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INTRODUCAO

Dionaea muscipula Ellis ¢ uma das plantas carnivoras mais conhecidas no mundo e
pode sobreviver em solos nutricionalmente pobres, pois captam e digerem pequenos
insetos para serem utilizados como fontes de nitrogénio. Foi relatado em estudo
anterior, que essa planta é capaz de produzir e acumular uma grande quantidade de uma
substéncia citotoxica denominada plumbagin.

Plumbagin (5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona) € uma quinona presente em grandes
quantidades em plantas das familias Droseraceae e Plumbaginaceae, sendo que esta
substancia pode ser encontrada tanto nas raizes quanto nas folhas e cascas das plantas
dessas espécies. Diversas plantas pertencentes a essas familias sdo cultivadas em
Taiwan, sendo bastante utilizadas na medicina tradicional chinesa. Varios efeitos
biologicos do plumbagin t€ém sido investigados para avaliagdo do seu potencial
farmacoldgico, sendo que algumas propriedades tém sido apontadas, tais como
antitumoral, leishmanicida, antibacteriano, antifiingico, antialérgico e contra infec¢ao
por H. pylori. Diversos estudos recentes t€m demonstrado que o plumbagin € capaz de
induzir apoptose em células tumorais, sendo que esta citotoxicidade apresentada por
este composto parece estar relacionada a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e outros processos mitocondriais.

Embora o plumbagin seja largamente distribuido na natureza e utilizado para véarios
propodsitos na medicina popular, existem poucos estudos toxicoldgicos sobre esse
composto. Dessa forma, o estudo de substancias capazes de alterar a bioenergética e o
estado redox mitocondrial € extremamente importante para a avaliacdo do seu potencial
farmacolégico e possivel desenvolvimento de um produto com aplicacdo na satde
humana ou animal.

OBJETIVOS

Visto que os efeitos bioldgicos do plumbagin estdo associados a alteragdes do estado
redox celular e seu efeito pré-apoptdtico conta com envolvimento mitocondrial, o
objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos do plumbagin (5-hidroxi-2-metil-1,4-
naftoquinona) sobre a bioenergética e o estado redox de mitocdndrias isoladas de figado
de ratos. Tal estudo auxiliard na elucidacdo dos mecanismos citotoxicos exibidos pelo
plumbagin.

METODOLOGIA
O plumbagin foi adquirido comercialmente de Sigma Chem Co. (St. Louis, MO, USA)
e a partir deste foram preparadas diluicdes desta substancia. As mitocondrias isoladas de



figado de rato foram obtidas por centrifugacao diferencial e a quantificacdo de proteinas
foi feita pelo método do Biureto (CAIN & SKILLETER, 1987). O consumo de oxigénio
pelas mitocondrias energizadas foi analisado polarograficamente, a 30 °C, em um
oxigrafo Hansatech (Hansatech Instr., Norfolk, Inglaterra) equipado com um eletrodo
tipo Clark (Gilson Medical Eletronics, USA), e os parametros respiratérios foram
determinados de acordo com CHANCE & WILLIANS (1956). O potencial de
membrana mitocondrial (AW) foi avaliado espectrofluorimetricamente utilizando a
Rodamina 123 nos comprimentos de onda de 505 e 535nm, excitacdo e emissao
respectivamente (IMBERTT ef al., 1993). A geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) foi avaliada espectrofluorimetricamente utilizando 2°,7’-diacetato de
diclorofluoresceina (DCFDA) nos comprimentos de onda de 503nm de excitacdo e
529nm de emissao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para testarmos o efeito de plumbagin sobre a fosforilacdo oxidativa, foi determinado o
consumo de oxigénio pelas mitocOndrias isoladas de figado de rato no estado basal
(estado 4), energizadas com substratos respiratorios de sitio I (malato + glutamato) e II
(succinato). Como resultado, plumbagin foi capaz de acelerar a velocidade de consumo
de oxigénio do estado 4 (basal) de maneira concentracdo-dependente, tanto com
substratos respiratérios de sitio I quanto de sitio II. Estes resultados sugeriam que o
aumento da velocidade do consumo de oxigénio induzido por plumbagin era decorrente
do desacoplamento da fosforilagio oxidativa, onde tal efeito pode ocorrer por
mecanismo protonoférico, semelhante a desacopladores cldssicos como o 24-
dinitrofenol ou carbonilcianeto-3-clorofenilhidrazona (CCCP). Para confirmarmos essa
hipétese, foi avaliado o efeito desta substancia sobre o potencial de membrana
mitocondrial (AW) utilizando a rodamina 123, um marcador fluorescente especifico para
mitocOndrias, que € captado eletroforeticamente, ou seja, assim que os elétrons sdo
doados de substratos oxiddveis para a cadeia respiratéria e o gradiente eletroquimico é
formado, ocorre, simultaneamente, a captacdo da rodamina 123, diminuindo, entdo, sua
emissao de fluorescéncia. Desta forma, a diminuicao da fluorescéncia da rodamina 123
indica a formacdo do gradiente eletroquimico e o aumento, sua dissipacdo. Entretanto, o
plumbagin nao promoveu dissipa¢do do AW e ndo exerceu nenhum efeito em relacao ao
controle; desta forma sugerimos que seu efeito sobre o consumo de oxigénio pelas
mitocondrias nao seja decorrente de desacoplamento da fosforilagdo oxidativa.

De acordo com estes resultados obtidos, ou seja, presencga de efeito estimulatério sobre
o estado basal da respiracdo mitocondrial na auséncia de dissipagdo do AW,
redirecionamos este estudo para avaliar a atividade de plumbagin sobre a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), para esclarecermos se 0 aumento do consumo de
oxigénio promovido por esta droga estd associado a geracdo de radicais livres. Dessa
forma, realizamos este ensaio sob a mesma condi¢do dos experimentos de respira¢dao
mitocondrial, utilizando como indicador da geracdo de EROs uma sonda conhecida por
DCFDA. DCFDA (2°,7’-diclorofluoresceina diacetato) ¢ uma molécula que atravessa
facilmente as membranas bioldgicas, sendo hidrolisada por esterases liberando o
composto nao fluorescente DCFH. Este em presenca de EROs € rapidamente oxidado e
transformando-se entdo em DCF que apresenta um alto rendimento quantico de
fluorescéncia quando excitado em 503 nm. Assim, neste ensaio, o aumento da
fluorescéncia observada € proporcional a producdo de EROs pelas mitocondrias. Como
pode ser observado na Figura 1, o plumbagin induziu um aumento da geracao de EROs
de forma concentracdo dependente, porém este efeito ndo estd correlacionado com a
respiracdo mitocondrial. Um estudo recente, desenvolvido por Doughan & Dikalov



(2007), utilizando-se também um tipo de quinona, demonstra resultados semelhantes,
sugerindo um possivel efeito pré-oxidante apresentado por essas quinonas.
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Fig. 1 Geracao de EROs mitocondrial induzida por Plumbagin. As mitocondrias (1mg/mL) foram
incubadas em meio de respiragdo contendo 125mM sacarose, 65mM KCl, 10mM HEPES-KOH, 0,5mM
EGTA, 10mM K,HPO,, pH 7.4 a 30°C e a geracdo foi estimada espectrofluorimetricamente utilizando o
fluoréforo 2°,7° — diclorofluoresceina diacetato (DCFDA). Tragado representativo do aumento da
fluorescéncia, decorrente da geracdo de EROs induzida por plumbagin em diferentes concentracdes
expressas em uM x L. Controle: mitocondrias na auséncia de plumbagin; --BOOH: 0,6mmol x L' de r-
BOOH (indutor de estresse oxidativo).

CONCLUSOES

De acordo com os resultados concluiu-se que plumbagin promove o aumento do
consumo de oxigé€nio por mitocdndrias isoladas de figado de rato, sendo que esse efeito
ndo € acompanhado pela dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥). O
Plumbagin induziu a geracio de espécies reativas de oxigénio (EROs), dessa forma em
funcdo destes resultados, podemos apontar um melhor direcionamento de nossos
estudos, para futuramente esclarecer se os resultados apresentados possuem relacdo com
a atividade citotéxica desta substancia em células tumorais, como ja demonstrado na
literatura.
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