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A ação da aminoquinozolina PD153035 sobre a função mitocondrial foi investigada.  

A adição de diversas concentrações de PD153035 em suspensões mitocondriais hepáticas 

diminuiu o controle respiratório de maneira dose-dependente, promoveu a inibição do 

fenômeno de transição de permeabilidade mitocondrial (TPM) sensível a ciclosporina A, 

aumentaram também a capacidade em reter o Ca2+ e diminuíram a produção de espécies 

reativas de oxigênio. Nas mesmas condições experimentais, avaliando suspensões 

mitocondriais cardíacas de animais controles e tratados com PD153035 (32 mg/Kg, v.o.), 

nenhum efeito significativo foi observado. Comparando mitocôndrias isoladas de animais 

controles e tratados com PD153035, submetidos à isquemia/reperfusão, observamos que o 

controle respiratório do animal tratado manteve-se semelhante ao de organelas controles. 

Observou-se também que mitocôndrias isoladas de corações de ratos tratados aumentaram 

mais rapidamente de volume em relação ao controle, quando incubadas em solução 

hiposmótica contendo íons potássio, o que não ocorreu quando o K+ do meio de reação foi 

substituído por Na+ ou Li+. Efeito semelhante foi observado quando mitocôndrias isoladas 

de coração de rato foram incubadas in vitro com PD153035 (10 nM). O aumento de volume 

mitocondrial induzido por PD153035 in vivo e in vitro foi inibido por ATP e  

5-hidroxidecanoato (5HD) (antagonistas de canal mitoKATP). Em mitocôndrias isoladas de 

ratos tratados com PD153035 observou-se um menor potencial de membrana mitocondrial 

interna formado pela hidrólise de ATP pela FoF1 ATPase. Em adição, fibras musculares 

cardíacas obtidas de ratos tratados com PD153035 in vivo apresentaram um leve aumento 

na respiração basal, o que está de acordo com uma maior permeabilidade mitocondrial à 

K+. Em células cardíacas (miócitos HL-1) submetidas a um tratamento transitório com 

cianeto de potássio na ausência de glicose e na presença de PD153035 mantiveram a 

viabilidade celular; o efeito foi abolido pelo 5HD. Estes resultados indicam que a 

cardioproteção conferida por este composto pode estar relacionada à ativação de canais de 

potássio mitocondriais (mitoKATP), pois o 5HD reverteu o efeito causado pelo PD153035 

no aumento na permeabilidade mitocondrial cardíaca a K+ e na viabilidade observada nas 

células HL-1. 
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The action of the aminoquinazoline PD153035 on the mitochondrial functions was 

investigated. The addition of various PD153035 concentrations (5, 10, 20 and 40 µM) to 

liver mitochondria decreased the mitochondrial respiratory control, induced mitochondrial 

permeability transition cyclosporin A-sensitive, increased the mitochondrial calcium uptake 

capacity and reduced mitochondrial reactive oxygen species production. Under this same 

experimental conditions, no effect was observed in rat heart mitochondria when the rat was 

treated or not with PD153035 (32 mg/kg v.o.) No effect was also observed in the 

mitochondrial respiratory control of controls and PD153035-treated animals submitted to 

ischemia/reperfusion. A rapid rat heart mitochondrial swelling was observed when the 

mitochondrial suspensions were previously incubated in a hyposmotic solution containing 

potassium ions while no effect was observed when all K+ of the medium were replaced by 

sodium or lithium ions. Similar results were observed in isolated rat heart mitochondria 

incubated in vitro with PD153035 (10 nM). This mitochondrial swelling induced by 

PD153035 in vivo and in vitro was inhibited by ATP or 5-hydroxydecanoate, both 

mitoKATP channel antagonists. A smaller rat liver mitochondrial inner membrane potential 

was observed after PD153035 treatment and this effect was due to ATP hydrolysis by FoF1 

ATPase. In addition, cardiac muscle fibers from PD153035-treated rats presented a slight 

increase in basal respiration supporting the higher mitochondrial K+ permeability.  

Cardiac cells (HL-1) treated with PD153035 and submitted to a transitory treatment with 

potassium cyanide in the absence of glucose maintained the cellular viability that was 

abolished by 5HD. These results suggest that the cardioprotection conferred by the 

PD153035 probably was related with the mitoKATP activation, since the mitoKATP channel 

antagonist 5HD inhibited the PD153035 effect on both cardiac mitochondrial K+ 

permeability and HL-1 cell viability. 
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Infarto do miocárdio, aterosclerose, acidente vascular cerebral (AVC) e doença 

vascular periférica são desordens cardiovasculares responsáveis por uma em cada três 

mortes no mundo, segundo a Organização Mundial da Saúde. Nos Estados Unidos da 

América o número de mortes anual relacionado a essas desordens ultrapassa 2,3 milhões e 

no Brasil 800 mil. Há perspectiva de que em 2020, o número de mortes causadas por 

doença coronariana, no mundo, aumente para 11,1 milhões (YELLON e DOWNEY, 2003). 

 

1.1- Mitocôndrias 

Estrutura 

As mitocôndrias estão presentes em quase todas as células eucarióticas animais 

e vegetais. São as organelas responsáveis pela conversão de energia de óxido-redução para 

a forma de energia química necessária para os processos celulares  

(NICHOLLS e FERGUSON, 2002).  

As mitocôndrias têm dimensões da ordem de grandeza de 1 µm, e 

estruturalmente são constituídas por duas membranas e dois compartimentos por elas 

limitados. O compartimento mais interno é a matriz mitocondrial, que contém enzimas do 

ciclo de Krebs e da β-oxidação de ácidos graxos. O segundo compartimento, cujo volume é 

diminuto, é o chamado espaço intermembrana, localizado entre as membranas 

mitocondriais interna e externa. A membrana mitocondrial externa contém proteínas 

chamadas “porinas”, que atuam como poros não-específicos para solutos de peso molecular 

menor que 10 kDa, com tamanhos que variam entre 2,5 – 3,0 nm, pelos quais passam 

livremente a água e solutos de baixo peso molecular (CESAR e WILSON, 2004).  

A membrana mitocondrial interna apresenta invaginações formando as cristas 

mitocondriais e é altamente seletiva, sendo permeável apenas para o O2, CO2, 
•NO e H2O. 

Nesta membrana encontram-se os componentes enzimáticos da cadeia respiratória, bem 

como os transportadores específicos para o ATP, ADP, piruvato, Ca2+ e fosfatos 

(NICHOLLS e FERGUSON, 2002). É constituída por cerca de 75% de proteínas e dentre 

os lipídeos presentes estão o colesterol, em pequenas concentrações e a cardiolipina, 

representando cerca de 20% do conteúdo total de fosfolipídios (SCHLAME et al., 2000).  
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Figura 1- Anatomia bioquímica da mitocôndria.  
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1.2- A Cadeia de Transporte de Elétrons 

A energia necessária para o processo de fosforilação oxidativa provém do 

potencial eletroquímico de prótons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o 

O2 à H2O. Esta energia é utilizada pela ATP sintase para fosforilar ADP à ATP. Assim, é a 

cadeia respiratória que controla a energia redox necessária para gerar este potencial de 

membrana mitocondrial e promover a fosforilação oxidativa (LEHNINGER, et al., 1995). 

Os elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH2, reduzidas durante a 

oxidação de carboidratos, aminoácidos e ácidos graxos, são transferidos a NADH 

desidrogenase (complexo I, FIGURA 1). O complexo I transfere seus elétrons à forma 

oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima (UQH2). Elétrons 

originados a partir do succinato passam para a UQ através do complexo II, resultando 

também na redução da coenzima Q. Em alguns tecidos a coenzima Q pode também ser 

reduzida pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (na presença de glicerol-3-fosfato citosólico) 

ou pela ubiquinona oxiredutase (como resultado da β-oxidação de ácidos graxos). A UQH2 

é então desprotonada, resultando na formação da espécie aniônica semiquinona (UQH•), a 

  
MMeemmbbrraannaa  eexxtteerrnnaa 

Membrana interna 

CCrriissttaass

Matriz 

Espaço intermembrana 
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forma que doa elétrons ao citocromo c. Existem dois conjuntos separados de UQH•, um na 

face citoplasmática e outro na face matricial da membrana mitocondrial interna, e as duas 

formas de UQH• são oxidadas juntas, regenerando UQ e doando elétrons para o citocromo 

c. O citocromo c transfere elétrons a citocromo oxidase (complexo IV). Este complexo é 

responsável pela transferência de elétrons para o oxigênio, resultando na geração de água, 

em um processo envolvendo quatro passos consecutivos de transferência de elétrons 

(NICHOLLS e FERGUSON, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Fluxo de elétrons e prótons pelos quatro complexos da cadeia respiratória.  

Os elétrons alcançam a UQ via complexo I e II. UQ funciona como um transportador móvel de elétrons e 

prótons. Ele passa elétrons ao Complexo III, que os passa a um outro componente, o citocromo c. O 

Complexo IV transfere elétrons do citocromo c reduzido ao O2. O fluxo de elétrons pelos Complexos I, III e 

IV é acompanhado pelo bombeamento de prótons da matriz para o espaço intermembrana. O gradiente de 

prótons formado pela cadeia respiratória é utilizado pela ATP-sintase para fosforilar ADP formando ATP 

(NICHOLLS e FERGUSON, 2002). 
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Segundo MITCHELL (1961), a passagem de elétrons através da seqüência de 

reações intermediárias da cadeia respiratória permite um fluxo de H+ da matriz mitocondrial 

ao espaço intermembrana, contra um gradiente de concentração. A formação deste 

potencial eletroquímico transmembrânico seria o elemento inicial do acoplamento entre a 

oxidação de substratos e a utilização desta energia. O componente elétrico (ΔΨ) deste 

potencial atinge valores de aproximadamente 180 mV, no estado de repouso, enquanto o 

componente químico (ΔpH) oscila na faixa de 0 a 1 unidade de pH. O fluxo de H+ através 

da FoF1-ATP sintase, de volta ao interior da mitocôndria, desta vez a favor do gradiente, 

estaria diretamente acoplado à produção de ATP a partir da fosforilação do ADP por Pi. A 

ATP-sintase, responsável por esta reação, é uma enzima cuja composição varia um pouco 

de espécie para espécie, contém 16 proteínas diferentes e é constituída de duas regiões bem 

distintas denominadas: F1, solúvel e localizada na matriz mitocondrial e região Fo, 

hidrofóbica e mergulhada na membrana mitocondrial interna, onde estão também 

localizados os complexos da cadeia respiratória (LUTTER et al., 1993). 

A geração de um gradiente eletroquímico transmembrânico de prótons (ΔμH+) 

é um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas biológicos. 

Evolutivamente este mecanismo é fundamental, já que é aproveitado tanto na fosforilação 

oxidativa em mitocôndrias quanto na fotossíntese de ATP em cloroplastos. Além disso, este 

gradiente pode ser usado diretamente para processos endergônicos sem a participação de 

ATP. São exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de 

ATP4- por ADP3-, a redução de NAD(P)+ pela transidrogenase específica e a captação 

eletroforética de Ca2+ que transporta duas cargas positivas para o interior da mitocôndria 

(LEHNINGER, et al.,1995). 

 

1.3- Geração mitocondrial de espécies reativas de oxigênio 

O funcionamento da cadeia de transporte de elétrons que reduz continuamente 

oxigênio molecular (O2) para formar o potencial eletroquímico transmembrana de prótons 

necessário para a síntese de ATP, tem um importante efeito colateral para as células: a 

constante geração de espécies reativas de oxigênio (EROs). 
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Durante a transferência de elétrons através da cadeia respiratória mitocondrial, 

grande parte dos elétrons é utilizado para reduzir o oxigênio à água. Um a dois elétrons 

perdidos, consumidos pela cadeia respiratória sofre redução monoeletrônica, gerando o 

radical superóxido (O2
•-) (ver revisão: VERCESI et al., 2006). Devido ao contínuo 

funcionamento da cadeia respiratória, o vazamento de elétrons é suficiente para fazer com 

que a geração de O2
.- seja a maior fonte celular de EROs na maioria dos tecidos. A 

produção de O2
•- no complexo I ocorre na altura da NADH desidrogenase promovida pelos 

substratos dependentes de NAD+ tais como malato, glutamato e piruvato. É estimulado por 

rotenona, um inibidor da transferência de elétrons do complexo I à coenzima Q (KAPLAN 

e PEDERSEN, 1983). O vazamento de elétrons ao nível de coenzima Q ocorre 

provavelmente durante a doação de elétrons do ânion semiquinona para o oxigênio e é 

estimulado por succinato, cianeto e antimicina A (ROBINSON e COPER, 1970; 

CADENAS et al, 1977; KAPLAN e PEDERSEN, 1983). A antimicina bloqueia a formação 

de UQH•. na face matricial da membrana mitocondrial interna, promovendo um acúmulo de 

semiquinona formados anteriormente na face citosólica da membrana mitocondrial interna 

(ROBINSON e COPER, 1970; TURRENS, 1997). 

A geração mitocondrial de espécies reativas de oxigênio (EROs) é um processo 

contínuo e fisiológico, por esse fato essas organelas desenvolveram um sistema de defesa 

antioxidante complexo. A mitocôndria contém uma superóxido dismutase dependente de 

manganês (MnSOD) similar a SOD de bactérias (DOONAN et al., 1984), capaz de 

dismutar o O2
•- a H2O2. Este último, altamente permeável por membranas biológicas, pode 

ser removido por antioxidantes como a catalase, podendo ser encontrada em mitocôndrias 

de coração de rato (RADI et al., 1991) e tiorredoxina peroxidase (KOWALTOWSKI et al., 

1998). As mitocôndrias apresentam também glutationa peroxidase, capaz de remover o 

H2O2 utilizando glutationa reduzida como substrato (SIES e MOSS, 1978; ZAKOWSKI e 

TAPPEL, 1978). A forma oxidada da glutationa pode ser reduzida novamente através da 

glutationa redutase, tendo NADPH como doador de elétrons. O NADH pode então reduzir 

o NADP+ numa reação catalisada pela NADH:NADP+ transidrogenase (VERCESI et al., 

1997). Alternativamente, H2O2 pode gerar HO•, que é altamente reativo e citotóxico por 

clivagem homolítica redutiva. A maior parte do HO• gerado, in vivo, provém da reação de 
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Fenton (H2O2 + Fe2+ → HO• + HO- + Fe3+) (ver revisão: HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

1992). No coração a detoxificação do H2O2 mitocondrial é feita pela catalase  

(RADI et al., 1991). 

Em casos de aumento na produção de EROs ou deficiência no sistema 

antioxidante mitocondrial, essas espécies reativas podem oxidar macromoléculas da 

membrana mitocondrial interna e esse dano pode levar a uma permeabilização não 

específica dessa membrana, processo conhecido como Transição de Permeabilidade 

Mitocondrial (TPM) (KOWALTOWSKI et al., 2001a). 
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1.4- Transição de permeabilidade mitocondrial 

A membrana mitocondrial interna possui um alto conteúdo proteico, sendo 

assim alvo de EROs geradas pela mitocôndria (MURAMUTSU et al., 1977; 

KOWALTOWSKI et al., 2001a). A primeira evidência de que a TPM era causada por 

EROs geradas pela mitocôndria foi apresentada quando LEHNINGER e co-autores 

demonstraram que o estado oxidado de nucleotídeos de piridina estimulava o efluxo de 

Ca2+ mitocondrial (JENSEN et al., 1986), resultados confirmados posteriormente 

(NICHOLLS e ÅKERMAN, 1982; VERCESI et al., 1991). 

As alterações oxidativas das proteínas da membrana mitocondrial interna, que 

ocorrem na presença de Ca2+ levam a uma permeabilização não específica da membrana 

mitocondrial interna (MACEDO et al., 1988; VERCESI et al., 1997). Esta permeabilização 

é dependente da presença de Ca2+ no espaço intermembrana e é inibida por concentrações 

submicromolares de ciclosporina A, um imunossupressor. Essa inibição ocorre pela ligação 

da ciclosporina a ciclofilinas da membrana mitocondrial interna, que seriam necessárias 

para a abertura do poro da TPM (LEBEL et al., 1982, GARCIA-RUIZ et al., 1997) 

(FIGURA 3). 
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O nome “transição de permeabilidade” é utilizado devido à observação de que a 

permeabilização mitocondrial nesta situação pode ser parcialmente revertida pela adição de 

quelantes de Ca2+ ou redutores ditiólicos logo após a permeabilização (HUNTER e 

HAWORTH, 1979; VALLE et al., 1993; CASTILHO et al., 1996). A transição de 

permeabilidade mitocondrial induzida por Ca2+ pode ser estimulada por um grande número 

de compostos conhecidos como indutores (ZORATTI e SZABÒ, 1995), que incluem o 

fosfato inorgânico (Pi) (ROSSI e LEHNINGER, 1964), oxidantes de nucleotídeos de 

piridina, protonóforos (BERNARDI, 1992) e reagentes ditiólicos (LENARTOWICZ et 

al.;1991; BERNARDES et al, 1994). A maioria destes indutores são compostos capazes de 

aumentar o estresse oxidativo mitocondrial promovido pelo Ca2+ (CASTILHO et al., 1995; 

KOWALTOWSKI et al., 1996; VERCESI et al., 1997). Peroxidases tiólicas, como o 

ebselen e a proteína antioxidante específica para tióis (TSA) mostraram-se eficientes 

inibidores da TPM (KOWALTOWSKI et al., 1998), reforçando ainda mais esta hipótese. A 

ligação entre o Ca2+, importante elemento para abertura do poro, e o aumento mitocondrial 

da geração de EROs pode ser dada por mudanças na organização lipídica da membrana 

mitocondrial interna, promovida pela interação de lipídios com esse íon 

(KOWALTOWSKI et al., 2001b).  

O Ca2+ matricial liga-se a cardiolipina na face interna da membrana 

mitocondrial interna causando alteração ultraestrutural da cadeia respiratória que facilita a 

produção de O2
•- e conseqüentemente de H2O2 (GRIJALBA et al., 1999). Este lipídeo 

possui cabeça polar eletronegativa e está presente em altas concentrações (14-23%) na 

membrana mitocondrial interna em uma grande variedade de tecidos. Simultaneamente, o 

Ca2+ mobiliza Fe2+ na matriz mitocondrial que estimula a reação de Fenton e a produção de 

radical hidroxil que ataca tióis de proteínas, lipídeos e DNA mitocondrial (MERRYFIELD 

e LARDY, 1982; CASTILHO et al., 1995; VERCESI et al., 1997). A oxidação de NADPH 

e GSH causada por próoxidantes prejudicam a eliminação de H2O2 pelas enzimas glutationa 

peroxidase (GP) e glutationa redutase (GR). Em contraste, a rápida difusão de H2O2 através 

da membrana mitocondrial permite a sua detoxificação por catalase extramitocondrial no 

coração (VALLE et al., 1993; CASTILHO et al., 1995; KOWALTOWSKI et al., 1998).  
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Figura 3- Modelo proposto para a formação do poro de transição de permeabilidade 

induzido por Ca2+ e EROs na membrana mitocondrial interna 

Acúmulo de EROs mitocondrial causa TPM. A cadeia respiratória, inserida na membrana mitocondrial 

interna, constantemente gera pequenas quantidades de radicais O2
•-. Estes radicais são normalmente 

removidos pela Mn-superóxido dismutase (MnSOD), que promove a geração de H2O2. O H2O2 é então 

reduzido à H2O pela glutationa peroxidase (GP), tirodoxina peroxidase (TP) ou catalase (em mitocôndria de 

coração). GSH, oxidado pela GP, e TSH, oxidado pela TP, são recuperados pelo sistema enzimático 

glutationa e tioredoxina redutases (GR e TR), que usam NADPH como doador de elétrons. NADH, que está 

presente em quantidades reguladas pela respiração, reduz então NADP+ usando a NADH:NADP+ 

transidrogenase (TH). Quando a geração de O2
•-aumenta na presença de Ca2+ e Pi, e/ou os mecanismos de 

remoção de H2O2 estão inativados, H2O2 acumula-se e na presença de Fe2+ gera o radical OH• altamente 

reativo. OH• oxida grupos tiólicos (-SH) do complexo do poro de TPM, levando à formação e abertura do 

poro. Alternativamente, OH• pode promover permeabilização da membrana através da peroxidação lipídica, 

um processo fortemente estimulado por Pi (KOWALTOWSKI et al., 2001b). 
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1.5- PD153035 e seu efeito cardioprotetor 

Os derivados quinazolínicos possuem efeitos pleiotrópicos com capacidade de 

afetar as funções e atividades de receptores α1-adrenérgicos (BOLOGNESI et al., 2001), 

fosfodiesterases (UKITA et al., 2001), tirosina cinases (LEVITZKI et al., 1999) e de 

adenosina cinases (JARVIS, 2000; COWARD et al., 2001). Devido sua propriedade de 

inibir tirosina cinases, os derivados quinazolínicos têm sido atualmente empregados com 

sucesso no combate de doenças proliferativas como o câncer.  

As 4-anilinoquinazolinas foram descobertas em 1994 (FRY et al., 1994; GAZIT 

et al., 1996), sendo que a 6,7-dimetóxi-4-N-(3'-bromofenil) aminoquinazolina (PD153035) 

(FIGURA 4) foi o primeiro composto identificado como inibidor de tirosina cinase, em 

células A-431 (IC50 de 0,025 nM), com elevada potência e alta especificidade. Atualmente, 

este composto encontra-se em testes terapêuticos em pacientes com câncer. 
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Figura 4- Fórmula química de 6,7-dimetóxi-4-N-(3'-bromofenil) aminoquinazolina - 

PD153035.  

 

Além disso, em corações isolados de ratos verificou-se este composto causou 

um aumento na pressão ventricular e diminuição dose-dependente da freqüência cardíaca, 

resultando em resposta bradicárdica de aproximadamente 25% dos valores basais (MARIN, 

2003). Foram realizados experimentos de isquemia em corações isolados para verificar se o 

tratamento com PD153035 também poderia estar protegendo o miocárdio. Os resultados 
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comprovaram a hipótese, revelando efeito protetor do PD153035 em corações isquêmicos a 

partir de concentrações de 1 nM. O mecanismo de ação do PD153035 como cardioprotetor 

ainda não é claro, sendo proposto que possa ser mediado direta ou indiretamente pela 

ativação de receptores de adenosina (MARIN e FRANCHINI, 2005). Outros mecanismos 

de ação possíveis para explicar o efeito cardioprotetor da PD153035 seria a inibição da 

TPM ou atuação desse fármaco induzindo a abertura do canal de potássio mitocondrial. 

 

1.6- Isquemia e o papel mitocondrial na morte celular 

Isquemia tecidual é a condição em que há deficiência parcial ou total na 

perfusão sanguínea de um tecido. A conseqüência principal da isquemia é a inibição do 

metabolismo energético aeróbio ocasionado pela rápida diminuição da concentração 

tecidual de O2: ocorre a lentificação ou a parada da fosforilação oxidativa e a rápida 

diminuição dos níveis teciduais de ATP. A velocidade da glicólise é aumentada, há 

esgotamento do estoque de substratos fermentáveis e remoção ineficiente de alguns íons 

que se acumulam no meio extracelular (ver revisão: LIEBERTHAL et al., 1998). 

A importância fisiopatológica da isquemia deriva do fato da mesma provocar, 

em um intervalo curto de tempo, ainda que variável, a ocorrência de disfunção e morte 

celular. Porém, a morte celular apresenta duas vias, necrose e apoptose. As células em 

necrose mostram aumento de volume celular e mitocondrial e distorção das cristas 

mitocondriais, ocasionando perda da integridade da membrana plasmática, liberação do 

conteúdo citosólico e desencadeamento de inflamação no local. Ao contrário, células em 

apoptose exibem perda precoce de adesão às células vizinhas e à matriz extracelular, 

redução de volume, mitocôndrias com escassas alterações morfológicas, condensação e 

fragmentação nuclear, ocasionando a desintegração em corpúsculos apoptóticos  

que são fagocitados por células vizinhas, sem ocorrência de inflamação  

(LIEBERTHAL et al., 1998). 
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A necrose derivada da isquemia tem como característica bioquímica principal a 

depleção exacerbada de ATP, resultando na ativação descontrolada de uma série de vias 

bioquímicas e alterações em numerosos componentes celulares: o ATP citosólico é 

hidrolisado a ADP e este a AMP e adenosina, que tendem a ser perdidos pela célula por 

difusão através da membrana plasmática e os níveis de ATP não podem ser recuperados 

pela reperfusão (WEIMBERG et al., 2000). O funcionamento da Ca2+ATPase da membrana 

plasmática e do retículo endoplasmático é prejudicado pela escassez de ATP, causando um 

aumento das concentrações de Ca2+ citosólico que contribui para a ativação desregulada de 

várias vias bioquímicas (EDELSTEIN et al., 1997). As mitocôndrias sofrem lesão 

significativa com destaque para a redução da atividade do complexo I, diminuindo a 

capacidade da produção de ATP e após a reperfusão há uma grande geração de EROs 

(WEIMBERG et al., 2000). Esta geração de EROs causa danos a proteínas, membranas 

lipídicas e ao DNA mitocondrial. Nas mitocôndrias, tanto o Ca2+ quanto EROs contribuem 

para desencadear a TPM, ocasionando morte celular. 

O processo de morte celular por apoptose é efetuado diante da ativação de uma 

série de proteínas da família das caspases, formando uma via final comum, que regula a 

sobrevivência e o desencadeamento da apoptose (STELLER, 1995; THORNBERRY e 

LAZEBNIK, 1998). Vários eventos celulares resultantes de isquemia que levam a necrose, 

como a depleção de ATP, estresse oxidativo e acúmulo mitocondrial de Ca2+ são capazes 

de desencadear a apoptose. O processo de apoptose tem influência mitocondrial onde há 

permeabilização da membrana mitocondrial externa, provocando a liberação para o citosol 

de proteínas como o citocromo c (fator indutor de apoptose) e Smac/DIABLO, que são 

capazes de ativar caspases. Se ocorrer ruptura da MME, essa permeabilização 

provavelmente seja conseqüência da TPM (GREEN e KROEMER, 2004). 

 

1.7- Isquemia cardíaca 

As modalidades farmacológicas disponíveis atualmente são eficientes no 

tratamento dos sintomas, mas não na progressão das cardiopatias de origem isquêmica. A 

isquemia cardíaca é caracterizada por redução no suprimento de oxigênio coronariano, 

limitando ou até cessando a fosforilação oxidativa (ver revisão: HALESTRAP et al., 2007). 
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Dessa forma, durante a isquemia, as células cardíacas tentam manter o nível de ATP através 

da glicólise, porém essa via não é suficiente para atender as necessidades desse órgão, que 

entra em falência assim que a concentração de ATP diminui. A produção aumentada de 

ácido lático pela glicólise associada à inadequada remoção de lactato e prótons do miócito 

provocam a diminuição do pH intracelular. Isto tem efeito inibitório sobre a glicólise, 

contribuindo para diminuir ainda mais a concentração de ATP (HALESTRAP, et al., 1998; 

SULEIMAN et al., 2001; HALESTRAP et al., 2004). Na tentativa de restaurar o pH 

intracelular, o transportador Na+/H+ é ativado, levando a um aumento do Na+ intracelular. 

Como a célula não possui ATP suficiente para ativar a Na+/K+ ATPase para bombear Na+ 

para fora da célula, o Na+ é acumulado, impedindo a saída de Ca2+ da célula através do 

antiporter Na+/Ca2+. Na mitocôndria, parte desse Ca2+ pode entrar pelo trocador Na+/Ca2+ 

mitocondrial que em condições fisiológicas exclui Ca2+ da matriz mitocondrial, mas 

durante isquemia tem seu papel invertido, acumulando Ca2+. Entretanto, é durante a 

reperfusão que um excesso de Ca2+ entra rapidamente na mitocôndria via uniporter de Ca2+ 

(GRIFFITITHS e ELLNOR, 2001; HALESTRAP et al., 2001; ver revisão: HALESTRAP 

et al., 2007). Essas mudanças metabólicas e iônicas provocam redução na função 

miocárdica. Se o fluxo coronariano é rapidamente restaurado, as homeostases iônica e 

metabólica são re-estabelecidas, e a recuperação ocorre. Entretanto, se a reperfusão ocorrer 

depois de prolongada isquemia, pode haver lesão irreversível (SULEIMAN et al., 2001). 

Durante a reperfusão, o ressuprimento de O2 associado a doadores monoeletrônicos da 

cadeia respiratória, formados durante o período de isquemia, leva a uma excessiva 

produção de espécies reativas de oxigênio (MCFALLS et al., 2003). 

 

1.8- Ciclo do potássio 

O ciclo do K+ mitocondrial consiste no influxo e efluxo de K+, H+ e ânions que 

são trocados entre a matriz e o espaço intermembrana (FIGURA 5). O K+ é o cátion mais 

abundante do citosol e da matriz mitocondrial presente em concentrações (~150 mM, 

Kowaltowski et al., 2002) similares àquelas do citosol. A membrana mitocondrial interna 

tem baixa permeabilidade ao K+, assim como para os outros íons, o que preserva a força 

próton-motriz para a síntese de ATP (MITCHELL, 1961). Além da pequena difusão de K+ 
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do citosol para a matriz mitocondrial, esse cátion pode ser transportado por processo 

eletroforético através de uniporters, localizados na membrana mitocondrial interna. Um 

desses canais foi identificado por se sensível a ATP (mitoKATP) (INOUE et al., 1991) e 

outro por ser ativado por Ca2+ (SIEMEN et al., 1999). A entrada do K+ na matriz 

mitocondrial é acompanhada osmoticamente por água e por fosfato (Pi), resultando no 

inchamento do volume da matriz mitocondrial; o excesso do íon é eliminado pelo trocador 

K+/H+ , evitando a ruptura da organela (GARLID, 1978). O trocador K+/H+ usa o potencial 

de H+ como força motriz para transportar K+ para fora da matriz mitocondrial, causando 

leve diminuição no potencial de membrana (ΔΨ) o que leva a um aumento da respiração da 

organela para recompor o gradiente de prótons e preservar a síntese de ATP.  

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Ciclo do potássio.  

Os mitoKATP são uniporters presentes na membrana mitocondrial interna que transportam K+ para a matriz. A 

entrada de K+ é acompanhada osmoticamente por H2O2 e o excesso do íon K+ é eliminado pelo trocador 

K+/H+. Estes canais são inibidos por ATP e 5HD (GARLID e PAUČEK, 2003). 

 

Existem dois tipos de canais de potássio sensíveis a ATP: canal de K+ 

mitocondrial (mitoKATP) e canal de K+ de membrana plasmática (cellKATP). Os cellKATPs 

foram descritos em miócitos de ventrículos por NOMA em 1983 e são inibidos 

fisiologicamente por ATP e quando há queda de ATP, a abertura deste canal acontece. 

Estes canais parecem estar ligados ao estado metabólico da célula e estão presentes em 

vários tecidos incluindo o músculo esquelético, cérebro, fígado, coração, células 

pancreáticas β e músculo liso (ver revisão: EDWARDS e WESTON, 1993). 
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A secreção da insulina através das células pancreáticas β é controlada pelo 

metabolismo da glicose e a abertura de cellKATP inibe a secreção da insulina devido a 

hiperpolarização da membrana, enquanto que a despolarização da membrana reduz da 

atividade do canal aumentando a secreção da insulina (ver revisão: EDWARDS e 

WESTON, 1993). 

A glibenclamida, um inibidor de cellKATP, é utilizada para o tratamento de 

diabetes tipo II. Este medicamento despolariza as células β aumentando assim a secreção da 

insulina. O mesmo acontece em músculo liso onde a abertura de cellKATP  hiperpolariza a 

membrana causando relaxamento do músculo. Em miocárdio, o papel de cellKATP não está 

bem esclarecido, mas em modelos isquêmicos, o bloqueio de cellKATP inibe a 

arritmogênese e sua abertura inibe a despolarização isquêmica reduzindo a entrada de Ca2+ 

(bloqueio de canal de Ca2+ indireto) (ver revisão: GARLID et al.; 2003).  

Os mitoKATP são regulados negativamente por ATP, ADP, hidroxidecanoato e 

ativados pelo pinacidil (KOWALTOWSKI et al., 2001b), diazóxido (DZX) e cromacalina 

(GARLID et al., 1997). Evidências in vivo indicam que mitoKATP é aberto por sinalizadores 

endógenos. Numerosas cinases são ativadas por estes caminhos e é sensato dizer que 

mitoKATP in vivo regula o fluxo de K+ para manter a estrutura e integridade funcional da 

mitocôndria necessária para a fosforilação oxidativa (GARLID et al., 2003).  

GARLID e PAUCEK (2001) demonstraram que o mitoKATP é composto por 

duas subunidades proteicas que são responsáveis pela atividade deste canal: mitoKIR tem 

propriedade de transporte e é similar ao cellKATP e a subunidade mitoSUR que é uma 

subunidade receptora (MIRONOVA, et al., 2004). Segundo GARLID, o diazóxido 

(agonista farmacológico) é 1000 vezes mais potente na abertura do mitoKATP cardíaco em 

comparação ao cellKATP cardíaco e o 5HD inibe o mitoKATP,  mas não cellKATP  

(GARLID et al., 1997). 

Dentre as principais funções demonstradas do transporte de K+ para a matriz 

mitocondrial através dos mitoKATP está a proteção do miocárdio frente a situações de 

isquemia e reperfusão (GARLID et al., 1997). Os resultados de TSUCHIDA et al. (2001) 

confirmaram a hipótese demonstrando que o diazóxido reduziu a área infartada quando 
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administrado depois da isquemia. Em 2001, KOWALTOWSKI et al., demonstrou que o 

mitoKATP poderia agir como um canal regulado para a entrada de K+ para a mitocôndria, 

permitindo o controle do volume mitocondrial independentemente de pequenas mudanças 

no potencial de membrana (KOWALTOWSKI et al., 2001a). A manutenção do volume 

inibe a captação de Ca2+ durante períodos isquêmicos (MURATA et al., 2001;  

FACUNDO et al., 2005) que, associada a uma menor geração de EROs na mitocôndria 

(FACUNDO et al., 2005, FACUNDO et al., 2006a), determina uma baixa permeabilidade 

da membrana plasmática a Ca2+, diminuindo a hidrólise de ATP durante a isquemia e 

preservando energeticamente o tecido isquêmico (BELISLE e KOWALTOWSKI, 2002; 

DOS SANTOS et al., 2002). A diminuição da geração de EROs pela mitocôndria leva a um 

efeito protetor através da inibição da abertura do poro de transição de permeabilidade 

mitocondrial. 

Um ponto bastante controverso na literatura é a relação entre a abertura do 

mitoKATP e a geração de EROs. Neste contexto, VANDEN HOEK et al. (1998) 

demonstraram que a geração de EROs pela mitocôndria durante o recondicionamento 

isquêmico é necessária para ativar a proteção contra o estresse oxidativo gerado durante a 

reperfusão (VANDEN HOEK et al., 2000). De fato, adições exógenas de EROs podem 

promover proteção similar ao  recondicionamento (YAGUCHI et al., 2003) e antioxidantes 

evitam os efeitos protetores (VANDEN HOEK et al., 1998). 

Outra hipótese é que em mitocôndrias isoladas, a ativação do mitoKATP diminui 

a geração de EROs (FERRRANTI et al., 2003), onde a formação de EROs durante o pré-

condicionamento é anterior a ativação pelo mitoKATP (FACUNDO et al., 2006a). Essas 

EROs devem ativar esse canal durante esse processo, diminuindo a geração destas espécies 

posteriormente (FACUNDO et al., 2007).  
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1.9- Pré-condicionamento isquêmico 

Em 1986, MURRY et al. fizeram uma descoberta surpreendente: corações 

submetidos a um período curto de isquemia (5 min) apresentavam lesão menor quando 

eram posteriormente submetidos a um período isquêmico mais longo (40 min), se 

comparados a corações em que não houve o período curto de isquemia. Esse período curto 

de isquemia cardíaca não lesiva foi denominado “pré-condicionamento isquêmico” e a sua 

eficácia foi demonstrada em modelos experimentais. O pré-condicionamento também é 

eficaz na prevenção de danos isquêmicos em outros órgãos, como cérebro e rim (ver 

revisão: REIS et al., 1997; BONVENTRE, 2002).  

Em 1997, BAINES demonstrou que a geração de EROs após períodos de 

isquemia e reperfusão eram possíveis sinalizadores do pré-condicionamento. Em seguida, 

outro grupo de pesquisa mostrou que durante o pré-condicionamento, a cadeia respiratória 

mitocondrial produzia uma grande quantidade de EROs (VANDEN HOEK et al., 1998).  

O mecanismo pelo qual o pré-condicionamento determina uma menor lesão 

isquêmica ainda é motivo de intensa investigação. Reguladores de morte celular apoptótica, 

como o Bcl-2 (MAULIK et al., 1999; NAKAMURA et al., 2000), têm sua distribuição e 

expressão alterada pelo pré-condicionamento, o que indica que o pré-condicionamento 

pode inibir não só a morte celular necrótica, típica da área infartada central, como também 

a morte celular apoptótica, que ocorre na área periférica da área infartada (SARASTE et al., 

1997). Pacientes com doença arterial coronária podem apresentar sinais de pré-

condicionamento isquêmico, onde se observa que angina pré-infarto se associa a área de 

infarto, melhora a função cardíaca e reduz arritmias (HIRAI et al., 1992). 

Agentes farmacológicos que ativam o mitoKATP promovem efeitos protetores 

iguais aos do pré-condicionamento cardíaco (LIU et al., 1998; FACUNDO et al., 2006a). A 

primeira evidência de um papel protetor do mitoKATP foi produzida na década de 1980, 

quando o nicorandil apresentou efeito protetor contra o dano cardíaco isquêmico 

(LAMPING et al., 1984; SHIMSHAK et al., 1986), embora seu mecanismo de ação ainda 

não tivesse sido compreendido naquela época. Mais tarde, foram encontrados outros 

agonistas de canais de potássio que possuíam efeito protetor contra isquemia cardíaca 
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(GROVER et al., 1989), explicando o possível modo de ação do nicorandil. Somente em 

1997, usando o DZX, foi possível estabelecer que os efeitos protetores destes agonistas 

fossem devido à ativação do canal mitocondrial e não sarcaplasmático (GARLID et al., 

1997). Este estudo colocou definitivamente a abertura do mitoKATP como um componente 

protetor do pré-condicionamento cardíaco. Este resultado foi confirmado por um grande 

número de grupos que mostraram que a ativação do mitoKATP tem um efeito protetor 

potente contra dano isquêmico em coração (VANDEN HOEK et al., 2000; FORBES et al., 

2001; DOS SANTOS et al., 2002; KICINSKA e SZEWCZYK, 2003; FACUNDO et al., 

2005; FACUNDO et al., 2006a). Neste mesmo contexto, os agonistas do mitoKATP também 

são efetivos em proteger contra danos isquêmicos em cérebro e músculo esquelético 

(DOMOKI et al., 1999; PANG et al., 1997). Uma forte indicação de que o mitoKATP 

participa do processo de sinalização celular do pré-condicionamento é a observação que 

antagonistas do mitoKATP, como o ácido 5-hidroxidecanóico, são capazes de inibir os 

efeitos benéficos do pré-condicionamento quando administrados durante os períodos curtos 

de isquemia (AUCHAMPACH et al., 1992; FACUNDO et al., 2006a).  

O pré-condicionamento isquêmico leva à abertura de mitoKATP por mecanismos 

ainda não determinados. Dados da literatura mostram que ativação deve ocorrer por 

aumento na fosforilação das proteínas do canal (SATO et al., 1998; COSTA et al., 2005) ou 

por oxidação de grupos tiólicos em proteína de membrana (ZHANG et al., 2001). 

Sabe-se que a adenosina ativa mecanismos de proteção tecidual dependente de 

proteína cinase C, provocando aumento na atividade de mitoKATP (SHRYOCK e 

BELLARDINELL, 1997; KLINGER et al, 1997; MUBAGWA et al, 2001; SAFRAN et al, 

2001) e consequentemente haverá cardioproteção. Baseando-se em dados de que o 

PD153035 é um inibidor de adenosina cinase (FRANCHINI et al., 2005) e que este 

composto protege o miocárdio através de efeito bradicárdico direta ou indiretamente 

dependentemente de adenosina (MARIN, 2003), torna-se necessário, iniciar o trabalho em 

busca de possíveis informações sobre o efeito cardioprotetor deste composto. 
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Objetivo principal: 

O objetivo deste trabalho foi investigar o mecanismo de ação do composto 

PD153035, na proteção mitocondrial hepática, uma vez que a bioenergética neste órgão é 

bem conhecida e em mitocôndrias cardíacas onde foi relatado seu efeito protetor em 

corações isquêmicos a partir de concentrações de 100 pM. 

 

Objetivos específicos: 

1. Investigar o mecanismo de ação do PD153035 em mitocôndrias de fígado de 

rato através da avaliação de seu efeito no consumo de oxigênio, no processo 

de transição de permeabilidade mitocondrial em condições de estresse 

oxidativo, em grupos tiólicos de proteínas de membrana e possível papel 

seqüestrador de radicais livres através da oxidação de deoxiribose. 

2. Avaliar o efeito do tratamento de ratos com PD153035 em mitocôndrias de 

corações submetidos a situações de isquemia e reperfusão através da medida 

do consumo de oxigênio. 

3. Comparar mitocôndrias isoladas de coração de ratos controles e tratados com 

PD153035, verificando mudanças no consumo de oxigênio, transporte de 

cálcio e produção de espécies reativas de oxigênio. 

4. Estudar o efeito in vivo e in vitro do PD153035 sobre a abertura do canal de 

K+ mitocondrial sensível a ATP (mito KATP). 

5. Avaliar relação entre o pré-condicionamento isquêmico com PD153035 na 

ativação de mitoKATP e os seus efeitos na viabilidade das células HL-1. 
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3.1- Animais 

Ratos machos Wistar adultos (200-250 g) foram obtidos no Biotério Central da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). O coração ou o fígado foi retirado do 

animal após morte por deslocamento cervical. Para alguns experimentos, os ratos foram 

gavados com PD153035 (32 mg/kg v.o.) suspenso em uma solução aquosa contendo 10% 

propileno-glicol, 48 horas antes da obtenção do órgão para isolamento mitocondrial. Como 

controle de ratos tratados com PD153035, os animais foram gavados somente com uma 

solução aquosa contendo 10% propileno-glicol. Os protocolos foram aprovados pela 

Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) (Protocolo n  730-1). 

 

3.2- Isolamento de mitocôndrias hepáticas 

Mitocôndrias foram isoladas de fígado de ratos Wistar utilizando-se a técnica 

de centrifugação diferencial, segundo SCHNEIDER e HOGEBOON (1950). O fígado 

retirado, foi lavado em solução gelada de sacarose 250 mM contendo HEPES 5,0 mM pH 

7,2 e EGTA 0,5 mM, picado com tesoura e homogeneizado (10 vezes) em homogeneizador 

Potter-Elvehjem. O material foi centrifugado a 1250 x g por 5 minutos. O sobrenadante 

resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 500 x g sendo a fase lipídica flutuante 

retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 

sacarose 250 mM, HEPES 5,0 mM pH 7,2 e EGTA 0,3 mM e novamente centrifugado na 

condição anterior. A fração mitocondrial foi ressuspensa na mesma solução isenta de 

EGTA, numa concentração de aproximadamente 50 mg de proteína por mL. 

 

3.3- Isolamento de mitocôndrias cardíacas 

Mitocôndrias foram isoladas de corações de ratos adultos Wistar utilizando-se a 

técnica de centrifugação diferencial. Os corações foram colocados em meio gelado 

contendo manitol 200 mM, sacarose 75 mM, tampão HEPES 10 mM pH 7,2, EGTA 1 mM 

e BSA 0,1%, onde foram picados com tesoura e homogeneizados manualmente em Potter-

Materiais e Métodos 

67



Elvehjem. O homogenato foi centrifugado a 800 x g por 10 minutos. O sobrenadante 

resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 6.000 x g. O pellet resultante foi 

ressuspenso no mesmo meio e centrifugado na condição anterior. A fração mitocondrial foi 

ressuspensa na mesma solução, isenta de EGTA (KOWALTOWSKI, et al., 2001b). 

 

3.4- Degradação da deoxiribose  

A formação do radical OH● foi verificada através da degradação oxidativa da  

2-deoxiribose. O princípio do ensaio é a quantificação do produto da degradação da  

2-deoxiribose, o malondialdeído (MDA) através de sua condensação com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA) (HERMES-LIMA et al., 1994; LOPES et al., 1999). 

 

3.5- Dosagem de proteína 

A concentração de proteína das suspensões mitocondriais foi determinada pelo 

método de biureto (GORNALL et al., 1949), modificado pela adição de colato 1% 

(KAPLAN e PEDERSEN, 1983). O princípio do método baseia-se na determinação da 

concentração de ligações peptídicas através da medida da absorbância do complexo cobre-

nitrogênio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A absorbância 

obtida é diretamente proporcional à concentração de proteína na solução analisada, onde 

uma solução de BSA 1% foi utilizada como padrão.  

 

3.6- Determinação do conteúdo de grupos tiólicos 

A determinação do conteúdo de grupos tiólicos de proteína de membrana 

mitocondrial foi realizada usando DTNB ácido [5,5-ditiobis (2-nitrobenzóico)  

(Ellman’s reagent) (ELLMAN, 1958)], conforme descrito anteriormente 

(KOWALTOWSKI et al., 1997). A suspensão de mitocôndrias hepáticas (1 mg/mL de 

proteína) foi incubada em meio de reação padrão [125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM 
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(pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 100 µM] durante 10 minutos, em seguida 

foi submetida a 3 processos de congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido 

para a liberação de proteínas da matriz. Após, o material foi centrifugado a 12.000 x g por 2 

minutos. O sedimento foi tratado com 200 µL de ácido tricloroacético 6,5 % e centrifugado 

a 12.000 x g por 2 minutos. O sedimento final foi ressuspenso em 1 ml de solução contendo 

DTNB 100 µM, EGTA 0,5 µM e Tris-HCl 0,5 M, pH 8,3 (PARDO-ANDREU et al., 2006). 

A absorbância foi mensurada a 412 nm e uma solução de GSH foi utilizada como padrão. 

 

3.7- Consumo de oxigênio pelas mitocôndrias 

O consumo de oxigênio por mitocôndrias isoladas foi medido utilizando-se um 

eletrodo do tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.) conectado a oxígrafo Gilson, em 

uma câmara de vidro termostatizada de 1,2 ml equipada com agitador magnético. A 

concentração de oxigênio molecular (O2) inicial no meio de reação foi 215 nmol/ml a 37oC, 

na condição experimental utilizada (ROBINSON E COOPER, 1970).  

 

3.8- Transporte de cálcio pelas mitocôndrias 

O movimento de Ca2+ através da membrana mitocôndrial foi verificado 

determinando-se as variações de absorbância diferencial do complexo Ca2+-arsenazo III nos 

comprimentos de onda 675 e 685 nm (SCARPA, 1979) em um espectrofotômetro SLM 

Aminco DW2000 com capacidade de determinar as diferenças de absorbância em dois 

comprimentos de onda em uma mesma cubeta. O corante arsenazo III apresenta espectros 

de absorção diferentes na forma livre ou ligada ao Ca2+. A variação na diferença de 

absorbância nos comprimentos de onda 675 e 685 nm está associada a variações na 

concentração de Ca2+ livre no meio de reação (SCARPA, 1979). As calibrações foram 

feitas determinando-se a absorbância em função de adições de concentrações conhecidas de 

EGTA e Ca2+ presentes no meio de reação. 
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3.9- Medida de inchamento mitocondrial 

As suspensões mitocondriais são turvas e espalham a luz incidente. A luz 

espalhada é uma função da diferença entre o índice de refração da matriz e do meio, e, 

qualquer processo que diminua esta diferença irá diminuir a luz espalhada e aumentar a 

transmitância (NICHOLLS et al., 2002). Assim, um aumento no volume da matriz 

mitocondrial, associado com a entrada de solutos permeáveis, resulta numa aproximação 

entre o índice de refração da matriz e do meio de reação com a conseqüente diminuição da 

luz espalhada. Esta propriedade das mitocôndrias fornece um método qualitativo simples 

para se estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna. Mitocôndrias 

são ideais à aplicação desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes variações de 

volume, já que a membrana interna sofre apenas desdobramento de suas pregas. O 

acompanhamento espectrofotométrico da redução da absorbância a 520 nm (et al., 2001-a) 

foi feito em um espectrofotômetro SLM AMINCO DW2000. As mitocôndrias de fígado e 

coração de rato (0,5 mg de proteína/ml) foram incubadas no meio de reação padrão [125 

mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 100 

µM] e os experimentos foram realizados a temperatura de 37oC. 

 

3.10- Determinação do potencial elétrico de membrana mitocondrial (Δψ) 

O potencial de membrana mitocondrial foi monitorado através da medida das 

alterações de fluorescência da safranina O (5 µM) utilizando um espectrofotômetro Hitachi 

modelo F4500, nos comprimentos de onda de excitação e emissão de 495 e 596 nm, 

respectivamente (HOLDEN et al., 1987). 

 

3.11- Preparação de tecido para obtenção de fibras cardíacas 

Após o sacrifício do animal, o coração foi rapidamente dissecado e mantido em 

meio para biopsia [CaK2EGTA 2,77 mM, K2EGTA 7,23 mM, Na2ATP 5,77 mM, MgCl2 

6H2O 6,56 mM, taurina 20 mM, Na2 fosfo-creatina 15 mM, imidazol 20 mM, ditiotreitol 
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(DTT) 0,5 mM, MES 50 mM, pH 7.1] (LETELLIER, et al., 1992). Em cada experimento, 

aproximadamente 3 mg de tecido cardíaco foram incubados em 2 ml de meio de Krebs-

Henseleit acrescido de Hepes-Na 20 mM (pH 7,4) a 37oC para a medida do consumo de O2.  

 

3.12- Consumo de oxigênio em tecido cardíaco 

O consumo de oxigênio em tecido cardíaco foi medido por um respirômetro de 

alta resolução (Oroboros Oxygraph-2K), em 2 ml de meio de Krebs-Henseleit pH 7,4 em 

um conjunto de selas a 37oC e agitação a 750 rpm. O software DatLab 4 (Oroboros 

Instruments, Innsbruck, Áustria) foi utilizado para aquisição de dados e análise em 

intervalos de 2 segundos e para o cálculo da linha do tempo derivado da concentração e 

correção do fluxo de oxigênio (GNAIGER, 2001). 

 

3.13- Estimativa da produção de espécies reativas de oxigênio  

A geração de EROs por mitocôndrias hepáticas isoladas foi monitorada 

espectrofluorimetricamente, usando o marcador permeável à membrana  

H2-DCF-DA (diacetato de diclorodihidrofluoresceína 1 µM) (LEBEL et al., 1992; 

GARCIA-RUIZ et al., 1997). Fluorescência foi monitorada em comprimento de onda 488 

nm para excitação e 525 nm para emissão, com a largura da fenda de 3 nm. A calibração foi 

feita pela adição de concentrações conhecidas de diclorofluoresceína (DCF), produto da 

oxidação do H2-DCF. 

 

3.14- Determinação da produção de peróxido de hidrogênio 

A liberação de H2O2 por mitocôndrias cardíacas foi determinada 

fluorimetricamente utilizando Amplex Red 20 µM (Molecular Probes, Eugene, OR) que é 

um substrato cuja oxidação por H2O2 é catalisada por peroxidase de raiz forte (HRP).  

A sua oxidação produz resofurina que é fluorescente (comprimentos de onda de  
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excitação e emissão de 563 e 587 nm, respectivamente), o que permite determinar a 

velocidade de produção de H2O2 (ZHOU e PANCHUK-VOLOSHINA, 1997; 

VOTYAKOVA e REYNOLDS, 2001). 

 

3.15- Sistema de perfusão de coração isolado (Técnica de Langendorff)  

O sistema de perfusão de coração isolado é constituído de um sistema cata-

bolhas de vidro envolvido por jaqueta de água conectada a um circulador para aquecimento 

do tampão de perfusão a 37ºC. A extremidade superior do cata-bolhas está conectada a um 

reservatório constituído de um frasco de Mariotti contendo a solução tampão de perfusão. 

Neste reservatório, o tampão é gaseificado com O2 100% com fluxo controlado de forma a 

manter a pressão no frasco a 70 mmHg. A extremidade inferior é conectada a uma cânula 

de vidro que por sua vez, está conectada à aorta ascendente para perfusão retrógrada. Em 

paralelo, um balão de látex preenchido com salina é conectado a uma seringa de Hamilton 

para controle de seu volume e também a um transdutor de pressão para registro contínuo da 

pressão intraventricular (MARIN e FRANCHINI, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6- Esquema do sistema de perfusão de coração isolado e registro da pressão 

ventricular esquerda utilizado. 
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3.15.1 - Canulação e acoplamento do coração ao sistema.  

Ratos Wistar foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/kg) e 

receberam injeção intraperitoneal de heparina sódica (1000 UI). Os animais foram 

colocados em mesa cirúrgica aquecida a 38ºC, entubados por via orotraqueal com tubo 

plástico de GelcoR e submetidos à ventilação controlada com ventilador Harvard e ar 

enriquecido com O2 100%. A temperatura corpórea e a ventilação permaneceram 

controladas durante o período de retirada do coração da cavidade toráxica. A cavidade 

toráxica foi aberta através de secção sagital do esterno; a aorta ascendente foi identificada, 

seccionada e conectada ao sistema de perfusão, onde foi fixada com fio de algodão 3.0, 

sendo iniciada imediatamente a perfusão com solução tampão HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 

137 mM, MgSO4 1,2 mM, KCl 5 mM, CaCl2 1,5 mM e glicose 6 mM, com, acrescentado 

de insulina (100 UI) e heparina (1000 UI), saturado com oxigênio 100% a uma pressão 

hidrostática de 70 mmHg e temperatura a 37ºC (MARIN e FRANCHINI, 2005).  

 

3.15.2 - Sistema de registro e monitorização da pressão intraventricular 

A monitorização da pressão intraventricular esquerda foi realizada com balão 

de látex, inserido no ventrículo esquerdo (VE) através do átrio (AE). Este cate ter foi 

conectado a um transdutor de pressão (COBE, ARVADA, USA) para registro contínuo de 

pressão intraventricular. Para tanto, utiliza-se um sistema de registro Dataq (USA) com 

programa de aquisição e análise Windaq PRO. O sistema de onda de pulso da pressão foi 

amplificado em amplificador GP4A Steamtech, USA, convertido em sinal digital 

(freqüência de amostragem 300 Hz) e gravado em computador para análise posterior. A 

onda de pressão ventricular foi analisada quanto ao pico máximo (pressão sistólica), pico 

mínimo (pressão diastólica), derivada da pressão em relação ao tempo (±dP/dT) e 

freqüência cardíaca (MARIN e FRANCHINI, 2005). 
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3.16- Cultura de células cardíacas HL-1  

As células HL-1 foram doadas pelo Prof. William C. Claycomb (Department of 

Biochemistry and Molecular Biology, Louisiana State University Medical Center, New 

Orleans, LA, EUA). Estas células, originárias de átrios murinos, mantêm características 

morfológicas e propriedades bioquímicas e eletrofisiológicas de cardiomiócitos 

(CLAYCOMB et al., 1998), enquanto o isolamento e cultivo de cardiomiócitos primários 

produzem uma população celular heterogênea que inclui fibroblastos, células endoteliais e 

leucócitos (VANDEN HOEK et al., 1996). Além disso, o isolamento de cardiomiócitos 

pode promover seu pré-condicionamento, e produz preparações que perdem viabilidade 

com o passar do tempo. Como vantagens adicionais, as células HL-1 apresentam 

mecanismos de pré-condicionamento conservado dependentes de proteína quinase C e da 

ativação do canal de K+ (SEYMOUR et al., 2003). Para rotina de passagem e crescimento, 

as células HL-1 foram mantidas em frascos T-75 a 37ºC em uma atmosfera de 5% de CO2 

em meio Claycomb (JRH Biosciences) suplementado com norepinefrina 0,1 mM (Sigma-

Aldrich), penicilina/estreptomicina 100 U/mL/100 μg/mL, glutamina 2 mM (Sigma-

Aldrich) e 10% de soro bovino fetal. Os experimentos foram iniciados em 

aproximadamente 100% de confluência a 37ºC. Para todos os experimentos, as células 

foram recolocadas em tampão padrão (pH = 7,4) contendo em mmol/L: NaCl, 137; HEPES, 

5; glicose, 22; taurina, 20; creatina, 5; KCl, 5,4; MgCl2, 1; piruvato, 5 e CaCl2, 1 

(FACUNDO et al., 2005). 

 

3.17- Modelo experimental de simulação isquêmica e reperfusão em células HL-1.  

Para a realização dos experimentos células HL-1 foram incubadas em solução 

tampão padrão contendo NaCl 137 mM, HEPES-Na 5 mM, glicose 22 mM, taurina 20 mM, 

creatina 5 mM, KCl 5,4 mM, MgCl2 1 mM, piruvato 5 mM e CaCl2 1 mM (IRIE et al., 

2003). Após 20 min de pré-incubação em solução tampão padrão, o meio foi trocado e a 

isquemia e reperfusão foram simuladas pela inibição metabólica e limitação de substrato 

usando-se KCN (10 mM) e 2 mM de deoxiglicose adicionados ao tampão padrão isento de 

glicose e piruvato. As células foram incubadas durante 60 minutos seguidos por 1000 x g 
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de centrifugação durante 5 minutos de e re-suspensão do sedimento celular em solução 

tampão padrão para a reperfusão simulada. Cardiomiócitos HL-1 controles foram 

incubados com solução tampão padrão durante todo o período experimental e submetidos 

somente às centrifugações e lavagens. A proteção de células HL-1 por PD153035 10 nM e 

sua reversão por 5HD foram obtidas pelo tratamento das células HL-1 com estes compostos 

durante todo o período experimental, incluindo a pré-incubação durante 20 min 

(FACUNDO et al., 2005).  

 

3.18- Avaliação da viabilidade celular 

A viabilidade celular foi avaliada em diferentes períodos de tempo através da 

medida da fluorescência relativa de brometo de etídio (50 μM) usando espectrofluorímetro 

Hitachi F4500, com comprimentos de onda de excitação e emissão de 365 e 580 nm 

respectivamente (KARSTEN, 1980). As células foram permeabilizadas por digitonina 

(0.005%) no final de cada experimento para promover 100% de permeabilidade ao brometo 

de etídeo. Dados foram expressos em porcentagem de células vivas  

(FACUNDO et al., 2005). 

 

3.19- Análises estatísticas 

Os dados foram apresentados como média ± desvio do erro da média (SEM).  

O “n” se refere ao número de experimentos realizados com preparações biológicas 

independentes. Para comparações múltiplas, as análises estatísticas foram feitas usando o 

método de ANOVA e teste de Tukey post-hoc. Para comparação de 2 médias, utilizou-se o 

teste t de Student. A diferença de valores foi considerada significante com p<0,05 foi 

considerado significante. Todas as figuras apresentadas nos resultados são representativas 

de pelo menos três experimentos independentes. 
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4.1- Efeito do PD153035 na fosforilação oxidativa por mitocôndrias isoladas de fígado 

de rato 

Inicialmente, para se estudar o efeito de PD153035 em funções mitocondriais 

utilizou-se mitocôndrias isoladas de fígado de ratos (MFR). Os resultados da FIGURA 6 

mostram que PD153035 40 µM induziu uma diminuição da velocidade de respiração 

estimulada por ADP (estado respiratório III: durante a fosforilação) em 13 % de inibição da 

respiração mitocondrial. Quando as concentrações de PD153035 foram testadas na 

respiração mitocondrial basal (estado respiratório IV: ausência de fosforilação) observou-se 

aumentos das velocidades de consumo de oxigênio em todas as concentrações testadas, 

sendo que a dose de PD153035 40 µM resultou em estímulo de 98 % da respiração 

mitocondrial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Efeito de PD153035 sobre as velocidades de respiração mitocondrial 

Mitocôndrias de fígado de rato (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reação contendo sacarose 125 

mM, KCl 65mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 100 µM, substratos 

ligados a NAD (malato, glutamato, piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada) na presença de doses 

crescentes de PD153035 (5–40 µM). Iniciou-se o estado III da respiração mitocondrial pela adição de ADP 

150 µM. Os pontos representam médias de três experimentos ± SEM. **significativamente diferente do 

controle (p<0,01). 
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De maneira dose-dependente, o composto PD153035 diminuiu 

significativamente o controle respiratório (CR; estado III/IV) e a razão ADP/O  

(FIGURA 8). Estas razões fornecem uma medida da intensidade de acoplamento entre 

transporte de elétrons e fosforilação oxidativa, refletindo a integridade da membrana 

mitocondrial (CHANCE e WILLIAMS, 1956). Os resultados demonstram ação 

desacopladora de concentrações micromolares de PD153035 entre a respiração 

mitocondrial e a fosforilação oxidativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Efeito de PD153035 sobre o controle respiratório (CR) e a razão ADP/O 

MFR (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 

mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 100 µM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato, 

piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada) na presença de doses crescentes (5 - 40 µM) do PD153035. 

Iniciou-se o estado III da respiração mitocondrial pela adição de ADP 150 µM. Os pontos representam médias 

de três experimentos ± SEM. Os pontos representam médias de três experimentos ± SEM. 

**significativamente diferente do controle (p<0,01). 
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4.2- Inibição da transição de permeabilidade por PD153035 em mitocôndrias isoladas 

de fígado de rato 

A transição de permeabilidade mitocondrial é caracterizada pela formação e 

abertura de um poro não-seletivo na membrana interna, resultando em permeabilização a 

íons e macromoléculas de até 1,4 kDa (ZORATTI e SZABO, 1995; KOWALTOWSKI et 

al., 2001a), com conseqüente inchamento mitocondrial. A FIGURA 9 mostra que 

mitocôndrias isoladas de fígado de rato energizadas com substratos ligados a NAD, na 

presença de Ca2+ 40 µM, sofreram um rápido e extenso inchamento (linha a), que foi 

sensível ao quelante de Ca2+ EGTA (linha f); o mesmo ocorreu na presença de DMSO 

0,1%, concentração do solvente relativa a maior quantidade de PD153035 utilizada  

(dados não mostrados). Notadamente, o composto PD153035, em concentrações de 10 a 40 

µM (linhas c - e), foi capaz de inibir o inchamento mitocondrial induzido por Ca2+.  
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Figura 9- PD153035 inibe o inchamento mitocondrial induzido por Ca2+ 

MRF (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 

mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato, piruvato e α-

cetoglutarato, 1,25 mM cada) e Ca2+ 40 µM, na ausência (linha a) ou na presença de PD153035 5 μM (linha 

b), 10μM (linha c), 20 μM (linha d) ou 40 μM (linha e). A linha f representa um experimento controle na 

presença de EGTA 500 μM.  
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A TPM ocorre devido ao acúmulo excessivo de íons Ca2+ na matriz 

mitocondrial e é estimulada por vários pró-oxidantes (KOWALTOWSKI et al., 2001a). As 

espécies reativas de oxigênio produzidas pela cadeia respiratória reagem com grupos 

tiólicos de proteína de membrana mitocondrial levando a sua oxidação (FAGIAN et al., 

1990; CASTILHO et al., 1995), o que está associado ao desencadeamento da TPM. Nesse 

sentido, realizamos experimentos para estudar o efeito de PD153035 na oxidação de grupos 

tiólicos de proteínas de membrana em condições em que não ocorre a abertura do poro de 

transição de permeabilidade, isto é, na presença de ciclosporina (CsA). Na FIGURA 9 

observamos que mitocôndrias de fígado de rato energizadas com substratos ligados a NAD 

na presença de Ca2+ 40 µM apresentaram inchamento mitocondrial (linha a). A CsA 

impediu o inchamento mitocondrial (linha b). Na presença de Ca2+, detectou-se uma 

significativa oxidação de SH de proteínas de membrana mitocondrial, na ausência ou 

presença de CSA (FIGURA 11A). Na presença de PD153035 (10 - 40 µM) e ciclosporina 

A observou-se inibição completa do inchamento mitocondrial (FIGURA 10 linhas c- e). 

Nestas condições, observa-se que o PD153035 inibe a oxidação de SH de proteínas de 

membrana mitocondrial (FIGURA 11B). De acordo com resultados prévios do laboratório 

(BERNARDES et al., 1994; KOWALTOWSKI et al., 1998), a CsA, apesar de inibir a 

abertura do poro de TPM, não inibiu a oxidação de grupos tiólicos de proteínas de 

membrana.  
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Figura 10- PD153035 e CsA inibem o inchamento mitocondrial induzido por Ca2+ 

MFR (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 

mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato, piruvato e α-

cetoglutarato, 1,25 mM cada), na presença  de  Ca2+  40 µM  (linha a),  Ca2+  40 µM  +  CsA 1 µM (linha b), 

Ca2+ 40 µM + CsA 1 µM + PD153035 10 µM (linha c),  Ca2+ 40 µM + CsA 1 µM + PD153035 20 µM (linha 

d), Ca2+ 40 µM  + CsA 1  µM  +  PD153035  40 µM  (linha e)  ou  Ca2+ 40 µM + EGTA 500 µM (linha f). 
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Figura 11- Efeito de Ca2+ e CsA no conteúdo de grupos tiólicos de proteínas de membrana 

mitocondrial 

As condições experimentais foram às mesmas da Figura 8, sendo que as amostras para dosagem de –SH 

foram obtidas após 10 minutos de incubação. As barras representam médias de três experimentos ± SEM. # 

Significativamente diferente de “EGTA” (p<0,05) e *, **significativamente diferente de “Ca2+ + CsA” 

(p<0,05 e p<0,01, respectivamente). 
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Um dos métodos utilizados para monitorar a ocorrência da TPM de 

mitocôndrias é a determinação do efluxo mitocondrial de Ca2+ (ZORATTI e SZABO, 

1995). Em nossos experimentos, a concentração de Ca2+ no meio extramitocondrial foi 

acompanhada determinando-se as variações de absorbância do complexo Ca2+-arsenazo III 

nos comprimentos de onda 665 e 685 nm (SCARPA, 1969). Na FIGURA 12, inicialmente 

a diferença de absorbância decai rapidamente indicando que o Ca2+ adicionado ao meio está 

sendo rapidamente captado e acumulado pelas mitocôndrias. Após aproximadamente 10 

minutos observa-se que o Ca2+ é liberado (linha a). Esta liberação de Ca2+ foi sensível a 

CsA, indicando ser devida a TPM (resultados não mostrados). A adição de concentrações 

micromolares de PD153035 (10, 20 e 40 µM) promoveu um aumento da capacidade das 

mitocôndrias em reter o Ca2+ (linhas b-d). Na presença apenas de DMSO, solvente do 

PD153035, nenhuma proteção foi observada quando comparado ao controle (resultados não 

mostrados). Quando utilizado na concentração de 40 µM (linha d) o PD153035 promoveu 

um menor efeito na capacidade da mitocôndria em reter Ca2+ que em 20 µM (linha d).  
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Figura 12- PD153035 aumenta a capacidade de mitocôndrias de fígado de rato em reter 

Ca2+ 

MFR (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 

mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, arsenazo 40 µM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato, 

piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada), Ca2+ 40 µM  na  ausência  (linha a)  ou  na  presença de  

PD153035 10 µM (linha b), 20 µM (linha c), 40 µM (linha d).  
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4.3- Efeito de PD153035 na produção mitocondrial de EROs associada a TPM e na 

oxidação de deoxiribose por Fe(III)-EDTA na presença de ascorbato 

A TPM induzida por Ca2+ está associada a um aumento na geração de EROs 

pela mitocôndria (GRIJALBA et al., 1999; MACIEL et al., 2001), em conseqüência da 

interação do Ca2+ com cardiolipina da membrana mitocondrial (GRIJALBA et al., 1999). 

Os resultados da FIGURA 13 mostram que o PD153035 inibe parcialmente a produção de 

EROs em mitocôndrias na presença de Ca2+. Observa-se que na ausência de Ca2+ (com 

adição de EGTA 0,5 mM), a fluorescência do DCF, devida à oxidação do H2-DCF 

adicionado ao meio, aumentou lentamente com passar do tempo, indicando uma baixa 

produção de EROs pelas mitocôndrias de fígado de rato (linha a). A linha b mostra uma 

maior produção de EROs após adição de Ca2+ na ausência de EGTA, sendo que esta 

produção de EROs foi parcialmente inibida pela presença de PD153035 20 e 40 µM  

(linhas c e d, respectivamente). Na presença de DMSO, solvente do PD153035, nenhuma 

proteção foi observada quando comparado à linha b (resultados não mostrados). 
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Figura 13- Efeito de PD153035 no estímulo por Ca2+ na geração mitocondrial de espécies 

reativas de oxigênio 

Mitocôndrias de fígado (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 

mM, HEPES 10mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato, 

piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada) e H2-DCFDA 1 µM. Linha a: Ca2+ 40 µM + EGTA 0,5 mM; linha 

b: Ca2+ 40 µM, linha c: Ca2+  40 µM + PD153035 20 µM; linha d: Ca2+ 40 µM + PD153035 40 µM.  
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Para estudar um possível papel seqüestrador de radicais livres do PD153035, 

testou-se o efeito desse composto na oxidação de deoxiribose por Fe(III)-EDTA na 

presença de ascorbato (HERMES-LIMA et al., 1994). A formação do radical hidroxila 

(•OH) catalisada pelo ferro promove a degradação de carboidratos, como a deoxiribose. O 

produto desta degradação é o malondialdeído que é quantificado pela sua condensação com 

o ácido tiobarbitúrico (TBA) (HERMES-LIMA et al., 2000). A FIGURA 14 compara os 

efeitos de PD153035 e DMSO, um clássico seqüestrador de •OH, na degradação de 2-

deoxiribose induzida por 10 µM Fe(III)-EDTA e 2 mM ascorbato. Observamos que a 

quantidade de solvente relativa a maior concentração utilizada de PD153035 (DMSO 0,3 

mM), assim como o PD153035 nas concentrações de 5 - 40 µM não tiveram ação protetora. 

No entanto, DMSO 17 mM mostrou seu efeito antioxidante esperado. 
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Figura 14- Efeito de PD153035 e DMSO (seqüestrador de •OH) na degradação oxidativa 

da deoxiribose induzida por Fe(III)-EDTA + ascorbato 

As incubações foram realizadas durante 60 minutos a 37°C em meio contento HEPES 20 mM (pH 7,2), 2-

deoxiribose 15 mM, EDTA 50 µM e Fe(III) 10 µM. As concentrações de PD153035 ou de DMSO utilizadas 

durante as incubações estão indicadas na figura. A reação foi iniciada pela adição de ascorbato (concentração 

final 2 mM). As barras representam médias de três experimentos ± SEM. *significativamente diferente de 

“Fe(III)-EDTA + ascorbato sem sequestrador”(p<0,05). 

 

4.4- Efeito de PD153035 in vitro e in vivo em mitocôndrias isoladas de coração de rato 

Nos experimentos in vitro, monitoramos a TPM em mitocôndrias isoladas de 

corações de ratos através do efluxo de Ca2+, determinando as variações de absorbância do 

complexo Ca2+-arsenazo III no meio extramitocondrial. Nas FIGURAS 15 e 16 a diferença 

de absorbância decai rapidamente indicando que o Ca2+ está sendo rapidamente captado e 

acumulado pelas mitocôndrias cardíacas. No entanto, após aproximadamente 5 min, na 

situação controle, observou-se uma rápida liberação do Ca2+ acumulado. Esta liberação foi 

sensível a CsA (resultado não mostrado), indicando a participação da TPM nesta condição. 
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Diferentemente do observado em mitocôndrias isoladas de fígado, a adição de 

concentrações micromolares de PD153035 (1, 20 e 40 µM) tornou as mitocôndrias 

cardíacas mais sensíveis ao Ca2+ (FIGURA 15). Concentrações nanomolares de PD153035 

(50 - 200 nM, linhas b-d; 1-30 nM, resultados não mostrados) não alteraram 

significativamente a capacidade de mitocôndrias cardíacas em captar e reter Ca2+ 

(FIGURA 16).  
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Figura 15- Efeito in vitro de concentrações micromolares de PD153035 na captação e 

retenção de Ca2+ pelas mitocôndrias de coração de rato 

Mitocôndrias de coração (0,5 mg/mL) foram adicionadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl  

65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, arsenazo 40 µM, substratos ligados a NAD (malato, 

glutamato, piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada) e Ca2+ 40 µM, na ausência (linha a) ou na presença de 

PD153035 1 µM (linha b), 20 µM (linha c) ou 40 µM (linha d), desde o início do experimento.  
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Figura 16- Efeito in vitro de concentrações nanomolares de PD153035 na captação e 

retenção de Ca2+ pelas mitocôndrias de coração de rato 

Mitocôndrias de coração (0,5 mg/mL) foram adicionadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 

65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, arsenazo 40 µM, substratos ligados a NAD (malato, 

glutamato, piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada) e Ca2+ 40 µM na ausência (linha a) ou na presença de 

PD153035 50 nM (linha b), 100 nM (linha c) ou 200 nM (linha d), desde o início do experimento. 

 

Uma vez que a adição de concentrações nanomolares e micromolares de 

PD153035 em mitocôndrias isoladas cardíacas não teve efeitos significativos, resolvemos 

verificar o efeito in vivo do PD153035. Os animais foram tratados com 32 mg/kg (v.o.) do 

composto e após 48 h, mitocôndrias cardíacas foram isoladas. Os resultados mostram que o 

controle respiratório (CR) e a razão ADP/O (eficiência de fosforilação) foram similares aos 

das mitocôndrias isoladas de coração de ratos não tratados com PD (Tabela I).  
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Tabela I – Velocidades de respiração, controle respiratório e razão ADP/O em 

mitocôndrias de coração de ratos controles e tratados com PD153035 

 estado III estado IV estado III / estado IV ADP/O 

Controle 105,3 ± 2,8 19,7 ± 1,08 4,8 ± 0,1 2,02 ± 0,11 

Tratado 101,6 ± 13,5 18,5 ± 4,7 5,0 ± 0,3 2,14 ± 0,13 

Mitocôndrias de coração de rato (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reação contendo sacarose 125 

mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, EGTA 100 µM, substratos ligados a NAD 

(malato, glutamato, piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada). Iniciou-se o estado III da respiração 

mitocondrial pela adição de ADP 150 µM. Ratos foram tratados com PD153035 (32 mg/kg, v.o.) ou com o 

solvente propilenoglicol, 48 h antes do isolamento mitocondrial. Média ± SEM (n=5) (p≥0,05). Velocidades 

de respiração em nmoles de O2/mg de proteína/min. 

 

A suscetibilidade a TPM foi investigada em mitocôndrias isoladas de corações 

de ratos tratados com PD153035, utilizando-se a metodologia do efluxo de Ca2+. A 

FIGURA 17 mostra que o Ca2+ adicionado ao meio de reação é rapidamente captado e 

liberado pelas mitocôndrias isoladas de coração de rato controle (FIGURA 16A, linha a) e 

de rato tratado (FIGURAS 17B, linha a). Na presença de CsA (linhas b), o Ca2+ é 

rapidamente captado, acumulado e somente após a adição do protonóforo FCCP é liberado 

para o meio extramitocondrial. Pelos resultados da FIGURA 17, nota-se que o tratamento 

in vivo com PD153035 não alterou a suscetibilidade a TPM induzida por Ca2+ em 

mitocôndrias de coração, sugerindo que a ação cardioprotetora do PD153035 deve ser 

independente da prevenção da TPM.  
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Figuras 17- Captação de Ca2+ por mitocôndrias isoladas de coração de ratos controle (A) e 

tratados com PD153035 (B) 

As mitocôndrias de coração (0,5 mg/mL) foram adicionadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, 

KCl 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, arsenazo 40 µM, substratos ligados a NAD+ (malato, 

glutamato, piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada), Ca2+ 40 µM  na ausência  (linha a)  ou  na  presença  

de  CsA 1 µM (linha b). FCCP 1 µM foi adicionado onde indicado. Ratos foram tratados com PD153035 (32 

mg/kg, v.o.) ou com o solvente propileno-glicol, 48 h antes do isolamento mitocondrial. 
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Visto que o tratamento in vivo com PD153035 não alterou a suscetibilidade à 

TPM induzida por Ca2+, investigamos a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

em mitocôndrias isoladas de corações de ratos tratados com PD153035. Para a medida da 

produção mitocondrial de EROs utilizou-se Amplex Red, na presença de HRP (peroxidase 

de raiz forte), que detecta a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), com produção do 

composto fluorescente resofurina (ZHOU et al, 1997). Da mesma maneira como observado 

nos experimentos de respiração mitocondrial (Tabela I), observa-se que o PD153035 não 

exerceu nenhum efeito na produção de EROs, seja na produção basal ou na presença de 

antimicina A e FCCP (Tabela II). 

 

Tabela II – Velocidades de produção basal de EROs (H2O2) ou na presença de antimicina 

A e FCCP em mitocôndrias isoladas de coração de ratos controles e tratados 

com PD153035 

 Basal Antimicina A FCCP 

Controle 97,9 ± 10,3 778,1 ± 192,1 12,5 ± 2,0 

Tratado 96,8 ± 7,8  721,8 ± 170,3  12,5 ± 2,0  

Mitocôndrias de coração de rato (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reação contendo sacarose 125 

mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, EGTA 100 µM e substratos ligados a 

NAD(malato, glutamato, piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM cada). Ratos foram tratados com PD153035 

 (32 mg/kg, v.o.) ou com o solvente propileno-glicol, 48 h antes do isolamento mitocondrial. Média ± SEM 

(n=4) (p≥0,05). Velocidades de produção de H2O2 são expressas em nmol/mg de proteína/min.  
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4.5- Controle respiratório em mitocôndrias isoladas de coração de ratos tratados com 

PD153035 e submetidos à isquemia/reperfusão é mantido 

Os resultados da FIGURA 18 mostram que mitocôndrias isoladas de corações 

submetidos a 40 min de isquemia e 30 min de reperfusão apresentam controle respiratório 

significativamente menor quando comparadas ao controle (5,7 e 8,6; respectivamente). 

Quando os ratos foram tratados com PD153035 48 h antes, observa-se que o controle 

respiratório das mitocôndrias isoladas de corações submetidos à isquemia/reperfusão (8,1) 

manteve-se semelhante ao de organelas controles. Este resultado indica que o tratamento in 

vivo com PD153035 resulta em preservação da função mitocondrial em corações 

submetidos à isquemia/reperfusão.  
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Figura 18-Controle respiratório em mitocôndrias isoladas após processo de 

isquemia/reperfusão em coração de ratos controles ou tratados com 

PD153035 

Mitocôndrias de coração de rato (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reação contendo sacarose 125 

mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2,5 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 100 µM e substratos 

ligados a NAD (malato, glutamato, piruvato e α-cetoglutarato, 1,25 mM). Ratos foram tratados com 

PD153035 (32 mg/kg v.o.) ou com o solvente propileno-glicol, 48 h antes do isolamento mitocondrial, 

conforme indicado. O controle respiratório foi calculado pela razão entre os estados respiratórios III e IV, o 

estado III foi induzido pela adição de ADP 150 µM. As barras representam médias de três experimentos ± 

SEM, *significativamente diferente de “Coração controle” (p<0,05). 
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4.6- PD153035 aumenta a permeabilidade mitocondrial a K+ 

Os experimentos com mitocôndrias isoladas de corações submetidos à 

isquemia/reperfusão indicaram um claro efeito cardioprotetor do tratamento prévio dos 

animais com PD153035. Estes efeitos estão de acordo com os resultados obtidos pelo grupo 

de pesquisa do Prof. Kleber Franchini do Laboratório de Fisiopatologia Cardiovascular da 

Unicamp (MARIM, 2003) que revelam efeito cardioprotetor do PD153035 em 

experimentos de isquemia/reperfusão em corações perfundidos com o composto. Nos 

resultados descritos até aqui indicam que o efeito cardioprotetor de PD153035 não está 

relacionado à diminuição da suscetibilidade a TPM, a um efeito antioxidante direto deste 

composto ou a uma redução da produção de EROs pela cadeia respiratória mitocondrial. 

Assim, a seguir estudamos o efeito do PD153035 no aumento do transporte de K+ pela 

membrana mitocondrial interna, efeito que está relacionado a cardioproteção conferida por 

compostos como o pinacidil, diazóxido (DZX) e cromarcalina (GARLID et al., 1997; 

KOWALTOWSKI et al., 2001b; ver revisão: GARLID et al., 2001). Propõe-se que a 

cardioproteção conferida por estes compostos esteja relaciona a indução da abertura de 

canais de K+ mitocondriais sensíveis a ATP (mitoKATP), com conseqüente aumento do 

influxo mitocondrial de K+ (ver revisão: GARLID e PAUČEK, 2003). Isto levaria a 

alterações de algumas propriedades mitocondriais, com uma menor produção de EROs 

(FERRANTI et al., 2003) e menor hidrólise de ATP durante o período isquêmico (DOS 

SANTOS et al., 2002; ALA-RAMI et al., 2003).  

A entrada de K+ na matriz mitocondrial é acompanhada pela difusão de H2O e 

ânions, principalmente Pi, resultando em aumento de volume da matriz (ver revisão: 

GARLID e PAUČEK, 2001) que pode ser acompanhado pela redução do espalhamento de 

luz pela suspensão mitocondrial. A análise do inchamento de mitocôndrias cardíacas na 

presença e ausência de PD153035 (FIGURA 19) revelou que a presença deste composto, 

10 nM, resulta em um aumento de volume mais rápido e extenso das mitocôndrias 

incubadas. Esse aumento adicional de volume foi em grande parte prevenido pela presença 

de ATP, um inibidor clássico de mitoKATP. 
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Figura 19- Efeito de PD153035 no inchamento mitocondrial induzido pela entrada de K+ 

em mitocôndrias isoladas de coração de rato 
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Traçados representativos de inchamento obtido nos primeiros 40 segundos. Mitocôndrias (0,5 mg/ml) foram 

incubadas em meio de reação contendo KCl 100 mM, HEPES 5 mM (pH 7.4), K2PO4 2 mM, MgCl2 1 mM, 

EGTA 0,1 mM, oligomicina 1 µg/ml, succinato 10 mM, na presença ou ausência de PD153035 10 nM e/ou de 

ATP 200 µM, conforme indicado.  

 

Como a incubação in vitro de mitocôndrias isoladas de corações de ratos com 

PD153035 resultou em estímulo do transporte de K+ através da membrana mitocondrial 

interna (FIGURA 19), testou-se a seguir o efeito do tratamento in vivo com PD153035. 

Efeito semelhante foi observado em mitocôndrias isoladas de coração de ratos tratados com 

PD153035 (32 mg/kg v.o.) 48 h antes do isolamento mitocondrial (FIGURA 19). O maior 

inchamento de mitocôndrias cardíacas isoladas de ratos tratados com PD153035 também 

foi quase totalmente revertido pela presença de ATP. A concentração 10 nM foi escolhida 

através de uma curva dose-resposta com PD153035 1, 3, 10 e 30 nM (dados não 

mostrados). 
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Os resultados da FIGURA 20 mostram que, conforme esperado, a inibição do 

inchamento mitocondrial na presença de ATP é revertida na presença de diazóxido (DZX), 

agonista de mitoKATP, num mecanismo sensível a 5-hidroxidecanoato (5HD), um 

antagonista de mitoKATP. 

Notadamente, o aumento de volume mitocondrial induzido por PD153035 in 

vitro (FIGURA 19) e in vivo (dados não mostrados) foi inibido por 5HD. Quando K+ foi 

substituído por Li+ no meio de reação, não se observou maior inchamento induzido pelo 

tratamento in vivo (FIGURA 20) ou in vitro por PD153035 (FIGURA 21) com PD153035, 

o que caracteriza a dependência do íon K+ no mecanismo de inchamento na presença deste 

composto.  
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Figura 20- Inchamento mitocondrial induzido pela entrada de K+ em mitocôndrias isoladas 

de coração de ratos controles e tratados com PD153035 

Mitocôndrias (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reação contendo KCl 100 mM, HEPES 5 mM, pH 

7,4, K2PO4 2 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 0,1 mM, oligomicina 1 µg/ml e succinato 10 mM. Onde indicado, os 

experimentos foram realizados na presença de ATP 200 µM. Nas barras indicadas com “meio Li+”, KCl 100 

mM foi substituído por LiCl 100 mM. Os valores representam médias de 17 experimentos ± SEM. 

*significativamente diferente de “Controle” (p<0,01) e #significativamente diferente da respectiva situação 

experimental na ausência de ATP (p<0,05). 
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Figura 21- Caracterização do efeito in vitro de PD153035 no inchamento mitocondrial 

induzido pela entrada de K+ em mitocôndrias de coração de rato 

Os dados estão representados em porcentagem de inchamento relativo ao controle (meio de K+ ou Li+). 

Mitocôndrias (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reação (KCl 100 mM ou LiCl 100 mM, HEPES 5 

mM, pH 7.4, K2PO4 2 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 0,1 mM, oligomicina 1 µg/ml e succinato 10 mM) na 

presença de ATP 200 µM, DZX 20µM, 5HD 60 µM e/ou PD153035 10  nM, conforme indicado na abscissa 

da figura. Onde indicado, o KCl foi substituído por LiCl. Os valores representam médias de 8 experimentos  

± SEM. *significativamente diferente da situação controle (p<0,01) e #significativamente diferente de “PD” 

(p<0,01). 

 
A entrada excessiva de K+ na matriz mitocondrial acompanhada pela sua 

extrusão através de um trocador K+/H+, promove uma pequena diminuição do potencial 

eletroquímico de H+ (ΔµH
+), que é recomposto às custas do aumento da respiração. Para 

investigar essa possibilidade, estudamos a velocidade de consumo de O2 em tecido cardíaco 

extraído de animais tratados ou não com PD153035. Como mostra a FIGURA 22, fibras 

cardíacas de animais tratados com PD153035, quanto incubadas em meio Krebs-Henseleit, 

apresentaram velocidade de respiração de repouso 8 % maior do que fibras cardíacas de 

animais controle. Esse aumento do consumo de O2 pode ser atribuído ao leve 

desacoplamento causado pela entrada excessiva de K+ na matriz mitocondrial.  
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Figura 22- Consumo de O2 por fibras cardíacas obtidas de animais controles e 

tratados com PD153035 

Tecido cardíaco (∼3 mg) foi incubado em 2 mL de meio de Krebs-Henseleit (37 C) acrescido de HEPES Na+ 

20 mM, pH 7.4. Os valores representam médias de 7 experimentos ± SEM. *significativamente diferente de 

“Controle” (p<0,05, teste t-Student pareado).  

 
 

É conhecido que a ATP-sintase mitocondrial (F1Fo-ATPase) pode apresentar 

reversão de sua atividade quando há ATP disponível, diminuindo o gradiente de potencial 

eletroquímico para o H+ através da membrana mitocondrial interna (HARRIS e DAS, 

1991). Essa situação é observada durante isquemia tecidual e acredita-se que de fato pode 

ocorrer atividade reversa da ATP sintase in vivo, o que contribuiria para reduzir os níveis de 

ATP e acelerar a morte celular (JENNINGS et al., 1991; ROUSLIN, 1983) em situações de 

privação energética. Como há descrições de inibição da atividade reversa da ATP sintase 

pela abertura do canal mitoKATP (DOS SANTOS et al., 2002; ALA-RAMI et al., 2003), 

investigamos, se o mesmo ocorreria em mitocôndrias cardíacas de animais tratados com 

PD153035. Para estimar a atividade reversa da ATP sintase mitocondrial, acompanhamos o 

potencial elétrico transmembrana gerado pela hidrólise de ATP por mitocôndrias incubadas 

na presença de antimicina A, um inibidor da cadeia de transporte de elétrons  

(FIGURA 23). Nestas condições, o potencial de membrana foi estimado com o marcador 

fluorescente safranina O e espera-se que a adição de ATP seja acompanhada por um 

decréscimo temporário da fluorescência deste marcador, conseqüência de um aumento do 

potencial elétrico transmembrana que decorre da atividade reversa da ATP-sintase, o que é 
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revertido quanto ocorre o esgotamento do ATP adicionado. Na FIGURA 23, observa-se 

que o potencial elétrico transmembrana gerado pela adição de ATP 200 µM a mitocôndrias 

cardíacas de animais tratados com PD153035 foi menor que em organelas controles. Este 

resultado sugere que o tratamento com PD153035 possa resulta em menor atividade 

hidrolítica da ATP sintase.  
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Figura 23- Estímulo do transporte de K+ por mitocôndrias de coração de ratos tratados com 

PD153035 está associado com a diminuição do potencial de membrana 

formado pela hidrólise de ATP através da atividade reversa da ATP sintase 

mitocondrial 

Mitocôndrias (0,2 mg/ml) isoladas de corações de ratos controles ou tratados com PD153035 (32 mg/kg v.o.) 

foram incubadas em meio de reação contendo KCl 150 mM, KH2PO410 mM, MgCl2 1mM, EGTA 0,1 mM, 

HEPES 5 mM, pH 7,4 (KOH) e antimicina A 2 µg/ml. Onde indicado pela seta foi adicionado ATP 200 µM.  

 

4.7- PD153035 mantém a viabilidade em células HL-1 quando submetidas a uma 

incubação transitória com cianeto de potássio, na ausência de glicose  

Dados da literatura mostram que fármacos que ativam mitoKATP promovem 

efeitos protetores teciduais iguais aos do pré-condicionamento cardíaco (LIU et al., 1998; 

FACUNDO et al., 2006a). Desta maneira, decidimos verificar se era possível obter 
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proteção com o uso de PD153035 numa linhagem de células cardíacas murinas (miócitos 

HL-1) submetidas a um tratamento transitório com cianeto de potássio (KCN), na ausência 

de glicose. Miócitos HL-1 mantêm características morfológicas e propriedades bioquímicas 

e eletrofisiológicas de cardiomiócitos (CLAYCOMB et al., 1998), apresentando ainda 

mecanismos de pré-condicionamento conservados (CHAUDARY et al., 2004; SEYMOUR 

et al., 2003).  

A FIGURA 24 mostra que células HL-1 quando submetidas a uma incubação 

transitória com KCN, na ausência de glicose, apresentaram uma rápida queda da 

viabilidade na ocasião do retorno do meio de reação padrão (▲). Esta queda de viabilidade 

celular não foi observada quando o mesmo experimento foi realizado na presença de 

PD153035 (●), mas não de DMSO (▼), solvente deste composto. Durante o tempo do 

experimento (140 min), células incubadas em situação controle e submetidas às trocas de 

meio de reação padrão não apresentaram queda significativa de viabilidade.  
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Figura 24- PD153035 protege células HL-1 após tratamento transitório com KCN, na 

ausência de glicose 

Durante o tempo indicado (20 a 80 min), células HL-1, exceto na condição “Controle”, foram incubadas em 

meio de reação padrão (M.R.P.) contendo KCN 10 mM e 2-deoxiglicose 2 mM. PD153035 10 nM ou DMSO 

estiveram presentes durante todo o tempo de incubação. O volume de DMSO (6 µL) utilizado foi o mesmo 

utilizado como solvente de PD153035. Onde indicado pelas setas, as células foram centrifugadas e o meio de 

reação padrão foi trocado. Os valores representam médias de 5 experimentos ± SEM. *significativamente 

diferente da situação “Controle” e “KCN + PD153035” nos respectivos tempos (p<0,05). 

 

Os mecanismos através dos quais a abertura de canais de K+ resulta em 

cardioproteção ainda não são totalmente conhecidos, mas devem estar associados à 

manutenção do volume mitocondrial (KOWALTOWSKI et al., 2001b), inibição da 

hidrólise de ATP pela ATP-sintase (DOS SANTOS et al., 2002) e/ou redução da produção 

mitocondrial de EROs (FACUNDO et al., 2005). Dados da literatura mostram que 

inibidores da abertura de mitoKATP, como o 5HD, são capazes de reverter efeitos 

cardioprotetores do pré-condicionamento isquêmico (SCHULTZ et al., 1997) e do agonista 
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de mitoKATP diazóxido (DOS SANTOS et al., 2002). Para verificar se o efeito citoprotetor 

de PD153035 em células HL-1 submetidas ao tratamento com KCN, na ausência de 

glicose, é mediado pela abertura de mitoKATP, experimentos foram realizados na presença 

de 5HD. Notadamente, os resultados da FIGURA 25 mostram que a presença de 5HD 

resultou em completa reversão dos efeitos protetores de PD153035 em células HL-1 

submetidas ao tratamento com KCN na ausência de glicose. Experimentos controles 

mostram que isoladamente, o 5HD não teve efeito na viabilidade de células HL-1 incubadas 

em situação controle (Controle + 5HD) ou quando tratadas com KCN, na ausência de 

glicose (KCN + 5HD).  
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Figura 25- 5HD reverte o efeito protetor do PD153035 em células HL-1 submetidas a um 

tratamento transitório com KCN, na ausência de glicose 

Durante 20 min, células HL-1 foram pré-incubadas em meio de reação padrão (M.R.P.). A seguir, células 

HL-1 foram submetidas a tratamento com KCN, na ausência de glicose durante 60 minutos, seguido de nova 

incubação em M.R.P. por 60 minutos e a viabilidade das células foi estimada. As incubações foram 

realizadas na presença de PD153035 10 nM e/ou 5HD 60 µM, conforme indicado na abscissa da figura. Os 

valores representam médias de 7 experimentos ± SEM. *significativamente diferente de “Controle” (p<0,05) 

e #significativamente diferente de “KCN + PD153035” (p<0,05). 
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FRY em 1994 publicou que um inibidor de tirosina cinase, o PD153035 era 

capaz de regredir tumores em camundongos portadores de carcinoma humano de epiderme 

(IC50 de 0,025 nM) com elevada potência e alta especificidade. Atualmente este composto 

encontra-se em testes terapêuticos com câncer. A partir destes dados, o grupo de pesquisa 

do Prof. Kleber Franchini descobriu que este composto oferece proteção miocárdica 

imediata e tardia aos danos ocasionados por isquemia/reperfusão (MARIN, 2003). 

O efeito de PD153035 em corações isolados de ratos foi verificado através de 

experimentos dose-resposta sobre a pressão sistólica do ventrículo esquerdo e freqüência 

cardíaca (MARIN, 2003). Este composto causou aumento na pressão ventricular e 

diminuição dose-dependente da freqüência cardíaca, resultando em resposta bradicárdica de 

aproximadamente 25% dos valores basais. Foram realizados experimentos de isquemia em 

corações isolados para verificar se o tratamento com PD153035 também poderia estar 

protegendo o miocárdio. Os resultados comprovaram a hipótese, revelando efeito protetor 

do PD153035 em corações isquêmicos a partir de concentrações de 100 pM  

(MARIN, 2003). Foi sugerido que o mecanismo de ação do PD153035 como cardioprotetor 

poderia ser mediado direta ou indiretamente pela ativação de receptores de adenosina 

(MARIN, 2005).  

Com base no efeito protetor do PD153035 em miocárdio, neste trabalho foi 

investigado o efeito direto do composto sobre as funções mitocondriais hepáticas isoladas 

de rato. Em relação ao consumo de O2 observamos uma diminuição no controle respiratório 

de maneira dose-dependente: primeiramente, observamos seu efeito desacoplador, um 

aumento progressivo na velocidade de consumo de O2 mitocondrial no estado 4 (não-

fosforilante) em todas concentrações, enquanto que a velocidade de respiração de estado 3 

(fosforilante) foi significativamente inibida na concentração de 40 µM. 

Conforme descrito anteriormente, a combinação Ca2+ e EROs causa disfunção 

mitocondrial mediada pela oxidação de grupos tióis de proteínas e com formação do poro 

de transição de permeabilidade (KOWALTOWSKI et al., 2001a). O aumento na geração de 

EROs e/ou uma redução no processo de inativação destas espécies reativas pelo sistema de 

defesa antioxidante mitocondrial pode levar a danos oxidativos na organela, resultando 

numa permeabilização não específica da membrana mitocondrial interna, um fenômeno 
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conhecido como poro de transição de permeabilidade mitocondrial. A TPM leva ao 

comprometimento da síntese de ATP mitocondrial, liberação de componentes da matriz, 

inchamento mitocondrial e conseqüente ruptura da membrana externa com a liberação de 

proteínas pró-apoptóticas do espaço intermembrana (ZORATI e SZABO, 1995). As 

mitocôndrias são consideradas as principais fontes de geração de EROs intracelular, o que é 

aumentado pelo íon Ca2+ e este efeito é aumentado na condição de TPM. 

Nas condições experimentais realizadas neste trabalho, mostramos que a TPM 

na presença de Ca2+ foi inibida pelo composto PD153035 em concentrações. Como foi 

observado, o PD153035 diminuiu significativamente a produção de EROs mitocondrial e a 

possível capacidade deste composto em ser um inibidor de TPM foi comprovada em 

experimentos de inchamento mitocondrial e em experimentos avaliando a capacidade 

mitocondrial em reter o Ca2+. Observamos ainda que a CsA (inibidor clássico do PTP) na 

presença ou ausência de 10, 20 e 40 µM de PD não foi capaz de inibir a oxidação de grupos 

tiólicos de proteína de membrana (BERNARDES et al., 1994), descartando a hipótese que a 

inibição da abertura do PTP pelo composto esteja ligada à diminuição da oxidação de 

grupamentos tióis. 

Para checar se os efeitos do PD153035 sobre a inibição do PTP in vitro em 

mitocôndrias isoladas seria conseqüência de um efeito antioxidante, avaliamos a 

degradação oxidativa da deoxiribose (HERMES-LIMA et al., 2000), comparando o 

PD153035 ao DMSO, um clássico seqüestrador de •OH que impede a degradação da 2-

deoxiribose induzida por Fe(III)-EDTA na presença de ascorbato. Nas concentrações  

testadas, pode-se observar que o PD153035 não teve ação protetora indicando que este 

composto não possui efeito antioxidante.  

Investigando o mecanismo de ação do PD153035 in vitro em mitocôndrias de 

coração de rato, o efluxo de Ca2+ foi monitorado e observa-se que concentrações 

micromolares do composto tornaram as mitocôndrias cardíacas mais sensíveis ao Ca2, isto 

é, tornaram as mitocôndrias mais susceptíveis à transição de permeabilidade mitocondrial 

induzida por Ca2+. Concentrações nanomolares do composto não alteraram a capacidade de 

mitocôndrias cardíacas em captar e reter Ca2+. 
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Foi analisado também o mecanismo de ação do PD153035 in vivo em 

mitocôndrias isoladas de coração de ratos controles e tratados na respiração mitocondrial e 

fosforilação oxidativa, transição de permeabilidade e produção de EROs. Nas condições 

experimentais apresentadas, nossos resultados mostraram que o composto não exerceu 

qualquer efeito sobre as velocidades de consumo de O2 nos estados III e IV sobre o controle 

respiratório e razão ADP/O. Verificamos também que o tratamento com o PD153035 não 

alterou a abertura do MPT induzida por cálcio e a velocidade de produção de H2O2 também 

não foi alterada. 

Os resultados até o momento sugerem que o tratamento com PD153035 não 

teve efeito em mitocôndrias cardíacas isoladas, pois não houve alteração tanto na 

homeostase intracelular de Ca2+ como na bioenergética mitocondrial.  

É sabido que o PD153035 protege o miocárdio através de efeito bradicárdico 

dependentemente da ativação direta ou indireta de receptores de adenosina e que esta 

proteção é revertida pelo antagonista inespecífico destes receptores (MARIN e 

FRANCHINI, 2005). A adenosina protege o miocárdio e outros tecidos de hipóxia e 

isquemia através da ativação do receptor A1 e A3 (receptores que atuam ativando canais de 

potássio e inibe a ação da adenilato-ciclase, o que prolonga a despolarização diastólica). Os 

mecanismos envolvidos neste efeito não são bem conhecidos, no entanto, postula-se que a 

adenosina ativa os mecanismos de proteção tecidual devido o aumento da atividade de 

canais de potássio mitocondrial ATP-dependente através de vias de sinalização que envolve 

a ativação de proteína cinase (SHRYOCK e BELLARDINELL, 1997; KLINGER et al., 

1997; MUBAGWA et al., 2001; SAFRAN et al., 2001) 

A partir destes dados, foram realizados experimentos comparando mitocôndrias 

isoladas de animais tratados ou não com PD153035 submetidas ao processo de 

isquemia/reperfusão. Observou-se que o CR das mitocôndrias isoladas de corações 

submetidos à isquemia/reperfusão manteve-se semelhante ao CR de organelas controles, 

indicando que o tratamento in vivo com PD153035 resultou em preservação da função 

mitocondrial de corações submetidos à isquemia/reperfusão, sendo relacionada à proteção 

miocárdica observada por MARIN (2003). 
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A proteção do miocárdio frente a situações de isquemia e reperfusão, é dada 

principalmente pelo transporte de K+ para a matriz mitocondrial através dos mitoKATP  

(GARLID et al., 1997). Esses canais permitem a entrada adicional de K+ na matriz 

mitocondrial que é acompanhada pela extrusão através de um trocador K+/H +, cuja 

principal função é evitar o acúmulo excessivo de K+ na matriz, que resultaria em 

inchamento e ruptura da organela (ver revisão: GARLID e PAUČEK, 2001). A manutenção 

do volume determina uma baixa permeabilidade da membrana plasmática à Ca2+, 

diminuindo a hidrólise de ATP durante a isquemia e preservando energeticamente o tecido 

isquêmico (BELISLE e KOWALTOWSKI, 2002; DOS SANTOS et al., 2002) 

Desta maneira, estudamos então um possível mecanismo protetor do PD153035 

avaliando inicialmente o aumento da permeabilidade a K+ pelas mitocôndrias cardíacas. A 

entrada de K+ na matriz mitocondrial é acompanhada pela difusão de H2O e ânions, 

principalmente Pi, resultando em aumento do volume da matriz. (ver revisão: GARLID e 

PAUČEK, 2003). A análise de inchamento mitocondrial em mitocôndrias cardíacas in vitro 

na presença de PD153035 10 nM revelou um maior aumento de volume quando 

adicionadas em meio de reação hiposmótico suplementado com K+. Comparando 

mitocôndrias de animais tratados ou não com PD153035, foi demonstrado que as 

mitocôndrias cardíacas dos animais tratados também ficaram mais susceptíveis à entrada de 

K+ quando submetidas às mesmas condições experimentais in vitro. Estes aumentos 

adicionais de volume mitocondrial em ambas situações foram prevenidos pela adição de 

ATP ou 5-HD (inibidores clássicos do mitoKATP). Quando K+ foi substituído por Li+ no 

meio de reação, não foi observado maior inchamento induzido pelo tratamento in vivo ou in 

vitro por PD153035, o que caracteriza a dependência do íon K+ no mecanismo de 

inchamento na presença deste composto. 

Os mitoKATP inibidos por ATP, ADP, hidroxidecanoato (5HD) e ativados pelo 

pinacidil (KOWALTOWSKI et al., 2001b), diazóxido e cromacalina (GARLID et al., 

1997). Evidências in vivo indicam que mitoKATP também é aberto por sinalizadores 

endógenos. Numerosas cinases são ativadas por estes caminhos e é sensato dizer que 

mitoKATP in vivo regula o fluxo de K+ para manter a estrutura e integridade funcional da 

mitocôndria necessária para a fosforilação oxidativa (GARLID et al., 2003).  
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Uma vez que o aumento da permeabilidade a K+ por mitocôndrias cardíacas in 

vitro e in vivo foram induzidas pelo composto, investigou-se o aumento da velocidade de 

respiração basal in situ utilizando fibras cardíacas de animais tratados ou não com 

PD153035. A análise do consumo de O2 do tecido cardíaco dos animais tratados revelou 

que estas mitocôndrias in situ apresentaram uma respiração de repouso maior quando 

comparado às mitocôndrias dos animais controle, indicando que a entrada de K+ através de 

mitoKATP  resultou em significante diminuição de Δψ e aumento da respiração. Em cérebro, 

rim e coração, o potencial de membrana mitocondrial pode diminuir de 3 a 11 mV com 

correspondente aumento na velocidade de consumo de O2 (BAJGAR et al., 2001; 

CANCHERINI et al., 2003). Dessa forma, o mitoKATP agindo como um discreto 

desacoplador, é suficiente para aumentar a respiração sem impedir a fosforilação oxidativa. 

Isso ocorre porque o aumento da respiração diminui a tensão de O2 e também diminui a 

concentração de intermediários da cadeia respiratória na forma de doadores 

monoeletrônicos ao oxigênio (TURRENS, 1997). 

De qualquer maneira, estes resultados in vivo e in vitro sugerem que o aumento 

na permeabilidade mitocondrial cardíaca a K+ induzida por PD153035 e revertidos pela 

adição de ATP ou 5-HD pode estar relacionada à ativação de canais de potássio 

mitocondriais. 

Os agonistas e antagonistas do mitoKATP apresentam características que afetam 

a função celular e mitocondrial, particularmente quando usados em altas concentrações. O 

DZX é o agonista do mitoKATP mais amplamente usado para os canais de potássio 

mitocondriais (GARLID et al., 1997) em relação aos de membrana plasmática. Porém é um 

potente inibidor da succinato desidrogenase quando usado em concentrações ≥100 μM.; em 

mitocôndrias isoladas a concentração de 30 µM é suficiente para ativar completamente o 

mitoKATP (KOWALTOWSKI et al., 2001-a). O 5HD, freqüentemente usado como 

inibidor do mitoKATP (JABUREK et al., 1998), pode ser convertido para 5- 

hidroxidecanoato-coenzima A na mitocôndria, afetando a respiração (HANLEY et al., 

2003) e interferindo na oxidação de ácidos graxos (HANLEY et al., 2005). Já a 

glibenclamida, outro antagonista do mitoKATP, não é seletiva para este canal, inibindo 

também canais de K+ de membrana plasmática, além de ser um forte inibidor respiratório 

(JABUREK et al., 1998) 
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Através do uso de DZX e 5HD, GARLID et al. (1997) verificou que a proteção 

cardíaca à isquemia promovida por drogas que abrem canais de K+ se deve à abertura do 

canal mitocondrial. Esses mecanismos envolvem regulação do volume mitocondrial 

(KOWALTOWSKI et al., 2001a), levando à melhora da fosforilação oxidativa pós-

isquêmica (DOS SANTOS et al., 2002) e preservação energética do tecido durante a 

isquemia (BELISLE e KOWALTOWSKI, 2002). 

A ATP-sintase é responsável pela fosforilação do ADP, que é revertida na 

ausência do gradiente de próton, hidrolisando ATP e bombeando prótons para o espaço 

intermembrana. Durante a isquemia, a falta de O2 e substratos podem levar a mitocôndria a 

hidrolisar ATP, havendo depleção energética e eventualmente morte celular. Na ausência 

de O2 a abertura de mitoKATP diminui o potencial de membrana mitocondrial, hidrólise de 

ATP e captação de Ca2+. Na presença de O2 e substratos, a cadeia respiratória gera um 

gradiente de H+, o qual é usado pela ATP-sintase para fosforilar o ADP transportado para 

dentro da mitocôndria através do translocador de nucleotídeo de adenina. O gradiente de H+ 

favorece a captação de Ca2+ mitocondrial através do uniporter de Ca2+. Sob condições 

isquêmicas, na ausência de O2 e substratos não ocorre transporte de H+ pela cadeia 

respiratória. A ausência ΔΨ suportado pela cadeia respiratória promove a atividade reversa 

da atividade da ATP sintase, com a produção de ADP e bombeamento de H+. Os níveis de 

ATP citosólico diminuem e a captação de Ca2+ acontece devido à hidrólise de ATP 

suportada pelo gradiente de H+. Sob condições isquêmicas na qual o mito KATP está ativado, 

a hidrólise de ATP é inibida, provavelmente devido ao transporte pelo translocador de 

nucleotídeo de adenina para dentro da matriz mitocondrial (DOS SANTOS et al., 2002), 

mantendo altos níveis de ATP citosólico. A ausência da hidrólise de ATP também resulta 

na redução da captação de Ca2+ pela mitocôndria, prevenindo a transição de permeabilidade 

mitocondrial. 

Assim, observamos que em suspensão mitocondrial cardíaca de animais 

tratados com PD153035 com inibição da cadeia de transporte de elétrons, houve uma 

redução do potencial de membrana provocada pela hidrólise de ATP. Nossos resultados 

estão de acordo com os resultados mostrados por DOS SANTOS em 2002, onde o 

diazóxido reduziu a atividade reversa da ATP sintase em mitocôndrias isoladas de coração 

(DOS SANTOS et al., 2002) e em mitocôndrias renais (CANCHERINI, et al., 2003). 
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Agentes farmacológicos que ativam o mitoKATP promovem efeitos protetores 

iguais aos do pré-condicionamento cardíaco (LIU et al., 1998; FACUNDO et al., 2006a). 

Da mesma forma, outros estudos mostraram que o pré-condicionamento e ativação de 

transporte de K+ mitocondrial pode ser induzidoS por acetilcolina (YAO et al., 1999) e por 

hipóxia (VANDEN HOEK et al., 1998). Os mitoKATP também estão envolvidos nos 

mecanismos de proteção isquêmica, incluindo o pré-condicionamento isquêmico (BAINES 

et al., 1997) e tratamento com adenosina (HUH et al., 2001). Uma forte indicação de que o 

mitoKATP participa do processo de sinalização celular do pré-condicionamento é a 

observação que antagonistas do mitoKATP, como o 5-hidroxidecanóico inibidor específico 

de mitoKATP (GARLID et al., 1997), são capazes de inibir os efeitos benéficos do pré-

condicionamento quando administrados durante os períodos curtos de isquemia 

(AUCHAMPACH et al., 1992; FACUNDO et al., 2006a).  

Em continuidade à investigação sobre a proteção mitocondrial cardíaca, 

examinamos a relação entre o pré-condicionamento isquêmico com PD153035 na ativação 

de mitoKATP e os seus efeitos na viabilidade das células HL-1 pois elas apresentam 

mecanismos de pré-condicionamento conservado dependentes da ativação do canal de K+ 

mitocondrial (SEYMOUR et al., 2003). O pré-condicionamento durante vinte minutos na 

presença de PD153035 foi capaz de manter a viabilidade celular de maneira significante, 

após simulação isquêmica/reperfusão. Este efeito protetor foi revertido pela adição de 5HD.  

Baseando-se no efeito cardioprotetor de PD153035, mediado direta ou 

indiretamente por adenosina (Marin, 2003) e baseando-se nos nossos resultados, nossa 

proposta é que o composto é capaz de inibir a adenosina cinase aumentando a concentração 

de adenosina. A concentração aumentada de adenosina estimula o receptor de adenosina 

sinalizando a PKC, ativando mitoKATP. 
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Nossos resultados mostram que a adição de diversas concentrações de 

PD153035 em suspensões mitocondriais hepáticas diminui o controle respiratório de 

maneira dose-dependente, promove a inibição do fenômeno de transição de permeabilidade 

mitocondrial (TPM) sensível a ciclosporina A, aumenta a capacidade em reter o Ca2+ e 

também diminui a produção de espécies reativas de oxigênio.  

Nossos resultados mostram também que o aumento da permeabilidade 

mitocondrial cardíaca à K+ induzida por PD153035 in vivo, modifica a bioenergética das 

mitocôndrias cardíacas, elevando o consumo de O2 no estado de repouso e diminui a 

hidrólise de ATP pela FoF1-ATPase. Além disso, o composto mantém a viabilidade em 

células HL-1 após simulação isquêmica/reperfusão. Estes resultados estão de acordo com a 

ativação da atividade de mitoKATP e representa uma nova função cardioprotetora conferida 

pelo PD153035. 
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