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RESUMO

Estudou-se o efeito do MTX sobre o transporte mitocondrial
de calcio, usando-se mitocondrias isoladas de figado de rato. Em
concentragoes entre 0,4 e 1,6 umoles de MTX.mg_l de proteina mito-
condrial, observou-se redugao do influxo e aumento do efluxo de

+ . 2
Ca” , progressivos, de ate 20%.

Ao ser avaliada a agao da droga sobre a langadeira malato-
-aspartato, notou-se que a oxidagao do malato, em mitocondrias
intactas de figado de rato, foi 30% inibida durante os estados III
¢ 1V, em concentragoes de MTX acima de 0,5 umoles.mg—l de protei-
na mitocondrial. 0s sistemas enzimaticos MDH/GOT e MDH purificada,
foram 100% inibidos em concentragoes de 0,5mM e 0,34mM de MTX,
respectivamente. A MDH mitocondrial, na presenga de FCCP e roteno-
na, mostrou-se 100% 1inibida pela droga em concentragoes acima de

0,35 pymoles de MTX.mg_l de proteina mitocondrial.

Em celulas HelLa, a langadeira malato-aspartato foi avalia-
da através do acumulo de piruvato, proveniente da oxidagdo de lac-
tato adicionado, na presenga de inibidores da via glicolitica
(fluoreto) e do ciclo de Krebs (malonato). 0 acumulo de piruvato
foi totalmente inibido pelo amino-oxiacetato, e 73% 1inibido na
presenga de rotenona, comprovando que ceélulas HeLa usam preferen-
cialmente a langadeira malato-aspartato para o transporte de equi-
valentes redutores para as mitocondrias. 0 MTX (0,4mM) inibiu o
acumulo de piruvato cm 44%, devido a sua agao sobre as enzimas
L.OH e MDH.

Incubando-se por 30 minutos células HeLa com MTX (0,4mM),
na presenga de 1lmM de glucose, notou-se, em relagao ao controle
sem droga: acumulo de ADP e diminuigdo de ATP, de 20%, com aumento
da relagao ADP/ATP; acumulo de NADT e decréscimo de NADH de 15%,
com diminuigao da razao NADH/NAD+; decréscimo de NADPH, de 14%,
com redugao da razao NADPH/NADP+; acumulo de 26% de piruvato, e
decréscimo de 33% na produgao de lactato, com diminuigao da razao
lactato/piruvato.
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I - INTRODUGAO

I.1. REVISAO SOBRE METOTREXATO

T. 1.1. PROPRIEDADES QUIMICAS

0 metotrexato, acido N-|p-||(2,4-diamino-6-pteridinil) me -
tilamino|benzoi1l|glutamico, é um analogo estrutural do acido {d41i-
co, do qual difere essencialmente pela substituicao do grupo 4-oxo
pclo grupo 4-amino. Apresenta tambem um radical metila na posigao
N1p, sendo que esta diferenga parece ter pouco efeito na 1ligacgao
com a enzima dihidrofolato redutase (Roberts, 1978). E um composto
alaranjado, microcristalino, com peso molecular de 454,5. Em pH
fisiologico, € soluvel em agua e praticamente insoluvel em solven-
tes organicos. 0s dois grupos carboxilicos da porcao glutamica
conferem-lhe propriedades acidas, com pKa = 4,84 e 5,51. 0 amino-
grupo do anel pteridinico é fracamente basico (Lippens, 1984) (Es-

quema 1).

1.1.2. MECANISMO DE ACAO

0 MTX inibe a redugao do dihidrofolato a tetrahidrofolato,
ligando-se a enzima DHFR com uma afinidade dez mil vezes maior que
a do verdadeiro substrato, sendo entao um inibidor competitivo.
Desta forma, causa uma deplegao do "pool" de derivados do tetrahi-
drofolato, que sado coenzimas necessarias para as reagoes de trans-
feréncia de um carbono na sintese de timidilatos, de metionina e
da sintese "de novo" de purinas. Ocorre entao, inibicado da sintese
de DNA, RNA e proteinas (Roberts, 1978 )(Esquema 2).

Na ligagdao do MTX a enzima DHFR, o grupo carboxilico do re-
siduo Asp7 da enzima forma uma ponte salina com o grupo N-4 ami-
no do MTX, o qual se encontra protonado. Este par conserva-se ioniza-
do mesmo em pH acima de 10. Esta ponte nao se forma na ligagao da
cnzima com o verdadeiro substrato, pois este nao se encontra pro-
tonado (Taira et al., 1987). Na formagao do complexo ternario enzi-
ma-MTX-NADPH, nota-se que a ligagdo da coenzima reduzida a enzima
tem um efeito sinérgico sobre a ligagdao do MTX (Stone e Morrison,
1986) .

Apos a formagao do complexo ternario, ocorre uma etapa
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4.

lenta, correspondente a uma mudanga conformacional do complexo (Ro-
berts, 1978),para a qual é essencial a porgdo p-aminobenzoil : glu-
tamica do MTX. Essa mudanga conformacional consiste na rotagao de
180° da cadeia aromatica ao redor do eixo C6-C9-Njg, levando a for-
magao de um complexo de ligagado forte (Taira et al., 1987} .Conclui-
-se que, na ligagdo do MTX a enzima, ocorre uma etapa rapida de
formagao do complexo ternario, seguida de uma isomerizagao lenta,
caracterizando o MTX como inibidor de ligagao forte e lenta (Wil-
liams et al., 1979). (Esquema 3).

I.1.3. FARMACOLOGIA BIOQUIMICA

Apos administragao oral ou parenteral de MTX, a droga e
distribuida aos tecidos por via sangliinea, apresentando maiores
concentragoes nos rins, figado e intestinos. Quantidades aprecia-
velis de MTX localizam-se no tecido conjuntivo e na pele, sendo que
o encéfalo e a medula espinhal apresentam os menores niveis da
droga (Lippens, 1984).

Se o paciente apresentar acumulo de liquido no terceiro es-
pago (derrame pleural, pericardico ou ascite), este pode agir como
depdsito da droga, aumentando o seu tempo de agao e, conseqiente-
mente, sua toxidade (Tattersalf et al., 1975).

0 MTX entra nas células por um sistema transportador de al-
ta afinidade, saturavel, com K= 5UM e Vmax = 5 nmol/g de peso se-
co de celulas/min (Goldman, 19753).0 acido 5-formil tetrahidrofd-
lico e o acido folico competem com o MTX pelo carreador. 0 MTX
uti1liza entao o sistema transportador dos folatos reduzidos natu-
ralmente existentes, uma vez que a afinidade do acido fdlico pelo
carreador € bem menor que a dos dois outros compostos, sugerindo a
existéncia de um outro carreador diferente, especifico para o
acido fdélico. 0 influxo de MTX é um processo dependente de energia
por ocorrer contra o potencial eletroquimico da membrana plasmati-
ca, mas ndo é prontamente afetado por venenos metabdlicos. E ini-
bido pelo para-cloro mercurio benzoato, demonstrando a importancia

de grupos sulfidrilicos livres no carreador.

Quando a droga se eleva a niveis plasmaticos muito altos,
de 1074 a 1073 M, penetra na célula também por difusao passiva, ou
por um mecanismo de baixa afinidade e alta capacidade (Bender,
1975; Dembo et al., 1984).

A albumina causa uma diminuigao do influxo do MTX, prova-

velmente por ligar-se a droga, impedindo-a de interagir com o car-
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reador (Goldman, 1971).

Uma vez dentro da célula, a maior parte da droga é encon-
trada no citoplasma, embora quantidades apreciaveis de MTX se lo-

calizem nas fragoes nuclear e mitocondrial (Lippens, 1984).

No citoplasma, o MTX livre liga-se prontamente a enzima
DHFR. Para haver inibigao completa da sintese de tetrahidrofola-
tos, sao necessarias concentragoes acima de 6uM (Goldman, 1975a)
que, alem de saturarem os sitios intracelulares de alta afinida-
dc, asseguram a manutengao de algum MTX livre na célula, necessa-

rio para inibigao efetiva da sintese de DNA, RNA e proteinas (Ben-
der, 1975).

0 MTX e glutamilado pela célula através da acao da enzima
folilpoliglutamato sintetase, que cataliza normalmente a formagdo
de poliglutamatos do acido fdélico (Galivan, 1984). A glutamilagao
do MTX é estimulada quando ha pequena reserva celular de folato,
quando a célula esta se dividindo ou quando é exposta a agao da
insulina (Nimec & Galivan, 1988). A transformagdao do MTX em deri-
vados poliglutamilados resulta na formagdo de metabolitos ativos,
que aumentam os niveis intracelulares e o tempo de acao da droga,
uma vez que os derivados poliglutamilados com 3 a 5 residuos de
glutamato sao relativamente conservados no interior da célula
continuando a saturar os sitios de ligagao intracelulares (Curt et
al., 1985).

0 MTX intracelular livre pode reagir com o carreador no la-
do interno da membrana plasmatica, produzindo o efluxo que se tor-
na crescente (Goldman, 1971). A liberagdo da droga pela célula é
dependente de energia, prontamente inibida na presenga de venenos
metabolicos e estimulada por agentes adrenérgicos (Gewirtz et al,
1985).

0 MTX captado pelo figado sofre metabolizagdao parcial pela
enzima aldeido-oxidase, produzindo o 7-OH-MTX, que € menos ativo
que o MTX na inibigdn da DHFR e 3 a 5 vezes menos soluvel em pH
acido (Lippens, 1984). Ambos sao excretados pela bile, alcangando
o intestino, de onde sao em grande parte reabsorvidos para O san-

gue, fazendo o ciclo entero-hepatico. Na luz intestinal pode-se for-
mar o DAMPA, acido 2,4 diamino-N-metilpterdico, outro metabdlito do
MI'X que deriva da agdo da carboxipeptidase bacteriana. Este & também

menos soluvel em agua que o MTX (Donehower, 1980).

Pequenas quantidades de MTX perdem-se na fezes, mas a

principal via de eliminagao da droga é por excregao renal, tanto por



filtragao glomerular quanto por secregdo tubular (Lippens, 1984 ;.

Quando sao administradas altas doses da droga, podem-se
precipitar cristais de MTX nos tubulos renais devido a acidez
urinaria, causando necrose tubular e, conseqglientemente, insufici-

éncia renal (Lippens, 1984;. A presenga de 7-OH-MTX e DAMPA, pela
sua baixa solubidade em pH acido, contribui para a maior ou menor
gravidade destas alteragoes (Donehower, 1980). Para contornar este
cfeito colateral da droga, tem sido usado um esquema de alcali-
nizagao intensiva da urina, com administracgao de bicarbonato e hi-
dratagao forgada (Lippens, 1984). 0 maior fluxo renal € necessario
nas primeiras 6 horas apods administragdo da droga e deve ser con-
trolado para diagndstico precoce de qualquer disfungdo renal (Sa-
saki et al., 1984), evitando dessa forma também o risco de mielos-

supressao por excesso de dosagem de MTX (Tattersall et al., 1975).

1.1.4. INDICACOES CLINICAS, RESGATE E RESISTENCIA

0 MTX € o antimetabdlito mais amplamente usado na quimio-
terapia do cancer, demonstrando atividade antineoplasica importan-
te sobre osteossarcoma, coriocarcinoma, leucemia aguda, cancer de
mama, cancer da cabega e pescogo e carcinoma de pequenas células
do pulmao (Curt et al, 1985), além de micose fungdide (linfoma cu-
taneo de células T). E usando ainda no tratamento de formas graves

de psoriase, sarcoidose e de doencgas reumatolodgicas.

A concentracao de MTX necessaria para inibir a sintese de
DNA é de 6 UM (Goldman, 1975). No entanto, esquemas atuais de
tratamento preconizam doses que geram concentragoes de 10~ 4M no
plasma, necessarias para prolongar a inibicdo maxima da sintese de
DNA por periodos maiores de tempo (Sirotnak & Donsbach, 1974), e

para evitar o aparecimento de células resistentes a droga (Bertino
1979).

Para se usar o esquema de altas doses por pequenos interva-
los de tempo, sem que haja um aumento intoleravel dos efeitos to-
xicos da droga sobre as células normais, tornou-se necessario o
uso do leucovorim (5-formil tetrahidrofolato) como agente "resga-
tador" da droga. 0 leucovorim age liberando a célula, por breves
periodos de tempo, da agao do MTX; aumentando os estoques corpo-
rais de tetrahidrofolato, recuperando as fungoes normais apesar da

retengdao de MTX, até que os niveis da droga no soro diminuam; e
facilitando o clearence celular do MIX por antiporte. (Goldman). A adminis-



tragao de leucovorim é iniciada quando os niveis de MTX sdo muito

altos e terminada quando estes ainda poderiam ser citotdxicos (Ro-
berts et al,, 1979).

A sensibilidade da célula neoplasica ao MTX depende da ma-
nutengao de uma concentragdo intracelular de MTX livre, em exces-
so, para que nao haja deslocamento da droga dos sitios de alta
afinidade, frente aos folatos intracelulares. Para tanto, € ne-
cessario que a célula tenha capacidade de metabolizar a droga em
derivados poliglutamilados. A resisténcia celular pode manifestar-
-se por incapacidade em formar esses derivados, por indugao da
sintese de DHFR, com consequente aumento dos sitios de ligagao pa-
ra a droga, ou por diminuigao da atividade especifica da enzima
timidilato sintetase, que converte os tetrahidrofolatos em dihi-
drofolatos inativos. 0 transporte da droga parece nao ser um fator

limitante, responsavel pela resisténcia (Curt et al., 1985).

1.1.5. CITOTOXICIDADE E EFEITOS TOXICOS GERAIS

Alguns estudos realizados sobre a interagao do MTX com a
celula inteira evidenciaram alteragdes metabdlicas que podem aju-
dar a esclarecer a razado para a eficacia da droga em esquemas de
altas doses, notando-se inibigdo de outros processos além da sin-
tese de DNA que,em fungao do tempo de exposigao, podem ser letais
a célula que nao esta se dividindo, apoiando a hipotese formulada
por Goldman (197%a).

0 MTX, na concentragao 10—4M, inibe as desidrogenases glu-
tamica, lactica, malica e a glucose-6-fosfato desidrogenase, sendo
as trés primeiras NAD+ dependentes e a ultima NADP' dependente. A
mesma inibicao é causada pelo acido folico, mas este nado € toxico,
provavelmente por ser prontamente reduzido a tetrahidrofolato (Vo-
gel et al., 1963).

Na concentragao 2 x 10—6M, e apos 20 horas de incubagao com
células FEhrlich, o MTX inibe a glicolise, com deplegao acentuada
de ATP (Kaminskas e Nussey, 1978). Essas alteragoes sugerem que a
morte por falta de purinas pode ser devida a um estado de deple-
gdo energética celular. Além disso, ocorre diminuigao da captagao
e da taxa de fosforilacao da glucose (Kaminskas, 1979), pelo menos

em parte causadas pelo estado de deplegao de ATP.

0 consumo de oxigénio pelas células L1210 diminui na  pre-



senga de MTX, em concentragoes de 10_8

a 10—4M,compativeis com as
usadas na terapéutica. Este efeito observa-se apoés 3 horas de in-
cubagao com a droga. Ao fim de 24 horas, nota-se uma relacao sig-
nificativa entre a inibigao do crescimento celular e a diminuicao
do consumo de oxigénio. As mitocondrias isoladas de células L1210
sofrem uma diminuigao da velocidade respiratoria no estado III,
com glutamato e malato como substratos, mas nao com succinato
(Kouamouo et al., 1981).

Sobre mitocondrias isoladas de figado de rato, o MTX causa
inibigdo do consumo de oxigénio durante o estado III, quando sao
usados substratos NAD? dependentes. A ATPase sofre estimulo pela
droga, somente em mitocondrias intactas, refletindo um pequeno
efeito desacoplador. 0 potencial de membrana diminui até 17% na
presenga de substratos NAD' dependentes, e o "swelling" ativo é
inibido nas mesmas condigoes. A citocromo c oxidase sofre inibigao
de até 13% e o citocromo b tem sua redugao diminuida em até 40% ,
somente na presenga de substratos NAD't dependentes. Estas altera-
goes refletem o efeito inibidor do MTX sobre desidrogenases NADt
dependentes: piruvato (Gomes, 1988), malato, glutamato, a-cetoglu-
tarato e isocitrato desidrogenases. As enzimas FAD - dependentes,
succinato e glicerol-fosfato desidr>genases, nao sao inibidas pela

droga (Yamamoto, 1985; Yamamoto e cols, 1988).

Sobre o nivel dos metabdlitos intermediarios do ciclo de
Krebs, em mitocondrias isoladas de figado de rato, o MTX causa
acumulo de malato, citrato, a-cetoglutarato, piruvato e aumento
das razoes ADP/ATP e NAD+/NADH, demonstrando a inibigao parcial do
ciclo de Krebs, devida a agao da droga sobre as desidrogenases

NALD*-dependentes mitocondrials (Gomes, 1988).

Sobre células HeLa, o MTX causa, segundo Oliveira (1986) e
Oliveira et al. (1989): diminuigao do poder redutor transmembrana
plasmatica e inibigdo da ejegado de protons; reversdao parcial do
efeito Crabtree, com aumento da velocidade respeiratéria na pre-
senca de glucose, evidenciando uma inibigdo da via glicolitica ou
um efeito desacoplador a nivel mitocondrial; inibigdo das enzimas
NAD+ dependentes gliceraldeido-3-fosfato e lactato desidrogenases,
embora ocorra estimulo da primeira na concentragao 0,4mM de MTX,
com conse-~lente acumulo de dihidroxi-acetona fosfato, gliceraldei-
do-3-fosfato, fosfoenolpiruvato e piruvato, havendo diminuigao da
razao lactato/piruvato; e inibigao da glucose-6-fosfato - desidro-
genase, sugerindo uma possivel agdo do MTX sobre a via das pento-

ses.
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Em figado perfundido, o MTX causa estimulo da glicogendlise

e do consumo de oxigénio, com diminuigao da razdo lactato/piruva-
to (Oliveira et al,, 1986).

0 MTX, administrado a ratos Wistar, durante 10 dias, na do-
se 350u g/kgxdia, induz o aparecimento de hepatomegalia e altera-
goes gordurosas no figado, e diminugdo dos niveis sanguineos de
triacilglicerdis e colesterol. Os homogenatos do figado desses
ratos mostram aumento da atividade das enzimas palmitoil-CoA sin-
tetase, glicerofosfato aciltransferase microssomica e carnitina
palmitoil transferase mitocondrial, sugerindo um aumento da sin-
tese e/ou diminugao da oxidagao de acidos graxos pela droga. Este
efeito assemelha-se ao causado pela deficiencia de ingestao de

colina (Aarsaether et al., 1988), embora se altere com o estado

nutricional do animal.

E evidente que a agao do MTX é ampla em termos de ciclo ce-
lular, deixando de atuar somente durante a fase S, dependente da
atividade catalitica da DHFR, »Hara agir também na fase G,.confor-

me sugerido por Goldman (1975a).

8 e 10_4M provo-

Concentragoes de MTX extracelular entre 10~
cam inibigao da sintese de DNA mais acentuada que da sintese de
RNA, causando um crescimento desequilibrado nicleo-citoplasmatico
que finalmente leva a morte celular por incapacidade em sofrer
mitose. As concentragoes celulares de ATP e GTP decrescem,uma vez
que a velocidade de consumo de ATP e GTP na sintese de RNA excede
a da sua formacgao pela sintese "de novo" (Lippens, 1984). Os ni-
vels de ATP diminuidos refletem também os efeitos inibitorios do
MTX sobre a via glicolitica e o ciclo de Krebs, com consegiliente
deplegao energética celular. As consegliéncias dessa deplegao
fazem-se notar na inibigao da sintese proteica, glicdlise, trans-

porte de hexoses € outras reagoes dependentes de ATP.

A sintese de DNA e o metabolismo energético, em células tu-
morais, sao mais sensiveis ao MTX do que em células normais, de-
vido ao aumento das taxas anabolicas e maior capacidade prolife-

rativa das células tumorais.

No entanto, as células normais de tecidos com metabolismo
mais ativo ou maior proliferagdao também estdo sujeitos a estes
efeitos da droga, apresentando sinais de sofrimento e morte celu-
lar, que se traduzem nos efeitos tdxicos colaterais causados pe-
lo MTX.

Assim, ocorre comprometimento de pele e mucosas,com infla-



11.

magoes e ulceragoes, sendo mais afetada a mucosa intestinal, devido ao
ci1clo entero-hepatico da droga. Pode ocorrer citotoxicidade para a
mcdula Ossea, com alteragdes celulares hematoldgicas, disturbios
hemorragicos e imunossupressao. Podem ainda acontecer alteragoes
hepaticas, com aparecimento de degeneragao gordurosa, fibrose pe-
riportal, atrofia e cirrose; alteragoes pulmonares, levando a
pneumonite crdnica; disturbios da fungdo renal pelas caracteris-
thcas de solubilidade e excregao da droga; e alteragdoes do apare-
Tho genital, levando a infertilidade. Mais raramente podem ocorrer
lesoes do sistema nervoso central, causando cefaléias, paresias e
convulsoes.

Considerando as agoes multissistémicas do MTX, a nivel bio-
quimico, e principalmente a inibicao das desidrogenases NAD* —de-
pendentes do ciclo de Krebs, foi cogitada a possivel agao da droga
sobre sistemas de controle do metabolismo, como as concentragodes

mitocondrial e citossdlica de CaZlt,

Com base na inibigao de todas as desidrogenases NADH e
NADP*ldependentes estudadas, pensou-se na possivel alteragao do
transporte de equivalentes redutores do citossol para as mitocon-

drias pelo MTX.

Assim, foi feita uma breve revisao sobre o transporte mi-
tocondrial de calcio e suas implicagdes, bem como sobre as princi-
pails vias de transporte de equivalentes redutores do citossol

para as mitocondrias.

1.2. TRANSPORTE MITOCONDRIAL DE CALCIO

0 transporte de fons ca??t pelas mitoncondrias da-se através

de dois sistemas independentes: influxo e efluxo.

0 influxo de Ca2+ ocorre por um carreador uniporte, a fa-
vor do gradiente eletroquimico, formado pelo transporte de elé-
trons pela cadeia respiratodria e, entado, dissipando esse poten-
cial. E inibido especificamente pelo corante vermelho de ruténio.

A velocidade do uniporte depende da concentragao de Cca?* externo.

0 efluxo ocorre em troca de Nat ou H', dependendo do teci-
do, e a velocidade é constante em concentragdes de ca?t mitocon-
drial proximas de 10 nmoles.mg_1 de proteina mitocondrial (Ni-
cholls, 1981).

Ultimamente, tem-se definido que o transporte de calcio pe-

la mitocondria pode ter duas fungoes distintas, dependendo do te-
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cido e da situagao da célula: controlar os niveis mitocondriais,
quando o Ca?* citossdlico se mantiver em concentragoes inferiores
a 1 UM; e controlar a concentragado de Ca2* citossélico quando, em
condigoes de sofrimento celular, ocorrer aumento do influxo de
calcio através da membrana plasmatica, com conseqliente aument da
concentragao citossdlica de Ca2t acima de 5 UM (Denton & McCormack

1980; Hansford, 1985; Nicholls, 1981 e 1986; Carafoli, 1987).

Em condigoes fisioldgicas, o controle da concentracao intra
mitocondrial de Ca2* pelo sistema de transporte mitocondrial per-
mite um controle adicional da atividade das enzimas piruvato - de-
sidrogenase, isocitrato desidrogenase e o -cetoglutarato - desidro-
genase. Efetivamente, um aumento da concentragao de calcio livre
ativa diretamente a isocitrato e a a-cetoglutarato —desidrogenase,
alem de ativar a fosfatase que converte a piruvato — desidrogenase
1nativa na enzima ativa (Denton & McCormack, 1980), deste modo au-
mentando a oxidagdo de substratos a nivel do ciclo de Krebs e,

conseqlientemente, estimulando a producgao de ATP.

Assim, poderia ocorrer um controle hormonal da respiracgao,

usando o calcio como segundo mensageiro.

Por outro lado, em condigoes de sofrimento celular, tais
como hipoxia e diminuigdo da perfusdo celular, ocorre aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica para os ions Ca2*, aumentan-
do a concentracao citossolica a niveis perigosos para a célula. As
mitocondrias parecem ter, nestes casos, uma capacidade quase ili-
mitada de acumular calcio. Esta qualidade € essencial para que nao
haja ativagao das enzimas degradativas dependentes de ca2t, fosfo-

N

lipases e proteases (Fiskum & Cockrell,1985)que finalmente levariam a
morte celular.
Alguns tipos de células tumorais mostraram ter uma capaci-

dade maior de acumular calcio que as células normais, podendo tam-

ponar um aumento de Ca2* citossélico sem apresentar sinais de de-
sestruturacgao(Fiskum & Cockrell,1985).Como alteragoes associadas, es-
sas mitocondrias de células neoplasicas apresentaram aumento dos

niveis de Mg2*

, diminuigao da atividade da fosfolipase A e au-
mento da concentragao de colesterol nas membranas mitocondriais .
Notou-se também maior atividade do translocador de efluxo em troca
de Nat em células de hepatoma, sendo que, em hepatocitos normais,

o efluxo de Calt da-se em troca de H*.

Estas alteragdes permitiriam a sobrevivéncia de celulas

altamente malignas em condigdes de hipoxia e hipoperfusao, que se-
riam fatais as cclulas normais, mas quc sao comuns cm tccidos neo-
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plasicos de crescimento rapido (Goldman, 1975a).

I.3. TRANSPORTE DE EQUIVALENTES REDUTORES PARA AS MITOCONDRIAS

0 NADH produzido no citossol, como resultado das reagdes
oxidativas, precisa ser novamente oxidado, para manter o fluxo me-
tabolico. Parte desse NADH é oxidado pelas mitocdndrias, através
de complexos sistemas de transporte que transferem os equivalentes

redutores na forma de intermediarios metabdlicos.

As principais vias de transporte de equivalentes redutores
do citossol para as mitocondrias sao a lancadeira malato-aspartato
c a glicerol-fosfato (Esquema 4).

Em algumas linhagens de células neoplasicas estudadas
(Dionisi et al., 1974; Greenhouse & Lehninger, 1976), a langadeira
malato-aspartato mostrou ser a preferencial e, por vezes, a Unica
via de transporte de equivalentes redutores para as mitocondrias.
Esta langadeira consiste num sistema composto por quatro enzimas
(MDH e GOT citossolicas e MDH e GOT mitocondriais) e dois carrea-
dores (glutamato-aspartato e malato-a-cetoglutarato) e esta nor-
malmente presente nas células hepaticas e cardiacas. E inibida pe-
la rotencna e por amino-oxiacetato, inibidor da GOT.

No musculo, os equivalentes redutores sao transportados
atraves do glicerol 3-fosfato: no citossol, a diidroxiacetona-
~-fosfato e reduzida a glicerol 3-fosfato pela glicerol - 3-fosfato-
-desidrogenase, NAD+-dependente; o glicerol-3-fosfato e reoxidado
a diidroxiacetona-fosfato pela glicerol-3-fosfatodesidrogenase mi-
tocondrial, que transfere os elétrons diretamente para o complexo
1 da cadeia respiratdria. Conseqlientemente, esta langadeira € in-
sensivel a rotenona.

Essas diferencas de sensibilidade das langadeiras aos ini-
bidores permitem que se determine qual a langadeira que atua em

determinado tipo de célula.

1.4. OBJETIVOS

0 interesse atual sobre as agdes do calcio como segundo
mensageiro intracelular, a capacidade mitocondrial em controlar os
niveis de Ca2t na matriz e no citossol, a acdo dosions Ca2t  como
ativadores diretos das enzimas mitocondriais isocitrato e oa-ceto-
glutorato desidrogenases, além de ativadores indiretos da piruvato
desidrogenase (Denton e McCormack, 1980), sugerem uma possivel

agcao do MTX sobre o transporte mitocondrial de Ca2+ como fator
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ESQUEMA 4 - Representacao dos sistemas das lancadeiras malato-aspartato e glice-

rol-fosfato e suas relacoes com a cadeia respiratoria.
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coadjuvante na agao inibitoria da droga sobre o ciclo de Krebs e a
. . ‘ -~ ’ . . ~ .
via glicolitica. Julgou-se entao necessaria uma avaliagao experi-

mental da agao do MTX sobre o transporte mitocondrial de calcio.

Paralelamente, e tendo em vista a inibigao do ciclo de
Krebs pelo MTX, com consequente diminuicao dos niveis de NADH e
NADPH mitocondriais em relagdo as formas oxidadas (Gomes, 1988),
laz-se necessaria a avaliagao da agao da droga sobre a lancgadeira
malato-aspartato, em celulas Hela e num sistema recontituido com
mitocondrias de figado de rato, uma vez que esta é a principal via
de transporte de equivalentes redutores do citossol para as mito-
condrias, em algumas linhagens tumorais estudadas (Dionisi, 1974;
Greenhouse & Lehninger, 1976). E oportuno também determinar se es-

sa via e a preferencialmente usada pelas células Hela.

As agoes inibidoras do MTX sobre as desidrogenases da via
glicolitica, via das pentosces ¢ sobre o poder redutor transmembra-
na plasmatica, associadas a inibigao do ciclo de Krebs, deixam an-
lover uma possivel alteragdo dos niveis citossdlicos de NAD+,
NADH, NADP+, NADPH, ADP e ATP, assim como de piruvato e lactato,

justificando a sua determinagao.
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II - MATERIAIS E METODOS

II.1. REAGENTES

Foram adguiridos da Sigma Chemical Co: glutamato, malato,
oxalacetato, a-cetoglutarato, aspartato, fosfoenolpiruvato, piru-
vato, 1isocitrato, NAD+, NADH, NADP+, ADP, ATP, EGTA, EDTA, BSA,
manitol, Hepes, antimicina-A, rotenona, acido amino oxiacético ,
arsenazo III, vermelho de ruténio, azul de trypan, fenazina meta-
-sulfato, e as enzimas malato-desidrogenase 2350U/mg, glutamato-
-asparato aminotransferase 295U/mg, glutamato-desidrogenase 37 U/mg
alcool-desidrogenase 220 U/mg de proteina,hexoquinase 16 U/mg,glu-
cose-6-fosfato-desidrogenase 340 U/mg, lactato-desidrogenase 57

U/mg, piruvato-quinase 63 U/mg e isocitrato-desidrogenase 0,5 U/mg.

Foram obtidos da Merck do Brasil: Tris-base, bicarbonato de
sodio, cloreto de potassio, fosfato de sddio, fosfato acido de
potassio, fosfato dibasico de potassio, acido cloridrico, acido
perclorico, cloreto de magnésio, hidroxido de sddio, <cloreto de
calcio, etanol, succinato, malonato, fluoreto de sddio, diclorofe-

nol-indofenol, lactato, glicina e hidrazina.

Hidroxido de sddio, arsenito de potassio e trietanolamina

foram adquiridos da Carlo Erba do Brasil S/A.

Meio essencial minimo de Eagle foi fornecido por Flow Labo-
ratorios; soro fetal bovino, por Laborclin; sacarose, por Reagen,
Quimibrds Industrias Quimicas S.A.; cloreto de sodio, por J.T

Baker Chemical;e tripsina 1:250, por Difco.

Metotrexato foi adquirido da Cyanamid Quimica do Brasil,

divisao Lederle.

FCCP foi gentilmente cedido por Dr. Armando Gomez Puyou .

I1.2. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO

Mitocondrias de figado de rato foram isoladas segundo o©
método de Voss et al (1961), ratos albinos da raga Wistar foram

decapitados, seus figados removidos, picados com tesoura e lavados



17.

em meio de extracdo constituido de manitol 0,2M, sacarose 0,07M,
TRIS 0,01M e EDTA 0,2 mM, pH 7,4, a 4°C. Foram entao passados no
homogeneizador de Van Potter Elvehjen, trés vezes com o pistilo
frouxo e duas vezes com o pistilo normal, em banho de gelo, sendo
depois centrifugados a 800xg,em centrifuga refrigerada a 4°C. Des-
prezou-se o precipitado e o sobrenadante foi diluido em meio de
extragao e centrifugado a 7800xg, 0 sedimento foi ressuspenso no
mesmo meio e centrifugado duas vezes a 5000xg. Ao sedimento final,
correspondente a fragdo mitocondrial, foi adicionado meio de ex-
tragao apenas suficiente para se obter uma concentracgao final pro-
x1ma a 100 mg de proteina/ml.

1L.3 - CULTIVO E COLHEITA CELULAR

0s procedimentos de cultivo celular foram geontilmente rea-

l1zados pela Dr2 Ema Chandelier, da Secgao de Cultivo Celular -
- TECPAR.

11.3.1. ESTERILIZACAO DE MATERIAIS E SOLUCOES

Todo o material de vidro usado nas culturas foli esteriliza-
do a seco (150°C), por 6 horas. Rolhas e tampas foram esteriliza-
das em autoclave a 120°C e 1 atm, por 30 minutos, e depois colo-

cadas a secar em estufa a 70°C.

A solucao de bicarbonato de sodio e a solugao salina tampo-
nada (PBS) foram esterilizadas em autoclave a 120°C e 1 atm,
por 30 minutos, sendo entdo mantidas a temperatura ambiente e a

4°C, respectivamente.

A solugao dispersante de células (solugdao de tripsina-ver-
seno) foli esterilizada por filtragao, usando-se filtros marca Mil-

lipore e membranas de 0,22 ym, sendo estocada a -20°cC.

0 meio de cultura essencial minimo de Eagle foi reconsti-
tuido em agua bidestilada e esterilizado por filtragao em membra -
nas de acetato de celulose de 142mm de diametro e poros de 1,2,

0,45 e 0,22 ym, em aparelho marca Millipore.

Todas as operagoes envolvendo o cultivo celular foram rea-

l1zadas em fluxo laminar horizontal.

[I.3.2. CARACTERIZACAO E MANUTENCAO DAS CELULAS

Foram usadas células de linhagem HeLa, derivadas de carci-

noma de colo de Utero humano, procedentes da American Type Culture
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Colection e enviadas para a Secgao de Cultivo Celular do Instituto
Adolfo Lutz, Sao Paulo.

As células foram mantidas congeladas em nitrogénio liquido,
em sistema constituido de meio essencial minimo de Eagle, pH 7,4
(80% v/v), glicerol (10% v/v) e soro fetal bovino (10% v/v), con-

tendo aproximadamente 2x10° céiulas por ml, em ampolas adequadas.

II.3.3. CULTIVO E COLHEITA DE CELULAS HELA

Células HelLa foram cultivadas em meio essencial minimo de
llagle, soro fetal bovino (10% v/v) e solugao de bicarbonato a 7,5%
(p/v) suficiente para acertar o pH em 7,4, a 37°C, em garrafas dé¢

Roux, onde sc desenvolvem na forma de monocamadas.

Os repiques foram realizados deslocando-se as células com
solugao de tripsina-verseno, constituida de: 136mM de NaCl; 5,4 mM
de KC1;5mM de glucose,6,9mM de NaHCO3; 0,5 g/1 de tripsina 1:250;
0,5mM de EDTA; ¢ vermelho de fenol, 0,2 mg %, preparada com égua
bidestilada.

Apos o descolamento, as celulas foram ressuspensas em pe-
quena quantidade de meio de cultivo, com o auxilio de pipeta equi-
pada com pera de borracha, e foram entao ressemeadas em concentra-
Goes aproximadas de 2 x 106 células por garrafa de Roux. As cul-
turas desenvolveram-se a temperatura de 37°C, e as monocamadas fo-
ram observadas diariamente em microscopio invertido, marca 0Olym-
pus, modelo CKC, Bi-I, no TECPAR. As culturas tornam-se confluen-
tes com 72 a 96 horas de crescimento, sendo entao padronizado o

tempo de 80 horas para a colheita.

Para colheita das células, estas foram submetidas a acgao
da solugao de tripsina-verseno, até iniciar-se o descolamento. En-
tao, desprezou-se a solugao de tripsina, e ressuspenderam-se as
células, com o auxilio de uma pipeta com pera de borracha, em PBS
acrescida de 25 mg% de soroalbumina bovina, para protegé-las de
cventual acao da tripsina residual. A solugao salina tamponada
(PBS) constituia-se de 8,1 mM de NajHPOy 136 mM de NaCl e
1,46 mM de KHpPO4, em agua bidestilada, pH 7,4, 37°C.

Em seguida, a suspensao celular foi centrifugada em cen-
trifuga clinica por 40 segundos e as celulas precipitadas foram
ressuspensas e centrifugadas mais duas vezes em PBS com BSA, sendo
uma ultima lavagem feita na auséncia de soro-albumina bovina.

0 precipitado final foi ressuspenso em volume adequado de
PBS e calculada a viabilidade celular.



19.

I1.4. DOSAGEM DE PROTEINA

A determinagao da concentragao proteica foi realizada de
acordo com o método colorimétrico de Lowry (1951), usando-se soro
albumina bovina como padrao e determinando-se a absorbancia em

700nm em espectrofotometro Micronal.

[1.5. DETERMINACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO

De acordo com o método de Voss et al (1963), o consumo de
oxi1génio foi acompanhado em eletrdodio de oxigénio, modelo  Rank
Brothers (Cambridge, England), acoplado a um registrador Recti-

-Riter (Texas Instrument Incorporated).

0 meio de reagao era composto de tampao fosfato 5mM, Tris 10mM,
EDTA 0,2mM, manitol 250mM, pH ajustado a 7,4 com HCl (Voss et al,
1961).

Na Camara de reagao foram introduzidos 2,0 ml de meio de
reagao, quantidades adequadas de proteina mitocondrial (2 a 4 mg),
substrato oxidavel na concentragao 7,5 mM e ADP 0,25mM, mantendo-
-se a temperatura em 28°C. Considerou-se asolubilidade do oxigénio

como sendo de 248 uM a 28°C e latm. (Estabrook, 1967).

A velocidade respiratoria foi calculada em nmoles de oxi-

génio consumidc- minuto~! mg ~! de proteina a partir do tragado obtido do re-

gistrador.

1I.6. OBTENCAO DAS RAZOES RC E ADP/O

A razao RC foi determinada dividindo-se a velocidade respi-
ratoria no estado III (na presenga de ADP e substrato) pela velo-
cidade respiratdria no estado IV (ap6s consumo do ADP adicionado)

seqgundo Listabrook (1967) e Chance & Williams (1955).

0 ADP/O foi calculado pela razao entre o numero de moles de
ADP adicionados a cdmara de reagao e o numero de moles de atomos
de oxigénio consumidos durante a fosforilagao do mesmo ADP (Esta-
brook, 1967)

TI.7ACAO DO MALONATO E DO MTX SOBRE A VELOCIDADE RESPIRATORIA.

A inibigao do ciclo de Krebs, pela agao do malonato sobre a
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Para iniciar a reagao, foi adicionado 0,35mM de oxalacetato
e acompanhou~se o consumo de NADH através da diminuigdao da absor-
bancia em espectrofotometro de duplo feixe de onda, em 340 nm,ten-
do como referéncia tampao fosfato.

As faixas de concentragao dos inibidores testados foram:

MTX, de 0,017 a 0,667mM; malonato, arsenito e amino-oxiacetato, de
0,67 a 1,3 mM.

II1.10.ACAO DO MTX, ARSENITO, MALONATO E AMINO-OXIACETATO SOBRE A
GLUTAMATO-ASPARTATO AMINO TRANSFERASE PURIFICADA (E C 2.6.1.1)

A atividade da glutamato-aspartato aminotransferase foi de-
terminada de acordo com o método de Reitman e Frankel (1957), se-
gundo as reagoes:

Aspartato + o-cetoglutarato GOT oxalacetato + glutamato
oxalacetato + 2,4 dinitrofenilhidrazinamozazona (alaranjado em pH al-

calino).
0 meio de reagao era composto de: tampao fosfato 73,6mM,pH

7,4, aspartato 130mM, oa-cetoglutarato 23mM e inibidores.

A reagao foi iniciada com a adigdo de 5,6U de GOT, aos tres
minutos adicionou-se 0,45 mM de DNPH e, apds 20 minutos, NaOH
0,33N.Detérminou-se.a absorbancia a 505nm em espectrofotometro Mi-
cronal, contra tubo branco, contendo os reagentes citados com ex-
cegdao da enzima. A produgao de oxalacetato foi determinada por
comparagao com curva padrao de piruvato (figura 1), uma vez que o
oxalacetato produzido sofre descarboxilagdo espontanea, formando
piruvato. (Reitman e Frankel, 1957).

As concentragoes de inibidores usadas foram de: 0,01 a
0,5mM para o MTX; 0,25 a 3,0 mM para o amino-oxiacetato; 0,4 a 8mM

para o arsenito de éédio; e 0,65 a 3,3 mM para o malonato.

II1.11. AGAO DO MTX, MALONATO, ARSENITO E AMINO-OXIACETATO SOBRE O
SISTEMA ENZIMATICO MDH/GOT

Avaliou-se simultaneamente @& agao dos inibidores sobre as
duas enzimas de acordo com Williamson e Corkey (1959), seguindo o

sistema de reagoes:

a-cetoglutarato + aspartato GOT_ glutamato +oxalacetato
oxalacetato + NADH: + H' “MRH,.malato+NAD+.
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FIGURA 1 - Curva de calibracgao do piruvato para avaliacao da atividade da gluta-
mato-aspartato aminotransferase.
Sistema de reacao: tampao fosfato 73,6 mM pH 7,4 , aspartato 130 mM,
o cetoglutarato 23 mM, piruvato nas quantidades indicadas, DNFH
0,45 mM e NaOH 0,33N.
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Em volume final de 3 ml, adicionou-se tampdo fosfato 0,1M
PH7,4; a-cetoglutarato 3,3mM; NADH 0,33mM; 1,2U de MDH (E € 1.1.1.1)
5,6U de GOT (E C 2.6.1.1), além dos inibidores a serem tes-
tados. As concentragdes destes ultimos variaram de 1 a 4 mM para o
malonato, 0,67 a 1,3 mM para o aminooxiacetato, 2 a 8 mM para o
arsenito e 0,03 a 0,8mM para o MTX.

As reagoes foram iniciadas com a adigdao de 1,66mM de aspar-
tato e acompanhadas através da diminuigdo da absorbancia a 340nm,em
espectrofotometro de duplo feixe de onda, tendo como referéncia

todo o sistema com excegao do aspartato.

TI. 12. MEDIDAS DE CAPTAGCAO E EFLUXO DE CALCIO

Mitocondrias de figado de rato foram isoladas de acordo com
o método de Voss et al. (1961), em meio de extragao composto de ma-
nitol 0,2M, sacarose 0,07M, Tris 0,01M e EGTA 0,2mM, pH 7,4, sendo

a ultima lavagem e a diluigao final feitas com a mesma solugdo,mas
sem EGTA.

Ao meio de reagao, composto de 3 ml da solugao manitol 125
mM, Hepes 10 mM, KCl 65mM e BSA 0.05%, pH 7,2, foi adicionado:
fosfato inorganico 0,33mM; arsenazo III 31 uM; 2,2 mg de proteina
mitocondrial; rotenona 4,2 uM; e 17 pyM de CaCl,;. No tempo =zero,
adicionou-se succinato 5mM. A captagao do calcio pelas mitocon-
drias foi acompanhada através do aumento de absorbancia em espec-
trofotometro de duplo feixe de onda, 675-685nm, acoplado a regis-

trador.

Apos finalizada a captagdo, foi acrescentado vermelho de
rutenio 0,5uM, e acompanhado o efluxo de calcio pela diminuigao

de absorbancia, no mesmo comprimento de onda.

0 mesmo experimento foi repetido na presenga de MTX.,varian-
do a sua concentracgdo entre 0,4 e 1,6 pumoles/mg de proteina mito-
condrial, com e sem pré-incubacado de 10 minutos das mitocondrias

com a droga.

0 experimento acima descrito baseia-se no método de Scarpa
(1979), no qual o arsenazo III sofre alteragao de cor em fungao

da concentragdo de ions Ca2*

0 vermelho de ruténio € um inibidor especifico do carrea-

dor uniporte para o influxo de Caz2+, permitindo assim a determina-

cao do efluxo de cdlcio.
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I1.13. CALCULO DA VIABILIDADE CELULAR

0 calculo da viabilidade celular, foi feito através da conta-
gem das células em camara de Neubauer usando-se 1 ml de suspensao
celular para 0,1 ml de solugao corante constituidada de: azul dé
trypan 0,4% (p/v) em solugao salina - KH,PO, 5mM, NaCl 140 mM, aci-
do benzoico 25 mg%, pH 7,4. Foi feita a observagao em microscopio

e calculada a viabilidade celular segundo a formula:

Q

% celulas viaveis = células nao coradas x 100

celulas coradas + nao coradas

Foram usadas as suspensoecs cclularcs com indicce de viabilida-
de celular acimade 90%.

0 metodo acima baseia-se na descrigao de Phillips (1973),
segundo a qual as celulas viaveis nao se deixam corar pelo azul de

trypan.

II.14. INCUBACAO PARA DOSAGEM DE METABOLITOS DE CELULAS HELA

Celulas HelLa, colhidas conforme descrito, ressuspensas em PBS
de modo a obter uma concentracao final proxima de 2,4 mg de protei-
na celular. ml_1 e deixadas em aeragao com agitador magnético du-
rante alguns minutos, divididas em dois frascos de reagao: um para
controle e outro para teste com MTX. A droga foi adicionada ao
frasco-teste na concentragao 0,4 mM e incubada durante 10 minutos,
quando entao se adicionou 1 mM de glucose a ambos os [rascos. Imec-
diatanente apods, foram retiradas a¥ aliquotas correspondentes ao
tempo zero, tg . Novas aliquotas foram retiradas 10 e 30 minutos
apos a adigao de glucose, correspondente aos t]O e t30, respectiva-

nente.

A dosagem de proteina foi realizada segundo o metodo de Lowry

ja descrito.

IT. 15. EXTRACAO DOS METABOLITOS DE CELULAS HELA

Nos tempos de incubagao descritos nos experimentos, foram re-
colhidas aliquotas e divididas em extratos acidos ou alcalinos,

conforme o metabolito a ser dosado.

Extrato acido - A éxtracgao acida foi feita para posterior do-

sagem de NAD+, NADP+, ATP,ADP, piruvato e lactato. A aliquota foi adi-

cionada a um tubo contendo HClL04 e Hepes, de forna que a concentragao final
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destes fosse de 0,43M e 0,07M, respectivamente. Este tratamento
destroi os NADH e NADPH presentes na aliquota, conforme descrito
por Klingenberg (1974). 0 tubo foi mantido em banho de gelo e, en-
tao, seu conteudo foi neutralizado com KOH SN ate o PH

6,5 a 7,5, sendo apos centrifugado a 18000 x g durante 5 minutos.

0 sobrenadante foi congelado a -15°C por 12 horas, recen-

trifugado e finalmente usado para dosagem dos metabodlitos.

Extrato alcalino — A extragdo alcalina foi realizada paradosagem - de
NADH de NADPH.A aliquota foi adicionada a um tubo contendo KOH e Hepes,

na concentragao final correspondente a 0,357M e 0,07M, respectiva-
mente, e colocada em banho-maria a 90°C por 5 minutos, o que des-
troi o NAD+ e NADP* presentes na aliquota (Klingenberg, 1974). Lo-

go apos, foi posto em banho de gelo e neutralizado até pH de 6,5 a
7,5 com HCl04, 11,4M.

0 NADH e NADPH foram entao oxidados: 6 unidades de gluta-
mato desidrogenase (E C 14.1.3) foram adicionados e o sistema in-

cubado a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

Em seguida, o extrato foi centrifugado a 18.000 x g por 5
min. e O sobrenadante foi congelado a - 15°C por 12  horas.
Apos este tempo, foi recentrifugado e usado para dosagem de NAD+
¢ NADP*, que correspondem as quantidades de NADH e NADPH antes

cxistentes.

I1.16. DETERMINACAO DE NAD*/NADH

0s niveis celulares totais de NAD" e NADH foram determina-
dos de acordo com o método ampliador descrito por Slater e Sawyer
(1962), que tem sensibilidade para a dosagem dos nucleotidios na

faixa de concentragao de 3 x 1077 a 107 M.

ETOH NAD® PMTS DCPIP
red oxid

ACE IALDEIDO NADH S PMTS bCp l.[:d

oxid
Foram incubados durante 30 minutos: diclorofenol-indofenol
(DCPIP) 39 uM, fenazina metasulfato (PMTS) 3,2 mM, etanol a 20%
(v/v) quantidades adequadas de extratos acidos ou alcalinos e tam-
pao fosfato 95mM, pH 7,4,num volume final de 1ml, ao qual se adi-

cionaram 11 U. de alcool-desidrogenase.
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FICURA 2 - Curva de calibracao de NADT.
Sistema de reacao: tampao fosfato 95 mM pH 7,4, DCPIP 39 uM, PMTS
3,2 mM, etanol 207 (v/v), quantidades indicadas de NADY, 11U de ADH,
num volume final de 1 ml. Apos 30 minutos de incubacao foi avaliada

a absorbancia em relacao a um tubo branco (sem enzima) em 600 nm.
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Foi avaliada a absorbancia do sistema, em relagdo ao tubo
branco incubado nas mesmas condigdes, mas na auséncia da enzima,

em espectrofotometro Micronal, 600 nm, e comparada com curva pa-
drao de NAD* (Figura "2},

0s resultados foram expressos em nmoles de NAD ou NADH.mg~'
de proteina celular, tendo em mente que a incubagao com extrato
acido reflete os niveis de NAD*, enquanto a incubagao com extrato

alcalino se refere aos niveis de NADH.

11.17. DOSAGEM DE NADP*/NADPH

NADP+ e NADPH foram dosados de acordo com o método de Sla-

ter e Sawyer (1962), usando isocitrato como substrato:

hamnnmo NADP* PMTSd DCPIP
re oxid |
» <« >< > <
o-KG =~ *NADPH

PMTS* DCPRIP

oxid red
Para um volume final de 1 ml, foram adicionados 31 yM de diclo-
rofenol-indofenol (DCPIP), 3,2 mM de fenazinametasulfato (PMTS),

9mM de isocitrato, 0,15 mM de MgClp, quantidades apropriadas de
extratos acidos ou alcalinos e tampdao TRIS 50 mM pH 8,0. Adicio-
nou-se 0,050 de isocitrato desidrogenase (ICDH) (lmg converte 0,5
p mol de isocitrato a4a-cetoglutarato por minuto, pH 7,4, 37°C)

e, apos 30 minutos de incubagdo, determinou-se a densidade Optica
do sistema em relagao ao tubo branco, que continha os mesmos rea-
gentes exceto a enzima. Usou-se espectrofotometro Micronal, 600nm.
0 resultado foi comparado com os valores de curva de calibragao de

NADP*(Figura 3) e expresso em nmoles de NADPtou NADPH. mg-1.

11.18. DETERMINACAO DE ATP

Foi realizada segundo o método de Williamson e Corkey (1969)

usando o sistema de reagoes:

Glucose + ATP Mg*' Glucose-6-fosfato + ADP
HK

Glucose-6-fosfato + NADP* . 6-fosfogluconato + NADPH

G6PDH

0 desenvolvimento das reagoes foi acompanhado através do
aumento da absorbancia em espectrofotometro de duplo feixe de on-
da, 340 nm.
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FIGURA 3
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- Curva de calibracao de NADP.

Sistema de reacao: tampao tris 50 mM pH 8,0, DCPIP 31uM, PMTS 3,2 mM,
isocitrato 9 mM, MgCl2 0,15 mM, quantidades indicadas de NADPt e
0,05 U de ICDH num volume final de 1 ml. Apos 30 minutos de incubagao

foi avaliada a absorbancia em relagao a um tubo branco (sem enzima)em

600nm.
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0 sistema de incubagao constituia-se de: tampao trietano-
lamina 41,3mM pH 7,4; MgCl2 8,3mM; EDTA 4,1 mM; glucose 4,1 mM
NADP+66 pM; 3U de glucose 6-fosfato desidrogenase; e quantidades

.
’

adequadas de extrato acido, num volume final de 3ml. Foram entao
adicionados 0,325U0 de hexoquinase (HK) e apos 15 minutos foi ob-
scrvada a absorbancia em relagao ao tudo branco, ao qual nao foi

adicionada hexoguinase.

0 resultado foi comparado com o obtido com solugao padrao

de ATP, e expresso em nmoles ATP.mg"1de proteina celular.

11.19. DETERMINACAO DE ADP e PIRUVATO

Foi realizada de acordo com o metodo de Williamson e Corkey
(1969), usando o sistema:

ADP + fosfoenolpiruvato Mg+iL§:_ piruvato + ATP

PK

. + . +
Piruvato + NADH + H Lactato + NAD
LDH

Foram incubados,durante 15 minutos: tampao fosfato de po-
tassio 87 mM; MgC12 1,7 mM; NADH 17 yM; quantidades adequadas de
cxtrato acido; 21U de lactato-desidrogenase (LDH) e 24U de piruva-
lo-quinase (PK) num volume final de 3 ml. A absorbancia foi 1lida
contra tubo branco, sem a enzima, em espcctrofotémetro de duplo
fc1xe de onda a340 nm. 0 valor obtido foi comparado com padrao de
prruvato e coxpresso em nmoles de plruvato.mg_1 de proteina celu-
la.

Adicionou-se entao 1,7mM de fosfoenolpiruvato as cubetas

do ¢nsai1o0 e do branco.

Foi determinado o novo valor de absorbancia. Subtraindo o
primeiro valor do segundo, obtém-se o valor correspondente a con-
centragao de ADP, apos comparagdo com solugao padrao de ADP. Ex-

_1 4
pressou-se o resultado em nmoles ADP.mg de proteilna celular.

11.20. DETERMINAGCAO DE LACTATO
A dosagem de lactato foi realizada segundo o método de Ho-

horst (1965), acompanhando a reagao:

+
l.actato + NAD " pH 9, pirruvato + NADH + H

0
T
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Foram incubados durante 90 minutos: tampao glicina 0,41 M/
hidrazina 0,16M pHY9,0; NAD+ 1,7mM; extrato acido em qguantidades
apropriadas; e 14U de lactato-desidrogenase (LDH), num volume
final de 3 ml. Apos a incubagao, determinou-se a absorbancia do
cnsaio em relagdo ao tubo branco, na auséncia de enzima, e compa-
rado o valor com concentragao padrao de lactato, em espectrofoto-
metro de duplo feixe de ondaa 340 nm. Usou-se o tampao glicina

0,5M/hidrazina 0,2M como referéncia.

1I1.21. ESTUDO DA LANCADEIRA MALATO-ASPARTATO EM CELULA HeLa

A langadeira malato-aspartato, nas células Hela, intactas ,
foi avaliada sequndo o método de Dionisi et al. (1974) e Green-
house e Lehninger (1976), com algumas modificagdoes. Neste método,
¢ fornecido lactato como substrato e avaliada a produgdao de pi-
ruvato na presenga e na auséncia de inibidores da oxidacao do pi-

ruvato formado, bem como de inibidores da produgao do piruvato.

Células HelLa, colhidas conforme descritc,foram ressuspensas
cem PBS, de forma a se obter uma concentracao proxima de 0,7mg de
proteina celular. ml—1, determinada pelo método de Lowry (1951).
Foram aeradas sob agitagao, por alguns minutos, e acrescidas de
fluoreto de sodio 20mM, para haver inibigdo da via glicolitica.
I'ntao, a suspensao celular foi dividida em seis copos e em cada
um foi realizada uma das seguintes adigoes: malonato 3mM; malonato
ImM e aminooxiacetato de sodio 0,2mM, metotrexato 0,4mM; malonato
3JmM e rotenona 10 uyM; antimicina A 27 pyM; e um controle sem outros
inibidores.

0s inibidores adicionados foram deixados em pré-incubagado

por 10 minutos, sempre sob agitagao.

Em seguida, foi separada metade do conteudo de cada copo,
de modo a se obter um controle sem substrato e adicionado entao

20mM de lactato de sodio, iniciando-se a contagem do tempo.

Imediatamente apés a adigao de lactato, foi retirada dos
copos com lactato e dos copos controle, a aliquota referente ao
tempo zero. Novas aliquotas foram retiradas apos 10 minutos (tem-

po 10) ¢ 30 minutos (tempo 30) da adigao do substrato.

As aliquotas foram submetidas a extragao acida, de acordo

com o metodo descrito anteriormente, para posterior dosagem do pi-
ruvato produzido e/ou consumido nas diversas incubagoes.
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III - RESULTADOS E DISCUSSAO

1II.1. ACAO DO MTX SOBRE O TRANSPORTE MITOCONDRIAL DE CALCIO

Além dos efeitos do MTX sobre as desidrogenases NAD.+ e
NADP+—dependentes, ja demonstrados por Yamamoto (1985), Oliveira
(1986) e Gomes (1988), procurou-se verificar se a atividade das
enzimas o-cetoglutarato, isocitrato e piruvato desidrogenases,
dependentes de calcio, nao seria também afetada por uma interfe-
réncia do MTX sobre o transporte mitocondrial de calcio, tendo em
vista a importancia deste na regulagao do ciclo de Krebs e seu

papel protetor da célula, em condigdes de sofrimento celular.

Em concentragoes de 0,4 a 1,6 umoles de MTX.mg-1 de pro-
teina mitocondrial, a droga causa uma diminuigdo progressiva de
até 20% do influxo mitocondrial de calcio, e um aumento do efluxo
de 20% na maxima concentragao de MTX usado. Pré-incubagao de 10
minutos do MTX com a preparagao mitocondrial nao modificou os re-
sultados (Figura 4), que refletem a média de vinte e trés expe-
rimentos efetuados.

Estes dados permitem concluir que o MTX causa, nas concen-
tracoes usadas na terapéutica, uma diminuigdo dos niveis de ca??t
na matriz. Este pode ser realmente um fator coadjuvante na inibi-
gao do ciclo de Krebs pela droga (Gomes, 1988), tendo em vista o
aumento de atividade apresentado pelas desidrogenases do piruvato,
do isocitrato e do a-cetoglutarato, na presenga de Ca’%t (Denton &
McCormack, 1980).

Além disso, e em conseqliéncia das alteragodes observadas
nas mitocdndrias de células neoplasicas (Fiskum & Cockrell, 1985 )
o MTX poderia ainda reduzir a capacidade de tamponamento do ca?t
pelas mitocondrias, em condigdes de sofrimento celular. Este
efeito causaria entdao aumento da concentragao de Ca2+ no citossol,
com consequente ativagao das enzimas degradativas fosfolipases e
proteases, causando morte celular por autdlise da células neopla-
sicas hipoxicas e hipoperfundidas, que sao comuns em tumores sO-
lidos (Goldman, 1975).
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FIGURA 4 - Acao do metotrexato sobre o transporte mitocondrial de calcio.

As velocidades relativas de captacao e efluxo de calcio foram deter-
minadas em funcao da concentracao de MTX, conforme descrito em Mate-
riais e Métodos. Cada curva representa a média de 23 experimentos in

dependentes.
1007 corresponde a 170 nmoles de Calcio captado. min.nlmg”1 e a
24 nmoles de Calcio ejetado. min.—lmg-l.
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III.2. AVALIAGAO DA LANGCADEIRA MALATO-ASPARTATO EM MITOCONDRIAS
ISOLADAS DE FiGADO DE RATO

1TI.2.1. INTRODUCAO

Para testar o efeito do MTX sobre a langadeira malato-
-aspartato, foram usadas mitocondrias isoladas de figado de rato
como fonte de MDH e GOT mitocondriais e MDH e GOT purificadas,

adquiridas comercialmente.

Para que a reoxidagao de NADH pela MDH, medida atraves do
consumo de oxigénio pelas mitocondrias, nao sofresse interferén-
c1a da oxidagao de substratos enddgenos, tornou-se necessirio o
uso de inibidores do ciclo de Krebs, apos afastada uma possivel

a¢ao indesejavel destes inibidores sobre as enzimas MDH e GOT.

Para melhor avaliagao dos resultados obtidos sobre a lan-
¢adeira malato-aspartato em mitocondrias acopladas, foi estudada
a agao do MTX sobre enzimas purificadas e mitocondrias desacopla-

das.

0s resultados destes experimentos sao detalhados a seguir,

11.2.2. ACAO DO ARSENITO E MALONATO SOBRE AS ENZIMAS MDH E GOT

0 arsenito inibe a piruvato-desidrogenase, desta forma
imibindo o ciclo de Krebs por falta de acetil-CoA para realimen-
tar o ciclo. Nao sendo, no entanto, um inibidor especifico, pode-
11a interferir com a atividade das enzimas componentes da langa-
deira malato-aspartato: malato-desidrogenase e glutamato-asparta-

o aminotransferase.

0 arsenito mostrou ter uma agao importante sobre a GOT,
desde que houvesse uma pré-incubagdo de 10 minutos do inibidor
com a enzima. Neste caso, a inibigao da transaminagao atingiu
100% em concentragoes de arsenito acima de 1,5mM (figura 5). A

MDH sofreu inibigao de 10% na presenga de arsenito (figura 6).

Devido a esses efeitos do arsenito, optou-se pelo uso de
outro inibidor do ciclo de Krebs, o malonato. Este é um anélogo
estrutural do succinato, inibindo a succinato desidrogenase com-
petitivamente, podendo ser deslocado da enzima na presenga de ex-

cesso do verdadeiro substrato.

Ao ser testado, o malonato nao alterou a atividade da MDH

€ causou um pequeno estimulo da GOT, em concentragdes menores gue
2,5mM (figura 7).
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FIGURA 5 - Efeito do arsenito sobre a atividade da GOT.
O efeito do arsenito sobre a atividade da GOT foi avaliado conforme
descrito em Materiais e Métodos, item II. 10.
O : sistema sem prée-incubacao com arsenito.

® : sistema prée-incubado 10 minutos com arsenito.
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0 efeito do arsenito e do malonato sobre a atividade da MDH foi ava-
liado conforme descrito em Materiais e Métodos, item II. 9.
O : malonato
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FIGURA 7 - Acao do malonato sobre a atividade da GOT.
O efeito do malonato sobre a atividade da GOT foi avaliado confor-

me descrito em Materiais e Métodos, item II. 10.
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111.2.3. INIBIGCAO DO CICLO DE KREBS PELO MALONATO

Para inibir o ciclo de Krebs , diminuindo assim o consumo
de oxigéenio devido a oxidacado de substratos enddégenos, foi usado
malonato.

Foi avaliada a capacidade inibitoria do malonato sobre a
velocidade respiratoria, incubando-se a preparagao mitocondrial

com o inibidor, na presenga de succinato (figura 8) ~ glutama-

to (figura 9), e acompanhando-se o consumo de oxigénio.

Observa-se gque, na concentragao 2,0mM, a inibigao da res-
plragao € maxima em todos os experimentos, embora nao seja total.
A respiragao residual observada pode scer devida a trés fatores: o
~fe1to barreira exercido pela membrana mitocondrial interna que,
criando um obstaculo a entrada do malonato, explica a menor e
mais lenta inibicado observada na incubagdo com mitocondrias aco-
pladas; atividade das restantes enzimas do ciclo de Krebs,a par-
t1r de outros substratos além do succinato, o que Jjustifica a
mal1or respiragao residual na incubagao com glutamato; e, final-
mente, o aumento progressivo da concentragao de succinato, levando
10 deslocamento do inibidor ¢, conscquentemente, a rcecupceracao de

parte da atividade catalitica da enzima.

I11.2.4. INIBICAO NO CONSUMO DE OXIGENIO PELO MTX NA PRESENCA DE
MALONATO E MALATO

0 MTX inibe parcialmente a oxidagao do malato, na pre-
songa de malonato, em mitocondrias acopladas, nos estados III e
IV. Esta inibicao e reflexo da agao da droga sobre a enzima malato
desidrogenase (figura 10) e € um pouco mais acentuada durante o
cstado III, quando ha maior demanda de NADH para a cadeia respi-

latoria, estando a sua produgao diminuida.

Sendo a malato desidrogenase uma das enzimas integrantes
da langadeira malato-aspartato, podemos esperar que o MTX cause
uma diminuigao da capacidade de transporte de equivalentes redu-

lores do citossol para a mitocondria.

11T .2.5. EFEITO DO MTX SOBRE A MALATO DESIDROGENASE E A GLUTAMA-
TO-ASPARTATO AMINOTRANSFERASE PURIFICADAS E O SISTEMA
RECONSTITUIDO MDH/GOT.

Para avaliar experimentalmente o efcito do MTX sobre a

langadeira malato-aspartato, esta foi reconstituida usando-se o
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F1GURA 8 - Efeito do malonato sobre a velocidade respiratoria na presenca de

succinato.

As condigaes experimentais estao descritas em Materiais e Metodos,
item II. 5.

Q: velocidade respiratoria no estado IV

@: velocidade respiratoria de mitocondria rompida por congelamen-

to.
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FIGURA 9 - Efeito do malonato sobre a velocidade respiratoria na presenca de
glutamato.
As condicoes experimentais estao descritas em Materiais e Métodos,
item I1. 5.
O : velocidade respiratoria no estado III

@ : velocidade respiratoria de mitocondria rompida por congelamento.
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FIGURA 10- Efeito do metotrexato sobre a velocidade respiratoria na presencga de
malato.
As condicOes experimentais estao descritas em Materiais e Métodos,
item II. 5.
O: velocidade respiratoria no estado III.

@® : velocidade respiratoria no estado IV.
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sequinte sistema de reagoes, conforme descrito em Materiais e Mée-
todos:;

o-cetoglutarato + aspartato GOT- glutamato + oxalacetato
2

oxalacetato + NADH + H+ MDH malato + NAD+
—.——»

Acompanhando-se a diminuigao de absorbancia corresponden-
te ao consumo de NADH, observa-se (figurall ) um pequeno estimulo
inicial (0,03mM de MTX),seguido de inibigdo progressiva, que se

torna total em concentragoes de MTX superiores a 0,5 mM.

Para melhor avaliar e discutir este resultado, foi estuda-
da a agao da droga sobre a malato desidrogenase e a glutamato-

-aspartato aminotransferase separadamente (figura 12 e 13).

A malato-desidrogenase sofre inibigao progressiva pelo MTX
atingindo 100% em concentragoes da droga acima de 0,34mM.

A glutamato-aspartato aminotransferase apresenta um pe-
queno estimulo frente ao MTX, independente da concentragao da
droga e que seria aparentemente responsavel pelo estimulo ini-
cial observado na reconstituigao do sistema de langadeira (figura
11) .-

II1I1.2.6. ACAO DO MTX SOBRE A MDH MITOCONDRIAL

Mitocondrias isoladas de figado de rato foram incubadas na
presenga do desacoplador FCCP, para haver oxidagao de todo o NADH
mitocondrial. Adicionando-se rotenona, para inibir a reoxidagao
do NADH posteriormente produzido, nota-se que a redugao do NaD*t
na presenca de malato é inibida pelo MTX, de forma crescente e

acompanhando o aumento de concentragao da droga (figura 14y,

Esta agao do MTX reflete a inibigao da malato-desidrogena-
se mitocondrial, que atinge 100% em concentragoes da droga cor-

respondentes a 0,35 umoles.mg-1 de proteina mitocondrial.

A atividade da MDH purificada e da MDH de mitocondrias de-
sacopladas pelo FCCP €& 100% inibida pelo MTX. A inibigao da res-
piragao pelo MTX, na presenga de malonato e usando malato como
substrato, é de apenas 30%, e nao de 100%, como se poderia espe-
rar. A respiragao residual observada pode ser atribuida a oxida-
gao de substratos endodgenos NAD+—dependentes e ao efeito de bar-
reira exercido pela membrana mitocondrial interna energizada, ge-
rando niveis de MTX intramitocondrial abaixo dos esperados, com

consequente inibigao apenas parcial da MDH.
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Efeito do metotrexato sobre o sistema reconstituido da lancadeira
malato-aspartato.
As condigoes experimentais estao descritas em Materiais e Métodos,

item II. 11.
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As condigoes experimentais estao descritas em Materiais e Metodos,

item II. 10.
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As condicOes experimentais estao descritas em Materiais e Metodos,

item II. 8.
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O0s resultados acima apresentados permitem concluir que a
droga causa efetivamente inibigao da MDH nas concentragoes comu-

mente usadas na terapéutica.

Por conseguinte, a langadeira malato-aspartato Ssecra ini-
bida pelo MTX. A reoxidagao mitocondrial do NADH citossolico,
cstando prejudicada, levara a um menor rendimento energético ce-
lular. Este efeito do MTX pode entao estar relacionado a toxida-
d geral apresentada pela droga, atingindo principalmente as cé-
lulas que utilizarem esta langadeira para o transporte dé equi-

vilentes redutores do citossol.

Julgou-se entao pertinente avaliar qual a via utilizada
ptoeferencialmente pelas células HelLa para o transporte de equiva-
lentes redutores citossolicos e qual a agao do MTX sobre esse

l ransporte nesta linhagem neoplasica.

111.3. AVALIACAO DA LANGADEIRA MALATO-ASPARTATO EM CELULAS Hela.

I11.3.1. INTRODUCAO

0 transporte-de equivalentes redutores do citossol para as
milocondrias, cm algumas linhagens de células neoplasicas, foi

avalrado por Dionisy (1974) ¢ Greenhouse & Lehninger (1976).

Segundo estes autores, células de diferentes linhagens fo-
1 am 1ncubadas na presenga de lactato, e avaliada a produgao de
pirruvato. Relacionou-se a capacidade de acumular piruvato com o
tiransporte de equivalentes redutores para as mitocondrias: para

(quo ocorressc acumulo de piruvato no citossol, o NADH citossoli-

‘0 neccessitaria ser reoxidado a nivel mitocondrial, atraves de
uma das lancadeiras — malato-aspartato ou glicerol-fosfato (es-
quema 4) .

Usando 1nibidorces da langadeira malato-aspartato, os auto-
s citados concluiram que as linhagens celulares neoplasicas es-
ludadas utilizavam preferencialmente ¢, cm alguns casos, cxclusi-
vamente, a lancadeira malato-aspartato para o transporte de equi-

valentes redutores para as mitocondrias.

Ainda segundo esses trabalhos, o acumulo de piruvato mos-
l1ou ser maior na presenga de arsenito, que 1inibe a piruvato-
~desidrogenase, bloqueando a oxidagao do piruvato pelo ciclo de
Kicbs. No entanto, este inibidor, devido aos seus efeitos sobre

4 eonzimas 1ntegrantes da langadeira malato-aspartato, demonstra-
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dos anteriormente (figuras 5e 6), nao foi julgado adequado para
os propositos deste trabalho. Foi entdo usado o malonato como
inibidor do ciclo de Krebs, na concentracao de 3mM no meio de in-
cubagao das células Hela, embora nao se consiga inibicdo total do
ciclo, devido a atividade residual das restantes enzimas a par-

tir de substratos enddgenos, como foi mostrado anteriormente
(figuras 8, 9 e 10).

I11.3.2. INIBICAO DA VIA GLICOLITICA

A incubagao de celulas Hela com lactato mostrou que o
acumulo de piruvato nado era devido a agdo da lactato-desidrogena-
se e das langadeiras malato-aspartato ou glicerol-fosfato, pois
ocorria mesmo na presenga de cianeto 12mM,rotenona 16,7 uyM, que
inibem a reoxidagao do NADH produzido (figura 15). Entao, deveria
ser derivado da oxidagao da glucose pela via glicolitica. Essa
glucose seria derivada do glicogénio celular, uma vez que as cé-

lulas HeLa sao celulas epiteliais.

Tornou-se entao necessario o uso de um inibidor da via
glicolitica. Considerando que o iodoacetato inibe, aléem da 3-
—fosfogliceraldeido—desidrogenase, tambem a MDH (Webb, 1963),

optou-se pelo uso do fluoreto de sodio, inibidor da enolase.

ITI.3.3. USO DO AMINO-OXIACETATO

”,

Para o funcionamento da langadeira malato-aspartato, e
imprescindivel a ocorréncia de uma etapa de transaminagao, cata-
lisada pela GOT. Para comprovar a importancia desta langadeira no
mctabolismo de celulas Hela, tornou-sc nccessaria a sua inibigao,
permitindo desta forma avaliar se a langadeira glicerol-fosfato e

tambeém operante nesta linhagem celular.

Para tal, foili usado amino-oxiacetato acima de 2,0mM, como
inibidor especifico da GOT, quando a enzima perde 100% de sua

atividade (figura 16 ).

ITT.3.4. ESTUDO DA LANCADETIRA MALATO-NASPARTATO

0s experimentos, realizados na presenga de 20mM de fluore-
to de sodio, tem seus resultados mostrados nas figuras 17 e
18. Neles,determinou-se a variagao da concentragao de piruva-
to, proveniente da oxidagao do lactato, desde o tempo 0, corres-
pondente a adigao de lactato, ateé 30 minutos apos. 0s valores

apresentados mostram a diferenga entre o piruvato encontrado aos
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FIGURA 15- Efeito do cianeto e rotenona sobre a produgio de piruvato em células
HeLa, na ausencia de inibidor da via glicolitica.
0 sistema de incubacao esta descrito no item II. 21. O piruvato foi
extraido de acordo com o item II. 15 e dosado conforme descrito no
item II. 19 .
QO: rotenona 16,7 uM
@: cianeto 12 mM.



49.

o
e

0,071

u moles de piruvato produzido

O L] T ¥ C *O
05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

mM amino-oxiacetato

FIGURAN 16 - Efeito do amino-oxiacetato sobre a glutamato-aspartato aminotrans-
ferase.
As condicoes experimentais estao descritas em Materiais e Métodos,

item 11. 10.
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30 minutos e o presente no tempo 0.

Nota-se que o malonato inibe a oxidagao, pelo ciclo de
Krebs, do piruvato formado,permitindo que o piruvato se acumule

80% em relagao ao controle, so com fluoreto.

Na presenga: de rotenona, a quantidade de piruvato acumu-
lado diminui, atingindo 14% do controle, evidenciando o bloqueio
da reoxidagao do NADH produzido na oxidagao do lactato a nivel do
complexo I da cadeia respiratoria. Este resultado nostra quea reoxida-
cao mitocondrial do NMH citossdlico, em células HeLa, ocorre preferen-

cialmente atraves da langadeira malato-aspartato (esquema 5).

0 efeito da adigao de amino-oxiacetato € mais imediato,
blogueando a langadeira malato-aspartato a nivel da enzima GOT.
Observa-se que nao ocorre a produgao de piruvato a partir de lac-
tato, sendo que o piruvato endogeno passa a ser consumido pela
celula, provavelmente atraves da atividade residual do ciclo de
Krebs.

A antimicina-A, ao bloquear a cadeia respiratoria a nivel
do complexo II, inibe ambas as langadeiras para o transporte de
equivalentes redutores (esquema 4), impedindo a produgao de piru-
vato a partir de lactato e observando-se pequeno consumo do pi-

ruvato endogeno pelo ciclo de Krebs.

0 metotrexato diminui a produgao de piruvato em 54%, evi-
denciando a sua agao inibitoria sobre a langadeira malato-aspar-
tato e sobre a enzima lactato-desidrogenase.

Estes resultados permitem concluir que as ceélulas Hela
usam a lancadeira malato-aspartato para o transporte de equiva-
lentes redutores do citossol para as mitocondrias, similarmente a
outras linhagens neoplasicas descritas na literatura (bionisi,
1974; Greenhouse & TLehninger, 1976). 0 MTX inibe A langadeira,
reduzindo a capacidade de transporte de equivalentes redutores
para a mitocondria e, consequentemente, causando uma deplegao
energetica celular.

Mesmo que ocorra normalmentc o transportce dc pequena par-
te de equivalentes redutores citossolicos pela langadeira glice-
rol-fosfato, esta também estaria inibida pela droga, por depender
da agao da enzima glicerol-3-fosfato-desidrogenase citossolica,
NADt-dependente.

Uma outra opgao de transporte dos equivalentes redutores
para as mitocondrias seria atraves do desvio malato-citrato (es-
quema 6). No entanto, por depender da malato-desidrogenase citos-

sdlica e mitocondrial, seria inibido pelo MTX na mesma forma que
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FIGURA . 17 - Estudo da lancadeira malato-aspartato em células HelLa, na presenca

de 20 mM de fluoreto de sodio.
0 sistema de incubacao esta descrito no item II. 21. O piruvato foi
extraido de acordo com o item II. 15 e dosado conforme descrito no
item II. 19.

: controle

: malonato 3 mM

: malonato 3 mM e rotenona 10 uM

1
2
3
4: malonato 3 mM e amino-oxiacetato 0,2 mM
5: antimicina-A 27 uM

6

: metotrexato 0,4 mM.
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FIGURA 18 - Quantidade relativa de piruvato produzido ou consumido em celulas

Hela, na presenca de diferentes inibidores.
Os resultados foram obtidos da figura XVII.

: controle
: malonato 3 mM

: malonato 3 mM e rotenona 10uM

1
2
3
4: malonato 3 mM e amino-oxiacetato 0,2 mM
5: antimicina-A 27 uM

6

: metotrexato 0,4 mM.
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ESQUEMA 5 - Representagao do sistema da langadeira malato-aspartato e sua rela-

cao com a cadeia respiratoria.
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ESQUEMA 6 - Representagao do desvio malato-citrato e sua relacao com a cadeia

respiratoria.
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a langadeira malato-aspartato e, como resultado final, haveria

acumulo das formas reduzidas dos nucleotidios da piridina, no ci-
tossol.

ITI.4, ACAO DO MTX SOBRE OS NIVEIS DE ALGUNS METABOLITOS EM CELU-
LAS HeLa

Oliveira (1986), ao estudar a agcao do MTX sobre a via gli-
colitica, em células HeLa, notou a ocorréncia de aumento da rela-
¢ao piruvato/lactato, aos 10 minutos de adigdao de 1lmM de glucose,
correspondentes a 20 minutos de incubagao das cclulas com 0,4mM
de MTX. Para melhor avaliar a inibigao metabolica causada pela
droga, tornou-sec necessario aumentar o tempo de incubagao das cé-
lulas com glucose para ate 30 minutos, e avaliar as concentragoes
de NAD', NADH, NADPt, NADPH, ADP, ATP, lactato e piruvato, compa-

rando com o experimento controle, realizado na ausencia de MTX.

Observa-se que o MTX causa, a partir da adigao do substra-
to, acumulo de ADP e diminuigao da concentragao de ATP, que ati-
gem 20% em 10 minutos, mantendo-se neste nivel até 30 minutos de
incubagao com a glucose (fig.19).Gones (1988) nostroucue a droga cau-
sava diminuigao de até 10% na concentragao de ATP,nas mitocondrias,apds 25 mi-
nmitos daadigao de substrato oxidativo. Consequentemente, a menor
concentragao de ATP na celula inteira reflete os efeitos inibi-
torios da droga sobre o metabolismo mitocondrial e a via glicoli-
tica, enquanto ha manutengdao ou até aumento da utilizagao de ATP
pela cclula. Ocorre entao alteragao do equilibrio cntrc a sinte-

50 e o consumo de ATP, com aumento da rclagao ADP/ATP.

0 MTX causa 26% de acumulo de piruvato, apos 30 minutos
da adigao de glucose. Este resultado reflete a 1inibigao

da lactato-desidrogenase e do ciclo de Krebs pelo MTX.

Para melhor avaliar a inibigao da lactato-desidrogenase no
ambiente celular, foram avaliados os niveis de lactato produzido.
Na presenca de MTX, ocorre decrescimo de 33% na produgao de lac-

tato, confirmando a inibigao da redugao do piruvato a lactato.

0 MTX causa ainda (figura 19) acumulo de NAD+ e decreésci-
mo de NADH, de aproximadamente 15%, refletindo o efeito inibidor
da droga sobre as enzimas NAD*' - dependentes. Estes resultados sao
concordantes com os niveis de NAD' e NADH mitocondriais determi-
nados por Gomes (1988), e podem refletir o efeito do MTX a nivel
mitocondrial, considerando que as dosagens em celulas HeLa sao a

somatoria de todos os "pools"intracelulares. Efetivamente, o acu-
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FIGURA 19- Efeito dometotrexato sobre alguns metabélitos,sobre as relacoes NADt/
NADH e NADPY/NADPH em células Hela.
0 sistema de incubacao esta descritono itemII. 14. Os metabolitos foram
extraidos de acordo como item II. 15 e dosados conforme descrito nos itens
II. 16 a II. 20.
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mulo de NAD+ nas mitocondrias atinge 22%. A nivel citossolico
isoladamente, as concentragoes de NADH estariam provavelmente au-
mentadas na presenga da droga, gragas a agao inibidora do MTX
sobre as enzimas malato, lactato e glicerol-3 —fosfato desidro-
genases. 0 aumento da relacdo NAD*/NADH a nivel celular traduz
¢ntdo a somatoria das inibigdes das desidrogenases NAD'-dependen-

tes pelo MTX na célula como um todo.

0 NADPH conserva-se preferencialmente na forma reduzida, a
nivel celular, concordando com os valores determinados a nivel
mitocondrial (Gomes:; 1988). As baixas concentragoes intracelula-
res desta coenzima dificultaram a sua determinagao, tendo sido
calculada a média dos tempos0,10 e 30, ja que nao ocorria aparen-
temente alteragao dos niveis em fungdo do tempo. Observa-se (fi-
gura 19 uma tendéncia a diminuigao dos niveis celulares de
NADPH na presenca de MTX, com aumento da relagao NADP+/NADPH.Este
resultado acompanha o aumento da: relagdo NADY/NADH, mostrando a
diminuicdo dos equivalentes redutores disponiveis para a cadeia
respiratdria e as reagdes de sintese dependentes de NADH e NADPH.

As coenzimas NAD' e NADP' concentram-se efetivamente nas
mitocondrias, apresentando-se em baixos niveis no citossol
(Williamson & Corkey, 1979). Entdao, o estado de oxido-redugao ci-
tossblico encontra-se encoberto pelas altas concentragoes mitocon

driais nas dosagens celulares totais apresentadas.
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IV - DISCUSSAO FINAL

0 metotrexato tem sido usado como droga antineoplasica de-
vido a sua analogia estrutural com o acido félico, o queo torna
inibidor competitivo da enzima di-hidrofolato redutase. Causa uma
deplegao dos niveis intracelulares de folatos reduzidos, que s&o
cssencials para a sintese de purinas, timidilato, metionina e
serina (Roberts, 1978).

0 MTX inibe, assim, a sintese de DNA, RNA e proteinas, o
que o torna toxico para as células neoplasicas, principalmente
as que se encontram na fase"S"do ciclo celular, mas também para

as células normais de tecidos altamente proliferativos.

Para evitar o aparecimento de resisténcia das células ma-
lignas a droga, tem-se usado altas doses de MTX, que se traduzem
em concentragdes plasmdticas na ordem de 10 %M. (Sirotnak & Dons-
bach, 1974). Nestas concentragoes, o MTX afeta outras enzimas
além da DHFR, nomeadamente as enzimas NAD* ou NADP+-dependentes ,
desidrogenases de glutamato, lactato, malato, glucose - 6-fosfato
(Vogel et al. 1963), o-cetoglutarato, isocitrato (Yamamoto,1985)

’

gliceraldeido-3-fosfato (0liveira, 1986) e piruvato (Gomes,1988).

A inibigao das desidrogenases do piruvato, isocitrato, Q-
-cetoglutarato e malato pelo MTX causa uma inibigao parcial do
ciclo de Krebs, com diminuigao das razoes ATP/ADP e NADH/NADY (Go-
mes, 1988). Para este efeito, além da agao direta do MTX sobre as
desidrogenases, contribui a agao da droga sobre o transporte mi-
tocondrial de calcio, que neste trabalho mostrou diminuir o in-
fluxo e aumentar o efluxo, desta forma potencialmente reduzindo a
concentragao de Ca2+ na matriz mitocondrial. Sendo este ion ati-
vador das enzimas isocitrato, a-cetoglutarato e piruvato desidro-
genases, a redugao na sua concentragao mitocondrial inibe as en-
vimas citadas (Denton & McCormack, 1980). A nivel mitocondrial,
o MTX causa, consequentemente, deplegao energética e da capaci-
dade redutora.

A nivel citossdlico, na concentragao 4 x 10_4M, o MTX cau-
sa estimulo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, e 1inibigao

da malato e lactato desidrogenases (0Oliveira, 1986).
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As células Hela, como outras linhagens neoplasicas cita-
das na literatura (Dionisi et al, 1974; Greenhouse & Lehninger,
1976), usam preferencialmente a langadeira malato-aspartato para o
transporte de equivalentes redutores para a mitocondria, o que foi
mostrado neste trabalho.Egtando inibidas a langadeira malato-
-aspartato, dependente da malato-desidrogenase, a enzima lactato-
-desidrogenase e o poder redutor transmembrana plasmatica (0livei-
ra et al.,, 1988), assim como o ciclo de Krebs (Gomes, 1988), espe-
rar-se-ia um aumento da concentragao de NADH no citossol, por blo-
guelo nas vias de oxidagao do NADH produzido. 0 aumento da relacgao
piruvato/lactato confirma esta hipotese, embora nao fosse demons-
trada através da dosagem do NADH e NAD+ celulares totais. Conside-
rando que esta ultima medida traduz o somatorio de todos os "pools"
cclulares destas coenzimas, o nivel citoplasmatico encontra masca-
rado pelo "pools" celulares restantes, como o mitocondrial, onde
ha actmulo de NAD' (Gomes, 1988).

0 aumento do NADH citossdlico reduziria a atividade da via
glicolitica, por falta de NAD' necessario a agao catalitica da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Realmente, esta inibigao
da via glicolitica foi observada em células HeLa por Oliveira
(1986).

Por outro lado, a piruvato-quinase do tipo Mz,presente nas
ccélulas HeLa, sofre inibigdo pela redugao dos niveis de frutose-
|,6-difosfato (Eigenbrodt & Glossman, 1980), e por aumento da con-
contracao citoplasmatica de calcio (Ochs, 1988). 0 MTX causa dimi-
nuigao da concentragao de frutose-l,6-difosfato (Oliveira, 1986)
o, potencialmente, aumento da concentragao citoplasmatica de
Ca2+, devido a sua agao sobre o transporte mitocondrial de calcio,
visto neste trabalho. Entao, a inibigao da piruvato-quinase, alia-
da a possivel inibigdo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
podem ser os fatores responsaveis pela reversdao parcial do efeito
Ci1abtree, observado em celulas HeLa (Oliveira, 1986). Com isso, a
ptodugcad de ATP por fosforilagdo a nivel de substrato fica dimi-
nuida.

Em termos gerais, a célula incubada com a droga, por 30 mi-
nut.os, nas concentragdes citadas anteriormente, apresenta redugao
da sua capacidade de transferéncia energética, com diminuigao dos
niveis de ATP e menor capacidade redutora, com diminuigao das re-
lagoes NADH/NAD+ e NADPH/NADP+.

Conclui-se que, nos esquemas de tratamento usuais, em que a
droga atinge os niveis citados e neles permanece por varias horas,

as consequéncias em termos energéticos para as celulas podem se
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agravar e, desta forma, causar lesdes irreversiveis, levando a
morte celular por deplegao energetica, antes que os efeitos sobre
a sintese de DNA, RNA e proteinas se tornem letais. Efetivamente,
0os tumores solidos apresentam um grande numero de células na fase
Gl' hipoxicas e hipoperfundidas (Goldman , 1975), gque se ressen-
tiriam mais da deplegao energeética que da falta transitdoria de fo-
latos reduzidos. Além disso, estas células estariam mais sujeitas
a agao do MTX sobre o transporte mitocondrial de calcio, pois as
cclulas em condigoes de sofrimento tém sua permeabilidade de mem-
brana plasmatica aumentada para o calcio (Fiskum & Cockrell,1985)Se as
mi1tocdndrias tiverem a capacidade de tamponamento de calcio alte-
rada, por rcdugao do influxo e aumento do efluxo, como acontece
por agao do MTX, o aumento citossolico dos niveis de Ca2+pode tor-
nar-se toxico para a celula, ao ativar as enzimas degradativas fos-
f[olipases e proteases (Fiskum & Cockrell,1985)Resta ainda determinar se
o efeito do MTX sobre o transporte de Ca2+ se restringe as mito-
condrias, ou se ha interferéncia sobre os sistemas de membrana

plasmatica e de reticulo endoplasmatico.

A agao citotoxica do MTX se amplia, desta forma, em termos
do ciclo celular, atingindo nao somente as células na fase S, de-
vido a inibigado da sintese de DNA, RNA e proteinas, mas também as
fases restantes, por caréncia energética e redutora, necessarias
para o metabolismo celular normal. Ampliando ainda mais este efei-
to, o MTX provavelmente inibe as desidrogenases nap’ e Napp” de-
pendentes, de outras vias ainda nao estudadas, tais como sintese e

oxidacao dos acidos graxos e via das pentoses.

A menor produgao de ATP, por ter sua velocidade de formagao
diminuida pela inibigado da via glicolitica, ciclo de Krebs, trans-
porte de equivalentes redutores citossdlicos e sintese “de novo,'
scndo que seu consumo nao € inibido, leva firalmente a inibigao
da sintese proteica, glicolise, transporte de hexoses, reagdes de

fosforilagao e outras reagoes dependentes de ATP.

As agodes da droga sobre a capacidade redutora e os niveis
de ATP levariam a deplecao energetica e redugao do crescimento
cclular, que podem causar alteragdes irreversiveis e letais nas

cc¢lulas de metabolismo mais ativo.

"Sobre o metabolismo dos acidos graxos, o MTX aparentemente
lavorece o processo de sintese em relagao a oxidagadao, causando o
aparecimento de degeneragao gordurosa no figado, como efeito cola-

teral indesejavel. Para tal contribuem,aparentemente, o aumento de
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atividade das reagoes catalisadas pela acil-CoA sintetase, glice-
rofosfato acil-transferase microssomica e carnitina palmitoil
transferase mitocondrial, observada por Aarsaether et al. (1988).
Além desses efeitos, os niveis aumentados de citrato, causados pe-
la inibigao do ciclo de Krebs (Gomes, 1988), aliados ao aumento da
concentragao de NADH citossolico e di-hidroxi-acetona fosfato,
possivelmente causam um aumento.-da sintese de lipidios no figado.
No entanto, na sintese de acidos graxos ha a participagao de duas
ctapas redutoras, NADP+—dependentcs, a nivel das enzimas 3-cetoa-
cil redutase e enoil-redutase, que se esperaria fossem 1inibidas
pclo MTX, a exemplo das restantes enzimas NADP - dependentes estu-
dadas. Assim, esta via necessitara posterior avaliagao, para me-
lThor entendimento e controle dos efeitos colaterais toxicos causa-

dos pela droga.
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V - CONCLUSOES

0 MTX inibe o influxo mitocondrial de Ca2+ e aumenta o eflu-
xo, em 20%, desta forma causando redugao dos niveis mitocondriais
de calcio, com consequente inibicao das enzimas isocitrato, a-
-cetoglutarato e piruvato desidrogenases. Este efeito contribui
para a inibigao do ciclo de Krebs pelo MTX, observado por Gomes
(1988), e possivelmente para a citotoxicidade por redugao da capa-

. + . s .
cidade de tamponamento do Ca2 citossolico, patologicamente eleva-

do em células em sofrimento.

A langadeira malato-aspartato, de mitocondrias isoladas de
figado de rato, € inibida pelo MTX, devido a acao da droga sobre a
MDH mitocondrial, havendo entao redugao da capacidade de transpor-

te de equivalentes redutores do citossol para as mitocondrias.

As celulas Hela, a exemplo de outras linhagens neoplasicas
descritas na literatura, utilizam a lancadeira malato-aspartato
para o transporte de equivalentes redutores, e esta langadeira

mostrou-se 46% inibida na presenga da droga.

. ~ +
0 MTX causou ainda aumento das relagoes NADP+/NADPH, NAD /
NADH e ADP/ATP, além de acumulo de piruvato e redugao dos niveisde

lactato, em células HeLa incubadas comglucose.

Estes efeitos do MTX vem trazer novo reforgco as evidencias
de que a droga tem uma acao multipla sobre o metabolismo celular,
e que as diminuicgdes da capacidade energética, da capacidade redu-
tora e do transporte de equivalentes redutores sao fatores impor-
tantes na citotoxicidade apresentada pelo MTX, por finalmente ini-

birem a atividade das diversas vias metabolicas dependentes de
ATP, NADH e NADPH.
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