s  a f e ­

tam as mudanças de volume, most rando que a c o n f i g u r a ç ã o  da membra 

na m i t o c o n d r i a l  ê e s t a b i l i z a d a  no “e s t ado  de a l t a  e n e r g i a “ (97) .

0 t o t a l  a mo r t e c i me n t o  na o s c i  l a ç ã o  da f l u o r e s c ê n c i a  do

ANS, cau sada  por  e s t e s  a n t i - a r  r í t m i c o s ,  r e p o r t a  um número de mu­

danças  nas p r o p r i e d a d e s  da membrana mi t ocond  r i a 1 , provavelmente re-
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sultantes da i n t e r a ç ã o  de s s e s  a n t i ~a r r f tm i cos com os f o s f o 1 i p f deos , 

que poderã a l t e r a r  a d i s t r i b u i ç ã o  de ca rga  da membrana, e causar  

perturbação da i n t e r f a s e  membrana/ãgua no seu i n t e r i o r  h i d r o f o b i c o ,  

e a l t e r a r  a e s t r u t u r a  da membrana mi t ocond r i a 1 . A i n i b i ç ã o  da con_ 

t r ação  m i t o c o n d r i a l  causada por  e s t e s  a n t i - a r r f t m i c o s ,  mostra a 

e s t a b i l i z a ç ã o  da membrana em um es tado  de e q u i l í b r i o  " e n e r g i  z a d o " , 

po s s i v e l men te  pela  a l t e r a ç a o  das p r o p r i e d a d e s  e s t r u t u r a i s  por com 

binação f o s f o l i p í d e o s  da membrana m i t o c o n d r i a l *  0 amor tec i  mento das 

o s c i l a ç o e s  ( i n i b i ç ã o )  pode ser  r e s u l t a n t e  do dec r é s c i mo  das f o r ­

ças e l á s t i c a s  da membrana expand i da  com uma i n i b i ç ã o  do e f l u x o  de 

íon e água e a permanência  de um e s t ado  de s w e l l i n g  em con sequên ­

c i a  da ação dos ant i  - a r r í t m i  cos  ( P R , PH, IPRO e L I DO) .

A i n i b i ç ã o  do e f l u x o  de c ã t i o n s  e a n i o n s ,  pode se r  uma 

causa s e c und á r i a ,  dev i do  a d i m i n u i ç ã o  na p e r meab i l i d ad e  para fons  

de h i d r o g ê n i o ,  e por  i s s o  r e t a r dando  o e q u i l í b r i o  dos g r a d i e n t e s  

i õ n i c o s ,  a t r a v é s  da membrana i n t e r n a ,  do mesmo modo que o m o s t r a ­

do para a n i g e r i c i n a ,  na o s c i l a ç ã o  do volume m i t o c o n d r i a l  em p r e ­

sença do p r o p r a n o l o l  ( 4 7 ).  Os d i f e r e n t e s  n í v e i s  de i n i b i ç ã o ,  da 

fase de r e l a xa ção ,  na p resença  des s e s  a n t i - a r r í t m i c o s , a medida 

que a sua concen t r ação  aumenta,  most ra  urna i n t e r a ç ã o  com a membra 

na m i t o c o n d r i a l ,  em ou t r o  n í v e l ,  que pode ser  chamado de e s t r u t u ­

ra 1 .

A s o l u b i l i d a d e  l i p í d i c a  do PR, PH, IPRO e LIDO, como p r i _n 

c i pa l  f a t o r  de i n f l u ê n c i a  s obre  a função b i oq u í m i c a  m i t o c o n d r i a l ,  

na o s c i l a ç ã o  amor tec i da  do volume m i t o c o n d r i a l ,  most ra  c o r r e l a ç a o  

s i m i l a r  com ou t r a s  s u b s t a n c i a s  1 ; po s s o  1uv e i s  e s t u d a da s .  HENKER (44), 

i n v e s t i g a n d o  quantitati  vãmente os e f e i t o s  da s o l u b i l i d a d e  l i p í d i c a  

na ação dos d e s a c o p 1 a d ores  f e n õ l i c o s ,  demonst rou que a a t i v i d a d e  

de um de s acop l ado r  f e n õ l i c o ,  é determinada  pela  sua concen t r ação  

dent ro  da fase l i p í d i c a  da mi t o c o n d r i a ,  e não pe l a  sua c o n c e n t r a ­

ção no meio que a r ode i a .

Os r e s u l t a d o s  mos t rados  nas f i g u r a s  17, |8> 19 e 20* s u ­

gerem que a eventua l  a d i ç ão  de uma determinada  c onc en t r a ção  de an 

t i - a r r í t m i c o ,  antes  da e n e r g i z a ç ã o  da mi tocondr  i a ( esquerda)  ou 

em s u b s t i t u i ç ã o  a rotenona ( d i r e i t a ) ,  pode de te rmi na r  uma a l t e r a ­

ção do volume m i t o c o n d r i a l ,  r e s u l t a n t e  do.consumo de p r o t on s  e ex
~  _  4-» -

t rusao de c a t i o n  (Na ) que a r r a s t a  c o n s i g o ,  agua do i n t e r i o r  da 

mi t ocondr i a  com concomi tante  ‘‘c o n t r a ç ã o 11 m i t o c o n d r i a l .

As a l t e r a ç õ e s  promov idas  pe l o s  a n t i - a r r í  tmi cos  (PR, PH,
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I PRO e L I DO)  s o b r e  a a m p l i t u d e  e v e l o c i d a d e  de s w e l l i n g  e da 

c o n t r a ç ã o  m i t o c o n d r i a  1 , q u a n d o  a d i c i o n a d o s  a n t e s  ou d e p o i s  da e -  

n e r g i z a ç i o  da m i t o c ô n d r i a  p e l o  g l u t a m a t o  ( T a b e l a  10 e f i g u r a s  1 7 : 

18, 19 e 20) mo s t r a m a e x i s t ê n c i a  de m e c a n i s m o s  d i f e r e n t e s  na per_
! I I I

m e a b i l i d a d e  de í o n s ,  c o n f i r m a n d o  os  d a d o s  a p r e s e n t a d o s  p o r  JARVj_

SALO & S A R I S  (*47,*49) p a r a  o p r o p r a n o l o l -

As  mu da nç a s  d e t e r m i n a d a s  p e l o s  a n t i - a r r f t m i c o s  s o b r e  a 

c o n t r a ç ã o  e s o b r e  o s w e l l i n g  podem s e r  i n t e r p r e t a d a s  como uma cojn 

s e q u ê n c i a  da a ç ã o  s o b r e  a r e s p i r a ç ã o  ou d e v i d o  a l i g a ç ã o  da p o r ­

ção  h i d r o f ó b i c a  da m o l é c u l a  com a á r e a  h i d r o f õ b i c a  da membr a na ,  er^ 

q u a n t o  que a p a r t e  c a r r e g a d a  p o s i t i v a m e n t e  e s t a r i a  l i g a d a  a o s  gru^ 

pos  n e g a t i v o s  d o s  f o s f o  1 i p í d e o s , de s e s  t r u t u r a ndo a me mbr a na ,  e aj_ 

t e r a n d o  a sua  p e r m e a b i l i d a d e  i ô n i c a  ( 2 6 ,  50,  51,  10*4, 105,  1 1 7 ) .

I s t o  c a u s a r i a :  a ) i n i b i ç ã o  do s w e l l i n g  com g l u t a m a t o  q u a n d o  os  

a n t i - a r r í t m i c o s  foram_ a d i c i o n a d o s  a n t e s  da e n e r g i z a ç ã o  da me mbr a ­

na;  b) a c o n t r a ç ã o  do s w e l l i n g  a p ô s  a a d i ç ã o  do g l u t a m a t o  em sub_s 

t i t u i ç ã o  a r o t e n o n a  .

A r e s p i r a ç ã o ,  o b t i d a  p e l a  o x i d a ç ã o  dos  s u b s t r a t o s  NADH-  

d e p e n d e n t e s  pode s e r  i n i b i d a  p o r  d i v e r s o s  m e c a n i s m o s ,  a l é m  da i nj_

b i ç ã o  c l á s s i c a  p o r  r o t e n o n a  e a m i t a l ,  que é,  devi do ã s ua l i  gação com

uma p r o t e í n a  do c o m p l e x o  I . .  Pode-se c i t a r  o u t r o s  m e c a n i s m o s  de i nj_ 

b i ç ã o  d e t e r m i n a d o s  por  d r o g a s  com c a r a c t e r í s t i c a s  1 i p o f í 1 i c a s (39 , 

7 2 ) ,  ou f e n ô me n o s  f í s i c o s  ( 6 3 ) ,  que  podem a t u a r  de uma f o r ma  d i r e_ 

t a  ou i n d i r e t a  n e s t e  m e c a n i s m o  de i n i b i ç ã o  do c o m p l e x o  I da c a ­

de i a r e s p i  r a t ô r  i a .

P r o v a v e l m e n t e ,  m e c a n i s m o s  de f u n ç õ e s  d i v e r s a s  podem s e r  

m o s t r a d o s  por  d e t e r m i n a d a s  s u b s t a n c i a s ,  a s  q u a i s  podem a t u a r  s o ­

br e  o s  c o mp o n e n t e s  p r o t e i c o s  da c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a  ou s o b r e  enzj_ 

mas que e s t ã o  e n v o l v i d a s  com o s  m e c a n i s m o s  de o x i d a ç ã o  a e r ó b i c a  

( 52,  107,  108) ou i n i b i r  c a r r e a d o r e s  r e s p o n s á v e i s  p e l o  t r a n s p b r t e

de s u b s t r a t o  t r a n s m e m b r ã n i c o s  m i t o c o n d r i a i s  ( 6 ,  82,  8 3 ) .

Os m e c a n i s m o s  de i n i b i ç ã o  do c o mp l e x o  I ,  ou s e j a ,  o i m­

p e d i m e n t o  da o x i d a ç ã o  dos  s u b s t r a t o s  NADH'  d i r i g i d o s  demonstrada acj_ 

ma ( F i g .  17, 18, 19, 20 “ e s q u e r d a  e d i r e i t a ;  T a b e l a  11) r e f l e ­

tem a n t e s  uma a ç ã o  p r i m á r i a  d a s  d r o g a s  s o b r e  a membrana m i t o c o n -  

d r i a l  (55)  do que uma i n i b i ç ã o  do t r a n s p o r t e  de s u b s t r a t o  em v i r ­

t u de  de q u e b r a  do p o t e n c i a l  e 1e t r o q u í m i c o  ( 6 9 ) .

A f i g u r a  2*4 m o s t r a  a i n i b i ç ã o  da o x i d a ç ã o  do g l u t a m a t o
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por  a l t a s  c o n c e n t r a ç õ e s  de DNP,  c o mp r o v a n d o  r e s u l t a d o s  j á  m o s t r a ­

dos  a n t e r i o r m e n t e  ( 52 ,  1 0 7 ) .  T a l  e f e i t o  e d e v i d o  a i n i b i ç ã o  do

t r a n s p o r t e  de s u b s t r a t o s  p e l a s  membr anas  m i t o c o n d r i a l  em c o n s e ­

q u ê n c i a  do c o l a p s o  de A y H + p r o v o c a d o  p e l o  d e s a c 1 opa d or  . Pode  -  se  

o b s e r v a r  a t r a v é s  da s  f i g u r a s  17, 18, 19, 20, 21 e T a b e l a  11 que

t a n t o  os  a n t i - a r r T t m i c o s  a q u i  u s a d o s  como o DNP e s t i m u l a m  a v e l o ­

c i d a d e  r e s p i r a t ó r i a  q u a n d o  s u c c i n a t o  e NaASC + TtyPD s i ò  o s  ‘ s u b s ­

t r a t o s .  A h a b i l i d a d e  d e s s e s  a n t i - a r r f t m i c o s , p a r a  e s t i m u l a r  a r e £  

p i r a ç i o  de ambos  s u b s t r a t o s  ( s u c c i n a t o  e NaASC + T M P D ) ,  f o i  compa  

r a d a  com o u t r a s  d r o g a s  ou d e s a c o p  1 a n t e s  que a p r e s e n t a r a m  e s t í m u l o  

da r e s p i r a ç ã o  e p r o p r i e d a d e  p a r a  c o n s u m i r  í o n s  e á g u a  em m i t o c ô n -  

d r i a  e n e r g i z a d a  ou não e n e r g i z a d a ,  s ob  c o n d i ç õ e s  e s p e c í f i c a s ,  o n ­

de o g r a d i e n t e  de p r ó t o n s  t r a n s m e m b r a n i c o ,  f o i  o l i m i t a n t e  da v e ­

l o c i d a d e  ( 5 ,  18, 8 7 ) .  Po r é m,  SAKURADA e t  a l .  ( 91)  e n c a r a r a m  d a d o s

s e m e l h a n t e s  de e s t í m u l o  da r e s p i r a ç ã o  com s u c c i n a t o ,  como s e n d o  

uma a t i v a ç ã o  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e , por  d i m i n u i ç ã o  dos  n í ­

v e i s  de o x a 1o a c e t a t o , d e v i d o  a i n i b i ç ã o  do c o m p l e x o  I p e l o s  a n t i -  

a r r í t m i c o s .  A s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e , p o d e r i a  também s e r  a t i v a d a  

ou s e j a ,  a u m e n t a n d o  o s e u  " t u r n o v e r  number "  p o r  c e r t o s  a g e n t e s  co 

mo c o n c e n t r a ç õ e s  de ã n i o n s ,  c o e n z i m a  Q r e d u z i d a  (CoQH^)  e n u c l e o -  

t í d e o s  de i n o s i n a ,  a p a r e n t e m e n t e  e n v o l v i d o s  na remoção  do o x a l o a -  

c e ta  t o  ( 1 0 0 ) .

E s t e  a u me n t o  do c o ns umo  de o x i g ê n i o ,  d e t e r m i n a d o  p e l o  au 

mento  da v e l o c i d a d e  de t r a n s p o r t e  de e l é t r o n s ,  a t r a v é s  da c a d e i a  

r e s p i r a t ó r i a ,  p e l o  s u c c i n a t o  e NaASC + TMPD,  pode  p o r t a n t o  s e r  d £  

m o n s t r a d o  de d o i s  modos  d i f e r e n t e s :  ( a)  aument o  do “ t u r n o v e r  num­

b e r "  dos  c i t o c r o m o s ;  ( b)  d e s a c o p l a n d o  o me c a n i s mo  de t r a n s p o r t e  

de e l é t r o n s  da f o s f o r i l a ç ã o  o x i d a t i v a .  De i n í c i o ,  p o d e - s e  s u g e r i r  

que o e f e i t o  da s  d r o g a s  a n t i - a r r í t m i c a s , se e n q u a d r a  d e n t r o  do í -  

tem a .

A a ç ã o  da s  d r o g a s  a n t i - a r r í t m i c a s , s o b r e  à a t i v a ç ã o  da 

r e s p i r a ç ã o  d i r i g i d a  p e l o  s u c c i n a t o  e NaASC + TMPD,  d i f e r e m  de a ­

c o r d o  com a sua  a d i ç ã o  ao  s i s t e m a ,  p o d e n d o  e s t i m u l a r  m a i s  a resp_i_ 

r a ç ã o  ( s u c c i n a t o  + NaASC + T M P D ) ,  q u a n d o  a d i c i o n a d a s  a n t e s  da e -  

n e r g i z a ç ã o  da m i t o c õ n d r i a  p e l o  s u b s t r a t o  na p r e s e n ç a  do NaAC ( e s ­

q u e r d a )  ou menos  q u a n d o  em s u b s t i t u i ç ã o  ã r o t e n o n a  em m i t o c õ n d r i a  

j á  e n e r g i z a d a  ( d j r e i t a ) ,  c o m p a r a d a s  ao e x p e r i m e n t o  c o n t r o l e  (FigjJ  

ra 1 7> T8, 1‘9, 20 - T a b e l a  11) . E s s a s  o b s e r v a ç õ e s  f o r a m  c o n s i d e ­

r a d a s  v á l i d a s  também p a r a  DNP,  c u j o  e f e i t o  na r e s p i r a ç ã o  é bem 

ma i s a c e n t u a d o .
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Os e f e i t o s  de i n i b i ç ã o  da o x i d aç ã o  do NADH + H+ a p r e s e n ­

tados pe l os  a n t i - a r r T t m i c o s  ( f i g u r a  23, esquerda  6, 7, 8 e 9) ,  so

bre o complexo e n z i mã t i c o  I - I I  e M l  i s o l a d o ,  pode se r  de­

monstrado em v i r t u d e  da d i s t r i b u i ç ã o  de carga  na s u p e r f f c i e  da 

p r o t e í na ,  a t r i b u i n d o  o f a t o  que a c oncen t r a ção  de e s p é c i e s  c a r r e ­

gada no mi croambi  ente da enzima é d i f e r e n t e  do mi croambi  ente no

meio externo  da s o l u ç ã o .  Drogas  como os a n t i - a r r í t m i  cos  c a r r e g a ­

dos p o s i t i v a men t e  em v i r t u d e  de uma base q u a t e r n á r i a  com um a l t o  

v a l o r  de pK de d i s s o c i a ç ã o ,  podem a l t e r a r  e s t e  mi c roambiente  na

s u p e r f í c i e  do complexo e n z i m ã t i c o  e de t e rmi na r  uma i n i b i ç ã o ,  em

consequênc i a  da v a r i a ç ã o  de ca r ga ,  na s u p e r f c i e  da p r o t e í n a  ( 21) .

Outro ponto a s a l i e n t a r ,  ê que o ant i  - a r r í  tmi co, pode 

combinar com r e g i õ e s  h i d r o f õ b i c a s  do complexo e n z i m ã t i c o  l - l l l , i n i  

duz i ndo uma mudança con f o rmac i ona  1 na mo l écu l a ,  determinando uma 

baixa de a t i v i d a d e  ou t o r nando - a  t o t a l mente  i n a t i v a .

De acordo com HANSTEIN ( 3 5 ) ,  todo p roced imento  que 8ebj_ 

l i t a  a i n t e g r i d a d e  da membrana m i t o c o n d r i a l  i n t e r n a ,  d i mi nu i ndo  

o c on t r o l e  r e s p i r a t ó r i o , aumentando a a t i v i d a d e  ATPa s i ca  e f r e ­

quentemente aba i xando  a e f i c i ê n c i a  da f o s f o r i l a ç ã o  pode ser  cons]  

derado corno agente de s ac op l an t e  e s t r u t u r a l .  S u b s t a n c i a s  com carac  

t e r í s t i c a s  c o n f i g u r a c i o n a i s  f e n õ l i c a s  òu ani  l i  n i c a s ,  s u b s t i t u í d a s  

e l e t r o n e g a t i  vãmente no anel  benzên i co  e sobre  o n i t r o g ê n i o  na po­

s i ç ã o  X ( f i g u r a  a b a i x o ) ,  a p r e s e n t a r i a m  c a r a c t e r í s t i c a s  de desa-  

c op i adore s  ( d e s a c o p 1 a dores  a r omát i c o s  a n i õ n i c o s ) .  E n t r e t a n t o ,  a i -

guns compostos  com e s t a s  c a r a c t e r í s t i c a s ,  como os a n t i - a r r f t m i cos 

(PR, PH, IPRO e L IDO) ,  fogem da c l a s s i f i c a ç ã o  p r e c on i z a d a  por HANS 

TEIN (35) po i s  sua b a s i c i d a d e  e l i p o f i l i c i d a d e  são mui to mai s  há­

bei s  para a p r e s en t a r  e f e i t o  sobre  a e s t r u t u r a  da membrana (2) do 

que um fenomeno de d e s a cop 1 a me n t o que j ama i s  a p r e s e n t a r i a  um efej_ 

to de i n i b i ç ã o  e a permanênc ia  de um e s t a do  de s w e l l i n g  nas o s c i ­

l ações  m i t o c o n d r i a i s ,  i n i b i ç ã o  p a r c i a l  e r e v e r s ã o  t o t a l  ou p a r ­

c i a l  do swe1 1 i n g , au s ênc i a  ou pequena i n i b i ç ã o  da r e s p i r a ç ã o  dos 

s u b s t r a t o s  NA D4” - dependentes  e, ãs vezes ,  um pequeno estímulo dos 

s u b s t r a t o s  como succ i  nato e Na AS C *  TMPD, e s im fenômenos bem ca - 

r a c t e r i z a d o s  de i n i b i ç ã o  e e s t í m u l o  como foi  ob s e r vado  e a n a l i s a ­
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do n e s t e  t r a b a l h o ,  com o 2 , 4 - d i n i t r o f e n o  1 ( D N P ) ,  p a r a  f i n s  c o mp a ­

ra t i vos  .

C o m p o s t o s  que a p r e s e n t a m  g r u p o s  h i d r o f í l i c o s  e l i p o f í l i -  

c o s ,  como os  a n t i - a r r í t m i c o s  ( PR ,  PM, I PRO e L I D O )  e d e s d e  que h£  

j a  e q u i l í b r i o  e n t r e  ambos  g r u p o s ,  tem a p r o p r i e d a d e  n e s t e  t r a b a ­

l ho de m o d i f i c a r  a s  c a r a c t e r í s t i c a s  de i n t e r f a c e  l i p í d e o  - l i p í ­

deo,  1 i p í d e o - p r o t e í n a  e p r o t e í n a - p r o t e í n a , c o n c e n t r a n d o - s e  e o r i ­

e n t a n d o - s e  numa d i s p o s i ç ã o  d e f i n i d a  na membrana m i t o c o n d r i a  1 , c a ­

r a c t e r i z a n d o  d e s s e  modo s eu  m e c a n i s mo  de a ç ã o  ao  n í v e l  m o l e c u l a r .



CONCLUSÃO

Os a n t i - a r r í t m i c o s  a q u i  e s t u d a d o s  ( PR ,  PM,  I PRO e L I D O ) ,  

p r o v a v e l m e n t e  t e r i a m  um e f e i t o  p r i m á r i o  s o b r e  a membrana mi toco i i  

d r i a l  i n t e r n a ,  d e t e r m i n a n d o  uma a l t e r a ç ã o  de c a r g a  l í q u i d a  da mes 

ma a q u a l  m o d u l a r i a  p o s i t i v a  ou n e g a t i v a m e n t e  os  c o m p o n e n t e s  enzj_

m i t i c o s  da c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a  e a c o n d u t i b i l i d a d e  i ó n i c a  t r a n s -

 ̂ M ~ 
m e m b r ã n i c a  como uma c o n s e q u ê n c i a  do d e s a r r a n j o  e s t r u t u r a l  da d u ­

p l a  camada f o s f o  1 i p í d i c a .
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ne s u l f o n a t e  (ANS)  and a n t i h e m o 1 y t i c  a c t i v i t i e s .  Bi o c h e m . 

P h a r m a c o l  . , 22:  1 4 3 7 - 1 4 4 9 ,  1973.

118.  W I L S O N,  A . T .  & C A L V I N ,  M. The P h o t o s y n t e t i c  c y c l e  C0£ de ­

p e n d e n t  t r a n s i e n t s .  J . Am. Chem.  S o c  . , 7 7 : 5948-5957, 1955- 

h
119. WI KSTROM,  M . K . F .  P ha s e  r e l a t i o n s h i p s  o f  m i t o c h o n d r i a l  o s ­

c i l l a t i o n s  e n e r g i z e d  by a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e :  t he  e f ­

f e c t  o f  p r o p r a n o l o l .  B i o c h e m . J . , 1 1 6 : 14 P.  -  15 P, 1970—

120.  WI NDHOLZ ,  M. ;  B U DAVAR I , S . ,  S TROUMT S OS ,  L . Y .  £ NOETHERFER­

T I G ,  M. The Me r c k  I n d e x ;  an e n c y c l o p e d i a  o f  chemioals and 

d r u g s .  9 . e d .  Rahway,  N . Y . ,  M e r c k ,  1976,  p. 1-1313.

121.  WRI G GL E S WOR T H, J . M .  £ P ACKER,  L. O p t i c a l  r o t a r y  d i s p e r s i o n

and c i r c u l a r  d i c h o i s m  s t u d i e s  on m i t o c h o n d r i a :  C o r r e l a ­

t i o n  o f  u l t r a s t r u c t u r e  and m e t a b o l i c  s t a t e  w i t h  m o l e c u l a r  

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s .  A r c h .  B i o c h e m .  B i o p h y s . ,  128 :

7 9 0 - 8 0 1 ,  1968.


