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INTRODUCAO

A TPM ¢ um processo caracterizado pela abertura de um poro protéico na membrana
mitocondrial, associado a apoptose (HIGUCHI, 2004), sendo que compostos sao
capazes de induzir este evento que pode estar associado a apoptose. Compostos
paladaciclos derivados de N,N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa) e bifosfina-1,2-bis-

(difenilfosﬁna)etano (dppe) foram capazes de induzir a apoptose em células de melanoma em
concentragbes extremamente baixas, (RODRIGUES et al., 2003).

OBJETIVO
Avaliar os efeitos de compostos paladaciclos, sobre a TPM em mitocondrias isoladas de
figado de rato, investigando os possiveis mecanismos de inducao deste processo.

METODOLOGIA

Preparacdo e isolamento de mitocondrias de figado de rato. Ratos Wistar machos com
peso menor que 200 gramas foram sacrificados por deslocamento cervical e o figado foi
alcangado por incisdo na cavidade abdominal. Apds sua remogdo, o 6rgdo foi cortado
em pequenos fragmentos em meio de homogeneizagao contendo sacarose 250 mmol/L,
EGTA 1 mmol/L, e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,4, a 4°C, lavados no mesmo meio e
homogeneizado em Potter-Elvehjen (1 ciclo com 3 passagens do pistilo). A suspensao
foi centrifugada a 580g por 5 minutos e o sobrenadante, centrifugado a 10300g por 10
minutos. O sedimento resultante foi ressuspenso com 10 mL de um meio contendo
sacarose 250 mmol/L, EGTA 0,3 mmol/L, ¢ HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,4 , e
centrifugado a 3400g por 15 minutos. O sedimento final, contendo as mitocondrias
isoladas, foi ressuspenso com 1,0 mL de meio contendo sacarose 250 mmol/L e
HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,4. Todos os estudos com mitocondrias energizadas
foram realizados em um periodo maximo de 3 horas apds o isolamento. A determinagdo
da proteina foi realizada pelo método de Biureto. (CAIN & SKILLETER, 1987).
Inchamento osmético mitocondrial. Em 1,5 mL do meio contendo sacarose 125
mmol/L, KCl 65 mmol/L, HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,4, a 30 °C, adicionado de
succinato de potassio 5 mmol/L, rotenona 2,5 ['mol/L e CaCl, 10 [Umol/L, foi
adicionado 0,4 mg de proteina mitocondrial e o inchamento osmdtico mitocondrial foi
avaliado pela diminuicdo da absorvancia em 540 nm em um espectrofotometro Hitachi



U-3000 (Toquio, Japao), na presenga de CaCl, 10 pmol/L, utilizando como
moduladores o [] tocoferol (vitamina E), BHT e acido urico.

Geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A geracdo de espécies reativas de
oxigénio em mitocondrias de figado de rato foi avaliada utilizando o marcador
fluorescente diclorodiidrofluoresceina diacetato (DCFDA). As mitocondrias foram
previamente incubadas por 30 minutos a 30°C com DCFDA 4 [IM (equivalente a 4
nmol/mg) em um meio contendo sacarose 125 mmol/L, KCI 65 mmol/L, HEPES-KOH
10 mmol/L, pH 7,4. Para as medidas, as mitocondrias (0,5 mg/mL) foram adicionadas
em um meio contendo sacarose 125 mmol/L, KCI 65 mmol/L, HEPES-KOH 10
mmol/L, pH 7,4, adicionado de rotenona 2 [ M, succinato de potassio 5 mM e CaCl, 10
[IM e fluorescéncia foi determinada por 10 minutos utilizando como comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo de 503 e 529 nm, respectivamente, em um
espectrofluorimetro Hitachi F-2500 (Téquio, Japao), usando 5 nm como fendas de
emissao e excitagdo e a voltagem da lampada igual a 700V.

Espectroscopia de Infravermelho. As amostras das proteinas da membrana
mitochondrial obtidas pelo procedimento de freeze-thawing foram secas e usadas para
preparar uma pastilha de KBr que foi analisada por espectroscopia de infravermelho
(FT-IR) em um Spectrum 100 FTIR Spectrometer (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA).
O espectro de infravermelho foi registrado em uma escala de 4000-400 cm ™' com 2 cm
! de resolugdo e o efeito da agua foi eliminado por subtracdo espectral. O calculo de
diferenca espectral das amostras quantificadas foi realizado e utilizado na interpretagdo
dos resultados.

RESULTADOS / DISCUSSAO

A permeabilizagdo mitocondrial induzida pelos paladaciclos ndo corresponde ao
processo de transicdo de permeabilidade mitocondrial descrito por HUNTER &
HAWORTH (1979), pois no nosso caso este processo ndo ¢ dependente de calcio e
também ndo ¢ transitorio. Por vezes, o uso do termo TPM ocorre na literatura de forma
generalizada quando se observa inchamento osmético mitocondrial e foi o que ocorreu
em nosso trabalho. De acordo com a literatura, a transicdo de permeabilidade
mitocondrial (TPM) ocorre pela abertura de um poro de transi¢cdo de permeabilidade
(PTP), cuja natureza molecular exata ¢ ainda desconhecida, ¢ um processo dependente
de Ca®" (GUNTER & PFEIFFER, 1990) e inibido por ciclosporina A (CsA) e acido
bonkréico (HALESTRAP, 1990; BERNARDI, 1992). Nossos resultados mostram que o
inchamento mitocondrial promovido pelos paladaciclos ¢ independente de Ca™ e
sensivel apenas parcialmente a CsA e acido bongkréico (BkA) sugerindo ser uma
permeabilizacdo generalizada da membrana mitocondrial induzida por oxidagdo direta
de grupos tiolicos (a exemplo de outros oxidantes tiolicos ja descritos na literatura).
Para verificar se a permeabilidade mitocondrial induzida pelos paladaciclos esta
associada a liberagdao de citocromo C pelas mitocondrias isoladas de figado de rato,
utilizamos um enzimoimunoensaio com anticorpos anti-citocromo C monoclonais e a
quantificagdo do citocromo C liberado foi feita com base em uma curva padrao de
citocromo C. Entdo, nas mesmas condi¢des do ensaio de inchamento osmotico
mitocondrial, o composto ciclopaladado R(+)Cl dmpa:dppe 1:1 2,5 [Imol/L foi capaz de
promover a liberagdo de citocromo € (~ 74% em relagdo ao controle), sendo que essa
liberacao foi completamente inibida por DTT, indicando a correlagao da abertura do
PTP com a liberagdo de cit. C. Assim como nos experimentos de inchamento osmético
mitocondrial, CsA ndo foi capaz de prevenir a liberagdao de cit. C pelas mitocondrias.
Esse esses efeitos causados primariamente pela modificacio de grupos tidlicos de
proteinas da membrana mitocondrial podem ser responsaveis pelo efeito pro-apoptotico



desses compostos.  Outros dados sugerem nao haver participagdo de radicais livres no
processo de permeabilizacdo da membrana mitocondrial induzida pelos paladaciclos,
uma vez que nao observamos danos oxidativos aos fosfolipideos da membrana
mitocondrial avaliado por meio da dosagem de substincias reativas ao 4acido
tiobarbittrico. Utilizamos 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFDA) pré-incubado
com a suspensdo mitocondrial para a verificacdo da formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) induzida por R(+) Cl dmpa:dppe 1:1. Nossos resultados demonstraram
que o composto R(+) Cl dmpa:dppe 1:1 ndo induziu o aumento da fluorescéncia do
DCEF, sugerindo a ndo participacdo de radicais livres na permeabiliza¢do mitocondrial
observada . Todos os controles experimentais foram realizados para verificar
interferéncia da droga com o método, ou seja, se a droga era capaz de clivar o fluor6éforo
por si s6 ou se ocorria quenching de fluorescéncia pela droga, e nenhuma interferéncia
foi observada, validando o método utilizado. Adotamos uma outra forma para avaliar o
envolvimento de EROs na oxidagdo de grupos tidlicos de proteinas mitocondriais na
presenga de paladaciclos, uma vez que a medida com DCFDA ¢ por muitas vezes tida
como indireta, controversa e inespecifica. Dessa forma, realizamos os experimentos de
inchamento osmdtico mitocondrial pré-incubando a suspensdo mitocondrial com alguns
antioxidantes, tais como [ tocoferol (vitamina E), BHT e acido urico antes da adicao do
composto e estes nao apresentaram efeito inibitério estatisticamente significativo sobre
o inchamento osmético mitocondrial induzido pelo R(+) Cl dmpa:dppe 1:1. Nossos
resultados demonstram que a permeabilizacdo mitocondrial induzida por compostos
paladaciclos ¢ decorrente de reagdo com grupos tiolicos criticos de proteinas da
membrana mitocondrial. Para elucidar o provdvel mecanismo molecular da oxidagdo de
grupos —SH por este composto, foram realizadas analises de espectroscopia de
infravermelho das proteinas da membrana mitocondrial obtidas por precipitacdo nas
mesmas condi¢des experimentais dos ensaios de inchamento mitocondrial e dosagem de
grupamentos tidlicos reduzidos. Amostras de proteinas da membrana mitocondrial
tratadas com R(+) Cl dmpa:dppe 1:1 exibem uma banda de absor¢io em 474 cm
compativel com o estiramento de uma ligacdo dissulfeto (S-S), sendo que esse
estiramento nao foi observado nas amostras tratadas com DTT + R(+) Cl dmpa:dppe
1:1. Devido a complexidade e diversidade das biomoléculas que compde a membrana
mitocondrial, foi importante estabelecer se os efeitos do R(+) dmpa:dppe (1:1) sobre a
mitocondria € uma conseqiiéncia exclusiva do ataque sobre os grupos sulfidrilicos. O
espectro de infravermelho ndo ¢ significativamente diferente entre amostras apenas com
mitocondria e amostras com mitocondria tratadas com R (+) dmpa:dppe 1:1 na presenca
de DTT, sugerindo que o agente redutor DTT previne a modificagcdo dos componentes
mitocondriais pelos paladaciclos. A subtracdo dos espectros da mitocondria com R(+)
Cl dmpa:dppe 1:1 + DTT e amostras tratadas com apenas R(+) Cl dmpa:dppe 1:1
resultou em um espectro com uma banda de absor¢io em 2347 cm™ designando modo
de estiramento S-H de vibracao normal (Bare et al., 1975), e o espectro vibracional
exibido pela mitocondria tratada com R(+) Cl dmpa:dppe 1:1, ndo apresentou essa
banda. Estes resultados demonstram que R(+) CI dmpa:dppe 1:1 possui uma especifica
acdo catalitica sobre os grupos tiolicos reduzidos das proteinas da membrana
mitocondrial promovendo ligacdes cruzadas induzindo a formacao de pontes dissulfeto,
responsaveis pela permeabilizacdo da membrana mitocondrial. Dessa forma, estes
resultados demonstraram que R(+) Cl dmpa:dppe 1:1 tem uma especifica acao catalitica
sobre grupos tidlicos reduzidos das proteinas da membrana mitocondrial promovendo a
formagdo de pontes dissulfeto que levam a permeabilidade mitocondrial induzindo a
liberagdo do citocromo C.



CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram que a permeabilizagdo mitocondrial induzida
pelos compostos paladaciclos em mitocdndrias isoladas de figado de rato ocorre devido
a ligacdo cruzada dos grupos tiolicos criticos presentes nas proteinas da membrana
mitocondrial catalisada pelos paladaciclos com formagdo de pontes dissulfeto e ¢
independente de Ca *" ¢ EROs, e. Uma vez que, esta permeabilizagio é associada com a
liberagdo de citocromo € pelas mitocondrias estes resultados podem ajudar a explicar os
efeitos pro-apoptdticos exibido por estes compostos em células tumorais.
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