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A0 meu pai e a minha mae



"Foi no nosso tempo aque a Biologia perdeu sua inocéncia
multissecular. Dantes, ela contava os seamentos dos artropodes e
as inflorescéncias das fanerogamas. Descrevia a anatomia e
fisiologia dos corpos, mas estava inocente da maldade dos
espiritos.

Mas um dia, comegou a entrar na pele dos <ceres vivos, a
estudar a quimica das sensagles e a dissecar as moléculas da
hereditariedade. Descobriu que, desde o primeivro atomo de
hidrogénio até a mente humana, toda a universal diverssidade &
trespassada por um fio de unidade elementar. Através dele, foi
penetrando no mundo do pensamento, e acabou por se ver envolvida
nos problemas sociais, filoséficos, religiosos e politicos dos
homens .

De inocente, a Biologia Passou a ser considerada responsavel
por boa parte dos caminhos que trilha nossa civilizac3o."

ftuis J. Archer
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LINTRODUCAO

0 estresse oxidativo &€ um estado originalmente definido por
SIES, 1985, como um desbalango entre espécies pro-oxidantes e
anti-oxidantes, em favor das primeiras. Neste estado, a gerac3o de
espécies oxidantes excede a capacidade de defesa das ceélulas, o

que torna as estruturas celulares acessiveis ap ataque oxidativo.

Atualmente varios processos patoldgicos e degenerativos t8m  sua

etiologia associada a uma condig¢do de estresse oxidativo, como o
cancer (CERUTTI, 1985, Q envelhecimento (HARMAN, 1981), )
processo inflamatdrio (FLOHE, 1983), as lesbes decorrentes de

hiperoxia (JAMIESON, 1989), as lesfes pos-isquémicas (SIMPSON e
col, 1987) e a toxicidade de drogas como as quinonas (POWIS,
1989) . Em decorréncia do envolvimento do estresse oxidativo nestes
varios processos, existe atualmente um grande interesse em relacio
aos mecanismos moleculares operantes na citotoxicidade induzida

por especies pro-oxidantes.

As espécies pré-oxidantes s3o moléculas ou atomos que
necessitam receber elétrons para se estabilizarem e por isso
atacam outras moléculas, abstraindo um ou mais elétrons destas
ultimas. Elas s3o normalmente espécies radicalares, que possuem um
eletron desemparelhado no uUltimo orbital molecular. As principais
especies oxidantes de import3ncia bioldgica s3o0 derivadas do

oxigénio molecular, as quais se denomina Espécies Ativadas de



Oxigénia (EAQ) (SIES, 1985). Além destas, outros radicais - como
0s centrados em carbono ou enxofre - podem induzir a formagado de
lesfes em estruturas bioldgicas (HALLIWELL e GUTERIDGE, 1989) .

As principais EAD sdo 0s radicais superoxido (DE' ),

hidroxila (HO ), alqudoxi (RO ), perodxi (ROO') e a configuracgdo
~ . . + . ~ . R .

sigma do oxigenio singlete (129 OE)' Tambem estdo ai incluidos o

peroxido de hidrogénio (HEOE)‘ 0s peroxidos orgdnicos (ROOH) e a

. ~ o~ . i ~ ~
configuragao delta do oxigénio singlete ( AQDE), que nao sao

espeécies radicalares mas possuem caracteristica de pro—-oxidante

(GIES, - 1985

D oxigénioc molecular possue em seu estado fundamental
triplete dois eletrons desemparel hados no dltimo orbital
molecular, Qque apresentam mesmo numero quintico de spin. Esta

configuragdo eletronica dificulta a reducdo direta desta molécula

pelo recebimento de um par de elétrons, uma vez que ambos deveriam

ter mesmo numero de spin, uma configuracgd3o relativamente rara
naturalmente. Desta forma O oxigénio molecular e reduzido
preferencialmente em passos monoeletronicos, com espécies

paramagnéticas, espécies doadoras de elétrons, com a luz ou com
metais de transi¢c3o (GREEN e HILL, 1985) . As redugoes
monoeletronicas do Oa formam EAO de acordo com o seguinte esquema

(MENGHIHI, 1988):



As configuracdes eletrdnicas do oxigénio molecular e das

principais EAD s3o apresentadas no esquema abaixo (NAQUI e col,

1986)
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Dentre as varias classes de compostos quimicos com
caracteristicas pro-oxidantes est3o as quinonas. Estas moléculas

530 dicetonas ciclicas, contendo um ou mais anéis (BRUNMARK e
CADENAS, 198%9) (Estrutura I do esquema abaixo). As quinonas sao
largamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas

tambem em poluentes ambientais como as fumagcas do cigarro e da

combustdo do petréleo (POWIS, 1987 . Entretanto, (w) grande
interesse bioldgico destas moléculas decorre do fato delas
representarem oi'segundo maior grupo de compostos quimicos

aprovados para uso clinico como quimioterapicos (POWIS, 1989).



I II I11

As quinonas sofrem facilmente reagdes de transferéncia de
eletrons, em Passos mono ou bieletrdnicos que formam
respectivamente um radical semiquinona ou uma hidroquinona
(Estruturas II e IIl do esquema acima). O radical semiquinona pode
ser rapidamente atacado pelo oxigénio molecular, que recebe um
eletron desta espécie formando o radical 3nion superdxido. Desta
forma, a redug¢do de uma quinona ao radical semiquinona e sua
subseqgiente oxidacdo & quinona parental produzem EAD, num
mecanismo conhecido como ciclo redox, que consiste no ciclo de
oxidacdo-redugdo ndo estequiometrico com transferéncia de elétrons
para o oxig@nio molecular. Esta propriedade quimica de realizar
ciclos de oxidagdo-reducdo esta relacionada tanto as fungdes
fisiologicas qyaﬁto a proceésos ndo fisioldgicos, e
conseqlentemente toxicos, inéuzidos POY estas moléculas (NOHL e

col, 1986). 0 ciclo redox da benzoquinona — uma quinona derivada

do benzeno — é apresentado no esquema acima CSMITH e col, 1985).

#



A tetrahidroxibenzoguinona (THQ) , ou 2,3,5,6b~tetrahidroxi-

2,5-ciclohexadieno~ 1,4-diona, e uma quinona derivada da
benzoquinona gque possue gquatro hidroxilas substi%uintes nas
posicies 2,3,5 e & do anel. FLAIG e col (1968) sugerem que oOs

grupos OH substituintes afetam a estrutura de resson3ncia dos
compostos quindides, facilitando as reagles de transferéncia de
eletrons. Desta forma, a THQ & uma quinona particular que sofre
auto-oxidac3o em condigdes fisioldgicas pela transferéncia de
eletrons para o oxigénio molecular (HOFFMANN e col, 1987). A
producdo de EAO pela THQ ocorre diretamente pela oxidagdo da
hidroxiquinona a radical semiquinona; e deste a acido rodizénico;
sem a participagdo de redutores enddgenos, como geralmente
requerido para outras quinonas (BRUNMARK e CADENAS, 1289 . Esta
propriedade, aliada ao fato de a THQ ser uma molécula pequena,
relativamente soluvel, que parece na3c sofrer barreiras de
permeabilidade, uma vez que atravessa livremente a parede celular
e a membrana plasmatica de leveduras (SERIS e BRU, i9s62),
justificam sua utilizac3o como modelo para estudos do mecanismo
citotoxico das quinonas e do estresse oxidativo. O esquema a
seguir apresenta o mecanismo de auto-oxidagdo da THQ (HOFFMANN e

col, 1987) .



0
HO OH HO o®
2 pma—" +4 H®
HO oH HO o®
0
0

HO 0 HO o}
2 H@ + -+ C)T — + H202
HO o® HO \o
O e}
0 o
HO\T/M\T/O. HO 0
+
H' + | |+ Hp0p—= +*OH + Hy0
HO/\/\O@ HO \O
Y 0

o}
Ho OH HO o
| 0, —
+ S Y2 N + H0
HO OH HO 6}
o]

Em solugdo aquosa, a THQ auto-oxida imediatamente apos a
dissolugdo, com o desaparecimento do seu pico caracteristico de
absorbadncia (307 nm) e o aparecimento do pico caracteristico do
acido rodizonico (RDZ) - o primeiro produto de oxidag3oc da THQ -
na regido de 4B0 nm (RETORI e HOFFMANN, dados n3o publicados). g
detectada também, na solucdo a presenga do radical semiquinona, do
peroxido de hidrdééﬁio e do radicai hidroxila (HOFFMANN e col,
1987). Desta forma, esta quin;na funciona ' como geradora de um
surto de EAO, formadas durante sua auto—ogidacﬁo. Alem deste,ﬁurfo

inicial, o acido rodizénico pode continuar a producd3o de EAD por

um mecanismo tipo ciclo redox, como demonstrado acima.



Nosso 1 aboratodrio ja vem estudando ha algum tempo o mecanismo
citotdxico da THQ para celulas de mamiferos como modelo de
estresse oxidativo. Sua agdo citotdxica Foi relacionada as EAO
Produzidas durante sua auto-oxida¢do, uma vez que a citotoxicidade
da THQ para linfocitos humanos ¢é dependente de peroxido de
hidrogénio (HOFFMANN e col,1984). Em adigd3o a isto, AREVALO, 1990,
demonstrou a agdo genotdxica desta quinona para Fibroblastos em
cultura, evidenciando uma ag3o inibitéria sobre a replicagdo
semiconservativa do DNA, num mecanismo dependente de peréxido de

hidrogénio, onde o radical hidroxila representa a espécie oxidante

critica. Esta autora também demonstrou a formac3o de quebras de
fitas simples de DNA em células expostas a altas concentragdes de

THQ.

Quanto ao mecanismo molecular da genotoxicidade da THQ, a
cinética de desaparecimento do efeito inibitario sobrea a
replicagdo do DNA de solucdes estocadas de THQ, aliada a deteccdo
do radical semiquinona na solugdo e a auséncia de efeito protetor
por quelantes de ferro sugerem a participacdo do radical
semiquinona na redu¢do homolitica do perdéxido de hidrogénio a
radical hidroxila, e conseqientemente no mecanismo genotdxico

desta quinona (AREVALO, 1990).

Evidéncias recentes da literatura (NICOTERA e col, 1992;
CANTONI e col, 1989; NICOTERA e col, 1988) tém apresentado um novo
enfoque para a citotoxicidade induzida pelo estresse oxidativo.
Segundo esta nova hipotese, o desenvolvimento das alteracdes

funcionais e estruturais relacionadas a citotoxicidade de



pro-oxidantes estd associado a disturbios na concentragcdo
citosolica de calcio livre, e n3oc apenas ao ataque direto das EAO

a biomolécul as.

Inicialmente, SCHANNE e cpl, 1979, demonstraram que a morte
celular induzida por varios agentes quimicos era dependente da

o+ . . e
presenca de Ca no mel1o extracelular, o que levou a proposicao de

que este ion devesse desempenhar um papel fundamental no
desenvolvimento das alteracoes estruturais e funcionais
relacionadas a morte celular (CAMPBELL, 1983). Atualmente, fortes

evidéncias associam um aumento na concentrac3o intracelular de
2+ . .. ..
Ca ao desenvolvimento de varios processos toxicos, entre eles a

citotoxicidade de quinonas, como revisado por NICOTERA (NICOTERA e

col, 1992).

NICOTERA e col, 1988 encontraram uma correlac3o entre o
aumento da concentragdo citosdlica de Ca2+ e a citotoxicidade da
menadiona - uma naftoquinona que gera estresse oxidativo - para
hepatdcitos. Em adigd3o a isto, CANTONI e col, 1989, preveniram a
agao toxica de perdxido de hidrogénio para fibroblastos com a
utilizag¢ao do quelante intracelular de Ca8+
e—-fl(2-bis—-lcarboximetill amino-S-metilfenoxi)
-metill—-6é-metoxi-B-bis [carboximetill aminogquinolina (QUIN &2).
Estes resultados levaram & proposig3o deste novo enfoque para o
mecanismo citotdxico de espécies pro-oxidantes, que propSe que o
estresse oxidativo provoca um aumento nao fisiolodgico na

~ , 2+ , .
concentracao intracelular de Ca , 0 que funciona como sinal para

a ativacdo de processos enzimaticos catabdlicos dependentes de



Ca®t (ORRENIUS e col, 1989).

A mitocdndria €& uma organela fundamental no metabolismo
celular, sendo a responsavel pelo equilibrio energético da célula
e 0 sitio onde ocorrem a maioria das reacbes de transferéncia de
eletrons intracelulares. Ja hda algum tempo, LEHNINGER e col, 1978,
demonstraram que algumas fun¢ies mitocondriais, como a liberacao

a2+ . .
de Ca , eram controladas pelo estado redox dos nucleotideos de
piridina intramitocondriais. Posteriormente, foi demonstrado que a

2+ , ) . .
presenca de Ca e pro—oxidantes exerce um efeito toxico sobre

mitocoéndrias isoladas, com varias consequéncias estruturais e
. . . , ~ 2+
funcionais como gqueda do potencial de membrana, liberac3o de Ca
para o meio extramitocondrial, aumento do volume mitocondrial e da
velocidade de consumo de oxigé€nio (VERCESI e col, 1989).
o~ . .. . . o+

As al teracgoes mitocondriais induzidas pOT Ca e
pro—oxidantes foram observadas também em mitocdndrias de células
expostas ao oxidante terc—butil hidroperdxido, o que levou MASAKI
e col, 1989, a sugerirem que a mitocdndria representa um alvo

celular critico na morte de hepatdcitos isolados expostos a este

agente.

1. OBJETIVOS

Dentro do contexto apresentado acima interessou-nos avaliar o

. . 2+ ) . . .
envolvimento do 1on Ca na citotoxicidade induzida =lalg

pro—oxidantes, utilizando a exposicdo de células de mamiferos a



THG como modelo de uma situacdao de estresse oxidativo. Noés
. . ) . .. ~ . +
objetivamos investigar a participac3o do ion Cae e das EAOD nos

efeitos deletérios da THQ para fibroblastos V79 em cultura.

Este estudo foi realizado utilizando as seguintes abordagens:
1. Determinacdo do efeito citotéxico da THQ para fibroblastos V79.
Analise da inibigdo da proliferacdo celular e do papel do calcio e
das EAO neste processo.
2. Determinacdo do efeito da THQ sobre a integridade estrutural do

DNA de células V79. Analise da fragmentac3o do DNA e do

envolvimento do calcio neste processo. Determinacd3o da capacidade
celular de reparo de quebras de DNA.
. - - . c+ .

3. Determinac¢dao da concentrac3o intracelular de Ca livre em
. ~ . e+
celulas V72 . Comprovagado da capacidade da THQ em aumentar a [Ca 1
intracelular .
4. Determina¢ao da capacidade da THQ em produzir alteracgdes
estruturais e funcionais ao nivel das mitocédéndrias. Analise dos
seus efeitos sobre fungies mitocondriais, como o0 transporte de
calcio pela membrana mitocondrial interna e a capacidade da
mitocdéndria em construir e manter um potencial elétrico
transmembranico em mitocdndrias isoladas de figado de rato e em

mitocdndrias de células V79 in situ. Analise da participacd3o das

EA0 @ do calcio nestes processos.

2. ESTRESSE OXIDATIVD E CITOTOXICIDADE

As EAD0 passaram a despertar interesse na area bioldgica a

10



partir do final da década de 50, gquando foi evidenciada a
potencializag¢do dos efeitos toxicos da radiag3o ionizante pelo
oxigénio molecular. No entanto, foi a descoberté da enzima
superoxido dismutase, no final da década de 60 (McCORD e
FRIDOVICH, 196%9), que demonstrou que as EA0 devem desempenhar um
papel relevante no metabolismo normal, criando entd3o um interesse
na investigacdo da participagcd3o destas espécies em processos

patoldgicos e +fisiologicos.

0 radical dnion superdxido é, normalmente, a primeira EAQD

gerada-emSistemas-bioldégicos; mas sua producdopodelevar-a
formacdo de peroxido de hidrogénio, num mecanismo de dismutac3io,
que em condig¢les fisioldgicas & catalisado pela enzima superdxido

dismutase (1).

20, +2 H -——-—- ) H,O0, + O (1)

0 radical superodoxido pode também reagir com o© peroxido de
hidrogénio, o que leva a cis3o homolitica deste com producdo de

radical hidroxila. Esta reagdo €& conhecida como reagi3o de

HABER-WEISS (2).

HEDE + DE ~~~~~~ Y HO® + OH + OE (2)

A cisdao homolitica do perdxido de hidrogénio pela reagdo com
radical superoxido, apesar de termodinamicamente possivel, é&
cineticamente muito lenta. Em sistemas bioldgicos a produgao do

radical hidroxila por este mecanismo envolve a catalise POT

11



metais de transig¢d3o como o ferro e o cobre (HALLIWELL, 1978) numa

reacado conhecida como reagdo de Fenton (4). Neste sistema, o
. L .. 3+

radical superoxido participa como redutor de Fe , regenerando o

e+ . -
Fe . consumido na reacao (3).

0, " + Fe —mmome ) Fe® + oy (3)
3+

Fe™ + H,O0, -—————- ) HO'© + OH + Fe (4)

Em sistemas bioldgicos as EAD podem ser Fformadas durante o

metabolismo - de xenobiontes, pela atividade de algumas enzimas como

a xantina oxidase e a NADPH oxidase, ou por um desvio de elétrons

da cadeia respiratoria (BOVERIS e col, 1972).

A citotoxicidade das EAD esta relacionada a sua alta
reatividade com biomoléculas. Enquanto o radical superéxido e o
peroxido de hidrogénio sdo considerados oxidantes fracos, o
radical hidroxila @ um oxidante forte, reagindo numa distdncia de
1 a5 diametros moleculares de seu local de formacd3o (PRYOR,
1986). Esta propriedade levou a proposigdo de que a produgao desta

espécie seja o evento critico da toxicidade do estresse oxidativo

(JAMIESON, 1986).

0O DNA constitui um alvo celular fundamental ao ataque das
EAD, principalmente do radical hidroxila (PRYOR, 1988). Este
ataque pode produzir extensivos danos nesta molécula, que incluem
a formagdo de quebras de fita simples (HOFFMANN e MENEGHINI,
1979), a formacdo de bases modificadas (SHULTE-FROHLIND e VON

SONTAG, 1983) e a formacdo de adutos de bases com pro-oxidantes;

i2



que podem, como evento final, produzir mutacdo e cancer (CERUTTI,

1285) .

Além da formacdo de danos no DNA, o estresse oxidativo induz
uma série de outros eventos moleculares relacionados com a
citotoxicidade e a morte celular, como alteragdes no citoesqueleto
com conseqidente formacao de “"blebs" (MIRABELA e col, 1989,

deplecdo de metabdlitos como o ATP (HALLECK e col, 1992) e a

glutationa (REED, 1990), e também lipoperoxidac3o, que causa a
perda funcional das membranas bioldgicas (KAPPUS, 1985) e a
producio de intermedidrios  téxicos, — principalmente —com acio —

genotoxica (PARK e FLOYD, 1992).

Em funcdo de estarem constantemente expostos a niveis basais
de EAD, os organismo vivos desenvolveram sistemas de protecdo
contra estas espécies. Estes mecanismos podem ser tanto
enzimaticos gquanto n3o enzimaticos. Os mecanismos anti-oxidantes
ndo enzimaticos s3do constituidos por pequenas moléculas com a
caracteristica de reagirem com espécies radicalares inativando-as,
ou também proteinas que quelam metais de transic3o impedindo-os de

participarem de reagcbes redox (SIES, 1985).

Os mecanismos anti-oxidantes enzimaticos envolvem, alem da
superoxido dismutase, a catalase que degrada peroxido de
hidrogénio (5); a glutationa peroxidase que degrada peroxidos
organicos usando glutationa (6SH) - um tripeptideo contendo
enxofre — como poder redutor (&); a glutationa redutase que mantém

o nivel de glutationa reduzido (7) (SIES, 1985); e a DT~diaforase,
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que catalisa a redugdo bieletrdnica das quinonas, impedindo a

ocorréncia de ciclo redox (POWIS, 1987).

CAT
HO. + 2 H —————r ) 2 H.0 (5)
2"z 2
GSHpx
ROOH + 2 GSH —~—————m—m ) ROH + H,0 + 2 BSSG (&)
GSSG + NADPH, ——-———-- ) 2 6GSH + NaDP' (7)

3. QUINONAS E CITOTOXICIDADE

A toxicidade das quinonas estad diretamente relacionada as
suas propriedades quimicas, como sua caracteristica de realizar

reacbes de transferéncia de elétrons, como citado anteriormente.

Em condigdes fisioldgicas, estas rea¢des ocorrem normalmente
catalizadas por flavoproteinas, por reacoes com centros
nucleofilicos ou espécies radicalares. A sequéncia de reacdes

envolvidas na producdo de EAD pelas quinonas & mostrada a seqguir

(B a 12) (POWIS, 1989).

NADH + E—flav + H' —————emm— > NAD' + E-flavH, (8)

E-flavH, + Q ———————-—- ) E-flavH + HQ" (9)
R il -+

HQ' + O, )@+ 0, + H (10)
. - +

HQ™ + 0,  + 2 H > G+ H 0, (11)

HQ' + Hy0, ———-—=———= > Q + HO® + OH (12)

A reagdo 12 & conhecida como reacdo de Fenton org3nica, e foi
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evidenciada como produtora do radical hidroxila no mecanismo
toxico do herbicida paraquat (WINTERBOURN, 1981), e na producdo

deste radical pela mitocdndria (NOHL e JORAN, 1987).

Além de reacdes de transferéncia de elétrons, as quinonas
podem também sofrer reacdes de adigd3o a centros nucleofilicos,
caracterizadas como adigdes 1,4-redutivas formando adutos de
hidroquinona, que podem ser oxidados a adutos de quinona. Em
condi¢bes fisioldgicas, as quinonas podem formar adutos com

nucledcfilos de oxigénio, nitrogénio ou enxofre, o que lhes confere

a propriedade de efetuar adicles com varios tipos de biomoléculas.
Neste sentido, a toxicidade de algumas quinonas esta diretamente
relacionada a sua capacidade de alquilar componentes

intracelulares (0'BRIEN, 1991).

€ provavel que durante o desenvolvimento do fendémeno de
toxicidade das quinonas, mais de um mecanismo dos citados acima
esteja operando, colaborando de maneira mais ou menos efetiva para
induzir a formagdo de danos celulares. No entanto, parece haver
uma correlagdo entre o potencial de oxido-reducdo do par
quinona/semiquinona e a indugdo preferencial de um tipo de
mecanismo toxico, de tal maneira que se observa que quanto menor o
potencial redox de uma gquinona, mais favorecida esta a formac3o de
EAD por esta gquinona (0’BRIEN, 1991) e, consegiuentemente, o ataque
oxidativo as estruturas celulares em detrimento a alquilag3o de

alvos celulares.
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4. CALCIO E CITOTOXICIDADE

, 24+ . .
0 ion Ca desempenha um papel relevante no metabolismo
normal, atuando como mensageiro intracelular que traduz

informactes vindas do meio extracelular. Associado a este aspecto,

. . ~ 2+ .
existe um alto gradiente de concentracdo de Ca entre o0 meio
interior e o meio exterior das células, com concentracoes

-7 . . -3
normalmente da ordem de 10 M para o interior, e 10 M para o

exterior. Desta forma, a inativac3o dos mecanismos que mantém este

gradiente provoca um intenso aumento da concentracao intracelular

desteion:

e - E+ . *

A concentragao intracelular de Ca livre €& controlada por
varios mecanismos de transporte, que atuam tanto transportando
este ion para o exterior da célula, quanto compartimentalizando—-o

2+ .,
em algumas organelas celulares. 0 Ca entra na celula a favor do
gradiente de concentracd3o, e &€ liberado por dois transportadores
+

+ +
independentes dagueles de aporte, um trocador Na /Caa 2 uma Ca2

ATPase (CARAFOLI, 1987).

No interior das células este ion & compartimentalizado tanto
na mitocdndria quanto no reticulo endoplasmatico. Na mitocdndria o

2+ . . . ) .
Ca entra em resposta ao potencial elétrico negativo criado pela

cadeia transportadora de elétrons e e liberado por um
. " N (§] E+ +

transportador tipo "antiporter ", que pode trocar Ca por Na ou

por protons. Varias evidéncias indicam que em condigcoes

.. .. 2+ . , .
fisiologicas o Ca cicla através da membrana interna da

mitocdondria (CARAFOLI, 1987). Entretanto, a mitocdndria acumula
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2+ R~ o .
pouco Ca em condigoes fisiologicas.

, L + .

Por sua vez, o reticulo endoplasmatico capta CaE ativamente,

, + . .
atraves de uma Ca8 ATPase, com alta afinidade e alta capacidade
de transporte. THOR e col, 19895, sugerem que a atividade desta
enzima é dependente do estado reduzido de grupos SH presentes em
seu sitio ativo. Esta organela é& considerada o principal sitio de

. o+ ~

acumulo de Ca , sendo fundamental na manuten¢gao da homeostase

intracelular deste ion (CARAFOLI, 1987).

Estudos recentes mostram que também o envelope nuclear possui

2+ . . .
uma Ca ATPase que capta este 1ion ativamente, sugerindo a
existéncia de um sistema proprio de controle da homeostase

intranuclear de Ca®' (NICOTERA e col, 1992).

A hipotese que relaciona a citotoxicidade de pro—-oxidantes a
~ . o+ ~

um aumento na concentracdo intracelular de Ca propoe que as EAOD
atuam diretamente sobre os mecanismos de controle da homeostase
deste ion. Como conseqiéncia, o aumento da concentrac3o deste ion
no citosol ativa varias enzimas, como proteases, fosfolipases e
endonucleases, as quais seriam as responsaveis finais pela
formagdo de lesBes nas estruturas celulares (ORRENIUS e col,

1989) .

Neste sentido, McCONKEY e col, 1989, demonstraram que a
fragmentagcdo do DNA em hepatdcitos expostos a menadiona foi
prevenida poOr um agente que inibe a atividade de uma endonuclease

dependente de Ca2+. Em adicdao a isto, CANTONI e col, 1989,
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preveniram a fragmentacdo do DNA de fibroblastos expostos a
. . - . 2+
peroxido de hidrogénio com o quelante de Ca QUIN 2. 0 aumento da
~ . e+ . ’ .
concentragao intracelular de Ca parece estar, ainda, associado a
formagdo de lesbes nas mitocdndrias, com conseqiente desbalanco

energetico nas células (HOLMSEN e ROBKIN, 1977)), como sera

discutido nmno i1tem 5.

Quanto ao mecanismo pelo qual o estresse oxidativo pProvoca um
~ . .y 2+
aumento na concentracdo citosdlica de Ca . ORRENIUS e col, 1989,
propie que as EAOD oxidam grupos SH essenciais das proteinas
envolvidas no controle da homeostase deste ion. Com isto, estas
, ~ . : 2+ . .
proteinas sao inativadas e o Ca se acumdla no citosol. Estes
autores sugerem ainda que este aumento pode ser causado apenas
pela liberacdo deste ion dos reservatorios intracelulares,

principalmente do reticulo endoplasmatico, sem a necessidade do

+
aporte de CaE do meio extracelular.

3. ALTERACGES MITOCONDRIAIS INDUZIDAS POR EAQ E Cag+

L. ~ . n . . 2+
A permeabilizagdo de mitocéndrias isoladas por Ca e

pro-oxidantes & um evento descrito a longo tempo (LEHNINGER e col,

1978), que entretanto ainda desperta grande controvérsia quanto
a0s mecanismos moleculares envolvidos neste processo. Varios
grupos tem apresentado diferentes hipdteses mecanisticas, que

envolvem a ADP-ribosilacdo de proteinas da membrana mitocondrial
(FREI e col, 1988), a estimulag¢3o da fosfolipase Ae com acumulo de

lisofosfolipideos (BEATRICE e col, 1984), a ocorréncia de
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lipoperoxidacdo com desarranjo da membrana mitocondrial interna
(CARBONERA e AZZIONE, 1988), a abertura de um poro protéico n3o
especifico (CROMPTON e COSTI, 1988), e a produgdo de danos
inegspecificos na membrana pela formac3o de pontes dissulfeto entre

proteinas vizinhas (FAGIAN e col, 1990).

Neste contexto, a hipdtese apresentada pelo grupo de VERCESI
fo1 a primeira a relacionar diretamente a permeabilizacao
mitocondrial com a agdo das EAD, através da oxidagl3o de grupos SH

de proteinas (FAGIAN e col, 1990) . Comprovando esta hipotese,

VALLE, 1992, demonstrou que este processo ¢ dependente de perdxido
de hidrogénio, uma vez que a permeabilizagao de mitocdndrias
isoladas expostas a oxidantes de grupos 8SH como terc—-butil

hidroperdxido ou diamida @ previnida pela adic3o de catalase.

Além de provocar a permeabilizac3o0 da membrana mitocondrial
. 2+ . .
interna, a presenca de Ca e pro—oxidantes causa uma severa queda
nos niveis 1intramitocondriais de glutationa (HALLBERG e RYDSTRON,
1989) . Ds autores sugerem que este evento desempenha um papel
significativo na formagdo de lesdes mitocondriais, uma vez que
esta molécula @ a responsavel pela manutenc3o do estado reduzido

dos grupos SH de proteinas da membrana mitocondrial .

CHACON e ACOSTA, 1991, sugerem que o fluxo de Ca2+ pela
membrana mitocdéndrial interna induzido por pré-oxidantes estimula
a produgdo de EAD por esta organela, colabarando para a
citotoxicidade de agentes que permeabilizam a membrana

mitocondrial interna. Estes autores preveniram a ac3oc tdxica da
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doxorubicinma - uma antraquinona — com vermelho de ruténio, um

. o+ . . .
agente que 1mpede o0 aporte de Ca para a matrix mitocondrial .

A corvrelagido entre alteragcoes mitocondriais e a

»-

citotoxicidade de moléculas que geram um estresse oxidativo ainda

& controversa. Entretanto, trabalhos recentes (HALLECK e col,
1992) indicam a queda nos niveis enddogenos de ATP, causada pela
perda funcional da mitocdndria como o evento critico na

citotoxicidade do perdxido de hidrogénio.
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ILMATERIAIS E METODOS

-

1. REAGENTES E SOLUCGES

1.1. REAGENTES

Os reagentes utilizados possuem grau de pureza analitico

(PA)

- Reagentes obtidos da Sigma

Catalase de Figado Bovino (CAT) 20000 U/mg

Digitonina

EDTA, sal dissddico do Acido etilenodiamino tetra—acético
EGTA, acido [etileno bis(oxietilenonitrilo)] tetra-acético
Glutationa, +forma reduzida

Hepes, acido 4—(2-hidroxietil) aminometano

NaHaPD4, fosfato dibasico de sdodio

Peroxidase de Rabanete (HRP), tipo 1V

MOPS, acido 3-[N-Morfolinolpropenesul fdnico

Rotenona

SDS, lauril sulfato de sddio

Succinato, sal dipotassico

Superoxido Dismutase (S0D) 3100 U/mg

Tetrahidroxi 1,4-benzoquinona

TRIS, (hidroximetil)aminometano

Triton X-100
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- Reagentes obtidos da Merck

CaCl., cloreto de calcio

2

DMSO, dimetilsulféxido

ofenantrolina (1, 10 - orto -
Glicose

HC1l, acido cloridrico
KCl, cloreto de potdssio

KI, iodeto de potassio

Fenantrolina)

~ Reagentes obtidos da Reagen

MQCIE, cloreto de magnesio
NaOH, hidrdéxido de sodio
Sacarose

NaCl, cloreto de sddio

TCA, acido tricloroacético

- Os seguintes reagentes foram obtidos das seguintes firmas

2—-AM da Calbiochem; HHEPD4, fosfato dibasico de potassio da

Erba; SFB, soro fetal bovino, da

Difco; HB—Tdr,

peroxido de hidrogénio da Ecibra;

por Dulbecco, da Flow; Solucdo

lL.aborclin; Instagel da

tetrafenilfosfonio, da Aldrich.

timidina tritiada,

United

FURA
Carlo

Cultilab; Tripsina (1:250) da

HEDE'

modi ficado

g8e,2 Ci/mmol da DuPont;

DMEM, meio de Eagle

de Penicilina/Streptomicina da
TPP,

Technologies Packard;
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1.28. SOLUCBES ESPECIAIS

-Mei1o de Eagle modificado por Dulbecco : a mistura comercial (po)

foi dissolvida em volume adequado de agua deionizada, a qual foi

adicionado 14,3 mM de NaHCO3 e a solucdo de antibiodticos. Os meios

preparados foram estereilizados por filtragd3o e guardados em

geladeira ate a utilizacd3o. A adic3o do SFB foi realizada 48 horas
u]

antes da utilizagdo e os meios incubados a 37 C durante este

periodo, para verificar possiveis contaminacgdes.

~Tampdo Salina Fosfato (PBS-A) : NaCl 137mM; KC1 26,8mM; NaeHF’O4

8, 1mM; HHEPO4 1,47mM; pH 7,2-7,4. PBS~Ca8+ = PBS-A + CaCle 1mM.

-Solugd3o Estoque de FURA 2-AM : a solu¢l3o estoque de FURA 2-AM, na
concentracdo de 2mM, foi preparada pela dissolugdo da droga em
DMSO e estocada em freezer, protegida da luz, até o momento da

utilizacao.

-Solugdo de *%EDE : a solugdo de HEDE foi preparada por diluigoes
sucessivas da solucdo comercial (cerca de 10M) em tampao
apropriado, e estocada em geladeira. No momento da utilizacdo, a

concentracdo foi dosada, segundo o método de COTTON e DUNFORD,

1973, através de sua reag3o com o iodeto na presenca de

peroxidase. A formag3do de iodo molecular fo1 segulda

espectroscopicamente a 353nm, adotando-se € de 2,55 «x 104 I“l"1
-1

cm )

23



—-Solucdo de Tripsina : a solugd3o de tripsina foi preparada pela
dissolugido em PBS—A, numa concentragdo de 0,1% (m/v) contendo 1imM
de EDTA. As solucites faram estereilizadas por filtracgdo e

guar;dadas em freezer ate o momento da utilizac3o.

-Solugdo de Catalase : a solugdo de Catalase foi preparada
imediatamente antes da wutilizacdo, por dissolugdo em tampao
apropriado. A atividade de cada soluc3o foi medida de acordo com o
procedimento da Sigma Chemical Company, onde 1 U decompfe 1uM de

HEDE por minuto (pH 7,0, 25 DC) , quando a concentragdo de perodxido

cai de 10,3 para 9,2 umol/ml na mistura de reagao. Utilizou—-se uma

solugado de HE‘DE com AE nm de aproximadamente 0,52. Apodos a adigao

40

da enzima, cronometrou-se o tempo de decrescimo da A84O de 0,45

para 0,40, o que corresponde & decomposigaoc de 3,45 umoles de

HED

5
-Todas as outras solugbes foram preparadas no momento da
utilizagao, pela dissolugdao dos compostos nos tampies

especificados.
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2. MeTO0oDOoSs

2.1. CULTURA DE CeLULAS

Fibroblastos de pulmdo de Hamster chinés, linhagem V79/M8,
obtidos do laboratério do Prof. Rogério Meneghini, IQ, USP, foram
cultivados em placas de Petri (10 cm O, em meio de Eagle

modificado por Dulbecco (DMEM), contendo 100 U/ml de penicilinat,

100ug/ml de estreptomicina e 10% (v/v) de SFB.

Q

As culturas, em estufa de CDE’ a temperatura de 37 C, em
atmosfera umidificada contendo 5% de CDE' foram mantidas por
subcultivos periodicos, descolando-se as células do substrato

s6lido pela adigdo de tripsina, e transferindo a suspensdo de

ceélulas para outra placa em menor densidade.

2.2. MEDIDA DA TAXA DE PROLIFERAQCXRO CELULAR

A taxa de proliferacdo celular foi medida como o aumento da
populacdo celular em um periodo de 24 horas, durante a fase
exponencial de crescimento subsequente ao tratamento com os
agentes em teste.

Células V79 foram semeadas numa densidade de 3 x 1o?
celulas/poco, em placas de 24 pogcos (1,6 cm de 0) Costar, e
cultivadas poOr 44 horas, a 37 DC, em atmosfera umidificada de 3%

de CDE' Ao final deste, as células foram lavadas em PBS-A e foi
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adicionado a cada pogao 1 ml das solugdes teste. 0 tratamento se
processou Por 30 minutos, a 37 OC, apés 0 que as ceélulas foram
lavadas trés vezes com tamp3o. Seguiu-se uma incuba¢3oc de 24
horas, 37DC, em DMEM contendo 10% de SFB. Alternativamente, as
células foram cultivadas durante 24 horas na presenca dos

compostos de interesse.

Ao final das 24 horas de crescimento, as ceélulas foram
lavadas com tampdo, fixadas com TCA (acido tricloroacético) 5% e
lisadas em 1 ml de NaOH 0,5 N. A populagi3o celular foi estimada
atraves da medida da absorbdncia a 260 nm. Este parametro € um
indicador da populacdo celular, uma vez que a rela¢cd3o entre os
valores de AEéO e 0o numero de células em um lisado descrevem uma

fungao linear (GESZTESI, 1990) .

A proliferacdo relativa da populagdo celular no periodo de 24
horas foi calculada em fungd3o da diferenga entre a populacgio
inicial e final (Aﬁeéo). A wvariag3d3o obtida para as células
controle fol considerada 100% de proliferac3o e para as tratadas
foi relativa ao aumento do controle. Us valores médios de AAE&O
foram de 0,3 unidades de absorbdncia para células controle. O

indice de proliferacdo, que indica o nimero de duplicagdes da

populagdo duvrante o periodo de incuba¢do, variou entre 2,5 e 3,95.

2.3. MEDIDA DA CONCENTRACAO INTRACELULAR DE Ca8+ EM CeLULAS V79

+
A [Cae J livre intracelular foi determinada pelo uso do
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indicador especifico de Caa+ FURA 2 (BRYNKIEWICS e col, 1985) que

muda seu espectro de excitagd3o quando se liga a este ion. A forma

. =2+ . . ~ ‘
livre de Ca apresenta pico de emissao {(em 35410 nm) quando

+
excitada a 380 nm, enquanto que a forma complexada com Cae
desloca o Pico de excitacgao para 350 nm. As células Foram
carregadas com o acetdxi-metiléster de FURA 2 (FURA 2-AM), que n3o

. . 2+ . . .
se liga ao 1ion Ca e atravessa a membrana livremente. No interior
das células o acetdxi-metiléster €& hidrolizado por esterases
+

endogenas, liberando o FURA 2, que & capaz de se ligar ao Cae

Este complexo € quantizado fluorimetricamente .

Culturas semi-confluentes de células V79 (placas de 10 cm de
0) foram lavadas com tamp3o PBS—-A e incubadas com o FURA 2-AM, em
tampdo de carregamento (A) contendo NaCl 116 mM, KCl 5,4 mM, MQSO4
0,8 mM, Glicose 5,5 mM, Hepes SO0 mM pH 7,2, Sacarose 1,5 % e FURA

°c. Ao

2-AM 3 uM. 0O carregamento se processou por 30 minutos, a 37
final destes, as celulas foram lawvadas duas vezes com PBS-A4 e
expostas a quinona. 0 tratamento com O,5mM de THQ, dissolvida em

o+ o

PBS contendo ou nac imM de Ca , foi realizado a 37 C, pOY 30

minutos. Ao final as celulas foram lavadas duas vezes com PBS-4A.

Apos o tratamento, uma suspens3o das células foi preparada
pela adigd3o de tripsina e inativag3o com SFB. O precipitado
celular obtido por centrifugag¢do a 1000 g, 4 OC, 3 min, toi
submetido a duas lavagens em tamp3o de leitura ( tamp3o
A, sem sacarose). A suspensdo final foi preparada em tamp3o de

leitura e o numero de células foi estimado por contagem em Camara

de Neubauer, na presenca de Azul de Tripano como indicador de
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viabilidade celular. A viabilidade das culturas utilizadas variou
entre 95 e 100%, tanto para placas controle como para placas

tratadas.

Os espectros de excitagao foram obtidos em
espectrofluorimetro Aminco (modo “ratio"), com A fixo de emiss3o
de 510 nm, numa densidade de 106 celulas/ensaio de 2,9 ml.
Calibragfes internas para cada experimento foram realizadas para a
obtenc¢do dos valores de intensidade de fluorescéncia

o . 2+
correspondentes a concentracdes conhecidas de Ca ; em cada

condicao de ensaio. U espectro de fluorescéncia maxima +foi obtido

pela lise das células com digitonina 130uM. 0O espectro de
fluorescéncia minimo foi obtido pela adigd3o de EGTA 1mM. As
calibragdes foram realizadas com microadicdes de CaClE 0,1iM, para
obtermos as seguintes concentrag¢des de Ca2+ na cubeta : 350, 100,

200, 300 e S00 nM.

£.4. MEDIDA DA FORMACAO DE QUEBRAS DE FITA SIMPLES DE DNA

A formagdo de quebras de fita simples no DNA foi gquantizada
pela medida da precipitacao diferencial de material isotopicamente
marcado, segundo OLIVE, 1988. 0 DNA de alto peso molecular &
precipitado em meio alcalino, juntamente com as nucleoproteinas,
na presenca de SDS e baixa forga i6nica, enquanto o DNA

fragmentado € liberado no sobrenadante.

Células V79 foram semeadas numa densidade de 3 X

28



1O4cé1ulas/330co. em placas de 24 pogos (1,6 cm O©0) Costar e
incubadas a 37OC, por 22 horas. A marcacdo isotdpica com 3H-—Tdr
(0,5 uCi/ml, B2,2 Ci/mmol) se processou por 20 horas, segulda de

um Qeriodo de recuperacdo de 2 horas, em meio fresco.

As celulas foram, entdo, lavadas com PBS-A e submetidas ao
tratamento por 30 minutos, a 37 DC, ao tinal do que foram lavadas
duas vezes com PBS-A gelado. A lise das células procedeu-se por um
minuto, a temperatura ambiente, pela adig¢3o de 0,3 ml de um meio
contendo 2% SDS, 10 mM EDTA, 10 mM Tris e 50 mM NaOH (pH 12,4) a
cada pogo. Os lisados foram transferidos para tubos Eppendorf
contendo 0,3 ml de uma solu¢3o 0,12 M de KC1l, em banho de gelo, e

OC por 10 minutos. A

em seguida 1incubados em banho-maria a 69
precipitagao do complexo nucleoprotéico foi promovida pelo

resfriamento dos tubos em banho de gelo.

0 precipitado foi separado por centrifugacdo a 1500 g, a 4
°C, 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para frascos
de contagem de cintilacdo contendo 0,2 ml de HC1 0,1 N e os
precipitados suspensos em 0,8 ml de HBD bidestilada a 65 °C. Apoés
a solubilizagdo destes, foram transferidos para frasco de
contagem. A cada frasco foi adicionado 8 ml de Instagel para

medida da radioatividade em contador de cintilag3o liquida da

Beckman.

A percentagem de DNA fragmentado foi obtida através da

seguinte equacdo
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% DNA fragmentado = cpm_sabrenadante x 100

cPm precipitado + cpm sobrenadante

2.5. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE FiGADO DE RATO (MFR)

As mitocdndrias de figado de rato (MFR) foram isoladas =lalg
centrifuga¢cOes diferenciais do homogenado de figado, segundo uma
modificacdo do método de SCHNEIDER e HOGEBOOM (1950) . Os animais

utilizados +oram ratos Wistar femeas, pesandoc entre 200-250g,

mantidos em Jjejum por 12 horas e sacrificados por decapitac3o.

0 figado, retirado imediatamente apds a morte do animal, foi
submetido a duas lavagens em uma solugcd3o contendo sacarose 250mM,
EGTA 0,5mM e Hepes 2,0mM pH 7.,2. 0 material foi picado com o
auxilio de uma tesoura cirdrgica, os fragmentos suspensos no
tamp3o de lavagem, em um volume correspondente ao dobro da massa e

levados a um homogeinizador do tipo Potter-Elvehjem.

0 sobrenadante obtido apds duas centrifugacdes do homogenado
a 800 g, 5 minutos, foi submetido a uma nova centrifugac3o a
12000g, por 10 minutos, 4% . o precipitado obtido desta separa¢ao
foi suspenso em um tampdo contendo sacarose 250mM, EGTA 0,3mM e
Hepes 1,0mM pH 7,2, e submetido a nova centrifugag3o nas mesmas
condigles da anterior. O precipitado mitocondrial foi supenso em
um tampdo de sacarose 250mM, Hepes 1,0mM pH 7,2, num volume
contendo aproximadamente 100mg de proteina mitocondrial por ml de

suspensao final.
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A dosagem da concentragdo de proteina da preparac3o
mitocondrial foi realizada de acordo com o metodo do biureto
(GORNALL e col, 1949), modificado pela adigd3o de colato 1%. O
padr3o de concentrac3o de proteina utilizado foi uma solug3o 1% de

soro albumina bovina.

Todos o©o% experimentos realizados com mitocdndrias isoladas de
figado de rato foram repetidos com pelo menos duas preparacoes

mitocondrials distintas.

e+

2.6. DETERMINACAO DA CAPTACAD DE Ca POR MITOCBNDRIAS ISOLADAS DE

FiGADO DE RATO

A captagdo de CaE+ por MFR foi determinada seguindo-se a
variagdo de CaE+ livre no meio de incubag3o. Esta variagd3o e
medida usando-se um eletrodo seletivo (Calcium Selectrode F2112,
Radiometer). 0s sinais s30 amplificados através de um acessério de
alta impedancia (Incibras) ligado a um registrador potenciométrico
(Linear Inst. Corp.). A calibragdo do eletrodo em cada experimento
foi realizada por adigles sucessivas de EGTA 1mM, que produzem
concentracoes de Ca2+ livre entre 10 e 0,25 uM, considerando-se o

e S M, a 30°C e pH 7,2,

Kd para o complexo Ca“ -EGTA de 4,5 x 10
Os experimentos foram realizados em cubeta apropriada, a

temperatura de EBOC termostatizada, em {1 ml de um meio contendo

sacarose 125 mM; KC1 65 mM; Hepes 3 mM (pH 7.,8); MgClE 1 mM;

HHEPO4 1 WM e succinato 5 mM, sob agitag3o. Apds a adig3o de uma
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aliquota da solugdo estoque de THQ (dissolvida em meio de reacdo)
as medidas foram iniciadas pela adigdo de uma aliquota da
suspensao de mitocdndrias correspondente a concentrac3o final de 1
mg/nll de proteina em cada ensaio. A incubagdo com a droga se

processou pelo tempo de registro do experimento, 20 minutos:

o+

2.6.1. DETERMINACAO DA CAPTACRO DE Ca POR MITOCONDRIAS DE

CELULAS V79 in situ

Usando o mesmo sistema elétrico que para mitocondrias

. " + . “ . , .
isoladas, a captagao de E)aE por mitocondrias de celulas V79 in

. . . . ~ ~ + ) ‘
situ foi medida pela variagdo da concentracao de Caa livre no

meio de rea¢ado, apos a adicido de digitonina, uma saponina que
permeabiliza seletivamente a membrana plasmatica sem afetar outros
sistemas de membrana intracelulares, como o reticulo e a

mitocondria (FISKUM e col, 1980).

As suspenslies de células V79 foram preparadas pela adigd3o de
tripsina a placas confluentes e inativac¢do com meio de cultura. A
densidade celular foi estimada através da contagem do numero de
células em camara de Neubauer, na presenca de Azul de Tripano.
Apenas suspensdes com viabilidade superior a 90% foram utilizadas.

Desta prepara¢do foi tomado um volume contendo 2 x 10'S
células, que foram sedimentadas por centrifugagd3o a 1000 g, 3
minutos, e submetidas a duas lavagens em tamp3o contendo KC1 130

mM e Hepes 1O mM pH 7.,2. 0 precipitado final de celulas fo1
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suspenso em 0,25ml de meio de reacio contendo KC1 130mM, Hepes

10mM pH 7,2, MgClE 2mM, RHEPD4 imM, succinato de potassio 5mM,

transferido para cubeta apropriada, a 28 o

C termostatizada. As
e + ~
med{das da captagao de CaE foram iniciadas pela adig3o de 0,01%

de digitonina.

0 tratamento com THQ foi realizado pela suspensio direta do

precipitado celular em uma solugdo da quinona dissolvida em meio

de reagdo, durante o tempo de duracdo das medidas.

Alternativamente, culturas semi-confluentes de células V79
(placas de 10 cm de 0) foram tratadas com THQ, enquanto aderidas
ao substrato sélido. Para isto, as ceélulas foram lavadas duas
vezes com PBS-A e expostas a solugles de THG 0,5mM dissolvida em
PBS-Ca8+, por 30 minutos, ao final dos <quais as culturas foram

lavadas duas vezes com PBS-A.

A suspensdo de células foi preparada pela adic3o de tripsina
e inativa¢do como SFB. Em seguida procedeu-se como descrito para
células expostas a THQ@ em suspens3o. As taxas de viabilidade

celular variaram entre 95 e 100%.
2.7. DETERMINACAO DO POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA DE MFR

0 potencial elétrico de membrana (A¥) de MFR foi determinado
seguindo-se a distribuicdo do cation lipofilico tetrafenilfostdnio

(TPP+) atraveés da membrana mitocondrial interna, utilizando-se um
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eletrodo sensivel ao TPP+ construido no laboratério do Prof.
Vercesi, segundo KAMO e col, 1979. Este eletrodo & preenchido
internamente com uma solugdo de TPP' 10 mM. A diferenga da forga
eletromotriz (E) entre o eletrodo e um eletrodo de referéncia e

medida por um potenciometro ligado a um registrador

potenciométrico (Linear Inst. Corp.).

O0s valores de A¥ s3o calculados usando-se a equacio:

AY = 2,3 RT_log (v) - 2,3 RT 1log ( 1o FAENZ,3RT _

F F

onde v, V e E representam, respectivamente, o volume mitocondrial,
o volume do meio de reagdo e o potencial do eletrodo fornecido
pelo gradiente de concentracio de TPP' (CTPP3. \[TPPTI_ ) atraves
da membrana do mesmo. Os valores de AE em cada experimento sd3o

calculados pela equac3o:

AE = 2,3 RT log ¢ TPP' )in

F ¢ TPPT Hex

+ . ~ + ) ~

onde (TPP )ex refere—-se a concentragdo de TPP no meio de reacdo.

Os sinais do eletrodo sdo quantificados com o auxilio de uma curva
. e ; . e . + X

de calibra¢cao construida com adigdoes conhecidas de TPP ao meio de

reacdo. 0 volume mitocondrial considerado foi de 1,4 wul/mg de

proteina para mitocdondrias de figado.

Os experimentos foram realizados em cubeta apropriada, a
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temperatura de 28°C termostatizada, em 1 ml de meio contendo
sacarose 123 mM; KC1 65 mM; Hepes 3 mM pH 7,2; M«;,\Cl8 1 mM; HHEF’D4
1 mM e rotenona 5 uM. O tratamento com a quinona foi realizado na
Propria cubeta de ensaio. Uma aliquota de THQ recém dissolvida (em
meio de reacdo) correspondente a concentrag3o final desejada foi
adicionada a cubeta. Apds 1 minuto, foi adicionada a suspens3o
mitocondrial numa concentracdo de proteinas de img/ml de meio de

reacdo, no ensaio. As medidas foram iniciadas pela adig3o de

succinato SmM, apds 5 minutos de incubagiao.
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III. RESULTADOS

1. ESTUDO DO MECANISMO DE ACARO CITOTOXICA DA THQ PARA CELULAS V79

1.1. DETERMINACADO DA CITOTOXICIDADE DA THQ PARA CELULAS V79

A partir do estabelecimento da ag3o téxica da THQ para

linfdocitos humanos (HOFFMANN e col, 1984), interessou—-nas avaliar

o potencial citotdxico da THQ para fibroblastos de mamiferos em

cultura. O parametro utilizado como indicador da citotoxicidade
foi a medida da inibi¢3do da taxa de proliferacdo celular. Células
em cultura apresentam curvas de crescimento caracteristicas, com
tempos de duplicagdo da populagd3o em fase exponencial de
crescimento definidos para cada linhagem. Desta forma, variagoes
no aumento do numero de células na fase exponencial de crescimento

de uma dada linhagem constituem um indicador de citotoxicidade.

A linhagem estabelecida V79, oriunda de pulmd3o de Hamster
chin@s, possui algumas caracteristicas pelas quais tem sido
largamente utilizada para a realizagdo de estudos de toxicidade
(NESTMANN e col, 1991). Além de apresentar rapida velocidade de
divisdo com tempo de duplicacdo entre doze e dezesseis horas, esta
linhagem possui alta eficiéncia de clonagem, estabilidade
cariotipica e manutencdo das caracteristicas clonais apos

criopreservacao.
A figura 1 apresenta a proliferac3o relativa de fibroblastos
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FIGURA 1 : INIBICAO DA PRDLfFERACﬁO DE CeLULAS V79 POR THQ

Células V79 em fase exponecial de crescimento foram incubadas

por 24 horas (37 °c) com diferentes concentragbes de THG
dissolvida em DMEM + 10% SFB. Ao final do tratamento, as ceélulas
foram fixadas e lisadas, e a AE&O dos lisados foi medida. A

proliferagcdo relativa foi expressa como uma func3o do AA em

260
relacdo a placas controle, como descrito em MATERIAIS E MeETODOS,

item 2.2. }

DO grafico representa valores médios de ensaios em triplicata,

de um experimento tipico. Os desvios da média de cada ponto s3o

apresentados .
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V79 expostos a diferentes concentragdes de THQ, por tempo longo
(24 horas) . Observamos uma inbig¢do da proliferacdo celular
dependente da dose empregada entre 0,01 e 0,35 mM de }HO. A partir
desta dose, a exposigdao a THQ causa descolamento e perda de
celulas, o que corresponde a um valor negativo da taxa de
proliferag3do celular. A curva obtida nestas condigcdes de exposic3o

apresenta um comportamento cinético trifdsico.

A IDSO‘ concentracido de composto que inibe 50% da

prolifera¢cdao celular, obtida pela curva corresponde a 0,13 mM de

THQ .

1.2. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO iON CALCID NA CITOTOXICIDADE DA THQ

PARA CeELULAS V79

As evidéncias mostrando o envolvimento do ion calcio no
mecanismo de citotoxicidade de hepatdcitos expostos ao estresse
oxidativo (NICOTERA e col, 1988), nos levaram a analisar o

. , 2+ e . ~
envolvimento do 1on Ca na inibicao da proliferacdo celular

induzida pela THQ.

Para a realizagdo desses estudos tornou-se necessario o
estabelecimento de um protocolo com tratamento por tempo curto (30
minutos), para gque a exposigldo celular pudesse ser realizada em
tampao contendo ou ndo 1 mM de Ca

A figura 2 apresenta a proliferac3do relativa de células V79

expostas a THQ dissolvida em tampdo PBS, na presenca ou auséncia

M”Z;T““‘""j
- Camp
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FIGURA 2 : PROLIFERACAO RELATIVA DE CELULAS V79 EXPOSTAS A THG NA
PRESENGA OU AUSENCIA DE CaE>+

Celulas V79 em fase exponencial de crescimento foram expostas

por curto tempo (30 minutos, 37 DC:) a diferentes concentragoes de

THQ, dissolvida em PBS-A ( a ) ou PBS-Catt ( b ). @Apdés o

tratamento as ceélulas foram incubadas em DMEM + 10% SFB por um

periodo de 24 horas, ao final do qual foram fixadas, lisadas e a

AE&O foi medida. A proliferagdo relativa foi calculada como no
experimento anterior, tomando-se o AAE&O durante as 24 horas de
crescimento como estimativa da variacd3o do numero de celulas (como
descrito em MATERIAIS E MeTODOS) . "

0 agrafico representa valores médios de dois experimentos
distintos, cujos ensaios foram realizados em triplicata. Os

desvios da media de cada ponto s3o apresentados.
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2+ . ~ ) .
de Ca . A curva a representa a proliferacdo relativa de celulas

~ . 2+
tratadas ma ausencia de Ca .Observamos apenas uma pequena

inibi¢cd3o da proliferagdo celular, que aumenta com a dose entre 0,1

e 1,0 MM de THQ e atinge um maximo de inibigdo em 25%. Células
+

tratadas na presenca de imM de CaE (curva b) apresentam uma

inibig¢do da proliferacdo também dependente da dose empregada, com

maximo de 1nibi¢do de 96% para a concentracdo de 1,0 mM.

1.2.1. ESTUDO DO EFEITO DO QUELANTE DE CaE+ FURA 2 NA INIBICAO DE

PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA PELA THQ

As diferengas na inbigdo da proliferagdo celular obtidas na
~ . 2+ . . )
presenca ou ausencia de Ca exogeno nos levaram a investigar se
esses efeil tos estavam associados a alteractes na homeostase
, 2+ . . ~
intracelular de Ca . Para isso realizamos estudos de protecao
utilizando o© quelante intracelular de calcio FURA 2, que apresenta
.. o+ ) - ,
alta seletiwvidade pelo Ca e praticamente nao quela outros 10Nns

divalentes como o magnésio (GRYNKIEWICS e col, 1985).

No experimento apresentado na figura 3 as células foram
pre—incubadas na presenca ou auséncia de FURA 2-AM, por 30 minutos
e depolis submetidas ao tratamento com O,5mM de THQ. Tanto o
carregamento com o quelante quanto a exposic3o a quinona foram

. ~ e+ R
realizados em tampao contendo imM de Ca . Nas condigoes de
pré—incuba¢do utilizadas ocorre o carregamento efetivo das células
com o quelante, o que foi evidenciado fluorimetricamente pelo

deslocamento do pico de excitacdo do FURA 2 apos a hidrélise do

acetdoxi-metilester (dados n3o apresentados).
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FIGURA 3 - EFEITO DO QUELANTE INTRACELULAR D Cat’  FURA T NA&

INIBICAO DA PROLIFERACAD CELULAR INDUZIDA POf THQ + CaEH

Celulas V7% em fase exponenclal de crescimento toram
" incubadas com FURA 2-AM (10 e 25uM, PBS—Ca" ', 30 minutos, 37 °C)

e subsequentemente submetidas ao tratamento com THG O, 5mM
(PBS—CaE+, 30 minutos, 37 °C). Apés o tratamento as células foram
crescidas e lizadas como no experimento anterior, e a variacao da
AE(:O foi tomada como estimativa da popula¢ao celular. )

0 graf ico representa valores meédios de ensaios realizados em
triplicata, de um experimento tipico. Os desvios da média de cada

ensaio sao apresentados.
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Observamos que celulas pré-carregadas com FURA 2 sofrem uma
inibicdo menor da proliferacgd3o celular que as celulas expostas
somente a THQ, respectivamente de 22 e 48%. N3o foram obtidas

diferencas de proliferagdo entre células carregadas com 10 ou 25uM

de FURA 2.

1.3. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DE ESPECIES TRANSIENTES GERADAS PELA

THQ NA INIBIGAO DA PROLIFERAGCZOD CELULAR

Tendo em vista gque a auto-oxidacao da THQ em condigoes

fisioldgicas gera um surto de espécies transientes, como espécies
ativas de ox igénio e radicais semiquinona (HOFFMANN e col, 1987),
passamos a estudar o envolvimento destas espécies no mecanismo de
inibi¢3o da prolifera¢do celular induzida por esta hidroquinona. A
transitoriedade destas espécies ja foi estabelecida, sendo gque o

radical semiquinona ndo ¢é mais detectado apos meia hora de

estocagem da solugdo e o radical hidroxila apos duas horas de

estocagem (AREVALO, 1990) .

Para esclarecer se o0 efeito 1inibitdério da THQ estava
associado & espeécies transientes ou produtos estaveis de sua
oxidacdo realizamos experimentos onde as células foram expostas a
solugdbes de THQ estocadas por diferentes tempos apos sua
dissolugd3o. A figura 4 apresenta a prolifera¢3o dos fibroblastos
V79 em fung3do do tempo de estocagem da solugdo de THQ, de

concentragdao inicial O,5mM.
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FIGURA 4 : EFEITO DA ESTOCAGEM DA SOLUCAD DE THQ NA INIBICAO DE
PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA POR THGQ + Ca8+

Celulas V79 em fase exponencial de crescimento foram expostas
a solugles de THQ 0,5mM (PBS—CaE+, 30 minutos, 37 °C) estocadas
por diferentes tempos, a temperatura ambiente, no escuroc. Apds o
tratamento, procedeu-se o crescimento e a lise das ceélulas como
descrito na +igura 2, e o Aﬁabo foi considerado como estimatiava
do aumento da populacdo celular. A proliferacd3o relativa foi
calculada como descrito em MATERIAIS E METODOS, item 2.2.

0 grafico apresenta valores médios de ensaios realizadbs em
triplicata, de um experimento tipico. Os desvios da media sdo

apresentados .
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Observamos uma diminui¢cdo progressiva da inibigado da
proliferacdo celular induzida por THQ em func3oc do tempo de
estocagem da solugido. A inbigdo inicial de S50% produzida por uma

solucdo receém dissolvida diminue rapida e progressivamente com o

tempo de estocagem , praticamente desaparecendo apds 4 horas.
A curva mostra um comportamento bifadsico, com uma rapida
queda na inibi¢3o durante a primeira hora de estocagem, e uma

queda mais lenta nas 5 horas seguintes.

1.4, ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DE EA0 NA INIBIGCXO DA PROLIFERAGCAOD

CELULAR INDUZIDA POR THQ

Buscando evidenciar a participac3o de EADO no mecanismo

citotdoxico da THQ, investigamos o papel protetor das enzimas

antioxidantes catalase e superoxido dismutase. Utilizamos tambeém
. o 2+ .

ofenantrolina, um quelante especifico de Fe , que e capaz de

entrar nas celulas (NUNEZ e col, 1983) e impedir a reducd3o de HEDE
pOr estes ions (BURGESS e PRINCE, 1965). Para avaliar a
participacdo do radical hidroxila utilizamos benzoato de sodio e

manitol, dois sequestradores desta espeécie.

Nos experimentos apresentados nas figuras 5,6 e 7 as celulas
foram expostas a THQ isoladamente, ou na presenca dos
antioxidantes citados. UObservamos que catalase (2350 U/ml) exerceu
uma protetor total da inibig3o da proliferag3o celular induzida
por THQ 0,5mM, uma vez que células expostas a THQ na sua presenca

proliferam em niveis similares as controle (figura 5).
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FIGURA S5 : EFEITO DE CATALASE E SUPEROXIDO DISMUTASE NA INIBIGCAD
DA PROLIFERACADO CELULAR INDUZIDA POR THQ + Ca2+

Celulas V7% em fase exponencial de crescimento foram expostas
a THG 0,5mM (PBS-CaE+, 30 minutos, 37 °c) isoladamente, ou na
presenca de catalase (CAT) 230 U/ml ou superodoxido dismutase (S0D)
100 U/ml. ApoOs o tratamento procedeu-se ao crescimento e lise das
células como descrito na figura 2, e a proliferagd3o relativa foi
calculada como descrito em MATERIAIS E METODOS, item 2.2..

Os wvalores apresentados representam a meédia de ) dois
experimentos independentes, cujos ensaios Foram realizados em

triplicata. 0Os desvios da media de cada ponto s3o apresentados.
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FIGURA &6 : EFEITO DE oFENANTROLINA NA INIBICAO DE PROLIFERAGAD
CELULAR INDUZIDA POR THQ + CaE+

Células V7?2 em fase exponencial de crescimento foram expostas
a TH@ O,5mM (PBS—CaE+, 30 minutos, 37 °C) isoladamente, ou na
presenca de ofenantrolina (FEN) O0,1imM. O experimento foi, entdo,
conduzido como o anterior, e a proliferacdo relativa calculada

como descrito.

-

Os valores apresentados representam valores medios de ensaios

realizados em triplicata, de um experimento tipico. Os desvios da

média sdo apresentados.
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FIGURA 7 : EFEITO DE MANITOL E BENZOATO DE S6DIO NA  INIBICXAO DE
PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA POR THQ + CaE+

Num experimento conduzido como os anteriores, celulas V79 em
" fase exponencial de crescimento foram expostas a THQ O,S5mM
(PBS—Ca2+, 30 minutos, 37 ot isoladamente, ou na presenca de
manitol (MAN)> 350mM ou benzoato de sé6dio (BZ) SOmM. Apdés o

tratamento, pProcedeu-se como descrito em MATERIAIS E METODOS, item
e.2.

-

Os valores apresentados representam a média de ensaios

realizados em triplicata, de um experimento tipico. S3o

apresentados também, os desvios da média para cada ensaio.
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Superdéxido dismutase (100 U/ml) diminui levemente a inibig¢do
da proliferagdo celular, que passou de 33 para 5% na sua

presencal(figura 5).

Celulas tratadas na presenga de ofenantrolina O,imM ndo
apresentaram diferengas nas taxas de proliferacdo em relacgd3o as
expostas a THQ isoladamente (figura 6). 0 mesmo comportamento foi
observado na presenca de benzoato de sodio SOmM (figura 7). Por
sua vez, manitol apresentou um efeito protetor de apenas cerca de

10%.

2. ESTUDO DA ACAO GENOTAXICA DA THQ PARA CELULAS V79

A deteccdo dos efeitos de THQ e calcio na proliferagdo
celular nos levou a investigar a ocorréncia de danos na molécula
de DNA, uma vez que i} a reprodugdo celular & um processo
altamente regulado, onde um dos pontos principais de controle ¢ o
inicio da replicag3o do DNA (HARTWELL e WEINERT, 1989); ii) 0
processo de replicacd3o do DNA & inibido por lesdes nesta molécula
(CLEAVER, 1984; PAINTER, 1977). A les3o estrutural de DNA
analisada foi a formagdo de <quebras de Ffita simples (qfs),
decorrentes da clivagem hidrolitica das ligacSes fosfodiéster, que
constituem o tipo de lesd3o majoritaria induzida por espécies
ativas de oxig@nio (MENEGHINI, 1988). Procuramos estabelecer uma
correlacdo entre os mecanismos de inibi¢c3o da proliferagdo celular

e a genotoxicidade da THQ.
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2.1. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO 1iON

FITA SIMPLES DE DNA INDUZIDAS PELA

Nestes experimentos, medimos

alcalino, que indicam n3o apenas a

ligactes fosfodiéster, como tambeém

bases, que constituem sitios alc

1972) .

A fragmentacdo do DNA foi med

o+

Ca NA FORMAGCADO DE QUEBRAS DE
THQ

a formagdo de qgfs em meio
formacado real de quebras nas

a ocorréncia de modificactes de

ali—-labeis (LYNDAHL e NYBERG,

ida em células expostas a THQ em

tampdo PBS contendo ou n3do imM de

percentagem de DNA +fragmentado

Observamos fragmentacao do DNA

2+ ,
presenga de Ca exogeno.

e+

!

Na auséencia de Ca a THQ

maneira limiltada, atingindo cerca

mM de THQ, nao variando siagni

concentracoes mais elevadas.

fragmentac3do do DNA,

Na presenca de

de maneira dependente da

o+

Ca A Figura B apresenta a

em fungdo da dose de THQ .

tanto na ausencia gquanto na

causa fragmentag3o do DNA de

de 30% de fragmentag3o com O,1

ficativamente esse nivel em

2+ .
Ca ocorre intensa

dose, atingindo o

patamar de saturagdo na concentracdo de 0,25 mM.
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FIGURA 8 : FORMACAO DE QUEBRAS DE FITA SIMPLES DE DNA NA PRESENCA
DE THQ E ca— ™t

Celulas V79 em fase exponencial de crescimento, com o DNA
isotopicamente marcado com timidina tritiada (BH-—Tdr, 0,5uCi/ml,
20 horas), foram expostas (30 minutos, 37 °C) a diferentes
_ concentracdes de THQ, dissolvida em tamp3o PBS contendo ( @ ) ou
| ndo ( O ) Caa+ imM. Apdés o tratamento procedeu-se a lise celular,
e a precipitac¢do diferencial do DNA em meio alcalino contendo 1%
SDS e 0,06 M NaOH, como descrito em MATERIAIS E METODOS, item 2.4
A formagdo de quebras de fita simples de DNA foi expressa como a
porcentagem cle DNA fragmentado em cada ensaio. -

0 grafico representa os valores médios de ensaios realizados
em tripicata, onde s3o apresentados também os desvios da média. Um

experimento tipico € apresentado.
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2.2. ESTUDO DO REPARO DAS QUEBRAS DE FITA SIMPLES DE DNA INDUZIDAS

POR THQ E CaZ™’

Para inwvestigar se as lesfes induzidas no DNA pela THQ na

2+ , . ~ . C e
presenca de Ca Sa80 reverssivels ou nao, analisamos a cinetica de
recuperacdo da fragmentacdo do DNA. Esta resposta & importante em
termos da definicd3o do significado do DNA como um alvo critico no

mecanismo de citotoxicidade da THQ.

A figura 2 apresenta o grafico da percentagem de DNA que

restou fragmentado em func3o do tempo de recuperag3o em meio de
cultura, apos a exposi¢do das células a uma concentracdo de THQ
(0,5mM) onde praticamente todo o DNA celular esta fragmentado.
Observamos que em duas horas a percentagem de DNA fragmentado cai
de B8 para 4%%, e que apods 24 horas cerca de 20% do DNA ainda esta
fragmentado. Nas culturas controle correpondentes a cada ponto
observamos sempre um baixo indice de fragmentacido. Esta curva
apresenta duas fases, uma onde a recuperagdo e rapida (2 horas
iniciais) e outra lenta (de 2 a 24 horas).

3. ESTUDO DO EFEITO DA THQ NA CONCENTRAGCXRO INTRACELULAR DE CaE+ EM

CeELULAS V79

Para ver ificar se a THQ causa alteragoes na homeostase

. 2+ . ~ . s 2+
intracelular de Ca , medimos a concentracaoc citosolica de Ca

livre utilizando o indicador fluorescente FURA 2-AM, procurando
estabelecer uma correla¢do entre o aumento da concentracdo

intracelular deste ion e a citotoxicidade da THQ.
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FIGURA @ : CINETICA DA RECUPERACAO DAS QUEBRAS DE FITAS SIMPLES DE
DNA INDUZIDAS POR THQ E CaE+

Células V79 em fase exponencial de crescimento, com o© DNA
isotopicamente marcado com timidina tritiada (BH—Tdr, Q,5:Ci/ml,
20 horas), foram expostas a THQ O,SmM (PBS-Cat', 30 min., 37 °C).

Apbts o0 tratamento procedeu-se a lise e precipitagdo diferencial de
DNA como descrito na figura 8, e em MATERIAIS E MeTODOS, item 2.4.
A formacdo de quebras de fitas simples Fo0i expressa pela
porcentagem de DNA fragmentado em cada ensaio.

0 grafico representa os valores médios de ensaios reallzados
em triplicata, de um experimento tipico, onde 530 tambeém

apresentados os desvios da média.
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. ~ . 2+ , ‘
Medimos a concentracgao intracelular de Ca em celulas

- . -+ ~
expostas a THQ O,3mM na aus@ncia ou presenca de Cae no tampao de
tratamento. Na figura 10 observamos que células contrble expostas

e+
somente a PBS-Ca (curva a), carregadas com FURA 2, apresentam um
espectro de fluorescéncia caracteristico, com pico de emiss3o
maxima em 350nm. O espectro de células expostas a THQ na presenca
2+ , . . - .
de Ca exogeno mostra um aumento da intensidade de fluorescéncia
nesta regido (curva b). Esse aumento corresponde a uma elevagdo da
~ . 2+
concentragao intracelular de Ca de 70nM para cerca de 500nM. 0
espectro de fluorescéncia de células tratadas com THQ na auséncia
a2+ s ~ . , ,
de Ca exo-genog—tcurva —d?) nao difere —do obtido para celulas
controle expostas somente a PBS-A (curva ¢y, e a concentracao
intracelular deste ion, nesta condig30o, ¢ de cerca de 5S0nM. Esses
valores foram determinadaos a partir das curvas de calibracg3o
) ~ . o+
obtidas com concentragctes conhecidas de Ca . entre 350 e 3500nM

(ndo apresentadas) .

4. ESTUDO DA ACAD DA THG EM MITOCGNDRIAS ISOLADAS DE FiBADO DE

RATO

Investigamos a agd3o da THQ@ <sobre mitocdndrias isoladas de
figado de rato (MFR), procurando caracterizar possiveis alteracdes
da integridade funcional desta organela, induzidas em condi¢bes de
estresse oxidativo na presenca de CaE+, Esta abordagem pretende
definir o significado da mitocdndria como alvo celular da acdo

citotoxica da THQ. Estes experimentos foram realizados em tamp3o

+
contendo Cae contaminante (10uM) .
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FIGURA 10 : MEDIDA DA CONCENTRAGCADO INTRACELULAR DE CaE+ EM CeLULAS

V79 TRATADAS COM THQ NA PRESENCA 0OU AUSENCIA DE Ca2+

Celulas V79 foram carregadas com o indicador especifico de
Caa+ FURA 2—AM (30 minutos, 37 °C), e posteriormente expostas a
THGQ O0,5mM (30 min., 37 °cy), na presenga (curvas a e b) ou na
auséncia (curvas c e d) de CaClE imM, como descrito em MATERIAIS E
METODOS, item 2.3. A figura apresenta os espectros de excitacdo de
células controle (curvas a e ¢) e tratadas (curvas b e o), com

maximo de emiss3o a 510nm, medidos em espectrofluorimetro Aminco,

. , 6 .
modo “ratio', em ensaios de 2,5ml contendo 10 celulas, como
descrito no item 2.3. "
0O grafico representa um experimento tipico, realizado em

duplicata.
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Utilizamos dois parametros para esta avaliac3o : i) a

. o2+ . .
capacidade da organela captar e reter Ca do meio externo; ii) a

capacidade de construir e manter um potencial elétrico
transmembranico (A¥). Estas Fungdes s3o0 dependentes tanto da
integridade da membrana gquanto da atividade metabdélica da

mitocondria (NICHOLS e CROMPTON, 1980).

4.1. EFEITO DA THQ NA CAPTACAD DE Ca8+ POR MFR

. ~ o2+
A figura 11 apresenta as curvas de captacd3o de Ca por MFR
energizadas com succinato, expostas a diferentes concentracoes de

THG recéem dissolvidas.

. ~ . + .
Mitocondrias controle (curva a) captam Cae do meio externo
. - ~ 2+ .
rapidamente, e mantém a concentraci3o de Ca no meio tamponada
entre 1,0 e 0,5uM durante o periodo de duracdo das medidas (cerca
de 20 minutos). A exposicdao a THQ incapacita as mitocondrias a
+ ) .
captarem e manterem o Caa captado nos niveis das controle. MFR
+ X . o
expostas a 0,2mM de THQ captam Ca8 do meio ate uma concentracao
e+ ) .. - . 2+
de Ca livre proxima de {,3uM e mantém esse nivel de Ca durante
0 tempo de medida (curva b). Mitocondrias expostas a 0,5mM de THQ
. 2+ . ~
captam menor quantidade de Ca (ate uma concentragao de 2,5uM de
2+ . . . a2+
Ca no melio externo), liberando rapidamente o Ca captado (curva
c). 0 mesmo comportamento foi encontrado para mitocondrias
e + . . .
expostas a 1,0mM de THQ, onde a captac3o de Cae foi ainda mais

reduzida, até uma concentrac3o externa de S5,0uM (curva d) .
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FIGURA 11 : EFEITO DE THG NA CAPTACAO DE Ca POR MITOCGONDRIAS

1SOLADAS DE F iGADO DE RATO (MFR)

Mitocdondrias isoladas de figado de rato (1 mg de proteina)
foram incubadas durante o tempo de medida (20 minutos, 28 DC), em
i ml de meio de reagdo contendo sacarose 125mM, KC1 65 mM, Hepes
S 3mM (pH 7,2) , MgClE 1mM, HHEPO4 imM e succinato de potassio 5SmM,
com diferentes concentragdes de THO. A captagdo de Caa+, iniciada

pela adigcdo das mitocbndrias, sinalizada pela flecha, foi medida
usando-se um eletrodo seletivo para calcio, como descrito em

MATERIAIS E MeETODOS, item 2.6. As curvas apresentadas representam

as seguintes condigdes de incubagdo : a = controle; b = THQ Q,2mM;
c = THG 0,SmM e d = THQ 1,0mM.
0 grafico representa um experimento tipico, realizado em

duplicata.
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4.2. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DE ESPeCIES TRANSIENTES NA ACZO DA THQ

SOBRE 0O A¥ DE MFR

Os resultados anteriores, indicando que a THQ induz

L ~ ) . " . 2+
permeabllizacao da membrana interna da mitocdndria para Ca , nNos
levaram a investigar seu efeito sobre a capacidade da mitocdndria
construir e manter um potencial eletrico transmembranico (A¥),

atividade esta dependente da integridade estrutural da membrana.

Como abordado anteriormente, analisamos primeiramente (w]

efeito do tempo de auto-oxidacdo da solucd3o de THQ, e depois das
EAD formadas durante este processo. Na figura 12 apresentamos os
perfis de formagdo de A¥Y obtidos quando as mitocdndrias foram

expostas a solugdes de THQ 0,5mM estocadas por diferentes tempos.

Mitocdndrias controle, na presen¢a de succinato como
substrato respiratdrio, constroem um potencial de membrana de
aproximadamente 134mV e mantém este potencial durante o tempo de
medida (curva a). Mitocdndrias expostas a uma solucgd3o recém
dissolvida de THQ 0,3mM constroem um potencial de cerca de 113mV,
qQue e rapida e progressivamente colapsado, até ser dissipado apos
15 minutos de incubag¢do (curva b). Nos ensaios com solucdes de THQ
estocadas pPOr quinze e setenta e cinco minutos (curvas ¢ e d,
respectivamente) observamos efeitos de menor intensidade, uma vez
que o potencial inicialmente construido €& mais alto, e sua

dissipagdo € mais lenta que nos ensaios com THQ recém dissolvida.
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FIGURA 12 : EFEITO DA ESTOCAGEM DA SOLUCAD DE THG NO COLAPSO DE AW
DE MFR

Mitocéndrias isoladas de figado de rato (1 mg de proteina)
foram incubadas durante durante 5 minutos em 1 ml de meio de

reacgao contendo sacarose 125mM, KCL 465mM, Hepes 3mM (pH 7,21},

MQCIE imM, F(HEPD4

0,5mM estocadas por diferentes tempos a temperatura ambiente, no

imM e rotenona SuM, contendo solugbdes de THQ

escuro. A medida do potencial de membrana, iniciada pela adig3o de
© succinato de potassio SmM  (representada pela flechay, foi
realizada duvante 20 minutos, através de um eletrodo seletivo ao
cation lipofilico TPP, como descrito em MATERIAIS E METODOS, item

2.7. As curvas representam as seguintes condigles : a = controle;
b = THQ 0,5mM recém dissolvida; ¢ = THQ 0,5mM estocada por i5
minutos; d = THQ 0,5mM estocada por 75 minutos. -

0 grafico representa um experimento tipico realizado em

duplicata.
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4.3. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DAS EAO NA ACXO DE THQ SOBRE O A¥ DE

MFR

Para evidenciar o envolvimento das EAD geradas pela
auto-oxida¢do da THQ no colapso do A¥ analisamos o efeito protetor
das enzimas anti-oxidantes catalase e superdxido dismutase, e do
quelante de ferro ofenantrolina. A figura 13 apresenta as curvas

de formagdo de A¥ por MFR expostas somente a THQ 0,5mM ,0U  na

presenga destes anti-oxidantes .

Observamos nesta figura que o potencial de membrana das
mitocondrias controle & mantido em cerca de 160mV durante a medida
(curva a), enquanto que no caso das mitocdndrias expostas a THQ
0,5mM o potencial inicial de 136mV é rapidamente colapsado ateé a
dissipacao completa (curva b). Na presenca de THQ e CAT as
mitocondrias constroem um A¥ em niveis compativeis com as
controle, porém n3o o mantém estavel durante o tempo de medida
(curva c). Ofenantrolina n3o altera o efeito da THQ sobre o AW
(curva d), como indicado pela semelhanga entre as curvas b e d.
Por outro lado, a adigdo de SOD potencializa o efeito de THQ
isoladamente, uma vez que o A¥ atinge um valor de apenas 117mV,

sendo rapidamente colapsado em seguida (curva e) .

As diferengas entre os valores do potencial de membrana
observadas entre o0s experimentos apresentados s3o devidas a
utilizagao de preparagcoes mitocondriais distintas, um

acontecimento usual quando se trabalha com mitocdndrias isoladas.
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FIGURA 13 : EFEITO DE CATALASE, SUPERGXIDO DISMUTASE E

oFENANTROL.INA NO COLAPS0O DE A¥ DE MFR INDUZIDO POR THG

Mitocondrias i1soladas de figado de rato foram incubadas nas

condigcoes descritas na figuvra 12, na presengca de THQ O,5mM
isoladamente (curva b), ou de THQ com as seguintes adigoes c =
catalase 250 U/ml; d = ofenantrolina 0,imM e e = superoxido

dismutase 100 U/ml. A curva a representa mitocdndrias controle.
Apos uma preé-incubagdo de 5 minutos com THQ, foi iniciada a medida
do potencial de membrana pela adi¢do de succinato de potassio 5mM
(flecha), prosseguindo-se por 20 minutos a 28 OC, como descrito em
MATERIAIS E METODOS, item 2.7 . .

0 grafico representa um experimento tipico, realizado em

duplicata.
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4.4, ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO iON Caa+ NO COLAPSO DE A® INDUZIDO

PELA THQ EM MFR

. . . .. ~ . 2+ ~
Visando evidenciar a participacd3o do ion Ca na formagao das
lesdes mitocondriais induzidas pela THQ, procuramos detectar uma
inibi¢d3o ou intensificac3o de seus efeitos sobre o A¥, adicionando
a+

0 gquelante de Ca - EBTA, ou Ca8+extra a0 meio de reac¢ao,

respectivamente.

Na figura 14 observamos que o forte efeito da THQ 0,SmM sobre
0 potencial de membrana (parte inicial da curva b) & prevenido
completamente quando o ensaio & realizado na presenca de EGTA 1imM
(curva c), uma vez que o A¥ construido ¢ similar ao da curva
controle ( curva a). Além disto, a adigd3oc de EGTA imM apédés a
dissipagdo total do A¥ (4 minutos) reverte completamente este
efeito (parte final da curva b). A pequena diferenca entre os
valores de A¥ ao final da curva b e a curva a n3o é significativa,
Pois e devida a alteragdes no volume mitocondrial durante o

colapso do potencial de membrana (curva b, parte inicial).

Verificamos também que, contrariamente ao EGTA, a adic3oco de
2+ . o~ .

Ca extra ao meio de read3o aumenta a velocidade do colapso do
potencial de membrana induzido pela THQ, como mostrado na figura
15 (curvas b,c e d). Observamos que este efeito & dependente da

. o2+ .. L .
quantidade de Ca adicionado : tanto o valor inicial de A¥ e
menor, quanto sua dissipacdo € mais rapida com a adig3o de

30nmoles de CaE+ (curva d) do que com 20nmoles (curva c).
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FIGURA 14 : EFEITO DO QUELANTE DE Ca8+ EGTA NO COLAPSO DE A¥ DE

MFR INDUZIDO POR THQ

Mitocdndrias isoladas de figado de rato foram incubadas, nas
mesmas condicoes descritas na figura 12, durante 5 minutos, com
solucoes de THQ 0,5mM na presen¢ca ou auseéncia de EBTA 1,0mM. A

medida do A¥ foi iniciada pela adi¢do de succinato de potassio SmM
(representada pela flecha), prosseguindo por 20 minutos a 28 C.
As curvas representam as seguintes condig¢des de incubagdo : a =
controle; b = THQ 0,5mM isoladamente, seguida da adigao de EGTA
imM apos 4 minutos (seta) e ¢ = THQ O0,5mM + EGTA imM. -

0 grafico representa um experimento tipico, realizado em

duplicata.
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FIGURA 15 : EFEITO DE Ca8+ NO COLAPSO DE A¥Y DE MFR INDUZIDO POR

THQ

Mitocdndrias isoladas de figado de rato foram incubadas, nas
mesmas condi¢les descritas na figura 12 durante 5 minutos, com
. solugbes de THQ 0,5mM isoladamente, ou com microadicoes de CaCl_.

2
A medida do potencial de membrana Ffoi iniciada pela adigdo de

succinato de potassio 5mM (representada pela flecha), seguindo-se
as medidas por 20 minutos a 28°C. As curvas representam as
seguintes condigdes : a = controle; b = THQ; ¢ = THQ + 20nmoles de
CaE+; d = THQ + 30nmoles de Ca8+ e e = 30 nmoles de CaE+ -

0 grafico representa um experimento tipico realizado em

duplicata.
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9. ESTUDO DA ACAD DA THQ SOBRE MITOCGNDRIAS DE CELULAS V79 in situ

Os estudos com mitocondrias isoladas nos levaram a procurar

detectar os efeitos da THQ de células intactas. Esse estudo foi

realizado com celulas V79 permeabilizadas com digitonina,
- ~e + ~ ’

medindo-se a captagdo de CaE em duas condig¢goes : 1) em celulas em

~ . +
suspensao expostas a THQ durante as medidas do transporte de Cae ;

2) em células expostas a THQ ainda aderidas nas placas de cultura
e posteriormente suspensas para a medida do transporte de Ca . As

~ + .
figuras 16 e 17 apresentam os perfis de captacdo de Ca8 obtidos

nas duas condigldes experimentais acima.

Na figura 16 observamos que células V79 em suspensdo captam

2+ . ,
Ca do meio externo, tamponando este ion entre 1,0 e 0,5uM pPOr
cerca de 20 minutos (curva a). Células tratadas com THQ 0O,S5SmM em
~ 2+ . .
suspensao captam Ca nos mesmos niveis que as controle, mas no

entanto, liberam rapidamente o ion para o meio extracelular (curva

b .

Entretanto, quando as células s3o expostas a THQ nas placas

de cultura, previamente a realiza¢3o da medida do transporte de
2+ e 2+ . " .

Ca , nao se detecta o efluxo de Ca das mitocondrias, como

mostrado na figura 17. Nessas condicles de exposicido, a cinética

~ + , .
de captagcao de CaE por celulas tratadas com THQ 0,5mM (curva b) é

similar a de células controle (curva a).
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FIGURA 16 : EFEITO DA THQ SOBRE A CAPTACXO DE CaE+ POR

MITOCGNDRIAS DE CeELULAS V79 EM SUSPENSAQD

Ensaios contendo 2 x iO6 celulas em 0,25 ml de meio de reacao

(KC1 130mM, Hepes 10mM (ph 7,2), MgClE 2mM e KH PD4 imM) foram

incubados na auséncia (curva a) ou presenga (curvi b) de THQ 0,3
mM durante o tempo de medida da captacdo de Ca8+ (20 minutos, &8
°C). A captacdo de Ca2+, iniciada pela adigdo de digitonina 0,01%
(representada pela flecha), foi medida através do emprego de um
eletrodo seletivo para calcio, como descrito em MATERIAIS E
METODOS, item 2.6.1. -

0O grafico representa um experimento tipico, realizado em

triplicata.
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FIGURA 17 : CAPTACAD DE Ca®' POR MITOCGNDRIAS DE CELULAS V79 in
situ APAS A EXPOSICAD A THG

Culturas semi—-confluentes de ceélulas V79 foram incubadas na
o+

¥

auseéncia {(curva a) ou presenca (curva b) de THQ O0,5mM (PBS-Ca
30 min., 37 c), apés © que as células foram descoladas por
tripisinizacdo, e entdo suspensas em meio para a realizagdo dos
ensaios de medida da captacdo de Ca8+. como descrito na _,figura
anterior.

0 grafico representa um experimento tipico, realizado em

duplicata.
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IV. DISCUSSAO

A citotoxicidade de um grande numero de xenobidticos esta
claramente relacionada com suas estruturas de quinonas, dentre

eles a grande maioria dos quimioteraticos antitumorais (POWIS,

1989) . Entretanto o0s estudos dos mecanismos de agdo desses
compostos sa0n dificultados pela complexidade estrutural e
reatividade gquimica das moléculas. Neste sentido, a simplicidade

estrutural das benzogquinonas as qualifica como modelos adequados
para o desenvolvimento de estudos mecanisticos. Dentre 0s

derivados da benzoquinona, aqueles contendo hidroxi-substituintes

apresentam maior velocidade de auto-oxidag3o, com conseqiente
aumento na produgcdo de EAD (BRUNMARK e CADENAS, 1989). A
demonstracdo de que a THQ, uma benzoquinona que POsSSUl 4
hidroxi-substituintes, realmente apresenta alta velocidade de

auto-oxidagdo produzindo um surto de EAD0 (HOFFMANN e col, 1987) ,
caracterizou esta molecula como modelo interessante para o

desenvolvimento de estudos sobre o mecanismo de acdo de quinonas e

sobre o estresse oxidativo.

Neste trabalho, mostramos primeiramente que a THQ e altamente
toxica para fibroblastos em cultura. A citotoxicidade da THQ foi
evidenciada pPela sua capacidade de inibir a proliferagdo celular
de fibroblastos V79 (figura 1). A faixa de concentracdo efetiva se

situa em valores relativamente baixos (0,05 a 0,35mM), obtendo-se
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uma IDSOde 0,13 mM, nas condigdes deste tipo de experimento. Essas

condigles de exposic3o (24 horas em meio de cultura) s3o similares

aquelas usadas por SHOPSIS e col. (1985), para avaliar a
toxicidade de diversas drogas, comparativamente, através da
determinac3o da "dose mais alta tolerada" (HTD) por fibroblastos
373, acima da qual ocorrem alteragdes morfoldgicas nas celulas. A

ID50 da THQ se situa numa faixa de concentracd3oc correspondente a
agentes classificados como tdxicos severos, como o hipoclorito de
sodio (HTD= 1,0 mM) e o nitrato de prata (HTD= 0,01 mM). Em
concentragdes inferiores a 0,05 mM a THQ n3o causa inibig¢do
significativa da proliferacdo celular, provavelmente devido a uma
baixa incid@ncia de lesdes e/ou a eficiéncia de seu reparo pelas
células. Em concentracdes superiores a 0,33 mM (proliferac3o
relativa = 0,0) verifica-se o descolamento de células mortas das
Placas de cultura, obtendo-se indices de proliferag3o negativos. A
exposicdo das células em meio de cultura, embora mais adequada em
termos de comparacdo com as condigdes de sistemas in vivo, & um
fator complicador nos estudos de mecanismo de ac3o, devido a
possiveis interferéncias dos componentes do soro e do proprio meio

na reatividade de uma subst3ncia (STARK e caol, 1986).

Visando a realizagdo de experimentos para esclarecer o papel

do calcio e das EAD na citotoxicidade da THQ tornou-se necessario

realizar a exposi¢d3o das células em tamp3oc (PBS), e reduzir o

tempo de tratamento (30 minutos) com a droga. Nessas condig¢oes,
L a2+ ~ .. ..

verificamos que o Ca . em concentragoes fisiologicas (1 mM),

potencializa intensamente o efeito inibitdrio da THQ sobre a
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proliferacdo (figura 2). 0O aumento da 1inibici3o da proliferacdo
celular na presenca de Caa+, observado a partir de 0,1 mM de THQ,
@ maximo (cerca de 4 vezes) em concentracdes entre O,é e 1,0 mM.
Assim, por exemplo, enquanto que a inibig3o causada por THG 1,0 mM
isoladamente e de apenas 25%, ela & quase total na presenca de 1
mM de Caa+. Em acordo com este resultado, verificamos que o
quelante intracelular de CaE+ FURA 2 confere prote¢d3o parcial da
inibigdo da proliferacdo celular causada por THQ 0,5 mM, indicando

. o ~ . 2+ .
que a diminuigcao da concentracdo intracelular de Ca livre leva a

uma diminuicdo da toxicidade da THQ para fibroblastos V79 .

Estudos sobre o mecanismo de citotoxicidade de uma série de
derivados da benzogquinona (ROSSI e col, 1986) mostraram que a
hepatotoxicidade de algumas dessas moléculas era realmente mediada
pela indu¢d3o de um estresse oxidativo, mas de outras, era
dependente da ocorréncia de reagies de adicd3o nucleofilica a
glutationa e/ou proteinas. No «caso da THQ, a comprovacdo da
formacdo de EAD em solucdo sugere a predominincia do primeiro tipo
de mecanismo. 0 desaparecimento do efeito inibitério da THQ sobre
a proliferagdo celular pela estocagem da soluc3o (figura 4) mostra
que, o efeito citostatico & dependente de espécies transientes da
reagdo de auto-oxidagdo. 0 envolvimento das EAD neste processo foi
evidenciado pela protecdo total da inibig3o da proliferac3o
celular conferida pela catalase (figura S5) indicando o papel
central do perdxido de hidrog@nio nesse mecanismo. Entretanto,
essa inibig¢do ndo pode ser atribuida a uma ac3o direta deste

oxidante, uma vez que a diminuigc3o do efeito inibitdério com a
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estocagem da solugdo (figura 4) n3o €& acompanhada por uma queda
paralela da concentracdo de perdxido de hidrogénio nas solucdes
estocadas de THQ (AREVALO, 1990). Em adi¢3o a isto, eéta especie e
considerada um oxidante fraco, e a maior parte de seus efeitos
bioldégicos s3o atribuidos A& sua capacidade de gerar radical
hidroxila (PRYOR, 1986). Entretanto, n3o conseguimos evidenciar
diretamente a participacdo deste radical no processo de inibig¢3o
da proliferacdo celular utilizando sequestradores especificos,
como o manitol e o benzoato de sddio (figura 7)), uma vez que,
apenas o manitol apresentou um pequeno efeito protetor.
Consideramos entretanto, gue esta auséncia de efeito protetor n3o
exclui a participagdo dos radicais hidroxila no processo, devido
as restricdes de difusdo dos sequestradores através da membrana
plasmatica, e ao pequeno tempo de vida do radical hidroxila
associado a sua alta reatividade. Resultados similares obtidos por
YOUNGMAN e ELSTENER (198B1) com paraquat levou~os a propor a
formacd3o de radicais HO presos ("crypto OH "), muito proximos dos
seus sitios de acd3o. Também no caso da inibic3oc da sintese de DNA
por THQ so foi possivel detectar protec3o deste efeito com o

sequestrador de HO etileno glicol, em células permeabilizadas com

digitonina (AREVALO, 1990).

A aus@éncia de protecdo da inibic3o0 da proliferacao' celular
por ofenantrolina (figura 6), numa condicdo em dque & capaz de
proteger efetivamente as células contra a toxicidade do peroxido
de hidrogénio (MELLO-FILHO e col, 1984), sugere que a producd3o de

radicais hidroxila a partir de THQ n3o ocorre pela reac3o de
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Fenton, a principal via de formag3o destes radicais em sistemas
biologicos (MENEGHINI, 1988) . Resultados similares foram obtidos
por AREVALO (1990), levando a proposic3o da ocorrénci:a da reagao
de Fenton orgdnica, entre o perdxido de hidrogénio e o radical
semiquinona, como a principal via de producd3o dos radicais
hidroxila durante o processo de inibi¢3o da replicag3o do DNA por
THQ. Esta reagao foi primeiramente proposta para explicar o
mecanismo de cardiotoxicidade da quinona adriamicina (NOHL e
JORDAN, 1983), e posteriormente, sugerida como a fonte de produc3o
fisioldogica de radicais hidroxila através do ciclo redox de

quinonas biologicas (NOHL e JORDAN, 1986).

Embora o radical semiquinona n3o seja mais detectado na
solugdo de THQ apdés 30 minutos da dissolucd3o, ele pode estar sendo
gerado intracelularmente através do ciclo redox do acido
rodizdénico. Esta hipdétese & amparada por dados espectroscépicos
que mostram que a transformag3o completa da THQ em acido
rodizdnico ocorre em poucos minutos (2 minutos) de reacao (RETTORI

e HOFFMANN, dados n3o publicados) .

A auséncia de protec3o pPoOr superoxido dismutase (figura 95)
descarta a participacdo direta de radicais superaxido
extracelulares na inibigdo da proliferac3o celular por THQ, uma

vez que este oxidante n3o atravessa livremente as membranas

bioldgicas (HALLIWELL e GBGUTERIDGE, 1989 . Entretanto, nao
descartamos um possivel enwvolvimento de radicais superoxido
gerados intracelularmente através do ciclo redox do acido
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rodizénico.

0 efeito citostatico da THQ aqui evidenciado, aliado a
demostracdo de sua acdc genotdxica (AREVALO, 1990), sugere que o
genoma constitue um alvo celular importante no mecanismo de ac3o
desta hidroxiquinona. Buscando estabelecer uma correlacd3o entre o
efeito citostatico e clastogenico da THQ, analisamos a

. ~ 2+ ~ .
participagao do Ca na fragmentacao do DNA de células V79. A
figura B8 mostra que, também a produc3oc de quebras de fita simples

. . . + . .
no DNA e fortemente potencializada por Cae exogeno. AS figuras &
e 8 mostram que, tanto a inibi¢cdo do crescimento, como a
fragmentacdo do DNA, ccorrem de maneira limitada (maximo de 25%)
~ . 2+ . . L ~
na auseéncia de Ca . As curvas mostram também que a intensificac3o
. . + ) ”
dos dois processos e dependente de Cae , sugerindo que alteragoes

da homeostase intracelular deste ion possam constituir um sinal

comum para o desencadeamento de ambos os processos.

Em favor desta hipotese, mostramos que ocorre efetivamente
~ ~ . . 2+ .

uma elevacao da concentra¢do citosdlica de Ca em celulas v7e
expostas a THG em presenca de calcio (figura 107, passando de
cerca de 70 nM em celulas controle para S00 nM em células
. 2+ . ~

tratadas. Esse influxo de Ca extracelular para o citosol nao
acontece, provavelmente, em consequéncia de alteracgdes da
permeabilidade da membrana plasmatica nas células expastas a THQ,
uma vez que essa hidroxigquinona nd3oc € capaz de causar alteracies

da integridade da membrana de eritrdcitos (AREVALDO, 1990). € mais

provavel que o maior influxo de calcio seja consequéncia da
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inducdo de alteragdes estruturais em proteinas da membrana,
: . o+ .
particularmente aquelas envovidas com o transporte de Ca atraves
da membrana plasmatica. Esta hipétese encontra suporte na
~ . + Ly
observagao de que a atividade da Ca8 ATPase da membrana plasmatica
de hepatécitos & dependente do estado reduzido de seus grupos GSH
(BELLOMO e col, 1983) . Desta forma, a oxidac3o de proteinas
2+ .
transportadoras de Ca por EAOD geradas pela THQ poderia causar
sua inativacao, com conseqiuente alteracao da homeostase

intracelular de Caa+.

Nossos dados est3o de acordo com resultados da literatura
recente, que mostram a relacdo entre alteragdes da homeostase
intracelular de Ca8+ e a citotoxicidade e/ou genotoxicidade de
pro-oxidantes. Essa relac3o foi reportada por NICOTERA e col.
(1988), «que verificaram que a citotoxicidade dos oxidantes
mendiona e terc-butil hidroperdxido para hepatécitos de rato
ocorre em paralelo a um aumento na concentra¢d3o citosédlica de
catt Tambem com o perdxido de hidrogénio,foi verificada uma
protecdo total do efeito citotdxico e genotdxico para fibroblastos
3T3 com o quelante intracelular de CaE+ QUIN 2 (CANTONI e col,
1989) . Recentemente, utilizando diferentes oxidantes, LEANDERSON e
TAGESSON (1992) mostraram que a formagd3o de quebras de fita

simples no DNA de células de pulm3o humano é prevenida com a

utilizag¢do do gquelante intracelular de CaE+ BAPTA, e do acido

aurintricarboxilico (AT), um inibidor especifico de uma
endonuclease dependente de CaE+ (COHEN e DUKE, 1984) . A
participa¢cdo do ion CaE+ em processos genotoxicos foi  também
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recentemente evidenciada pela ativa¢do de oncogenes em celulas
epiteliais de rato expostas ao estresse oxidativo gerado pelo

sistema xantina/xantina oxidase (MAKI e col, 1992).

Outro enfogque do nosso trabalho consistiu na investigacdo do
possivel papel da mitocbndria como alvo da toxicidade da THQ. Os
suportes principais desta idéia foram duas linhas de evidéncias
1) o fato de que pro-oxidantes na presenca de Ca8+ causam danos
estruturais e funcionais em mitocdndrias isoladas (MACEDD e col,
1988; CARBONERA e AZIONE, 1988); e 2) as evidéncias de que as
mitocéndrias representam alvos criticos na morte de hepatédcitos em

condigles de estresse oxidativo (MASAKI e col, 1989).

Analisando os efeitos da THQ em mitocondrias isoladas de
figado de rato, verificamos que esta hidroxiguinona realmente
induz alteracdes da integridade funcional e estrutural da membrana
. . a . C ~ a2+
interna mitocondrial, causando permeabilizagano para o Ca de
maneira dependente da dose (figura 11). As mitocdondrias perdem

. ) ~ - 2+
progressivamente a capacidade de capta¢3o e retencio do Ca a

medida que se aumenta a concentrac3o de THQ no meio de reac3o, de

0,2 a 1,0 mM.

0 aumento da permeabilidade da membrana mitocéndrial interna

2+ . .. . .
para o Ca e acompanhado por um rapido declinio do potencial
eletrico de membrana, nas mitocédndrias expostas a concentragcoes
téxicas de THQ (0,5 mM). A dissipagdo do A¥ ocorre com maior

velocidade em mitocOndrias expostas a solugdes recém dissolvidas
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de THQ do que a solugles previamente estocadas por 1S5 ou 75
minutos (figura 127, indicando o envolvimento de especies
transientes da rea¢d3o de auto-oxidac3o. Evidenci;mos que o
peroxido de hidrogénio desempenha um papel central no mecanismo de
alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial interna, uma
vez que a catalase conferiu protegdo total deste efeito (figura
13). Nas mesmas condigles, a superoxido dismutase intensifica o
efeito da THQ, o que pode ser explicado pela formac3o adicional de
peroxido de hidrogénio pela dismutacd3o de radicais superdxido. O
ion ferro ndo parece estar envolvido na permeabilizag¢do
mitocondrial pela THQ, como sugerido pela auséncia de prote¢3o na
presenca de otfenantrolina (figura 13y, como anteriormente

observado nos experimentos de proliferagdo celular.

Mostramos também que o processo de permeabilizagcdo da

membrana mitocondrial interna pela THQ & um evento completamente

+
dependente de CaE , como evidenciado por : a) a protegao total do
colapso de A¥Y conferida por EGTA (figura 14, curvac) ; b) a
— ) - . +
restauracao completa do A¥ col apsado apos a remocao do ion CaE do

meio (figura 14, curva b); c) a potencializacd3o do efeito da THQ

sobre o A¥ por adic¢gidoc de CaE+ extra (figura 15).

Nossos resultados com mitocondrias isoladas estdo de acordo
com outros obtidos pelo grupo do Dr. Vercesi (FAGIAN e col, 1990;
VALLE, 1992), demonstrando a dependéncia de Ca8+ para a inducdo da
permeabilizacdo da membrana mitocdndrial interna por

pro—oxidantes, como o terc-butil hidroperéxido e a diamida. Esse
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fendomeno foi explicado com base na producd3o de agregados proteicos
na membrana mitocondrial interna, pela oxidac3o de grupos SH de
proteinas pPor EAD (FAGIAN e col, 1990), cuja formag3o seria
facilitada e estabilizada por mudangas conformacicnais induzidas
, . 2+ .
em proteinas da membrana pelo ion Ca (PEREIRA e col, 1992). Alem
. . . . . 2+ ~
disso, foi evidenciado que o ion Ca pode atuar na regulacgdo da
producdo de EAD por mitocbndrias de células expostas a quinona

doxorubicina (CHACON e ACOSTA, 1991).

Procurando estabelecer o papel das mitocondrias como alvo
critico do estresse oxidativo nas células, analisamos a captac3o
e+ . - . .
de Ca por mitocdndrias de fibroblastos V79 expostos a THQ. A

. 2+ . . L. -
medida do transporte de Ca in situ requer a wutilizagdo de

células em suspens3o permeabilizadas com digitonina. Nessas
R , o+ . ~
condigoes, as celulas V79 captam Ca do meio de reagao,
tamponando a concentrac¢3o extracelular entre 0,39 e 1,0 uM, como
mitocdndrias isoladas, durante cerca de 20 minutos (figura 16,
curva a). O tratamento de células em suspens3o com THQ, durante o
. 2+ ~
tempo de medida do transporte de Ca s causa alteracoes da
permeabilidade da membrana mitocondrial interna, como evidenciado

pela liberacdo de cdlcio, imediatamente apods sua captac3o (figura

16, curva b)) .

Entretanto, guando a exposicdo a THQ & realizada previamente

. . o+ ., .

a medida do transporte de Ca , com celulas intactas e
metabolicamente ativas, n3o se observam alteracoes da
permeabilidade da membrana mitocondrial, como mostrado pela
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similaridade da cinetica de transporte de Ca8+ das células

controle e tratadas (figura 17). Como nessas condictes a THQ causa
~ ~ . L 2+ -

uma elevagao da concentragd3oc citosdlica de Ca (figura 10, a

explicagdo do fato acima pode residir na rapida revers3o das

modificacdes estruturais da membrana em células metabolicamente

competentes , e/ou na rapida recompartimentalizacdao do calcio

citosdlico, apds o0 desaparecimento do estresse oxidativo. E
possivel que esta reversibilidade esteja relacionada com a
eficiéncia de dois tipos de mecanismos : de um lado a indug3o de

lesGes, e de outro, a operacdo dos mecanismos celulares de defesa.
E possivel que, em fungdo do grande nimero de células neste tipo
de experimento, a concentragdo de THQ tenha sido relativamente
baixa, causando um numero de lesdes suficientemente pequeno capaz
de ser eficientemente revertido pelas células. Recentemente, o
problema da reversibilidade dos eventos causados pelo estresse
oxidativo foi discutido por HALLECK e col. (1992), que mostraram a
ocorréncia de eventos transientes e permanentes, em fungao da
concentracdo utilizada de perdxido de hidrogénio. Esses autores
propuseram que a morte celular & causada por uma elevag3o
permanente da concentragdo intracelular de Ca8+ e uma diminuigcdo

permanente dos niveis celulares de ATP.

A definigdo dos eventos deletérios que constituem os eventos
letais nas celulas expostas a THQ é um problema bastante complexo,
cujo esclarecimento requer uma analise da contribuigdo efetiva de
cada tipo de lesdo na indugc3oc da morte celular. Aqui, sera

importante considerar em cada caso, a natureza da les3o bem como
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0% mecani smos de sua formagao e reversiao nas céelulas.

Nesse sentido, iniciamos os estudos de reversibilidade das
lestes induzidas pela THQ analisando a cinética de reparo das
quebras causadas no DNA. Verificamos que a recuperac3o do DNA apds
a fragmentacdo induzida por THQ & rapida, e quase total no periodo
de 24 horas (figura 9). 0 fato de que na concentrac3o de THQ
utilizada (0,3 mM) ocorre um decrescimo da populagi3o celular de
cerca de 350% no periodo de 24 horas subseqiente ao tratamento
(figura 23, nos leva a considerar que s3o as lestes que n3o s3o
revertidas nesse intervalo de tempo gque constituem os eventos
responsaveis pela inibi¢do do crescimento e morte celular. Assim,
parece—nos que as quebras de fita simples no DNA n3o constituem
eventos letais na toxicidade da THQ para fibroblastos V79.
Entretanto, isto n3o descarta a possibilidade de que o DNA
constitua um alvo importante no mecanismo de ac3o da THQ, uma vez
que, outras lestes oxidativas, como alteracBes de bases do DNA,
podem estar sendo produzidas pelas EAD geradas. Diversas
alteracdes de bases do DNA ja foram identificadas em condicdes
oxidativas (DIZDAROGLU, 19%91), o que abre novas perspectivas de
estudo sobre o significado de cada uma na induc3o de mutagdnese,

carcinogénese e morte celular.

Nossos resultados ndo finalizam os estudos sobre o mecanismo
de agdo da THQ, mas pelo contrario, abrem diversas e interessantes
perspectivas de sua continuidade. Pretendemos definir

prioritariamente os tipos de alteragles e as condicSes em que sao
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induzidas 1rreversivelmente, visando estabelecer sua significancia

no mecani smo de morte celular.

Acredi tamos que o esclarecimento do mecanismo de ag3o da THQ
devera contribuir para o entendimento dos mecanismos de agao de
outras quinonas biologicamente ou farmacologicamente importantes,
como os guimioterépicos antitumorais. Além disto, o0s estudos de
toxicidade celular de quinonas s3o importantes para o entendimento
dos efeitos colaterais destes quimioterapicos. Neste sentido, e em
concordancia com nossos resultados, foi recentemente evidenciado

" ) - . . . 2+
que lesoes em mitocondrias induzidas por EAOQ e Ca podem estar
relacionadas com os efeitos cardiopaticos de quinonas usadas como

quimioterapicos (CHACON e ACOSTA, 1991; PARAIDATHATHU & col,

1992) .
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V.SUMARIO

A THQ € uma hidroxiquinona que auto-oxida rapidamente em
solugdo gerando radicais semiquinona e espécies ativadas de
oxigénio, © que produz uma situacd3o de estresse oxidativo. Neste
trabalho, investigamos a participac3o do ion Ca2+ no mecanismo de
citotoxicidade da THQ, e analisamos o possivel papel do DNA e da
mitocdndria como alvos celulares da a¢3c da THQ. Demonstramos que
a reacido de auto-oxidac3o da THQ causa efeitos toxicos em células
de mamiferos (linhagem V79), como : i) a inibic3o da proliferagao
celular; 11) a fragmentacdo do DNA celular; e iii) a alterac3oc da
membrana mitocondrial interna. Estudos de proteg3o evidenciaram
que a especie oxidante responsavel pelo efeito citostatico e pelas
alteragles mitocondriais é o perdxido de hidrogénio, e que esses
efeitos s3o provavelmente causados pela reacao do HEDE com o©Os
radicais semliquinona, gerando radicais hidroxila. Mostramos também

, o+ .

que o ion Ca tem um papel fundamental na citotoxicidade da THQ,
participando dos 3 mecanismos acima descritos. Enquanto que nos
dois primeiros processos <se observa uma potencializac3o dos
efeitos da THQ na presenca de Ca2+, a producdao das alteragoes
mitocondriais €& completamente dependente de sua presenga.
Finalmente, evidenciamos que células V79 possuem mecanismos para
reverter tanto as quebras de DNA quanto as lesfes mitocondriais

Isto sugere que a indu¢do dessas lesfes devera interferir com o
crescimento celular somente quando os sistemas celulares

responsaveis por sua reversdo estiverem saturados, caracterizando

uma condigao de irreversibilidade‘que conduz a morte celular.
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VI.SUMMARY

THG is a hydroxygquinone wich autoxidases readily in  aqueous
solution producing semiquinone radicals and active oxygen species,
that leeds to a condition of oxidative stress. In this work we

describe the involvement of CaE+ in the mechanism of THG induced

cytotoxicity and analyse the possible roles of DNA and
mitochondria as critical targets for THQ toxicity. Our studies
show that during THQ autoxidation deleterious etfects are
generated in mammalian fybroblasts (V79 1line), such as - i)

inhibition of cell proliferation; ii) induction of DNA breaks; and
1i11) alteration of inner mitochondrial membrane permeability.
Protection experiments with antioxidants showed that both, growth
inhibition and mitochondrial damage results from hydrogen peroxide
dependent and metal independent reactions, probably wvia hydroxyl
radical generation. We also report here the crucial role of CaE+
on THQ cytotoxicity, increasing the inhibition of cell
proliferation and the levels of DNA breakage. In addition, our
results evidenciated that mitochondrial membrane permeability by
THG results from a Caa+ dependent mechanism. It is also showed
that V79 cells are able to repair the THQ induced DNA breaks and

restore mitochondrial functions. It is hypothesized that

irreversible oxidant injury occurs when the cellular antioxidant

mechanisms ocerwhelmed and the cell is no longer able to survive.
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