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ABREVIACOES

~ ADP- Adenosina 5'difosfato

ATP- Adenosina S'trifosfato

BHT- Butilhidroxitolueno

CuOOH - Hidroperdxido de cumeno

DH- Desidrogenase

DIP- Dipiridamol

DNA- Acido desoxirribonucléico
DTT-Ditiotreitol

EGTA- Acido etileno glicol-bis (B-amino éter) N.N,N'N' -Tetracético
EPR - Resondncia Paramagnética Eletr6nica
FAD- Flavina adenina dinucleotideo oxidada
FADH, - Flavina adenina dinucleotideo reduzida

_ GDP- Guanosina 5'difosfato

GPX- Glutationa peroxidase
GRT- Glutationa redutase
GSH- Glutationa reduzida
GSSG- Glutationa oxidada
GTP- Guanosina 5'trifosfato

HEPES- [N-(2 hidroxietil) piperasina N'-(2-4cido etanosulfénico)]



I- Intensidade de fluorescéncia

MAIL-Malato

MBR - Receptor periférico de benzodiazepinicos

MFR- Mitocdndria de Figado de Rato

NAD" - Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada)

NADH- Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (forma reduzida)
NADP"- Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma oxidada)
NADPH- Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (forma reduzida)
OXAL- Oxaloacetato

Pi- fosfato inorgénico

SOD- Superéxido dismutase

TBARS- Substincias que reagem com o acido tiobarbitarico

TDH- Transidrogenases
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RESUMO

maneira sinergistica com varias drogas antitumorais, além de possuir atividade
antioxidante em diferentes sistemas de membrana, interagindo com micelas,
monocamadas de fosfolipidios, vesiculas e membranas biologicas. O efeito
antioxidante do DIP sobre a lipoperoxidagdo mitocondrial induzida por Fe** ja foi
estudado, observando-se boa correlacio com sua caracteristica lipofilica
(Nepomuceno et alii, 1997). Neste trabalho, utilizando mitocéndrias e mitoplastos o
papel do DIP como inibidor da peroxidacfio lipidica induzida por Fe*, foi melhor
estudado. A utilizag@o de baixas concentragdes de DIP ndo provocou mudangas no
estado respiratorio 4 nem no estado respiratorio 3 e portanto, a interagdo do DIP com
os receptores pernféricos de benzodiazepinicos foi descartada. A constante de
associagdo do DIP com mitoplastos foi estimada em torno de 1,1 + 0,2 (mg/mL)".
Este valor é ligeiramente superior ao obtido para mitocdndrias, 0,8 + 0,1 (mg/mL)™".
Observou-se para os mitoplastos que o DIP ndo foi totalmente recuperado apods
incubagdo com essas membranas, provavelmente devido a metabolizagio da droga

formando um produto ndo fluorescente. Os estudos de consumo de oxigénio na

mudangas na oxidagdo do Fe’*. Nossos dados permitem-nos sugerir que o efeito
antioxidante do DIP esta relacionado com a sua particio na membrana € ndo a sua
ligagéo especifica a proteinas de membrana. A protegio contra a peroxidag¢do lipidica

e P

sequestrar as espécies radicalares que poderiam iniciar o processo peroxidativo.



ABSTRACT

Dipyridamole (DIP), a coronary vasodilator, presents activity for a
number of antitumor drugs as well as antioxidant activity in membrane
systems. DIP and derivatives interact with membrane systems such as
micelles, phospholipid monolayers, vesicles and biological membranes. The
antioxidant effect of DIP upon iron induced lipoperoxidation on mitochondria
has been reported and a good correlation between the hydrophobicity and its
protective effect was found (Nepomuceno et alii, 1997). In the present work
an effort is made to better understand the role of DIP as inhibitor of Fe*'-
induced lipid peroxidatton in mitochondria and mitoplasts. At low
concentration, no significant effect on either state IV or state Il respiration
was found, discarding a possible direct interaction of DIP with the peripheral
benzodiazepine receptor. The association constants for DIP in mitoplasts
were estimated, being 1.1 + 0.2 (mg/mL)". This value is slightly higher than
that obtained for mitochondria, 0.8 + 0.1 (mg/mL)". It was observed that
under mitoplast was used, some of the drug was not recovered, probably due

to DIP metabolization info a no fluorescent species. Oxygen consumption

““studies in the presence of FeSO, showed that the antioxidant effect of DIP did ~

not involved the initial step of Fe’" oxidation. Our data strongly support the
hypothesis that the antioxidant effect of DIP is related to its partition in the
lipid phase of the mitochondrial or mitoplast membrane and not to a specific
interaction with membrane proteins. This protection may be due either to a
direct inhibition of the propagation steps or a scavenger effect, removing the

radicalar species that would trigger the peroxidative process.



INTRODUCAO
Mitoconidrias como Fonte de Radicais Livres

As mitocondrias sdo organelas envoltas por duas membranas, uma externa e
outra interna que diferem entre si ndo s6 na composicdo lipidica e proteica, como
principalmente na fungdo exercida dentro da célula. Ambas possuem um alto grau de
dcidos graxos poliinsaturados nos dois maiores grupos de fosfolipidios
(fosfatidilcolina e fosfatidietanolamina) e, medidas em relagdo a quantidade de
proteina, que constituem aproximadamente 75 % (ug/mg) dos fosfolipidios totais.
Em menor proporgio aparecem a cardiolipina com 18 % (ug/mg) € o colesterol com
3 % (ug/mg) (Cullis & Hope, 1985).

A membrana mitocondrial interna é rica em proteinas envolvidas no
metabolismo celular e que correspondem a aproximadamente 80 % (pug/mg) dos
componentes dessa membrana. Os cerca de 20 % (ug/mg) de lipidios presentes sdo
constituidos principalmente de cardiolipina (Daum, 1985).

A membrana externa, é rica em porinas, que somam 1 % (ug/mg) das

proteinas mitocondriais totais, sendo altamente permeavel o que confere ao espago

“infermembranico Uma cOmMposicas ionica proxima do mieio citostlico. Av-contra
membrana interna é altamente seletiva, sendo permeavel somente a Oz, HO ¢ NH;.
Quaisquer outros metabolitos, para atravessar a membrana interna e chegar a matriz
mitocondrial precisam de transportadores especificos (Haworth & Hunter, 1980).
Esta caracteristica da membrana interna ¢ que confere as mitocondrias o papel de
produtoras de energia nas células.

Sabe-se que a produgdo aerébia de ATP ocomre nas mitocondrias, mais

precisamente pelo acoplamento entre cadeia respiratoria e ciclo de Krebs. A produgdo

-'_:(-T_;-:mﬁ,;«u:,.;.,- s



de ATP estd intimamente ligada a formagio de um gradiente eletroquimico de
protons (AuH™), conhecido como forga proton motriz e que possui dois componentes:
um elétrico (Ay), com carga negativa no interior das mitocéndrias e outro quimico

(ApH) alcalino na matriz. Esses componentes estio relacionados entre si de acordo
com a equagdo (Cramer & Knaff, 1991):

ApH" = Ay - 60ApH.

A formag@io do AuH" ¢ garantida pela reoxidagido das coenzimas NADH e
FADH, (formadas nas vias catabdlicas que ocorrem através do ciclo de Krebs, da B-
oxidagdo, da descarboxilagdo do piruvato, etc.) através das proteinas da cadeia de
transporte de elétrons, situadas na membrana mitocondrial interna. Ou seja, as
reagOes de Oxido-reduglio que ocorrem pela passagem de elétrons pelos quatro
complexos proteicos geram energia suficiente para bombear protons
unidirecionalmente da matriz para o espago intermembranas. A volta especifica de
protons pela enzima FF; ATPase (ATP sintetase), também localizada na membrana
mitocondrial interna € termodinamicamente favoravel e ¢ imprescindivel para a
liberagdo do ATP formado (Mitchell, 1961) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da membrana interna da mitocondria, mostrando a formagio do ApH' e a

entrada de prétons pela FoFI-ATP sintetase, imprescindivel para a sintese de ATP.



A cadeia de transporte de életrons mitocondrial € constituida de proteinas e um
composto lipidico, a coenzima Q. Estes componentes foram separados em quatro
complexos. O complexo I (NADH-CoQ redutase) & constituido por flavina
mononuclectideo (FMN) e proteinas Fe-S. A reoxidacido do NADH fornece elétrons
que reduzem o complexo 1. Este complexo € reoxidado pela coenzima Q. O complexo
1 (succinato-CoQ redutase) ¢ constituido por FADH,, proteinas Fe-S e citocromo
bsep. A reoxidagdo do FADH, reduz o complexo II, que também é reoxidado pela
CoQ. Esta é reoxidada pelo complexo Il (CoQ-citocromo ¢ redutase), constituido
por citocromo b, proteinas Fe-S e citocromoscec; q  ue por sua vez € reoxidado
pelo citocromo ¢ (Fe™/ Fe™), que se reoxida reduzindo o complexo IV. O complexo
1V (citocromo ¢ oxidase) ¢ reoxidado, pela redugéo do O, a H,O e ¢ constituido por
citocromo a e citocromo ;. O potencial redox da cadeia respiratoria varia de -320
(complexo I) até 380 mV (complexo IV). Normalmente, a redugdo do O, ocorre
dentro do complexo IV e embora seja feita em quatro etapas univalentes, somente
agua ¢ liberada como produto final da reacéo (Boyer et alii, 1977).

Como o O» € um elemento com forte tendéncia em aceitar elétrons, a passagem
dos elétrons pela cadeia respiratoria pode resultar na formagfio de radicais livres toda

vez que ocorrer sua redugdo incompleta (Boveris & Chance, 1972). Radical livre, por

. definigdo, ¢ toda espécie que possui um ou mais elétrons desemparelhados sendo

portanto altamente reativo, com um alto poder oxidante.

A adi¢do de um elétron a molécula de oxigénio (O;) da origem ao radical
anion superoxido (0O,"). Nas mitocOndrias a produgdo de O," ocorre pela
transferéncia de elétrons pela CoQ, em quantidades consideraveis, e em menor grau
pela NADH desidrogenase (Boveris & Chance, 1972).

A coenzima Q (CoQ) ou Ubiquinona (forma oxidada) poder ser reduzida por
dois ou apenas um elétron. Quando reduzida por apenas um ¢letron da origem a

formagdo da coenzima QH ou ubisemiquinona (semiquinona), ¢ quando reduzida



por dois életrons di origem a coenzima QH, ou Ubiquinol (hidroquinona) que é

bastante estavel. Tanto a hidroquinona quanto a semiquinona, em uma condigdo de

sobrecarga de €letrons, sdo reoxidadas doando seus életrons para o oxigénio com

produgdo de radical &nion superoxido (Figura 2).

) H
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Ubiquinona Semiquinona Hidroquinona
Figura 2. Produg8o de radical dnion superoxido através da coenzima Q (Smith et alii, 1985).

As células, por sua vez, possuem suas proprias defesas anti-radicais. A
superoxido dismutase € uma enzima que estd presente tanto no citossol quanto nas

mitocondrias, exercendo a funcdo de catalizar a reacdo de dismutacio do radical

(H2O;) (reagdo 1).

SOD
2H+ + 02_ '5‘02.*"""""”" HzOz + 02 (1)

A alta produgdo de O,” leva consequentemente 3 excessiva producdo de H,O,

que "per se” ndo € uma espécie radicalar; nem um oxidante potente. No entanto,



como o H,0, pode atravessar facilmente as membranas, ao reagir com Fe2 ou Cu’
através da reac@io de Fenton (reagdo 2) pode levar a producdo do radical hidroxila
("OH), o qual é muito instavel, reagindo onde é formado (Tien et alii, 1982; Halliwell
& Gutteridge, 1989 b) (reagdo 2):

H,O, + Fe? - Fe + OH™ + °OH (2)

Desta forma, duas enzimas: a catalase (reagéo 3), presente principalmente nos
peroxissomas ¢ a glutationa peroxidase (GPX) (Figura 3) localizada tanto no citosol
quanto nas mitocdndrias t€m a fungio de proteger o organismo contra a alta producgio
de H;O,. Esta ultima enzima utiliza o poder redutor do NADPH e da glutationa
reduzida (GSH) e necessita do auxilio das enzimas glutationa redutase (GRT),
transidrogenase (TDH) e de desidrogenases do ciclo de Krebs (DH) para seu
funcionamento (Figura 3) (Chance et alii, 1979; Naqui et alii, 1986).

catalase

2H, 0 ——» 2H,O + 0, (3)

o220 GSSG e NADPT NAD ... 0

AR

NADPH

Figura 3. Mecanismo de agéo do sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase e sua interagio
com os sistemas redutores celulares.



Além dos antioxidantes enzimaticos, moléculas sequestradoras de espécies
radicalares tais como o ascorbato, GSH, cisteina e a-tocoferol, embora oferecam
protegdo menos especifica, também limitam o dano oxidativo nas células (Halliwell,
1978).

Quando num organismo ha um desequilibrio entre produgio e defesa, seja por
um excesso na produgio de espécies radicalares ou pela queda na capacidade do seu
sistema de defesa antioxidante, diz-se que este se encontra em uma situagdo de
estresse oxidativo. Esta condigdo de estresse oxidativo desencadeia uma série de

processos que podem levar ao dano ou mesmo morte celular (Figura 4).




Liberacio de ferro da Alteracio das Agregacio plaquetiria Alta produciio de O;"
ferritina ou transferrina defesas antioxidantes pela cadeia respiratdria

=

Alta producio de radicais livres de oxigénio

v
Alta producio de complexos l
radicalares entre ions de ferro
e00 Oxidacio de grupos ti6is celulares
Inibigio da translocase de Ca™
Elevagio substancial da [Ca™]
Ativagdo de processos
catabélicos dependentes de Ca'™
Perda da Degradacio de Degradagio do DNA Degradacio de p  Destrui¢Ho do
Integridnde 4  fosfolipidios proteinas citoesqueleto

MORTE CELULAR

Figura 4. Esquema da produgdo de espécies radicalares com seus possiveis alvos de ataque
levando consequentemente a morte celular (segundo Rice- Evans & Burdon, 1993).



fons de Ferro

O ferro € um metal de transigio que pode assumir diferentes estados de
oxidagdo. Os trés estados mais comumente encontrados nos sistemas biolégicos sdo:
Fe’*, Fe’" e em menor proporgio Fe** (Ryan & Aust,1992)

Nos organismos vivos, o ferro é o metal mais abundante pois faz parte da
estrutura de enzimas ¢ complexos proteicos. Algumas enzimas apresentam sua
atividade baseadas no potencial do par redox Fe**/Fe’* para catalizar a oxidagéo ou
redugio de biomoléculas. O potencial redox do ferro ¢ dependente de sua
coordenagfio. No entanto, quando o ferro esta ligado a proteinas do tipo hemoglobina,
mioglobina ou ao complexo do citocromo ¢ da cadeia respiratoria, as reagdes de
oxidagdo do Fe** a Fe’" com a possivel formacdo de espécies radicalares (reacgdo 2)
ndo sdo energeticamente favoraveis (Ryan & Aust,1992; Meneghini 1997).

O Fe*" livre no organismo ¢ altamente toxico e desta forma os organismos
desenvolveram todo um complexo sistema para controlar seu transporte,
armazenagem ¢ metabolismo. No sangue, o ferro é transportado pela proteina
transferrina, atraves de um complexo ferro-transferrina. Além da funcio de transporte

esta proteina ¢ também responsavel pela homeostase intracelular de ferro. Seu

_ armazenamento na célula é fungfio da proteina ferritina, que s6 armazena Fe', por

isso todo o Fe** & oxidado a Fe’ por um processo ainda nio totalmente explicado
(Meneghini, 1997 ).

A toxicidade do Fe*' pode ser explicada pela reagdo 2 pois ele € catalizador da
reacdo de Fenton que gera o radical hidroxila ("OH), espécie altamente reativa.
Entretanto, os ions de ferro "per se” também sdo considerados radicais livres

(Halliwell, 1978; Halliwell & Gutteridge, 1990) e além de contribuir para a formagio
de °‘OH também podem formar complexos com o O,, como o radical ferril (com

valéncia IV) (reagdo 4), extremamente reativo (Koppenol & Liebman,1984; Ullrich,

10



1984) ou o ion perferril, com valéncia V, menos reativo (reagdo 5) (Bucher et alii
1983). Além disso, o Fe** pode reagir com perdxidos lipidicos de maneira similar ao
- peroxido de hidrogeénio, causando a quebra da ligagdo O-O com forrriag:éo do radical
alcoxil (reagdo 6). Ja o Fe'* pode formar ambos, radicais peroxil e alcoxil (reagio 7)
(Brien, 1969; Waters, 1976; Braughler et alii, 1986).

Fe'” + H,0, —* FeOH” (ouFeO™) + HO" 4
Radical ferril

Fe” + O, 3.__——-‘_-">[F3+2’"02 - Fe+3-02'"]:~_;_>Fe+3 + 07 (%)

Radical perferril

LOOH + Fe? —® Fe.0H + LO° (6)

Radical alcoxil

LOOH + Fe” ——» LOO" + H' + Fe? — LO" + Fe® +B,0 (7)

Radical peroxil Radical alcoxil

11



Peroxidacio Lipidica

A peroxidagao lipidica € um processo degradativo que envolve reagdes entre
radicais livres e membranas biologicas levando a alteragdes estruturais e funcionais
(Bindoli, 1988; Halliwell & Gutteridge, 1989b; Rice-Evans & Burdon,1993). Dentre
estas alteragOes estdo a diminuig¢do na fluidez da membrana, intimamente relacionada
com a maioria de suas fungdes, como transporte de ions e permeabilidade seletiva
entre outras. A peroxidagdo das membranas bioldgicas é um processo que ocorre
normalmente. Em situagbes de estresse oxidativo esta é aumentada podendo
contribuir ¢ causar certas patologias como os processos de isquemia/reperfusdo e
aterosclerose (Halliwell & Gutteridge,1990; Rice Evans & Diplock, 1993). Nesse
processo degradativo ocorrem uma série de reagdes em cascata, que envolvem trés
passos basicos: iniciagdo, propagagdo e terminagdo (Ryan & Aust, 1992).

Os acidos graxos polinsaturados, componentes dos lipideos que formam as
membranas biologicas possuem em sua estrutura grupos metilénicos (R — CH; — R),
adjacentes as duplas ligagdes e algumas espécies de radicais sdo suficientemente
reativas para abstrair um atomo de hidrogénio deste grupo metilénico, formando

assim um radical centrado no carbono (reagido 8). Este, por ser muito instavel sofre

uma mudang:a conformacxonai dando ongem a dienos con; ﬁgados (reagao 8a)

1mc1ando 0 processo de ox1da<;ao dos hpzdzos da membrana Na presenc;a de ox1gem0
a reagdo se propaga, formando o radical peroxil (reagdio 9) que por sua vez pode
abstrair um atomo de hidrogénio de outro grupo metilénico, transformando o radical
peroxil em hidroperoxido lipidico e formando novamente o radical centrado no

carbono (reagdo 10) ( Halliwell & Gutteridge, 1989 b; Ryan & Aust, 1992).

i2



I + R-CH:-R —» IH + R-CH=CH-HC -CH=CH-R (8)

I

R—-HC' -~ CH=HC - CH =CH-R (8a)
R
é
R-HC'-R + 0O, —* R-HCOO' (9)
R R
| f
R-HCOO' + R—CH,-R —3» R —HCOOH + R-HC'-R (10)

O radical peroxil pode também sofrer uma ciclizagio, formando um
endoperoxido ciclico, que reagindo com outra molécula de oxigénio, daria origem a
aldeidos de baixo peso molecular, principalmente o malondialdeido e o PB-
hidroxinonenal. Este processo estaria relacionado com a etapa de terminagdo (Minotti
& Aust,1987a,b). Estes aldeidos, ao reagirem com o acido tiobarbitarico (TBA) dio
origem a um complexo colorido quantificado a 532 nm. A medida da concentragdo

dessas substincias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS) é uma das mais

“Gonhecidas ¢ sadas para se quantificar o ataque oxidativo i vitro™ & Vin vive"

(Ohkawa et ali1, 1979).

Uma outra maneira de se seguir o processo de peroxidagdo lipidica utilizando
mitocondrias isoladas € através do registro do consumo extra de oxigénio. Esta é uma
técnica simples, onde se pode detectar precisamente a velocidade de consumo de
oxigénio relacionada a peroxidagdo, analisando-se a diminuigfio na concentracio de
oxigénio no meio de reagdo, a medida que as reagdes acima descritas ocorrem (Wills,

1969; Driomina et alii, 1993).
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Papel dos fons de Ferro na Iniciag@io da Peroxidacio Lipidica

Embora o Fe** na forma livre seja considerado extremamente toxico, ainda nio
existe um consenso na literatura em relagdo ao radical iniciador da peroxidagdo
lipidica induzida por ions de Fe**. Como descrito anteriormente, estes podem formar
varias outras especies reativas além do *OH. Como varios grupos ndo observaram
uma correlagdo positiva entre produgdo de "OH e peroxidagio lipidica, todas as outras
espécies formadas com a participagio de Fe** ja foram, em algum momento,
postuladas como o radical iniciador do processo (Minotti & Aust, 1987; Halliwell &
Gutteridge, 1990)

Uma observagdo consensual em relagdo ao efeito do Fe**, independente do
modelo de membrana utilizado pelos varios autores é a existéncia de um periodo
latente (At) entre a adigio do Fe’* e o inicio da peroxidagdo lipidica. Postula-se que
este intervalo de tempo seja necessario para a formagdo e ataque do radical imiciador
a membrana (Driomina et alii,1993; Pogosyan et alii,1996; Tang et alii, 1997). Outra
observagdo consensual é que os ions de Fe’* apresentam tanto atividade oxidante
como antioxidante, dependendo da concentragio utilizada. A concentragdo do fon

necessaria para se observar o efeito peroxidativo maximo foi chamada de

agio. critica. ([Fe”}*).. Acima.- dela. é--observado -um—efeito- antioxidante-——

Alguns autores postulam que este efeito maximo foi obtido quando se atinge uma
razdo 6tima Fe’": Fe™ (Driomina et alii, 1993; Tang et alii, 1997).

Dados recentes do nosso grupo de pesquisa mostram que a [Fe*']" varia de
acordo com o estado de oxidagdo do Fe? (Alonso et alii, submetido). Foi observado
que quanto mais reduzido, menor é a [Fe’*]” ¢ maior a capacidade do ion se ligar a
membrana mitocondrial. Por sua vez, quanto mais oxidado, menor sua capacidade de

ligacdo a membrana e maior a [Fez*]*. Além disso, Alonso, (1998) mostrou que o At é
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diminuido pela presencga prévia de Fe®" e modulado pela concentragdo de proteina

mitocondrial (Pagosyan et alii, 1996; Alonso et alii, submetido). A correlagdo entre

~ esses dados indicam que a ligagio do Fe** a membrana parece modular o efeito do

ion, mas que a iniciagdo da lipoperoxidagdo requer uma concentracdo critica de Fe®'/
Fe’* e mitocondrias, provavelmente como uma fonte de O, reforgando a hipotese
do ion perferril como o radical iniciador do processo de peroxidagdo lipidica induzida

por Fe** (Ryan & Aust, 1992; Alonso et alii, submetido).
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Dipiridamol

O  dipiridamol  (2,6-bis-dietanolamino-4,8  dipiperidinopirimido-(5,4-d)-
pirimidina) (DIP) (Figura 5) ¢ um derivado da pirimidopirimidina, e esta entre as
principais drogas prescritas para o tratamento de doengas cardiovasculares por suas
atividades vasodilatadoras e por inibir a agregagio plaquetdria, previnindo a
formagdo de trombos. A atividade antitrombética e antiagregante plaquetaria é
exercida por dois mecanismos distintos: a inibigdo da recaptacdo da adenosina nos
trombocitos, eritrocitos ¢ células endoteliais da parede vascular, assim como a
imbigdo da GMPc - fosfodiesterase (Fitzgerald,1987). Posteriormente, uma série de
trabalhos foram surgindo na literatura mostrando que esta droga também apresentava
propriedades antioxidantes (Tuliano et alii,1989; Iuliano et alii, 1992a).

A agdo antioxidante de uma determinada droga estd relacionada com a sua
capacidade de mibir processos que ativam a formagio de espécies radicalares ativas,
mibir a agdo das espécies reativas, sequestrando-as, ou suprimir o aumento dos danos,
interrompendo o ataque de radicais secundarios derivados de outros compostos (Rice-
Evans & Diplock,1993). As propriedades antioxidantes do DIP foram sugeridas por

Iuliano em 1989, que mostrou que o DIP tinha capacidade de sequestrar O," gerado

_....pelo_sistema xantina/xantina oxidase. Por outro lado,.como. aparentemente..a......

peroxidacdo lipidica desencadeada por diferentes sisternas geradores de radicais
livres de oxigénio era inibida pela presenca de DIP, esse grupo sugeriu que o DIP
estaria limitando a propagagfio do processo peroxidativo (Iuliano et alii,1989).
Posteriormente, estudando a cinética da reagfo, foi proposto que o DIP também teria
a capacidade de sequestrar "OH gerado tanto em solugdo aquosa de Fe™/ ascorbato/

H,0s, como por radidlise da H,O (Iuliano et alii,1992a).
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CHzCHZOH

3 )CHzCHz\ & CHZCHZOH

Figura 5. Estrutura Quimica do Dipiridamol .

O mecanismo de agdo antioxidante exercido pelo DIP ¢ discutido com base em
seus anéis bi-pirimidicos ¢ nos quatro grupos alcoois (-CH,-CH,OH) presentes em
sua estrutura. Segundo Iuliano e colaboradores, a espécie radicalar poderia abstrair os
atomos de hidrogénio que estdo ligados ao oxigénic (-OH) ou saturar os anéis
causando sua quebra. Os produtos destas reagdes ndo puderam ser detectados, porém

ocorreu uma alteracgéo no espectro da molécula do DIP apds a radidlise (Iuliano et ali,

1992a).

Pedulli e colaboradores, verificaram que o mecanismo de agdo antioxidante do
DIP se deve a transferéncia de elétrons do hidrogénio de um dos grupos alcoodis da
molécula de DIP ¢ a espécie radicalar, dando origem a formagfio do DIP oxidado
(Pedulli, 1999).

Também a peroxidagio de micelas de acido araquiddnico induzida por radicais
peroxil (gerados pela decomposi¢do térmica de azoiniciadores) mostrou que a adigéo

de DIP provoca uma diminuicdo no consumo de oxigénio € um consequente aumento
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no periodo laterite (At) precedente ao processo, levando 4 sugestio que o DIP
sequestraria o radical peroxil gerado no sistema sofrendo consequente oxidagdo

~ (luliano et alii, 1995). Como os radicais peroxil possuem um papel de intermedidrios
nas reagbes que levam a agregacdo plaquetdria (Iuliano et ali, 1992b) fo1 sugerida a
aplicagdo do DIP no tratamento da aterosclerose (luliano et ali1,1995).

A interag80 do DIP e seus derivados com micelas e vesiculas foi demonstrada
por Borissevitch € colaboradores (1996). De acordo com este estudo, a forte interagdo
do DIP e seus derivados com membranas estaria relacionada com o seu grau de
hidrofobicidade (Borissevitch et alii,1 996).

Resultados recentes de nosso grupo de pesquisa em colaboragio com o Prof,
Marcel Tabak (IQQSC ~ USP) mostraram que o DIP parece ser um inibidor especifico
da peroxidagdo lipidica induzida por FeSO, em mitocdndrias isoladas, apresentando
50% de inibi¢do ma concentragdo de 1 uM (ICsp= 1uM). Entretanto, o DIP exerceu
pouca prote¢do quando a lipoperoxidagido foi induzida por CuOOH, mesmo na
presenga de baixas concentragdes de Fe?*. A comparagio da agio antioxidante do DIP
com alguns de seus derivados apresentou correlagio positiva entre a sua
hidrofobicidade e seu efeito protetor. Isto levou a interpretagdo de que o0 CuOOH, por

ser altamente lipofilico pode gerar espécies radicalares ao nivel de membrana

.....mitocondrial interna. O DIP, apesar de. ser bastante hidrofobico, nio interage com. .. ..

estas espécies radicalares que sdo geradas em ambientes diferentes ao da membrana,
onde provavelmente ocorreria a interagio do DIP (Nepomuceno et alii, 1997).

Além de sua capacidade de ligag@io aos componentes lipidicos de membranas,
Hirsch e colaboradores mostraram que o DIP também se liga a proteinas da
membrana mitocondrial, como o receptor periférico de benzodiapepinicos, MBR
(Hirsch et ahlii, 1988a). A composi¢cdo das subunidades do MBR inclui o canal
aniénico de voltagem (VDAC), localizado na membrana externa, o carreador de

nucleotideos de adenina (AAC), da membrana interna e uma outra proteina de 18
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KDa, aparentemente localizada no espago intermembranas (McEnery,1992). Foi
proposto que estas trés proteinas compreenderiam o receptor periférico de
‘benzodiazepinicos, que se liga com grande afinidade a drogas como o diazepam,
ciclosporina, dipiridamol e outras. Esta ligacio levaria a um aumento no estado
respiratorio 4 € a uma diminuigdo no estado respiratério 3, com consequente queda
do controle respiratério mitocondrial (Hirsch et alii, 1988 a, b). Embora nfo se saiba
ainda exatamente a fungio dos MBR, na membrana mitocondrial, ha uma proposta de
que poderiam agir como moduladores do metabolismo energético (Anholt, 1986).
Recentemente foi mostrado que o MBR possui um papel de intermediario na
formagdo de radicais livres em astrécitos (Itzhak et alii, 1994) e também na geragéo

de radical 4nion superéxido por fagocitos (Zavala & Lanfant, 1987).
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OBJETIVOS

O objetivo da presente tese fol aprofundér os estudos sobre a agdo antioxidante
do DIP no processo de peroxidagdo lipidica induzida por Fe* e verificar se esta agdo
esta correlacionada a sua partigio entre as membranas mitocondrial externa e interna,
se depende da ligagao especifica a proteinas da membrana ou simplesmente se deve a
quelagdo do ion de ferro. Para isto, observamos o efeito do DIP sobre mitocOndrias

intactas e mitoplastos isolados de figado de rato, ¢ incubadas na presenca ou auséncia
de FGSO4.
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MATERIAIS E METODOS
| isolamento de Mitocéndrias de Figado de Rato

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

Apés o animal ter sido sacrificado por destroncamento cervical, retirou-se o
figado e picotou-se com tesoura em meio de isolamento I (sacarose 250 mM, HEPES
10 mM pH 7,4, EGTA 0,5 mM). Este material foi levado ao homogeneizador Potter-
Elvehjem por 2 min. Centrifugou-se, em centrifuga Beckman modelo J2-21 (rotor
JA20), por 10 min. a 700 x g. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 12.100 x
g por 20 min. O sedimento foi ressuspenso em meio II (sacarose 250 mM e HEPES
10 mM pH 7,4). A suspensdo formada foi centrifugada a 14600 x g por 10 min.
Ressuspendeu-se novamente o sedimento, com o minimo volume possivel de meio IL,
obtendo-se uma suspensfo mitocondrial bastante pura. Todo este procedimento foi
feito mantendo-se a temperatura entre 0 ¢ 4 C.

A quantidade de mitocondrias foi determinada em termos de concentragio de
(Gornall et alii, 1949; Kaplan et alii, 1983). Como padrio utilizou-se uma curva de

BSA (soroalbumina bovina). As leituras de absorbancia foram feitas a 540 nm em

espectrofotdmetro Beckman modelo DU 640.
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Isolamento de mitoplastos

A fragio de mitoplastos foi preparada segundo método descrito por Pedersen €
colaboradores (1978) a partir de uma suspensdo de mitocdndrias isoladas de figado
de rato, com concentragdo aproximada de 100 mg de proteina por mL de meio de
reacdo com adiga0 de digitonina (Pedersen, et alii 1978).

Adicionou-se 1,0 mL da suspensdo mitocondrial a 1,0 ml. de meio H ( manitol
225 mM, sacarose 75 mM, BSA 0,2 %, HEPES 5,0 mM pH 7,2 contendo 1,2 mg de
digitonina / 10 mg de proteina). Este material mantido em banho de gelo, foi agitado
lentamente por 15 min. Apos este tempo foi diluido pela adi¢do de 6,0 mL de meio H
¢ centrifugado a 122.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 6,0 mL de meio H sem digitonina ¢ novamente centrifugado a 12.000
x g por 10 min. O sobrenadante foi reservado para dosagem da atividade da enzima
monoamino oxidase, presente somente na membrana mitocondrial externa, o
sedimento foi ressupenso em 2 mL de meio H, obtendo-se uma fragio de mitoplasto
com concentracdo aproximada de 65 mg/ml..

A confirmacdo da retirada da membrana externa nesta fragio foi feita pelas
dosagens das atividades da citocromo ¢ oxidase e da monoamino oxidase presente na

_membrana interna e externa, respectivamente, realizadas segur

do _métodos _ de

(Schnaitman e colaboradores, 1967; Schnaitman & Grenawalt, 1968. A atividade da
citocromo ¢ oxidase foi determinada polarograficamente, pela medida de consumo de
oxigénio, através de um eletrodo tipo Clark, a 23°C. Primeiramente foi feito um
controle no qual, a 1.8 mlL de meio contendo tampdo fosfato 75 mM, pH 7.2,
adicionou-se 1mg/ml. de mitoplasto e apos um minuto 30 uM de citocromo ¢ de
coragdo de cavalo (tipo III-Sigma), ascorbato de sodio 3,75 mM e NN N, N'-
tetrametil-p- fenilenediamina didrocloreto (TMPD) 300 pM. Posteriormente foi
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realizado o mesimo experimento mais a adi¢do de Triton X-100 na razio de 1,2

mg/mg de proteina. O mesmo procedimento foi feito com as mitocondrias. O calculo

da atividade da citocromo ¢ oxidase foi baseado na diferenga do consumo de oxigénio

da mitocdndria com o do mitoplasto, tanto na auséncia quanto na presenga de Triton
X-100, utilizando a equagdo abaixo. A atividade seria igual a 75-65% para o
mitoplasto ¢ de 95-85% para as mitocondrias, esta diferenga na porcentagem de
atividade pode ser explicada pela possivel perda da atividade da citocromo ¢ oxidase

na preparagdo de mitoplastos (Schnaitman et alii, 1967).

Atividade % = (atividade na presenca de Triton X-100) - (atividade na auséncia de Triton X-100) x 100
(atividade na presenca de Triton X-100)

* atividade tanto ma presenga como na auséncia de Triton X-100 = consumo de oxigénio

A atividade da monoamino oxidase foi determinada espectrofotometricamente
em 250 nm a 37°C, pela formacdo de benzaldeido em um sistema contendo tampao
fosfato 50 mM., pH 7,6 , apés adigdo de hidrocloreto de benzilamina 2.5 mM
(Schnaitman & Grenawait, 1968).
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Determinacio do Consumo de O,

'O consumo de O, pela suspensdo mitocondrial foi determinado
polarograficamente, utilizando-se um eletrodo tipo 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 (M) para determinagdo do controle respiratorio,
o qual contém 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 a suspensio de mitocOndrias em
volume suficiente para uma concentragido final de 1 mg/mL. Registrou-se o estado
respiratoric 4 (estado basal). Apdés 3 minutos adicionou-se ADP (300 puM)
registrando o estado respiratorio 3, onde ocorre aceleragdo do consumo de O, devido
a fosforilagdo oxidativa. Depois de todo o ADP ter sido consumido, a respiragdo das
mitocondrias volta ao estado respiratorio 4 . As velocidades de consumo de O; nos
dois estados foram utilizadas para o calculo do controle respiratorio (CR). O CR ¢
definido como a razio entre o consumo de O, no estado 3 (respiracio estimulada pela
adi¢io de ADP) e o consumo de O, apés todo ADP ter sido fosforilado (estado

respiratorio 4). A preparagio mitocondrial foi considerada adequada para os

--experimentos.quando.o.controle. respiratério. era-maior.que.4-(Nicholls & Akerman,. ...

1982).
O registro do consumo de O; nos estados respiratorios 3 e 4 e a determinagdo
do controle respiratério {(CR) na presenga de DIP foram utilizados para verificar a

ligagdo do Dip ao receptor periférico de benzodiazepinico (Hirsch et alii, 1988 a e b).
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Determinacio die Consumo Extra de Oxigénio por Mitocéndrias Isoladas de

Figado de Rato na presenca de FeSO,.

As mitocOndrias, numa concentragdo de 1 mg de proteina /mL, foram
incubadas numa cela de vidro vedada com agitagio magnética contendo 1,8 mlL de
capacidade total em meio (M;).

Apoés 1 minuto de incubagdo diferentes concentragdes de FeSO, foram
adicionadas. A figura 1 mostra o perfil do consumo extra de O, pelas mitocOndrias,
obtido apos adic@o de FeSO,. Podemos verificar a presenga de dois picos de consumo
extra de O,, denominados de v, € v,, separados por um intervalo de tempo (At). O
primeiro pico, referido como vy, corresponde & oxidagdo do Fe?* adicionado enquanto
o segundo pico vz, corresponde ao processo de peroxidagdo lipidica propriamente dito
pois € inibido pela adigéo de butilhidroxitolueno (BHT) no inicio do experimento
(Alonso et alu, submetido). Este experimento permitiu seguir todo o processo de

consumo extra de oxigénio.
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Figura 6. Consumo de Oxigénio por Mitocdndrias na presenca de Fe **, MFR (1 mg/mL), foi
incubada por I minuto em meio de reagéo (sacarose 125 mM, KCI 65 mM, HEPES 10
mM, pH 74, Pi 3 mM, succinato 5 mM e rotenona 5 uM). Apéds esse tempo foi
adicionado FeSO4 0,5 mM, registrando-se o consumo de O;. Pico 1: consumo extra de O,
devido a oxidagdo de Fe " a Fe*". Pico 2 : consumo extra de O, devido & peroxidagdo
lipidica. At: intervalo de tempo necessario para o inicio do processo de peroxidagdo
lipidica, apos oxidagdo do Fe*".
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Determinacio das Censtantes de Associacio do DIP

A determinagdo das constantes de associagio do DIP com a membrana
mitocondrial foi feita por titulagdo, variando-se a concentragdo de proteina
mitocondrial de 0.8 a 4.0 mg proteina/mL. DIP (2uM) foi adicionado ao meio de
reagdo (KC1 120 mM, HEPES 20 mM, pH 7,4, Succinato 5 mM, Pi 3 mM e rotenona
2 uM) antes da adi¢do da suspensdo de mitoplastos. Apés incubagdo por 30 min. a
30°C, as amostras foram centrifugadas a 4.000 x g por 20 min e feitas as leituras do
sobrenadante. O precipitado obtido da centrifugagdio foi colocado em nitrogénio
liquido (Robertson & Rottenberg, 1983) e entdo solubilizado em 1 mL de solugdo
contendo Triton X-100 7.0 mM e NaCl 171 mM. Para calcular a quantidade de DIP
que ficou retido no precipitado utilizou-se um padrio de DIP (2uM) sem membrana.
A medida de emissdo de fluorescéncia do sobrenadante e do precipitado foi feita
entre 425-600 nm, com excitagdo a 410 nm (Tabak & Borissevich, 1992) Os dados
obtidos foram analisados através do grafico de duplo-reciproco ou diretamente da lei

de a¢do das massas utilizando, respectivamente, as formulas abaixo.

1/AF == 1/AFgax + 1/AFpax x 1/Ky x 1/[M] (Tabak & Borissevich 1992).

AF = AFp[M]
kg + [M]
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Determinacio da Associacio do DIP com fons Fe™ e Fe**

A complexagdo do DIP com ions de ferro poderia resultar numa supressio de
fluorescéncia devido a formagfo de um complexo. A possibilidade de interagio direta

2+ 3+ o - - . . 5
entre 0 DIP ¢ Fe“ ou Fe” foi analisada através do monitoramento da supressdo de

fluorescéncia do Dip (S5uM) por (FeSO,4 2mM + Ascorbato S0mM) ou FeCl; (ZmM),
respectivamente, no meio de reagdo (M) sem mitocondrias. Apos uma incubagdo de
2 horas a temperatura ambiente, as medidas de emisséio de fluorescéncia foram feitas
4 499 nm e a absorbancia da amostra foi acompanhada através de uma varredura de
250 a 600 nm (Tabak & Borissevich,1992). As medidas de absorbancia foram feitas
em espectrofotometro Beckman DU 640 e as de fluorescéncia em espectrofluorimetro
SLM Aminco-SPF-500.
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Determinagdo das Variacdes de Volume Mitocondrial (Inchamento
Mitocondrial)

Como as suspensdes mitocondriais sio turvas, elas espalham a luz incidente. A
luz espalhada ¢ uma fungfo da diferenca do indice de refragdo entre a matriz e o
meio. Qualquer processo que diminua esta diferenga ird diminuir a luz espalhada
(Nicholls & Akerman, 1982). Assim, um aumento no volume da matriz mitocondrial,
associado com a entrada de solutos permedveis, resulta numa aproximagfo entre o
indice de refracdo da matriz ¢ 0 do meio, com a consequente diminuicdo da luz
espalhada. Esta propriedade das mitocOndrias fornece um método qualitativo simples
para se estudar O fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna. As
mitocondrias prestam-se bem para a aplicagdo desta técnica porque sua matriz pode
sofrer grandes variagbes de volume, j4 que a membrana interna sofre apenas
desdobramentos de suas pregas. O acompanhamento deste processo foi feito em
fungdo da diminuigio da absorbiancia em um espectrofotdmetro Beckman DU 640,

ajustado para um comprimento de onda de 520 nm.
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RESULTADOS

Efeito do DIP sobre o Consumo de O; por Mitochndrias Isoladas

Nossa primeira mtengdo fo1 verificar se 0 DIP “per se” afetava diretamente o
funcionamento da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, medido pela
velocidade de consumo de oxigénio no estado respiratorio 4. A Figura 7 mostra o
efeito de diferentes concentragSes de DIP sobre o consumo de oxigénio de
mitocdndrias incubadas na presenga de substratos de complexo I (A) e complexo II
(B). E possivel observar que quando variamos a concentragdo de DIP até 10 uM
ocorre um aumento no consumo de O, no estado respiratério 4 (v4) de cerca de 15%,
independente do substrato utilizado. Estes dados indicam que o DIP ndo altera o

estado respiratorio 4.
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Figura 7. Efeito de diferentes concentracdes de DIP sobre o consumo de oxigénio no estado
respiratéorio 4. MFR (1mg/mL) foram incubadas em meio M; na presenca de succinato
ou piruvato e malato na presenca de concentracles crescentes de DIP (0-10 uM) € a
velocidade de consumo de O foi determinada. (A) Estado respiratério 4 na presenca de
substrato de 1° sitio (piruvato 5 mM + malato 5 mM). (B) Estado respiratorio 4 na
presenga de substrato de 2° sitio (succinato 5 mM). n=5



Dados da literatura mostram que o DIP se liga a proteinas do receptor
periférico de benzodiazepinicos da membrana mitocondrial (Hirsch et alii, 1988a).
~ Esta ligacdo aparentemente causa um aumento no estado respiratorio 4 e diminuicio
no estado respiratorio 3 com consequente diminuigdo nos valores do controle
respiratorio (vs/va) (Hirsch et alii, 1988b). Como os dados da figura anterior sugeriam
um leve efeito desacoplador, dose-dependente, verificamos a acdo de diferentes
concentragdes de DIP (Figura 8) sobre estes dois estados respiratorios.

Foi possivel observar que nas concentragdes mais baixas (até 10 uM) o DIP
afeta muito ligeiramente os dois estados respiratorios com pouca alteragdo no
controle respiratorio. Podemos observar um efeito do DIP mais pronunciado somente
nas concentragdes mais altas. Neste caso, tanto a velocidade de consumo de oxigénio
no estado respiratorio 3 quanto no estado respiratério 4 aumentaram, sendo este
aumento mais marcante em vs, 0 que causou uma queda mais acentuada nos valores
de controle respiratorio (Figura 8A, B e C). Entretanto, é importante salientar que nas
concentragdes de DIP capazes de impedir totalmente a peroxidagdo lipidica, que
variam entre 2,5 e 5 uM (Nepomuceno et alii,1997) o efeito do DIP sobre a
respiragdo foi muito pequeno. Esses dados indicam que a agfio antioxidante do DIP

provavelmente néo esta relacionada a sua ligagio aos MBR.

31



V.inatgde O, mg'min")

FDIBiam

(A)

éva{natg deQ mg min "

g 28 5 75 0 =y 100 4 25 5 75 e 20 100
[DiP]pm [ DIP] pM

(B) (©)

Figura 8. Efeito do DIP no estados respiratérios 4 (A), 3 (B) e no Controle Respiratério (CR)
(vs/vy). MFR (Img/ml.) foram incubadas no mesmo meio de reagic M, , na presenga de
concentragdes crescentes de DIP e a velocidade de consumo de O, determinada. n=5
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Efeito do DIP sobre o Inchamento Mitocondrial induzido por Oxidantes de

Grupos Tidlicos

Dados da literatura mostraram a interagdo do DIP com membranas modelo e
biologicas € sua aglo no sequestro de diversas espécies radicalares (Iuliano et alii,
1989; luliano et alii, 1995; Borissevich et alii, 1996; Nepomuceno et alii, 1997).
Entretanto, nio existem relatos sobre a protego do DIP contra a oxidagfio de grupos
tidlicos proteicos. Assim, utilizando um oxidante especifico de grupos tidlicos
(diamida), realizamos os experimentos mostrados na Figura 9. E conhecido na
literatura que a presenca de Ca’" ¢ diamida induz um aumento na permeabilidade da
membrana mitocondrial interna, capaz de ser observado pela queda na absorbancia a
520 nm. Podemos observar que neste caso, somente a presenca de DTT (redutor de
grupos sulfridila) € suficiente para impedir o processo de permeabilizagio
mitocondrial e que o DIP ndo exerceu agio protetora alguma.

Estes dados mostram que o DIP ndo impede a oxidacdo de grupos -S-H de
proteinas, sugerindo que a agdo antioxidante se da pela associacdo do DIP a bicamada

lipidica.
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Figura 9. Acdo antioxidante do DIP ¢ DTT na oxidacdo de grapos tidlices. MFR (1mg/mL)
foram pré-incubadas (0-7 min.) & 30°C, em meio padrdo (sacarose 125 mM, KCl 65
mM, HEPES 10 mM, pH 7.4, Pi 3 mM) quando presentes, DTT (1 mM), Diamida (0,5
mM) e Ca®" (100uM) e DIP (5puM), foram adicionados apés 1 minuto de pré-incubagdo
e os valores de absorbdncia medidos & 520 nm. n= 3
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Efeito do DIP sobre o Consumo Extra de Oxigénio induzido por Fe’' em
Mitocondrias e Mitoplastos:

Conforme mostrado em Materiais ¢ Métodos, quando Fe** ¢ adicionado em
meio contendo mitocéndrias observam-se dois grandes picos de consumo de oxigénio
("bursts"), separados entre si por um intervalo de tempo (At). O primeiro pico de
consumo extra de oxigénio, referido como v, esta relacionado com a oxidagdo do
Fe®* na presenca de O, sendo que 0 processo peroxidativo ocorre durante o segundo
pico de consumo extra de oxigénio, referido como v,. A existéncia de um periodo
Jatente (At) antes do inicio da peroxidagdo lipidica ¢ fato observado por alguns
autores, utllizando outros sistemas membranares tais como lipossomas ou
microssomos (Minotti & Aust,1987, Driomina et alii,1993) e explicado como o
periodo necessario para a formagio das espécies radicalares que dardo inicio ao
processo peroxidativo, as quais aparentemente dependem de uma razdo critica de
Fe’*: Fe’* com provavel formagio de um complexo entre eles e o O, (Minotti &
Aust, 1987, Driomina et alii,1993; Tang & Shen,1997).

Os dados da Tabela 1 mostram que o DIP ¢ capaz de inibir v, na mesma

concentragdo (2,5uM) para inibir a peroxidagao lipidica detectada pelo aumento na

_...produgdo de TBARS (Nepomuceno et alii, 1997). Podemos observar também. que.a.....

presenga de DIP, embora iniba totalmente v», ndo causa mudangas em v;. Estas
ocorreram somente em altas concentragdes de DIP (100 uM) que, conforme mostrado
na Figura 8a também afeta a velocidade de consumo de O, no estado respiratério 4
mitocondrial. Estes dados sugerem que o DIP ndo foi capaz de alterar o estado de
oxidagio do Fe®’, pelo menos nas conceniragbes em que € capaz de i1mibir a

peroxidagdo lipidica.

35



Tabela 1. Efeito do DIP sobre a velocidade de consumo extra de oxigénio induzida por FeSO, .
MFR (1mg/ml.) foram incubadas em meio de reagdo (sacarose 125 mM, KCI 65 mM,

HEPES 10 mM, Pi 3 mM, succinato 5 mM, rotenona 5 pM, pH 7.4) na presenga de
diferentes concentragdes de DIP. n= 5

[DEP] v; (natg de O g™ min.’} At (min.) vy(natg de O, mg” min")
M [FeSO,] pM [FeSO,] pM [FeSO,] M
50 100 200 500 50 | 100 ] 200 [ s00 50 100 | 200 | s00

0 [50+6 74+8 111+2 218+10§6+1 71 941 111 |37+5 47+2 81+8 15026
725 j60+£2 7227 1085 21946 | - - - . - . - -
T 50 j65+5 737 110£2 21948 | - - , ) A . . -
775 |62+4 8+4 11122 22329 - - - . . - . .
TT10 |64+ 7 91+£8 1115 225+7f - - - . . - . .
50 |67 +7 101£14 141£8 22813 - - - - . . N .
100 | 104£5 140411 165+7 2409 - - . - - - - .

Os experimentos mosirados na Tabela anterior foram feitos com mitocdndrias
isoladas. A seguir foram realizadas entdo os mesmos experimentos na presenga de
mitoplastos (mitocondrias destituidas da membrana externa).

Os dados mostrados na Tabela 2 indicam que em mitoplasto ha necessidade de

- - 2+ . - . g
uma concentragdo maior de Fe~ para se observar o processo de peroxidacdo lipidica.

- Esses-dados sugerem que.a manipulagio.da suspensio mitocondnal para a obtengdo. ...

dos mitoplastos faz com que estas apresentem uma velocidade de consumo de O,
maior que a de mitocOndrias intactas (Pedersen et alii, 1978), 0 que por sua vez,
diminui a velocidade de produgio de H,0; (Boveris & Chance,1973). De acordo com
dados anteriores do nosso grupo de pesquisa H,O, também ¢ necessario para a
formacgdo de concentragOes suficientemente altas do ion perferril (reacdo 5), que
parece ser o verdadeiro miciador do processo peroxidativo (Alonso et alii,
submetido). Isto explicaria a necessidade de maiores concentracdes de Fe’* sendo

oxidado a Fe’* para ocorrer a peroxidacio lipidica. Por outro lado, podemos também
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observar pela Tabela 2 que o DIP ¢ igualmente eficiente em proteger os mitoplastos

da peroxidagdo lipidica induzida por Fe** pois induz total mibi¢do do segundo pico

de consumo extra de oxigénio (v2) mesmo nas menores concentragdes, como

observado também com as mitocOndrias intactas.

Tabela 2. Efeito do DIP sobre o consumo extra de oxigénio induzida por FeSO, na presenca
de mitoplastes. Os mitoplastos (Img/mL) foram incubados em meio de reagio
(sacarose 125 mM, KC1 65 mM, HEPES 10 mM, Pi 3 mM, succinato 5 mM, rotenona 5
uM, pH 7,4) na presenca de diferentes concentrages de DIP. n=4

DI vi(natg de O mg” min™) At ( min. } vy(natg de O, mg "’ min. )
nM [FeSO,] uM {FeSO,} pM {FeSO,] pM

50 160 200 | 500 50 100 | 200 | 500 50 100 | 200 | 500

0 fe2+S 89+7 1136 192+7] - 19f1 142 81 - 1422 43+2 53x3
25 l60+6 90+3  105%10 180210| - - - - - ] . .
50 |6x+7 91+7 110%7 195%3 ) - - - - B . . -
75 |67+6 93+2 116%5 1985 - - - - - - . N
100 {675 9245 11543 203+2 - - - - - - N -
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Associacio do DIP com a2 membrana mitocondrial interna

o Atitulagdo de diferentes concentragSes de suspensdes de mitocéndrias com
DIP 2 uM indicou que a associagdo foi diretamente proporcional ao aumento da
concentragdo de mitocondria (Nepomuceno et alii, submetido). A analise dos
espectros de emissdo de fluorescéncia do DIP na presenga de mitoplastos (Figura 10)
mostra resultados bem similares aos ja obtidos com mitocondrias intactas. Podemos
observar que a0 aumentarmos a concentragio de membrana a intensidade de emissio
de fluorescéncia diminui, no sobrenadante (Figura 10 A) o que condiz com uma
situagdo de mais droga ligada 4 membrana e menos droga no sobrenadante. Estas
alteracbes no espectro de emissdo foram usadas para estimar a constante de
associagdo do DIP na membrana (Nassar et alii, 1997).

Considerando o equilibrio:

D+MeD-M (1)

Onde D representa a droga e M o mitoplasto, a fluorescéncia total observada é
devida as espécies livres e ligadas de D. AF representa a diferenga entre a intensidade
de emissfo de fluorescéncia da droga em uma certa concentragio de mitoplasto, (F) e

a intensidade de fluorescéncia inicial (F°), na auséncia de mitoplasto. Para se obter

quantitativamente a constante de associagdo da droga ao mitoplasto, os dados foram. ..

tratados usando a lei de agéio das massas e o método de duplo reciproco (Tabak &

Borissevich, 1996) . Este tratamento foi baseado nas seguintes equagdes:

AF = AFga [M]

ke + [M]
1/ AF=1/AFpy + 1/AFga x 1/ky x 1/[M] (2)
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O grafico de 1/AF em fungdo de 1/[M] pode ser usado para calcular a constante
de associagdo, Ky Do grafico de AF em fungdo de [M] obtem-se diretamente ky.

Os dados da Figura 10A mostram que a intensidade de fluorescéncia do
sobrenadante diminui a medida que a concentragdo de mitoplasto foi aumentada,
sendo que no precipitado tratado com Triton X-100 para recuperagdo do DIP, a
intensidade de fluorescéncia aumentou de acordo com o aumento da concentragdo de
mitoplasto (Figura 10B). A partir do grafico do duplo reciproco (nfio mostrado),
obtido de acordo com a equagdo 2, calculou-se a constante e constante de associagio
Kp=1,1%0,2 (mg/mL)". A constante de dissociagdo é igual a 0,93 + 0,14 (mg/mL)"
(Figura 11).

[protefna]

{prateina]

(A) (B)

Figura 10. Espectros de emissfio de fluorescéncia do DIP. O DIP (2x10° M) foi incubado com
os mitoplastos em meio de reagdo como descrito em Materias e Métodos. Apods
centrifugacdo foram feitas as leituras de emissdo de fluorescéncia do sobrenadante (A)
e do precipitado (B) como descrito em Materiais ¢ Métodos. A concentracio de
proteina variou de 0,8 - 4,0 mg/mL, e a excitagdo foi 4 410 nm. As setas indicam o
sentido do aumento de concentragdo de proteina. Os graficos em preto correspondem
42x 10°° M de DIP nos respectivos meios na auséncia de membranas. n= 3
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O grafico abaixo foi obtido através da relagéo entre a area do espectro de
emissdioc do DIP na presenga de concentragdes crescentes de membrana, apds
tratamento do precipitado com Triton X-100 e a area do espectro de emissdo do DIP
no meio de Triton X-100, sem membrana (espectro preto da Figura 10B). Portanto
esta fragdo sera sempre menor que um e, ao multiplicarmos cada valor de fragéo
obtida por 100, obtivemos a porcentagem de DIP no precipitado. Portanto foi obtida
uma fra¢do de até 21% de DIP no precipitado. E suposto que a fragio de DIP que
ficou no percipitado corresponde ao DIP ligado a2 membrana. Estes dados indicam
que embora ocorra a associagdo do DIP 4 membrana, grande parte da droga

permanece no meio de reaco.

Frogdo d’k Dip no pellet
p
*
i

1 ' 1 ¥ T ¥ t
0 1 2 3 4
[Proteina] ma/ml

J

Figura 11. Isoterma de associacfio do DIP aos mitoplastos. O DIP (2x1 0° M) foi incubado
com os mitoplastos, centrifugado e o precipitado tratado com Triton X-100. A
excitagdo foi a 410 am. O ajuste foi feito através da lei de acdo de massas, ou seja

AF = AFpu[M] .
ky + M]
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Efeito da Adicdo de DIP ou BHT apés vy

Ja ¢ conhecido na literatura a necessidade de uma rtazio equivalente de
Fe’'/Fe’" para a formagfio da espécie radicalar iniciadora do processo de peroxidagdo
lipidica induzida por ions de ferro (Minotti & Aust, 1987b). Recentemente, Tang e
colaboradores (1997) mostraram que a remogdo de Fe* ou Fe** pela adigdo de um
segundo quelante de ferro ao final do periodo latente resultava na inibigdo da
lipoperoxidagdo (Tang et alii,1997). A Figura 12 mostra o efeito da adigdo de DIP (5
uM) ou butil hidréxi-tolueno (sequestrador de radicais-BHT) (90 uM) em quatro
momentos distintos, imediatamente ap6s v, durante o periodo latente (At) e também
ao final de At e apos o processo peroxidativo ter sido iniciado. Podemos observar que
o DIP ¢é capaz de iibir totalmente o processo, independente do momento de sua
adi¢dio, da mesma forma que o BHT, cujo efeito ja estd bastante caracterizado na

literatura.
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Figura 11. Efeito da adigiio de DIP ¢ BHT sobre ¢ consuma de U em mitocindriss apds a
adigio de FeBl, MFR {(Img/ml) foram incubadas em um meio como descrito om
Matedias © Métodos por wmn minuto e FeSQ, {500 uM) foi adicionade. Onde
indicado firam adicionadoes DIP (5 ph} ou BHT (90 5M). As Hnhas { sw) indicam
que o consume de oxigénio fol nlbido n=3
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Agiio do DIP como quelante de fons Fe® e Fe*'

- Sendo o DIP um composto altamente fluorescente, resolvemos verificar sua
possivel complexagio com os ions de ferro. A possibilidade de uma interagiio direta
entre 0 DIP e Fe " e Fe * foi investigada através de estudos de supressio de
fluorescéncia do DIP pelos ions de ferro no meio de reagio (M) na auséncia de
mitocOndria. O primeiro experimento com sulfato de ferro néo foi quantitativo devido
a rapida oxidagdo de ferro (Fe ** a Fe ), mmpedindo assim a 4nalise. A oxidacdo do
ferro provocou uma turbidez na amostra provavelmente devido a precipitagdo do
hidréxido de ferro. Como o Fe** absorve no mesmo comprimento de onda do DIP, a
diminuigio da fluorescéncia poderia ndo ser devida a supressio do DIP. Este
fendbmeno € chamado efeito de filtro interno (Figura 12). Assim foi feito um
experimento onde o DIP ficou incubado com solugdo de FeSO, ou FeCls por trés
horas, posteriormente as amostras foram centrifugadas a 144.000 x g e uma leitura do
espectro de fluorescéncia do sobrenadante foi feita (Figura 13). Dos dados obtidos
(Figura 13), fo1 possivel descartar a complexagiio do DIP com ions de ferro, pois a

fluorescéncia da solugdo permaneceu a mesma apds incubacio.
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Figura 13. Espectro de emissiio de fluorescéncia do DIP na presenca de ions de ferro. No meio

contendo (KC! 65 mM, sacarose 125 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4) foi adicionado
FeSO,; (2ZmM) e Ascorbato (50 mM)A ) e FeCly (2mMYB ). Os tragados coloridos
indicam emissdo da molécula de DIP ap6s a incubagdo com fons de ferro por 3 horas .

SR
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DISCUSSAO

Dados do nosso laboratorio em .colaborag:éo. Coﬁa ) Laboiatério do Prof.
Marcel Tabak (IQSC-USP), mostraram que o dipiridamol (DIP) exerce um poderoso
papel antioxidante em relagdo a peroxidagdo lipidica induzida por FeSO4 e esta
protegdo esta diretamente relacionada com a hidrofobicidade do DIP, uma vez que
seus derivados mais hidrofilicos s80 menos efetivos contra a peroxidagdo lipidica
mitocondrial (Nepomuceno et alii, 1997). Também tem sido mostrado que esta droga
inibe a peroxidacdo lipidica induzida por outros compostos, como hidroperdxidos e
azoiniciadores em sistemas diferenciados como micelas (Iuliano et alii, 1995) e
lipoproteinas de baixa densidade (Tuliano et alii, 1996) Entretanto, é citado na
literatura que o DIP se liga a receptores periféricos de benzodiazepinicos (MBR),
localizados na membrana mitocondrial externa (Davis & Huston, 1981; Hirsch et alii,
1988), embora esta afinidade seja bem menor do que a relatada para outros ligantes
como 0 Ro35-4864 ¢ PK 11195 (Hirsch et alii, 1988 a). O DIP ao se ligar no MBR
provoca mudang¢as no controle respiratério, devido ao aumento do consumo de
oxigénio do estado respiratorio 4 e uma diminui¢gio do consumo de oxigénio do
estado respiratOorio 3. Entretanto tais experimentos foram realizados com
...mitocondrias isoladas de rim de rato. que contém uma alta concentracio de receptores. .
benzodiazepinicos quando comparada as mitocOndrias de figado (Hirsch et alii,
1988). Sob nossas condigbes experimentais, utilizando mitocondrias de figado de rato
observamos alteracdes semelhantes apenas quando utilizamos altas concentractes de
DIP. Os dados apresentados nas Figuras 7 e 8, mostraram que o DIP em
concentracdes fisiologicas (até 10 pM) provocou alteragdes insignificantes no
controle respiratorio, enquanto que uma queda significativa no controle respiratdrio

foi observada apenas em altas concentragdes de DIP (50-100 uM), muito maiores do
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que as requeridas para imbir a peroxidagdo lipidica (2,5-5,0 uM). Este fato pode ser
devido aos efeitos citotoxicos provocados pelas altas concentragdes da droga.

Desde que a mibigdo do DIP sobre a peroxidagao lipidica induzida por FeSO;,
foi observada em. concentra¢Oes bem menores do que as concentragdes que alteram o
controle respiratoOrio, a constante de associagio (Ky) do DIP as membranas
mitocondriais foi também verificada. O valor de Ky, para mitocondria foi previamente
por n6s calculado, obtendo-se um valor de 0.8 + 0.1 (mg/mL)" e a porcentagem de
DIP que se ligou a membrana mitocondrial atingiu um maximo de saturaciio de 47%
(Nepomuceno et alii, submetido). Sob as mesmas condigbes experimentais, mas
retirando a mernbrana externa da mitocdndria com digitonina (mitoplastos),
verificamos a ligaagdo do DIP a membrana interna. Apesar da composigio de lipidios
e proteinas da membrana externa ser muito diferente da membrana interna,
(Daum,1985) o wvalor de K, = 1.1 + 0.2 (mg/mL)", encontrado para os mitoplastos,
foi maior do que o valor de K}, para mitocéndria. Como é possivel observar através
dos resultados mostrados nas figuras 10 a e b, a medida que a concentragio de
membrana aumenta a porcentagem de DIP diminui consideravelemente no
sobrenandante. O maximo de saturagdo de DIP no precipitado obtido a partir dos

mitoplastos, fo1 21%. Somando-se com 40% de DIP que ficou no sobrenadante,

totaliza-se 61% de DIP recuperado, enquanto que nas suspensdes mitocondriais a

recuperagdo do IDIP no precipitado e no sobrenadante totalizou praticamente 100%.
Esses resultados mostraram que ao contrario do que observado previamente em
mitocOndrias, parte do DIP ndo foi recuperada apos a ressuspensio dos mitoplastos.
Por outro 1ado, o citocromo Pys4 ja foi detectado em mitocondrias de figado de
rato, sendo localizado mais precisamente entre a membrana interna ¢ a matriz (Sato et
alii, 1977). A funcgéo deste citocromo em mitocdndria de figado de rato ou humano

pode estar relacionada a metabolizagdo da vitamina Ds, de colesterol ¢ de outros
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diferentes esterOides (Oftebro et alii, 1981). O citocromo P, age como uma
monooxigenase (cataliza a insergdo de um atomo de O, a um substrato orgnico, com
redugéo de outro substrato a H,0), detoxificando as células através da transformacao
de compostos apolares em compostos polares para uma maior solubilizacdo e
consequente excrec¢do (Capdevila et alii, 1992). E importante ressaltar também que o
sistema de 6xido-redugdo presente na cadeia respiratoria é capaz de reduzir ou oxidar
hidroperéxidos, através do transporte de elétrons que se d4 através da mesma
(Kennedy et alii, 1992)

Iuliano et alii (1995) verificaram que o DIP, ao sequestrar o radical peroxil
gerado por‘ decomposi¢io térmica de azoiniciadores, atuou como um antioxidante
fenolico classico, através da transferéncia de hidrogénios que estdo ligados aos
grupamentos alquilas da molécula, dando origem a um intermediario radicalar,
passivel de ser detectado através de ESR, embora a natureza quimica do produto nio-
radicalar ndo pode ser determinada. Também foi mostrado através das técnicas de
voltametria ciclica, absorgéo 6tica, fluorescéncia e ESR que o DIP diluido tanto em
acetonitrila como em etanol na presenca de potencial adequado sofre oxidacdo
eletroquimica monoeletronica dando origem a um radical paramagnético ndo

fluorescente (Almeida et ahi, 1998). Recentemente foi detectado por EPR a

formagfo de um cation radical pelo DIP, apés a interagdo deste com o radical peroxil
” , experimeﬁtbs de voltametria ciclica indicaram uma facil dXidégéo do DIP 'para este
cation radical. Sendo que a transferéncia de proton proposta por Iuliano foi
descartada (Pedulli et alii, 1999).

Com base nestes dados ¢ ressaltando a agdo do citocromo Pgsy, podemos
sugerir que a oxidacdo do DIP ao nivel de membrana leva a formagdo de um radical
com caracteristicas espectroscopicas proprias, ndc fluorescente, conforme ja

mostrado (Almeida, et ali1,1998). Desta forma, podemos sugerir que a recuperagio
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parcial do DIP a partir do sobrenandante e precipitado obtidos apés a incubagfo de
mitoplastos com a droga, ¢ decorréncia da formacéo deste radical.

Este aspecto ¢ de grande relevancia, uma vez que Iuliano e colaboradores,
(1995) ja haviam sugerido que a oxidag@o metabodlica do DIP poderia dar origem a
novos compostos que, de alguma forma, poderiam estar envolvidos com as
propriedades terapéuticas deste composto (Tuliano et alii, 1995).

Por outro lado, experimentos mostrados na figura 12, indicam a eficiente agio
antioxidante do DIP, pois 0 mesmo inibiu a ocorréncia da peroxidag¢do lipidica
quando adicionado em varias etapas do processo, com eficiéncia semelhante ao
butilhidroxitolueno (BHT), um antioxidante sintético cldssico que atua como
sequestrador de espécies radicalares. O metabolismo do BHT se da através do
citocromo Pysp e ele apresenta efeitos citotdxicos “in vivo” quando usado em altas
concentragdes (Halliwell & Gutteridge,1989).

A hipdtese de que o DIP possa atuar como quelante de ions ferro ¢ desta forma
inibir a peroxidacao lipidica ndo foi descartada (Pedulli et alii, 1999). Os resultados
aqui apresentados confirmam a habilidade do DIP em sequestrar radicais gerados a
partir de Fe**, que induzem a peroxidacfio lipidica em suspensdes mitocondriais, mas
a possibilidade do DIP atuar como quelante de Fe®* e Fe’* foi descartada (Figuras 13
aeb).

| Iuhano e colaboradores .atrévés“de uma .série. 'de ifrabélhos Vex‘iﬁéafam qﬁé 0
DIP € capaz de sequestrar : o radical dnion superoxido, gerado diretamente atraves
do sistema xantina/xantina oxidase (Iuliano et alii, 1989); o radical hidroxila gerado
pela reacdo de Ienton ou por radiolise da agua (Tuliano et alii, 1992a), o radical
peroxil, gerado por decomposicio térmica de azoiniciadores (Iuliano et alii, 1995).
Usando sistemas biologicos diferentes, outros grupos, verificaram que o DIP
apresenta uma ampla agdo terapéutica no tratamento de formagdo de trombos ¢

aterosclerose, patologias essas que podem ser desenvolvidas por radicais livres.
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Sugeriu-se assim que a agdo de antioxidantes pode prevenir ou retardar a ocorréncia
de tais patologias (luliano et ali1,1994; Iuliano et ali1,1997).

Uma analise global dos nossos resultados permite sugerir que a atividade do
DIP ¢é decorrente de sua agdo em sequestrar tanto espécies reativas de oxigénio
geradas no inicio da peroxidagdo lipidica, quanto radicais lipoperoxidos formados na
etapa de propagacdo. Estes dados sdo de grande importincia, pois podem ajudar na

compreensdo da ag¢do terapéutica desta droga quando adminisrtrada “in vivo ™.
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