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Neste trabalho estudamos o papel dos fons de ferro na peroxidacio
lipidica induzida por FeSO, em mitocdndrias isoladas de figado de rato (MFR).
Na literatura aparecem duas teorias distintas para explicar o papel dos fons de
ferro na iniciagio da peroxidagdo lipidica. A primeira propde que o ferro é o
catalisador das reagdes de Haber-Weiss e de Fenton que produzem o radical
hidroxila (OH) que atacaria os dcidos graxos polimsaturados das membranas.

Uma segunda hip6tese contesta a primeira, por considerar que o OH é muito
reativo para difundir-se dos sitios onde ¢ formado até 2 parte hidrofobica da

membrana, onde estio os acidos graxos passiveis de ataque. Neste caso, a
proposta € que a peroxidagiio lipidica seria indurida por complexos radicalares
formados por Fe™’, Fe* e O,. Estas espécies teriam reatividade suficiente para
abstrair dtomos de hidrogénio das pontes metilénicas entre as duplas ligagtes
dos acidos graxos polinsaturados.

Nossos resultados mostram que a peroxidagdo lipidica induzida por
FeS0y causa alieragdes na fluidez das membranas mitocondriais e é dependente
de uma relagfio Fe”"/Fe™ equimolar para atingir seu efeito méximo. Fatores que
levem a um aumento na velocidade de oxidagio do Fe?* a Fe'* pelo O,
confribuem para um aumento significativo da lipoperoxidaciio. Entre esses
estido a presenga de Ho0, , o vazamento de elétrons guando as mitocOndrias
estdo energizadas, e ions como Pi presentes no meio de reacdo. Os
experimentos em que a peroxidagio lipidica foi imbida pelo sequestrador de
radicais butilhidroxitolueno (BHT) permitem afirmar que a intciaglio do
processo peroxidativo depende da geragdo de uma especie radicalar além da

presenga de FeSO,. O fato do manitol, conhecido sequestrador do radical
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hidroxila, ndo ter apresentado efeito inibitorio sobre essa peroxidacio, somado
a observagiio anterior, permite descartar a hipétese de ser o radical hidroxila o
miciador do processo. Os resultados aqui apresentados, corroboram a hipotese
de que complexos radicalares de valéncias mistas de ferro e O, seriam os
miciadores da peroxidagio lipidica induzida por FeSO, em mitocdndrias

isoladas, nas condigtes por n6s estudadas.



2 - SUMMARY

Here we have studied the role of iron ions on the mitochondrial lipad
peroxidation induced by FeSO, in isolated rat liver mitochondria. There are
two hypothesis to explain the role of iron ions on the initiation of this
peroxidative process. The first one suggests that iron catalyses Haber Weiss
and Fenton reactions generating the hydroxyl radical (OH). This later would
attack the polyunsaturated fatty acids of the membrane phospholipids. The
second explanation discards a direct participation of OH, as it is a very

reactive species to difuse from its generating site to the hydrophobic part of the

membrane, where are situated the fatty acids. In this case, the proposal is that
the peroxidative process would be initiated by complexes of Fe?™ and Fe™ and
O,. These species would be reactive enough to react with the hydrogen from
the methylenic bridges between the polyunsaturated fatty acid double bonds.
Our results show that the FeSO,-induced lipid peroxidation canses
alterations on the mitochondrial membrane fluidity and the maximum effect is
reached when an equimolar Fe*'/Fe® relation is achieved. Conditions
favouring an increase on the Fe** to Fe®* oxidation by O, confribute to a
significant increase on lipid peroxidation. Among these are the presence of
1,0, the electron leak occuring when energized mitochondria were used and
phosphate ions in the reaction medium. The experiments showing that the
peroxidation is inhibited by butylhydroxytoluene (BHT), a known radical
scavenger, lead to the conclusion that to initiate the peroxidative process a
radical should be generated besides the presence of FeSO4. As mannitol was

found unable to inhibit this process and it is known that mannitol scavenges

OH, the hypothesis that hydroxil is the radical species needed fo initiate this



process can be discarded by our results, Moreover, our data support the
proposal that complexes of iron mixed valences and O, would be the real

initiators of the lipid peroxidation induced by FeSOy in isolated mitochondria,



3 - INTRODUCAQ

A - Membranas Bioldgicas

As membranas biologicas tém como principal fungdio, a
compartimentalizagio da célula ou de organelas celulares. Elas oferecem uma
barreira fisica para a saida e a entrada de algumas moléculas e fons e permitem
a passagem de outras mantendo assim a homeostase celular. A barreira

hidrofobica é formada principalmente por uma bicamada de fosfolipidios (além

de colesterol, esfingo ¢ glicolipidios) onde inserem-se proteinas com fungbes

variadas (carreadores, receptores, proteinas estruturals e enzimas), que para as
exercer precisam de um certo grau de mobilidade. Se os acidos graxos,
presentes nos fosfolipideos, fossem todos saturados, ficariam empacotados,
formando uma estrutura rigida que serviria apenas como barreira hidrofdbica.
Entretanto, as membranas celulares sdo constituidas de uma mistura de acidos
graxos saturados e polinsaturados (todos em cis) o que garante uma estrutura
menos ordenada ¢ portanto mais fluida. A variedade de fosfolipidios (com
diferentes cabegas polares) também contribui para a alteragio do grau de
ordem das membranas. Quanto mais especializada for a membrana, maior a
concentracio de proteinas e também de dcidos graxos polinsaturados (Cullis &
Hope, 1985). Outra carateristica das membranas mais especializadas ¢ a menor
concentracdo de colesterol na sua bicamada lipidica, uma vez que © estado
fisico da membrana, em temperatura fisiologica é de liquido cristalino e o
colesterol enrijece essa estrutura (Halliwell & Gutteridge, 1989b),

Os efeitos do enrijecimento das membranas sdo: diminuigdo da fluidez,

inativagio de enzimas ligadas a elas e alteraghes no metabolismo, chegando



6

eventualmente a causar a perda completa de sua mtegridade (Halliwell &
Gutteridge, 1980b).

O termo fluidez ¢ empirico e compreende alteragbes de ordem e
mobilidade das moléculas, na bicamada. Medidas de variagdo da ordem podem
ser feitas através do pardmetro de ordem “S” obtido do especiro de RPE
utilizando-se marcadores de spin adequados (McConnel, 1976). Fm geral,
esses marcadores sio derivados do acido estearico com o anel do radical
nitroxido ligado a carbonos especificos, e sdo facilmente inseridos dentro da

bicamada lipidica, O tempo de correlacio rotacional do marcador, refletindo as

variagbes no microambiente onde este se encontra, mdica o estado de

ordenamente dos lipidios e portanto pode ser usado como medida da fluides

das membranas (McConnel, 1976).
B - Mitocondria e membrana transdutora de energia

A mitochndria & uma organela subcelular, delimitada por  duas
meinbranas, funcionalmente distintas: a membrana externa,
compartimentalizadora e a mterna, transdutora de energia ¢ delimitante do
espago interno chamado matriz mitocondrial,

A membrana externa, delimitante do espago intermembranas, é rica em
porinas que somam 1 % das proteinas mitocondriais totais (Haworth & Hunter
1980). As porinas podem se associar em dimeros ¢ permitem a difusio
aparenternente passiva de moléculas com massa molecular entre 5.000 ¢ 10.000
Daltons. Levando-se em conta a permeabilidade da membrana externa, o
espago intermembranas apresenta uma composigdo i6nica préxima do meio

citostlico. Apesar disso, o espago intermembranas possui compostos que fhe



sfo especificos, como por exemplo a creating quinase ¢ a adenilaio quinase.
Recentemente, a existéncia de sitios de contato entre a membrana externa e a
membrana interna foi demonstrada (Kottke et alii, 1991; Brdiczka, 1991). Ao
nivel desses sitios de contato sugeriu-se um modelo de assoctacdo entre o
transportador ADP/ATP, a creatina quinase e a membrana externa
(Brdiczka,1991).

A matriz mitocdndrial, espago interno s membranas, € um meio aquoso
que embebe enzimas de variadas e importantes fun¢des no metabolismo, tais

como a descarboxilagio oxidativa do piruvato, o ciclo de Krebs, o ciclo de

Lynen ¢ a formagdo do carbomoil-fosfato a partir de NHy ¢ HCOs, enzimas

antioxidantes como glutationa peroxidase (EC. 11.1.9), glutationa redutase;
glutationa oxidada e reduzida, ATP, ADP, GDP, GTP, coenzimas (NAD e
FAD), metabdlitos como piruvato, acetil-CoA, e intermediarios do ciclo de
Krebs (citrato, isocitrato, a-cetoglutarato, succinil-CoA, succinato, fumaraio,
malato, oxaloacetato) além de DNA e RNA mitocondriais.

A membrana interna ¢ caraterizada por profundas invaginagbes (cristas)
e ¢ mmpermeavel & difusdo passiva de fons e compostos neutros com uma
massa molecular superior a 100 Daltons, como por exemplo a sacarose. Ao
contrario, ¢ O,, HyO e NH, parecem atravessd-la livremente. Outros
metabdlitos passam pela membrana intema por intermédio de transportadores
especificos que permitem a conexfo do metabolismo citosélico ao metabolismo
da matriz.

(s organismos aer¢bicos, obtém a malor parte da sua energia através da
fosforilagfio oxidativa, que ocorre nas mitocOndrias, mais especificamente na

membrana mitocondrial interna. Este processo estd acoplado a reoxidagio das

coenzimas NADH ¢ FADH, pelos componentes da cadeia respiratoria da



Krebs ¢ no ciclo de Lynen (na matriz mitocondrial) e também na via glicolitica
que ocorre no citosol. O NADH, gerado no citosol, é reoxidado através dos
sistemas de langadeiras “glicerol fosfato” ou “malato/aspartato” em diferentes
tecidos ¢ em diferentes espécies. Uma vez dentro da mitoctndria, como mostra
a figura 1, os elétrons provenientes do NADH entram na cadeia respiratoria
pela redugio do complexo I (NADH-CoQ redutase) e os provenientes do
FADH, pela redugio do complexo II (Succinato-CoQ) redutase). Os complexos
I e I reduzem a coenzima Q, que reduz o complexo I (CoQ-citocromo ¢

redutase) que por sua vez reduz o complexo IV (Citocromo € Oxidase B.C.
L9.3.1). No tltimo componente do complexo IV (citocromo aa;), ocorre a

redugdio total do O, a H,0. A variagio do potencial padrio de oxido redugéio a
pH 7.0 (E™), entre os pares redox NAD'/NADH (+0,324 V) e FAD/FADH, (-
0,219 V) e o par redox Ox/H, O (+0,816 V), indica que esta cadeia de reagfes

A

de oxido-reduciio ¢ altamente favorecida termodinds nicamente, produzindo
105,2 keal por mol de O, reduzido (Cramer & Koaff, 1989). A maior parte

desta energia é armazenada na forma de um gradiente eletroquimico de prétons

na membrana mitocondrial interna (AuH"), formado pelo bombeamento
unidirecional de prétons da matriz para o espago intermembranas que ocorre
como consequéncia da passagem dos elétrons pela cadeia respiratoria. O ApH"
possui dois componentes, um elétrico (&), com polaridade negativa no interior
da mitocondria e outro quimico (ApH), relacionados entre si de acordo com a
equacio:

AuHY = Ay - 604ApH (hH

De acordo com a teoria quimiosmética da fosforilagio oxidativa, a

energia gerada pela volta desses prétons para a matriz mitocondrial, pela FoF]-



De acordo com a teoria quimiosmoética da fosforilagio oxidativa, a
energia gerada pela volta desses prétons para a matriz mitocondrial, pela

Fol'i-ATP sintetase, seria utilizada por esta dltima para a sintese de ATP
{(Mitchell, 1961},

BdFtetiareledis

H* Membranas

CHamol

Figura 1 - Esquema da membrana interna da mitocfndria, mostrando a formagio do

potencial ApH' e a entrada de protons pela FoF1-4 TP sintetase.

Estudos mais recentes sobre a fosforilagio oxidativa (Bovyer et alii, 1977,
1982; Grubmeyer et alii, 1982; Hatefi et alii, 1987) tém mostrado que a sintese
de ATP na superficie da FoFI-ATP sintetase ndo necessita de fornecimento de
energia. Segundo esta hipltese, a passagem dos protons pela enzima,
provocaria mudangas conformacionais, que modificariam a afinidade desta
pelos substratos (ADP + Pi ¢ ATP). Assim, na conformacio em que a enzima
tem grande afinidade por ADP ¢ Pi, estes se ligam aos sitios cataliticos. Com a
mudanga na conformagdo (provocada pela passagem de H'), a enzima passaria
a ter maior afinidade por ATP ¢ entdo o ADP e o Pi reagiriam entre si

formando ATP, sem necessidade de fornecimento de energia. Com nova

mudanga conformacional o ATP seria expulso, utilizando a energia do
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gradiente de protons, ocorrendo novamente ligagio de ADP e Pi ao sftio. A
‘ol 1-ATP sintetase, tem trés sitios ativos para sintese de ATP (Boyer et alij,
1977, Hatefi et alii, 1987).

A membrana mitocondrial interna tem constituicio lipoproteica, com 80
% de proteinas ¢ 20 % de lipidios (em peso). Os lipidios garantem a fluidez
necessaria para o funcionamento das proteinas ¢ a impermeabilidade a protons
gue mantém o ApH" (Halliwell & Gutteridge, 1989b). A constituicdo lipidica
das membranas interna e externa da mitocOndria de figado de rato foi

determinada em conjunto (Cullis & Hope, 1985):
39 % - Fosfatidilcolina

35 % - Fosfatidiletanolamina
21 % - Cardiolipina
3 % - Colesterol

A cardiolipina, com suas quatro cadeias graxas altamente msaturadas, sé
existe na membrana interna, enguanto o colesterol s6 aparece na membrana
externa.

Para manter a fluidez, os lipidios da membrana mitocondrial mierna sdo
altamente insaturados, com média de 1,5 insaturagBes por acido graxo. A
presenca de cardiolipina na membrana tem sido relacionada com a atividade da
cadeia respiraténa, especialmente do complexo IIT (Ozawa et alit, 1987) e da
citocromo ¢ oxidase, indicando que a composicio lipidica da membrana além
de funcionar como barreira hidrofébica ou meio de reagfio para as proteinas de
membrana, também ¢ importante para o funcionamento das mesmas (Cullis &
Hope, 1985).

A parte protéica da membrana mitocondrial mterna ¢ composta

principalmente por translocases, responsaveis pelo transporte de metabdlitos
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bara os quais esta membrana seria impermedvel, e pelos componentes da

cadera respiratéria (af incluida a Fof 7 -ATP sintetase),
C - Oxidaces Biologicas: Fonte de radicais livres de oxigénio

Define-se como radical livre, toda a espécie que possmi um ou mais
elétrons  desemparelhados, Nesta definigdo pode-se inchur 0 dtomo de
hidrogénio, os dtomos de metais de transicdo e também o oxigénio molecular
(O2). O 0, no sen estado fundamental, possui dois elétrons desemparelhados

de spins paralelos. Devido 2 esta carateristica, para o O, oxidar outro 4tomo on

molécula, aceitando um par de elétrons ambos devem ser de spins também
paralelos. As biomoléculas em geral sfio espécies nilo radicalares, com grande
nimero de ligages covalentes. Os dois clétrons que formam a ligacdio
covalente possuem spins Cpostos que ocupam o mesmo orbital molecular e
desta forma, restrighies de spin evitam que o O, redgja prontamente com
biomoléculas (Halliwell & Gutteridge, 1990). A figura 2 mostra os diversos

estados da molécula de O,

Oy Estade Gy Ragdioal Ory® fou Gy
Foadsmental Anion Snperduide Berdnido Simg et

Figura 2 - Diferentes estados energéticos do oxigénio (Halliwell & Gutteridge, 1989a)
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A adigio de um elétron & molécula de oxigénio () produz o radical
anion superéxido (0,). Este, de fato, pode ser formado nio enzimaticamente
em praticamente todas as células aerObicas, como resultado do vazamento de
elétrons da cadeia respiratoria direfamente para o O,. Este vazamento ocorre
principalmente a nivel da CoQ e em menor grau pela NADH desidrogenase
(Boveris & Chance, 1972). O 02" pode ser formado também enzimaticamente
por ouiras oxidases, como por exemplo a xantina oxidase (Halliwell &
Gutteridge, 1989a). Duas moléculas de Oy dismutam-se espontinea ou

enzimaticamente, como consequéncia da agdo da enzima superdxido dismutase

(SOD). Esta reacio consome protons e produz peréxido de hidrogénio (O,

SO

Oy + O - HOp  + s (2)

Assim, fica evidente que toda vez que houver aumento na produgio de
Oy, inevitavelmente, ocorrers produglo de H,O,. A enzima superdxido
dismutase foi localizada tanto na mitocondria quanto no citosol, isto €, em
locais compativeis com os sitios de geragdo de Oy (Faber et alii, 1990),

O H0, também pode ser formado quando o Oy é reduzido diretamente
em dois elétrons, Esta reacdio é catalisada por oxidases presentes geralmente
nos peroxissomas {(organelas citoplasmaticas). O H,O, pode ser reduzido a
agua, pela agdo distinta de duas enzimas: Catalase (EC. 1.11.1.6), presente
principalmente nos peroxissomas, ¢ Glutationa peroxidase (GPX) (EC.
1.11.1.9), localizada tanto no citosol quanto nas mitocOndrias. A figura 3

mostra a aglo da Glutationa peroxidase, que utiliza o poder redutor do

NADPH e da glutationa reduzida (GSH) e precisa do auxilio das enzimas
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Clutationa redutase (GRT), Transidrogenase (TDH) e de Desidrogenases do
ciclo de Krebs (DH) (Chance et alii, 1979; Naqui et alii, 1986):

0, GSSG NADP NAD"

GPX GR TDH

H,0 GSH NADPH . NADH MAL

Figura 3 - Mecanismo de aglo do sistema Glutationa peroxidase/Glutationa redutase e sua

interagic com os sistemas redutores celulares.

A higagdo O-O do H;0, é uma ligagiio fraca e pode ser rompida pela
adi¢éio de mais um elétron, segundo a reagdo de Haber Weiss (equagdo 3), que
produz o énion hidroxila (HQ"), relativamente indécuo ¢ o radical hidroxila
(‘OH) uma das espécies mais reativas que se conhece. As principais fontes de
elétrons para esta redugio univalente do HyO; sfo fons de metais de transicio,
particularmente Fe’* e Cu". Estas reages sfio conhecidas como reagBes de

Fenton (equagtes de 4 a 6).

Oy + HyO, = O, + HO + OH (3)
0y + Fe™ — 0, + F (4)
Fe® + H0, —» Fe** + HO + OH (5)
Cu' + H0p, -» Cu** + HO + OH (6)

A mteragdio desses radicais com alguns alvos celulares desencadeia
eventos que podem levar & morte celular. Os alvos mais fmportantes so as
membranas celulares ¢ intracelulares, com o inicio ¢ a propagagio da

peroxidagdio hipidica; as proteinas ¢ as moléculas do DNA (nuclear e
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mitocdndrial) com o aparecimento de quebras efou ligagBes cruzadas com
proteinas, muitas vezes irreversiveis (Fridovich, 1986; Imlay & Linn, 1988).
Fisiolégicamente, embora todas as células  aerdbicas gerem,
enzimaticamente ou ndo, espécies radicalares, as abundantes defesas
antioxidantes dos organismos previnem o dano celular causado por estas
espécies. Além disso, moléculas sequestradoras de espécies radicalares, tais
como o ascorbato, a glutationa reduzida, a cisteina e o a-tocoterol, embora
oferegam protegfio menos especifica, também limitam o dano total da célula
(Kappus, 1985). Entretanto, ha uma série de condigBes nas quais a velocidade
de formagdo de espécies reativas estd aumentada e/ou as defesas antioxidantes
das células estio diminuidas. Neste caso, esta estabelecido um estresse
oxidativo, que pode resultar em dano ou mesmo morte celular. Ha teorias que
sugerem o envolvimento de radicais livres com processos de envelhecimento,
céncer, lesSes por radiagfio, danos celulares e tissulares pos-isquemicos e

também com o exercicio fisico (Imlay & Linn, 1988).

D - Peroxidacio lipidica, uma das possiveis comsequéncias do ataque de

radicais lvres.

As membranas celulares e intracelulares, especialmente a membrana
interna da mitocdndria, contendo grandes quantidades de A4cidos graxos
polinsaturados, sdo um alvo importante das especies reativas de O, (EROS).
Os radicais livres para se estabilizarem devem doar ou receber elétrons de uma
outra molécula, transformando-a numa espécie radicalar. Assim, wma das

carateristicas das reagies por radicais livies é que elas tendem a ocorrer em

cascata (Halliwell & Gutteridge, 1989a; Ryan & Aust, 1992).
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As msaturagdes dos 4cidos graxos polinsaturados nfo sdio conjugadas,
mas possuem entre si pontes metilénicas. As ligagdes carbono-hidrogénio do
radical metil dessas pontes, sdo enfraquecidas pela dupla ligagio adjacente,
tormando seus hidrogénios suscetiveis de serem abstraidos por radicais ivres.
Espécies radicalares potentes podem remover tal hidrogénio numa reagio que
deixa o carbono do fosfolipidio momentaneamente com um elétron
desemparclhado  desencadeando o processo  peroxidativo. Estes radicais
lipidicos (L) se rearranjam molecularmente em dienos conjugados. Os dienos
conjugados reagem com O, formando radicais peroxi (LOO). Estes radicais
peroxi sdo oxidantes potentes e conseguem abstrair um segundo dtomo de
hidrogénio de um outro 4cido graxo, propagando assim a cadeia de reagBes e
formando hidroperdxidos lipidicos {(LOOH). Desta maneira, o radical iniciador
COmMEgou um processo autocatalitico que no final converte a maioria dos 4cidos
graxos de membrana em hidroperdxidos lipidicos (Halliwell & Gutteridge,
1989b), conforme as equagdes de 7 a 9. O processo de peroxidagiio lipidica
prossegue, porque os droperéxidos lipidicos, na presenca de Fe®', podem ser
oxidados a radicais alcoxi lipidicos (LO) (equagdo 10), que sofrem quebra na
ligagiio C-C segninte e ddo origem a aldeidos de baixo peso molecular
(principalmente  malondialdeido e B-hidroxinonenal) e hidrocarbonetos

(principalmente etano e n-pentano).

L + R— L + RH (7)
Lo+ O - LOy (8)
LO; + L = LOH + 1, (9)

LOH + Fe” - LO + Fe™ + HO (10)
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“In vitro”, os aldefdos de baixo peso molecular, podem reagir com o
acido tiobarbitarico (TBA), formando complexos coloridos (Halliwell &
Gutteridge, 1989b). Estes complexos podem ser usados como indicadores da

ocorréncia da peroxidagfo lipidica nos sistemas bioldgicos.
E - Peroxida¢io lipidica induzida por Ferro

A capacidade do ferro de poder alterar seu estado de oxidagdo, potencial
redox e configuraciio eletrénica de spins, em resposta a diferentes ligantes o

qualifica para exercer as funges de cofator de varias proteinas (Reed, 1985:

Ryan & Aust, 1992), Desta forma, proteinas que contém ferro como cofator,
desempenham fung@es importantes na respiragdo celular, na liberagio de O,
para os tecidos, na sintese de DNA e regulagdo do ciclo de Krebs. Por outro
lado, as mesmas propriedades fisicas que permitem ao ferro participar como um
cofator em reagdes redox controladas, também o capacitam a agir como um
potente catalisador da oxidagdo de moléculas, quando ndo protegido. Néo é
sem motivo que, com a evolugio dos complexos protéicos contendo ferro, a
natureza tenha providenciado maneiras eficientes e ndo toxicas de controlar sua
absorgfio, transporte e armazenagem pelos organismos, como a utilizagdo da
ferritina, para estocagem nas células ¢ a transferrina para o transporte na
comrente sanguinea. O ferro ligado a essas proteinas estd eficientemente
protegido da oxidagio direta (Miller et alii, 1990; Ryan & Aust, 1992). Deve
ser destacado ainda o heme, grupo prostético da kemoglobina, mioglobina e de
citocromos, que € uma estrutura hidrofobica {(protoporfirina 1X), inserida num

bolséo hidrofsbico que protege o ferro da oxidacio,
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E bom enfatizar que nas oxidagdes biologicas, as reacfes diretas entre o
oxigémo molecular ¢ a maioria das biomoléculas so extremamente lentas,
quando ndo ocorrem na presenga de metais de transicio como catalisadores.
Os metais de transigiio, nfo tém restrigio de spin, portanto sio eficientes
transportadores de elétrons (Miller et alii, 1990). Entretanto, alguns estudos
feitos desprezam a importdncia desses metais catalisadores, por nio
considerarem a possibilidade de haver contaminantes metdlicos em seus
ensaios (Miller et alii, 1990; Ryan & Aust, 1992), sendo que o metal mais

abundante em meios bioldgicos é o ferro.

A despeito de um grande ntimero de trabathos, muitos detalhes dos

macanismos das oxidagdes catalisadas por ferro no sdo ainda conhecidos, em
particular a identidade gquimica do iniciador do processo de peroxidagiio
hipidica.

Uma das propostas mais frequentes indica o radical hidroxila {OH)
como o iniciador do processo (embora a maior parte das evidéncias sejam
indiretas)( McCord & Day, 1978: Gutteridge, 1984). De fato, o Fe’* pode
tomar parte nas reagdes com ¢ oxigénio molecular:

Fe™ + 0y - [Fe™-0;, — F&™0;] — Fe™ + 0y (11)
Perferril
O superdxido formado pode dismutar e formar HyO,, produzindo todos

0s componentes para as reagbes de Fenton e formagio do radical hidroxila,
conforme mostrado nas equagdes 3, 4 ¢ 5 (McCord & Day, 1978, Guiteridge,
1984). Assim, segundo esta hiptese, a adigio de sais de Fe** a um meio
completamente livre de peréxido lipidico polinsaturado desencadearia a
peroxidagio lipidica pela abstragdo de H por ‘OH. Esta sugestdo baseia-se na
observagdio de que este processo peroxidativo pode ser inibido por enzimas que

removem Hy,0, (Catalase e Glutationa peroxidase), sequestradores de ‘OH



18

(manitol ou formiato) ¢ por quelantes de fero (EDTA) (Halliwell &
Gutteridge, 1989a).

Por outro lado varios trabalhos sobre a peroxidagfio lipidica catalisada
por ferro mostraram pouca ou nenhuma correlacfio do radical hidroxila com
esse processo. Isto levou & proposta de outros iniciadores para o processo, tais
como o complexo Fe’'/Fe® ou ferro em complexos com o O, (Bucher et ali,
1983; Minott: & Aust, 1987a, 1987b, 1987¢; Driomina et alii, 1993),

Embora a maioria dos cientistas concorde que quando o ferro é
adicionado ao HyO, ou a sistemas geradores de O, seja formado radical

hidroxila (Halliwell, 1978; McCord & Day, 1978, Grootveld & Halliwell,

1986; Halliwell et alii, 1987; Halliwell et alii, 1988; Halliwell & Gutteridge,
1989b; Halliwell & Grootveld, 1987), Rush & Koppenol (1986) mudaram este
ponte de vista, com base em estudos detathados da degradagio do citocromo ¢
por misturas de Fe-citrato + H,O,. Fsses autores mostraram que a espécie
reativa formada ¢ o radical ferril e ndo o hidroxila. O radical ferril é um
complexo do O; com o Fe®', no qual o ferro passa a ter valéncia 4 (equacgio
12

Fe" + H,0, — FeOH™ (ou FeO™) +HO (12)

Forr}

Entretanto, evidéncias diretas que o radical ferril seja formado em
sistemas tipo Fenton ainda néio foram obtidas, nem hé qualguer evidéncia que
esta espécie seja detectada pela téenica de “spin-trapping” (Hallrwell &
Gutteridge, 1990). O préprio perferril (equagio 11) é outra espécie que se
sugere estar envolvida na iniciagio do processo de peroxidagfio lipidica
(Pedersen & Aust, 1975). Entretanto, de acordo com o que & conhecido da
quimica dos complexos de perferril parece que eles ndo tem reatividade

suficiente para abstrair hidrogénio diretamente das cadeias de acidos graxos
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(Halhwell & Gutteridge, 1990). Além desses, estudos da cinética da
peroxidagdo lipidica em microssomos ou lipossomos, na presencga de fons de
Fe’* e/ou Fe* levaram Minotti & Aust a proporem que a primeira cadeia de
iniciagdo requer um complexo Fe™*/Fe**-0,, ou pelo menos uma razdo critica
especifica de 1:1 Fe?*/Fe’ (Minotti & Aust, 1987a, b, ¢; Ryan & Aust, 1992).
Esta proposta foi baseada nas observagdes de que a peroxidagio lipidica
dependente de Fe®* em um sistema de membranas se processa mais
rapidamente na presenga de Fe™". Na verdade, varios outros autores obtiveram
resultados compardveis com estes (O'Brien, 1969; Braughler et alii, 1986;
Davies & Slater, 1987; Goddard & Sweeney, 1987; Ryan & Aust, 1992,

Driomina et alii, 1993). Por outro lado, ndo podemos nos esquecer que ja fo
demonstrado ha longo tempo que o ferro desempenha um segundo papel
importante na peroxidag#o lipidica, pois pode reagir com perdxidos lipidicos de
uma maneira similar ao HpO,, causando a quebra da ligacdo O-O com
formagéo de radical alcoxi (equacfio 13). J4 o Fe** pode formar ambos, radicais
peroxi e alcoxi (equagio 14).

LOOH + Fe** — Fe™-OH- + LO. (13)

Radical alconi

LOOH +Fe" — LOO + H' + Fe* - LO + Fe¥ +H,0  (14)
Radical peroxi Radical alooxi
Se considerarmos que as organelas sfio isoladas de células que foram
rompidas, ndo podemos descartar a presenga de peroxidos lipidicos. Também
os lipidios disponiveis comercialmente aparentemente poderfio estar
contaminados com perdéxidos lipidicos (Gutteridge & Kerry, 1982). Estes
podem formar radicais alcoxi e peroxi que so reativos o suficiente para
abstrair um hidrogénio e propagar a peroxidagio. Assim ndo haveria 2

necessidade da primeira fase de iniciagdo (equagfo 7). Os ions metalicos

adicionados no estariam fazendo mais que estimular a lipoperoxidagio por
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quebrar peroxidos lipidicos. Segundo Halliwell, nio é impossivel gue ferril,
perferril ¢ provavelmente complexos Fe*/Fe®™/0, iniciem a peroxidagdo
lipidica por sua capacidade de destruir esses peroxidos lipidicos (Halliwell &
Gutteridge, 1990),
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4-OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1 - Estadar o papel dos ions de ferro na mciagiio da peroxidagdo lipidica
otilizando, como sistema gerador de Oy e HoOy, mitocdndrias isoladas de
figado de rato, respirando em estado respiratorio 4.

2 - Identificar possiveis alterages na fluidez da bicamada lipidica

mitoctndrial, que estariam realcionadas a alteragfies em suas fungbies.



12

5- MATERIAIS E METODOS

A - Isolamento de mitocOndrias de figado de rato

As mitocOndrias de figado de rato (MFR), foram isoladas segundo
Schneider and Hogeboom (1950), utilizando-se fémeas de ratos adultos Wistar,
pesando cerca de 200 g, mantidos em jejum por 12 horas,

Apbs o animal ser sacrificado por destroncamento cervical, retiron-se o
figado, picou-se com tesoura, em meio de isolamento T (sacarose 250 mM,
HEPES 10 mM pH 74, EGTA 0,5 mM). Apos, homogenizou-se, em
homogeneizador Potter-Elvehjem por 2 minutos. Centrifugou-se, em centrifuga
Beckman modelo J2-21 (rotor JA20), por 10 minutos a 700 x g. O
sobrenadante foi centrifugado novamente a 12100 x g por 10 minutos. O
precipitado formado foi ressuspenso em meio I (sacarose 250 mM e HEPES
10 mM pH 7,4). A suspensio formada foi centrifugada a 14600 x g por 10
minutos. Ressuspendendo-se o precipitado formado, com o minimo possivel de
meio II, obteve-se uma suspensio mitocoudrial bastante pura. Todo este
procedimento foi feito mantendo-se a temperatura entre 0 ¢ 4° C. Para os
experimentos de andlise de TBARS, onde a presenga de sacarose §é
mnterferente, o sedimento de mitocdndrias foi ressuspenso em meio contendo
KCL 120 mM e HEPES 20 mM, pH 7.4.

Tanto no primeiro caso, suspenso de mitocdndrias em meio de
sacarose, como no segundo, suspensfio em meio de KCl, a concentragio
mitocOndrial foi determinada em termos de concentragdo de proteina, pelo

metodo do biureto, modificado pela adigio de colato a 1 % (p/v) (Gormall et

alii, 1949; Kaplan & Pedersen, 1983). Como padro foi utilizada uma curva de
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BSA (soroalbumina bovina). As leituras de absorbincia foram feitas a 540 nm

em espectrofotémetro Beckman modelo DU 640.
B- Determinacio do consume de O,

O consumo de O, pela suspensio mitocéndrial foi determinado
polarograficamente, utilizando-se um eletrodo, tido Clark, acoplado a um
registrador grafico.

Numa cela de vidro vedada, com agitagdo magnética, contendo 1,8 mL,

de capacidade total, colocou-se o meio para controle respiratério (sacarose 125
mM, KCI 65 mM, HEPES 10 mM pH 7.4, Pi 3 mM, succinato 5§ mM e

rotenona 5 uM) e adicionou-se suspensiio de mitocondrias em volume
suficiente para uma concentragfo final de 1 mg/mL. Registrou-se o estado
respiratério 4. Apés 3 minutos adicionou-se ADP 300 uM e registrou-se o
estado respiratdrio 3, onde ocorre aceleragio do consumo de O, devido a
fosforilagdo oxidativa. Depois de todo o ADP ter sido consurmido, a respiragio
das mitocOndrias volta ao estado respiratério 4. As velocidades de consumo de
Oy nos dois estados foi utilizada para o calculo do controle repiratério (CR). O
CR ¢ definido como a razdio entre o consumo de O, no estado 3 {respiragiio
estimulada pela adigio de ADP) e o consumo de O; no estado 4 (estado basal),
A preparagdo mitocondrial foi considerada adequada para os experimentos

quando o controle respiratério deu resultado maior que 4 (Nicholls, 1982).
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C - Peroxidacie lipidica observada pela andlise da formacio de

substincias que reagem ao dcido tiobarbitdrice (TBARS)

Um dos métodos para se quantificar os produtos da peroxidagfio lipidica
é o método de andlise da formago de substincias que reagem ao 4cido
tiobarbitiirico (TBARS). Este método consiste na andlise dos produtos finais da
peroxidacdo lipidica (perdxidos lipidicos, malondialdeido, € outros aldeidos de
baixo peso molecular) que, ao reagirem com o 4cido 2-tiobarbitGrico (TBA),
formam bases de Schiff, conforme mostra a figura 4. Esses complexos sio

coloridos ¢ sua concentraghio pode ser determinada por espectrofotometria a

535 nm, ou fluorescéneia a 515 nm de excitagfio e 555 de emissio (Ohkawa et
alii, 1979).

+ 2H0

Figura 4 - Formaclo dos complexos coloridos (bases de Schiffy entre o malondialdeido
(TBARS) e o dcido tiobarbitdnico (TBA).

Hste é um método simples e sensivel, embora despreze os produtos
volateis da peroxidagio lipidica (etano e n-pentanc) além de desconsiderar que

outros compostos, tais como prostaglandinas, tromboxanas, desoxiibose ¢

outros carbotdratos, possam formar bases de Scluff com o TBA. Na verdade, o
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préprio malondialdeido formado, pode formar bases de Schiff com grupos NH;
de wvarias biomoléculas (fosfolipidios, aminoacidos e proteinas, acidos
nucleicos e agucares). Assim para melhorar os resultados, apds o tempo
necessario para ocorrer a peroxidagdo lipidica (vinte minutos, na maioria dos
experimentos) adicionou-se butithidroxitolueno (BHT - um sequestrador de
radicats livres) 90 uM para paralisar o processo e também abaixou-se o pH
para 2,0, antes de se adicionar o TBA. Isto torna mais eficiente a formagio dos
complexos ¢ evita a formagio da bases de Schiff entre o malondialdeido e
outras biomoléculas e também a formagiio de polimeros de malondialdeido
(Kappus,1985).

Construcho da curva padriio

Para se quantificar a concentragdo de TBARS formados nas diferentes
condigdes experimentais, elaborou-se uma curva padrio, utilizando-se 1,1,3,3
tetractoxipropano (TEP), se transforma linearmente em malondialdeido
(MDA} Yagi, 1976). A figura 5 mostra a leitura de vamredura de emissdo no
espectrofluorimetro, com excitagio fixa em 515 nm, entre 520 e 600 nm. A
semelhanga nos espectros de emissfo (pico em 555 nm) indica que as mesmas
espécies devem estar sendo formadas tanto na amostra proveniente da quebra
do TEP, quanto na proveniente da indugdo de peroxidagio lipidica em
suspensfo mitocondrial, possibilitando o uso da curva padriio de TEP para

quantificar a concentragio de TBARS nas amosiras.
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Figura 5 - Espectros de varredura de emissio de bases de Schiff formadas pelas TBARS:
formadas pelo TEP (—} e aquelas provenientes da peroxidagio lipidica softida por
suspensio mitocondrial (1 mg proteina/mL) induzida por FeSOy (0,5 mM{—). Temperatura

ambiente, & de exitacio 515 nm.

Concentragfes crescentes do padrdo TEP (0 a 30 uM) ou 1 mg/ml de
proteina mitocondrial foram incubados & temperatura ambiente e aeradas, em 1
ml. de meio de reagfio (KCI 120 mM, HEPES 20 mM pH 7.4, succinato 5 mM,
rotenona 2 pM), durante 20 minutos. Apds a adigdo de BHT 90 pM, dividiu-se
a amostra em duas para aumentar a preciso do método. O pH foi corrigido
para 2,0 com I mL de H;SO4 0,04 M e apds adicionou-se 1 mL do reagente de
TBA (TBA 0,67%, SDS 0,4%, NaOH 0,06 M). As amosiras foram incubadas
em banho-maria a 90° C por 20 minutos. Apés répido resfriamento das
amostras em banho de gelo, a fase orgnica foi extraida com 3 mlL de n-
butanol. Fez-se a leitura em espectrofluorimetro, com excitacdo em 515 nm e
emissdo em 555 nm, conforme o grafico da fignra 6. A regressdo linear foi

calculada. As leituras provenientes das amostras foram convertidas em
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concentragdes de TBARS, usando-se esta curva padriio. Esta curva padrio

representa a média de 5 experimentos,

1 ) H v ¥ H
1% }
fo- i ¥
08 P .
0,6 - [
0,4 )
/rm:‘.,/

0.2 ygf”

s
ﬁ,@ N 1] 3 ¥ ¥ 14
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Fig. 6 - Curva padriio para dosagem de TBARS - Solugdes de conceniragles crescentes
de TEP foram incubadas por 20 minutos 4 temperatura ambiente em 1 mL de meio ¢ depois
foi adicionado T mL de H>80, 0,04 M e | mL de reagente de TBA, incubando-se por 20
minutos em banho-maria a 90° C, A fase orgénica foi extraida com 3 ml de n-butanol e

foram feitas as leituras em espectrofiuorimetro a 515 nm de excitagho ¢ 555 de emissdo.(r =
0,9965).

D- Determinagdio da concentracio de Fe®
Para se saber a concentragfio de Fe®* presente num determinado ensaio,

usou-se uma substineia que se complexa expecificamente com Fe®* e ndo com

Fe'" . Segundo Vogel (1979) os fons Fe?* reagem com a orto-fenantolina

7), formando um ion complexo que tem cor vermelha e cuja
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concentragdo pode ser determinada por especirofotometria a 510 nm. Este

método tem sido utilizado para se determinar a concentragio de Fe** em

experimentos envolvendo meios biolégicos (Minotti & Aust, 1987¢; Tien et

alii, 1982),

Figura 7 - Formula estrutural da orto-fenantroling

Construcdo da curva padrio

Preparou-se uma solugdo de FeSO; 50 mM, com ascorbato de potassio

150 mM (1:3) de forma que todo o ferro se mantivesse no estado ferroso (Fe’)

O espectro de varredura do complexo Fe®™-orto-fenantrolina é mostrado

na figura 8. Verificou-se a absorbincia maxima no A 510 nm.
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Figura 8 - Espectro de absorcio do complexo ¥*'/o-fenantrofing - Fe™ 0.5 mM + orto-
fenantroling 7,5 mM diluidos em H,0.
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Usando-se a solugfio estoque descrita acima, preparou-se uma curva
padriio com concentragdes de Fe®*entre 0 e 2 mM. Adicionou-se o-fenantrolina
7,5 mM. Mediu-se a absorbincia a 510 nm, originando o grafico da figura 9,
que representa a média de 5 experimentos e os desvios padriio. Calculon-se a
regressdo linear, ¢ esses dados foram utilizados para determinar a concentragdo
de Fe**, a partir da absorbéncia das diversas amostras.

A ourva feita com FeSO, sem ascorbato, nas mesmas condicdes de
tempo e de temperatura € igual 4 obtida na presenca do ascorbato (dado néo

mostrado).
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Figara % - Carva padrie de Fe2+/o-fenantroling - Concentraces crescentes de FoSO, com Ascorbato
(3:3) foram dilnidas em 1 mL de FLO. Adicionowse oro-fonantrolina 7,5 mM. As leituras foram foitas a
510 num. (r = 0 9995),
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E - Ressondncia Paramagnética Eletrdnica - (RPE)

A espectroscopia de ressonfncia paramagnética eletronica (RPE) € uma
técnica ntil no estudo das estruturas e dindmicas moleculares. E um método
sensivel e bastante adequado p&m, entre outras aplicagfes, sinalizar a presenga
de radicais livres e medir a fluidez de membranas biologicas (Borg, 1976).

Uma condigdo essencial para que se possa obter o espectro de RPE de
uma molécula é que esta possua um elétron desemparelhado{o que na natureza
é encontrado nos radicais livires ¢ em metais de transi¢do). Um elétron livre,

possuindo vma carga negativa, estd em constante rotagdo, originando um

campo magnético. Ao eixo em torno do qual o elétron gira é associado a um
campo magnético. Restrigtes quinticas determinam gue, em relagio a um eixo
de referéncia, s6 existam duas orientagfes de spin. Essas duas possiveis
orientaches do elétron, de igual energia, sfio designadas o e B e estdo
associadas a um namero quintico de spin (M;). O elétron livre, na auséneia de
um campo magnético externo, nfio tem preferéneia por um ou outro desses
estados, ou seia, seu estado de energia estd degenerado (Borg, 1976).

Quando submetidos a um campo magnético externo, os eletrons se
alinham ao campo, criando niveis de energia. Os de spin paralelo ao campo séo
um pouco mais estaveis que os de spin antiparalelo, por terem um nivel de
energia um pouco menor. Os de spin paralelo tem M; = -1/2 e os de spin
antiparalelo tem M, = +1/2, A diferenga entre esses dois niveis de energia (AE)
¢ dada pela equaglio 15,

AE = gBH (15)
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Onde g ¢ um fator do elétron que é dependente da espécie
paramagnética onde o mesmo esta situado, B € o magnéion de Bohr do elétron
e H a intensidade do campo magnético externo aplicado.

Quando se wradia uma amostra contendo elétrons desemparethados com
uma radiagdo eletromagnética oscilante (cuja energia de foton seja E, descrita
na equago 15), a energia do fiton pode ser transmitida aos elétrons orientados
paralelamente ao campo (de nivel de energia mais baixo) se esta energia E for
igual & diferenga de energia entre os spins o ¢ B (AE na equacdo 15). Neste
caso:

AE = hv = gfiH (16)

Neste caso os elétrons desemparelhados da amostra estarfio em
ressonancia com o campo. Alguns elétrons, com spin paralelo ao campo (M; =
~-1/2 ) absorverfio energia ¢ passarfo a ter spin antiparalelo (M; = +1/2) e apés
um certo tempo esses elétrons farfio o inverso.

B esta absorgio de energia (ou sua derivada) que é registrada na
espectroscopia de RPE. Instrumentalmente existe um campo de modulagdo
pequenc (0,5 a 5 G) com uma frequéncia de oscilagdio na faixa de 100 KHz e
paralelo ao campo magnético externo que serve para criar deslocamentos
rapidos do valor total do campo sobre a amostra e, desta forma, fazer rapidos
deslocamentos da posigio de ressondncia, F este artificio instrumental gue
permite a relaxacfo eletrbuica, isto ¢, que os elétrons descam para o nivel de
energia mais baixo, para novamente poderem absorver energia subindo para o
nivel superior. Sem este campo de modulagio o espectro de RPE nfo seria
observado.

De acordo com a distribuigiio de Boltzmann, as particulas energizadas

em diferentes niveis de energia sempre povoam os niveis mais estiveis.
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Considerando wma determinada amostra submetida a um  campo
eletromagnético nas condigfes da equaglio 17, onde hé N, elétrons de spin
antiparalelo com energia B, e Ny elétrons de spin paralelo com energia Eg, sua
distribuicio sera;

No/Np = exp [AE/KT] (17)

Onde k ¢ a cosntante de Boltzman e T a temperatura absoluta. Como
E<<kT, as populagBes dos dois niveis sdio praticamente iguais. Para uma
temperatura de 300 K e um campo de 3400 G tem-se gue Ny/Np= 1,0013, cu
seja hd uma diferenca de 15.107 spins. Mas como N ¢ bastante elevado, a
diferenca de populagiio total da amostra é geralmente muito grande. Supondo-
se N ~ 10" spins tem-se, pela relagiio acima, uma diferenca de populagio (AN
= Ny - Np ) de 1,5.10" spins, o que garante um bom sinal de RPE. O sinal
depende portante da diferanca de populagfes (AN) que faz com que a amostra
absorva suficiente energia do campo eletromagnético aplicado, e apresente o
espectro de FEPR. O espectro normalmente registrado ¢ a primeira derivada
dessa absorgio. Como explicado anteriormente, apenas uma pequena parte dos
elétrons contribui para o sinal de RPE e por isso hd necessidade de um sistema
eletrénico sofisticado de detecgfio e ampliagio (Borg, 1976).

A espectroscopia de RPE aparece no espectro eletomagnético na regido
das microondas (10" - 10" Hz) (McConnel, 1976, Borg, 1976, Tabak et alii,
1985.).

Uma das informacgBes mais importantes do espectro de RPE ¢ a
interagdio nuclear hiperfina, que consiste na interaglio entre o espectro de
ressondncia eletrénica e os campos magnéticos dos nicleos da espéecie

paramagnética, resultando na separagiio em dois ou mais componentes



33

desdobramentos hiperfinos), sendo assim um meio de se identificar a estrutura
do radical livre presente.

Neste trabalho, os espectros de RPE foram usados para medir alteragtes
na fluidez da membrana mitocéndrial interna, apds exposigiio 4 peroxidacio
lipidica.

Para se medir alteragSes na fluidez da membrana mitocondrial, usou-se o
marcador de spin 5-doxil estearato, que possui o anel do radical nitréxide
ligado ao carbono 5 (anfifilico). Da mesma natureza quimica dos fosfolipidios

cosntituintes da membrana, o marcador de spin se insere dentro desta e o seu
espectro de RPE pode fornecer informagdes sobre sua mobilidade (tempo de

correlagiio rotacional). Comparando espectros do marcador de spin em
membranas integras e submetidas a varios gravs de peroxidacdolipidica, pode-
se saber se houve alteragtes de mobilidade no ambiente onde as moléculas do
marcador de spin se encontram, tendo assim informagdes sobre o grau de
fludez da membrana. Geralmente as bicamadas mais fluidas sdo as mais
desordenadas devido ao maior passo de difusdo dos lipidios. O ordenamento
lipidico ¢ avaliado caloulando-se o parfmetro de ordem (8), que varia de 1
(totalmente rigido) a zero (totalmente fluido). Para o caleulo do parimetro S
sdo utilizadas as medidas dos desdobramentos hiperfino paralelo e

perpendicular aparentes, medidos diretamente nos espectros (figura 12). O

céleulo ¢ feito através da formula de Gaffney (1976):

T
§= Ly jﬁ% 1723

T +2T +2 (18)
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Onde Ty e T, representam respectivamente os desdobramentos
hiperfinos paralelo e perpendicular, e C é um fator de correglio empirico da

polaridada dado por: C= 1,4 - 0,053 (T, - T,) (Gaffney, 1976).

Determinaciio do pardmetro de ordem S

MFR (1 mg/mL) foram incubadas a 37° C, por 20 minutos, em 1,5 mL
de meio de reagdio contendo KCI 120 mM, HEPES 20 mM, succinato 5 mM,
rofenona 5 uM, Pi 5 mM, ¢ concentragbes variadas de FeSO4 (O a 2 mM). As

amostas foram centrifugadas durante 2 minutos, para concentragio da M

Apés adicionou-se a um tubo himpo o marcador diluido em etanol 5 mp/mlL,

R foi colocada sobre o filme do

evaporou-se o etanol com N gasoso e a M
marcador de spin. A concentragio do marcador na solugfo foi estimada em
2.10" M. Apds a adicdo do marcador, foi tirado o espectro de EPR e calculado

o pardmetro de ordem S, conforme descrito anterionmente.

Figura 10 - Espectro do marcador de spin dcido 5 doxil estedrico em MFR - MFR
Img/ml. incubada em meio de reaglio + acido 5 doxil estearico. Indicam-se os parimetros
2Tre 27T, utilizados na formula 18,
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Neste trabalho, estudamos o processo peroxidativo mduzido por FeSOy
em mitocndrias isoladas de figado de rato, acompanhando o actmulo de
produtos da lipoperoxidagfio determinados através de detecciio de TBARS,
alteragfo na fluidez de membrana estimada através da variagio do parimetro
de ordem S e pelo registro de consumo de O, pelas organelas.

As mitocndrias, quando incubadas por 20 minutos com concentragBes
crescentes de FeS0,, apresentam um aumento na formagfo de TBARS até uma

concentragio de FeSOy correspondente a 0,5 mM, quanto entio permanece

constante a concentragio de TBARS. Aumentando-se ainda mais a
concentragéio de FeSOy, verifica-se que ocorre diminui¢do da concentragiio de
TBARS a partir de FeSO4 1 mM. Esses resultados, conforme mostra a figura
11 refletem realmente o grau de lipoperoxidagdo, wma vez que a presenca do
sequestrador de radicais livres Butilhidroxitolueno (BHT) no meio de
incubaglio, previne completamente a formagdio de TBARS em qualquer

concentracio de FeSO, estudada.
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Figura 11 - Peroxidaciio lipidica induzida por FeSO4 - MFR 1 mg/mlL
foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, em meio 1sosmético
(KC1 120 mM, HEPES 20 mM pH 7.4, succinato 5 mM, rotenona % uMe Pil
mM), com concentragdes crescentes de FeS04 (—) ou adicionando-se BHT 90
uM antes da adigfo de FeSQ, ().

Utilizando-se o 4cido 5-doxyl estedrico como sonda paramagnética,
pudemos verificar que ocorre uma alteragiio nos espectros de RPE de
mitocOndrias antes e apds a lipoperoxidag#o induzida por FeSO,. Desses
resultados, mostrados na figura 12, obteve-se a determmacio do pardmetro de
ordem S, que é uma medida adequada do grau de fluidez das membranas {ver

item D, Materiais e Métodos)
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Figura 12 Espectros de RPE em MFR - Marcador de spin § doxil estearato inserido em
MEFR 1 mg/mL incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, nas condiges da figura
11, controle (-—),com FeS0,0,5 mM {—

Caleulado o pardmetro de ordem § para cada concentragdo de FeSOy
utilizada, pudemos observar que o aumento na formaco de TBARS
correlaciona-se com a diminuicdo da fluidez da membrana mitocondrial
conforme mostra a figura 13. Podemos observar também que o processo de
“enrigecimento” causado pela peroxidagdo parece atingir wm pico mdximo
(entre 0.5 ¢ 1 mM de FeS0y,); em concentragdes maiores ocorre aumento de

fluidez (diminuigfio do 8), até valores proximos aqueles da amostra inicial.
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Figura 13 - Alteraciio na fluidez induzida por FeSO, - MFR 1 mg/mL, incubadas nas
mesmas condigSes da figura 11, na presenga do marcador de spin 5-doxyl estearato. Para
cada concentragio de FeSOy, registrou-se o espectro de RPE e calculou-se o parfimetro de

ordem 8§ de acordo com a equaciio 15,

Esses resultados concordam com os obtidos por Driomina et alii (1993),
que ja havia sugerido a existéncia de uma concentracdo critica de oxidante
(Fe’"), designada [Fe?*s], apos o qual o Fe** parece agir como antioxidante.
Entretanto, esses experimentos que quantificam o actmulo de produtos
secundarios da peroxidagio lipidica e as alteragdes de fluidez das membranas
mitocondriais apds um certo tempo de incubagdo, nfio permitem o seguimento
da cinética do processo ao longo do temipo.

Com esse objetivo em mente, repetimos as mesmas condicBes de
incubagfio das mitocéndrias com FeSOq, registrando o consumo de O, pelas

organelas. Desta forma, obtivermos a curva mostrada na figura 14.
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Figura 14 « Registro de oxigrafo, mostrando os deis picos de consumo de O extra,
quande se adiciona FeSO, a suspensies de MFR respirando em estado respiratorio 4 -
MFR, 1 mg/mi, foi encubada por 3 minutos em mefo de reagfio (sacarose 125 mM, HEPES
10 mM pH 7,4, Pi 3 mM, succinato 5 mM), apos esse tempo foi adicionado FeS0, 0.5 mM,
registrando-se o consumo de Oy Pico 1 oxidacic de Fel+ a Fe3+ Pico 2 peroxidagio

lipidica.
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Quando adicionamos FeSOy a 1 mg de suspensio mitocondrial
respirando em estado respiratério 4 ocorre um primeiro pico de consumo de O,
extra, relacionado com a oxidagio de FeSO, e, apds um intervalo de tempo,
observa-se um segundo pico de consumo de O, extra, que correlaciona-se com
0 processo peroxidativo. Essa atribuigio dos fendmenos nos picos 1 e 2 baseia-
se nos estudos com variagfo da concentragio de FeSQy na faixa de 50 a2
mM, através dos quais obtivemos os dados apresentados na tabela I. Podemos
vertficar que, conforme aumenta a concentragio de FeSO, no meio de reacdo a
velocidade de consumo de O, no pico 1 também aumenta, No entanto, a

velocidade de consumo de Oy no pico 2 apresenta um estimulo maximo com

FeSO, 0,5 mM, a mesma concentragdo em que os tragados das figuras 11 e 13
atingem um valor méximo. Além disso, observa-se também que o mtervalo de
tempo entre os dois picos de consumo de O, vai ficando maior com o aumento
da coneentragfio de FeSO,, a ponto de ndo poder ser detectado quando atinge-
s¢ a concentragio de FeSO, 2 mM. Os dados correspondentes a V2 da tabela 1
foram plotados em fungfio da concentragdo de FeSOs e a curva confirma que o
consumo de O, pela peroxidagéio lipidica ¢ bifisico subindo de 0 a 0.5 mM de
FeS04 e decaindo de 0,5 a 1 mM (figura 15). Um resultado muito importante é
que a presenca de BHT impede a ocorréneia do segundo pico, sem alterar o
primeiro. Iste corrobora a interpretaciio que, no pico | o que vemos & o
consumo de O, causado pela oxidagdo de Fe™* a Fe¥. Como esta relagio nio
depende da existéncia de uma espéeie radicalar, o consumo de O, aumenta na
dependéncia de wma maior disponibilidade de Fe*' para ser oxidado,
independente da presenca de wm sequestrador de radicails no meio de

incubagfo. Por outro lado, a presenga de manitol (50 mM) ndo previne nenhum

dos picos de consumo de oxigénio extra, indicando que o consumo de O, do
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pico 2 ndo deve ser atribuido 3 formagdo do radical OH, uma vez que o
manitol € um conhecido sequestrador dessa espécie (Halliwell & Gutteridge,

1989a). Assim, embora a supressio do pico 2 por BHT nos permita concluir

que essa efapa, comespondente 4 peroxidagio lipidica ocorra através da
geragio de uma ou mais espécies radicalares, o resultado do experimento
realizado na presencga de manitol afasts a possibilidade de participaciio de OH

neste processo.

Tabela I+ Velocidade de consumo extra de oxigénio por MFR em estado respiratério 4
na presenga de concentragdes crescentes de FeSO, - MFR (1 mg/mL} foram incubadas
em meio de reaglo (sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM pH 74, Pi 3 mM,
succinato 5 mM e rotenona 5 ubM), na presenca de concentracBes crescentes de FeSQ, Os

picos 1 e 2 foram determinados conforme mostrade na figura 14, As adicBes de manitol ¢ de

BHT foram feitas diretamente no meio de reagdo e as de FeSOy apés 3 minutos de
respiragiio. V1 e V2 correspondem ds velocidades de consume de {hnos picos 1 ¢ 2 e At

corresponde ao intervalo de tempo entre a ocorréncia dos dois picos de consumo de 0.

[Fe2+] Vi At V2
M noat Oy mg 'min® () noat Oymg ' min’
0 0 0 o
50 1.96 9% 64,8
100 24,96 96 196,8
5GO 33,60 240 3984
750 163,20 264 168,0
875 356,40 288 1536
12506 240,00 384 1584
1500 331,20 480 1344
2000 408,00 nd* nd.*®
500 (-BHT 90 yM) 33,90 nd.* nd.*
500 (+Manitol 50 mM) 3390 245 3720

* n.d = nio detectado
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Figurs 15 - Curva lorentziana de V2 - Vadacio dos valores de V2 da tabela I {pico 2 de

consumo de O, - peroxidago lipidica) em fingfio da concentracio de FeSO,,

Este copjunto de resultados suportam a hipotese de que a
lipoperoxidagfio dependeria de uma relagio adequada de Fe**/Fe**, conforme
proposto por vérios autores (Bucher et alii, 1983; Minottd & Aust, 1987a,
1987b, 1987¢; Driomina et alii, 1993). O decréscimo, por nés observado, na
peroxidagio a partir de FeSOs 1 mM (figura 11) poderia ter relagtes com o
tempo de incubagio, que ndo seria suficiente para, em concentragdes de FeSOy
acima desse valor, proporcionar a oxidagio do Fe*'. Desta forma, repetimos os
experimentos nas mesmas condigdes, aumentando o tempo de meubacdo de 20
para 60 minutos. Nossos resultados, conforme mostra a figura 16, estio de
acordo com essa hipotese, ja formulada por Driomina e colaboradores (1993),
em que a etapa limifante do processo de peroxidagfo lipidica seria a da

obten¢do de uma relagio adequada Fe!*/Fe®,
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Fig. 16 -~ Efeito do tempo de incubacfio na presenca de ferro sobre a peroxidaciio
lipidica - MFR 1 mg/mL, incubada nas condigBes da figura 11 e aumentando-se o tempo de
incubacio para 60 minutos,

Uma vez caraterizado que o processo peroxidativo pode ser visualizado
através de qualquer uma das trés técnicas descritas acima {(determinagdo de
TBARS, RPE e consumo de O, mitocondrial) e que os resultados mostram que
ele é dependente de uma coneentragdo critica de ferro para ocorrer, passamos a
estudar o efeito de algumas condigdes experimentais sobre essa peroxidagio
lipidica induzida por FeSO, A figura 17 mostra o efeito do auwmento na
concentracio de mitocondrias (dosada pela quantidade de proteinas, em
mg/mL), no mesmo terpo de 20 minutos de incubago e na presenca de FeSO,
2 mM. Podemos observar que a peroxidagdo aumenta com o aumento da
conceniragdo de mitocondrias até atingir um patamar, mantendo-se entio nos
mesmos niveis méximos observados anteriormente (figura 11). Estes resultados

indicam que a concentragio critica de Fe2* & dependente da concentragio de
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membranas em solugdo sendo que o aumento na concentragio de MFR tende a

aumentar a [Fe*].
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Figura 17 - Efeito da concentracio de membranas sobre a peroxidaciio lipidica
induzida por FeSO, em MFR, - Concentragdes crescentes de MFR, incubadas nas
condigdes da figura 11, com FeSO, 2 mM.

Driomina et alii (1993) interpretaram resultado semelhante, obtido com
lipossomos de fosfatidileoling, discutindo a necessidade de se atingir wma
concentragdo local de ferro ligado & membrana como fator determinante no
desenvolvimento das reagdes de lipoperoxidagdo. Entretanto, nfio podemos nos
esquecer que em mitocdndrias energizadas, ocorre aumento da concentracdo
de O, ¢ HyO, gerados pela respiraciio mitocondrial. Passamos 2 estudar 0
efeito da inibigio da cadeia respiratéria, e por consequéngia da necessidade ou
ndo de Oy ¢ Hy0, para a ocorréncia do precesso peroxidativo induzido por
FeBO4. A figura 18 mostra que a presenca de | M de Antimicina-A (AA)
durante o perfodo de incubacdo com ferro diminui consideravelmente a

formagiio de TBARS. Entretanto é mantido o mesmo perfil de aumento e
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diminui¢8o nos niveis da peroxidago lipidica com concentracBes crescentes de
FeS0Qy. Estes dados sugerem que a formagéo de O, e H;0, que ocorre quando
as mitocOndrias estio respirando em estado respiratério 4 (Boveris & Chance,
1972) ¢ muito importante para o efeito de Fe?* ser maximo. Assim, repetimos
0s experimentos com mitocondrias desenergizadas (com AA) adicionando-se 1
mM de H,O, ao meio de meubagdo. Podemos observar na figura 18 que de
fato, a presenca de H,0, durante o periodo de incubagfio com FeSO,, quando
as organelas estdo desenergizadas é suficiente para reverter o efeito da AA.

Estes resultados sugerem que tdo somente a presenca de uma concentragio
adequada de FeSO, ndo ¢ suficiente para se atingir a extensdo da peroxidacio

lipidica observada nos experimentos anteriores, com as mitocondrias
energizadas. Além disso, esses resultados descartam a possibilidade dos fons
de ferro estarem reagindo com hidroperdxidos lipidicos que poderiam ter sido

formados durante o processo de isolamento das mitocdndrias.

) 1 I !
.//B;L. \\\\\\\\\\\\\
“g - ‘/.// Mﬁmmmmmwmvww&-‘
g
el | l\wm"---
t F
1.6 ' )

Figura 18 - Efeito da inibicfio da cadeis respiratoria mitocondrial sobre a perexidacio
lipidica induzida por FeSO, em MFR. - MFR | mg/ml. incubadas nas mesmas condicles

da figura 11 (), na presenca de Antimicina A 1 pM (——), e AA 1 M e H202 1 mM {—).
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Para verificar se o efeito observado com HyO, devia-se & formagiio do
radical hidroxila, via reacdo de Fenton, utilizamos manitol (sequestrador de
radical hidroxila) no meio de reagio com FeSO, na presenca e na auséneia de |
mM de HO,. Podemos observar (figura 19) que o manitol ndo foi capaz de
impedir o processo peroxidativo em nenhum dos casos, em concordincia com
o verificado nos experimentos de consumo de 0y mostrados na tabela I, Esteg
dados sugerem que o radical hidroxila provavelmente nfo seja a espécie

radicalar envolvida na iniciacdo do processo peroxidativo, concordando com
dados da literatura que citam outros sistemas geradores de radical 4nion
superdxido e Hy0, (O'Brien, 1969; Minotti & Aust, 1978a; Rush & Kopennol,

1986; Braughler et alii, 1986; Davies & Slater, 1987, Ryan & Aust, 1992;
Driomina et alii, 1993).
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Figera 19- Efeite do manitol sobre 2 perexidaciio lipidica induzida por concentragfes
crescentes de FeSOy em MFR - MFR 1 mg/mL. incubada nas mesmas condigbes da figura

H(—), acrescentando-se manitol 0,5 M (), manitol 0,5 mM e H202 | mM (.



Resultados anteriores de nosso laboratorio (Nepomuceno et alii, 1991) ja
haviam mostrado que a peroxidagdo lipidica induzida por Ca® e ¢
butithidroperéxido $6 ocorria na presenca de fosfato inorganico (Pi), e que a
substituicio de Pi por acetato mpedia a lipoperoxidacdio. Desta forma,
estudamos o efeito do Pi também sobre a peroxidagdo induzida por Fe®'
Nossos resultados, apresentados na figura 20, mostram que a presenca de Pi no
meio de incubagdo é importante para o aumento na formagdo de TBARS, e por
consequéncia, na peroxidagio lipidica sofrida pelas organelas. Podemos

observar que na auséncia de Pi hd um aumento lento e progressivo na

concentragdo de TBARS, conforme aumentamos 2 concentragdo de FeS0, de
30 uM a 2 mM e que concentragdes crescentes de Pi estimulam o processo
peroxidativo. Entretanto podemos observar que, além da dependéncia de uma
[Fe***], também observa-se uma concentragdo 6tima de Pi, que varia entre 0.5
e 1 mM. Somente na presenga destas concentragdes de Pi, o processo
peroxidativo passa a ser bifdsico, ou seja, dependente de uma concentracio
critica de Fe* conforme mostrado nas figuras 11 ¢ 13 ¢ tabela 1. Esses dados
indicam que a concentragdo de Pi também ¢é critica para a observagfo deste

efeito. A partir de entdio passamos a fazer todos os experimentos na presenga
de P11 mM.
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Figura 20 - Efeito do aumente da concentracio de Pi sobre & peroxidacio lipidica
induzida por FeSO, em MFR - MFR nas condigBes descritas na figura 11, sem Pi no meio

de incubagiio (—), na presenca de Pi 0,5 mM (), Pi 1 mM () e Pi § mM (-—).

Para realmente caraterizar o efeito observado anteriormente na figura 20
como especifico do fosfato, o substihdmos por acetato. Podemos observar
pelos resultados apresentados na figura 21 que essa substituiciio praticamente
elimina a peroxidagdo induzida pelo FeSOy reforgando a importincia da
presenca de Pi para a ocorrénecia de altos niveis de peroxidagfio em
mitocdndrias, quer a peroxidagio lipidica seja induzida por FeSOy, como neste
trabatho, quer o indutor seja a combinagio Ca?* e t-butil-hidroperéxido com ja

descrito na literatura (Nepomuceno et alii, 19910,
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Figura 21 - Efeito da adiciio de acetato de potdssio (I mM) sobre a peroxzidacfio
lipidica induzida por FeSO, em MFR - MFR 1 mg/mL incubada nas mesmas condices
da figura 11, com Pi (1 mM) (-}, 0u acetato de potassio (1 mM) no meio de reagdo ().

Na maior parte dos trabalthos de outros laboratorios, encontramos o uso
de FeS0; combinado com ascorbato ou com citrato, para garanfir a
manutengdo do ferro comoe Fe™* quer por redugfio (no caso do ascorbato) quer
paor quelagfo (no caso do citrato) (Kappus, 1985). Para melhor discutir nossos
resultados estudamos o efeito da presenga de ascorbato e de citrato nos
experimentos de lipoperoxidacio por FeSO,.

A figura 22 mostra que a presenga de ascorbato na proporcdo 0,5:1
(ascorbato/ FeSQ,) aumenta a peroxidacfo nas concentragbes iiciais de
FeSOy e desloca [Fe*™*] de 1 para 0,5 mM. Em concentragdes menores de
FeS04 a peroxidagio é ligeiramente inferior & verificada va auséneia do

redutor, A presenga de citrato, na proporgio 2:1, nfo alterou a [Fe®™*], nem
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influiu significantemente na peroxidagio quando comparada ao controle, na

auséncia do quelante.
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Figura 22- Efeito da adicfio de ascoerbate ou citrato sobre a peroxidaciio lipidica
induzida por FeSO; em MFR - MFR 1 mg/mL incubada nas mesmas condigbes da figura
11 (), na presenga de ascorbato (razio molar ascorbato/FeSQ, 0,5 1) (), na presenca de

citrato (razdo molar citrato/ FeSO, 1:2) ().

Para checar se a peroxidagfio lipidica induzida por FeSQO, no nosso
sistema era realmente dependente de uma razfio critica Fe*'/Fe™, conforme
demonstrado para microssomos ou lipossomos (Rush & Kopennol, 1986,
Minotti & Aust, 1987b) e mitocéndrias (Driomina et alii, 1993) e sugerido por
nossos resultados anteriores, realizamos uma titulagio com concentragdes
crescentes de Fe® sobre o consumo de Oy, Podemos observar pela tabela 11
que somente a presenca de Fe™ ndo foi suficiente para mduzir a peroxidagfo

lipidica nas mitocondrias. Entretanto, na presenga de Fe’', o aumento pa

concentragdo de Fe™" induziu um estimulo crescente do processo peroxidativo.



51

Em relagfio ao segundo pico induzido por Fe*" 50 uM, que correlaciona-se com
a peroxidagéo (conforme mostrado na figura 14) a peroxidagfo aumenta até a
concentragio de 50 uM de Fe™ apés a qual se mantém constante, sem alterar
inclusive o intervalo de tempo para sua ocorréncia (At). Esses dados indicam
que uma razdo critica de aproximadamente 1:1 (Fe**:Fe'") também ¢é importante

para que o processo peroxidativo se processe mais rapidamente na membrana

mitocondrial,

Tabela Il - Efeito da concentracfie de Fe™ sobre a peroxidagho lipidica induzida por
Fe50, em MFR - MFR 1 mg/mL foi incubada nas condigdes da tabela I adicionando-se
uma concentracio fixa de Fe2+ (50 uM) e concentractes crescentes de Fe™'. Vi e V2

correspondern ao consumo de O nos picos 1 e 2, conforme mostrado na figura 14. At

representa o tempo decorrido entre os picos.

[Fei+] [Fe3+] VI At A\

ph uM n, at.Oomg min™ (s} n, at.O;mg 'min”
0 500 zusente ausente  ausente

50 0 24 96 76

50 5 384 98 81,6

50 10 476 o7 91,2

50 25 528 98 100,8

50 50 54 98 120

50 160 57.6 98 1204

50 500 58 98 120

Uma vez que nossos resultados sugerem que quando valéncias mistas de
ferro estdo presentes a lipoperoxidaciio ¢ mais pronunciada, passamos a estudar
o estado de oxidagfio do FeSO, em algumas condigdes anteriormente definidas.

A figura 23 mostra que, durante o periodo de incubagfio de 20 minutos, a

concentragdo de Fe*' ndc varia, se estiver diluido somente em H;O. Esses



32

dados indicam que, na presenga de Oy, a oxidagio do Fe?" & muito lenta nio

sendo observado decréscimo de sua conceniragio.
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Figura 23 - Determinacio da velocidade de ovidachio de Fe’ em funciie do tempo
usande FeS0, diluide em HL,0. - Partindo-se de concentragdes crescentes de FeSOy em 1
mi. de HoO, o decaimento de concentragio de Fe'' foi determinado pela adicio de orto-
fenantrotina 7,5 mM, medindo-se a absorbéncia em 510 am. Concentragfes de FeSQy 0,05
oM (), 0,1 mM (—), 0,5 mM (- ), 1 mM (), 1,5 mM (3, 2 mM (-,

Por outro lado, os dados da figura 24 mostram que, se o FeSQ, estiver
diluide no meio de incubagfo (KC1 120mM, HEPES 20 mM pH 7.4, suceinato
5 mM, Pi 1 mM e rotenona 5 uM), a concentragdo de Fe™ decai
exponencialmente, como resultado da oxidagdo do Fe** a Fe®, cuja presenca a
orto-fenantrolina ndo detecta. Fsta oxidaglo parece ser bifdsica, com uma fase
mais rdpida ocorrendo nos primeiros 5 minutos de ncubagdo (insergdo da

figura 24). O valor das constantes de velocidade (k) variou de 7.10% a 25,107
min”, quando variamos o ferro de 50 uM a2 mM.
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Figura 24 - Determinacio da velocidade de osidaglio deo Fe™ em funcio do tempo
usando FeSO, dileido no meio de reache. - Mesmas condigBes da figura 22, substituindo-
¢ a Ho0 pelo meio de reagiio (KCI 120 mM, HEPES 20 mM pH 7.4, succinato 5 m,
rotenona 5 4M e Pi 1 mM). Concentracfes de FeS0y: 0,05 mM (—), 0,1 mM(—) 0,5 mM
(), I mM (), 1,5 mM (), 2 mM () Na insergio retas de regressiio linear.

Podemos observar pela fipura 25 que a presenga de MFR (1 mg
proteina/mlL) provoca apenas um ligeiro aumento na velocidade dessa reagio.
Estes dados nos indicam que a presenga do meio e do Oy ¢ suficiente para o
Fe™ se oxidar. Neste caso, possivelmente esteja ocorrendo a formagéo de um
complexo com o Oy, sendo que esta formagfio ¢ muito pouco afetada pela
presenga da MFR. O valor das constantes de velocidade (k) variou de 8.107 3
28,10 min"! quando se variou a concentracfo de FeSOy de 50 uM 2 2 mM. Na
verdade o aumento da velocidade na presenga de MFR deve ocorrer
principalmente pelo aumento da quantidade de (, disponivel na amostra, ja
que a solubilidade do O; ¢ maior em meios apolares como as membranas, do

que em HyO (Halliwell & Gutteridge, 1989a). Além disso, esses dados também
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nos indicam que algum componente do meio estd sendo importante para

estimular a oxidacéio do ferro.
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Figura 285 - Determinaciio da velocidade de oxidaciio de Fe® em funcio do tempo
(¥eSO, diluido no meio de reaclio com MFR). - Mesmas condigdes da figura 23,

acrescentando-se MFR 1 mg/mlL. Concentragbes de FeSOy 0,05 mM 2, 0,1 mM{-) 0,5
mM (), 1 mM (), LS mM (), 2mM { ) Na insercdo retas de regressfio linear

Considerando a necessidade de uma concentragdo otima de Pi (figura
20}, além de uma concentragdo critica de Fe*'/Fe™ (tabela 1I), para a
ocorréncia do processo peroxidativo, fizemos uma titulagfio com concentragdes
crescentes de Pi adicionados ao meio de reagfio e sepuimos ¢ estado de
oxidaglo do ferro nos primeiros 5 minutos de incubagdo (periodo no qual
ocorre a fase rapida de oxidagfio). Podemos observar pela figura 26 que, de
fato, ¢ a presenga de Pi no meio de reago que acelera a oxidacfio do Fe',

Além disso podemos observar que em maiores concentraghes de Pi, a
velocidade de oxidagdo aumenta, produzindo um estimulo maximo perto de |

mM de Pi. E importante salientar que a mesma concentragio Otima de Pi
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fiecessaria para se observar niveis maximos de peroxidacdo (figura 20), é a que
oxida mais rapidamente o ferro.
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Figura 26 - Efeito de concentraces crescentes de Pi sobre a oxidagio do Fe' em MFR

- FeS04 0,5 mM, incubado nas condices da figura 24, variando-se a concentracio de Pi do

Da mesma maneira, se titularmos o estado de oxidagdo do FeSQ, pelo
Hy(,, ebservamos estimulo de oxidagdo, dependente da concentracio de H,O,
(figara 27), sugerindo que o HyO, é mais mmportante para o processo
peroxidativo na MFR por sua acio como oxidante de ferro do que por ser um
gerador de radical hidroxila, em concordéncia com nossos experimentos na
presenga de inibidores da cadeia respiratéria e 1,0, (figura 18) ou manitol
(sequestrador de OH) ¢ HyO, (figura 19), e dos experimentos de velocidade de

consumo de O, (tabela 1) na presenca de manitol, em concordancia com outros
autores (Minotti & Aust, 1987b).
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Figura 27- Efeito da titulagiio com concentraghes crescentes de Ha0, sobre a oxidacio
do Fe'* em MFR - FeSO, 0,5 mM, incubado nas condigBes da figura 24 (—), com Hy0,:20
MM (), 50 UM (), 100 uME—), 250 uM( ), 500 pM(—),
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6 - CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados sugerem que a etapa determinante da
ocorréncia da peroxidagdo lipidica em mitocéndrias incubadas com FeSQ, ¢ a
da oxidagdo do Fe™ a Fe®™. A presenca de Pi, numa razdo molar 1:1 (Pi :
FeSOy) ¢ importante para a oxidagho do Fe*'(figura 26) e para a peroxidagio
lipidica (figura 21). Esta oxidagdo ocorre muito lentamente na presenca de O,
somente, conforme os resultados da figura 24 ¢ qualquer condigdo que acelere

essa oxidaglio, permitindo que se alcance uma relagdo Fe''/Fe™ equimolar,
proporciona que se atinja o méximo de peroxidagdo para uma dada quantidade

de mitocdndrias (tabela T1). Entretanto, o fato do BHT niio impedir a oxidagéio
do Fe’* mas anular totalmente o processo peroxidativo (tabela I) permite ainda
propor que provavelmente o iniciador da peroxidagdo lipidica seria um
complexo entre os fons Fe*"/Fe®™ ¢ Oy, embora neste trabalho ndo POSSArnos
afirmar qual radical estaria especificamente envolvido no processo iniciador da
peroxidagdo lipidica (Fe**-0,-Fe™, ferril ou perferil). Descartamos ainda a
proposta da necessidade de participagio do radical hidroxila como iniciador do
processo de peroxidacio lipidica em nossas condigles experimentais (tabela I).

Embora a atribuigio do radical de ferro envolvido ainda seja
controversa, 0 agente comum no processo peroxidativo é sempre o ferro.
Sendo assim, qualquer disrupgfo no metabolismo deste metal de transigdo “in
vivo” é potencialmente téxica porque ¢ ferro na presenca de Oy, quando ndo
controlado  enzimaticamente, pode ser um elemento muito nOCivo

principalmente pela sua capacidade de iniciar processos oxidativos.
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