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INTRODUCKO

0 atomo de fluor como componente de moléculas organicas,foi
encontrado na natureza somente como fluor-acetato ou seus homologos

w-fluorados, fluor oleato e fluor palmitatol4.

Durante as décadas de cinquenta e sessenta houve grande in-
teresse pelos derivados halogenados de compostos naturais, porque es-

. . . - . 3
sas estruturas apresentam interessantes propriedades biologicas”.

Em 1959, PETERS e HALLSO, isolaram o acido w-fluor - «cis -
A - acido octadecanoico da semente do Dichapetalum toxicarium, Ob-
servaram que esse acido inibia o metabolismo do citrato em particulas
de cortex renal de cobaia e era toxico para ratos. Nesses compostos
naturais, a substituicao ocorria pela troca de um atomo de hidrogeénio
por outro de halogénios. Porém, na suposigdo que efeitos similares po
deriam ser obtidos, pela substituicdo de um grupo hidroxila por um a-
tomo de halogénio, iniciaram-se as pesquisas no sentido de obter algu
ma informégao. Constatou-se que essa sugestdao era particularmente ver
dadeira para atomos de fluor e cloro3. Contudo, entre os derivados or
ganicos halogenados, os que contéem fluor ocupam uma posigao de desta-

. . .. . e . 4
que, devido as suas propriedades quimicas e biologicas .

Em 1933, GRIMM e colaboradores4, determinaram o calor de
formacao para a ligacao C-F, encontrando um valor de 114 kilocalorias.
Este alto teor de calor necessario para formar a ligacao, contribui
sem davida para a grande estabilidade dessa ligacao, dificultando a

sua clivagem pelos organismos em substancias sinteticas.

Ja em 1927, o fluoracetato foi patenteado como veneno para
certos invertebrados e € presentemente usado como rodenticida. A sua
acao toxica para ratos apresenta muitos aspectos importantes, especi-
almente porque a molécula € pequena e porque a ligagdo C-F € estavel,
o que dificulta a ligacao da mesma aos grupos sensiveis a fluor ou
grupos SH das enzimas4.

Trabalhos importantes foram realizados com o fluoracetato

k]

quanto a sua acdo toxica sobre o ciclo dos acidos tricarboxilicos e

| sobre enzimas.

|
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KALNITSKY e BARRON em um trabalho publicado em 1947, em-
pregando dois diferentes tipos de células, a de levedura de padeiro

e de Corynebacterium creatinovorans, tentaram elucidar o mecanismo de
agdo do monofluoracetato sobre o metabolismo de levedura e bactéria .
Verificaram que quando o acetato era adicionado antes do fluvuracetato
nao se observava a inibigao e que a mesma era parcialmente revertida pe
la adicao de mais acetato. Esse fato levou a sugestdao que o fluorace-

tato era um inibidor competitivo.

Em 1947, BARTLETT e BARRON 4, apos intensivos estudos  so-
bre o efeito do fluoracetato sobre enzimas, tecidos e oxidacao do pi-
ruvato, lancaram a hipdtese que o fluoracetato € inibidor competitivo
para reégSes bioquimicas nas quais o acetato toma parte. Das enzimas
testadas nenhuma foi sensivel a fluoracetato. A estabilidade quimica
da ligacao C-F do fluoracetato, e sua insensibilidade sobre as enzi-
mas isoladas estavam em forte contraste da poderosa inibigao dessa su
bstancia sobre a oxidacao do acetato em tecidos animais. Em fatias de
tecido, durante a oxidacdo do piruvato e outros substratos, houve aci

mulo de acetato.

Com a finalidade de comprovar e ampliar os estudos ja reali
zados sobre a atividade toxica do fluoracetato, em 1949, LIEBECQ e
PETERS 23

baia, sobre o ciclo dos acidos tricarboxilico. Essa preparacao se a-
3

, realizaram estudos com homogeneizado de cortex renal de co

presentava livre de substratos residuais oxidaveis e era reforcada com
Mg++ e nucleotideos de adenina. O fumafato e o citrato, os substratos
empregados, eram rapidamente oxidados. Na presenca de fluoroacetato ,
citrato era acumulado durante a oxidacao do fumarato, sem acimulo de
acetato. A acao do fluoracetato foi também estudada sobre outras enzi
mas do ciclo, como aconitase, fumarase e oxalosuccinato descarboxila-
se. Porém, nao evidenciaram nenhuma atividade na presenca desse ini-

bidor.

LIEBECQ e PETERS 23

de cobaia, o fluoracetato nao € inibidor, porém, & transformado em ou

, sugeriram que com preparacgoes de rins
tra substancia, fluorcitrato, um potente inibidor da aconitase.

Apos a descoberta que o acido fluorcitrico inibia a aconita
se, iniciou-se a procura de outros inibidores analogos. Muitos compos
tos biologicamente importantes foram sintetizados e seus efeitos estu
y dados.
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Durante a década de cinquenta, mais precisamente em 1952 ,

—

Mc. DONALD e colaboradores 25, iniciaram um estudo com cerca de 50 a-
nalogos da glucose. De todas substancias estudadas a 2-desoxi-D-glluco
se (2DG) demonstrou ser a mais potente.

Assim, segundo CRAMER e WOODWARD 11, a 2-desoxi- D - glucose
(2DG), agindo como um analogo estrutural da glucese, inibe competiti-
vamente uma enzima da parede celular de levedura sob condigoes anaerd
bicas. Essa enzima € essencial para o transporte da glucose para den-
tro da célula. O efeito inibidor da 2DG sobre a fermentagao em levedu

ra era perdida pela remocao da parede celular.

Ficou constatado em fatias de tecido de carcinoma de rato
da espécie Walker 256, que a 2DG inibe o metabolismo da glucose em cé

lulas de tumor em cerca de 60% 11.

KIPNIS e CORI 21

outros analogos da glucose eram fosforilados pela hexoquinase, reali-

, baseados no conhecimento que a glucose e

zaram um estudo sobre a permeabilidade em tecidos e fosforilacao da 2
deyﬁﬁglucose em diafragma de rato. Observaram que o produto formado e
ra 2-desoxi-glucose-6-fosfato. Esse porém, nao era metabolizadd pos-
teriormente a uma velocidade consideravel e assim acumulava-se dentro
da célula.

MELCHERS 26, realizando estudos sobre o efeito da 2DG sobre
o metabolismo de imunoglobulinas em cé€lulas plasmaticas tumorais, ve-
rificou que a 2DG inibia a glicosilacdo das macromoléculas provavel -
mente por inibir competitivamente a enzima glucose-fosfato-isomera-

Se.

A sintese de carboidratos monohalogenados em posicoes dife
rentes ao C-1, foi um empreendimento de grande interesse por parte dos
biologistas, primeiramente como fonte de desoxi-agicares biologicamen :
te importantes e segundo como analogos de carboidratos, além da inter |
conversao de derivados halogenados com epoxidos e aglcares insatura-

doss.

Houve um particular interesse por compostos desoxiflucrados
que surgiu do conhecimento que a substituicao dos atomos de hidroge-

nio ou grupos funcionais, tais como grupos hidroxilas, por atomos de
13

fluor, podia causar uma alteragao dramatica na atividade bioldgica




Introdugao 8.

SCHMIDT et al.>°
dos (2-desoxi-2-fluor-D-glucose e 2-desoxi-2-fluor-D-manose),sobre as

, em estudos realizados com agucares fluora

propriedades biologicas de diversos virus encapsulados de diferentes
grupos taxonomicos, demonstraram que ambas as substancias eram poten-
tes inibidores da sintese dos mesmos: foram empregados o virus semli-
ki de floresta, o virus da peste de galinha crescidos em células de
embrido de pinto e virus de pseudohidrofobia presentes nas cé€lulas de
rins de coelho. Constataram que sua agao € predominantemente sobre o
processo de glicosilacao das proteinas virais.

Estudos bioquimicos revelaram que aclcares fluorados podem

10 em estudos realizados so-

ser fosforilados pela hexoquinase e COE
bre a inibigdo da glicolise em c€lulas de tumor ascitico, pré-incuba-
da com 2-desoxi-2-fluor-D-glucose, constatou que a mesma e seus deri-
vados inibem especificamente as etapas da hexoquinase e fosfofruto

quinase e que a inibicao da hexoquinase era nao competitiva.

BIELY et al.s, em um trabalho realizado sobre o efeito da
2-desoxi-2-fluor-D-glucose sobre o crescimento e metabolismo da gluco
se de Saccharomyces cerevisiae, verificou que a adigao de 0,005-0,05%
da droga fluorada em meio de 2% de glucose, resultava em redugao da

velocidade inicial de crescimento da cultura e apos diversas horas,em

interrupcao total. Comprovaram que havia lise das células, como conse |
quéncia da dissolugao da parede celular.

7, estudando o efeito da 3-desoxi- 3 a%

BRUNT e TAYLOR, 1967
fluor-D-glucose (3FG) em suspensoes celulares de Saccharomyces cerevi
siae latentes, constataram que a 3FG era oxidadd por essas células, e
cuja eficiéncia foi constatada corresponder a metade de oxidagao da &
glucose.

Anteriormente ja havia sido demonstrado por WOODWARD et afm
que a glucose adicionada a um meio tratado com 3FG, resultava na ini-

bicao da sintese de polissacarideos. .

Na presengca da glucose a inibigao da respiracao monitorada
com respirometro de Warburg ndo era estatisticamente significante.Con %
tudo, quando a velocidade da respiracdo era determinada com eletrddio
de oxigénio, uma inibicdo acentuada porém transitdria pode ser detec-
tada. A incorporacao da glucose e a sintese de polissacarideos esta-
vam, no entanto, consideravelmente inibidas. Em contrastes, a galacto ;

se apresentou uma acentuada inibig3o na respiragdo, sem alteragdao na j
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capacidade de incorporagao desse aclcar. A sintese de polissacarideos

. 45
apresentou-se notavelmente estimulada .

Na tentativa de localizar os possiveis sitios de acgao da
3FG, os mesmos pesquisadores 46, ampliando os seus estudos sobre 0s
niveis de intermediarios glicoliticos, nucleotideos de adenina e fos-
fato inorganico na presenca da droga, em células latentes de Saccharo
myces cerevisiae, constataram que havia uma queda na taxa de fosfato
inorganico. Uma vez que a degradagdo do glicogénio requer fosfato i-
norgénico para ambas as fosforilases (a-l-4-glucan: ortofosfato gluco
siltransferase, EC 2.4.1.1) e triosefosfato desidrogenase/fosfoglice-
rato quinase (D-gliceraldeido-3-fosfato: NAD oxiredutase (fosforilan-
te), EC 1.2.1.12), a ligagao de fosfato inorganico nas células trata-
das com 3FG provocava a reducao na velocidade de degradacao do glico-
génio. Detectaram ainda um decréscimo nos niveis da UDPG (uridina di
fosfato glucose), PGAs (acidos 2 e 3 fosfoglicéricos), ATP (adenosina
5'-trifosfato), fosfato inorganico, e um aumento nas taxas de ADP (a-
denosina-5'-difosfato). G-1-P (glucose-1-fosfato), F-6-P (frutose- 6-
fostato). WOODWARD et 3146 concluiram que a 3FG atuava parcialmente
como captador de fosfato e portanto provocava um desvio no balanco e-
nergético da celula. '

Estudos bioquimicos realizados por ROMANSCHIN et 31.33

bre o metabolismo de Shistocerca gregaria e Locusta migratoria,na pre &

senca de 3FG, fizeram a importante constatacao que havia a formagao §

de um metab6lito toxico que lembrava a sintese letal do fluorcitrato

a partir do fluoracetato.

HELFERICH et al.l’

doas e B-D-glucosideos com substituigao da hidroxila do C-6, determina i

ram a atividade enzimatica da B-glucosidase . Bem mais tarde, BARNETTf'i

2 . -~ ; - .
et al.”, testaram diversas substancias de uma serie de galactoses, 6-

desoxi-D-galactose, 6-desoxi-6-fluor-D-galactose, 6-desoxi-6-cloro-D-
galactose, 6-desoxi-6-iodo-D-galactose, quanto ao transporte ativo

em segmentos invertidos de intestino de hamster. Constataram, que a i

facilidade de transporte dessas substancias para o interior das célu-
las, era dependente do grupo substituido no atomo de C-6, na seguinte
ordenacao: OH > F >> Cl1, H > I.

0 rompimento da ligagao C-halogénio, especialmente F-C, €
extremamente raro em sistemas biologicos. Contudo, BARNETT et al.z,dg

rante a investigagao do transporte de aclcares, acima citados, consta

‘\

, So- ;

, em 1937, empregando emulsina de amég ?
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taram a hidrolise enzimatica da oa-D-fluor-glucosil pela a-D-glucosida

se intestinal e fungal. No estagio inicial da protonagdao o atomo  de
fluor aparece como radical alcoxi. Resultados idénticos foram obtidos
com outras substancias similares.

BLAKLEY e BOYER 6, em um estudo realizado sobre a fecrmenta-
¢ao da glucose e frutose em levedura na presenga da 6-desoxi-6-fluor-
D-glucose, verificaram que o agucar derivado se apresentava como ini-
bidor competitivo da utilizacao da D-glucose e D-frutose pela acgao da
hexoquinase e esse efeito era menos acentuado quando se usava extra-
tos livres de c€lulas. Os autores concluiram que a 6FG € um inibidor
competitivo do transporte da D-glucose através da membrana da célula.

Em intestino de mamiferos, a 6-desoxi-6-fluor-D-glucose e
6-desoxi-6-fluor-D-galactose sao ativamente transportados e competem
com a D-glucose pelo sitio transportador, assim diminuindo a velocida
de de absorcao da D-glucose. De maneira similar, em sistemas de trans
portes facilitados, a 6-desoxi-6-fluor-D-glucose, interfere no trans-

3,32

porte da D-glucose em globulos vermelhos do sangue Um fenomeno

. . . . 3 . . -
mais complicado foi observado em diafragma de rato ~. A insulina € co

nhecidda como sendo um hormonio que aumenta a velocidade de transporte
da D-glucose para ientro da célula. Apesar da 6-desoxi-6-fluor-D-glu-
cose (6FG) entrar nesse tecido de maneira facilitada, inibe, no entan
to, a entrada da D-glucose, cuja penetracao na cé€lula deixa de ser es
timulada pela insulina. Foil sugeridos, que 1isto se deve ao fato que o

transporte facilitado em tais tecidos dependem de dois sitios:

a) sitio sensivel a insulina que ndao transporta 6FG.

b) sitio normal que transportarda esse composto.

METZGER et a1.27, estudando o efeito da 6-desoxi-D- -glucose
e 6-desoxi-6-fluor-D-glucose sobre a glucose desidrogenase de figado
de rato, verificaram que essas substancias eram substratos tao ativos
quanto a D-glucose para essa enzima, cuja atividade nao era dependen-
te de grupos SH. '

Os resultados das pesquisas cientificas realizados com ana-
logos de desoxi—agﬁcares fluorados ou nao, levam a pressupor que mui-
tas dessas substancias atuam como pseudo-substratos em sistemas enzi-
maticos relacionados ao metabolismo celular. Substancias tais como a

3FG, prevalecendo-se de fosfato inorganico do meio, possivelmente pa-

. ra formar fosfato de 3FG, pode provocar um desvio no balango energéti
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Sao poucos os resultados experimentais sobre as proprieda -

des biologicas dos acglUcares substituidos por fluor>®. A 2-desoxi- 2 -

co da célula.

fluor-D-glucose pode inibir seletivamente a formacao de glucan em le-
vedura. Efeito similar foi observado com 2-desoxi-2-fluor-D-manose.No
entanto pesquisas realizadas com 3FG sobre o metabolismo de Schisto-
cerca gregaria € Locusta migratoria, revelaram que havia a formagao
de um metabdlitco toxico cuja agao lembrava a sintese letal do fluor-

33

citrato”~. Presume-se que a grande estabilidade da ligacao C-F seja o

fator principal do aparecimento do mesmo.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de adqui-
rir algumas informacoes sobre a acao do aclcar derivado 6-0O-benzoil =
3—desoxi—3—f1uor—1,2—0—isopropilideno-a—D-glucofuranose, (BDFIG), ao
nivel do metabolismo oxidativo de mitocondrias isoladas de figado de
rato.
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MATERIAIS E METODOS

2.1 - METODO DE PREPARACAO DE MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO, PARA DE
TERMINAGCAO DO CONSUMO DE OXIGENIO.

As mitocondrias de figado de rato foram obtidas pelo método
descrito por VOSS et a1.43, cujo meio de extracdo era constituido de
D-manitol 0,200M, sacarose 0,075M, Tris (tris hidroximetil amino me-
tano) 0,010M, EDTA (etileno diamino tetracetato de sodio) 0,200 mM. O
pH foi ajustado para 7.4 com HC1 0.100N.

Ratos albinos da espécie Wistar, pertencentes ao Departamen
to de Bioquimica, do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Fe-
deral do Parana. foram decapitados com auxilio de uma guilhotina. Ime
diatamente seus figados foram removidos e lavados com meio de extra-
cao e lavados com meio de extracao gelado. A seguir foram cortados em
pequenos fragmentos, em meio de extragao mantido no gelo. Utilizando-
se um homogeneizador de Van Potter Elvehjen 31, esses pedagos de figa
do recém cortados, foram triturados e suas células rompidas, liberan-
do no meio o seu contetdo. O homogeneizado foi centrifugado numa cen-
trifuga refrigerada modelo Sorvall RC 2B, a 1000 x g por 10 minutos ,
cuja finalidade foi eliminar os constituintes celulares prescindiveis
como membranas, nucleos e restos celulares. O sedimento foi eliminado
e o sobrenadante foi centfifugado a 10 000 x g, durante 10 minutos, a
fim de sedimentar as mitocondrias. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspenso em meio de extracao e recentrifugado a 8000 x g

por 10 minutos. A Gltima operacao foi repetida.

\

O sedimento obtido foi ressuspenso em meio de extracgao, a f

fim de obter entre 20 a 30 mg de proteinas.

2.2 - OBTENCAO DE MITOCONDRIAS PARA EXPERIMENTOS DE ALTERACAO DE VOLU E

ME MITOCONDRIAL.

0 procedimento para extracao de tais mitocondrias de figado %

segue o mesmo roteiro descrito anteriormente 43

de extracao segundo MUSTAFA et al.28

, utilizando-se o meio §

, com a seguinte composigao: saca i
rose 0.33M, Tris-HC1 1.0mM e EDTA 1.0mM. Ajustado para pH 7.5 com HCl.%
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2.3 - OBTENGAO DE MITOCONDRIAS ROMPIDAS.

43’ fo-

As mitocondrias isoladas pelo método de VOSS et al.
ram congeladas durante 24 horas a -189C. As mitocondrias rompem  por
descongelamento, conservando em plena atividade todos os componentes

da cadeia respiratoria.

2.4 - DETERMINACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO POR POLAROGRAFIA USANDO ELE
TRODIO DE OXIGENIO.

As variacoes na velocidade de consumo de oxigenio, foram a-

12

nalisadas como descrito por ESTABROOK , utilizando=se um eletrodo

de oxigenio (Rank Brothers), a uma temperatura constante de 28°C.

O sistema de incubacao continha 30 micromoles de substrato; §&
o-cetoglutarato ou succinato; suspensao mitocondrial correspondente a
3,0 ou 1,5 mg de proteina respectivamente, 2,40 ml de meio de rea-
cao; ADP 0,5 micromoles.

O meio de reacao empregado, descrito por VOSS et a1.43, ti-

nha a seguinte composigao: manitol (0,25M), tampao fosfato de potas
sio (5mM, pH 7,4), Tris (0,01M), EDTA (0,20 mM), KC1 (0,01M).

8, foi determi-

De acordo com o método de CHANCE e WILLIAMS
nada a razao ADP:0. Consiste na relagao entre o numero de micromoles
de ADP (Adenosina 5'~difosfato) adicionado ao sistema, por microato -
mos de oxigénio consumido no estado ativo da respiracao (também desig

nado estado III da respiracao).

O coeficiente de controle respiratorio (RC), consiste na ra
zao entre a taxa respiratoria com ADP (estado III), e a taxa respirg,;
toria apos todo ADP ter sido consumido (estado IV).

A velocidade respiratoria foi expressa em concentracao mi-
cromolar de oxigeénio consumido por segundo (uM Oz/seg), considerando

a solubilidade do O, a 28°C, 240 uM segundo ESTABROOK 17,
2.5 - DETERMINAGCAO MANOMETRICA DO CONSUMO DE OXIGENIO.
A velocidade de consumo de oxigénio, foi determinada com

técnicas manométricas utilizando-se o respirometro de Warburg,segundo




Materiais e Metodos 14.

- S

UMBREIT et a1.41.

O a-cetoglutarato e o succinato foram usados ¢omo substra -
tos. O sistema era constituido de suspensao mitocondrial corresponden
te a 6,0 mg de proteina, substrato (100 umoles), colocado inicialmen-
te no apendice lateral do frasco, 0,15 ml de KOH 20%, colocado no po-
co central do mesmo. O volume final foi de 2,85 ml, em meio de rea-
cio de VOSS et al.t?
gada foi o ar atmosférico.

, a uma temperatura de 38°C. A fase gasosa empre-

O sistema foi homogeneizado com 90 agitacoes por minuto. As
leituras foram feitas em intervalos de 10 minutos nas treés primeiras
leituras e intervalos de 15 minutos nas duas Ultimas, durante 60 minu
tos.

Todos resultados foram expressos em microlitros de oxige -

nio consumido por minuto.
2.6 - ENSAIOS POLAROGRAFICOS PARA O TESTE DE ATIVIDADES ENZIMATICAS.

A atividade da NADH oxidase (NADH: oxigenio oOxido redutase,

E.C. 1.6.99.3), Succinato oxidase (Succinato: oxigenio oxidoredutase,

EC 1.3.99.1) e Citocromo C oxidase (ferrocitocromo c: oxigenio oxido-
redutase, EC 1.9.3.1), foram medidas polarograficamente,empregando mi
tocondrias rompidas por congelamento (2,5 mg de proteina). A droga foi
utilizada nas concentracoes de 30 a 1200 nmoleymg de proteina. As a-
tividades enzimdticas foram expressas graficamente como percentagem de
inibicdo observada em funcdo da concentracao da substancia BDFIG (nmo

les/ mg de proteina). Esse método foi descrito por SINGER et al.ég.

A - Para determinacao da atividade da NADH oxidase foi mon-
tado o seguinte sistema: tampao fosfato de potassio (50 mM) pH 7.4 ;
proteina (2,5 mg): NADH (0,25 mM) como substrato. O volume total foi
de 3,0 ml.

B - Para determinacao da atividade de succinato oxidase foi

montado o seguinte sistema: tampao fosfato de potassio (50 mM) pH 7,4
com EDTA (2 mM); proteina (2,5 mg); succinato (30 pmoles) foi usado
como substrato. O volume final foi de 3,0 ml.

C - Para determinacao da atividade da citocromo c oxidase ,
foi montado o seguinte sistema: tampao fosfato de potassio (50 mM) pH
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7.4 com EDTA (2 mM); proteina (2,5 mg); TMPD (0,66 mM) + ascorbato
(5 mM) foi usado como substrato. O volume final foi de 3,0 ml.

2.7 - ENSAIOS ESPECTROFOTOMETRICOS PARA O TESTE DA ATIVIDADE ENZIMATI
CA

Utilizando-se de um espectrofotometro (Beckman DB) com a
adaptacao de um registrador, a atividade das enzimas da cadeia respi-
ratoria, NADH oxidase (NADH: oxigenio oxidoredutase, E.C. 1.6.99.3) ,
Succinato desidrogenase (Succinato: Fenazina/metosulfato Oxido reduta
se, E.C. 1.3.99.1), NADH desidrogenase (NADH: ferricianeto oxidoredu-
tase, E.C. 1.6.99.3), foram determinadas, seguindo a descricao de SIN
GER et al.°®. Com essa finalidade foram empregadas mitocondrias de fi
gado de rato rompidas por congelamento.

A - CINETICA PARA NADH-OXIDASE (NADH: OXIGENIO OXIDOREDUTA-
SE, E.C. 1.6.99.3).

Com a finalidade de comprovar o efeito inibitdrio verifica-
do na determinacgao polarografica para NADH oxidase, a atividade da
mesma também foi acompanhada espectrofotometricamente, a 340 nm. O en
saio foi realizado com 0,04 mg de proteina mitccondrial, 0,25 mM NADH
em tampao fosfato 50 mM, pH 7.4. O volume final foi de 1,0 ml. O meio
de reacao foi preaquecido a 30°C. B

A reacao foi iniciada pela adigao da proteina, sendo o de-
créscimo da absorbancia a 340 nm registrada. A partir do registro foi
calculada a percentagem de inibicao, representada graficamente como

)

% de inibigao enzimatica versus concentracao da droga (nmoles/mg de

proteina).

B - CINETICA PARA NADH DESIDROGENASE (NADH: FERRICIANETO O-
XIDOREDUTASE, E.C. 1.6.99.3).

O sistema de reacao tinha a seguinte composicao: tampao fos
fato de potassio (50mM) pH 7,4; ferricianeto de potassio (concentra -
¢ao variavel), que corresponde ao aceptor artificial de elétrons; KCN
(ImM) e proteina 0,156 mg em um volume final de 1,0 ml. Foram monta- g
dos diversos sistemas, com diferentes concentracoes de ferricianeto -
(0,6; 0,9; 1,2 € 1,5 uM). A substancia BDFIG foi usada nas concentra-
¢oes de 1,92 e 3,85 uMol/mg de proteina. A seguir 0,25 mM de NADH foi
acrescentado a cada sistema e o mesmo foi colocado no aparelho para
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0 registro.

A variacao da absorbancia (A.D.0O) por minuto foi anotada em
cada caso, a 420 nm. O resultado foi expresso graficamente como o in-

verso da A.D.O./min contra o inverso das concentragoes de ferrociane-

to em uM. Esse método foi descrito por SINGER et a1.38,

C - SUCCINATO DESIDROGENASE (SUCCINATO:FENAZINAMETOSULFATO
OXIDOREDUTASE, E.C. 1.3.99.1).

A atividade dessa enzima foi ensaiada, seguindo a reducao
do DCIP a 600 nm. O sistema foi constituido de 0,05 mg de proteina
suspensas em tampao fosfato (50 mM) pH 7.4; succinato (20 mM). A subs
tancia BDFIG adicionada nas concentracoes de: 0,6; 1,5; 3,0; 6,0;9,0;
e 12 mol/mg de proteina. Volume final igual a 1,0 ml. As cubetas fo-
ram incubadas durante 10 minutos a 30°C, para permitir que a enzima

39. PMS e DCIP foram adicionados ao sis-

atinja sua completa atividade
tema no tempo zero. O decréscimo da absorbancia foi acompanhado em
um espectrofotometro Beckman DB. Calculada a percentagem de inibigao
plotou-se esses valores contra concentracao da droga em umoles/mg de
proteina. Esse experimento foi realizado baseando-se no método de SIN

GER et a1;38.

2.8 - METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA ANALISE DA VARIAGCAO DE VOLUME
MITOCONDRIAL EM CONDICOES DE EQUILIBRIO DINAMICO.

RS

O grau de "swelling'" mitocondrial foi acompanhado em um es-

pectrofotometro AMINCO-CHANCE, a 540 nm, segundo método de MUSTAFA et

28
al.

veniente do transporte de elétrons ou ATP.

, baseado na inducao do 'swelling'" mitocondrial por energia pro-

Foram empregadas mitocondrias de figado de rato  extraidas
em meio ja descrito. O meio de incubagao tinha a seguinte composigao:
sacarose 100 mM, Tris-HC1 10 mM, Tris-EDTA 0.3 mM. O pH foi acertado
para 7,5, utilizando-se HC1 0,1 N.

O sistema constou de: suspensao mitocondrial (2,5 mg de pro
teina), meio de reacao (gqsp 3 ml) e droga (360 a 1440 nmoles/mg de
proteina).

Outras adigoes: acetato (50 mM), glutamato (30 mM), ascorbato (5 mM)+
TMPD (20 mM), KCN (1 mM), rotenona (0,1 ug/mg de pro-
tepina), antimicina A (0,1 ug/mg de proteina).
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A adicao de acetato de so6dio, (iniciador), facilita a per-

meabilidade de Ions através da membrana interna. Apos sua adicao, ha
inducdao do '"swelling'" da mitocondria, que em poucos minutos atinge o
seu estado de equilibrio. A adigcao de um inibidor especifico para o
substrato empregado, ocasiona a reversao do processo.

E um método simples e ascessivel para analise de ''swelling"
mitocondrial, sendo necessario a manutengao do pH 7,5.

0 "swelling" foi medido como decréscimo da densidade oOtica
a 540 nm. O nivel de densidade otica inicial, foi considerado como
100% e o "swelling" foi relacionado com a diminuicdo da densidade oti
ca a partir do nivel inicial. A velocidade de consumo de oxigénio foi
acompanhado simultaneamente com eletrodo de oxigénio, pelo método po-

1arogr5fic012.

2.9 - METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA ANALISE DA VARIACAO DE VOLUME
MITOCONDRIAL EM CONDICOES DE OSCILAGAO AMORTECIDA.

As variagoes na respiragao e volume das mitocondrias foram
analisadas segundo MUSTAFA et a1.28. A variagao da absorbancia foi me
dido a 575 nm. Os meios de extrégéo e reacao foram utilizados como
descrito anteriormenteZS, exceto que o pH do meio de reacao foi ajus-
tado para 8,2 ao inves de 7,5. As mitocondrias nessas condicoes, so-
frem variagoes de volume mitocondrial, oscilando como um oscilador
harmonico amortecido. A partir do registro da variacao da absorbancia

15
, am

pode-se determinar os seguintes parametros segundo GOOCH et al.
plitude, corresponde a variacao de absorbancia registrada do pico a
depressao ou depressao ao pico, e a relagao entre as duas amplitudes
subsequentes caracteriza o fator de amortecimento. Meio periodo cor-
responde ao tempo necessario para ir do pico a depressao ou depressao |
ao pico, apresentando uma certa constancia nos seus valores. A dife-
renga entre os registros obtidos no inicio da oscilacao e no momento
em que se observa total amortecimento € tida como valor de equilibrio.

Quando o gradiente ionico € dissipado devido a falta de fornecimento

em energia, verifica-se nova diferenca na absorbancia,denominado rela
Xagao.

2.10 - DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas foram dosadas pelo método de LOWRY et a1.24,eg

pregando soro albumina bovina como padrao. As leituras da absorbancia
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foram feitas em espectrofotometro a 700 nm.

2.11 - PRODUTOS QUIMICOS

Todos os reagentes quimicos usados neste trabalho foram

"pro-analysi'" ou de melhor grau disponivel comercialmente. A substan-
cia BDFIG (6-0-benzoil-3-desoxi-3-fluor-1,2-0-isopropilideno-a-D-glu-

cofuranose), foi sintetizada no laboratorio de Quimica de Carboidra-

tos do Departamento de Bioquimica da U.E.Pr.

RELACAO DAS ABREVIACOES (SIGLAS) APRESENTADAS NO PRESENTE TRABALHO:

BDFIG

Tris
EDTA
oKG
TMPD
ADP
ATP
NADH

+

NAD

DCIP
PMS
DNP
2DG
3FG
UDPG
PGAs
G-1-P
F-6-P
6FG

(6-0-benzoil-3-desoxi-3-fluor-1,2-0-isopropilideno-a-D-glucofu-
rase)

(tris hidroximetil amino metano)

(etileno diamino tetracetato de sodio)

(alfa-cetoglutarato)

(N,N,N',N'-tetrametil-p-fenilenodiamino)
(Adenoéina—S'—difosfato)

(Adenosina-5'-trifosfato)

(nicotinamida-adenina-dinucleotideo difosfopiridina-nucleotideo)
na sua forma reduzida

(nicotinamida-adenina-dinucleotideo (difosfopiridina - nucleoti
deo) na sua forma oxidada.

(diclorofenolindofenol)

(fenazina ' metosulfato)

(2-4 -dinitrofenol)

(2-desoxi-D-glucose)

(3-desoxi-3-fluor-D-glucose)

(uridina difosfato glucose)

(acidos 2 e 3 fosfoglicericos)

(glucose-1-fosfato)

(frutose-6-fosfato)

(6-desoxi-6-fluor-D-glucose)
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RESULTADOS

1 - EFEITO DA SUBSTANCIA BDFIG SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO EM MITOCCN
DRIAS DE FIGADO DE RATO ANALISADA POLAROGRAFICAMENTE.

a - Usando-se a-cetoglutarato como substrato.

Utilizando-se o método polarografico para monitorar o consu
mo de oxigénio em mitocondrias isoladas pelo método descrito por V0SS
et al.43, observou-se que utilizando a-cetoglutarato como fornecedor
de elétrons para cadeia respiratdria e concentracbes crescentes da
substancia BDFIG havia um decréscimo bastante acentuado na maioria dos
parametros respiratorios analisados (Tabela I), notadamente a razao
ADP:0 e controle respiratorio (RC). Esses resultados sugerem que a
substancia BDFIG ocasiona uma diminuicao na capacidade fosforilativa,

bem como uma inibigao no estado II da respiracao (Tabela III).
b - Usando-se o succinato como substrato.

Utilizando-se o succinato como substrato, observa-se um au-

mento na respiracao mitocondrial (Estado II), como funcao de concen-
tragoes crescentes da substancia BDFIG (Tabela II). Os parametros oxi §
dativos de ADP:0 e RC apresentam-se levemente diminuidos, sem nc en—g
tanto apresentarem diferencas marcantes. ;

Esses resultados indicam que a substancia BDFIG estimula o;
consumo de oxigenio mitocondrial quando o succinato €& utilizado comoi
fornecedor de elétrons para os segmentos da cadeia respiratodria (Tabe ;

la III). A fosforilacao oxidativa associada ao succinato parece nao §

ser afetada.
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TABELA I - EFEITO DA SUBSTANCIA BDFIG SOBRE 0S PARAMETROS RESPIRATO-
RIOS DE MITOCONCRIAS DE FIGADO DE RATO, USANDO &-CETOGLUTA-
RATO COMO SUBSTRATO.

TRATAMENTO

PARAMETROS (BDFIG) nmoles /mg de proteina

NORMAL 300 4 600 800 1600
Estado II 0,23 0,17 0,16 0,15 0,16
Estado III 0,70 0,40 0,40 0,32 0,40
Estado IV 0,24 0,28 0,28 0,25 . 0,29
ADP: O 2,97 2,10 1,60 1,93 1,60
RC 2,93 1,47 1,35 1,25 1,35

Veloc.resp.

~ 0,64 0,55 0,53 0,55 0,53
apos DNP

O o-cetoglutarato foi usado como substrato (30 umoles). O sistema conﬁ
tou de uma suspensao mitocondrial de 3,0 mg de proteina em 2,40 ml dez
meio de reagéo43. ADP (0,5 umoles) DNP (2-4-dinitrofenol, 2,5 x 1073§
uM) . Temperatura 28°C. A velocidade de consumo de oxigenio foi expres—f

so em uM de Oz/seg. Os valores de ADP:0 e RC sao adimensionais.
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TABELA II - EFEITO DA SUBSTANCIA BDFIG SOBRE 0S PARAMETROS RESPIRATO-
RIOS DE MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO, USANDO O SUCCINATO
COMO SUBSTRATO.

TRATAMENTDO

PARAMETROS (BDFIG) nmoles / mg de proteina
NORMAL 600 800
Estado II 0,24 0,36 0,40
Estado III 0,82 0,67 0,72
Estado IV 0,32 _ 0,32 0,36
ADP:O 2,13 1,65 1,70
RC 2,55 : 2,02 2,00
Zg%gcb§§5P' 0,64 0,64 0,68

0 succinato foi usado como substrato (30 umoles). O sistema constou de
uma suspensao mitocondrial de 1,5 mg de proteina em 2,40 ml de meio de
reagéo43. ADP (0,5 pmoles). DNP (2-4-dinitrofenol, 2,5 x 10"3 uMj. Tem

peratura 28°C. A velocidade de consumo de oxigenio foi expressa em uM

de Oz/seg. Os valores de ADP:0 e RC sao adimensionais.
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TABELA III - EFEITO DA SUBSTANCIA BDFIG SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO NO
ESTADO II DA RESPIRACAO EM MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO
POR POLAROGRAFIA.

SUBSTRATOS uM de 0,/seg % estimulo % inibicao
a-cetoglutarato 0,24 - -
ao-cetoglutarato 0,15 - 38

+
BDFIG
Succinato 0,24 - -

Succinato + BDFIG 0,40 67 : - b

Percentual de variagao da respiracao mitocondrial (Estado II) por tra-

tamentos de mitocondria com 800 nmoles de BDFIG/mg de proteina pré-in- |
cubado no sistema. Dados analisados a partir dos valores experimentais%
das Tabelas 1 e II. :
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2 - CONSUMO DE OXIGENIO MEDIDAS MANOMETRICAMENTE POR RESPIROMETRIA DE
WARBURG.

a - Usando-se a-cetoglutarato como substrato.

Analisando-se a respiracao mitocondrial com periodo de tem
po mais longos e usando o-cetoglutarato como substrato, observa-se u-
ma marcante inibicao na capacidade respiratoria da mitocondria como
funcao de concentracoes crescentes da substancia BDFIG. Para concen-
tragoes de substancia de 400 nmoles/mg de proteina mitocondrial,obser
va-se uma inibicao de 49% na~respiragﬁo, apos uma hora de incubagio,
(Tabela IV).

b - Usando-se succinato como substrato.

Contrariamente, utilizando-se do succinato como substrato,
observa-se um estimulo na respiracdao como fungao de concentragoes cres
centes da substancia BDFIG. Para concentracao da droga de 400 nmoles/
mg de proteina mitocondrial, observa-se um estimulo de 61% na respira

¢ao apds uma hora de incubagao (Tabela IV).
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CONSUMO DE OXIGENIO {ul)

TEMPO (min)

Efeito da substancia BDFIG sobre a velocidade de consumo

de oxigenio por respirometria de Warburg.

Sistema constituido por meio de reagéo43, (6bmg de proteina)g
a-cetoglutarato (100 umoles), 0,15 ml de KOH 20% no pogo %
central do frasco, volume final: 2,85 ml, temperatura 38°C.#
Fase gasosa: ar atmosférico. Agitacoes/minuto = 100. i
Resultados foram expressos em plitros de oxigénio consumido

por minuto.

- Endogeno

- Endogeno + BDFIG (400 nmoles/mg de proteina)
a-cetoglutarato normal

- a-cetoglutarato + BDFIG (200 nmoles/mg de proteina)

#
©
¥ -
3
(o)

- a-cetoglutarato + BDFIG (400 nmoles/mg de proteina).
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Figura 2 - Efeito da substancia BDFIG sobre a velocidade de consumo

de oxigenio por respirometria de Warburg.

Sistema constituido por: meio de reag§o43, (6 mg de protei
na), succinato (100 pmoles), 0,15 ml de KOH 20% no pogo #
central do frasco, volume final: 2,85 ml, temperatura 38°C.
Fase gasosa: ar atmosférico. Agitagdoes/minuto = 100.
Resultados foram expressos em plitros de oxigenio consumi-
do por minuto. '

- Endogeno

- Endbogeno + BDFIG (400 nmoles/mg de proteina)
Succinato normal

- Succinato + BDFIG ( 50 nmoles/mg de proteina)
- Succinato + BDFIG (100 nmoles/mg de proteina)
- Succinato + BDFIG (400 vmoles/mg de proteina)

0® 8 x 0 %
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TABELA IV - EFEITO DA SUBSTANCIA SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO POR MITO
CONDRIAS DE FIGADO DE RATO POR MANOMETRIA DE WARBURG.

TRATAMENTO ul/60 min % estimulo % inibicgao
Controle 20 - - 2
Controle + BDFIG 08 - 40
a-cetoglutarato 136 - -
a-cetoglutarato + BDFIG 67 - 49 i
Succinato 224 - -
Succinato + BDFIG 361 61 -

A velocidade respiratoria foi expressa em (ul 02/60 min) para o tra
tamento correspondente a concentragao da substancia de 400 nmcles /

mg de proteina mitocondrial conforme os valores experimentais ex-

traidos das figuras 1 e 2.
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3 - EFEITO DA SUBSTANCIA BDFIG SOBRE ATIVIDADE DE ENZIMA DA CADEIA
RESPIRATORIA MITOCONDRIAL.

Os ensaios de atividade enzimatica para enzimas associada
a cadeia de transporte de elétrons, foram analisadas tanto polarogra
ficamente quanto espectrofotometricamente. As enzimas mitocondriais,
NADH desidrogenase, succinato desidrogenase, succinato oxidase e ci-
tocromo c oxidase, nao apresentaram nenhuma diferenca na atividade
como funcao do tratamento com a BDFIG. Porem, a NADH oxidase, medida
tanto polarograficamente como espectrofotometricamente, apresentou
acentuada inibigao, como ilustrado na Figura 3. Esses resultados sao
coerentes com a inibicao de consumo de oxigenio.quando se utilizou
o a-cetogluratato como fornecedor de elétrons para cadeia respirato-

ria.
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Figura 3 - Efeito da substancia BDFIG, sobre a NADH OXIDASE, medida
polarograficamente, utilizando-se mitocondrias Lisadas

por congelamento.

Sistema: Tampao fosfato 50mM (3 ml), 2.5 mg de proteina.
Temperatura de 30°C.

Detalhes em Material e Metodos.
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4 - ANALISE DA ALTERAGAO DE VOLUME E RESPIRAGCAO MITOCONDRIAL EM CON
DICOES DE EQUILIBRIO DINAMICO PARA MITOCONCRIAS TRATADAS COM
EDTA.

A alteragao de volume mitocondrial, analisadas segundo
MUSTAFA et a1.28, esta ilustrada na Figura 4. Utilizando-se de va-
rios substratos para o fornecimento de elétrons em diferentes seg-
mentos da cadeia respiratdria, observa-se claramente que concentra-
goes crescentes da substancia BDFIG (Figuras 4B e 4C) alteram o vo-
lume mitocondrial quando em presenca de substrato NAD-dependente
quando comparado com o normal (Figura 4A). Fornecendo-se elétrons pa
ra cadeia respiratdria via succinato e ascorbato nao se observa

nenhum efeito pela presenca da substancia BDFIG.

5 - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DE ALTERACAO DE VOLUME MITOCONDRIAL
EM CONDICOES DE ESTADO OSCILATORIO.

A alteragao de.volume mitocondrial analisada segundc MUS
TAFA et a1.28, esta ilustrada na Figura 5. Utilizando-se o glutama-
to como substrato, observa-se uma abolicao da oscilagao mitocondri-
al em funcao de concentragoes crescentes da BDFIG. Os parametros os
cilatorios analisados segundo GOOCH e PACKERIS, estao relacionados

na Tabela V. Observa-se uma aboligao gradual no meio periodo, perio

do medio e fator de amortecimento. Um aumento nos valores de equili

brio e relaxamento. O valor da amplitude inicial permanece inaltera
da.
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Figura 4 - EFEITO DA SUBSTANCIA BDFIG SOBRE A ALTERACAO DE VOLUME EM
MITOCGNDRIAS DE FIGADO DE RATO.

Sistema: O meio de suspensao continha sacarose (100 mM) ;
TRIS-EDTA (0,3 mM) e 2,5 mg de proteinas em 3,0
ml de solugao.

Adicoes: a - Substratos na forma de sais de s6dio: acetato |
(50 mM), glutamato (10 mM), succinato (5 mM), f.
ascorbato (5 mM). ' ?

b - Inibidores: rotenona (0,1 pg/mg de proteina),%
antimicina A (0,1 ug/mg de proteina),K@J(hﬂ@.;

A variagcao de volume mitocondrial foi monitorada espectrofotometrica-
mente pela variacao da absorbancia a 540 nm. O consumo de oxigénio foi
avaliado polarograficamente como uM de Oz/seg. A substancia BDFIG foi

pré-incubada no sistema antes da adigao do iniciador.

A - Controle
B - BDFIG (0,72 umoles/mg de proteina)
C - BDFIG (1,44 umoles/mg de proteina)
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Figura 5 - EFEITO DA SUBSTANCIA BDFIG SOBRE A VARIACAO DO VOLUME MITO
CONDRIAL EM CONDIGOES DE OSCILAGAO AMORTECIDA EM MITOCON-
DRIAS DE FIGADO DE RATO.

Sistema: O meio de suspensao continha sacarose (100 mM) :
TRIS-HC1, (10 mM), pH 8.2, TRIS-EDTA (0,3mM)e 2,5 |

mg de proteina mitocondrial em 3,0 ml de solucao. |
Adicoes: Glutamato de sodio (0,06 mM), acetato de sGdh)(SOmM).i
A variacao de volume mitocondrial foi monitorada espectrofotometrica—z

mente pela variacao da absorbancia a 575 nm. A substancia BDFIG  foi
pré-incubada no sistema antes da adicao do iniciador.

Controle

BDFIG (240 nmoles/mg de proteina)
BDF1IG (360 nmoles/mg de proteina)
BDFIG (480 nmoles/mg de proteina)

O 0w >
1
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TABELA V - VARIACAO DOS PARAMETROS DO ESTADC OSCILATORIO MITOCONDRI-
AL PROMOVIDO POR GLUTAMATO EM FUNCAO DE CONCENTRAGCES CRES
CENTES DA SUBSTANCIA BDFIG.

TRATAMENTOS

PARAMETROS (BDFIG) nmoles / mg de proteina
NORMAL 240 " 360 480
AMPLITUDE 0,30 0,31 0,29 0,27
ME;O PERTODO 0,022 0,021 0,013 abolido
PERIODO MEDIO 0,045 0,050 0,054 abolido
o ne AMOR 3,30 5,40 5,35 abolido
EQUILIBRIO 0,18 0,21 0,21 0,23
RELAXAGAO 0,15 - 0,18 0,20 0,22
&
Os valores apresentados acima foram extraidos da Figura 5. Baseado

nos calculos dos parametros convencionais para o estudo da oscilatd-
ria, segundo GOOCH e PACKERL®

em unidades de comprimento (cm) foram transformadas em suas corres

, fol montada uma tabela cujos valores

pondentes unidades em densidade Otica.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, utilizando-se de mitocondrias de
figado de rato, observou-se que concentragoes crescentes da substan
cia BDFIG, inibia progressivamente a respiracao mitocondrial, utili-
zando-se o substrato NAD-dependente, o-cetoglutarato, como fornece-
dor de elétrons para cadeia respiratdoria (Figura 1). A capacidade fos
forilativa associada ao substrato NAD-dependente, também & acentuada
mente inibida (Tabela I), analisados pelos parametros ADP:0 e contro
le respiratoric (RC).

A oscilacao de volume mitocondrial analisada espectrofo-
tometricamente em sistemas provocado por energia proveniente do trans-
porte de elétrons (Figura 5), € acentuadamente reduzida quando se u-
tiliza o substrato NAD-dependente (glutamato) como fornecedor de elé
trons.

No caso da utilizagao de um substrato FAD-dependente (suc
cinato), observou-se que a respiracao mitocondrial era acentuadamen-
te estimulada (Tabela IV). A velocidade respiratdoria do estado III e
estado IV nao sao significativamente alterados (Tabela II). A capaci
dade fosforilativa associada ao succinato também nao € significante-

mente afetada.

A alteracao de volume mitocondrial em condicoes de equi-
1ibrio dinamico provocado por transporte de elétrons, nao sofre alte
racao com a utilizacao de substratos, succinato ou ascorbato na pre-
senca da droga (Figura 4).

A analise de sistemas enzimaticos mitocondriais monitora
das na ausencia e presencga da droga, indicaram que a droga BDFIG a-
tua seletivamente sobre a NADH OXIDASE inibindo o complexo I da ca-
deia respiratoria a semelhanca de amital e rotenonag. Foi constatado
por VIANNA et al.42 que extratos alcoolicos de raizes de Derris ne-
grensis, incluindo a rotenona como um dos componentes, e com trata-
mentos realizados '"in vivo'" e '"in vitro'" em camundongos, inibiam a o
xidagcao e fosforilagao oxidativa do glutamato em mitocondrias de fi-

gado de rato, e estimulavam a oxidagao com succinato. O "swelling'"in
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duzido pela adicao do glutamato era revertido pelo extrato alcoolico
da mesma maneira que a rotenona. A substancia BDFIG reverte o 'swel-
ling" provocado pelo glutamato de maneira analoga a rotenona. Demons
tra, no entanto, ser menos eficiente no processo, indicando que a ro
tenona € mais especifica como inibidora, que a substancia BDFIG. Em
um trabalho realizado por SILVEIRA et a1.37, sobre a acgao da roteno-
na e oxidagao do succinato em mitocondrias de coragao de rato foi ob
servado que a rotenona aumentava a atividade de oxidacao do succina-
to, embora nao evidenciasse atividade sobre a desidrogenase succini-
ca e malato desidrogenase. A aspartato amino transferase foi inibida,
somente cerca de 14% e constataram uma apreciavel diminuigao no ni-
vel de oxaloacetato. O resultado experimental, com a substancia BDFIG
sobre a desidrogenase succinica, nao evidenciou atividade nenhuma,em
bora a respiracao se apresentasse acentuadamente, estimulada com suc
cinato. Ensaios sobre a NADH OXIDASE, revelaram uma acentuada inibi-
cao na presenca da substancia BDFIG, inibindo o complexo I da cadeia
respiratoria. Este fato conduz a sugestao, que a BDFIG poderia oca-

sionar uma diminuigao no nivel de oxaloacetato intramitocondrial.

0 oxaloacetato € conhecido, como um dos mais potentes i-
nibidores competitivos da desidrogenase succinica. O valor da KI &
de 4,5 uM e também liga-se a enzima de maneira pseudo-irreversivel a
uma razao molar de 1:1. O mecanismo de acao de diversos substratos
sobre a desidrogenase succinica na presenca e auséncia da roteno-
na foram discutidos com base nos dados obtidos. O estimulo verifica-
do pela presenca de a-cetoglutarato e glutamato.nao sao influencia-
dos pela presenca da rotenona. O a-cetoglutarato e malato removem O
oxaloacetato pela troca de carreadores dicarboxilados. O glutamato re-

. ~ 19
move o oxaloacetato por transaminacao” .

0 mecanismo regulador para desidrogenase succinica em mi
tocondrias intactas ainda nao € bem compreendida. Varios autores su-

9,37 que o efeito causado pela rotenona esta localizada en-

geriram1
tre a NADH desidrogenase e CoQ e que a inibicao de substratos NAD
dependentes estimula a oxidagao do succinato, provavelmente, por im-
pedir a reoxidagio da NADH pela cadeia respiratoria, por mecanismo

de "feed back'" por diminuicao do nivel de oxaloacetato. Resultados se- §

"
melhantes foram obtidos por KLUPPEL et a1.22 com tratamentos de mito
condrias de coracao de rato com maleato de perexilina. Outros auto-
re534’37, com tratamentos de 1iproveratril e propanolol em mitocon-

drias de coracao de rato, obtiveram resultados analogos. Na presenca
dessas substancias, nenhuma atividade sobre a desidrogenase succini-
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ca pode ser detectada. A bem conhecida reagio malato— 3 oxalo;::}
tato, € dependente da razio NADH/NAD. Um inibidor para NADH OXIDASE,
impede a reoxidagao do NADH produzido pelo prépric ciclo, favorecen-

do dessa maneira a formacdo de malato as custas de oxaloacetato, in-
vertendo o curso da reacio.

Desacopladores em baixa concentracao alteram as trocas
oscilatorias mitocondriais em condigcoes de oscilacdo amortecida. Os
resultados experimentais ilustrados na Tabela V, niao sugerem que a
substancia BDFIG possa atuar a semelhanca de desacopladores. Segundo

alguns autoresz’40

, a interagao de desacopladores com liposomos fos-
folipidicos e bicamadas manifestam-se pelo aumento do ""swelling' de-
vido ao aumento da permeabilidade da membrana para H*. Para GOOCH e
PACKERlS, a presenga de desacopladores mitocondriais deveriam.aumen-
tar a amplitude e o fator de amortecimento, enquanto que o periodo
médio deveria decrescer. Esses resultados s3ao coerentes com o'propog
to que desacopladores aumentam a permeabilidade passiva aos H'. Ob-
servou-se, no entanto, uma gradual diminuicao nas amplitudes, como
funcao do aumento crescente da concentracao da BDFIG. A presenca de
480 nmoles/mg de proteina da substancia BDFIG, abuliu completamente
o fator de amortecimento e periodo médio. Esse fato leva a  sugerir
que a substancia em estudo possa atuar sobre a membrana mitocondrial,
ou pela alteragao de sua elasticidade provocando o rompimento da mes
ma ou, talvez, por uma mudanga configuracional, alterando a permeabi
lidade para ions. Os resultados experimentais da Figura 4,evidenciam
que nao houve rompimento da membrana, considerando que ainda ocorreu
o "swelling'" mesmo com tratamento da mitocondria com a substancia

BDFIG. Segundo GOOCH e PACKERL®

]

a relaxagao indica a variagao nos pa
rametros medidos que ocorre quando o gradiente ionico € dissipado de
repente, que na maioria dos casos ocorre quando a mitocondria perde
0 seu suprimento em energia, tais como quando inibidores sao aplica-
dos ou quando o oxigénio do meio foi consumido totalmente. Da Tabela
V, houve um aumento de 46,6% no valor da relaxacao, quando a substan
cia BDFIG foi usada na concentragao de 480 nmoles/mg de proteina. Es
se resultado leva a supor que o gradiente ionico foi alterado.

Os resultados obtidos no presente trabalho,sugerem que a
substancia BDFIG possa atuar a nivel de membrana mitocondrial induzin
do uma modificacao configuracional que poderia ocasionar uma altera-
¢do nas propriedades das flavoproteinas.

Apesar das experimentagoes realizadas fica dificil esta-

i R L

\, belecer se o mecanismo da acao da substancia BDFIG manifestada pelo 4
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~ B

estimulo na oxidacdo do succinato e inibigao da oxidagao do NADH &

de fato de responsabilidade de alteracao da permeabilidade da mem-

brana mitocondrial.
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~ A

CONCLUSAO

1 - A substancia BDFIG inibe a respiracao dos substratos NAD-depen-
dentes ( a-cetoglutarato) e estimula a respiragao do succinato.

2 - A substancia BDFIG inibe os parametros oxidativos ADP:0 e RC
na presenga de um substrato NAD-dependente { a-cetoglutarato) e
na presenga de um substrato FAD-dependente (succinato) os mes-
mos nao sofrem alteracoes apreciaveis.

3 - A analise de sistemas enzimaticos mitocondriais na presenca da
substancia BDFIG revelou-se ativa somente para NADH OXIDASE ini

bindo o complexo I a semelhanca de amital e rotenona.

4 - A substancia BDFIG reduz a oscilacao de volume mitocondrial em
condicoes de estado de equilibrio dinamico, na presenca de glu-
tamato, sem provocar alteracoes na presenca de succinato e as-

corbato.

5 - A substancia BDFIG aboliu a oscilacao mitocondrial em fungao de
concentragoes crescentes da substancia BDFIG em condigOes de es

tado oscilatorio.
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SUMARIO

Utilizando-se de tecnicas polarograficas convencionais
para medida da respiracao e fosforilagao oxidativa em mitocondrias
isoladas de figado de rato, observou-se um decréscimo na oxidacao
do a-cetoglutarato e uma diminuigao da razdo dos parametros oxida-
tivos RC e ADP:O.

No caso da utilizagao do succinato como fornecedor de E
elétrons, observou-se que a respiracao mitocondrial era signifi-
cantemente estimulada. A velocidade respiratoria do estado III e
estado IV nao eram afetados significantemente, nem a sua capacida-
de fosforilativa. g

Utilizando-se a respirometria de Warburg para medida
do consumo de oxigenio, observou-se que a oxidacao do succinato e-
ra estimulada e a do oa-cetoglutarato inibida, pelo tratamento da
mitocondria com a substancia BDFIG.

A alteracao do volume mitocondrial em estado de equi-
librio dinamico sofreu acentuada aboligao. quando se utilizou o E
substrato NAD-dependente (glutamato) como fornecedor de elétrons .
Nenhum efeito foi observado com succinato ou ascorbato na presencga
da substancia BDFIG.

Evidencias que a BDFIG atua seletivamente sobre a NADH
OXIDASE foram demonstrada pela analise espectrofotometrica e pola-

rografica da atividade da enzima.
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