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REZUMO

Mitocdndrias de figade de rato gquando acumul am ca® na

presenga de um prooxidante come diamida ou { -butilhidroperéxido
apresentam WM inchamento de grande amplitude & colapso  do
potencial de membrana C(A¥0. Triflucperazina, um neuroléptico da
classe doS fenctiazinicos, @m concentragdes (18 - 48 LMD as guais
ndo inibem a respiragio ou © influxe de ca® para =2 mitocdndria,
protege Significantementa exta organela contra o5 sfelitos
duletérios do cation mais um prooxidante. Em contraste a isto, em
concentracbes mais altas do gue 100 M a droga potencializa estes
efeitos deletérios do célcic e prooxidantes € tem efeito de
danificar per & 2 meinr ana mitocondrial intarha. E proposto que a
prutacﬁo conferida pela droga < mediada por mudancas na gstrutura
tridimensional de proteinas de membrana @ Que isto acarrete
diminuigdco da prmducﬁo de agregados proteicos, interligados por
pontes diszul feto, gue ocorrem guando suspensoes mitocondriais
scumulam célcic sob condicBes de eostresse oxidativo. E propesto
Lambém gue esles agregados astejam relacionados com © fentmene de
1ipcpgr0xidac§o. pois & chmervado que a droga protege contra os

ofwitos deletérios induzidos pelo compl exo citratO*Fezﬂ



SUMMARY
Isolated rat liver mitochondria underge extensive swelling and
disruption of membrane potential when they accumulate ca®* in the
presence of a prooxidant such as diamide or (-butylhydroperoxide.
The phenothiazinic drug triflucoperazine, at concentrationsz (15-48
uM> which do not inhibit either respiration or the influx of ca®t
into mitochondria, significantlly protects mitochondria against the
deleterious effects of Ca* plus a prooxidant. In contrast, at
concentrations higher than 100 puM the drug potentiates these
deleterious effects of Ca° and prooxidants and presents =&
damaging effect per se on the inner mitocheondrial membrane. It is
prcpos@ci that the protection conferred by the drug is mediated by
changes in membrane proteins structure that decrease Lhe
production of protein Lhiol cross-dir;l'cing that occurs when
mitochondria accumulate calcium under oxidant stress conditions,
It is also propossd that the protein aggregates are correlated
with the lipid peroxidation, because it is observed that the drug

protects against Lhe deleterious effects induced by citrate-Fe®

compl ex.
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1~ INTRCODUCED

O procxidantes =80 moléculas capazes de gesrar espécies
reativas de oxigénio ou perturbar o equilibrio redox da céiula,
Lornandoe-a susceplivel hs espécies reativas de oxigdnio 55 Las
sspeécies Lém  capacidade de oxidar &atomos com elétrons ndo
compartilhados, tais como, atomos de carbonos insalurados de
dcidos nucléicos e lipidens e dtomos de enxofre de grupos
sulfidrilas periencentes .a aminoicidos de proteinas de membrana
COLIVER et =21ii, 19782, formando agregados proteices (FAGIAN i
alii, 18900,

Come exemplo de prooxidantes podemos citar diamida (acide
avodicarboxiliceo bis [dimetilamidall, t-butil hidroperdxdido
{ZRIVASTAVA el alli, 18740, acido éS-aminclevulinice C(ALAD
CHERMES-LIMA =2t alli. 19813, menadicona & aloxana (RICHTER & FREI,
1988).

As espécies realivas de oxigénio normalmente encontradas em
organismes vives sBo:r {on superéxido CO:) » © radical hidroxil

COH D » o perd>xddo de hidreogénio CHzC}z).

I~ REACOES QUIMICAS DOS PROOXIDANTES

A diamida reage diretamente com os grupamentos sulfidrilas,

como moslrado na seguinte reacfo (SRIVASTAVA b alli, 19740

GSH . =, el C12
Diamida
Froteina~SH . = Frotefna-8’ B =]
piomitda
G857 + Gs° = GS56 gc
Proteina-5° + Gs’ = Protelna-S-S-G 4D



O t-butilhidroperéxido oxida GSH em um passo enzimilico
simples., por =servir come substrato para a enzima Glutationa

Peroxidase. como descrito na squagao seguinte:

CCH > ~C~0-0~-H + 2 GEH = CCHab ~G-0-H + GIE6G + HZO
t-butilhidro- Glutaotiona Alcool L-
peroxide Peroxidase butiltico 85D

Has sesquactes de (1) a (82, depois de fermada a ponte

dissulfeto a reacfo pode prosseguir da seguinte forma, gerando

sspdcies reativas de oxigénic (SWALLOW., 1973; FLOHE et alli,

19762
RSSR” + o = RSSR’ ced
RSSR® + 02 = RESR* + Oz C(ion superdéxidod ]
o: + RSH =+, RS' + HO_ (peréxido de (8

hidrogéniod

kS’ + R'S’ = RESR? Cad

Onde R e R’ representam glutatiocna ou protwina de membrana.

O wlétron da reaglco (8) vem de algum agente redutor como por
exemplo NADH.

0 ion peréxide e © perdxido de hidrogénico, gerados nas
reacdes (72 & (8) , podem se combinar na seguinte forma. gerando o
radical hidroxil (CROSE et alli, 19872

' + 2+ 3+

o'+ HO + H + Fe » Fe + O + HO + oN CioD
2 2 2 2 2 . R .
radical Hidroxl

. 3+ . z+
0 {on Férrico (Fe 2 pode ser reduzido a Ferroso (Fe 3 pelo
ion superdxido:

o + Fe = Q + Fe C115

z 2



0 perdéxido de hidrogénio pode oxidar GEH servinde de
substrato para a enzima glutationa peroxidase (de nmaneira

swmelhante B gue ocorre com © t-butilhidroperdxidod CPGVOA,

189880
2 G= + H O = 2z HO + 2 GzZ6 €12
2 2 Glutationa 2 A N
X gluiationa oOxidado
reroxi<dase

A integridade estrutural da membrana celular e das menbranas
das organelas intracelulares dependem de um nivel apropriade de
a3H., B importante regular a razdo tiecl /dissulfete em protelnas,
através de reacdes de intercimbio, e a protecio de lipidecs contra
peroxidac8o alravés da intercepclo de radicais livres e a
decomposicio de hidroperdxidos lipidicos C(KOSOVER et =alli. 1209
a-d; KOSOWER & KOSOWER, 1875D.

O radical hidroxil COH' D pode atacar lipideos de membranas
pela abstragie de Atomos de hidrogénio, deixando wum radical
carbono (R -COOH) gque combina com o oxigénie C(HALLIWELL &
GUTTERIDGE. 19886J:

R--COOH + OH' = HO + R" ~CQOH Cizd

2

R’ —COCH + 02 = Oz'~R“COOH <142

peroxt-radical

Entre outras reacbes, o peroxi-radical peode atacar lipideos
adjacentes na membrana para propagar a seguinte reagic em cadeia
CHALLIVELL & GUTTERIDGE, 1980):

Oz'~R"COOH + H-R-COOH = R'~COOH + H*OZ—R“COQH C153

perdmideo lipidico .

R' ~COCOH + Oa = Oz'wR—COOH Cied

Onde R corresponde a uma cadeia longa de carbonos insaturados ou



nfo., Além disso. perdxides lipidicos podem se fragmentar para
produzir uma grande variedade de produlos, incluindo mais radicais
e aldeidos gque séo altamente citotdxicos, mesmo em guantidades
pequenas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 19800,

0 complexo Citrato-Fe’ produz peroxidagfo lipidica devido a
formacio de radical hidrexil., <ome delineade nas equacoes abalxo

CHMINOTTI & AUST, 19870:

Fol' + o > Fe© + o a7
s 2
oF + eH” = H O + o c1ed
A 2 =2 =z
sFe’  + O, * =i > EFet  + H,O c1ed
Fett o+ H O = Fe°W  + OH" + OH <20

A membrana coelular ¢ danificada por atagque de eospéoies
reativas de oxigénio. principalmenie na auséncia de GSH. Isto &
muito bem demonstrado pelos efeilos dos azoésteres (por sxemplo a
diamidad nas células vermelhas do sangue sobh condigles especificas
CKOSOWER et alli, 19809 a—d; KOSOWER & KOSOWER, 18752.

No esquema 1 s8o mostradas as alteracbes provocadas por
radicais livres que ocorrem a nivel de membrana (FREEMAN & CRAPO.
18820,

A transidrogenase NADH - NADP” dependente de energia .
jocalizada na membrana mitocondrial interna, possui um papel
especial no mecanismo de defesa conlra estresse oxidativo (HOEK &
BPYDSTROM. 19832, Ela catalisa =a transferéncia reversivel de
hidrogénieo entre os nuclectideos de piridina. de acorde com a
seguinte reacio:

NADH + MHADP NaD + NADPH €210
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é;;t,a enzima & capaz de funcionar como uma bomba  de protoen
utilizando o gradiente elelroquimico de H* geradoe pela respiragio
pelo fato de deslocar a ceonstante de equilibrio da reag8o acima na
direclo de producio de NADPH (HOEK & RYDSTROM, 1e82). O NADFH
assim formado € uma importante fonte de equivalentes redulores
para a regeneracio de GSH mitocondri al consumida durante a reducido
de Hzoz pelo sistema enzimdtico glutationa redutase-peroxidase
COSHING & CHANCE. 1977; HOEK & RYDSTROM. 12282,

Em geral os radicais livres s8o destruidos na cé&lula por
enzimas antioxidantes., como a Superdoxide Dismutase (S0 e a
Catalase (FRIDOVICH. 1876; POVOA, 19880,

Quande hid aumento da conceniracfo de espécies reativas de
oxigdnio. o sistema antioxidante da celula se torna ineficiente &
uma =ituacioc de estresse oxidative & criada. provocande na maloria
das vezes danos celulares irreversiveis.

A toxicidade de Hzoz e outras espécies reativas de oxigénic &
um problema biocldgico de grande importincia, tanto sob condi gOes
fisioldégicas gquanto patolégicas (ERNSTER, 1988). Por esta razao
estas espécies estio relacionadas com a ocorréncia de varias
dosngas no organismo, dentre as quais podemos citar: pancreatite
aguda, artrite reumatdide , catarata C(CROSS &t alli, 19872, & om
caso de isquemia, como por exemplo, gangrena provogada por frio

intenso (MANSON et alli. 188510,

~]



11— MOVIMENTG DE Ca®t  ATRAVES DA MEMBRANA MITOCONDRI AL

IHTERENA.

A entrada » saida de ¢a® em mitocédndrias ocorre por
diferentes vias CCROMPTON, 18882, Adicico do calion a uma suspensic
de mitocondrias energizadas (oxidando succinato, por exemplod
resulta na estimulac8o da respiragio. extrusdc de prétons =
entrada do ion na organela. A entrada & um processo puramente
eletrofordético, dirscicnade pelo componente elétrico (polencial de

membranad do total da forga motriz de prétons, ca®t

& transportade
com duas cargas positivas via um transportader. O iransportador
tem uma balxa afinidade pelo ca®’ com um Km entre B e 320 uM,
dependendo do tecido de corigem da mitoctndria e da composicio do
meic. Vermelho de Ruténio, um complexe de Ruténio amoniacal
hexavalente. inibs esta entrada (VASINGION et alli, 1972; POZZIAN
et alli. 1977). DeterminagBes do potencial elétrico (A eom
mitocéndrias energizadas fornecem valores préximos de 150 mV.
A=sumindo este valor e considersando que a membrana € negativa na
face interna, a razdo sentire o Ca®" livre na matriz mitocondrial e
no citoplasma, calculada pela equagdo de Nernst, seria igual a
10°. 0s valcres experimentais encontrados s8oc muito inferiores a
distribuicio termodindmica esperada (DRAHOTA et alli., 1865; POZZAN
et alli. 19772 e sugesrem a existéncia de dois sistemas difsrentes
para © transporie de Ca2+, um para a captagfco e oubro para a
jiberacio, indepsndentemente regulados., Desde que na mitoecdndria
energizada ¢ polencial elétrico de H & sempre negativo

. . o 2+ . - ~
internamente, a liberagdc de Ca durante a respiragic nac deve

ocorrer por mecanisme elebtroforético mas sim eletronsutro. D



fato, tem side demonstrada liberac8c de um ion ca®’ em troca por
dois fons Na' om mitocéndrias de Lecidos excitédveis C(CARAFOLI et
alli. 1974; CROMPTION et alli,'19763 ou de um ion Cazt por dois
ions H em cutros tipos de mitocdndrias C(AKERMAN, 1878a; NICHOLLS,
1878, FISKUM & LEHENINGER, I87ED. Aocredita-se assim gques  a
distribuiclio de Ca’ entre a matriz o o citoplasma seja cindtica e
determinada em condicdes de “steady-state" pela razdo entre as
velocidades de influxo & efluxe através de duas wvias diferenies
CPOZZAN et alli, 1977; AKERMAN, 1Q78b).

Durante estudos da estequiometria entre o acimule de célcio,
ejecic de H' e captagio de 02 por mitocdndrias de coragéo de rato,
VERCESI ot alli (19783 cobservaram que guande succinato sra usade
como substrato na presenga de rotencna, a retencio de cilcio pelas
mitocdndrias era maior do que guande estavam oxidando substratos
ligados ao NAD", Al guns pesquisadores propuseram uma regulacio do
transporte de ca®’ via o estado redox dos nucleotidecs de piridina
de mitocéndria de figado C(LEHNINGER et =&11i, 18782 e cCoragac
CCOELHO % ?ERCESI, 1980). De acordo com ssta proposta, a liberacio
de Ca°’ mitocondrial seria favorecida pelo estado oxidado dos
nuclectideos de piridina. |

Peqguenas quantidades (da ordem de nanomoles por mg de
proteinad de t-butilhidroperdxide ou perdxide de hidrogénio
induzem a oxidacio de nucleotideos de piridina mitocondrial por um
sistema snzimatico consistindo de glutationa peroxi dase,
glutationa redutase [(NADCPIH] e a transidrogenase dependente cle
energia [NADCPD transidrogenasel] C(OSHINO & CHANCE, 1977; SIES &

MOSS, 1978; LOTSCHER et alli, 1979), Hidroperdxidos induzem



lib@facé‘io de ca®’ em mitocéndria de figado de rateo CL.(DTSCHEé et
alli, 1979; BELLOMO et alli, 1982 a; BELLOMD ot =211i, 18982 b;
JEVELL et alli, 1882; RBELLOMO et alli, 1924, VERCEERI. 1284).

Diamida tambdém induz liberagio .d:a ions Ca®’ om mitocodndria de
figado de ralo, devideo A formagio de pontes dissulfete entre
protei nas da membrana mitocondrial (VERCESI et alli, 1288; FAGIAN
et. alli, 190D,

Em principio, ca’t pode deixar a mitocdndria de trés
maneiras: por permeabilizacio inespecifica da membrana interna,
por reversfc do transportador o pela via de liberag¢fo esspecifica
CaZ+/’pr-oﬁ,0n Cou Na’d. Permeabilizacfo inespecifica e reversio da
via de entrada sfo fendmenos poucs provavels de acontecerem sob
condi¢des normais, mas podem tornar-se importantes durante
isquemia e anexia C(BEATRICE et alli, 18802, Portanto, o
cotransportador eletroneutro seria © Unice responsavel por uma
liberacio de Caz+ fisiclegicamente relevante.

Liberag8o ndo especifica de Ca®’ como uma consedqiiéncia da
perda  da imp&rms&abjlidada da membrana interna & um fendmesno
paralelo ac colapso do potencial de membrana, enirada de protons e
inchamento mitocondrial de grands amplit,uae CEBEATRICE &t alli,
12280; VERCESI =t alli. 19883,

Liberacido de Caz* através da reversio da via de entrada
ccorre gquande © polencial de membrana cal abaixoe de 1230 mV
CNICHOLLS, 1978). por exemplo., na presenca de desacopladores,
Colapso deo potencial de membrana pode também ocorrer através do
aumento inespecifico da permeabilidade da membrana interna.

A iLriflucperazina, um anlagonista de calmoedulina usada na

10



clinica médica come neurclépticoe (VALE =t alli, 18833, protege
patas de coelhoe contra lesio isquémica em gangrena provocada por
fric intenso C(BEITNER et alli, 1080). Sabe-se que neste tipo de
gangrena estio presentes espécies reativas de oxigénic (MANSON et
211i, 18912, No esquema 1J sZo mostradas as estruturas gquimicas
planas da triflucperazina (AY, diamida C(B) e t-putilhidroperoxido

CCo,

ii



2*‘”’('3
2“?

N CFj A
S

O @)
[ |
gmmTwcww_Nmomec%
CH CH
3 | 3 5

ESGUEMA 11X



111~ OBJETIVOS

Meste trabalho estudaremos os efeitos da trifluopsrazina, on
suspensdo de mitocdndrias de figade de rato trétada pelos
prooxidantes diamida ou ¢-butilhidroperdxide e ions calcio. A
nossa hipdtese inicial & de gue esta droga possa proteger contra
og danos provocados por @étas prooxidantes < ca®’. outros relatos
da literatura gque podem sustentar a idéia de gue a droga possa
proteger contra danos induzidos por ﬁr@oxidant@s e calcio , & o
fato de que ela protege contra a formagao de ponles dissulfelo
entre proteinas de membrana de eritrocitos (HOMES & PIETTE, 197005.
Associande estas idéias, © nosso objetivo & usar a triflucperazina
para tentar conseguir evitar a formagdo das pontes de disul feto
entre moléculas protsicas, = como conseqgiléncia disto saber se
- podemos evitar a permeabilizacio da membrana mitocondrial e todos
os fendSmencs ligados a isto, tais como: colapso do polencial de
membrana CA¥, inchamento mitocondrial de grande amplitude, saida
de ¢a® e aparecimento de agregados proteicos.

BINDOLI e colaboradores (19772 demonstraram que a inibigio da
formacio de pontes de dissulfeto pode evitar ou pelo menos
retardar a lipoperoxidacio em membranas. Bassado nesies dados,
nés tentaremos verificar também se a Triflucoperazina pode prolteger
a membrana mitocondrial da lipoperoxidagio induzida pelo complexo

Citrato-Fe o .

iz



Z— MATERIAIS E METODOS

I~ OBTENCAOC DE MITOCONDRIAS HEPATICAS:

A obtengio de mitocdndrias de figado de rato foi baseada no
método de SHNEIDER & HOGEEOOM modificado (19502,

BPatos Vistar de 4 a B meses pesando entre 200 - 280g e
mantidos em jejum por 12 horas foram decapitados, sem injecio
prévia de drogas, e o figado retirado o mais ripido possivel e
depogitade em uma solugfo contende sacarose 250 mM. Hepes 2 mM,
CpH = 7.22 e EGTA 0.8 mM num béquer em banho de gelo picado. Apos
o Tigado ter sido triturade e lavado duas vezes com a mesma
soluclo, procedeu—se & homogeinizaclo com a selucde citada
anteriormente., O EGTA item fungic de quelar © cdlcio contaminante
do meio & svitar os efeitos nocivos do ion durante o isclamentoa. O
homogeneizado C(obtido com hemogeneizador Potter-Elvehjem? foi
centrifugade por 8 minutos a 800 xg em centrifuga refrigerada a
4°C. O scbrenadante feoi mantido em banho de gelo e o sedimento
novamente homogeneizado ¢ centrifugado nas mesmas condicHes., A
mistura dos dois sobrenadantes foi centrifugada durante 10 minutos
a 12.100 xg a 4°C. Nesta etapa aparece uma fina camada lipidica
por cima do sobrenadante que foi removida com © auxilic de um
pincel fine e de uma pipeta de FPasteur. Descartou-se o
sobrenadante e o sedimento foi resuspensc em sacarose zZ50 mM,
tamp8c Hepes 1,0 mM (pH = 7.2 e EGTA 0,3 mM & novamente
centrifugade por 10 minutoes a 12.100 xg a 4°C. © sedimento
resultante foi suspensc em meic de sacarose =50 mM, tampace Hepes
1.0 mM CpH = 7,22, mantido em banho de gelo e utilizade dentro das

6 horas subsegiientes para se evitar a inclusio, nos resultados, de
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fatores ligados ao envelhscimento da prepar agao.

11~ DOSAGEM DE PROTETNA MITOCONDRIAL:

A qguantificacBo de organelas na suspensae oblida  fol
eulabelecida em relaclo ac contelGde total de proteinas, dosado
segundo o métoede do biureto CGORNALL et alli, 12482, modificado
pela adigfio de colato 1% CKAPLAN & PEDERSEN, 1983, Uma soluclo de

BSA a 1% foi utilizada como padrio.

7I1- MEIO DE INCQUBACAO:
O meic bisico usade na incubagio para  as  diferenles
determinacies em mitocdndrias de figade de rate & composto de;

sacarose 123 mM, KC1 68 mM, HEPES B mM (pH = 7,23, rotenona © ML

IV~ MEDIDA DA VARI ACAO DO VOLUME MITOCONDRI AL

Em nossos experimentos usamos um espectrofotdmetra SLM AMINCO
DWW 2000 ‘ajustade para © comprimento de onda de B20 nm., Foi
acoplade a este aparelho um PLOTTER para registrar as variacdes de
volume mitocondrial, induzidas pelos prooxidantes diamida e ¢ -

butilhidroperéxido (L-butOOH) » o complexo citrato-Fe* ',

V- DETEEMINACAC DO POTENCIAL DE MEMBRANA:

Determinou-se o potencial de membr ana a partir da
distribuiciio do cition lipofilico tetrafenilfosfdnio CTPPD enire
o meio de reacio e a matriz mitocondrial, usando-se um eletrodo
ezpecifico construide em nosso laboratério de acorde com KAMO st

a2lli €1979). Heste eleircodo utiliza-se uma membrana de clorelo de
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polivinila (PVCY, contendo tetrafenilborate (TPE) como Lrocador de
ions. A membrana & preparada com a mistura de 2 ml de
tetrafenilborato de sdédie 10 mM, dissolvide em tetrahidrofurano
com 10 ml de uma soluglic de cloreto de pelivinila (PYVCY 8% (prvd
contendo dioctilftalato 158% C(vo/vd. A solugdo & colocada em uma
placa de Petri (80 cm® de dread o deixada A temperatura ambiente
para permitir a evaporacio do seolvente (tetrahidrofuranocd.

A membrana assim obtida € transparente e tem 0,15 a 0.2 mm de
sspessura. Com o auxilioc do mesmo sol vente empregade na obtencio
da membrana. cola-se um fragmento da mesma a extremidade de um
Lubo de PVE ¢7 cm de comprimentors0,3 cm de difmetrod. Preenche-se
2 Lubo com solucio de TPPT 10 mM, que servira como solugio de
referéncia interna C{TPP+}“?. Psla extremidade absrta deo tubo
introduz-se um outro Lubo mais fino contende em seu interior um
fio de A3 AgCl em contato com uma sclucico de agar 1,84 (prsvd) em
KCl saturade, para viabilizar a captagio do sinal produzido pelo
sletrodo, conforme mostra o painel (a2 do Esquema II1I. Antes do
usc & necessarico gue a membrana seja ativada, mantendo-se o©
eletrodeo por uma noite em solucdo de TPP' 10 mM. A diferenca de
forca eletromotriz CAE) entre o eleirodo de PP’ & um eletrodoe de
 referéncia I[painel (b)) do Esquema I11I) foi medida por um
potencitmetire com um registrador conectado (UNIVERSAL POLAROGRAFH
OH-105). As concentracgtes de TPP® no meio de reaclo podem, entio,
cor monitoradas continuamente, e os valores de A¥ calculados

usando-se a eguagio abalxo:
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{a) {h) (C)

Filamento da prota Eletrdmel ' (TEp ) ex {pm)
glro
|
t
1l El . l
£l eiredo de
; : referincia e Regisircdor
{1t
]
. <r——— Elefrodo de PP =
— Penle de Agar ~ KCI 4,8 AE=z200m¥Y
te—Cdmaorg da incubogdo
' 0,3 AE = 1BOmY
- [TPP*] ex
a— Salueds de referéncln — . '
{'{ppi] in C:::: lma
Agitador magnétice 22,2 BE={E0mV
<—- Membrong

47,6 - AE =140 mV

ESOUEMA 1I1I: Esquema ilusirative da montagem de um eletreodo de
TPP* €ad), diagrama da aparelhagem usada para medir o potencial
clétrico de membranas om mitocdndrias (b)Y e curva de calibragio do
sletrodo (cl.

AE = diferenca de forca eletromotriz.
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AV = 2,3 R T log Cvd - 2,2 R T log 10 THE/ZRT = D

F Vo - F
onde v, V¥ @ AE representam respsctivamente o volune mitocondrial,
volume do meio de reaclo e potencial do eletrodo fornecido pelo

o + - - +
gradiente de concentracfo de TPP atravdés da membrana do proprio

eletrodo. Os valores de AE foram calculsados pela equacfo:

AE = 2,8 R T log <TFP>in ~ <TPPex
F

onde ., {TPP+}@X refere-~se a concentracio de TPP' no meio de reaclo
o {TPPDin = 10 mM. Os sinais do eletrodoe (AED foram guantificades
com auxilio de wuma curva de calibracfo construida com adigles
conhecidas de TPP' a0 meio de reacio [painel (¢d do Esquema III).
O volume mitocondrial considerade foi de 1,4 ul por mg de proteina
mitocondrial segundo KAMO et alli (1€78)., Os valores obtidos desta
maneira foram corrigideos de acordo com JENSEN ot alli, 18845,

VI~ DETERMINACAC DOS MOVIMENTOS DE ca®’ NO MEIO:

Variacdes das concentragdes de ¢a®’ livre no meio de reacio
foram determinadas por medidas no espectro de absorbéncia do
Arsenazo I1I CSCARPA, 12979, usando o espectrofotémetro SLM AMINCO

DW 2000 no par de comprimento de onda 878 - 883 nm.
VII -~ ELETROFOCRESE EM GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA

Amostras de suspensdes mitocondriais com 800 ug de proteinas,

ingubadas por 10 minutos a 20°C em meio bisico foram colhidas e
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submetidas a um processo da‘B ciclos sucessivos de congelamentio e
dezcongel amento em nitrogénio liguideo. A seguir fol adicionado
1.58ml de HZO deiconizada. © material foi centrifugado p?r £ minutos
a 2000 xg em centrifuga Eppendeorf Incibrds Spin I. O sedimento
ohitido foli resuspendido e novamente 1.8 ml de HZO deionizada foi
adicionado para nova centrifugacio nas mesmas condicbes. Esses
procedimentos tiveram por finalidade proveocar o rompimento da
membrana mitocondrial e libesracfco de proteinas da matriz. Apas
desprezar o sobrenadante, sedimento foi ressuép@ndido em 100 pl de
zolugdo contendo SDS 8%, Tris-HCG1 280 mM pH 7,4, EDTA 10 mHM =
SARCAN 0SS 1,85 MCLiu et alli, 1€77). As amostiras foram aquecidas a
100%¢ por 3 minutes e suas concentracdes protdicas finsils dozadas
pelo método descrito por Lowry et alli (198102, Foram aplicadas 10
ug de proteinas ao gel de eletroforese, com 0,01% de =azul de
bromolfencl como marcador de corrida. A wletroforese fol eita em
gel de peliacrilamida-SDS em um sistema descontinue como descrito
por LAEMMLI 18702, O gel de resclugio foi de 12% om acrilamida e
o gel de smpacotamento de 2,8% A vollagem inicial foi de 100 mV;
v logo gque as amostras alcangavam o gel de rescluglo, a voltagem
foi diminuida para 28 m¥Y & as amostras eram deixadas por 12 horas
A temperatura ambiente., 0 gel foi entdo corade com nitrato de
prata como descrilo por BLUM et alli (18872,

Apds a coloracio o gel foi secado a temperatura ambiente
entre duas folhas de papel celofane, de acordo com a descrigio de

JUANG et alli (19242,
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VIII~ PRODUGAQ DE LIPOPERGXIDOS EM MEMERAMAS

A lipoperoxidacio foi conseguida incubando a . suspensao
mitocondrial com 2 mM de citrate e, acs 2 minutos de reacio
adicionando 80 uM de sulfato ferroso amoniacal [FeCNH4)2 CSO432L
Este Gltimoe foi preparado poucos minutos antes de ser ulilizado,
para evitar sua oxidag¢dc natural a Fe " pelo oxigénio do ar

segunda CASTILHO et alli (18920,
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

I- EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE TRIFLUOPERAZINA

2+

SOBRE O INCHAMENTO MI TOCONDRI AL INDUZI DO FOR Ca MATS

PROOXIDANTES EM MITOCONDRIAS ENERGI ZADAS.

Sabe-se que diamida e t-butilhidroperéxido quando presentes
em meio de incubac8c contendo mitocédndrias, mitoplastos ou
particulas submitocondriais conduzem & queda do potencial de
membrana e inchamento mitocondrial de grande amplitude (VERCESI et
alli, 1988; FAGIAN et alli, 1980D. |

Os experimentos das figuras 1 e 2 mostram as diminui¢des de
absorbincia Cinchamento mitocondrial) de suspensdes mitocondriais
energizadas e desenergizadas, respectivamente. Estas primeiras
foram incubadas na presenca ou auséncia de 10 uM de ca®*
Ccontaminante do meio); 300 uM de t-butilhidroperdxido Cpainel AD
ou 300 uM de diamida (painel B) e diferentes éoncentracées de
trifluoperazina. A linha a mostra gque nenhum inchamento ocorre na
ausénecia de Ca*’ e prooxidantes. A linha b indica a existéncia de
uma velécidade lenta de inchamento na presenca de Ca2+‘
contaminante somente, mas o tracado ¢ ilustra a ocdrréncia de um
rdpido e extensivo inchamento quando ca®* contaminante e um
prooxidante estavam presentes simultaneamente. Linhas d e e
mostram um grau‘crescenté de inibi¢3oc na velocidade e ;xtensﬁo do
inchamento mitocondrial quando a concentragfo de trifluoperazina
no meio aumenta de 15 para 35 uM, respectivamente. Entretanto, a

linha f indica que quando a concentracdo da droga & aumentada para

45 uM, a inibic3o do inchamento diminui. Isto pode sugerir que, em
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Figura 1- Efeito da concentracfo de trifluoperazina sobre o
inchamento mitocondrial induzido por
t-butilhidroperdxido, diamida e calcio contaminante em
mitocdndrias energizadas.

Proteina mitocondrial ©O,5 mg~-/ml fo.1 incubada em meio basico
pH = 7,2 contendo succinato 2 mM (30 °Cd. Painel A: ad EGTA 1 mM;
b)Y calcio contaminante 10 pM; <3 t-butilhidroperdéxide 300 uM +
cilcio contaminante; d) experimento ¢ + trifluoperazina 158 uM; ed
experimento + trifluoperazina 35 uM; £ experimente ¢+
trifluoperazina 48 uM; gd experimento ¢ + trifluoperazina 250 uM.
A linha tracejada corresponde a triflucoperazina 250 yM na ausenc1a
de ions cilcio e t-butilhidroperdéxido.
Painel B: As mesmas adicdes anteriores, sendo que o
t-butilhidroperéxido fol substituido por diamida 300 uM.
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concentracdes mais altas, trifluoperazina per se danifica a
membrana mitocondrial. Isto & confirmado pelos experimentos da
linha g indicando que numa concentracfo de 250 uM, a droga n3o sdb
aumenta o inchamenté mitocoﬁdrial induzido por Cé2+ mais um
prooxidante, como ela induz d(tanto nas condi¢des energizadas é
desenergizadas), per se, um swelling mitocondrial de grande
amplitude (linha tracejada da figura 23. Este efeito de altas
concentracdes de trifluoperazina estid de acordo com resultados
anteriores da droga em outras membranas C(LUCCHESI & SHEID, 1988) e
na membrana interna mitocondrial de Trypanosoma cruzi (VERCESI et
alli, 1901>. Nés acreditamos que este fendmeno esteja ligado a
mudanca tridimensional, pela droga, de proteinas de membrana que
constituam poros gque controlem a entrada e saida de Ions da
organela. A mudan¢a nestas proteinas deve alterar o controle delas

sobre a passagem de fons, causando uma répida entrada destes na

organela e como conseqgiiéncia um grande inchamento desta.

II- EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE TRIFLUOPERAZINA

2+

SOBRE © INCHAMENTO MI TOCONDRI AL INDUZIDO POR Ca MAIS

PROOXIDANTES EM MITOCONDRIAS DESENERGI ZADAS.

O uso de mitocéndrias desenergizadas para estudar o mecanismo
de permeabilizacZo da membrana por ca® mais prooxidanteé tem a
vantagem de eliminar o© envolvimentoc da respiracio, mudancas no
potencial de membrana e o efluxoc e influxo do cidtion através da
membrana mitocondrial interna. Pelo fato de n3o existir potencial
de membrana na mitocéndria desenergizada, o influxo de ca® deve

ser dirigido por um gradiente do cétion através da membrana
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_ Figura 2- Efeito da concentracio de trifluoperazina sobre o
inchamento mitocondrial induzido por -
t-butilhidroperéxido, diamida e cilcio em
mitocdndrias desenergizadas.

Proteina mitocondrial foi incubada 0,5 mg/ml em meio bésico
contendo Antimicina A S0 ug/ml C30°C)>. Painel A: ad EGTA 1 mM ; bD
t-butilhidroperéxido 300 uM; <) calcio 300 uM; dd cllcio 300 uM +
t-butilhidroperéxido 300 uM; e experimento d + trifluoperazina 195
puM; D experimento d + triflucoperazina 35 pM; g3 experimento 4 +
trifluoperazina 45 pM; h) experimento d + trifluoperazina 250 pM.
A linha tracejada corresponde a trifluoperazina 250 pM na auséncia
de fons cilcio e t-butilhidroperéxido.

Painel B: As mesmas adi ¢des anteriores, sendo que o
t-butilhidroperéxido fol substituido por diamida 300 uM.
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interna da organela (VERCESI & HOFFI‘\«‘M‘»NN, 19923, O experimento d da
figura 2 mostra que a velocidade de inchamento de uma suspens3o
mi toc:ondriél desenergizada, incubada na presenca de 300 uM de ca®’
mais 300 M de t¢t-butilhidroperdéxido (painel A ouﬂ 200 uM de
diamida (painel B), foi extensa e ripida. Na auséncia do cation 0;1
do prooxidante n8c €& visto grandes alterac¢des (linhas & e ¢,
respectivamented. Adic¢des de trifluoperazina nas concentracdes de
15 a 38 pM inibiram o inchamento mitocondrial de maneira
crescente. A partir de 48 (M a droga diminul seu poder protetor.
Quando a concentracgdo dela € aumentada para 280 uM, ela promove
inchamento mitocondrial répido e de grande amplitude. Isto &
Lambém observado mesmo na auséncia do prooxidante mais Ca2+2§.

A etapa seguinte deste trabalho foi averiguar se o efeito
inibidor do inchamento seria por impedir a entrada de ion cilcio
para o interior da organela, como € observado para o vermelho de
ruténio (VASINGTON et alli, 1972; POZZAN et alli, 1977 D.

I1I- O EFEITO DA TRIFLUOPERAZINA NA ESTIMULACAO DA

3

LIBERACAO DE Ca®’ INDUZIDO POR PROOXIDANTES.

A Tigura 2 mostra que quando mitocdndrias s3o adicionadas a
um meio de reac3o contendo succinato na presenca de rotenona e 10
UM de Ca®’ Ccontaminante do meio de reaclod, uma rapida diminuici3o
na concentracio do cition era observada imediatamente e continuou
alt€ que a concentracio do fon fosse pouco menos que 1,0 guM. Na
auséncia de prooxidantes (linha a) o cilcio acumulado fol retido
pela mitocdndria durante o tempo de observac¢Zo (10 mind. Porém na
presenca de diamida (linha &) ou t-butilhidroperéxido (linha <),

todo o Ca®’ acumulado, mais o presente na organela (8 - 10 n
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Figura 3: Efeito de trifluoperazina sobre a liberacio de cilcio de
mitog?ndria de figado de rato induzida por prooxidantes
e Ca contaminante.

As reacdes foram iniciadas pela adicdo de 2,0 mM de succinato
a 2,5 ml de meio bisico. Controle sem adi¢cZo de EGTA.
a) Ca'’ contaminante 10 uM; b diamida 300 uM; <) t-butOOH 300 uM
; dd experimento & + triflucperazina 35 pM; &3 experimento ¢ +
triflucperazina 35 uM; 3 experimento a + trifluoperazina 358 uM.
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mol./mgd, foi liberado depois de um periocdo de aproximadamente S e
8 min, respectivamente. Esta liberac3o de célcio hitocondrial foi
quase completamente abolida pof trifluoperazina 385 puM no caso da
diamida Clinha o0 é completamente abolida né caso de
t-butilhidroperdéxido Clinga é). A linha f mostra um experimento
feito na auséncia de prooxidantes e na presenca de 35 upM de
trifluoperazina indicando que, nesta éoncentracéo, a droga ndo
afeta nem a velocidade nem a extens3c da acumulacfo de ca®? pela’
mitocédndria. Este resultado claramente elimina a possibilidade de
que a ac¢3oc protetora da TFP no dano mitocondrial sob estas
condicB®es seja devido i inibic3o do acimule do cdtion pela
organela (VALE et alli, 189830,

Surgiu ent3o a ddavida de que a TFP poderia estar quelando o
ca®’ do melio, exercendo assim um efeito semelhante ao EGTA, que &
capaz de’reverter o potencial de membrana colapsado nas nossas
condicdes experimentais C(PARENTONI, 1991). Fizemos entdo, os

protocolos dos experimentos seguintes para solucionar este

problema.

IV- EFEITO DA TRIFLUOPERAZINA SOBRE A QUEDA DO POTENCIAL

+

DE MEMBRANA INDUZIDO POR Ca®’ MAIS PROOXIDANTES.

Os experimentos anteriocres (Figs. 1 a 3> indicam que
triflucperazina diminui os efeitos deletérios do ‘célcio na
ndtécéndria em concentracdes as quais n3o inibe nem a fespiracéo
nem a captac8o do ion C(PEREIRA et alli, 1992). Isto sugere que
trifluoperazina pode prevenir a permeabilizacZo da membrana

P

mitocondrial interna induzida por ca® e prooxidante que é seguida
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Figura 4: Efeito de trifluoperazina na queda do potencial elétrico
de membrana 1_r}}itocondrial CAID induzida por
prooxidantes e Ca contaminante 10 uM.

Foi incubado 1 mg de proteina mitocondrial em 1,0 ml de meio
bisico €30°C) contendo succinate @ mM pH = 7,2. Painel A: ad ca’t
contaminante 10 uM; b) experimento a + t-butOOH 300 uM; <3
experimente & + trifluoperazina 38 pM; dd experimento & +
ditiotreitol ¢DTTY) adicionado onde indicado pela seta; e
experimento & + EGTA 1 mM adicionado onde indicado pela seta. As
adicdes de triflucperazina CTFP> foram feitas em condicdes
jdénticas ao experimento b. A primeira adic3o fol aos 2 minutos de
incubacfo. A segunda adic3c foi aos 10 minutos de incubacfo. Estas
duas foram em experimentos diferentes. '
Painel B: As mesmas adicdes anteriores, sendo que o
t—-butilhidroperdéxido foi substituido por diamida €300 uM.



e T e e

-150 - ( j
2—740 | _
3_."130 o
]
-100
M.F.R. TEP caa
B
g
-150
:~74O |
E ot W E Em gy
;~13O- £ -...-"nca----i
4 R 2
1‘ C
100 TFPI
T DTT .
b .
2min .
T — ] i
M.F.R. T{-‘P o

z8



pelo inchamento mitocondrial e gqueda do potencial de membrana.

Esta possibilidade foi avaliada por medidas do potencial de
membrana mitocondrial CA¥. A Figura 4 contém os resultiados dos
experimentos onde o A¥ de mitocdndria de figado de‘rato, tendo
como substrato succinato, foi determinado em meio contendo C.‘a2+
mais ¢t-butilhidroperdéxido (painel A3 ou diamida {(painel B) na
presengca ou auséncia de triflucperazina. A linha «a, obtida na
presenca de somente cilcio, mostra que um A¥ da ordem de 150 mV
foi estabelecido e manlido durante o Ltempo de observacg3o. A linha
» mostra gque diamida C(ou t~butilhidroperdxide) diminui e ndo
mantém significativamente o valor de A¥. Além disso, € mostrado
que adic¢des de ditiotreitol (DTTD (iracado d), antes de unm
completo colapso do A¥, ocu de EGTA (iracado &) depois do A¥ ja

estar completamente colapsado, causcou restauracio do potencial de

membrana mitocondrial quando usado nas nossas condi ¢des
experimentais (PARENTONI, 19910, Linha ¢ wmostra gque, embora na
presenca de triflucoperazina, A¥ n3o alcancou os valores do

experimento controle, a presenga da droga preveniu o colapso
causado pela diamida Cou ¢-butilhidroperéxido) na presenca de
cidlcio. Entretanto, as adic¢des de trifluoperazina em diferentes
pontos, nas mesmas condicdes do experimento b, n8c foram efetivas
para reverter o efeito de ca®’ mais um prooxidante no A¥. Isto
indica que a naltureza do efeilo da trifluoperazina neste mecanismo

¢ diferente daqueles do ditiotreitol e EGTA.
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Figura S: Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS de proteinas
de membrana de mitocdndria de figado de rato.

Amostras de 10 wupug de proteina foram aplicadas a um gel de
resclugio a 1 % ,5% C(tamp3o descontinue) depois de 10 min de
incubacfo a 30°C na presenca de cilcio contaminante 10 pM Cad;
experimento o + t-but OOH 300 uM  (bd; experimento b +
triflucoperazina 35 upuM (cd; experimento a + diamida 300 uM Cdd;
experimento d + tri fluoperazina 35 uM (ed. As amostras f - J
correspondem as amostras a - e previamente misturadas com 0,5 % de
-mercaptoetanocl antes delas serem aplicadas no gel. As amostras
foram colhidas em condicdes idénticas is da figura 2.
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V- EFEITO DA TRIFLUOPERAZINA NA PRODUCAO DE AGREGADOS

DE FPROTEINAS DE MEMBRANA MITOCONDRI AL FOR ca®’ MATS PROOXIDANTES.

Fste laboratério mostrou anteriormente C(FAGIAN et alli,
1990, gue a permeabilizacfo da membrana mitocondrial interna por
ca?t e prooxidantes esti associada com a formacio de agr-egadoé
proteicos, devido a produgdo de ligacdes cruzadas entre grupos
culfidrilas de diferentes proteinas de membrana como indicado por
elelroforese em gel de poliacrilamida. Com a finalidade de
assegurar se o efeito protetor da triflucperazina nos danos da
membrana causados por prooxidantes mais ca®* podia estar
relacionado com este processo de polimerizacfo de proteinas, nds
fizemos eletroforeses de proteinas de membrana mitocondrisl
Lraltadas com ca® e procxidantes na presenca ou auséncia da droga.
A figura S mostra os resultados da eletroforese gquando amostiras
foram colhidas depeois de incubac3o sob as condicdes descritas na
figura 4. Pocos a, b e d mostram bandas de proteinas obtidas na
presenca somente de Cca®’ contaminante C(experimento controled, ca”*
contaminante mais t-butilhidroperéxido e Ca?’ contaminante mais
diamida, respectivamente. Pode ser visto dgue na presenca de
prooxidantes ocorre aumento na quantidade de proteinas de alto
pesc molecular (maicres que 116 KDad gque aparecem na parte
superior do gel de resclucgdo. No caso da diamida isto € mais
pronunciado e uma banda de proteina gque n3oc entra no gel de
resolucloc aparece no gel de empacotamento (pogo . E visto nos
pogos ¢ e e que a trifluoperazina diminui a producic destas

proteinas de alto peso molecular, onde (-butilhi droperéxido ou

diamida estavam presentes, respectivamente. Pocos f-J7 s&o
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idénticos aovs a — e respectivamente, exceto gue as amostras dos
pocos f — J foram misturados com fZ-mercaptoetancl 0,5% antes de
serem aplicadés no gel. E observado que este tratamento elimina
todas as bandas de proteinas com mais de 116 KDa, indicando gue
elas eram agregados gue resultaram de ligacdes cruzadas entre
grupos sulfidrilas. Nbs supomos que o fato de algumas proteinas
desaparecerem depolis do tratamento com f-mercaptoetancl, seja
devido elas possuirem grupamentos gue nido se coram pela prata, o
gue nfo ocorre guando as mesmas estdo sob a forma de agregados
proteicos. O poco o (somente calciod mostra a presenca de algumas
proteinas no gel de empacotamento. Isto pode ser explicado com
base numa estimulacfo da producdo de espécies reativas de oxigénio
por parte da mitocdndria em resposta a um aclinulo de cilcio
CCHACON & ACOSTA, 1991)3. Isto pode explicar os efeitos deletérios
do cilcio, em concentragdes mals altas, e a inibicZo por
triflucperazina do inchamente mitococondrial induzido pelo Ion
(STRZELECKI et 2lli, 19835, Aqui nds também propomos gque ca®*
estimula a produclo de agregados proteicos por prooxidantes devido
A sua ligagZo a certas proteinas de membranas. Esta ligacdo
induziria mudancas conformacionais nestas proteinas, diminuindo a
distZncia critica entre grupos sulfidrilas adjacentes e
favorecendo a formacdo de dissulfetos intercadeia. Com base neste
raciocinio, ndés propomos gque trifluoperazina diminui a produgido
destas pontes cruzadas de dissulfeto, sob estas condicdes
experimentais, pelo fato da droga induzir mudancas nas proteinas
de membrana, convertendo grupos ~SH de ‘“superficie"™ em Lidis

“interiorizados', como descrito por HOMES & PIETITE em 1870. Isteo
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preveniria a probabilidade de polimerizacfo de proteinas e as
alteracOess na estrutura de membrana protegendo a mitocéndria que
ssti vesse sujéit—a aocs efeitos deletdérios do cilcio scb condicdes
de estresse oxidativo,

Com este trabalho & possivel sugerir o providvel mecanismo
desta droga in viveo. Agentes oxidantes de tidis, tamis como diamida
ou DIP [Cacido diazenodicarboxilico bis (N - metilpiperazinall,
usados em concentracdes bem infericres a 1 x 10 M. causam  um
aumentae de 40 vezes ou mais no potencial de placa motora, Isto
signfica gue existe uma funcfo para o aumento da concentracio dJde
pontes de sulfele no processo de liberacfo de neurctransmissores
CWERMAN et alli, 1271: KOSOWER & WERMAN, 1971; CARLEN =t =al1li,
1978 a,bl., Sabe-se que a transmiss8c do estimulo de um nervo para
outro € devida & aderéncia de vesiculas & membrana plasmitica do
neurénic e com a consegilente liberacfo do contedde do interior
destas vesiculas para a placa motora. Atribuiu-se & formagio de
pontes de sulfeto intercadeia a responsavel por tal aderé&ncia numa
din8mica normal do organismo. A TFP & uma droga gque inibe o efeito
de formacdo de pontes dissulfeto induzidas pelo prooxidante
diamida, como foi visto nos resultados apresentades nesta tese.
Além  disto, & largamente usada na clinica médica Como
neurcléptico, ou seja, inibe a transmiss3o do impulso nervoso,
Sugerimos ent8c que a TFP tem seu mecanismo neuroléptico baseado

na inibic3o da formac8o destas pontes dissulfeto.
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Figura 6- Efeito da concentragfo de trifluoperazina sobre o
inc hame-ntoz+ mitocondrial induzido pelo compl exo
citrato-Fe em mitocdndrias energizadas

Proteina mitocondrial 0,5 mgsml foi incubada em meioc biasico
contendo succinato 2 mM ¢30°C) . ad citrato 2 mM; b) experimento a
+ Fe (NH‘DZCSO4)2 80 uM aocs 2 minutos de reag¢fo; <) Foi idéntico

aoc b mais adic8o de triflucperazina na concentracido de 35 uM.



Vi—- EFEITO DA TRIFLUOPERAZINA SOERE o INCHAMENTO

MI TOCONDRI AL INDUZIDO PELO COMPLEXO CITRATO-Fe?® EM MITOCONDRIAS

ENERGI ZADAS.

De acordo com Bindoli e colabeoradores (18977), quando se inibe
a formacfo de S-S entre proteinas de membrana, pode-se evitar ou
pelo menos retardar a lipoperoxidacio em membranas. Associando os
resultados obtidos nos experimentos anteriores nés formos
ecstimulados a verificar se a droga protegeria a oxidaciZo de
lipideos da membrana da mitocdndria.

Foi mostrado por este laboratério que o complexo citrato-Fe’’
induz permeabilizacdo da membrana mitecondrial, devido & oxidacgZo
de lipideos, sendo observado inchamento mitocondrial e gueda do
potencial de membrana C(CASTILHO et alli, 19925,

A linha « da figura B mostra o padrZo de inchamento
mitocondrial induzido pelo complexo citrato-Fe?'. Na auséncia de
Fe?t ni%o & cobservado diminuic3c na absorbi3ncia (linha «. Quando a
suspensfc mitocondrial € incubada com TFP 35 uM nas condigles
experimentais de &, nota-se que o inchamento mitocondrial ndo

ocorre e mesmo a pequena queda de absorbincia observada no

controle & diminuida,

VII- EFEITO DA TRIFLUOPERAZINA NA QUEDA DO POTENCIAL

ELETRICO DE MEMBRANA MITOCONDRIAL CA¥Y INDUZIDO PELO COMPLEXO

¢I TRATO-Fe2'.

Os experimentos feitos anteriormente sugerem que a TFP pode

prevenir a gueda do potencial de membrana CAID. Esta hipdtese foi
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Figura 7: Efeito de +trifluoperazina no colapso do potencial
elétrico de membrana mitocondrial (A induzido pelo

. 2+
complexo citrato-Fe™ .

Foi incubado 1 mg de proteina mitocondrial em 1,0 ml de meio
bisico (30°CY, contendo succinato (2 mM CpH—~ 7,2>. a) citrato (2
mMd; bl citrato (2 mMd + Fe (NH4)2CSO4)2 (850 pMd  aocs 2 minutos de
reacio; c) as mesmas condicdes de b mais trifluoperazina 38 pM; dd
trifluoperazina 385 uM + citrateo (2 mMD) sem adi¢3c de Fe
CNH4)2CSO4)2 (B0 uM>; ed trifluoperazina 35 uM adicionada no'ponto

indicado pela seta.
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demonstrada por medidas do A¥. Na linha a da figura 7 € visto que
suspenstes milocondriais conseguem estabelecer e manter um A¥ da
ordem de 180 mV na presenca de ca®' contaminante e citrato & mM. A
linha & mostra gque quando Fe”' & adicionado, aos 2 minutos de
reacio nas mesmas condices de a. ocorre gqueda do potencial de
membrana de 180 para 100 mV. A linha ¢ mostira que esta queda do AW
n3o € observada quando TFP (38 M) estid presente no meio de reacio
e gue diferente do que foil observado na figura 4, A% alcancou os
valores do experimento controle. A linha d representa incubacio com
TFP nas condicdes da linha a, indicando que a droga alterou pouco
o controle. Em e a droga fol adicionada onde indicado pela seta
Caproxidamente 2 minutos depois de iniciada a queda do AYD havendo
una recuperacdo da ordem de cerca de 20 mV.

Baseado nestes dados nds propomos que o possivel mecanismo de
protecio desta droga no caso de certas pateloglas como gangrena
provocada por frio intenso, seja por impedir a formacioc de S-S

entre proteinas de membranas bioldgicas.
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4- CONCLUSCES

1- A trifluoperazina inibe o inchamento mitocondrial induzido
por cilcio mais um prooxidante nas concentracdes de 15 a 35 pM. A
partir de 100 pM Cneste trabalho mostramos apenas o experimento
realizado com 280 pM de TFP), este fencliazinico comega a provocar
dane i Locondrial mesmo na auséneia do cétion e do prooxidante.
Nés acreditamos que isto se deva i desestabilizacfo, pela droga
das proteinas gue constituem os poros controladores da passagem de
ions para o interior e exterior da organela. Os resultados
observados para suspensdes mitocondriais desenergizadas foram
semel hantes hqueles obtidos para mitocdndrias energizadas.

2- Este fenotizinico na concentracZo de 385 uM inibe a

e

liberacfo de cilcio induzido por prooxidantes, mas permite a
enlrada do cation. Isto explica gque a inibicZo do inchamento
mitocendrial, pela droga, n3oc € por impedir a entrada do ion na
organela como se pensava anteriormente C(VALE et =211i, 1983D.

3- A droga na concentraco de 38 pM inibe o colapso do
potencial de membrana mitocondrial C(A3D induzido por calcioc mais

um prooxidante. Isto & devido ao fato da triflucperazina prevenir

a permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna por esles

agentes.
4- A eletroforese de proteinas de membrana mitocondrial
solubilizadas em gel de poliacrilamida mostra que a

trifluoperazina na concentracic de 35 uM, diminui a formacio de
pontes cruzadas dissulfeto intercadeia. Ela deve mudar a
conformac8c tridimensional de algumas proteinas de membrana,

convertendo grupos -SH de "superficie" em tidis “interiorizados",
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comoe descrito por HOMES & PIETTE em 1970 para membranas de
eritrécito. Isto previniria a polimerizacio de proteinas e as
alteragdes na estrutura de membrana, protegendo a mitocdndria gue
estivesse sujeita aos efeitos deletérios do cation sob condigdes
de eslresse oxidativo.

B- A trifluoperazina, na concentracio de 35 uM, protege
suspensdes mitocondriais contra danos provocados pelo complexo
citrato-Fe’  naz membrana interna. Isto talvez seja devido ao fato
de que quando se inibe a formascZo de S-S entre proteinas de
membrana, pode-se evitar ou pelo menos retardar a formacZo de

peréxidos lipidicos nas membranas (BINDOLI et alli, 18775.
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