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A acdo da aminoquinozolina PD153035 sobre a fung¢do mitocondrial foi investigada.
A adicdo de diversas concentragdes de PD153035 em suspensdes mitocondriais hepéaticas
diminuiu o controle respiratorio de maneira dose-dependente, promoveu a inibi¢do do
fendmeno de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) sensivel a ciclosporina A,
aumentaram também a capacidade em reter o Ca™* e diminuiram a produgdo de espécies
reativas de oxigénio. Nas mesmas condi¢cdes experimentais, avaliando suspensodes
mitocondriais cardiacas de animais controles e tratados com PD153035 (32 mg/Kg, v.o.),
nenhum efeito significativo foi observado. Comparando mitocondrias isoladas de animais
controles e tratados com PD153035, submetidos a isquemia/reperfusdo, observamos que o
controle respiratério do animal tratado manteve-se semelhante ao de organelas controles.
Observou-se também que mitocondrias isoladas de coracOes de ratos tratados aumentaram
mais rapidamente de volume em relagdo ao controle, quando incubadas em solugdo
hiposmética contendo fons potassio, o que nio ocorreu quando o K™ do meio de reacéo foi
substituido por Na* ou Li*. Efeito semelhante foi observado quando mitocondrias isoladas
de coracdo de rato foram incubadas in vitro com PD153035 (10 nM). O aumento de volume
mitocondrial induzido por PDI153035 in vivo e in vitro foi inibido por ATP e
5-hidroxidecanoato (SHD) (antagonistas de canal mitoKarp). Em mitocondrias isoladas de
ratos tratados com PD153035 observou-se um menor potencial de membrana mitocondrial
interna formado pela hidrélise de ATP pela F,F; ATPase. Em adicdo, fibras musculares
cardiacas obtidas de ratos tratados com PD153035 in vivo apresentaram um leve aumento
na respiracdo basal, o que estd de acordo com uma maior permeabilidade mitocondrial a
K*. Em células cardiacas (midcitos HL-1) submetidas a um tratamento transitério com
cianeto de potdssio na auséncia de glicose e na presenca de PD153035 mantiveram a
viabilidade celular; o efeito foi abolido pelo SHD. Estes resultados indicam que a
cardioprotecdo conferida por este composto pode estar relacionada a ativacdo de canais de
potdssio mitocondriais (mitoKatp), pois 0 SHD reverteu o efeito causado pelo PD153035
no aumento na permeabilidade mitocondrial cardiaca 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 uM) 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
mitoKarp channel antagonists. A smaller rat liver mitochondrial inner membrane potential
was observed after PD153035 treatment and this effect was due to ATP hydrolysis by F,F;
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 SHD. These results suggest that the cardioprotection conferred by the
PD153035 probably was related with the mitoKatp activation, since the mitoKarp channel
antagonist SHD inhibited the PD153035 effect on both cardiac mitochondrial K"
permeability and HL-1 cell viability.
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Infarto do miocéardio, aterosclerose, acidente vascular cerebral (AVC) e doenga
vascular periférica sdo desordens cardiovasculares responsaveis por uma em cada trés
mortes no mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saiude. Nos Estados Unidos da
América o numero de mortes anual relacionado a essas desordens ultrapassa 2,3 milhdes e
no Brasil 800 mil. Ha perspectiva de que em 2020, o numero de mortes causadas por

doenga coronariana, no mundo, aumente para 11,1 milhdes (YELLON e DOWNEY, 2003).

1.1- Mitocondrias
Estrutura

As mitocondrias estdo presentes em quase todas as células eucaridticas animais
e vegetais. Sdo as organelas responsaveis pela conversao de energia de 6xido-reducdo para
a forma de energia quimica necessdria para o0s processos celulares

(NICHOLLS e FERGUSON, 2002).

As mitocondrias t€m dimensdes da ordem de grandeza de 1 pm, e
estruturalmente sao constituidas por duas membranas e dois compartimentos por elas
limitados. O compartimento mais interno ¢ a matriz mitocondrial, que contém enzimas do
ciclo de Krebs e da B-oxidagdo de acidos graxos. O segundo compartimento, cujo volume ¢
diminuto, é o chamado espago intermembrana, localizado entre as membranas
mitocondriais interna e externa. A membrana mitocondrial externa contém proteinas
chamadas “porinas”, que atuam como poros nao-especificos para solutos de peso molecular
menor que 10 kDa, com tamanhos que variam entre 2,5 — 3,0 nm, pelos quais passam

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

A membrana mitocondrial interna apresenta invaginagdes formando as cristas
mitocondriais e ¢ altamente seletiva, sendo permeavel apenas para o O,, CO,, *NO e H,O.
Nesta membrana encontram-se os componentes enzimaticos da cadeia respiratoria, bem
como os transportadores especificos para o ATP, ADP, piruvato, Ca’" e fosfatos
(NICHOLLS ¢ FERGUSON, 2002). E constituida por cerca de 75% de proteinas e dentre
os lipideos presentes estdo o colesterol, em pequenas concentracdes e a cardiolipina,

representando cerca de 20% do contetdo total de fosfolipidios (SCHLAME et al., 2000).

Introdugdo
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Matriz

Membrana externa

Hh_“"’“'—'- RS [ =0 FE
Membrana interna Espaco intermembrana

Figura 1- Anatomia bioquimica da mitocondria.
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1.2- A Cadeia de Transporte de Elétrons

A energia necessaria para o processo de fosforilagdo oxidativa provém do
potencial eletroquimico de protons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o
0, a H,O. Esta energia ¢ utilizada pela ATP sintase para fosforilar ADP a ATP. Assim, ¢ a
cadeia respiratéria que controla a energia redox necessaria para gerar este potencial de

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

Os elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH,, reduzidas durante a
oxidacdo de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos, sdo transferidos a NADH
desidrogenase (complexo I, FIGURA 1). O complexo I transfere seus elétrons a forma
oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima (UQH;). Elétrons
originados a partir do succinato passam para a UQ através do complexo II, resultando
também na reducdo da coenzima Q. Em alguns tecidos a coenzima Q pode também ser
reduzida pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (na presenca de glicerol-3-fosfato citosdlico)
ou pela ubiquinona oxiredutase (como resultado da -oxida¢do de 4cidos graxos). A UQH;

¢ entdo desprotonada, resultando na formagdo da espécie aniénica semiquinona (UQH®), a
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forma que doa elétrons ao citocromo ¢. Existem dois conjuntos separados de UQH", um na
face citoplasmatica e outro na face matricial da membrana mitocondrial interna, e as duas
formas de UQH® sdo oxidadas juntas, regenerando UQ e doando elétrons para o citocromo
c. O citocromo c transfere elétrons a citocromo oxidase (complexo IV). Este complexo ¢
responsavel pela transferéncia de elétrons para o oxigénio, resultando na geragao de agua,

em um processo envolvendo quatro passos consecutivos de transferéncia de elétrons

(NICHOLLS e FERGUSON, 2002).
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Figura 2- Fluxo de elétrons e protons pelos quatro complexos da cadeia respiratoria.

Os elétrons alcangam a UQ via complexo I e II. UQ funciona como um transportador movel de elétrons e
protons. 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 O,. O fluxo de elétrons pelos Complexos I, Il e
IV ¢ acompanhado pelo bombeamento de prétons da matriz para o espaco intermembrana. O gradiente de
protons formado pela cadeia respiratoria € 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 seqiiéncia de
reacdes intermedirias da cadeia respiratoria permite um fluxo de H' da matriz mitocondrial
ao espago intermembrana, contra um gradiente de concentragdo. A formacdo deste
potencial eletroquimico transmembranico seria o elemento inicial do acoplamento entre a
oxidacdo de substratos e a utilizagdo desta energia. O componente elétrico (AY) deste
potencial atinge valores de aproximadamente 180 mV, no estado de repouso, enquanto o
componente quimico (ApH) oscila na faixa de 0 a 1 unidade de pH. O fluxo de H" através
da F,F|-ATP sintase, de volta ao interior da mitocondria, desta vez a favor do gradiente,
estaria diretamente acoplado a producdo de ATP a partir da fosforilagdo do ADP por P;. A
ATP-sintase, responsavel por esta reacdo, ¢ uma enzima cuja composi¢do varia um pouco
de espécie para espécie, contém 16 proteinas diferentes e ¢ constituida de duas regides bem
distintas denominadas: F;, solivel e localizada na matriz mitocondrial e regido F,,
hidrofébica e mergulhada na membrana mitocondrial interna, onde estdo também

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

A geracio de um gradiente eletroquimico transmembranico de prétons (ApH")
¢ um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas bioldgicos.
Evolutivamente este mecanismo ¢ fundamental, ja que ¢ aproveitado tanto na fosforila¢ao
oxidativa em mitocondrias quanto na fotossintese de ATP em cloroplastos. Além disso, este
gradiente pode ser usado diretamente para processos endergonicos sem a participagdao de
ATP. Sao exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de
ATP* por ADP*, a redugio de NAD(P)" pela transidrogenase especifica e a captagao
eletroforética de Ca®" que transporta duas cargas positivas para o interior da mitocondria

(LEHNINGER, et al.,1995).

1.3- Geracao mitocondrial de espécies reativas de oxigénio

O funcionamento da cadeia de transporte de elétrons que reduz continuamente
oxigénio molecular (O;) para formar o potencial eletroquimico transmembrana de prdotons
necessario para a sintese de ATP, tem um importante efeito colateral para as células: a

constante geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).
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Durante a transferéncia de elétrons através da cadeia respiratoria mitocondrial,
grande parte dos elétrons ¢ utilizado para reduzir o oxigénio a dgua. Um a dois elétrons
perdidos, consumidos pela cadeia respiratoria sofre reducdo monoeletronica, gerando o
radical superdxido (O,") (ver revisdo: VERCESI et al., 2006). Devido ao continuo
funcionamento da cadeia respiratdria, o vazamento de elétrons ¢ suficiente para fazer com
que a geragcdo de O, seja a maior fonte celular de EROs na maioria dos tecidos. A
produgdo de O," no complexo I ocorre na altura da NADH desidrogenase promovida pelos
substratos dependentes de NAD" tais como malato, glutamato e piruvato. E estimulado por
rotenona, um inibidor da transferéncia de elétrons do complexo I a coenzima Q (KAPLAN
e PEDERSEN, 1983). O vazamento de elétrons ao nivel de coenzima Q ocorre
provavelmente durante a doagdo de elétrons do anion semiquinona para o oxigénio 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 formagao
de UQH"™ na face matricial da membrana mitocondrial interna, promovendo um acumulo de
semiquinona formados anteriormente na face citosdlica da membrana mitocondrial interna

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

A geragao mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (EROs) ¢ um processo
continuo e fisiologico, por esse fato essas organelas desenvolveram um sistema de defesa
antioxidante complexo. A mitocondria contém uma superoxido dismutase dependente de
manganés (MnSOD) similar a SOD de bactérias (DOONAN et al., 1984), capaz de
dismutar o0 O," a H,0,. Este ultimo, altamente permeavel por membranas bioldgicas, pode
ser removido por antioxidantes como a catalase, podendo ser encontrada em mitocondrias
de coracdo de rato (RADI et al., 1991) e tiorredoxina peroxidase (KOWALTOWSKI et al.,
1998). As mitocondrias apresentam também glutationa peroxidase, capaz de remover o
H,0; 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 entdo reduzir
o NADP" numa reagdo catalisada pela NADH:NADP" transidrogenase (VERCESI et al.,
1997). Alternativamente, HO, pode gerar HO®, que ¢ altamente reativo e citotoxico por

clivagem homolitica redutiva. A maior parte do HO® gerado, in vivo, provém da reagdo de
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Fenton (H,0, + Fe*" — HO® + HO™ + Fe’") (ver revisdo: HALLIWELL ¢ GUTTERIDGE,
1992). No coragdo a detoxificagdo do H,O, mitocondrial ¢ feita pela catalase

(RADI et al., 1991).

Em casos de aumento na producdo de EROs ou deficiéncia no sistema
antioxidante mitocondrial, essas espécies reativas podem oxidar macromoléculas da
membrana mitocondrial interna e esse dano pode levar a uma permeabilizagdo ndo
especifica dessa membrana, processo conhecido como Transi¢do de Permeabilidade

Mitocondrial (TPM) (KOWALTOWSKI et al., 2001a).

e e e e
0, &, 02; ¥, O, &. H,0, AN , OHe
+ H,0O

Oxigénio Superéxido Peréxido Peréxido H 2~ Radical
de hidrogénio hidroxila

1.4- Transicao de permeabilidade mitocondrial

A membrana mitocondrial interna possui um alto conteudo proteico, sendo
assim alvo de EROs geradas pela mitocondria (MURAMUTSU et al, 1977,
KOWALTOWSKI et al., 2001a). A primeira evidéncia de que a TPM era causada por
EROs geradas pela mitocondria foi apresentada quando LEHNINGER e co-autores
demonstraram que o estado oxidado de nucleotideos de piridina estimulava o efluxo de
Ca*™ mitocondrial (JENSEN et al., 1986), resultados confirmados posteriormente

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

As alteragdes oxidativas das proteinas da membrana mitocondrial interna, que
ocorrem na presenca de Ca®" levam a uma permeabilizagdo ndo especifica da membrana
mitocondrial interna (MACEDO et al., 1988; VERCESI et al., 1997). Esta permeabilizacao
¢ dependente da presenca de Ca®" no espago intermembrana e ¢ inibida por concentragdes
submicromolares de ciclosporina A, um imunossupressor. Essa inibi¢cao ocorre pela ligagao
da ciclosporina a ciclofilinas da membrana mitocondrial interna, que seriam necessarias
para a abertura do poro da TPM (LEBEL et al.,, 1982, GARCIA-RUIZ et al., 1997)
(FIGURA 3).
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O nome “transi¢ao de permeabilidade” ¢ utilizado devido a observagdo de que a
permeabilizacdo mitocondrial nesta situagao pode ser parcialmente revertida pela adicao de
quelantes de Ca®" ou redutores ditiolicos logo apés a permeabilizagio (HUNTER e
HAWORTH, 1979; VALLE et al., 1993; CASTILHO et al., 1996). A transi¢do de
permeabilidade mitocondrial induzida por Ca®" pode ser estimulada por um grande numero
de compostos conhecidos como indutores (ZORATTI e SZABO, 1995), que incluem o
fosfato inorganico (P;) (ROSSI e LEHNINGER, 1964), oxidantes de nucleotideos de
piridina, protondforos (BERNARDI, 1992) e reagentes ditidlicos (LENARTOWICZ et
al.;1991; BERNARDES et al, 1994). A maioria destes indutores sdo compostos capazes de
aumentar o estresse oxidativo mitocondrial promovido pelo Ca®>" (CASTILHO et al., 1995;
KOWALTOWSKI et al., 1996; VERCESI et al., 1997). Peroxidases tidlicas, como o
ebselen e a proteina antioxidante especifica para tidis (TSA) mostraram-se eficientes
inibidores da TPM (KOWALTOWSKI et al., 1998), reforcando ainda mais esta hipdtese. A
ligagdo entre o Ca®", importante elemento para abertura do poro, e o aumento mitocondrial
da geracdo de EROs pode ser dada por mudangas na organizagdo lipidica da membrana
mitocondrial interna, promovida pela interacdo de lipidios com esse ion

(KOWALTOWSKI et al., 2001b).

O Ca®’ matricial liga-se a cardiolipina na face interna da membrana
mitocondrial interna causando alteracdo ultraestrutural da cadeia respiratéria que facilita a
producdo de O," e conseqiientemente de H,O, (GRIJALBA et al., 1999). Este lipideo
possui cabega polar eletronegativa e estd presente em altas concentragdes (14-23%) na
membrana mitocondrial interna em uma grande variedade de tecidos. Simultaneamente, o
Ca”" mobiliza Fe*" na matriz mitocondrial que estimula a reac¢io de Fenton e a produgdo de
radical hidroxil que ataca tiois de proteinas, lipideos € DNA mitocondrial (MERRYFIELD
e LARDY, 1982; CASTILHO et al., 1995; VERCESI et al., 1997). A oxidagao de NADPH
e GSH causada por préoxidantes prejudicam a eliminagdo de H,O; pelas enzimas glutationa
peroxidase (GP) e glutationa redutase (GR). Em contraste, a rapida difusdo de H,O, através
da membrana mitocondrial permite a sua detoxificacdo por catalase extramitocondrial no

coragao (VALLE et al., 1993; CASTILHO et al., 1995; KOWALTOWSKI et al., 1998).
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Figura 3- Modelo proposto para a formagdo do poro de transi¢ado de permeabilidade

. . + . . .
induzido por Ca®" e EROs na membrana mitocondrial interna

Actimulo de EROs mitocondrial causa TPM. A cadeia respiratoria, inserida na membrana mitocondrial
interna, constantemente gera pequenas quantidades de radicais O,”. Estes radicais sio normalmente
removidos pela Mn-superdxido dismutase (MnSOD), que promove a geragdo de H,O,. O H,0, é entdo
reduzido a H,O pela glutationa peroxidase (GP), tirodoxina peroxidase (TP) ou catalase (em mitocondria de
coragdo). GSH, oxidado pela GP, e TSH, oxidado pela TP, sdo recuperados pelo sistema enzimatico
glutationa e tioredoxina redutases (GR e TR), que usam NADPH como doador de elétrons. NADH, que esta
presente em quantidades reguladas pela respiracdo, reduz entio NADP' usando a NADH:NADP®
transidrogenase (TH). Quando a geragdo de O, aumenta na presenca de Ca>" ¢ P;, e/ou os mecanismos de
remo¢ao de H,0, estdo inativados, H,O, acumula-se e na presenca de Fe** gera o radical OH® altamente
reativo. OH" oxida grupos tidlicos (-SH) do complexo do poro de TPM, levando a formagdo e abertura do
poro. Alternativamente, OH® pode promover permeabilizagdo da membrana através da peroxidagdo lipidica,

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

Os derivados quinazolinicos possuem efeitos pleiotrépicos com capacidade de
afetar as funcdes e atividades de receptores a,-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 quinazolinicos tém sido atualmente empregados com

sucesso no combate de doengas proliferativas como o cancer.

As 4-anilinoquinazolinas foram descobertas em 1994 (FRY et al., 1994; GAZIT
et al., 1996), sendo que a 6,7-dimetoxi-4-N-(3'-bromofenil) aminoquinazolina (PD153035)
(FIGURA 4) foi o primeiro composto identificado como inibidor de tirosina cinase, em
células A-431 (ICso de 0,025 nM), com elevada poténcia e alta especificidade. Atualmente,

este composto encontra-se em testes terapéuticos em pacientes com cancer.

CH,0 N\ﬁ
CH30 = N

Figura 4- Formula quimica de 6,7-dimet6xi-4-N-(3'-bromofenil) aminoquinazolina -

PD15303s.

Além disso, em coragdes isolados de ratos verificou-se este composto causou
um aumento na pressdo ventricular e diminuicdo dose-dependente da freqiiéncia cardiaca,
resultando em resposta bradicardica de aproximadamente 25% dos valores basais (MARIN,
2003). Foram realizados experimentos de isquemia em coragdes isolados para verificar se o

tratamento com PD153035 também poderia estar protegendo o miocardio. Os resultados
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comprovaram a hipotese, revelando efeito protetor do PD153035 em coragdes isquémicos a
partir de concentragdes de 1 nM. O mecanismo de acdo do PD153035 como cardioprotetor
ainda ndo ¢ claro, sendo proposto que possa ser mediado direta ou indiretamente pela
ativacao de receptores de adenosina (MARIN e FRANCHINI, 2005). Outros mecanismos
de acdo possiveis para explicar o efeito cardioprotetor da PD153035 seria a inibi¢do da

TPM ou atuagdo desse farmaco induzindo a abertura do canal de potassio mitocondrial.

1.6- Isquemia e o papel mitocondrial na morte celular

Isquemia tecidual ¢ a condicdo em que ha deficiéncia parcial ou total na
perfusdo sanguinea de um tecido. A conseqiiéncia principal da isquemia € a inibicao do
metabolismo energético aerdbio ocasionado pela rdpida diminuicdo da concentracio
tecidual de Os: ocorre a lentificagdo ou a parada da fosforilagdo oxidativa e a rdpida
diminuicdo dos niveis teciduais de ATP. A velocidade da glicolise ¢ aumentada, ha
esgotamento do estoque de substratos fermentaveis e remogao ineficiente de alguns ions

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

A importancia fisiopatologica da isquemia deriva do fato da mesma provocar,
em um intervalo curto de tempo, ainda que variavel, a ocorréncia de disfun¢do e morte
celular. Porém, a morte celular apresenta duas vias, necrose ¢ apoptose. As células em
necrose mostram aumento de volume celular e mitocondrial e distor¢do das cristas
mitocondriais, ocasionando perda da integridade da membrana plasmatica, liberacdo do
conteudo citosolico e desencadeamento de inflama¢do no local. Ao contrario, células em
apoptose exibem perda precoce de adesdo as células vizinhas e a matriz extracelular,
redu¢do de volume, mitocondrias com escassas alteragdes morfologicas, condensagdo e
fragmentacdo nuclear, ocasionando a desintegragdo em corpusculos apoptdticos
que sdo fagocitados por células vizinhas, sem ocorréncia de inflamacao

(LIEBERTHAL et al., 1998).
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A necrose derivada da isquemia tem como caracteristica bioquimica principal a
deplecao exacerbada de ATP, resultando na ativacdo descontrolada de uma série de vias
bioquimicas e alteracdes em numerosos componentes celulares: o ATP citosolico ¢
hidrolisado a ADP e este a AMP e adenosina, que tendem a ser perdidos pela célula por
difusdo através da membrana plasmatica e os niveis de ATP ndo podem ser recuperados
pela reperfusdo (WEIMBERG et al., 2000). O funcionamento da Ca’* ATPase da membrana
plasmatica e do reticulo endoplasmatico ¢ prejudicado pela escassez de ATP, causando um
aumento das concentragdes de Ca®" citosélico que contribui para a ativagio desregulada de
varias vias bioquimicas (EDELSTEIN et al., 1997). As mitocondrias sofrem lesdo
significativa com destaque para a redug¢dao da atividade do complexo I, diminuindo a
capacidade da producdo de ATP e apos a reperfusdo hd uma grande gera¢do de EROs
(WEIMBERG et al., 2000). Esta geracdo de EROs causa danos a proteinas, membranas
lipidicas ¢ a0 DNA mitocondrial. Nas mitocondrias, tanto o Ca®" quanto EROs contribuem

para desencadear a TPM, ocasionando morte celular.

O processo de morte celular por apoptose ¢ efetuado diante da ativagdo de uma
série de proteinas da familia das caspases, formando uma via final comum, que regula a
sobrevivéncia e o desencadeamento da apoptose (STELLER, 1995; THORNBERRY e
LAZEBNIK, 1998). Varios eventos celulares resultantes de isquemia que levam a necrose,
como a deplegdo de ATP, estresse oxidativo e acamulo mitocondrial de Ca>" sdo capazes
de desencadear a apoptose. O processo de apoptose tem influéncia mitocondrial onde ha
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, provocando a liberagdo para o citosol
de proteinas como o citocromo ¢ (fator indutor de apoptose) e Smac/DIABLO, que sdo
capazes de ativar caspases. Se ocorrer ruptura da MME, essa permeabilizagao

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

1.7- Isquemia cardiaca

As modalidades farmacoldgicas disponiveis atualmente sdo eficientes no
tratamento dos sintomas, mas ndo na progressdo das cardiopatias de origem isquémica. A
isquemia cardiaca ¢ caracterizada por redu¢do no suprimento de oxigé€nio coronariano,

limitando ou até cessando a fosforilagdo oxidativa (ver revisdo: HALESTRAP et al., 2007).
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Dessa forma, durante a isquemia, as células cardiacas tentam manter o nivel de ATP através
da glicolise, porém essa via ndo ¢ suficiente para atender as necessidades desse 6rgao, que
entra em faléncia assim que a concentragdo de ATP diminui. A produ¢do aumentada de
acido latico pela glicdlise associada a inadequada remocao de lactato e protons do midcito
provocam a diminuicdo do pH intracelular. Isto tem efeito inibitorio sobre a glicolise,
contribuindo para diminuir ainda mais a concentragdo 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 ndo possui ATP suficiente para ativar a Na'/K" ATPase para bombear Na"
para fora da célula, o Na* é acumulado, impedindo a saida de Ca*" da célula através do
antiporter Na"/Ca®". Na mitocondria, parte desse Ca”" pode entrar pelo trocador Na“/Ca**
mitocondrial que em condigdes fisiologicas exclui Ca** da matriz mitocondrial, mas
durante isquemia tem seu papel invertido, acumulando Ca’’. Entretanto, ¢ durante a
reperfusdo que um excesso de Ca>" entra rapidamente na mitocondria via uniporter de Ca>"
(GRIFFITITHS e ELLNOR, 2001; HALESTRAP et al., 2001; ver revisio: HALESTRAP
et al., 2007). Essas mudangas metabolicas e i0nicas provocam reducdo na funcao
miocardica. Se o fluxo coronariano ¢ rapidamente restaurado, as homeostases ionica e
metabolica sdo re-estabelecidas, e a recuperacao ocorre. Entretanto, se a reperfusdo ocorrer
depois de prolongada isquemia, pode haver lesdo irreversivel (SULEIMAN et al., 2001).
Durante a reperfusdo, o ressuprimento de O, associado a doadores monoeletronicos da
cadeia respiratoria, formados durante o periodo de isquemia, leva a uma excessiva

produgdo de espécies reativas de oxigénio (MCFALLS et al., 2003).

1.8- Ciclo do potassio

O ciclo do K" mitocondrial consiste no influxo e efluxo de K', H' e anions que
sdo trocados entre a matriz e o espago intermembrana (FIGURA 5). O K' ¢é o cation mais
abundante do citosol e da matriz mitocondrial presente em concentracdes (~150 mM,
Kowaltowski et al., 2002) similares aquelas do citosol. A membrana mitocondrial interna
tem baixa permeabilidade ao K', assim como para os outros ions, o que preserva a forga

proton-motriz para a sintese de ATP (MITCHELL, 1961). Além da pequena difusio de K"
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do citosol para a matriz mitocondrial, esse cation pode ser transportado por processo
eletroforético através de uniporters, localizados na membrana mitocondrial interna. Um
desses canais foi identificado por se sensivel a ATP (mitoKarp) (INOUE et al., 1991) e
outro por ser ativado por Ca’" (SIEMEN et al., 1999). A entrada do K na matriz
mitocondrial ¢ acompanhada osmoticamente por agua e por fosfato (P;), resultando no
inchamento do volume da matriz mitocondrial; o excesso do ion ¢ eliminado pelo trocador
K'/H", evitando a ruptura da organela (GARLID, 1978). O trocador K'/H" usa o potencial
de H" como forca motriz para transportar K para fora da matriz mitocondrial, causando
leve diminui¢do no potencial de membrana (A¥) o que leva a um aumento da respiragdo da

organela para recompor o gradiente de protons e preservar a sintese de ATP.

Figura 5- Ciclo do potassio.

Os mitoK sp s30 uniporters presentes na membrana mitocondrial interna que transportam K para a matriz. A
entrada de K ¢ acompanhada osmoticamente por H,O, e o excesso do ion K ¢ eliminado pelo trocador

K'/H". Estes canais sdo inibidos por ATP ¢ SHD (GARLID e PAUCEK, 2003).

Existem dois tipos de canais de potassio sensiveis a ATP: canal de K’
mitocondrial (mitoKarp) € canal de K~ de membrana plasmatica (cellKarp). Os cellK atps
foram descritos em miocitos de ventriculos por NOMA em 1983 e s3o inibidos
fisiologicamente por ATP e quando ha queda de ATP, a abertura deste canal acontece.
Estes canais parecem estar ligados ao estado metabolico da célula e estdo presentes em
varios tecidos incluindo o musculo esquelético, cérebro, figado, coracdo, células

pancredticas e musculo liso (ver revisio: EDWARDS e WESTON, 1993).
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A secre¢do da insulina através das células pancreaticas f € controlada pelo
metabolismo da glicose e a abertura de cellKarp inibe a secrecdo da insulina devido a
hiperpolarizacio da membrana, enquanto que a despolarizacio da membrana reduz da
atividade do canal aumentando a secrecdo da insulina (ver revisio: EDWARDS e

WESTON, 1993).

A glibenclamida, um inibidor de cellKrp, ¢ utilizada para o tratamento de
diabetes tipo II. Este medicamento despolariza as células f aumentando assim a secre¢do da
insulina. O mesmo acontece em musculo liso onde a abertura de cellKatp hiperpolariza a
membrana causando relaxamento do musculo. Em miocardio, o papel de cellKp ndo esta
bem esclarecido, mas em modelos isquémicos, o bloqueio de cellKatp inibe a
arritmogénese e sua abertura inibe a despolarizagdo isquémica reduzindo a entrada de Ca**

(bloqueio de canal de Ca®" indireto) (ver revisio: GARLID et al.; 2003).

Os mitoKatp sdo regulados negativamente por ATP, ADP, hidroxidecanoato e
ativados pelo pinacidil (KOWALTOWSKI et al., 2001b), diazéxido (DZX) e cromacalina
(GARLID et al., 1997). Evidéncias in vivo indicam que mitoKtp € aberto por sinalizadores
endogenos. Numerosas cinases sdo ativadas por estes caminhos e ¢ sensato dizer que
mitoKatp in vivo regula o fluxo de K" para manter a estrutura e integridade funcional da

mitocondria necessaria para a fosforilagdo oxidativa (GARLID et al., 2003).

GARLID e PAUCEK (2001) demonstraram que o mitoKarp € composto por
duas subunidades proteicas que sdo responsaveis pela atividade deste canal: mitoKIR tem
propriedade de transporte e ¢ similar ao cellKarp € a subunidade mitoSUR que ¢ uma
subunidade receptora (MIRONOVA, et al.,, 2004). Segundo GARLID, o diazdxido
(agonista farmacologico) ¢ 1000 vezes mais potente na abertura do mitoKrp cardiaco em

comparacdo ao cellKatp cardiaco € o SHD inibe o mitoKarp, mas ndo cellKatp
b

(GARLID et al., 1997).

Dentre as principais fun¢des demonstradas do transporte de K™ para a matriz
mitocondrial através dos mitoKatp estd a prote¢do do miocardio frente a situagdes de
isquemia e reperfusdao (GARLID et al., 1997). Os resultados de TSUCHIDA et al. (2001)

confirmaram a hipdtese demonstrando que o diazéxido reduziu a drea infartada quando
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administrado depois da isquemia. Em 2001, KOWALTOWSKI et al., demonstrou que o
mitoKarp poderia agir como um canal regulado para a entrada de K' para a mitocondria,
permitindo o controle do volume mitocondrial independentemente de pequenas mudangas
no potencial de membrana (KOWALTOWSKI et al., 2001a). A manuten¢do do volume
inibe a captagio de Ca’" durante periodos isquémicos (MURATA et al., 2001;
FACUNDO et al., 2005) que, associada a uma menor geracdo de EROs na mitocondria
(FACUNDO et al., 2005, FACUNDO et al., 2006a), determina uma baixa permeabilidade
da membrana plasmatica a Ca®*, diminuindo a hidrolise de ATP durante a isquemia e
preservando energeticamente o tecido isquémico (BELISLE e KOWALTOWSKI, 2002;
DOS SANTOS et al., 2002). A diminuigdo da geracdo de EROs pela mitocondria leva a um
efeito protetor através da inibicdo da abertura do poro de transi¢cdo de permeabilidade

mitocondrial.

Um ponto bastante controverso na literatura ¢ a relacdo entre a abertura do
mitoKatp € a geragdo de EROs. Neste contexto, VANDEN HOEK et al. (1998)
demonstraram que a geracdo de EROs pela mitocondria durante o recondicionamento
isquémico ¢ necessaria para ativar a protecdo contra o estresse oxidativo gerado durante a
reperfusdo (VANDEN HOEK et al., 2000). De fato, adi¢des exdgenas de EROs podem
promover protecao similar ao recondicionamento (YAGUCHI et al., 2003) e antioxidantes

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

Outra hipdtese ¢ que em mitocondrias isoladas, a ativagdo do mitoKarp diminui
a geracdo de EROs (FERRRANTI et al., 2003), onde a formac¢do de EROs durante o pré-
condicionamento ¢ anterior a ativacao pelo mitoKarp (FACUNDO et al., 2006a). Essas
EROs devem ativar esse canal durante esse processo, diminuindo a geragao destas espécies

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

Em 1986, MURRY et al. fizeram uma descoberta surpreendente: coragdes
submetidos a um periodo curto de isquemia (5 min) apresentavam lesdo menor quando
eram posteriormente submetidos a um periodo isquémico mais longo (40 min), se
comparados a coragdes em que nao houve o periodo curto de isquemia. Esse periodo curto
de isquemia cardiaca ndo lesiva foi denominado “pré-condicionamento isquémico” e a sua
eficacia foi demonstrada em modelos experimentais. O pré-condicionamento também ¢é
eficaz na prevencdo de danos isquémicos em outros 6rgdos, como cérebro e rim (ver

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

Em 1997, BAINES demonstrou que a geracdo de EROs apods periodos de
isquemia e reperfusdo eram possiveis sinalizadores do pré-condicionamento. Em seguida,
outro grupo de pesquisa mostrou que durante o pré-condicionamento, a cadeia respiratoria

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

O mecanismo pelo qual o pré-condicionamento determina uma menor lesdo
isquémica ainda ¢ motivo de intensa investigacdao. Reguladores de morte celular apoptotica,
como o Bcl-2 (MAULIK et al., 1999; NAKAMURA et al., 2000), tém sua distribuigao e
expressdo alterada pelo pré-condicionamento, o que indica que o pré-condicionamento
pode inibir ndo s6 a morte celular necrdtica, tipica da area infartada central, como também
a morte celular apoptotica, que ocorre na area periférica da area infartada (SARASTE et al.,
1997). Pacientes com doenca arterial corondria podem apresentar sinais de pré-
condicionamento isquémico, onde se observa que angina pré-infarto se associa a area de

infarto, melhora a fungao cardiaca e reduz arritmias (HIRAI et al., 1992).

Agentes farmacologicos que ativam o mitoKap promovem efeitos protetores
iguais aos do pré-condicionamento cardiaco (LIU et al., 1998; FACUNDO et al., 2006a). A
primeira evidéncia de um papel protetor do mitoKarp foi produzida na década de 1980,
quando o nicorandil apresentou efeito protetor contra o dano cardiaco isquémico
(LAMPING et al., 1984; SHIMSHAK et al., 1986), embora seu mecanismo de a¢do ainda
ndo tivesse sido compreendido naquela época. Mais tarde, foram encontrados outros

agonistas de canais de potdssio que possuiam efeito protetor contra isquemia cardiaca
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(GROVER et al., 1989), explicando o possivel modo de a¢do do nicorandil. Somente em
1997, usando o DZX, foi possivel estabelecer que os efeitos protetores destes agonistas
fossem devido a ativagdo do canal mitocondrial e ndo sarcaplasmatico (GARLID et al.,
1997). Este estudo colocou definitivamente a abertura do mitoKatp como um componente
protetor do pré-condicionamento cardiaco. Este resultado foi confirmado por um grande
numero de grupos que mostraram que a ativacdo do mitoKap tem um efeito protetor
potente contra dano isquémico em coracdo (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 mitoK,rp também
sdao efetivos em proteger contra danos isquémicos em cérebro e musculo esquelético
(DOMOKI et al., 1999; PANG et al., 1997). Uma forte indicagdo de que o mitoKarp
participa do processo de sinalizacdo celular do pré-condicionamento ¢ a observacdo que
antagonistas do mitoKarp, como o acido 5-hidroxidecanoico, sdo capazes de inibir os
efeitos benéficos do pré-condicionamento quando administrados durante os periodos curtos

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

O pré-condicionamento isquémico leva a abertura de mitoKarp por mecanismos
ainda ndo determinados. Dados da literatura mostram que ativagdo deve ocorrer por
aumento na fosforilagdo das proteinas do canal (SATO et al., 1998; COSTA et al., 2005) ou

por oxidagao de grupos tidlicos em proteina de membrana (ZHANG et al., 2001).

Sabe-se que a adenosina ativa mecanismos de protecdo tecidual dependente de
proteina cinase C, provocando aumento na atividade de mitoKarp (SHRYOCK e
BELLARDINELL, 1997; KLINGER et al, 1997; MUBAGWA et al, 2001; SAFRAN et al,
2001) e consequentemente havera cardioprote¢do. Baseando-se em dados de que o
PD153035 ¢ um inibidor de adenosina cinase (FRANCHINI et al., 2005) e que este
composto protege o miocardio através de efeito bradicardico direta ou indiretamente
dependentemente de adenosina (MARIN, 2003), torna-se necessario, iniciar o trabalho em

busca de possiveis informagdes sobre o efeito cardioprotetor deste composto.
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Objetivo principal:

O objetivo deste trabalho foi investigar o mecanismo de acdo do composto
PD153035, na protecdo mitocondrial hepatica, uma vez que a bioenergética neste 6rgao €
bem conhecida e em mitocOndrias cardiacas onde foi relatado seu efeito protetor em

coragdes isquémicos a partir de concentracdes de 100 pM.

Objetivos especificos:

1. Investigar o mecanismo de acdo do PD153035 em mitocondrias de figado de
rato através da avaliac@o de seu efeito no consumo de oxigénio, no processo
de transi¢do de permeabilidade mitocondrial em condi¢des de estresse
oxidativo, em grupos tidlicos de proteinas de membrana e possivel papel

seqiiestrador de radicais livres através da oxidacao de deoxiribose.

2. Avaliar o efeito do tratamento de ratos com PD153035 em mitocOndrias de
coracdes submetidos a situacdes de isquemia e reperfusao através da medida

do consumo de oxigénio.

3. Comparar mitocondrias isoladas de coracdo de ratos controles e tratados com
PD153035, verificando mudancas no consumo de oxigénio, transporte de

célcio e producdo de espécies reativas de oxigénio.

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

K" mitocondrial sensivel a ATP (mito Katp).

5. Avaliar relagdo entre o pré-condicionamento isquémico com PD153035 na

ativacdo de mitoKarp € 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 coragdo ou o figado foi retirado do
animal apds morte por deslocamento cervical. Para alguns experimentos, os ratos foram
gavados com PD153035 (32 mg/kg v.0.) suspenso em uma solucdo aquosa contendo 10%
propileno-glicol, 48 horas antes da obteng¢ao do 6rgdo para isolamento mitocondrial. Como
controle de ratos tratados com PD153035, os animais foram gavados somente com uma
solugdo aquosa contendo 10% propileno-glicol. Os protocolos foram aprovados pela

Comissdo de Etica na Experimentagio Animal (CEEA) (Protocolon 730-1).

3.2- Isolamento de mitocondrias hepaticas

Mitocondrias foram isoladas de figado de ratos Wistar utilizando-se a técnica
de centrifuga¢do diferencial, segundo SCHNEIDER ¢ HOGEBOON (1950). O figado
retirado, foi lavado em solugdo gelada de sacarose 250 mM contendo HEPES 5,0 mM pH
7,2 e EGTA 0,5 mM, picado com tesoura € 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 lipidica 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
condicdo anterior. A fracdo mitocondrial foi ressuspensa na mesma solugdo isenta de

EGTA, numa concentracdo de aproximadamente 50 mg de proteina por mL.

3.3- Isolamento de mitocondrias cardiacas

Mitocondrias foram isoladas de coragdes de ratos adultos Wistar utilizando-se a
técnica de centrifugacdo diferencial. Os coragdes foram colocados em meio gelado
contendo manitol 200 mM, sacarose 75 mM, tampao HEPES 10 mM pH 7,2, EGTA 1 mM

e BSA 0,1%, onde foram picados com tesoura e homogeneizados manualmente em Potter-
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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 condi¢do anterior. A fracdo mitocondrial foi

ressuspensa na mesma solu¢ao, isenta de EGTA (KOWALTOWSKI, et al., 2001b).

3.4- Degradacao da deoxiribose

A formagdo do radical OH® foi verificada através da degradagdo oxidativa da
2-deoxiribose. O principio do ensaio ¢ a quantificagdo do produto da degradagdo da
2-deoxiribose, o malondialdeido (MDA) através de sua condensacdo com o 4&cido

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

3.5- Dosagem de proteina

A concentragdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo
método de biureto (GORNALL et al., 1949), modificado pela adigdo de colato 1%
(KAPLAN e PEDERSEN, 1983). O principio do método baseia-se na determinagdo da
concentragdo de ligacdes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo cobre-
nitrogénio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A absorbancia
obtida ¢ diretamente proporcional a concentragdo de proteina na solu¢do analisada, onde

uma solucdo de BSA 1% foi utilizada como padrao.

3.6- Determinacio do contetiido de grupos tidlicos

A determina¢do do conteido de grupos tidlicos de proteina de membrana
mitocondrial foi realizada usando DTNB dacido [5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico)
(Ellman’s  reagent) (ELLMAN, 1958)], conforme descrito anteriormente
(KOWALTOWSKI et al., 1997). A suspensdo de mitocondrias hepaticas (1 mg/mL de
proteina) foi incubada em meio de reacao padrao [125 mM, KCI 65 mM, HEPES 10 mM
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(pH 7,2), KH,PO4 2,5 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 100 uM] durante 10 minutos, em seguida
foi submetida a 3 processos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido
para a liberagdo de proteinas da matriz. Apods, o material foi centrifugado a 12.000 x g por 2
minutos. O sedimento foi tratado com 200 pL de acido tricloroacético 6,5 % e centrifugado
a 12.000 x g por 2 minutos. O sedimento final foi ressuspenso em 1 ml de solu¢do contendo
DTNB 100 uM, EGTA 0,5 uM e Tris-HCI 0,5 M, pH 8,3 (PARDO-ANDREU et al., 2006).

A absorbancia foi mensurada a 412 nm e uma solu¢do de GSH foi utilizada como padrao.

3.7- Consumo de oxigénio pelas mitocondrias

O consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas foi medido utilizando-se um
eletrodo do tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.) conectado a oxigrafo Gilson, em
uma cdmara de vidro termostatizada de 1,2 ml equipada com agitador magnético. A
concentragdo de oxigénio molecular (O,) inicial no meio de reagdo foi 215 nmol/ml a 37°C,

na condi¢do experimental utilizada (ROBINSON E COOPER, 1970).

3.8- Transporte de calcio pelas mitocondrias

O movimento de Ca’" através da membrana mitocondrial foi verificado
determinando-se as variagdes de absorbancia diferencial do complexo Ca*-arsenazo III nos
comprimentos de onda 675 ¢ 685 nm (SCARPA, 1979) em um espectrofotometro SLM
Aminco DW2000 com capacidade de determinar as diferencas de absorbancia em dois
comprimentos de onda em uma mesma cubeta. O corante arsenazo III apresenta espectros
de absorgdo diferentes na forma livre ou ligada ao Ca*". A variacio na diferenca de
absorbancia nos comprimentos de onda 675 e 685 nm estd associada a variagdes na
concentracio de Ca’’ livre no meio de reacio (SCARPA, 1979). As calibragdes foram
feitas determinando-se a absorbancia em func¢do de adigdes de concentragdes conhecidas de

EGTA e Ca’" presentes no meio de reagio.
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3.9- Medida de inchamento mitocondrial

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. A luz
espalhada ¢ uma funcdo da diferenca entre o indice de refracdo da matriz e do meio, e,
qualquer processo que diminua esta diferenca ird diminuir a luz espalhada e aumentar a
transmitancia (NICHOLLS et al., 2002). Assim, um aumento no volume da matriz
mitocondrial, associado com a entrada de solutos permeaveis, resulta numa aproximagao
entre o indice de refragdo da matriz e do meio de reagdo com a conseqiiente diminui¢cdo da
luz espalhada. Esta propriedade das mitocondrias fornece um método qualitativo simples
para se estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna. Mitocondrias
sdo ideais a aplicagdo desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes variagdes de
volume, ja que a membrana interna sofre apenas desdobramento de suas pregas. O
acompanhamento espectrofotométrico da reducao da absorbancia a 520 nm (et al., 2001-a)
foi feito em um espectrofotdmetro SLM AMINCO DW2000. As mitocondrias de figado e
coragdo de rato (0,5 mg de proteina/ml) foram incubadas no meio de reagdo padrio [125
mM, KCI 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO4 2,5 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 100

uM] e os experimentos foram realizados a temperatura de 37°C.

3.10- Determinaciio do potencial elétrico de membrana mitocondrial (Ay)

O potencial de membrana mitocondrial foi monitorado através da medida das
alteragdes de fluorescéncia da safranina O (5 uM) utilizando um espectrofotometro Hitachi
modelo F4500, nos comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 495 e 596 nm,

respectivamente (HOLDEN et al., 1987).

3.11- Preparacio de tecido para obtencao de fibras cardiacas

Apos o sacrificio do animal, o coracdo foi rapidamente dissecado e mantido em
meio para biopsia [CaKbEGTA 2,77 mM, Kb EGTA 7,23 mM, Na,ATP 5,77 mM, MgCl,
6H,0 6,56 mM, taurina 20 mM, Na, 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 cardiaco foram incubados em 2 ml de meio de Krebs-

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

3.12- Consumo de oxigénio em tecido cardiaco

O consumo de oxigénio em tecido cardiaco foi medido por um respirdmetro de
alta resolugdo (Oroboros Oxygraph-2K), em 2 ml de meio de Krebs-Henseleit pH 7,4 em
um conjunto de selas a 37°C e agitagdo a 750 rpm. O software DatLab 4 (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Austria) foi utilizado para aquisi¢io de dados e analise em
intervalos de 2 segundos e para o calculo da linha do tempo derivado da concentragdo e

correcao do fluxo de oxigénio (GNAIGER, 2001).

3.13- Estimativa da producao de espécies reativas de oxigénio

A geragdo de EROs por mitocondrias hepaticas isoladas foi monitorada
espectrofluorimetricamente, usando o  marcador permeavel a  membrana
H,-DCF-DA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina 1 puM) (LEBEL et al., 1992;
GARCIA-RUIZ et al., 1997). Fluorescéncia foi monitorada em comprimento de onda 488
nm para excita¢do e 525 nm para emissdo, com a largura da fenda de 3 nm. A calibragao foi
feita pela adigdo de concentragdes conhecidas de diclorofluoresceina (DCF), produto da

oxidacao do H,-DCF.

3.14- Determinacio da producio de peréoxido de hidrogénio

A liberagio de H,0O, por mitocondrias cardiacas foi determinada
fluorimetricamente utilizando Amplex Red 20 uM (Molecular Probes, Eugene, OR) que ¢
um substrato cuja oxidagdo por H,O, ¢ catalisada por peroxidase de raiz forte (HRP).

A sua oxidagdo produz resofurina que ¢é fluorescente (comprimentos de onda de
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excitagdo ¢ emissdao de 563 e 587 nm, respectivamente), o que permite determinar a
velocidade de produgao de H;O, (ZHOU e PANCHUK-VOLOSHINA, 1997;
VOTYAKOVA ¢ REYNOLDS, 2001).

3.15- Sistema de perfusao de coracio isolado (Técnica de Langendorff)

O sistema de perfusdo de coracao isolado ¢ constituido de um sistema cata-
bolhas de vidro envolvido por jaqueta de 4gua conectada a um circulador para aquecimento
do tampao de perfusdo a 37°C. A extremidade superior do cata-bolhas estd conectada a um
reservatorio constituido de um frasco de Mariotti contendo a solu¢do tampao de perfusdo.
Neste reservatorio, o tampao € gaseificado com O, 100% com fluxo controlado de forma a
manter a pressao no frasco a 70 mmHg. A extremidade inferior ¢ conectada a uma céanula
de vidro que por sua vez, esta conectada a aorta ascendente para perfusdo retrograda. Em
paralelo, um baldo de latex preenchido com salina é conectado a uma seringa de Hamilton
para controle de seu volume e também a um transdutor de pressdo para registro continuo da

pressao intraventricular (MARIN e FRANCHINI, 2005).

T

Figura 6- Esquema do sistema de perfusdo de coragdo isolado e registro da pressao

ventricular esquerda utilizado.
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3.15.1 - Canulagao e acoplamento do coracdo ao sistema.

Ratos Wistar foram anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg) e
receberam injecdo intraperitoneal de heparina sddica (1000 UI). Os animais foram
colocados em mesa cirirgica aquecida a 38°C, entubados por via orotraqueal com tubo
plastico de Gelco® e submetidos a ventilagio controlada com ventilador Harvard e ar
enriquecido com O, 100%. A temperatura corpérea e a ventilagdo permaneceram
controladas durante o periodo de retirada do coracdo da cavidade toraxica. A cavidade
toraxica foi aberta através de sec¢do sagital do esterno; a aorta ascendente foi identificada,
seccionada e conectada ao sistema de perfusdo, onde foi fixada com fio de algodao 3.0,
sendo iniciada imediatamente a perfusao com solugdo tampao HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl
137 mM, MgSO4 1,2 mM, KCI 5 mM, CaCl, 1,5 mM e glicose 6 mM, com, acrescentado
de insulina (100 UI) e heparina (1000 UI), saturado com oxigénio 100% a uma pressao

hidrostatica de 70 mmHg e temperatura a 37°C (MARIN e FRANCHINI, 2005).

3.15.2 - Sistema de registro e monitorizagao da pressao intraventricular

A monitoriza¢do da pressdo intraventricular esquerda foi realizada com baldao
de latex, inserido no ventriculo esquerdo (VE) através do atrio (AE). Este cate ter foi
conectado a um transdutor de pressao (COBE, ARVADA, USA) para registro continuo de
pressao intraventricular. Para tanto, utiliza-se um sistema de registro Dataq (USA) com
programa de aquisi¢do e analise Windaq PRO. O sistema de onda de pulso da pressao foi
amplificado em amplificador GP4A Steamtech, USA, convertido em sinal digital
(freqiiéncia de amostragem 300 Hz) e gravado em computador para analise posterior. A
onda de pressdo ventricular foi analisada quanto ao pico maximo (pressdo sistolica), pico
minimo (pressao diastolica), derivada da pressdo em relagdo ao tempo (xdP/dT) e

freqliéncia cardiaca (MARIN e FRANCHINI, 2005).
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3.16- Cultura de células cardiacas 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, originarias de atrios murinos, mantém caracteristicas
morfologicas e propriedades bioquimicas e eletrofisioldégicas de cardiomidcitos
(CLAYCOMB et al., 1998), enquanto o isolamento e cultivo de cardiomiocitos primarios
produzem uma populacdo celular heterogénea que inclui fibroblastos, células endoteliais e
leucocitos (VANDEN HOEK et al., 1996). Além disso, o isolamento de cardiomiocitos
pode promover seu pré-condicionamento, e produz preparagdes que perdem viabilidade
com o passar do tempo. Como vantagens adicionais, as células HL-1 apresentam
mecanismos de pré-condicionamento conservado dependentes de proteina quinase C e da
ativagdo 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 37°C em uma atmosfera de 5% de CO,
em meio Claycomb (JRH Biosciences) suplementado com norepinefrina 0,1 mM (Sigma-
Aldrich), penicilina/estreptomicina 100 U/mL/100 pg/mL, glutamina 2 mM (Sigma-
Aldrich) e 10% de soro bovino fetal. Os experimentos foram iniciados em
aproximadamente 100% de confluéncia a 37°C. Para todos os experimentos, as células
foram recolocadas em tampao padrao (pH = 7,4) contendo em mmol/L: NaCl, 137; HEPES,
S5; glicose, 22; taurina, 20; creatina, 5; KCI, 5,4; MgCl,, 1; piruvato, 5 e CaCl,, 1
(FACUNDO et al., 2005).

3.17- Modelo experimental de simulacio isquémica e reperfusio em células HL-1.

Para a realizagdao dos experimentos cé¢lulas HL-1 foram incubadas em solugao
tampao padrao contendo NaCl 137 mM, HEPES-Na 5 mM, glicose 22 mM, taurina 20 mM,
creatina 5 mM, KCIl 5,4 mM, MgCl, 1 mM, piruvato 5 mM e CaCl, 1 mM (IRIE et al.,
2003). Apos 20 min de pré-incubagdo em solugdo tampao padrdo, o meio foi trocado e a
isquemia e reperfusdo foram simuladas pela inibigdo metabolica e limitacdo de substrato
usando-se KCN (10 mM) e 2 mM de deoxiglicose adicionados ao tampao padrao isento de

glicose e piruvato. As células foram incubadas durante 60 minutos seguidos por 1000 x g
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de centrifugagdo durante 5 minutos de e re-suspensdo do sedimento celular em solucao
tampao padrao para a reperfusdo simulada. Cardiomidcitos HL-1 controles foram
incubados com solugdo tampao padrao durante todo o periodo experimental e submetidos
somente as centrifugacdes e lavagens. A protecdo de células HL-1 por PD153035 10 nM e
sua reversao por SHD foram obtidas pelo tratamento das células HL-1 com estes compostos
durante todo o periodo experimental, incluindo a pré-incubacdo durante 20 min

(FACUNDO et al., 2005).

3.18- Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada em diferentes periodos de tempo através da
medida da fluorescéncia relativa de brometo de etidio (50 pM) usando espectrofluorimetro
Hitachi F4500, com comprimentos de onda de excitagdo e emissdo 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 etideo. Dados foram expressos em porcentagem de células vivas

(FACUNDO et al., 2005).

3.19- Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio do erro da média (SEM).
O “n” se refere ao nimero de experimentos realizados com preparagdes biologicas
independentes. Para comparagdes multiplas, as andlises estatisticas foram feitas usando o
método de ANOVA e teste de Tukey post-hoc. Para comparagdo de 2 médias, utilizou-se o
teste ¢ de Student. A diferenca de valores foi considerada significante com p<0,05 foi
considerado significante. Todas as figuras apresentadas nos resultados sdao representativas

de pelo menos trés experimentos independentes.
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mm 4- RESULTADOS
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4.1- Efeito do PD153035 na fosforilacdo oxidativa por mitocondrias isoladas de figado

de rato

Inicialmente, para se estudar o efeito de PD153035 em func¢des mitocondriais
utilizou-se mitocondrias isoladas de figado de ratos (MFR). Os resultados da FIGURA 6
mostram que PD153035 40 puM induziu uma diminui¢do da velocidade de respiracao
estimulada por ADP (estado respiratorio III: durante a fosforilagcdo) em 13 % de inibig¢do da
respiragdo mitocondrial. Quando as concentracdes de PD153035 foram testadas na
respiracao mitocondrial basal (estado respiratorio IV: auséncia de fosforilagdo) observou-se
aumentos das velocidades de consumo de oxigénio em todas as concentragdes testadas,
sendo que a dose de PD153035 40 puM resultou em estimulo de 98 % da respiracdo

mitocondrial.
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Figura 7- Efeito de PD153035 sobre as velocidades de respiragdo mitocondrial

Mitocondrias de figado de rato (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reagdo contendo sacarose 125
mM, KCl 65mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO,4 2,5 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 100 uM, substratos
ligados a NAD (malato, glutamato, piruvato e o-cetoglutarato, 1,25 mM cada) na presenga de doses
crescentes de PD153035 (540 uM). Iniciou-se o estado III da respiragdo mitocondrial pela adigdo de ADP
150 uM. Os pontos representam médias de trés experimentos = SEM. **significativamente diferente do

controle (p<0,01).
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De maneira dose-dependente, o composto PD153035 diminuiu
significativamente o controle respiratério (CR; estado III/IV) e a raziao ADP/O
(FIGURA 8). Estas razdes fornecem uma medida da intensidade de acoplamento entre
transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa, refletindo a integridade da membrana
mitocondrial (CHANCE e WILLIAMS, 1956). Os resultados demonstram acao
desacopladora de concentracdes micromolares de PDI153035 entre a respiragdao

mitocondrial e a fosforilagao oxidativa.
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Figura 8- Efeito de PD153035 sobre o controle respiratorio (CR) e a razao ADP/O

MFR (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10
mM (pH 7,2), KH,PO, 2,5 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 100 puM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato,
piruvato e a-cetoglutarato, 1,25 mM cada) na presenca de doses crescentes (5 - 40 pM) do PD153035.
Iniciou-se o estado III da respiragdo mitocondrial pela adigdo de ADP 150 uM. Os pontos representam médias
de trés experimentos + SEM. Os pontos representam médias de trés experimentos = SEM.

**significativamente diferente do controle (p<0,01).
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4.2- Inibicao da transicao de permeabilidade por PD153035 em mitocondrias isoladas

de figado de rato

A transicdo de permeabilidade mitocondrial ¢ caracterizada pela formacao e
abertura de um poro ndo-seletivo na membrana interna, resultando em permeabilizacdo a
ions e macromoléculas de até 1,4 kDa (ZORATTI e SZABO, 1995; KOWALTOWSKI et
al., 2001a), com conseqiiente inchamento mitocondrial. A FIGURA 9 mostra que
mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com substratos ligados a NAD, na
presenga de Ca®" 40 pM, sofreram um rapido e extenso inchamento (linha a), que foi
sensivel ao quelante de Ca*™ EGTA (linha f); o mesmo ocorreu na presenca de DMSO
0,1%, concentracdo do solvente relativa a maior quantidade de PD153035 utilizada
(dados nao mostrados). Notadamente, o composto PD153035, em concentracdes de 10 a 40

uM (linhas c - e), foi capaz de inibir o inchamento mitocondrial induzido por Ca*".
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Figura 9- PD153035 inibe o inchamento mitocondrial induzido por Ca**

MREF (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reag@o contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10
mM (pH 7,2), KH,PO, 2,5 mM, MgCl, 1 mM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato, piruvato e o-
cetoglutarato, 1,25 mM cada) e Ca® 40 UM, na auséncia (/inha a) ou na presenga de PD153035 5 uM (linha
b), 10uM (linha c), 20 pM (linha d) ou 40 uM (linha e). A linha f representa um experimento controle na
presenca de EGTA 500 uM.
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A TPM ocorre devido ao actimulo excessivo de fons Ca®" na matriz
mitocondrial e ¢ estimulada por varios pro-oxidantes (KOWALTOWSKI et al., 2001a). As
espécies reativas de oxigénio produzidas pela cadeia respiratoria reagem com grupos
tidlicos de proteina de membrana mitocondrial levando a sua oxida¢do (FAGIAN et al.,
1990; CASTILHO et al., 1995), o que esta associado ao desencadeamento da TPM. Nesse
sentido, realizamos experimentos para estudar o efeito de PD153035 na oxidagao de grupos
tidlicos de proteinas de membrana em condi¢des em que ndo ocorre a abertura do poro de
transicdo de permeabilidade, isto ¢, na presenca de ciclosporina (CsA). Na FIGURA 9
observamos que mitocondrias de figado de rato energizadas com substratos ligados a NAD
na presenca de Ca’" 40 puM apresentaram inchamento mitocondrial (linha a). A CsA
impediu o inchamento mitocondrial (linha b). Na presenga de Ca®’, detectou-se uma
significativa oxidagdo de SH de proteinas de membrana mitocondrial, na auséncia ou
presenga de CSA (FIGURA 11A). Na presenga de PD153035 (10 - 40 uM) e ciclosporina
A observou-se inibi¢do completa do inchamento mitocondrial (FIGURA 10 linhas c- e).
Nestas condi¢des, observa-se que o PD153035 inibe a oxidagao de SH de proteinas de
membrana mitocondrial (FIGURA 11B). De acordo com resultados prévios do laboratorio
(BERNARDES et al., 1994; KOWALTOWSKI et al., 1998), a CsA, apesar de inibir a
abertura do poro de TPM, ndo inibiu a oxidagdo de grupos tidlicos de proteinas de

membrana.
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Figura 10- PD153035 e CsA inibem o inchamento mitocondrial induzido por Ca*"

MEFR (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reag@o contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10
mM (pH 7,2), KH,PO, 2,5 mM, MgCl, 1 mM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato, piruvato e -
cetoglutarato, 1,25 mM cada), na presenga de Ca’>" 40 uM (linha a), Ca*" 40 pM + CsA 1 pM (linha b),
Ca®" 40 uM + CsA 1 pM + PD153035 10 uM (linha ¢), Ca*" 40 uM + CsA 1 pM + PD153035 20 uM (linha
d), Ca® 40 uM +CsA 1 uM + PD153035 40 uM (linha e) ou Ca*" 40 uM + EGTA 500 uM (linha f).
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Figura 11- Efeito de Ca*" e CsA no conteudo de grupos tidlicos de proteinas de membrana

mitocondrial

As condi¢des experimentais foram as mesmas da Figura 8, sendo que as amostras para dosagem de —SH
foram obtidas ap6s 10 minutos de incubagio. As barras representam médias de trés experimentos = SEM. *
Significativamente diferente de “EGTA” (p<0,05) e *, **significativamente diferente de “Ca*" + CsA”

(p<0,05 e p<0,01, respectivamente).
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Um dos métodos utilizados para monitorar a ocorréncia da TPM de
mitocondrias ¢ a determinacio do efluxo mitocondrial de Ca*” (ZORATTI e SZABO,
1995). Em nossos experimentos, a concentragio de Ca*” no meio extramitocondrial foi
acompanhada determinando-se as variagdes de absorbancia do complexo Ca**-arsenazo III
nos comprimentos de onda 665 ¢ 685 nm (SCARPA, 1969). Na FIGURA 12, inicialmente
a diferenca de absorbancia decai rapidamente indicando que o Ca*" adicionado ao meio esta
sendo rapidamente captado e acumulado pelas mitocondrias. Apds aproximadamente 10
minutos observa-se que o Ca®" ¢ liberado (linha a). Esta liberacdo de Ca®" foi sensivel a
CsA, indicando ser devida a TPM (resultados ndo mostrados). A adicdo de concentragdes
micromolares de PD153035 (10, 20 ¢ 40 uM) promoveu um aumento da capacidade das
mitocondrias em reter o Ca®" (linhas b-d). Na presenca apenas de DMSO, solvente do
PD153035, nenhuma protecao foi observada quando comparado ao controle (resultados nao
mostrados). Quando utilizado na concentragdo de 40 uM (linha d) o PD153035 promoveu

um menor efeito na capacidade da mitocondria em reter Ca>" que em 20 pM (linha d).
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Figura 12- PD153035 aumenta a capacidade de mitocondrias de figado de rato em reter
C a2+

MFR (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reag@o contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10
mM (pH 7,2), KH,PO, 2,5 mM, MgCl, | mM, arsenazo 40 uM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato,
piruvato e o-cetoglutarato, 1,25 mM cada), Ca’" 40 uM na auséncia (linha a) ou na presenca de

PD153035 10 uM (linha b), 20 uM (linha c), 40 pM (linha d).
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4.3- Efeito de PD153035 na produc¢do mitocondrial de EROs associada a TPM e na

oxidacao de deoxiribose por Fe(III)-EDTA na presenca de ascorbato

A TPM induzida por Ca®" est4 associada a um aumento na geragio de EROs
pela mitocondria (GRIJALBA et al., 1999; MACIEL et al., 2001), em conseqiiéncia da
interacdo do Ca** com cardiolipina da membrana mitocondrial (GRIJALBA et al., 1999).
Os resultados da FIGURA 13 mostram que o PD153035 inibe parcialmente a produgao de
EROs em mitocondrias na presenca de Ca®". Observa-se que na auséncia de Ca”” (com
adicdo de EGTA 0,5 mM), a fluorescéncia do DCF, devida a oxidacdo do H,-DCF
adicionado ao meio, aumentou lentamente com passar do tempo, indicando uma baixa
producao de EROs pelas mitocondrias de figado de rato (linha a). A linha b mostra uma
maior produgdo de EROs apés adi¢io de Ca’" na auséncia de EGTA, sendo que esta
produg¢do de EROs foi parcialmente inibida pela presenga de PD153035 20 ¢ 40 uM
(linhas c e d, respectivamente). Na presenca de DMSO, solvente do PD153035, nenhuma

protegdo foi observada quando comparado a linha b (resultados ndo mostrados).
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Figura 13- Efeito de PD153035 no estimulo por Ca*" na gera¢io mitocondrial de espécies

reativas de oxigénio

Mitocondrias de figado (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65
mM, HEPES 10mM (pH 7,2), KH,PO,4 2,5 mM, MgCl, 1 mM, substratos ligados a NAD (malato, glutamato,
piruvato e a-cetoglutarato, 1,25 mM cada) e H,-DCFDA 1 uM. Linha a: Ca>" 40 uM + EGTA 0,5 mM; linha
b: Ca*" 40 uM, linha c: Ca*" 40 pM + PD153035 20 uM; linha d: Ca** 40 uM + PD153035 40 pM.
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Para estudar um possivel papel seqliestrador de radicais livres do PD153035,
testou-se o efeito desse composto na oxidagdo de deoxiribose por Fe(II)-EDTA na
presenca de ascorbato (HERMES-LIMA et al., 1994). A formacdo do radical hidroxila
("OH) catalisada pelo ferro promove a degradacdo de carboidratos, como a deoxiribose. O
produto desta degradacao ¢ o malondialdeido que ¢ quantificado pela sua condensagdo com
o0 acido tiobarbiturico (TBA) (HERMES-LIMA et al., 2000). A FIGURA 14 compara os
efeitos de PD153035 ¢ DMSO, um classico seqiiestrador de *OH, na degradagdo de 2-
deoxiribose induzida por 10 uM Fe(Ill)-EDTA e 2 mM ascorbato. Observamos que a
quantidade de solvente relativa a maior concentragao utilizada de PD153035 (DMSO 0,3
mM), assim como o PD153035 nas concentragdes de 5 - 40 uM ndo tiveram agdo protetora.

No entanto, DMSO 17 mM mostrou seu efeito antioxidante esperado.
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Figura 14- Efeito de PD153035 e DMSO (seqiiestrador de *OH) na degradagio oxidativa
da deoxiribose induzida por Fe(IIT)-EDTA + ascorbato

As incubagdes foram realizadas durante 60 minutos a 37°C em meio contento HEPES 20 mM (pH 7,2), 2-
deoxiribose 15 mM, EDTA 50 uM e Fe(II) 10 uM. As concentragcdes de PD153035 ou de DMSO utilizadas
durante as incubagdes estdo indicadas na figura. A reagdo foi iniciada pela adigdo de ascorbato (concentragédo
final 2 mM). As barras representam médias de trés experimentos = SEM. *significativamente diferente de

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

4.4- Efeito de PD153035 in vitro e in vivo em mitocondrias isoladas de coracio de rato

Nos experimentos in vitro, monitoramos a TPM em mitocondrias isoladas de
coragdes de ratos através do efluxo de Ca’", determinando as variacdes de absorbancia do
complexo Ca*"-arsenazo III no meio extramitocondrial. Nas FIGURAS 15 e 16 a diferenca
de absorbancia decai rapidamente indicando que o Ca®" est4 sendo rapidamente captado e
acumulado pelas mitocondrias cardiacas. No entanto, apds aproximadamente 5 min, na
situagio controle, observou-se uma rapida liberagio do Ca®" acumulado. Esta liberagdo foi

sensivel a CsA (resultado ndo mostrado), indicando a participacdo da TPM nesta condicao.
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Diferentemente do observado em mitocondrias isoladas de figado, a adi¢do de
concentragdes micromolares de PD153035 (1, 20 ¢ 40 puM) tornou as mitocondrias
cardiacas mais sensiveis ao Ca’" (FIGURA 15). Concentra¢des nanomolares de PD153035
(50 - 200 nM, linhas b-d; 1-30 nM, resultados nao mostrados) nao alteraram

. . . . . A . ’ 2+
significativamente a capacidade de mitocondrias cardiacas em captar e reter Ca

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

retencdo de Ca*’ pelas mitocondrias de coragao de rato
Mitocondrias de coragdo (0,5 mg/mL) foram adicionadas em meio de reagdo contendo sacarose 125 mM, KC1
65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2,5 mM, arsenazo 40 puM, substratos ligados a NAD (malato,
glutamato, piruvato e a-cetoglutarato, 1,25 mM cada) e Ca®>" 40 uM, na auséncia (linha a) ou na presenca de

PD153035 1 uM (linha b), 20 uM (linha c) ou 40 uM (linha d), desde o inicio do experimento.
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Figura 16- Efeito in vitro de concentragdes nanomolares de PD153035 na captacdo e

~ 2+ . A . ~
retengdo de Ca” pelas mitocondrias de coracdo de rato

Mitocondrias de coracgdo (0,5 mg/mL) foram adicionadas em meio de reagdo contendo sacarose 125 mM, KCl
65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO4 2,5 mM, arsenazo 40 uM, substratos ligados a NAD (malato,
glutamato, piruvato e o-cetoglutarato, 1,25 mM cada) e Ca>" 40 pM na auséncia (linha a) ou na presenca de

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

Uma vez que a adicdo de concentracdes nanomolares e micromolares de
PD153035 em mitocondrias isoladas cardiacas ndo teve efeitos significativos, resolvemos
verificar o efeito in vivo do PD153035. Os animais foram tratados com 32 mg/kg (v.o.) do
composto e ap6os 48 h, mitocondrias cardiacas foram isoladas. Os resultados mostram que o
controle respiratério (CR) e a razdo ADP/O (eficiéncia de fosforilagdo) foram similares aos

das mitocondrias isoladas de coragdo de ratos ndo tratados com PD (Tabela I).
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Tabela I - Velocidades de respiracdo, controle respiratério e razdio ADP/O em

mitocondrias de coragdo de ratos controles e tratados com PD153035

estado II1 estado IV estado III / estado IV ADP/O
Controle 1053 +2.8 19,7 £ 1,08 48+0,1 2,02+0,11
Tratado 101,6 £ 13,5 18,5+4,7 5,0+£0,3 2,14 +0,13

Mitocondrias de coracdo de rato (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reacdo contendo sacarose 125
mM, KCI 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2,5 mM, EGTA 100 puM, substratos ligados a NAD
(malato, glutamato, piruvato e a-cetoglutarato, 1,25 mM cada). Iniciou-se o estado III da respiragdo
mitocondrial pela adi¢do de ADP 150 uM. Ratos foram tratados com PD153035 (32 mg/kg, v.0.) ou com o
solvente propilenoglicol, 48 h antes do isolamento mitocondrial. Média £ SEM (n=5) (p>0,05). Velocidades

de respiragdo em nmoles de O,/mg de proteina/min.

A suscetibilidade a TPM foi investigada em mitocondrias isoladas de coragdes
de ratos tratados com PD153035, utilizando-se a metodologia do efluxo de Ca®’. A
FIGURA 17 mostra que o Ca”" adicionado ao meio de reagdo ¢ rapidamente captado e
liberado pelas mitocondrias isoladas de coragdo de rato controle (FIGURA 16A, linha a) e
de rato tratado (FIGURAS 17B, linha a). Na presenca de CsA (linhas b), o Ca® ¢
rapidamente captado, acumulado e somente apos a adi¢do do protondforo FCCP ¢ liberado
para o meio extramitocondrial. Pelos resultados da FIGURA 17, nota-se que o tratamento
in vivo com PD153035 ndo alterou a suscetibilidade a TPM induzida por Ca*" em
mitocondrias de coragdo, sugerindo que a agdo cardioprotetora do PD153035 deve ser

independente da prevengdo da TPM.
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Figuras 17- Captacdo de Ca®" por mitocondrias isoladas de coracdo de ratos controle (A) e

tratados com PD153035 (B)

As mitocondrias de coragdo (0,5 mg/mL) foram adicionadas em meio de reagdo contendo sacarose 125 mM,
KC1 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO,4 2,5 mM, arsenazo 40 uM, substratos ligados a NAD" (malato,
glutamato, piruvato e a-cetoglutarato, 1,25 mM cada), Ca** 40 uM na auséncia (linha a) ou na presenga

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

mg/kg, v.0.) ou com o solvente propileno-glicol, 48 h antes do isolamento mitocondrial.
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Visto que o tratamento in vivo com PD153035 ndo alterou a suscetibilidade a
TPM induzida por Ca®", investigamos a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
em mitocondrias isoladas de coracdes de ratos tratados com PD153035. Para a medida da
produgdo mitocondrial de EROs utilizou-se Amplex Red, na presenca de HRP (peroxidase
de raiz forte), que detecta a produgdo de peroxido de hidrogénio (H,O;), com produgdo do
composto fluorescente resofurina (ZHOU et al, 1997). Da mesma maneira como observado
nos experimentos de respiragdo mitocondrial (Tabela I), observa-se que o PD153035 nao
exerceu nenhum efeito na produgdo de EROs, seja na producdo basal ou na presenca de

antimicina A ¢ FCCP (Tabela II).

Tabela II — Velocidades de producao basal de EROs (H,0,) ou na presenga de antimicina

A ¢ FCCP em mitocondrias isoladas de coracdo 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

Mitocondrias de coragdo de rato (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reagcdo contendo sacarose 125
mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2,5 mM, EGTA 100 pM e substratos ligados a
NAD(malato, glutamato, piruvato e a-cetoglutarato, 1,25 mM cada). Ratos foram tratados com PD153035
(32 mg/kg, v.0.) ou com o solvente propileno-glicol, 48 h antes do isolamento mitocondrial. Média = SEM

(n=4) (p=0,05). Velocidades de produgdo de H,O, sdo expressas em nmol/mg de proteina/min.
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4.5- Controle respiratério em mitocondrias isoladas de coracao de ratos tratados com

PD153035 e submetidos a isquemia/reperfusao é mantido

Os resultados da FIGURA 18 mostram que mitocondrias isoladas de coragdes
submetidos a 40 min de isquemia e 30 min de reperfusdo apresentam controle respiratorio
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
respiratorio das mitocondrias isoladas de coragdes submetidos a isquemia/reperfusao (8,1)
manteve-se semelhante ao de organelas controles. Este resultado indica que o tratamento in
vivo com PD153035 resulta em preservacdo da fungdo mitocondrial em coragdes

submetidos a isquemia/reperfusao.
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Figura 18-Controle respiratorio em mitocondrias isoladas apds processo de
isquemia/reperfusdo em coracdo de ratos controles ou tratados com

PD153035

Mitocondrias de coragdo de rato (0,5 mg/ml) foram adicionadas em meio de reagdo contendo sacarose 125
mM, KCl1 65 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2,5 mM, MgCl, I mM, EGTA 100 pM e substratos
ligados a NAD (malato, glutamato, piruvato e a-cetoglutarato, 1,25 mM). Ratos foram tratados com
PD153035 (32 mg/kg v.0.) ou com o solvente propileno-glicol, 48 h antes do isolamento mitocondrial,
conforme indicado. O controle respiratorio foi calculado pela razdo entre os estados respiratorios 11l e IV, o
estado III foi induzido pela adigdo de ADP 150 pM. As barras representam médias de trés experimentos +

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

Os experimentos com mitocondrias isoladas de coragdes submetidos a
isquemia/reperfusdo indicaram um claro efeito cardioprotetor do tratamento prévio dos
animais com PD153035. Estes efeitos estdo de acordo com os resultados obtidos pelo grupo
de pesquisa do Prof. Kleber Franchini do Laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular da
Unicamp (MARIM, 2003) que revelam efeito cardioprotetor do PD153035 em
experimentos de isquemia/reperfusdo em coragdes perfundidos com o composto. Nos
resultados descritos até aqui indicam que o efeito cardioprotetor de PD153035 ndo esta
relacionado a diminui¢ao da suscetibilidade a TPM, a um efeito antioxidante direto deste
composto ou a uma redu¢do da producdo de EROs pela cadeia respiratoria mitocondrial.
Assim, a seguir estudamos o efeito do PD153035 no aumento do transporte de K pela
membrana mitocondrial interna, efeito que esta relacionado a cardioprote¢dao conferida por
compostos como o pinacidil, diazéxido (DZX) e cromarcalina (GARLID et al., 1997;
KOWALTOWSKI et al., 2001b; ver revisao: GARLID et al., 2001). Propde-se que a
cardioprotecdo conferida por estes compostos esteja relaciona a inducdo da abertura de
canais de K" mitocondriais sensiveis a ATP (mitoKatp), com conseqiiente aumento do
influxo mitocondrial de K (ver revisio: GARLID e PAUCEK, 2003). Isto levaria a
alteragdes de algumas propriedades mitocondriais, com uma menor producdo de EROs
(FERRANTI et al., 2003) e menor hidrolise de ATP durante o periodo isquémico (DOS
SANTOS et al., 2002; ALA-RAMI et al., 2003).

A entrada de K" na matriz mitocondrial é acompanhada pela difusdo de H,O e
anions, principalmente P;, resultando em aumento de volume da matriz (ver revisao:
GARLID e PAUCEK, 2001) que pode ser acompanhado pela redugio do espalhamento de
luz pela suspensdo mitocondrial. A andlise do inchamento de mitocondrias cardiacas na
presenga e auséncia de PD153035 (FIGURA 19) revelou que a presenga deste composto,
10 nM, resulta em um aumento de volume mais rapido e extenso das mitocondrias
incubadas. Esse aumento adicional de volume foi em grande parte prevenido pela presenga

de ATP, um inibidor classico de mitoKarp.
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Figura 19- Efeito de PD153035 no inchamento mitocondrial induzido pela entrada de K"

em mitocondrias isoladas de coragdo de rato

Tragados representativos de inchamento obtido nos primeiros 40 segundos. Mitocdndrias (0,5 mg/ml) foram
incubadas em meio de reagdo contendo KCI 100 mM, HEPES 5 mM (pH 7.4), K,PO4 2 mM, MgCl, 1 mM,
EGTA 0,1 mM, oligomicina 1 pg/ml, succinato 10 mM, na presenca ou auséncia de PD153035 10 nM e/ou de
ATP 200 uM, conforme indicado.

Como a incubagdo in vitro de mitocondrias isoladas de coragdes de ratos com
PD153035 resultou em estimulo 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 mitocondrias isoladas de coragao de ratos tratados com
PD153035 (32 mg/kg v.0.) 48 h antes do isolamento mitocondrial (FIGURA 19). O maior
inchamento de mitocondrias cardiacas isoladas de ratos tratados com PD153035 também
foi quase totalmente revertido pela presenga de ATP. A concentragao 10 nM foi escolhida
através de uma curva dose-resposta com PD153035 1, 3, 10 e 30 nM (dados nao

mostrados).
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Os resultados da FIGURA 20 mostram que, conforme esperado, a inibi¢ao do
inchamento mitocondrial na presenca de ATP ¢ revertida na presenca de diazoxido (DZX),
agonista de mitoKarp, num mecanismo sensivel a 5-hidroxidecanoato (5HD), um

antagonista de mitoKarp.

Notadamente, o aumento de volume mitocondrial induzido por PD153035 in
vitro (FIGURA 19) e in vivo (dados ndo mostrados) foi inibido por SHD. Quando K" foi
substituido por Li" no meio de reac¢io, nio se observou maior inchamento induzido pelo
tratamento in vivo (FIGURA 20) ou in vitro por PD153035 (FIGURA 21) com PD153035,

. A . , + . .
0 que caracteriza a dependéncia do ion K" no mecanismo de inchamento na presenga deste

composto.
meio K* meio Li*
0,05 | * ‘
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Figura 20- Inchamento mitocondrial induzido pela entrada de K" em mitocondrias isoladas

de coracao de ratos controles ¢ tratados com PD153035

Mitocondrias (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagdo contendo KCI 100 mM, HEPES 5 mM, pH
7,4, K,PO, 2 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 0,1 mM, oligomicina 1 pg/ml e succinato 10 mM. Onde indicado, os
experimentos foram realizados na presenga de ATP 200 pM. Nas barras indicadas com “meio Li™, KC1 100
mM foi substituido por LiCl 100 mM. Os valores representam médias de 17 experimentos = SEM.
*significativamente diferente de “Controle” (p<0,01) e “significativamente diferente da respectiva situagio

experimental na auséncia de ATP (p<0,05).
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Figura 21- Caracterizagdo do efeito in vitro de PD153035 no inchamento mitocondrial

induzido pela entrada de K em mitocondrias de coracdo de rato

Os dados estio representados em porcentagem de inchamento relativo ao controle (meio de K" ou Li").
Mitocondrias (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagdo (KCl 100 mM ou LiCl 100 mM, HEPES 5
mM, pH 7.4, K,PO, 2 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 0,1 mM, oligomicina 1 pg/ml e succinato 10 mM) na
presenca de ATP 200 uM, DZX 20uM, SHD 60 uM e/ou PD153035 10 nM, conforme indicado na abscissa
da figura. Onde indicado, o KCIl foi substituido por LiCl. Os valores representam médias de 8 experimentos
+ SEM. *significativamente diferente da situagdo controle (p<0,01) e “significativamente diferente de “PD”

(p<0,01).

A entrada excessiva de K' na matriz mitocondrial acompanhada pela sua
extrusdo através de um trocador K'/H', promove uma pequena diminuigdo do potencial
eletroquimico de H' (Apy"), que é recomposto as custas do aumento da respiragdo. Para
investigar essa possibilidade, estudamos a velocidade de consumo de O, em tecido cardiaco
extraido de animais tratados ou ndo com PD153035. Como mostra a FIGURA 22, fibras
cardiacas de animais tratados com PD153035, quanto incubadas em meio Krebs-Henseleit,
apresentaram velocidade de respiracdo de repouso 8 % maior do que fibras cardiacas de
animais controle. Esse aumento do consumo de O, pode ser atribuido ao leve

. + . . .
desacoplamento causado pela entrada excessiva de K na matriz mitocondrial.
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Figura 22- Consumo de O; por fibras cardiacas obtidas de animais controles e
tratados com PD153035
Tecido cardiaco (~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).

E conhecido que a ATP-sintase mitocondrial (F|F,-ATPase) pode apresentar
reversao de sua atividade quando hd ATP disponivel, diminuindo o gradiente de potencial
eletroquimico para o H' através da membrana mitocondrial interna (HARRIS e DAS,
1991). Essa situagao ¢ 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 niveis de
ATP e acelerar a morte celular (JENNINGS et al., 1991; ROUSLIN, 1983) em situagdes de
privacdo energética. Como hé descri¢cdes de inibi¢do da atividade reversa da ATP sintase
pela abertura do canal mitoKarp (DOS SANTOS et al., 2002; ALA-RAMI et al., 2003),
investigamos, se 0 mesmo ocorreria em mitocondrias cardiacas de animais tratados com
PD153035. Para estimar a atividade reversa da ATP sintase mitocondrial, acompanhamos o
potencial elétrico transmembrana gerado pela hidrélise de ATP por mitocondrias incubadas
na presenga de antimicina A, um inibidor da cadeia de transporte de elétrons
(FIGURA 23). Nestas condigdes, o potencial de membrana foi estimado com o marcador
fluorescente safranina O e espera-se que a adicdo de ATP seja acompanhada por um
decréscimo temporario da fluorescéncia deste marcador, conseqiiéncia de um aumento do

potencial elétrico transmembrana que decorre da atividade reversa da ATP-sintase, o que ¢
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revertido quanto ocorre o esgotamento do ATP adicionado. Na FIGURA 23, observa-se
que o potencial elétrico transmembrana gerado pela adicado de ATP 200 uM a mitocdndrias
cardiacas de animais tratados com PD153035 foi menor que em organelas controles. Este
resultado sugere que o tratamento com PD153035 possa resulta em menor atividade

hidrolitica da ATP sintase.
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Figura 23- Estimulo do transporte de K' por mitocondrias de coragdo de ratos tratados com
PD153035 estd associado com a diminui¢do do potencial de membrana
formado pela hidrolise de ATP através da atividade reversa da ATP sintase

mitocondrial

Mitocondrias (0,2 mg/ml) isoladas de corag¢des de ratos controles ou tratados com PD153035 (32 mg/kg v.0.)
foram incubadas em meio de reag¢do contendo KC1 150 mM, KH,PO,10 mM, MgCl, ImM, EGTA 0,1 mM,
HEPES 5 mM, pH 7,4 (KOH) e antimicina A 2 pg/ml. Onde indicado pela seta foi adicionado ATP 200 pM.

4.7- PD153035 mantém a viabilidade em células HL-1 quando submetidas a uma

incubacio transitéria com cianeto de potassio, na auséncia de glicose

Dados da literatura mostram que farmacos que ativam mitoKarp promovem
efeitos protetores teciduais iguais aos do pré-condicionamento cardiaco (LIU et al., 1998;

FACUNDO et al.,, 2006a). Desta maneira, decidimos verificar se era possivel obter
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prote¢do com o uso de PD153035 numa linhagem de células cardiacas murinas (miocitos
HL-1) submetidas a um tratamento transitorio com cianeto de potassio (KCN), na auséncia
de glicose. Midcitos HL-1 mantém caracteristicas morfologicas e propriedades bioquimicas
e eletrofisiologicas de cardiomidcitos (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 incubagao
transitoria com KCN, na auséncia de glicose, apresentaram uma rapida queda da
viabilidade na ocasido do retorno do meio de reagdo padrao (A). Esta queda de viabilidade
celular ndo foi observada quando o mesmo experimento foi realizado na presenca de
PD153035 (e), mas ndo de DMSO (V), solvente deste composto. Durante o tempo do
experimento (140 min), células incubadas em situacdo controle e submetidas as trocas de

meio de reagdo padrdo ndo apresentaram queda significativa de viabilidade.

Resultados

101



100

90 —
- ]
E 80 —
o
=
S
3 ]
= —i— Controle
< 704 —@—PDI153035
= A KCN "
1 —v DMSO *
60 —
1 O I (|
M.R.P. KCN/aglicemia M.R.P.
50 I ) I ) l ) l ) l ) l ) l ) l
0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (min)

Figura 24- PD153035 protege células HL-1 apos tratamento transitorio com KCN, na

auséncia de glicose

Durante o tempo indicado (20 a 80 min), células HL-1, exceto na condi¢ao “Controle”, foram incubadas em
meio de reagdo padrdo (M.R.P.) contendo KCN 10 mM e 2-deoxiglicose 2 mM. PD153035 10 nM ou DMSO
estiveram presentes durante todo o tempo de incubagdo. O volume de DMSO (6 pL) utilizado foi o mesmo
utilizado como solvente de PD153035. Onde indicado pelas setas, as células foram centrifugadas e o meio de
reacdo padrdo foi trocado. Os valores representam médias de 5 experimentos = SEM. *significativamente

diferente da situacdo “Controle” e “KCN + PD153035” nos respectivos tempos (p<0,05).

Os mecanismos através dos quais a abertura de canais de K’ resulta em
cardioprotecdo ainda ndo sdo totalmente conhecidos, mas devem estar associados a
manuten¢do do volume mitocondrial (KOWALTOWSKI et al.,, 2001b), inibi¢do da
hidrolise de ATP pela ATP-sintase (DOS SANTOS et al., 2002) e/ou redugdo da producao
mitocondrial de EROs (FACUNDO et al.,, 2005). Dados da literatura mostram que
inibidores da abertura de mitoKarp, como o 5HD, sdo capazes de reverter efeitos

cardioprotetores do pré-condicionamento isquémico (SCHULTZ et al., 1997) e do agonista
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de mitoKsrp diazoxido (DOS SANTOS et al., 2002). Para verificar se o efeito citoprotetor
de PD153035 em células HL-1 submetidas ao tratamento com KCN, na auséncia de
glicose, ¢ mediado pela abertura de mitoKrp, experimentos foram realizados na presenga
de SHD. Notadamente, os resultados da FIGURA 25 mostram que a presenca de SHD
resultou em completa reversdo dos efeitos protetores de PD153035 em células HL-1
submetidas ao tratamento com KCN na auséncia de glicose. Experimentos controles
mostram que isoladamente, o SHD ndo teve efeito na viabilidade de células HL-1 incubadas
em situacdo controle (Controle + SHD) ou quando tratadas com KCN, na auséncia de

glicose (KCN + SHD).
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Figura 25- SHD reverte o efeito protetor do PD153035 em células HL-1 submetidas a um

tratamento transitorio com KCN, na auséncia de glicose

Durante 20 min, células HL-1 foram pré-incubadas em meio de reacdo padrdo (M.R.P.). A seguir, células
HL-1 foram submetidas a tratamento com KCN, na auséncia de glicose durante 60 minutos, seguido de nova
incubagdo em M.R.P. por 60 minutos e a viabilidade das células foi estimada. As incubagdes foram
realizadas na presenga de PD153035 10 nM e/ou SHD 60 uM, 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
(ICso de 0,025 nM) com elevada poténcia e alta especificidade. Atualmente este composto
encontra-se em testes terapéuticos com cancer. A partir destes dados, o grupo de pesquisa
do Prof. Kleber Franchini descobriu que este composto oferece protecdo miocardica

imediata e tardia aos danos ocasionados por isquemia/reperfusao (MARIN, 2003).

O efeito de PD153035 em coragdes isolados de ratos foi verificado através de
experimentos dose-resposta sobre a pressdo sistdlica do ventriculo esquerdo e freqiiéncia
cardiaca (MARIN, 2003). Este composto causou aumento na pressdo ventricular e
diminui¢do dose-dependente da freqiiéncia cardiaca, resultando em resposta bradicardica de
aproximadamente 25% dos valores basais. Foram realizados experimentos de isquemia em
coracdes isolados para verificar se o tratamento com PD153035 também poderia estar
protegendo o miocardio. Os resultados comprovaram a hipotese, revelando efeito protetor
do PDI153035 em coragdes isquémicos a partir de concentracdes de 100 pM
(MARIN, 2003). Foi sugerido que o mecanismo de agdo do PD153035 como cardioprotetor
poderia ser mediado direta ou indiretamente pela ativacdo de receptores de adenosina

(MARIN, 2005).

Com base no efeito protetor do PD153035 em miocardio, neste trabalho foi
investigado o efeito direto do composto sobre as fungdes mitocondriais hepaticas isoladas
de rato. Em relagdo ao consumo de O, observamos uma diminui¢do no controle respiratdrio
de maneira dose-dependente: primeiramente, observamos seu efeito desacoplador, um
aumento progressivo na velocidade de consumo de O, mitocondrial no estado 4 (ndo-
fosforilante) em todas concentragdes, enquanto que a velocidade de respiracao de estado 3

(fosforilante) foi significativamente inibida na concentragdo de 40 uM.

Conforme descrito anteriormente, a combinagio Ca®" ¢ EROs causa disfungo
mitocondrial mediada pela oxidacdo de grupos tiois de proteinas e com formagdo do poro
de transicao de permeabilidade (KOWALTOWSKI et al., 2001a). O aumento na geracao de
EROs e/ou uma redug@o no processo de inativagao destas espécies reativas pelo sistema de
defesa antioxidante mitocondrial pode levar a danos oxidativos na organela, resultando

numa permeabilizacdo ndo especifica da membrana mitocondrial interna, um fendémeno
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conhecido como poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial. A TPM leva ao
comprometimento da sintese de ATP mitocondrial, liberagdo de componentes da matriz,
inchamento mitocondrial e conseqiiente ruptura da membrana externa com a liberagdo de
proteinas pro-apoptdticas do espaco intermembrana (ZORATI e SZABO, 1995). As
mitocondrias sdo consideradas as principais fontes de geragdo de EROs intracelular, o que é

aumentado pelo fon Ca’" e este efeito ¢ aumentado na condicdo de TPM.

Nas condigdes experimentais realizadas neste trabalho, mostramos que a TPM
na presenca de Ca®" foi inibida pelo composto PD153035 em concentragdes. Como foi
observado, o PD153035 diminuiu significativamente a produ¢do de EROs mitocondrial e a
possivel 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 Ca*". Observamos ainda que a CsA (inibidor cléssico do PTP) na
presenga ou auséncia de 10, 20 e 40 uM de PD ndo foi capaz de inibir a oxidacdo de grupos
tidlicos de proteina de membrana (BERNARDES et al., 1994), descartando a hipotese que a
inibicdo da abertura do PTP pelo composto esteja ligada a diminuicdo da oxidacao de

grupamentos tiois.

Para checar se os efeitos do PD153035 sobre a inibi¢gdo do PTP in vitro em
mitocondrias isoladas seria conseqiiéncia de um efeito antioxidante, avaliamos a
degradacao oxidativa da deoxiribose (HERMES-LIMA et al., 2000), comparando o
PD153035 ao DMSO, um classico seqiiestrador de *OH que impede a degradacgdo da 2-
deoxiribose induzida por Fe(III)-EDTA na presenga de ascorbato. Nas concentragdes
testadas, pode-se observar que o PD153035 ndo teve acdo protetora indicando que este

composto ndo possui efeito antioxidante.

Investigando o mecanismo de acdo do PD153035 in vitro em mitocondrias de
coragio de rato, o efluxo de Ca®" foi monitorado e observa-se que concentracoes
micromolares do composto tornaram as mitocondrias cardiacas mais sensiveis ao Ca’, isto
¢, tornaram as mitocondrias mais susceptiveis a transi¢do de permeabilidade mitocondrial
induzida por Ca”". Concentragdes nanomolares do composto ndo alteraram a capacidade de

C . . 2+
mitocondrias cardiacas em captar e reter Ca™ .
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Foi analisado também o mecanismo de a¢do do PD153035 in vivo em
mitocondrias isoladas de coragdo de ratos controles e tratados na respiracao mitocondrial e
fosforilacdo oxidativa, transicdo de permeabilidade e producdo de EROs. Nas condi¢des
experimentais apresentadas, nossos resultados mostraram que o composto ndo exerceu
qualquer efeito sobre as velocidades de consumo de O; nos estados III e IV sobre o controle
respiratorio e razao ADP/O. Verificamos também que o tratamento com o PD153035 nao
alterou a abertura do MPT induzida por célcio e a velocidade de producao de H,O, também

ndo foi alterada.

Os resultados até o momento sugerem que o tratamento com PD153035 ndo
teve efeito em mitocondrias cardiacas isoladas, pois ndao houve alteragdao tanto na

. 2+ . L. . .
homeostase intracelular de Ca” como na bioenergética mitocondrial.

E sabido que o PD153035 protege o miocardio através de efeito bradicardico
dependentemente da ativagdo direta ou indireta de receptores de adenosina e que esta
protegdo ¢ revertida pelo antagonista inespecifico destes receptores (MARIN e
FRANCHINI, 2005). A adenosina protege o miocardio e outros tecidos de hipdxia e
isquemia através da ativagdo do receptor Al e A3 (receptores que atuam ativando canais de
potassio e inibe a acdo da adenilato-ciclase, o que prolonga a despolarizacao diastolica). Os
mecanismos envolvidos neste efeito ndo sdo bem conhecidos, no entanto, postula-se que a
adenosina ativa os mecanismos de prote¢do tecidual devido o aumento da atividade de
canais de potédssio mitocondrial ATP-dependente através de vias de sinalizacdo que envolve
a ativacdo de proteina 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 mitocondrias
isoladas de animais tratados ou ndao com PD153035 submetidas ao processo de
isquemia/reperfusdo. Observou-se que o CR das mitocondrias isoladas de coragdes
submetidos a isquemia/reperfusdo manteve-se semelhante ao CR de organelas controles,
indicando que o tratamento in vivo com PD153035 resultou em preservacdo da fungdo
mitocondrial de coragdes submetidos a isquemia/reperfusdo, sendo relacionada a protecao

miocérdica observada por MARIN (2003).
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A prote¢do do miocardio frente a situagdes de isquemia e reperfusdo, ¢ dada
principalmente pelo transporte de K™ para a matriz mitocondrial através dos mitoKarp
(GARLID et al., 1997). Esses canais permitem a entrada adicional de K  na matriz
mitocondrial que é acompanhada pela extrusio através de um trocador K'/H *, cuja
principal fungdo é evitar o aciimulo excessivo de K' na matriz, que resultaria em
inchamento e ruptura da organela (ver revisdo: GARLID e PAUCEK, 2001). A manutengio
do volume determina uma baixa permeabilidade da membrana plasmatica a Ca",
diminuindo a hidrélise de ATP durante a isquemia e preservando energeticamente o tecido

1squémico (BELISLE e KOWALTOWSKI, 2002; DOS SANTOS et al., 2002)

Desta maneira, estudamos entao um possivel mecanismo protetor do PD153035
avaliando inicialmente o aumento da permeabilidade a K pelas mitocondrias cardiacas. A
entrada de K na matriz mitocondrial é acompanhada pela difusio de H,O e 4nions,
principalmente P;, resultando em aumento do volume da matriz. (ver revisdo: GARLID e
PAUCEK, 2003). A analise de inchamento mitocondrial em mitocondrias cardiacas in vitro
na presenca de PDI53035 10 nM revelou um maior aumento de volume quando
adicionadas em meio de reacio hiposmotico suplementado com K'. Comparando
mitocondrias de animais tratados ou ndo com PDI153035, foi demonstrado que as
mitocondrias cardiacas dos animais tratados também ficaram mais susceptiveis a entrada de
K" quando submetidas as mesmas condi¢des experimentais in vitro. Estes aumentos
adicionais de volume mitocondrial em ambas situacdes foram prevenidos pela adicdo de
ATP ou 5-HD (inibidores classicos do mitoKrp). Quando K foi substituido por Li" no
meio de reagdo, nao foi observado maior inchamento induzido pelo tratamento in vivo ou in
vitro por PD153035, o que caracteriza a dependéncia do ion K’ no mecanismo de

inchamento na presenca deste composto.

Os mitoKrp inibidos por ATP, ADP, hidroxidecanoato (SHD) e ativados pelo
pinacidil (KOWALTOWSKI et al., 2001b), diazéxido e cromacalina (GARLID et al.,
1997). Evidéncias in vivo indicam que mitoKarp também ¢é aberto por sinalizadores
endogenos. Numerosas cinases sdo ativadas por estes caminhos e ¢ sensato dizer que
mitoKatp in vivo regula o fluxo de K" para manter a estrutura e integridade funcional da

mitocondria necessaria para a fosforilagdo oxidativa (GARLID et al., 2003).
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Uma vez que o aumento da permeabilidade a K* por mitocondrias cardiacas in
vitro e in vivo foram induzidas pelo composto, investigou-se o aumento da velocidade de
respiracdo basal in situ utilizando fibras cardiacas de animais tratados ou ndo com
PD153035. A andlise do consumo de O, do tecido cardiaco dos animais tratados revelou
que estas mitocOndrias in sifu apresentaram uma respiragdo de repouso maior quando
comparado as mitocondrias dos animais controle, indicando que a entrada de K através de
mitoKarp resultou em significante diminui¢ao de Ay e aumento da respiragdo. Em cérebro,
rim e coragdo, o potencial de membrana mitocondrial pode diminuir de 3 a 11 mV com
correspondente aumento na velocidade de consumo de O, (BAJGAR et al., 2001;
CANCHERINI et al., 2003). Dessa forma, o mitoKarp agindo como um discreto
desacoplador, ¢ suficiente para aumentar a respiragao sem impedir a fosforilagdo oxidativa.
Isso ocorre porque o aumento da respiracdo diminui a tensdo de O, e também diminui a
concentragdo de intermediarios da cadeia respiratoria na forma de doadores

monoeletronicos ao oxigénio (TURRENS, 1997).

De qualquer maneira, estes resultados in vivo e in vitro sugerem que o aumento
na permeabilidade mitocondrial cardiaca a K' induzida por PD153035 e revertidos pela
adicdo de ATP ou 5-HD pode estar relacionada a ativagdo de canais de potdssio

mitocondriais.

Os agonistas e antagonistas do mitoKp apresentam caracteristicas que afetam
a funcao celular e mitocondrial, particularmente quando usados em altas concentragdes. O
DZX ¢ o agonista do mitoKarp mais amplamente usado para os canais de potdssio
mitocondriais (GARLID et al., 1997) em relacdo aos de membrana plasmatica. Porém ¢ um
potente inibidor da succinato desidrogenase quando usado em concentragdes >100 uM.; em
mitocondrias isoladas a concentracdo de 30 uM ¢ suficiente para ativar completamente o
mitoKATP (KOWALTOWSKI et al.,, 2001-a). O 5HD, freqiientemente usado como
inibidor do mitoKatp (JABUREK et al., 1998), pode ser convertido para 5-
hidroxidecanoato-coenzima A na mitocondria, afetando a respiragio (HANLEY et al.,
2003) e interferindo na oxidacdo de dacidos graxos (HANLEY et al.,, 2005). Ja a
glibenclamida, outro antagonista do mitoKatp, ndo ¢ seletiva para este canal, inibindo
também canais de K' de membrana plasmética, além de ser um forte inibidor respiratorio

(JABUREK et al., 1998)
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Através do uso de DZX e SHD, GARLID et al. (1997) verificou que a prote¢ao
cardiaca a isquemia promovida por drogas que abrem canais de K se deve a abertura do
canal mitocondrial. Esses mecanismos envolvem regulacdo do volume mitocondrial
(KOWALTOWSKI et al.,, 2001a), levando a melhora da fosforilagdo oxidativa pds-
isquémica (DOS SANTOS et al., 2002) e preservacdo energética do tecido durante a
isquemia (BELISLE e KOWALTOWSKI, 2002).

A ATP-sintase é responsavel pela fosforilacio do ADP, que ¢ revertida na
auséncia do gradiente de préton, hidrolisando ATP e bombeando prétons para o espaco
intermembrana. Durante a isquemia, a falta de O, e substratos podem levar a mitocondria a
hidrolisar ATP, havendo deplecdo energética e eventualmente morte celular. Na auséncia
de O, a abertura de mitoKsrp diminui o potencial de membrana mitocondrial, hidrolise de
ATP e captacdo de Ca®’. Na presenca de O, e substratos, a cadeia respiratdria gera um
gradiente de H', o qual é usado pela ATP-sintase para fosforilar o ADP transportado para
dentro da mitocondria através do translocador de nucleotideo de adenina. O gradiente de H'
favorece a captacdo de Ca’” mitocondrial através do uniporter de Ca>". Sob condicdes
isquémicas, na auséncia de O, e substratos ndo ocorre transporte de H' pela cadeia
respiratoria. A auséncia AY suportado pela cadeia respiratoria promove a atividade reversa
da atividade da ATP sintase, com a producdo de ADP e bombeamento de H". Os niveis de
ATP citosolico diminuem e a captagio de Ca’" acontece devido a hidrélise de ATP
suportada pelo gradiente de H'. Sob condi¢des isquémicas na qual o mito Karp esta ativado,
a hidrolise de ATP ¢ inibida, provavelmente devido ao transporte pelo translocador de
nucleotideo de adenina para dentro da matriz mitocondrial (DOS SANTOS et al., 2002),
mantendo altos niveis de ATP citosodlico. A auséncia da hidrolise de ATP também resulta
na redugio da captagio de Ca®" pela mitocondria, prevenindo a transi¢do de permeabilidade

mitocondrial.

Assim, observamos que em suspensdo mitocondrial cardiaca de animais
tratados com PD153035 com inibicdo da cadeia de transporte de elétrons, houve uma
reducdo do potencial de membrana provocada pela hidrolise de ATP. Nossos resultados
estdo de acordo com os resultados mostrados por DOS SANTOS em 2002, onde o
diazoxido reduziu a atividade reversa da ATP sintase em mitocOndrias isoladas de coragao

(DOS SANTOS et al., 2002) e em mitocondrias renais (CANCHERINI, et al., 2003).
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Agentes farmacoldgicos que ativam o mitoKap promovem efeitos protetores
iguais aos do pré-condicionamento cardiaco (LIU et al., 1998; FACUNDO et al., 2006a).
Da mesma forma, outros estudos mostraram que o pré-condicionamento e ativacdo de
transporte de K™ mitocondrial pode ser induzidoS por acetilcolina (YAO et al., 1999) e por
hipoxia (VANDEN HOEK et al.,, 1998). Os mitoKsrp também estdo envolvidos nos
mecanismos de protecdo isquémica, incluindo o pré-condicionamento isquémico (BAINES
et al., 1997) e tratamento com adenosina (HUH et al., 2001). Uma forte indicagdo de que o
mitoKarp participa do processo de sinalizagdo celular do pré-condicionamento ¢ a
observacao que antagonistas do mitoKarp, como o 5-hidroxidecanoico inibidor especifico
de mitoKatp (GARLID et al., 1997), sdo capazes de inibir os efeitos benéficos do pré-
condicionamento quando administrados durante os periodos curtos de isquemia

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

Em continuidade a investigacdo sobre a protecdo mitocondrial cardiaca,
examinamos a rela¢do entre o pré-condicionamento isquémico com PD153035 na ativacao
de mitoKatp € os seus efeitos na viabilidade das células HL-1 pois elas apresentam
mecanismos de pré-condicionamento conservado dependentes da ativagdo do canal de K
mitocondrial (SEYMOUR et al., 2003). O pré-condicionamento durante vinte minutos na
presenca de PD153035 foi capaz de manter a viabilidade celular de maneira significante,

apo6s simulacao isquémica/reperfusao. Este efeito protetor foi revertido pela adigdo de SHD.

Baseando-se no efeito cardioprotetor de PD153035, mediado direta ou
indiretamente por adenosina (Marin, 2003) e baseando-se nos nossos resultados, nossa
proposta € que o composto € capaz de inibir a adenosina cinase aumentando a concentragao
de adenosina. A concentragdo aumentada de adenosina estimula o receptor de adenosina

sinalizando a PKC, ativando mitoKsrp.
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Nossos resultados mostram que a adi¢do de diversas concentracdes de
PD153035 em suspensdes mitocondriais hepdticas diminui o controle respiratério de
maneira dose-dependente, promove a inibicdo do fendmeno de transi¢do de permeabilidade
mitocondrial (TPM) sensivel a ciclosporina A, aumenta a capacidade em reter o Ca™ e

também diminui a producao de espécies reativas de oxigénio.

Nossos resultados mostram também que o aumento da permeabilidade
mitocondrial cardfaca a K" induzida por PD153035 in vivo, modifica a bioenergética das
mitocondrias cardiacas, elevando o consumo de O; no estado de repouso e diminui a
hidrélise de ATP pela F,F;-ATPase. Além disso, o composto mantém a viabilidade em
células HL-1 apds simulacdo isquémica/reperfusio. Estes resultados estdo de acordo com a

ativacdo da atividade de mitoKrp € representa uma nova fungdo cardioprotetora conferida

pelo PD153035.
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Potent cardioprotective effect of the 4-anilinoquinazoline derivative

PD153035: Involvement of mitochondrial Katp channel activation

Renata A. Cavalheiro, Rodrigo M. Marin, Silvana A. Rocco, Camille C. Caldeira da

Silva, Alicia J. Kowaltowski, Anibal E. Vercesi, Kleber G. Franchini, Roger F. Castilho

Abstract

Aims: To evaluate the cardioprotective effects of the 4-anilinoquinazoline derivative
PD153035 on cardiac ischemia/reperfusion and mitochondrial function. Methods:
Perfused rat hearts and cardiac HL-1 cells were used to determine cardioprotective effects
of PD153035. Isolated rat heart mitochondria were studied to uncover mechanisms of
cardioprotection. Results: Nanomolar doses of PD153035 strongly protect against heart
and cardiomyocyte damage induced by ischemia/reperfusion and cyanide/aglycemia.
PD153035 did not alter oxidative phasphorylation, nor directly prevent Ca®* induced inner
mitochondrial membrane permeability transition. Interestingly, PD153035 activated K*
transport into isclated mitochondria, in a manner decreased by ATP and 5-
hydroxydecanoate, inhibitors of mitochondrial ATP-sensitive K channels (mitoKare). 5-
hydroxydecanoate also inhibited the cardioprotective effect of PD153035, demonstrating
that this protection is dependent on mitoKsrp activation. Conclusion: PD153035 is a

potent cardioprotective compound and acts in a mechanism involving mitoK,p activation.

Keywords: energy metabolism; anoxia/reoxygenation; infarction; ion transport; Kate channel.

Classifications - Discipline: experimental. Object of Study: heart. Level: organ, cellular,
subcellular. Expertise: biochemisiry. Alphabetical: apoptosis, energy metabolism,

ischemia, K, channel, mitochondria, reperfusion.
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1. Introduction

Ischemic heart disease is a global health concern, and the development of new
strategies to protect the heart has attracted significant attention. Mitochondrial damage is a
well known consequence of heart ischemia, and many cardioprotective drugs are targeted
to this organelle.™ Ischemia followed by reperfusion leads to increases in intracellular Ca®*
levels and oxidative stress, which promotes the oxidation of inner mitochondrial membrane
proteins, resulting in non-selective permeabilization of this membrane. This process is
known as the mitochondrial permeability transition.* Inhibition of the permeability
transition during reperfusion results in substantial prevention of structural cardiac damage

and improvements of cardiac function 2>%7

In addition to undergoing damage during ischemia, mitochondria have been
uncovered as important sites for signaling processes related to ischemia and myocardial
protection. Ischemic preconditioning, a protocol in which shart periods of ischemia protect
against subsequent longer damaging ischemic periods,® involves changes in mitochondrial
reactive oxygen species release and ion transport.>*"" More specifically, activation of ATP-
sensitive K channels in mitochondria (mitoKar) is a necessary step for cardioprotection
promoted by ischemic preconditioning.’*'® MitoKare activation is also necessary for
cardioprotection promoted by adenosine, respiratory chain inhibitors and some
anesthetics.!""* Adenosine has previously been shown to activate a protein kinase C-

dependent pathway that leads to enhanced mitoKare activity and cardioprotection, """

Here, we tested the possible cardioprotective effects of PD153035, a 4-
anilinequilazoline derivative developed as a tyrosine kinase inhibitor.”® 4-anilinequilazoline
derivatives also have potent effects as adenosine kinase inhibitors,'® and may thus be
strong candidates for cardioprotective agents.”™” We found that PD153035 is a potent
cardioprotective agent in perfused rat hearts and cardiac HL-1 cells. Interestingly, we

demonstrate that cardioprotection by PD153035 is associated with mitoKse activation, and

Anexos

144



provide evidence that this drug is a direct agonist of this channel, effective at very low

concentrations and under conditions in which other known activators are ineffective.
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2. Materials and Methods

2.1. Materials and laboratory animals

All reagents used were of analytical grade or better, and deionized water was used
for all aqueous solutions. PD153035 [4-N-(3"-bromophenylamino)-6,7-
dimethoxyquinazaline hydrochloride] (> 99% purity) was synthesized as previously

described !

Male Wistar rats were obtained from the UNICAMP Central Animal Breeding
Facilities {(Campinas, Brazil). Protocols used were approved by the local Committee for
Ethics in Animal Research, and conformed with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No.

85-23, revised 1996).

2.2, Isolated heart preparations

Male Wistar rats weighing 200-250 g were anesthetized with pentobarbital sodium
(50 my/kg i.p.) and placed on a temperature-controlled surgical table. After injection of
heparin sodium (500 Wkg i.v.), hearts were removed,” and the aorta was cannulated with
a 20-gauge catheter positioned ~2 mm above the coronary ostia. Hearts were perfused
with HEPES buffer (137 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.2 mM MgCl,, 1.5 mM CaCl,, 6§ mM glicose,
2 U/L insulin, 0.0001% xylocaine, 1000 U/L heparin and 20 mM HEPES, pH 7.4) bubbled
with 100% O, at a constant pressure of 70 mmHg, at 37°C. A constant flow rate of 10
mL/min was maintained. Were indicated, PD153035 was added to the perfusion buffer and
present during the full perfusion protocol, from the stabilizing period until the end of the
reperfusion. Left ventricular diastolic pressure was kept constant at 5 mmHg and
continuously monitored (WINDAQ) through a water-filled latex balloon inserted into the

lumen of the left ventricle via the left atrium. The distal end of the balloon-attached catheter
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was connected 1o a pressure transducer for intraventricular pressure monitoring.

Ventricular function was determined from left ventricular pressure measurements.

2.3. Cell cultures

Murine atrial HL-1 cells were developed and kindly donated by Prof. William C.
Claycomb (Louisiana State University, New QOrleans, LO, USA). These cells maintain their
cardiac phenotype during extended passages, present ardered myofribrils, cardiac-specific
junctions and several voltage-dependent currents that are characteristic of a cardiac

myocyte phenotype.”

Furthermore, HL-1 cells present conserved preconditioning
mechanisms dependent on protein kinase C and K* channel activation® and ischemic
damage dependent on the mitochondrial permeability transition.” For routine growth, HL-1
cells were maintained in T-75 flasks at 37°C in an atmosphere of 5% CO, in Claycomb
medium (JRH Biosciences, Lenexa, KS, USA) supplemented with 0.1 mM norepinephrine,
100 U/mL and 100 pg/mL penicillin/streptomycin, 2 mM glutamine and 10% fetal bovine
serum. Experiments were conducted at 100% confluence, after trypsinization and

resuspension in a standard buffer (pH = 7.4) containing (in mmol/L): NaCl, 137; Hepes, 5;

glucose, 22; taurine, 20; creatine, 5; KCI, 5.4; MgCl,, 1; sodium pyruvate, 5 and CaCl,,

1 7.25

2.4. Simulated ischemia/reperfusion (cyanide/aglycemia) in cultured HL-1 cells

Ischemia was simulated by metabolic inhibition and substrate deprivation using 500
UM potassium cyanide and 2 mM 2-deoxyglucose, added to standard buffer devoid of
glucose and pyruvate. HL-1 myocytes were incubated under cyanide/aglycemia during 60
min followed by 5 min centrifugation and re-suspension of the cell pellet in control buffer for
simulated reperfusion. Where indicated, 10 nM PD153035, 0.05% DMSO and/or 60 uM

5HD were present during the 20 min pre-incubation period before cyanide/aglycemia.

Anexos

147



Control HL-1 myocytes were incubated with standard buffer solution the entire
experimental period, and submitted only to the centrifugations in order to ensure that all

cells undergo equal mechanical damage.”*

2.5. Cell viability

Cell viability was assessed by relative fluorescence of 50 uM ethidium bromide
(Sigma-Aldrich) using a Hitachi F4500 spectrofluorometer at excitation and emission
wavelengths of 365 and 580 nm, respectively.?® Cells were permeabilized with 0.005%
digitonin at the end of the each experiment to promote 100% cell permeabilization. The
auto-fluorescence of ethidium bromide was subtracted from total fluorescence in the
presence of cells, ethidium bromide or digitonin. Data are expressed as the percentage of

fotal cells.”*

2.6. Isolation of rat heart mitochondria

Heart mitochondria were isolated from male Wistar rats as described by

Kowaltowski et af..*’

Mitochondria were kept over ice until the experiments were initiated.
To ensure mitoKare activity and its phamacological regulation, all experiments using

isolated mitochondria were conducted within 1 h of isalation.

2.7. Oxygen uplake measurements

Oxygen consumption was measured in a 1.4 mL temperature controlled vessel
equipped with a magnetic stirrer, using a Clark-type electrode (Yellow Spring Instruments
Company). Mitochondria were incubated in medium (37°C) containing 125 mM sucrose, 65

mM KCI, 10 mM HEPES, pH 7.2, 2.5 mM KH.PO, and 0.4 mM EGTA. Respiratory chain
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activity was maintained using a mixture of NAD-linked substrates (malate, glutamate, o-

ketoglutarate and pyruvate, 1.25 mM each).

2.8. Mitochondfrial Ca®* transport

Variations in medium free Ca** concentrations were examined by measuring
changes in the absorbance spectrum of arsenazo Il (40 pM) using an SLM Aminco DW-
2000 spectrophotometer (SLM Instruments, Inc., Urbana, USA) set at the 675-685nm

wavelength pair.?®

2.9. Mitochondrial swelling

Mitochondrial swelling was estimated from the decrease in absorbance of the
mitochondrial suspension measured at 520 nm using a temperature-controlled SLM

VRE M ENE Loy F g e i SRR 1 B

7 T Al
WiIlN GOnunuous surmng «t <

Aminco DW-2000 specii
rates of freshly isolated mitochondria were measured soon after their addition to K*-rich,

hyposmotic buffers. This procedure allows for a magnified measurement of K* uptake rates

due to prior K™ depletion during the mitochondrial isolation procedure.”

2.10. Data analysis

Experiments depict typical traces or averages + standard errors of the mean from at
least 3 identical repetitions using different preparations. Data were compared by one-way
ANQOVA followied by Tukey's post-hoc test performed by OriginPro 7.5 SRO (QriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA). When one parameter was compared between two

groups, Student's t-test was used.

Anexos

149



3. Results

Perfused rat hearts were pre-treated with different concentrations of PD153035 and
submitted to 40 min ischemia followed by reperfusion. Figs. 1A-D show representative left
ventricular pressure measurements in these perfused hearts. Upon global ischemia the
contractile function of the isolated rat hearls ceased within a few cycles (Panel A).
Following the reperfusion, spontaneous beating is reassumed but with increases in
diastolic pressures and decreased systolic performance as indicated by the marked
reduction in the developed pressure. On the other hand, hearts pre-treated with increasing
PD153035 concentrations (10 pM, Panel B; 1 nM, Panel C or 100 nM, Panel D) presented
significantly less increases in the diastolic pressure and reductions in the systolic
performance. Figs. 1E-F shows the average left ventricular developed pressures (Panel E)
and diastolic pressures (Panel F) in hearts submitted to ischemia/reperfusion in the
presence of 10 pM (4), 1 nM (O) or 100 nM PD153035 (). Compared to controls (O),
PD153035 treatment strikingly improved cardiac function, with a maximai effect observed
at 1 nM.

The cardioprotective effects of PD153035 were confirmed using a cultured cell
model involving murine cardiac HL-1 cells.*?® In these cells, metabolic inhibition promoted
by treatment with cyanide and 2-deoxyglucose, followed by return to control conditions,
mimics cardiac ischemia/reperfusion (Fig. 2A, ¢). Indeed, cell death occurs predominantly
after the return of metabolic activity (the simulated reperfusion period which begins where
represented by the second arrow)®® The presence of 10 nM PD153035 in the
preincubation media completely abrogated cell death promoted by cyanide/aglycemia in
cardiac HL-1 cells (4), while an equal quantity of the compound’s solvent, DMSQC, had no

protective effect (m).

Under these conditions, HL-1 cell death is dependent on the induction of the

permeability  transition, a Ca**induced non-selective inner  mitochondrial
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permeabilization.**” In order to verify if inhibition of mitochondrial permeability transition
was involved in the cardioprotective effects of PD153035, we tested if the compound could
inhibit this process in isolated rat heart mitochondria (Fig. 3). Isolated mitochondria are
able to take up large quantities of Ca®*, followed by release of this ion due to non-selective
permeabilization (fine a). The presence of the permeability transition inhibitor cyclosporin A
prevents Ca®* release without affecting uptake (fine b). On the other hand, PD153035 did
not inhibit either Ca®* uptake or release at nanomolar (lines c-f or micromolar

concentrations (up to 40 uM, results not shown).

Since mitochondria are intimately involved in ischemic cardioprotection'#97-11

we
also investigated if PD153035 affected respiration and oxidative phosphorylation in these
organelles (Table I). We found that nanomolar PD153035 concentrations did not affect
mitochondrial respiratory rates in the presence (state 3) or absence (state 4) of oxidative

phosphorylation. PD153035 also did not affect ATP synthesis, as determined by the lack of

change in respiratory control and ADP/O ratios.

An important phenomenon involved in cardioprotection in both ischemic/reperfused
hearts and cyanide-treated/aglycemic cardiomyocytes is the activation of mitochondrial
ATP-sensitive K* channels (mitoKae).?? Indeed, we found that cytoprotection promoted by
PD153035 could be completely abrogated by mitoKare inhibitor 5-hydroxydecanoate
(5HD), which had no effect on the survival of control cells or cyanide/aglycemic cells not
treated with PD153035 (Fig. 2B). This finding leads to the hypothesis that PD153035 could
activate mitoKarp. In order to test this possibility, we added PD153035 directly to isolated
mitochondria and followed organellar swelling due to K* uptake. Under these conditions,
typical mitoK,= agonists such as diazoxide (DZX) reverse ATP-inhibited mitochondrial
swelling in K* media, in a manner inhibited by 5HD (Fig. 4B). Interestingly, PD153035
partially reversed the inhibitory effect of ATP on mitochondrial swelling (see Fig. 4A for
typical traces and 4B for averages). More strikingly, PD153035 increased swelling under

contral conditions in K', but not Li*, media (Fig. 5B). This indicates that PD153035
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increases overall mitochondrial ATP-sensitive K* transport activity. The activation was
prevented by mitoKare inhibitor SHD (Fig. 5B), which does not affect swelling in the
absence of PD153035 (not shown). The equivalent concentration of PD153035 solvent

DMSO (0.05%) had no significant effect on mitochondrial swelling (not shown).
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4. Discussion

We demonstrate here that the 4-anilinoquinazoline derivative PD153035 is a potent
cardioprotective agent capable of preventing reperfusion injury when used in the
nanomolar concentration range (Fig. 1). Furthermore, nanomolar concentrations of
PD153035 were capable of completely preventing cardiac HL-1 cell death promoted by
metabolic inhibition followed by a return of oxidative metabolism (Fig. 2), a situation in
which cellular damage occurs through mechanisms similar to those found in

ischemia/reperfusion.””

Cytoprotection by PD153035 was completely reversed by S5HD (Fig. 2B), an
antagonist of mitoKse channels, well known mediators of ischemic cardioprotection
promoted by preconditioning or other known cardioprotective drugs.2!" In fact, when tested
in isolated mitochondria, PD153035 directly activated K* uptake in an ATP-sensitive, SHD-
inhibited manner (Fig. 4). No effects of PD153035 were observed in media in which all K*
ions were substituted by Li*. Together, these data demonstrate that PD153035 directly
activates a K*-selective, ATP-sensitive transport typical of mitoKare. On the other hand, we
found no significant effect of PD153035 on oxidative phosphorylation (Table 1) or
mitochondrial Ca®* uptake and retention (Fig. 3). The direct activation of mitoKars by
PD153035 can explain cardioprotection by this compound, which may also involve
increases of this channel's activity by intracellular signaling events initiated by this
compound's inhibitory effect on adenosine kinase and consequent adenosine

accumulation,' a strangly cardiopratective event.'"”

MitoKare are highly K'-selective channels, which promote uptake of this ion down
the mitochondrial electrochemical gradient. Transport through these channels is inhibited
physiologically by ATP and ADP, and activated by GTP, GDP and UDP.* Many
pharmacological agonists and antagonists for this channel have been studied. In particular,

diazoxide (DZX) is widely used as a mitoKare agonist due to its selectivity toward
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mitochondrial, and not plasma membrane, ATP-sensitive K* channels.® DZX is capable of
overcoming the inhibitory effect of ATP or ADP on mitoKare. Similarly, 5-hydroxydecanoate
(5HD) is a mitoKxe antagonist with no measurable effect on sarcolemal K* trans;pm‘t.13
5HD prevents the agonistic effect of DZX and other physiological and pharmacological

mitoKare activators, but does not inhibit channel activity in the absence of ATP or ADP.

The mechanisms through which mitoKare promotes ischemic cardioprotection are
complex and still remain to be completely understood. MitoKasrp activity is capable of
preventing loss of cellular high energy phosphates, resulting in a more favorable energetic
state *'*2 The channel activation also prevents excessive Ca?* uptake in mitochondria
exclusively during ischemia, when this uptake is supported by ATP hydrolysis by the
ATPsynthase.’™*** This inhibition of Ca®" uptake, in association with a decrease in
mitochondrial oxidative stress also promoted by mitoKare activity, results in prevention of

mitochondrial permeability transition and ensuing loss of organellar functionality 7

Although DZX is a useful toaol for in vifro mitoKare studies, this drug has limited
applicability for in vivo myocardial protection, since its effect on pancreatic islet K* channel
transport results in decreases in insulin secretion.® Furthermore, a desirable mitoKap
agonist should be active at very low concentrations, preferably less than the micromolar

range necessary for DZX to activate mitoKare.

The direct activation of mitoKare by PD153035 in isolated mitochondria was a
surprising finding of the present study, since this compound bears no strong structural
resemblance with any known mitoK, agonist®'" On the other hand, PD153035 is a
kinase inhibitor due to its ability to prevent ATP binding to these enzymes." Since mitoKare
is also inhibited by ATP and ADP, it is tempting to speculate that PD153035 activates the
channel by interfering with binding of these nucleotides to the protein. Interestingly,
PD153035 is, to our knowledge, the only compound capable of activating mitochondrial K*
uptake in the absence of added ATP or ADP, possibly due to displacement of endogenous

adenine nucleotides. This unique characteristic may render the drug more effective as an
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agonist. Another desirable characteristic of PD153035 is that its activating effects were

observed in the low nanomolar range.

4-anilinoguinazoline derivatives are currently believed to be viable clinical tools for
control of proliferative diseases, and act by inhibiting the epidermal growth factor receptor
family of tyrosine kinases.’** Quinazoline derivatives also act as antagonists of a-
adrenergic receptors and may be used as anti-hypertensives.® Our results uncover
another potential application for the derivative PD153035, as a powerful protective agent in
ischemic heart disease. Furthermore, our results demonstrate that this compound is
capable of substantially activating mitochondrial ATP-sensitive K™ uptake. Thus, PD153035
may be useful not only as a cardioprotective agent but also as a pharmmacological tool to

evaluate characteristics and consequences of mitoK, activity.
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Figure Legends

Fig. 1 - PD153035 improves cardiac function after ischemia/reperfusion.

Panels A-D: Perfused rat hears were submitted to left ventricular pressure measurements
after 15 min stabilizing perfusion, as described in the Methods section. PD153035 was
present at 10 pM, 1 nM or 100 nM (Panels B, C and D, respectively) during the full
experimental period. Panel A shows hearts in the absence of PD153035. After 10 min, the
hearts were submitted to 40 min ischemia by interruption of coronary flow, followed by 35
min reperfusion. Data are representative traces of 3 similar repetitions. LVP: Left

ventricular pressure.

Panels E-F: Averages + SEM of 3 experiments conducted under the conditions of Panels
A-D. DLVP: developed left ventricular pressure; DP: diastolic pressure. Values for 10 pM, 1
nM and 100 nM PD153035 concentrations were significantly different from controls at 85

min (p < 0.05).

Fig. 2 - PD153035 protects against cardiac cell damage promoted by

cyanide/aglycemia.

Panel A: Cardiac HL-1 cells were preincubated in standard media (see Materials and
Methods) containing 10 nM PD153035 (4A), the equivalent concentration of PD153035
solvent DMSO (0.05%; m) or no further additions (O, ¢). Where indicated, all cells except
controls (O) were treated with 10 mM K-cyanide (CN) and 2 mM 2-deoxyglucose (2-DG).
All cells were submitted to equal centrifugations and media changes where indicated by
the arrows.

Panel B represents average cellular viability at 140 min. HL-1 cells were treated as

described in Panel A. Where indicated, cells were preincubated in the presence of 60 pM
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5-hydroxydecanoate (5HD) and/or 10 nM PD153035 (PD). Data represent average cell
viability (see Materials and Methods) of 5 experiments + SEM.
*p < 0.05 relative to control and “CN + 2-DG + PD153035” at the respective time point. #p <

0.05 relative to “CN + 2-DG" at the respective time point.

Fig. 3 - PD153035 does not decrease mitochondrial Ca’ uptake, nor prevent
permeability transition. Isolated rat heart mitochondria (RHM; 0.5 mg/mL) were
incubated in 125 mM sucrose, 65 mi KC|, 10 mM HEPES, 2.5 mM P;, 40 uM arsenazo lll,
1.25 mM malate, 1.25 mM glutamate, 1.25 mM pyruvate and 1.25 mM a-ketoglutarate, pH
7.2 (KOH). Ca®* was added where indicated in four consecutive boluses of 10 pM, totaling
40 puM. Line a represents a control experiment with no further additions. Line b represents
an experiment conducted in the presence of 1 pM cyclosporin A, Lines c-f represent
experiments conducted in the presence of 1 nM, 10 nM, 30 nM and 100 nM PD153035,

sequentially. Data are representative traces of 3 similar repetitions.

Fig. 4 - PD153035 increases mitochondrial ATP-sensitive K* transport. Isolated rat
heart mitochondria (RHM; 0.5 mg/mL) were suspended in 100 mM KCI, 5 mM HEPES, 2
mM P;, 1 mM MgCl,, 0.1 mM EGTA, 1 pg/mL oligomycin and 10 mM succinate, pH 7.4
(KOH), and light scattering changes were recorded over the first 40 seconds to follow
swelling rates. Where indicated, 200 uM ATP, 10 nM PD153035, 20 pM DZX and/or 60 pM
5-HD were present. Panel A depicts representative traces, while Panel B shows average +
SEM swelling rates relative to control of 8 experimental repetitions. The black column
represents an experiment in which all K salts were substituted by Li*. *p < 0.01 versus

contral; *p < 0.01 versus PD.
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PD153035 does not change mitochondrial respiratory parameters

Rat heart mitochondria were incubated in 125 mM sucrose, 65 mM KCI, 10 mM HEPES,

2.5 mM K-P;, 0.4 mM EGTA, 1.25 mM malate, 1.25 mM glutamate, 1.25 mM pyruvate and

1.25 mM a-ketoglutarate, pH 7.2 (KOH), in the presence or absence of 10 nM PD153035,

as indicated. ADP (250 uM) and 1 pg/mL oligomycin were added to achieve state 3 and 4

respiratory rates, respectively. Respiration was measured using a Clark-type electrode,

and respiratory parameters were calculated as described in Materials and Methods. None

of the values obtained in the presence of PD153035 are significantly different from controls

(three independent preparations, experiments performed in triplicate).

Control PD153035
State 3 respiratory rate (nmols O, - mg protein™ - min™ 5349+ 253 53.76 +£2.47
State 4 respiratory rate (nmols O, - mg protein™ * min™ 692+0.24 6.47 +0.22
Respiratory control ratio (state 3/state4) 7.72+ 040 8.31+0.27
ADP/O ratio 2.31+0.09 2.32+0.09
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