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"When the doors of

perception are cleansed,

things will appear to man as

they truly are...infinite."

(William Blake)



RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos analisar a agdo de compostos organoteluricos (IV)
RT-07 sobre a bioenergética mitocondrial, focando na sua agdo sobre o poro de transicao de
permeabilidade (PTP) mitocondrial, os resultados também serviram para comparagdo com
outras teluranas, RT-03 e RT-04, que ja haviam sido estudadas no nosso laboratério . Nos
testes isolou-se mitocondrias de figado de ratos Wistar, para verificarmos a acao das teluranas
RT-07 sobre a oxidacdo de grupos SH de proteinas, a alteracdo em potencial de membrana, o
inchamento osmotico mitocondrial, consumo de oxigénio, geragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), oxidagdo de lipidios mitocondriais e alteragdes na fluidez de membranas.
Os compostos foram capazes de oxidar grupos SH, causar o inchamento mitocondrial, a perda
do potencial de membrana, e por conseqiiéncia a abertura do PTP, porém, em comparagao
com RT-03 e RT-04 ndo apresentou atividade antioxidante para lipidios, provavelmente
devido a diferencgas entre suas estruturas, ¢ a abertura do poro causada pelas teluranas RT-07 ¢
regulada por CsA e dependente de Ca”".

Palavras-chave: mitocondria, organoteluricos e transi¢do de permeabilidade mitocondrial.



ABSTRACT

This study aimed to analyze the action of organotelluranes (IV) RT-07 on mitochondrial
bioenergetics, focusing onits action on the pore permeability transition (PTP)
mitochondrial results also served for comparison with other telluranes, RT-03 and RT-04,
which had already been studied in our laboratory. In tests isolated liver mitochondria of rats to
verify the action of telluranes RT-07 on the oxidation of SH groups of proteins, change in
membrane potential, the osmotic swelling of mitochondria oxygen consumption, generation
of reactive oxygen species (ROS), oxidation of lipids and changes in mitochondrial membrane
fluidity. The compounds were able to oxidize SH groups cause swelling mitochondrial loss of
membrane potential, and hence the opening of PTP, however, compared with RT-03 RT-04
and did not show antioxidant for lipids, probably due to differences between their structures,
an(;the opening of the pore caused by telluranes RT-07 is regulated by CsA and dependent
Ca™.

Key words: mitochondria, organotelluranes and mitochondrial permeability transition.
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1.INTRODUCAO

1.1. MITOCONDRIA

Nas células eucariodticas a principal organela responsavel pela manuten¢do dos niveis
intracelulares de ATP ¢ a mitocondria. A hipdtese mais aceita ¢ de que esta organela tenha
surgido de um processo de simbiose entre bactérias aerdbias e células eucaridticas primitivas
que aconteceu ha milhdes de anos. Na mitocondria o processo de produgdao de ATP ¢
chamado de fosforilagao oxidativa (HATEFI, 1985). O processo comega com a oxidagdo de
combustiveis bioldgicos, como glicose e acidos graxos, com a transferéncia de elétrons para
as coenzimas NAD' (nicotinamida adenina dinucleotideo) e FAD (flavina adenina
dinucleotideo), um processo catalisado por desidrogenases especificas. No estado reduzido
(NADH e FADH,), essas coenzimas irdo transferir os elétrons para as desidrogenases dos
sitios I e II da cadeia respiratoria, respectivamente. Os complexos I e II transferem os elétrons
a forma oxidada da coenzima Q (UQ), gerando sua forma reduzida (UQH,). UQH, por sua
vez sera desprotonada resultando na espécie anionica semiquinona (UQHe). A UQH- doa seus
elétrons a ubiquinona-citocromo ¢ oxirredutase (complexo III). Do complexo III os elétrons
sdo transferidos para o citocromo ¢, uma proteina periférica da membrana que se comporta
como um carreador movel de elétrons do complexo III até a citocromo ¢ oxidase (complexo
IV). O complexo IV ¢ o responsavel pela transferéncia dos elétrons para o O,, o aceptor final
de elétrons da cadeia respiratoria (VOET ef al., 1998; NELSON et al., 2002).0 transporte de
elétrons na cadeia respiratoria até seu aceptor final que ¢ o O, é um processo exergonico ¢ a
energia liberada ¢ utilizada para gerar um potencial eletroquimico transmembrana capaz de

ser utilizado pela FoF;-ATP sintase para fosforilar ADP a ATP.
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1.2.TRANSICAO DE PERMEABILIDADE MITOCONDRIAL

Com o surgimento dos organismos aerobios, combustiveis oxiddveis como a glicose,
puderam ser melhor aproveitados para a geragdo de energia, assim como outras biomoléculas,
por exemplo, os lipidios (NELSON et al., 2002). Porém a utilizacdo de oxigénio gerou um
efeito colateral indesejado para as células que foi a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (BECHARA et al., 1995). Estas espécies sdo geradas quando elétrons “escapam” da
cadeia respiratoria antes de chegar ao complexo IV e sdo tranferidos para o O,. Sdo sitios
comuns para o escape de elétrons a coenzima Q e o complexo I, apos o escape estes elétrons
irdo gerar o anion superoxido O, (TURRENS, 1997; KOWALTOWSKI et. al., 1999). O

anion superoxido ¢ dismutado a H,O, + O, pela acdo da enzima superoxido dismutase
(SOD). Na presenca de Fe**, H,0, é clivado em OH® + OH, sendo que o radical hidroxil

(OH®) é 0 mais reativo encontrado em sistemas bioldgicos (BOVERIS et al., 1973; BUXTON
et al., 1988). As espécies radicalares, ao lado das espécies excitadas (triplete e O, singlete)
(CILENTO et. al., 1995) e de agentes quimicos (FAGIAN et al., 1990; CUNHA et al., 2005)
sdo capazes de atacar grupos tiolatos (SH) de proteinas da membrana mitocondrial interna e
externa causando a oxidacdo destas proteinas. Devido a alta concentracdo de proteinas na
membrana mitocondrial interna, EROs gerados pela mitocOndria, principalmente o OH®,
podem facilmente oxidar estas proteinas, causando a formacdo de pontes dissulfeto (S-S) e
também de sulfoxido de metionona. O Ca®" facilita este processo pois, uma vez ligado as
proteinas aumenta a susceptibilidade desta ao ataque oxidativo de EROs levando a um evento
dependente de Ca®’, conhecido como transicdo de permeabilidade mitocondrial ou TPM
(GUNTER et al., 1994; ZORATTI & SZABO, 1995).

A TPM ¢ caracterizada pela permeabilizacdo da membrana interna da mitocondria. Esta
fica permeavel a pequenos ions e moléculas com massa molecular de até 1500 Da. A TPM ¢
mediada pela abertura de poros inespecificos (figura 1A e 1B) conhecidos como poro de

transi¢dao de permeabilidade (PTP).
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Figura 1A-B. Modelos de formagéo do poro de transi¢do de permeabilidade (KIM et. al., 2003).

O ataque oxidativo as proteinas que resulta na abertura do poro pode atingir também a
fragdo lipidica da membrana.

O processo de lipoperoxidagdo tem inicio pela retirada de um atomo de hidrogénio de
fosfolipideos de membrana (LH) por um radical livre, tendo como resultado a formagao do
radical L°®. O radical lipidico reage com O, formando o radical lipoperoxil LOO’", dando inicio
a uma reacdo em cadeia (Esquema 1). A seqiiéncia de reagdes geram diferentes subprodutos
derivados de lipideos, sendo os principais deles o malondialdeido (MDA) e perdxido de
lipidio (LOOH). Os efeitos acima citados causados por EROs caracterizam o estresse
oxidativo, que devido ao ataque as biomoléculas levam ao prejuizo de fungdes mitocondriais

como a respiracdo e fosforilacdo oxidativa, aumentando de maneira descontrolado a produgao
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de espécies reativas de oxigénio levando a morte celular (LEMASTERS, 1998;
KOWALTOWSKI, 1999).

Esquema 1. Geragdo de produtos de oxidag¢ao lipidica.

e LH+R- > L. +RH
e Le+02 > LOO-
« LOO-+LH > Le+LOOH + MDA

Entre os vérios fatores celulares que podem gerar a abertura do PTP estdo o estresse
oxidativo, porém, como veremos adiante a abertura do PTP também pode ocorrer na auséncia
de EROs. A abertura de apenas um poro ja € suficiente para gerar TPM que resultard em
inchamento osmotico da mitocondria, com ocorréncia de perda de componentes
intramitocondriais, liberacao de intermediarios metabodlicos, desacoplamento da fosforilagao
oxidativa e perda do potencial eletroquimico da membrana (ZORATTI & SZABO, 1995;
BERNARDI, 1996; VERCESI, 1984a). Estes eventos provocam a diminui¢ao dos niveis de
ATP e levam a morte celular.

O mecanismo e composicao bioquimica do PTP ainda ndo esta completamente descrito e
tem sido foco de intensa pesquisa nos ultimos anos. Diversos trabalhos postulam que PTP ¢
um complexo protéico (figura 1A) constituido pelo translocador de nucleotideos de adenina
(ANT) localizado na membrana mitocondrial interna , pelo canal de anions voltagem-
dependente (VDAC) localizado na membrana externa, hexoquinases e a pela ciclofilina D,
uma peptidilprolil cis-trans-isomerase (KOWALTOWSKI et al., 2001; VERCESI, 1984b;
HALESTRAP, 1999),tendo em vista que um complexo destas proteinas foi incorporado em
lipossomos e resultou em um poro com caracteristicas semelhantes as do PTP. Um importante
inibidor do poro, a ciclosporina A, ajudou a reforgar esta teoria. A ciclosporina A liga-se a
ciclofilina D e impede a ligacdo desta & membrana mitocondrial interna. Quando presente no
meio, a ciclosporina A impede a abertura do PTP (CROMPTON et al., 1988). Além da CsA,
outros compostos inibidores da TPM que foram estudados sdo : ADP, ATP, Mg2+, EGTA
(quelante de Ca®"), acidificagio da matriz mitocondrial, manutengio do potencial elétrico
transmembrana e inibidores da enzima fosfolipase tais como dibucaina, trifluoperazina e
quenacrina (BERNARDI et al., 1994).

No processo de abertura do PTP, resultando em TPM, o Ca®" apresenta um papel
fundamental, pois a maioria dos indutores classicos de TPM (Pi, EROs, t-BuOOH)
necessitam de sua presenca para induzir TPM (ZORATTI & SZABO, 1995; FAGIAN et al.,
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1990; KOWALTOWSKI et al., 1999; BERNARDI et al., 1998). A principal fungdo do Ca*"
na TPM parece estar relacionada com sua ligacdo a proteinas especificas da membrana
mitocondrial interna, esta forma regulando a abertura do PTP, porém, ele também estimula a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) mesmo sem a ocorréncia de TPM
(CASTILHO et al., 1995).

Embora muitas evidéncias apontem para a teoria de que o PTP pode ser formado
exclusivamente pela agregacao de proteinas especificas, pequenos peptidios como alamethicin
€ mastoparan parecem capazes de formar um poro “per si”’. Em baixas concentra¢des induzem
TPM dependente de Ca2+ e sensivel a CsA e em altas concentragdes, TPM ndo regulado
independente de Ca’" e insensivel a CsA (HE et. al., 2002; PFEIFFER et. al., 1995; KIM et.
al., 2003). Considerando que uma diversidade de agentes sdo capazes de induzir TPM, tendo
porém em comum a capacidade de agir sobre proteinas da membrana mitocondrial interna,
Kim e colaboradores (2003) propuseram um modelo para a formagdo do PTP (figura 1B) no
qual sugerem que apd6s um ataque quimico, as proteinas da membrana sofrem um
“misfolding” (perda de estrutura), e formam agregados que constituem um canal aquoso
através da membrana. Como componente protéico deste canal estaria a ciclofilina D, uma
chaperona que garante que o poro permaneca fechado até que o Ca®™ da matriz se eleve
substancialmente. De acordo com este modelo, o PTP nao regulado ocorreria quando o
numero de proteinas que perderam a estrutura excede o numero de chaperonas existente para
a regulacdo do poro. Desta forma, algumas substancias induzem a abertura do poro regulado e
ndo regulado por ciclosporina de uma forma dependente de concentragdo. Assim, acima de
dadas concentracdes de indutor, mesmo a ciclofilina D estando desligada pela auséncia de
Ca”™" ou presenca de ciclosporina A, a concentragio de droga é suficiente para induzir o
misfolding de proteinas da membrana e abrir o poro que ndo responde a quelantes de Ca2+ e
ciclosporina A. Considerando que o PTP ¢ formado pela agregacdo de proteinas preexistentes
na membrana mitocondrial interna, como mostra o trabalho do grupo do professor Vercesi e
colaboradores (FAGIAN et al., 1990), o mecanismo responsavel pela agregacdo destas
proteinas surge como outra incerteza relativa ao PTP. Dados da literatura sugerem que o
estresse oxidativo pode ser a ligagio entre o actmulo mitocondrial de Ca** ¢ TPM
(KOWALTOWSKI et al., 2001). De fato, a relagdo entre estado redox de NADPH e a
ocorréncia de TPM ja foi descrita. O estado redox de NADPH esta intimamente associado
com GSH e o estado redox de grupos tiol de proteinas mitocondriais (HOEK et al., 1988).

Portanto a TPM pode estar associada ao estresse oxidativo, exacerbando a produ¢do de EROs
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pela organela, depletando seu poder antioxidante ou promovendo a oxidagdo direta de grupos
tiois de proteinas da membrana.

Diversas substancias possuem potencial de atuagdo nas mitocondrias, podendo contribuir
para o aumento do estresse oxidativo ou protegendo a organela do ataque de radicais. Entre
essas substancias, compostos contendo telurio tem sido descrito como possuidores destas

caracteristicas, se mostrando como bons modelos para estudos em bioenergética.

1.3.  ORGANOTELURICOS (TELURANAS)

A quimica dos organocalcogénios (S, Se, Te) tem crescido muito nos tltimos anos devido
as propriedades destes elementos que se adequam as exigéncias da moderna sintese organica.
Enquanto os compostos organicos contendo selénio tém sido descritos como possuidores de
interessantes atividades bioldgicas como a¢do antitumoral, antiinflamatéria e cardiovascular,
os compostos organicos contendo telirio tém despertado menos interesse. Algumas razdes
para o menor interesse sao a instabilidade termodinamica, fotosensibilidade e sua auséncia em
biomoléculas. Contudo, recentemente os organoteltiiricos despertaram maior interesse devido
a sua atividade antitumoral e antiviral NOGUEIRA, 2001).

A discussdo a cerca da ac¢do toxica e da potencial agdo terapéutica dos organocalcogénios
gira em torno da reatividade destes compostos com grupos tidlicos de proteinas. Formas
organicas de selénio e telirio t€ém sido apontadas como possiveis agentes antioxidantes por
exibirem atividade semelhante a glutationa peroxidase sobre tiol reduzido durante a reducao
de H,O,. Estes compostos também tém mostrado capacidade de retardar lipoperoxidacdo
induzida por uma variedade de oxidantes (SWEARINGEN, 2005).

Estudos relacionando organoteltricos (teluranas) e a bioenergética mitocondrial,
mostraram que estes podem apresentar importantes efeitos toxicos, tendo em vista que
oxidaram grupos tiol, causaram esgotamento nos niveis de ATP intracelular, dissipagcdo do
gradiente de pH transmembrana (LOHMEIER-VOGEL, 2004; LITHGOW, 2004). Albeck e
colaboradores descreveram em 1998 que estes compostos apresentaram inibi¢do de proteases.

Recentemente o grupo do Prof. Dr. Jodao Valdir Comasseto demonstrou que
organotellricos sdo potentes inibidores de cisteino proteases em meio ndo redutor. O

mecanismo de inibi¢do baseia-se no deslocamento do cloro ligado ao telirio que passa a ligar-
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se com o enxofre de um grupo tiolato. A inibi¢do pode ser revertida com agentes redutores
como o DTT (CUNHA et. al., 2005).

Esta capacidade de ligagdo em grupos tiolicos confere aos organoteltricos, um potencial
para atuagdo na bioenergética mitocondrial. Sua ligagdo com sulfidrilas pode depletar a
mitocondria de glutationa, seu principal agente antioxidante contra o estresse oxidativo
(ZAKOWSKI & TAPPEL, 1978). Esta deplecdo de glutationa ird tornar a mitocondria
vulneravel a agdo de radicais livres capazes de induzir lipoperoxidacdo bem como a abertura
do poro de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial devido a oxidacdo de grupos tiol de
proteinas mitocondriais.

Nosso grupo realizou recentemente um estudo em mitocondrias de figado de ratos Wistar
com duas teluranas, RT-03 e RT-04 (figura 2), demonstrando que estas possuem alta
reatividade com grupos SH de proteinas, capacidade de abertura do PTP regulado e ndo
regulado, sendo este ultimo efeito dose-dependente, além de surpreendente agdo antioxidante
para lipidios (PESSOTO et. al., 2007) quando usadas em concentra¢cdes nanomolares, oque

denota a auséncia de estresse oxidativo concomitante com ocorréncia da TPM.

OCH;
0. cl OH
Te —
| cl H /TEODCHg
crr o
e’ H c
RT-03 RT-04

Figura 2. Estrutura molecular das teluranas RT-03 e RT-04
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Testar a acdo dos compostos organoteliricos, RT-07A, B, C e D (figura 3), sobre a

bioenergética mitocondrial.
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Figura 3. Estrutura molecular dos compostos organoteluricos (IV) RT-07.
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2.2.0OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Verificar a capacidade de abertura do poro de transicio de permeabilidade pela
oxidacdo de grupos tiolicos e ocorréncia de inchamento mitocondrial dependente de
Ca’'e protegido por ciclosporina A (CsA) ou inibido por ditiotreitol (DTT), redutor de
grupos tiolicos, ou n-etilamaleimida (NEM), um composto que se liga a um grupo
sulfridril;

* Estudar o efeito da concentragdo de organoteluricos sobre o potencial de membrana
mitocondrial;

* [Estabelecer a correlacdo entre possivel abertura do poro de transicdo de
permeabilidade induzido RT-07 e a ocorréncia de estresse oxidativo mitocondrial;

* Estudar o efeito da concentracdo dos organoteluricos sobre fracdo lipidica da
mitocondria e sobre a fluidez da membrana mitocondrial;

* Estudar o efeito da concentragdo de organoteluricos sobre a respiragdo mitocondrial.

* Realizar comparagdo dos resultados gerados pela acdo dos compostos organoteluricos

(IV) RT-07 com os gerados por RT-03 e RT-04 (PESSOTO et. al., 2007);
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3. METODOS

3.1. Compostos organoteluricos (IV) RT-07.

Os compostos organoteltricos (IV) RT-07 utilizados neste estudo foram sintetizados e
gentilmente cedidos ao nosso grupo pelo Prof. Dr. Rodrigo L.O.R. Cunha. A sintese foi
realizada através de adigdo eletrofilica de tricloreto de p-metoxifenil telurio a alcinos,
chamados 1-etinil-1- ciclohexanol e 3-metil-3-hidroxi-butine, respectivamente (ZENI et al.,

1999).

3.2. Manutenc¢ao, manipulagdo e eutandsia de animais

Durante o periodo de execucdo do projeto foram utilizados aproximadamente 80 ratos da
linhagem Wistar, que foram fornecidos pelo biotério da Universidade de Mogi das Cruzes —
UMC (Protocolo: 020/2009), que possui um comité de ética interno registrado no COBEA,
para fiscalizar todas as normas e principios éticos na manutengdo de animais, tais como:
espaco, ventilagdo, temperatura, nutricdo, hidratagdo e¢ manipulagdo adequada. Apenas
machos da linhagem Wistar, foram utilizados nesta pesquisa. O método de eutandsia utilizado
foi o deslocamento cervical para ratos de até 200 gramas e o traumatismo craniano para
animais com mais de 200 gramas. Estes métodos estdo descritos em Guide to the care and use

of experimental animals. Canadian Concil on Animal Care (CCAC), Cap. XII. Euthanasia..

3.3. Isolamento de mitocondrias hepaticas

Mitocondrias foram isoladas de figado de ratos Wistar machos de aproximadamente 200
g utilizando-se a técnica de centrifugacdo diferencial (SCHNEIDER & HOGEBOOM, 1950).

Apos a eutandsia do animal o figado foi retirado, lavado em solu¢@o contendo sacarose 250
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mM, tampao HEPES-KOH 10 mM e¢ EGTA I mM em pH 7,4 a 4°C, fragmentado e
homogeneizado em Potter-Elvehjen. A suspensdo foi centrifugada a 580g por 5 minutos e o
sobrenadante adquirido foi centrifugado a 10.300 g por 10 minutos. O sobrenadante resultante
foi descartado juntamente com a fase lipidica superior com pipeta Pasteur, e o sedimento
resultante ressuspendido em aproximadamente 25 ml de meio contendo sacarose 250 mM,
tampao HEPES-KOH 10 mM e EGTA 0,3 mM em pH 7,4 a 4°C, e centrifugado a 3400 g por
15 minutos. O sedimento final, ou fracdo mitocondrial foi ressuspenso em aproximadamente 1

mL de solugdo contendo sacarose 250 mM, tampao HEPES-KOH 10 mM em pH 7.4 a 4°C.

3.4. Dosagem de proteinas mitocondriais totais

A concentragdo de proteinas mitocondrias totais foi determinada pelo método de Biureto,
onde uma aliquota (10 puL) da amostra a ser determinada foi misturada a 100 pL de uma
solugdo de acido deoxicolico 5% (m/v) e dgua g.s.p. 1,5 mL. A essa mistura foi adicionado
1,5 mL do reativo de biureto, composto por sulfato ctprico 0,15% (m/v), tartarato de sddio e
potassio 0,6% (m/v) e NaOH 0,75 M. Ap6s 10 minutos, a absorbancia foi determinada em
540 nm contra um branco de reagentes e uma solu¢ao de BSA 10 % foi utilizada como padrao

(CAIN & SKILLETER, 1987).

3.5. Meio padrao para ensaios com mitocondria

Os ensaios foram realizados com mitocondria de figado de rato, em meio padriao
contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM e tampao HEPES-KOH 10 mM em pH 7.4. A
concentragdo residual de Ca®" foi estimada em aproximadamente 10 uM, portanto quando

necessaria adicao de CaCl, levou-se em conta este valor ou adicionamos EGTA.
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3.6. Oxidagdo de grupos tiolicos de proteinas mitocondriais

A oxidacao de grupos tidlicos ¢ um evento que precede a abertura do poro de transicao de
permeabilidade. Apds inducdo da oxidagdo de grupos tidlicos de proteinas, foi feita a adi¢ao
de acido 5,5’ditio-bis (2-nitrobenzodico), (DTNB), que sofre perda significativa de
absorbancia, quando em solu¢do com menor numero de grupos tidlicos, sugerindo que os
mesmos sofreram oxidagdo ou formaram ligacdes cruzadas (CASTILHO et al., 1996).
Ao meio padrao foi adicionado succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 uM, CaCl, 10 uM e
MFR 0,4 mg de proteina, em volume final de 1,5 ml, foi utilizado como pro-oxidante z-
BuOOH 0,6 mM, e incubado a 30 °C por 15 minutos. Em seguida, foi tratado com o 300 pl de
acido tricloro acético 30 % (v/v) e centrifugado a 3.400 g por 15 minutos. O precipitado foi
ressuspendido em 1,0 ml de tampao fosfato 100 mM pH 7,6, adicionado de DTNB 0,1 mM.

A absorbancia foi determinada em 412 nm, sendo que a concentracdo de grupamentos

tidlicos oxidados foi calculada utilizando-se € = 13.600 (M) 'cm™ (JOCELYN, 1987).

3.7. Medida do inchamento mitocondrial

As suspensdes mitocondriais sdo turvas, por isso espalham luz incidente. A
permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna torna possivel a entrada de solutos,
aumentando o volume da matriz mitocondrial ¢ diminuindo o espalhamento de luz incidente
(NICHOLLS & AKERMAN, 1982). O inchamento inibido por ciclosporina A é um evento
tipico do poro de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial. Mitocondria de figado de rato
(0,4 mg) foi incubada em meio padriao adicionado de succinato de potassio 5 mM, rotenona
2,5 uM, CaCl, 10 uM no volume final de 1,5 ml. O inchamento mitocondrial foi avaliado

espectrofotometricamente, pela diminuicao da absorbancia em 540 nm.
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3.8.  Determinag¢do do potencial elétrico (A¥Y) da membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado espectrofluorimetricamente
através das alteracdes de fluorescéncia da rodamina 123, um corante cationico fluorescente
que se distribui eletroforeticamente pela matriz mitocondrial devido a carga negativa da
membrana interna (LEMASTERS et al., 1987). Portanto, quando na matriz mitocondrial, a
rodamina 123 emite baixa intensidade de fluorescéncia e esta intensidade aumenta a medida
que rodamina 123 ¢ liberada da matriz mitocondrial para o espago intermembranas.
Mitocondria de figado de rato (1mg/ml) foram incubadas em meio padrdo acrescido de EGTA
0,5 mM, K,HPO, 10 mM, rotenona 2,5 uM e rodamina 123 0,4 uM a 30°C, succinato de
potassio 5 mM foi adicionado para a formacgao do potencial, ao final do experimento 1 uM do
desacoplador CCCP foi adicionado para a dissipacdo do potencial formado . Para excitagdo e
emissdo da rodamina 123, foram utilizados os comprimentos de onda 505 e 525nm

respectivamente (AKERMAN E WIKSTROM, 1976; EMAUS et al., 1986).

3.9. Quantificagdo da GSH mitocondrial

Ap6s 15 minutos de incubagdo nas condigdes utilizadas para medir o inchamento
mitocondrial (subitem 3.7.), as mitocondrias foram tratadas com 0,5 ml de acido tricloro
acético 13 % e centrifugadas a 900 g por 3 min. Ao sobrenadante, (100 ul), foi adicionado 2
ml de tampao NaH,PO, 100 mM, pH 8.0, contendo EGTA 5 mM. Cem microlitros de
oftalaldeido (OPT) a 1 mg/ml foram adicionados. Apds 15 minutos a fluorescéncia foi
mensurada usando os comprimentos de onda de 350 nm para excitagdo e 420 nm para emissao
em espectrofluorimetro F-2500 (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan) (HISSIN et al., 1976). Deve-se
observar que a dosagem de GSH das amostras corresponde ao contetido total da mesma, o que
exclui a possibilidade de que a redugdo do contetido de GSH observado decorra de perda de

componentes mitocondriais devido ao inchamento da organela.
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3.10. Analise da producao mitocondrial de espécies reativas de oxigénio

O método ¢ baseado na oxidagdo intramitocondrial dependente de peréxido do 2°,7’-
diclorodiidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) que forma o composto fluorescente, 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCF). Ao meio padrao foi adicionado succinato de potassio 5 mM,
rotenona 2,5 uM, CaCl, 10 uM e mitocondria de figado de rato (1 mg de proteina/ml), em
volume final de 2 ml a 30 °C, na presenca de 1 uM de H,DCFDA. A produgdo relativa de
EROs mitocondrial foi mensurada utilizando Espectrofluorimetro F-2500 (Hitachi, Ltd.,

Tokyo, Japan) com excitacdo e emissdo 503 e 529 nm, respectivamente (MACIEL et. al.,

2001; SULLIVAN et. al., 2004).

3.11. Dosagem de produtos de oxidacao de lipidios de membrana

A abertura do poro de transi¢do de permeabilidade pode ou ndo envolver danos a fragao
lipidica da membrana, que foi avaliada pela formacdo de MDA. Para determinagdo do MDA
foi adicionado o 4cido tiobarbitirico (TBA) que se liga ao MDA formando um complexo
MDA-TBA, que passa a ter coloragdo, de acordo com a quantidade de complexo formado.
MFR 1 mg de proteina foi incubada em meio padrdo acrescido de succinato de potdssio 5
mM, rotenona 2,5 uM, (NH4),Fe(SO4), 50 uM e citrato de sodio 2 mM por 15 minutos a 30
°C (volume final 1 ml). Para determinagdo do MDA, foi adicionado 1 ml de TBA 1% (m/v)
diluido em NaOH 50 mM, 0,1 ml de NaOH 10 M e 0,5 ml de &acido fosfoérico 20% (v/v),
seguido por incubagdo durante 20 minutos, a 85°C. O complexo MDA-TBA foi extraido com
2 ml de n-butanol e a absorbancia determinada em 535 nm. A concentracdo de MDA foi

calculada a partir de um & = 1,56x10’ (moles/L) "' (BUEGE & AUST, 1978).
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3.12. Medida de alteracdes da fluidez da bicamada lipidica mitocondrial

Mitocondrias (1 mg/ml) foram incubadas em meio padrdo pH 7.4 a 30°C acrescido de 1
ng.ml™ do desacoplador CCCP. Adicionou-se 75 uM da sonda fluorescente anilinonaftaleno
sulfonato (ANS), que aumenta sua fluorescéncia em resposta a alteragdes na fluidez da
membrana mitocondrial. Durante os 15 minutos de experimento diferentes concentragdes dos
compostos foram acrescentadas. Alteragdes de fluorescéncia foram mensuradas com
espectrofluorimetro F-2500 (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan) calibrado na configura¢do de
excitagao em 380 nm e emissdo em 485 nm (SLAVIK, 1982; LEE et al., 1999).

3.13. Controle respiratorio ou consumo de oxigénio mitocondrial

A diminui¢do da quantidade de oxigénio em meio padrio foi mensurada, como forma
indireta de avaliar a fosforilacdo oxidativa. Danos as mitocondrias podem resultar em inibi¢ao
da respira¢do mitocondrial, diminuindo o consumo de oxigénio pela mitocondria, ou aumento
da velocidade de respiragdo decorrente de desacoplamento, nesta situacdo o consumo de
oxigénio ¢ aumentado. Dependendo do mecanismo de abertura do PTP, diferentes efeitos
podem ser observados na respiragdo. O consumo de oxigénio pelas mitocondrias foi analisado
polarograficamente, em oxigrafo equipado com um eletrodo tipo Clark (Yellow Springs
Instrument Co.), e os pardmetros respiratorios foram determinados de acordo com Chance &
Willians, 1956. Mitocondrias (1mg/ml) foram incubadas em meio padrao acrescido de EGTA
0,5 mM, K,HPO, 10 mM, succinato de potassio 5 mM e rotenona 2,5 uM a 30 °C, para
quantificar a velocidade de estado 3 da respiragdo foi adicionado 400 nmoles de ADP, neste
estado mensuramos a velocidade maxima de consumo de oxigénio pela mitocondria, enquanto
que ao termino da fosforilagdo do ADP adicionado a mitocondria volta a um estado basal de
consumo que ¢ chamado de estado 4 . A relacao estado 3/estado 4 nos fornece uma taxa de
consumo de oxigénio chamada de controle respiratorio (CR), logo quanto maior, o CR,

menores sdo os danos mitocondriais (CHANCE & WILLIANS, 1956).
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3.14. Analise estatistica

A analise estatistica utilizada nesta dissertacdo foi realizada de acordo com o software
GraphPad da GraphPad Software, Inc. Foi utilizado também o teste de post-hoc (Bonferroni

correction) do software GraphPad.
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4. RESULTADOS

Para iniciarmos os testes com os compostos organoteluricos (IV) RT-07, realizamos a
dosagem de grupos SH em proteinas mitocondriais. As mitocondrias foram submetidas a
incubag¢do onde diferentes concentragcdes dos compostos estavam presentes. Os resultados
gerados pelos experimentos sdo apresentados nas figuras 4A (RT-07A), 4B (RT-07B), 4C
(RT-07C) e 4D (RT-07D). Como pode ser visto, todos os compostos causaram oxidac¢ao das
sulfidrilas (SH), com exce¢do de RT-07C, os outros compostos foram capazes de oxidar
grupos SH de maneira significativa em relacdo ao controle mesmo em concentragdes
nanomolares (500 nM) . Porém, as curvas de oxida¢do mostradas nos graficos indicam que
existe saturacdo do efeito quando as drogas sdo incubadas em altas concentracdes, portanto, o

efeito dos compostos ndo ¢ linear.
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Figuras 4A-D. Efeito de RT-07A, B, C ou D na oxidacio de grupamentos tiolicos de proteinas. Mitocondrias
de figado de rato (0,4 mg de proteina) foram incubadas em meio padrdo, em volume final de 1,5 ml, acrescido de
succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 uM, CaCl, 10 uM a 30°C . RT-07A (figura 4A), B(figura 4B),
C(figura 4C) e D(figura 4D) foram utilizadas nas concentra¢des de 500 nM, 1, 5, 10, 20, 50, 75 ¢ 100 uM, como
controle do experimento utilizou-se mitocondria sem adi¢do de droga e como controle positivo utilizou-se
mitocondria acrescida do pro-oxidante ~BuOOH na concentragdo de 0,6 mM. Os dados apresentados

correspondem a média +/- d.p.m. de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.*

Significativamente diferente do controle (p<0,05).
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Depois de constatarmos a a¢ao oxidativa dos compostos sobre grupos SH tornava-se mais
coerente realizar a medida do inchamento mitocondrial causado pelos compostos, tendo em
vista que a abertura do poro de transi¢do de permeabilidade (PTP) ocorre em funcao da
formacao de ligacdes cruzadas entre grupos SH de proteinas. Com isso realizamos uma curva
padrdo para cada composto, buscando verificar em qual concentracdo ocorria o maior efeito
de inchamento osmoético. Com isso, verificamos que, o efeito dos compostos atinge uma
saturagao. Para RT-07A a concentracdo onde observamos saturacdo de efeito é de
aproximadamente 50 uM (figura 5A), para RT-07B ¢ de 15 uM (figura 5B), para RT-07C ¢
de 25 uM (figura 5C) e para RT-07D em torno de 25 uM (figura 5D).

0,7 Hrem Cont{ole
g RT-07A
3 0,6 0,5 uM
n
g 75uM RT-07A
c 054 50 uM
<«
0
o
o 041
<
0,3 A
) T T T T
0 200 400 600 800
Tempo (s)
RT-07B
0,7 1 I 75 uM Controle
E ] N T T
c
S
S 0,6
0
=
100 uM
«Q %51 . RT-07B
0 15 uM
-
(o)
N 04
<
0,3 - B
’ , . : . : . |
0 200 400 600 800

Tempo (s)



31

£ 0,7+ Controle
c e
° s e ——
<
n
@ 0,6+
Q
[
«
0O 054
— 50 uM
(o) RT-07C
2 25 uM
0,4 -
<
0,3 -
C
0 260 460 I 660 860
Tempo (s)
Controle
(1 ]y 4= S—
IS —— L
o
<
n
0,6
T RT-07D
g 50 uM
«S RT-07D
0 0,5 25uM
S
o
38
0,4 -
<
0,3
D

T T T T T T T T
0 200 400 600 800

Tempo (s)

Figura 5A-D. Inchamento mitocondrial induzido por diferentes concentracoes de RT-07A, B, C ou D.
Mitocondrias de figado de rato (0,4 mg de proteina) foram incubadas em meio padrdo, volume final 1,5 ml,
acrescido de succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 uM, CaCl, 10 uM a 30°C. RT-07A (figura 5A) foi
utilizado nas concentragdes de 0,5, 50 ¢ 75 uM, RT-07B (figura 5B) nas concentra¢des de 7,5, 15 ¢ 100 uM,
RT-07C (figura 5C) nas concentragdes de 25, 50 e 100 uM e RT-07D (figura 5D) nas concentragdes de 25 e 50

uM. Os dados apresentados sdo representativos de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.



32

Apoés a realizagdo da curva padrdo para verificar o inchamento, cabia investigar o
mecanismo pelo qual a abertura do poro ocorre. Observamos entdo, se nas concentragdes onde
havia saturacao do efeito de inchamento, havia reversao deste efeito pela adi¢do de CsA ou
através da retirada de Ca®" do meio pela adigdo do quelante EGTA. Sabendo também da agéo
oxidativa sobre grupos SH, adicionamos ditiotreitol (DTT), um composto redutor de dois
grupos tiolicos, € também n-etilamaleimida (NEM) que se liga a um grupo tiolico, protegendo
este de oxidagdo no intuito de verificarmos se seria possivel conter o inchamento mitocondrial
pela redugdo ou protecao das sulfidrilas. Nossos resultados mostraram que a agdao dos
compostos para abertura do poro de transi¢do pode ser regulada por CsA, presumindo assim
participagdo de ciclofilina D na formagao do poro, ja que esta liga-se a CsA, impedindo que o
poro se abra. Verificamos também que, para causarem a abertura do poro, todos os
compostos dependem da presenca de Ca’” no meio. Com relagio aos agentes redutores
utilizados, observamos que estes também sdo eficientes inibidores do inchamento
mitocondrial. As figuras 6A-D mostram os efeitos de RT-07A, B, C e D na presenga de CsA
ou EGTA, enquanto as figuras 7A-D mostram os efeitos de NEM ou DTT.
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Figura 6A-D. Inchamento mitocondrial induzido por RT-07A, B, C ou D e inibido por CsA ou EGTA.
Mitocondrias de figado de rato (0,4 mg de proteina) foram incubadas em meio padrio, volume final 1,5 ml,
acrescido de succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 uM, CaCl, 10 uM a 30°C. RT-07A (figura 6A) foi
utilizada a 50 uM, RT-07B (figura 6B) a 15 uM, RT-07C (figura 6C) a 25 uM e RT-07D (figura 6D) a 25 uM.
Para inibi¢do da abertura do poro foi adicionada CsA a 1ug/mL ou o quelante EGTA, para retirar o Ca>" do
meio, foi usado a 10 uM. Os dados apresentados sdo representativos de trés experimentos com diferentes

preparagdes mitocondriais.
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Figura 7A-D. Inchamento mitocondrial induzido por RT-07A, B, C ou D e inibido por NEM ou DTT.
Mitocondrias de figado de rato (0,4 mg de proteina) foram incubadas em meio padrdo, volume final 1,5 ml,
acrescido de succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 uM, CaCl, 10 uM a 30°C. RT-07A (figura 7A) foi
utilizada a 50 uM, RT-07B (figura 7B) a 15 pM, RT-07C (figura 7C) a 25 uM e RT-07D (figura 7D) a 25 uM.
NEM, quando presente, foi usado na concentragdo de 25 uM e DTT, quando presente, na concentragdo de 0,5

mM. Os dados apresentados sdo representativos de trés experimentos com diferentes prepara¢des mitocondriais.
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Apbs a verificagdo do inchamento mitocondrial causado pelas organoteluranas tornou-se
necessario verificarmos sua agdo sobre o potencial de membrana mitocondrial (AY). De
acordo com a literatura quando ocorre abertura do PTP, também temos uma queda do
potencial de membrana mitocondrial. A figura 8 mostra que nas concentragdes causadoras de

inchamento também ocorre perda do potencial de membrana mitocondrial.

N
(3]
o

H
(=3
o
1
|

350 -

300 -

Fluorescéncia de rodamina 123 (u.a.f.)

RT-07B
250 4 T;E'ﬂf 15uM RT-07C RT-07D

: 25,M 25uM
200
150

CCCP
100 T T T T T T ! I
200 400 600 800

Tempo (s)

Figura 8. Perda do AY mitocondrial induzidos por RT-07A, B, C ou D. Mitocondrias de figado de rato (1
mg/ml) foram incubadas em meio padrdo acrescido de EGTA 0,5 mM, K,HPO, 10mM, rotenona 2,5 uM e
rodamina 123 0,4 uM a 30°C, succinato de potassio 5 mM foi adicionado para a formagdo do potencial. Controle
experimental do AY sem adi¢do de droga (linha grossa), 1 uM de CCCP foi adicionada para a completa
dissipagdo do potencial de membrana formado, RT-07A foi utilizado a 50 uM, RT-07B a 15 uM, RT-07C a 25
uM e RT-07D a 25 uM. Os dados apresentados sdo representativos de trés experimentos com diferentes

preparagdes mitocondriais.
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A figura 9 mostra o efeito das organoteluranas (IV) RT-07 sobre o glutationa reduzida
(GSH). Os compostos foram incubados em baixa concentragdo (500 nM) e na concentragdo
onde o efeito de inchamento atingia a saturacdo. Podemos ver que os compostos nao
conseguem depletar a GSH de maneira significativa mesmo quando usados na maior
concentragdo causadora de inchamento. Tendo em vista que RT-07A,B e D oxidam grupos
SH de maneira significativa na concentragdo de 0,5 pM e RT-07C na concentragdo de 5 uM,
podemos presumir um maior efeito dos compostos sobre as proteinas inseridas nas
membranas mitocondriais em detrimento das proteinas da matriz mitocondrial, j& que a maior

parte da GSH mitocondrial encontra-se soltivel na matriz mitocondrial.
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Figura 9. Efeito dos compostos organoteliricos (IV) RT-07 na deplecio de GSH mitocondrial. Mitocondrias
de figado de rato (0,4 mg de proteina) foram incubadas nas condi¢des de inchamento. Mitocondria sem adi¢io
de droga foi usada no controle. RT-07A foi utilizada nas concentragdes de 500 nM e 50 uM, RT-07B a 500 nM e
15 uM, RT-07C a 500 nM e 25 pM, RT-07D a 500 nM e 25 puM. Como controle positivo utilizamos o pro-
oxidante +-BuOOH na concentracdo de 0,6 mM. Os dados apresentados correspondem a média +/- d.p.m. de trés

experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.* Significativamente diferente do controle (p<0,05).
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Para confirmarmos a ocorréncia de TPM independente de estresse oxidativo mitocondrial,
verificamos a capacidade dos compostos de protecdo contra a geracdo de EROs. Os
compostos foram incubados em concentragdes superiores as concentragdes saturantes para o
inchamento. Com exece¢do de RT-07B, os compostos parecem agir como seqiiestradores de
EROs, diminuindo a quantidade destas moléculas, ou seja, protegendo a organela contra
danos oxidativos. Os resultados nos mostram que a abertura do PTP causada pelos compostos

(IV) RT-07 pode ocorrer na auséncia de estresse oxidativo como mostram as figuras 10, 11,

12 e 13.
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Figura 10. Efeito de RT-07A na produciao de EROs. Mitocondrias de figado de rato (1 mg/mL) foram
incubadas em meio padrio acrescido de succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 pM, CaCl, 10 uM e
H,DCFDA 0,8 uM a 30 °C. +-BuOOH a 0,6 mM foi adicionado em 50 s (linha a), ~-BuOOH com concomitante
adi¢do de RT-07A 75 uM em 50 s (linha b), RT-07A 75 uM em 50 s (linha c) e controle (linha d). Os dados

apresentados sdo representativos de trés experimentos com diferentes preparagcdes mitocondriais.
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Figura 11. Efeito de RT-07B sobre a producio de EROs. Mitocondrias de figado de rato (1 mg/mL) foram

incubadas em meio padrdo acrescido de succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 uM, CaCl, 10 uM e
H,DCFDA 0,8 uM a 30 °C. +-BuOOH a 0,6 mM foi adicionado em 50 s (linha a), +-BuOOH com concomitante
adi¢do de RT-07B 50 uM em 50 s (linha b), RT-07B 50 uM em 50 s (linha c) e controle (linha d). Os dados

apresentados sdo representativos de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.
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Figura 12. Efeito de RT-07C sobre a produ¢io de EROs. Mitocondrias de figado de rato (1 mg/mL) foram

incubadas em meio padrdo acrescido de succinato de potdssio 5 mM, rotenona 2,5 pM, CaCl, 10 uM e
H,DCFDA 0,8 uM a 30 °C. +-BuOOH a 0,6 mM foi adicionado em 50 s (linha a), ~-BuOOH com concomitante
adi¢do de RT-07C 50 uM em 50 s (linha b), RT-07C 50 uM em 50 s (linha c) e controle (linha d). Os dados

apresentados sdo representativos de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.
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Figura 13. Efeito de RT-07D sobre a produ¢io de EROs. Mitocondrias de figado de rato (1 mg/mL) foram
incubadas em meio padrdo acrescido de succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 uM, CaCl, 10 uM e
H,DCFDA 0,8 uM a 30 °C. +-BuOOH a 0,6 mM foi adicionado em 50 s (linha a), +-BuOOH com concomitante
adi¢do de RT-07D 75 uM em 50 s (linha b), RT-07D 75 uM em 50 s (linha ¢) e controle (linha d). Os dados

apresentados sdo representativos de trés experimentos com diferentes preparagdes mitocondriais.
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No que tange a fragdo lipidica mitocondrial, os compostos, quando incubados na presenga
dos pro-oxidantes (NHy), Fe(SOy)y/citrato de sddio, mostraram-se inertes. RT-07A,B e D nao
protegeram e também ndo aumentaram o dano causado pelos pro-oxidantes(figuras 14A-C). O
composto RT-07C ndo nos permitiu a visualizagdo do efeito, pois este liga-se aos produtos de
oxidagdo lipidica, em especial o MDA, nos fornecendo um resultado falso positivo. Os
resultados reforcam a hipotese de que a abertura do PTP ¢ causada principalmente pela

oxidacao de grupos SH de proteinas mitocondriais que os compostos realizam.
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Figura 14A-C. Efeito de RT-07A, B ou D sobre a lipoperoxidagao avaliada através da formacio de MDA.
Mitocondrias de figado de rato (1 mg/ml) foram incubada em meio contendo KCl 130 mM e HEPES-KOH 10
mM pH 7,4 acrescido de succinato de potdssio 5 mM, rotenona 2,5 uM por 15 minutos a 30 °C. RT-07A (figura
14A), RT-07B (figura 14B) e RT-07D (figura C) foram utilizados nas concentragdes de 0,5, 10, 20, 50 e 75 uM
com adi¢do de (NH,4),Fe(SO,),/Citrato de Sédio, nas concentragdes de 50 uM e 2 mM, respectivamente. Os
dados apresentados correspondem a média +/- d.p.m. de trés experimentos com diferentes preparacdes

mitocondriais. * Significativamente diferente do controle positivo, (NH4),Fe(SO,),. (p<0,05).
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Corroborando com os resultados da dosagem de oxidagdo de lipidios, os testes para
verificar se os compostos alteravam a fluidez de membrana mitocondrial mostraram que as
teluranas sdo incapazes de causar qualquer efeito sobre a fragdo lipidica da membrana
mitocondrial. Isto fica evidente pela falta de alteragdo na intensidade de fluorescéncia da
sonda ANS apo6s a adi¢do dos compostos. Todos os organoteliricos (IV) RT-07 causaram a
supressao da fluorescéncia da sonda, porém, ap6s a queda na fluorescéncia, esta tende a se
estabilizar denotando que nao ocorreram alteragdes na fluidez na membrana mitocondrial. Os

resultados podem ser vistos a seguir, nas figuras 15A-D.
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Figura 15A-D. Efeito de RT-07A, B, C ou D sobre a fluidez da membrana mitocondrial. Mitocondrias (1
mg/ml) foram incubadas a 30°C em meio padrio contendo o desacoplador CCCP 1 pg/ml™”, acrescido de ANS
75 uM. As figuras representam os efeitos de RT-07A (figura 15A), B(figura 15B), C (figura 15C) ou D (figura
15D), na fluorescéncia do ANS, em membrana mitocondrial: controle (linha tracejada), RT-07A nas
concentragdes de 0,5, 25 ¢ 50 uM (linha cheia-figura 15A), RT-07B nas concentragdes de 7,5, 15, 25 ¢ 50 uM
(linha cheia-figura 15B), RT-07C nas concentragdes de 0,5, 10, 25 ¢ 50 uM (linha cheia-figura 15C) e RT-07D
nas concentra¢des de 0,5, 25 ¢ 50 uM (linha cheia-figura 15D). Os dados apresentados sdo representativos de

trés experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais.
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Como teste final investigamos a possivel toxicidade das teluranas para a mitocondria,
verificando se os compostos afetavam o controle respiratoério mitocondrial. Tendo em vista a
oxidacdo de grupos SH e o inchamento mitocondrial causado pelas teluranas, podiamos
prever que as mesmas alterariam o controle respiratorio mitocondrial, isto foi cnfirmado e
verificamos que a a¢do dos compostos se concentra, quase completamente no estado 4 da
respiragdo, aumentando de maneira significativa o consumo de oxigénio neste periodo da
respiragdo e desta forma diminuindo o controle respiratério. Surpreendentemente para RT-
07A e RT-07B a acao toxica mostrou saturagdo em doses de telurana com a metade da
concentragdo em que ocorreu a saturagdo do inchamento mitocondrial (figuras 16A e 16B,
respectivamente), diferente do que ocorreu com RT-07C e RT-07D (figuras 16C e 16D,

respectivamente).
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Figura 16A-D. Efeito da concentracio de RT-07A, B, C ou D no CR de mitocondrias isoladas de figado de
rato. Mitocondrias de figado de rato (1mg/ml) foram incubadas em meio padrido acrescido de EGTA 0,5 mM,
K,HPO, 10 mM, succinato de potassio 5 mM e rotenona 2,5 uM a 30 °C. A velocidade do estado 3
(fosforilagao) foi iniciada pela adicdo de ADP 400 nM, o estado 4 foi medido apds o termino da fosforilagao.
RT-07A foi usada a 15, 25, 50 e 75 uM (figura 16A), RT-07B a 7,5, 25, 50, 75 e 100 uM (figura 16B), RT-07C
a 0,5, 5,10, 25 ¢ 50 uM (figura 16C) ¢ RT-07D a 15, 25 ¢ 50 uM (figura 16D). Os dados apresentados

correspondem a média de trés experimentos com diferentes prepara¢des mitocondriais.
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5. DISCUSSAO

Recentemente nosso grupo realizou estudo da acdo de teluranas (RT-03 e RT-04) sobre a
bioenergética mitocondrial, onde verificou-se a abertura do poro de transicio de
permeabilidade mitocondrial (TPM) concomitante com uma atividade antioxidante (Pessoto
et. al., 2007). No trabalho mostrou-se que os compostos oxidavam proteinas mitocondriais
formando agregados protéicos, porém, apresentavam poderosa atividade antioxidante para
lipidios em concentragdes nanomolares. No intuito de contribuirmos para a elucidagao dos
mecanismos de abertura do poro de transi¢do de permeabilidade (PTP) e também de
mostrarmos como as estruturas moleculares dos compostos podem modificar sua agdo neste
processo, utilizamos as teluranas (IV) RT-07, nomeadas de RT-07A, RT-07B, RT-07C e RT-
07D. Para tanto uma comparacao dos efeitos obtidos com RT-03 ¢ RT-04 em relagao aos
efeitos obtidos com as teluranas RT-07 se faz necessario. As teluranas RT-07, foram capazes
de causar a oxidagdo de grupos SH (figs.4A-D) em uma porcentagem de aproximadamente 60
% quando comparado ao controle, bem como a abertura do PTP como pode ser visto através
do inchamento mitocondrial (figs. SA-D) com concomitante queda no potencial de membrana
da mitocondria (figura 8). As teluranas RT-07A/B/C/D mostraram satura¢do de efeito no
inchamento mitocondrial nas respectivas concentragdes: 50, 15, 25 e 25 uM. Podemos
verificar que as teluranas (IV) RT-07 s3o menos eficientes na abertura do PTP quando
fazemos a correlagdo dos resultados de oxidagdo de grupos SH, inchamento mitocondrial,
perda de potencial de membrana e alteracao do controle respiratério. Enquanto RT-03 e RT-
04, em concentragdo de 20 uM, causa oxidagdo de aproximadamente 90 % do contetido total
de grupos SH, como dito anteriormente, os compostos (IV) RT-07, nesta mesma concentracao
causaram somente 60 % de oxidacdo, o mesmo pode ser dito do inchamento mitocondrial,
onde RT-03 ¢ RT-04 causaram uma queda de aproximadamente 82 % da absorbancia quando
utilizados na concentragao de 10 uM, enquanto a maior queda de absorbancia observada para
as teluranas (IV) RT-07 foi de 30% para RT-07C na concentracdo de 50 uM. RT-03 e RT-04
também causam maior perda de potencial de membrana e queda no controle respiratorio
quando comparados aos compostos (IV) RT-07. A abertura do poro causada pelas teluranas
RT-07 acontece com a participacao de ciclofilina D, pois a abertura realizada por estes
compostos ¢ inibida por CsA, esta Gltima impede a abertura do poro ligando-se a CypD. A

abertura ¢ também dependente de Ca®" em todos os casos, resultado que difere de RT-03 ¢
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RT-04 que em concentragdes acima de 10 uM sdo capazes de realizar a abertura de PTP nao
regulado, ou seja, que ndo ¢ inibido por CsA e ocorre de forma independente de Ca”'.
Surpreendentemente, na auséncia de Ca®’, observamos queda de potencial de membrana,
provavelmente a abertura do poro causada pelas teluranas (IV) RT-07 ndo seja totalmente
dependente de Ca*". Postulamos que a reago das teluranas (IV) RT-07 com grupos tiolicos ja
seja suficiente para a abertura do poro causando a perda de potencial de membrana observada.
Kowaltowski e Castilho (1997) demonstraram que na presenca de Ca®” extramitocondrial, a
oxidofenilarsina (PhAsO), um reagente ditiol, aumentava sua reatividade com ti6is, causando
maior inchamento mitocondrial e oxidacdo de grupos SH, como perspectiva futura iremos
investigar de maneira mais minuciosa a participacdo do Ca’" no mecanismo de abertura do
PTP, verificando se diferentes concentragdes de Ca’" podem aumentar a reatividade dos
compostos (IV) RT-07 sobre tiois bem como causar maior inchamento mitocondrial, assim
como investigar o papel do Ca’" intramitocondrial na abertura de PTP. Cunha e colaboradores
(2005) demonstraram inibigao de cisteino proteases por compostos de telurio, em especial o
composto organotelurico (IV) 6, que possui apenas um atomo de cloro ligado ao atomo de
telurio. Neste estudo os resultados da cinética da enzima catepsina B condizem com uma
reagdo bimolecular, onde a telurana reage com dois grupos SH, inibindo a agdo da enzima. As
teluranas RT-07 possuem em sua estrutura, ligadas aos atomo de teltrio, 3 dtomos de cloro,
estes quando em solugdo podem ser trocados por H,O permitindo a reagdo do telirio com
grupos SH, nds postulamos que a menor reatividade dos compostos com SH, bem como a
menor capacidade de causar inchamento da mitocondria se deve a estas diferencas estruturais
existentes entre os compostos, tendo em vista que RT-03 ¢ RT-04 também possuem um
menor numero de atomos de cloro ligado ao telirio, um para RT-03 e dois para RT-04,
mesmo entre RT-03 e RT-04 podemos notar diferengas de reatividade, onde sendo RT-03 se
mostrou mais reativo.

Posteriormente serd realizado um gel de SDS-PAGE para verificar se as teluranas (IV)
RT-07 sdo capazes de causar a formacao de agregados protéicos, assim como RT-03 e RT-04
causaram. As teluranas (IV) RT-07 ndo causaram deplecio de GSH mitocondrial de forma
significativa (figura 9), isto nos indica que os compostos (IV) RT-07 atuam preferencialmente
sobre grupos SH de proteinas de membrana preservando as proteinas soliveis da matriz.
Diferente dos compostos RT-03 e RT-04, que causam significativa deplecdo de GSH
mitocondrial, atuando como peroxidases quando incubadas na concentragdo de 10 uM
(Pessoto et. al., 2007). Com relagdo a geragdo de EROs (Figuras 10-13), deve-se observar que

as teluranas (IV) RT-07 foram utilizadas em concentragdes maiores que as de saturagdo para
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inchamento mitocondrial, logo, devemos realizar novos estudos utilizando as concentragdes
saturantes de inchamento, tendo em vista que RT-03 e RT-04 causavam diminuigdo
significativa na geracdo de EROS na concentragdo de 10 uM, concentragdo esta que causa
significativo inchamento mitocondrial. Outro resultado importante € que os compostos RT-07
se mostraram inertes com relagdo a porgao lipidica da membrana mitocondrial, tendo em vista
que ndo protegem a mesma do ataque de pro-oxidantes (Figuras. 14A-D) bem como ndo
aumentam a fluorescéncia da sonda ANS (Figuras. 15A-D). O efeito sobre o estado 4 da
respiragdo mitocondrial (Figuras. 16A-D) pode ser explicado entdo, unicamente pela alteracao
causada na reacdo dos compostos com grupos SH de proteinas, que levam a formac¢do do PTP
e por conseqiiéncia a perda do potencial de membrana e por fim o desacoplamento da cadeia
respiratoria com a fosforilacdo oxidativa, com isso aumenta o consumo de oxigénio pela

mitocondria, sendo este aumento visualizado pelo aumento do consumo no estado 4.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

As teluranas (IV) RT-07 causam oxidacdo de grupos SH, queda de potencial de
membrana, inchamento mitocondrial € por consequéncia abertura do PTP, sendo esta abertura
regulada por CsA e dependente de Ca>", bem como por agentes protetores ou redutores (NEM
e DTT, respectivamente).

O papel do Ca®" sobre a abertura do PTP causada pelos compostos (IV) RT-07 ainda nio
esta bem esclarecida.

A abertura do PTP se dé exclusivamente pelos danos causados as proteinas mitocondriais,
pois os compostos ndo causaram danos a fragao lipidica da mitocondria.

Os compostos ndo afetaram GSH mitocondrial de maneira significativa, mostrando que
estes atuam principalmente sobre proteinas de membrana.

Os compostos possuem menor reatividade com grupos SH quando comparados co RT-03
e RT-04, provavelmente em fungdo da sua estrutura molecular causar um impedimento
estérico, que inviabiliza a ligagdo do atomo de telrio a um segundo grupo SH.

Os compostos RT-07 tém efeito sobre respiragdo mitocondrial, alterando quase que
exclusivamente o consumo de oxigénio no estado 4 da respiragdo, causando uma queda no

controle respiratdrio mitocondrial, decorréncia da abertura do PTP.
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