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Resumo

RESUMO

As mitocondrias produzem energia celular na forma de ATP pelo processo de
fosforilagdo oxidativa. A sintese de ATP € inibida por tdxicos que actuam a nivel da cadeia
respiratoria, ou da ATP sintase, bem como por desacopladores da fosforilagcdo oxidativa.

O fluorodinitrobenzeno (FDNB) é um composto largamente utilizado como sonda
para estudar a influéncia de certos residuos de aminodcidos na actividade de enzimas
pertencentes a varios sistemas bioldgicos. Como reage com grupos aminicos, pode
interferir com a bioenergética mitocondrial se os referidos grupos influenciarem a
actividade catalitica dos complexos respiratérios.

Para testar esta hipétese, isolaram-se mitocondrias de figado de rato que foram
postas a reagir com o FDNB. A actividade dos complexos respiratorios mitocondriais foi
diferenciada mediante a utilizacdo de substratos respiratérios e inibidores especificos, de
modo a seleccionar o envolvimento dos varios complexos no transporte de electrdes do
substrato para o0 oxigénio. Foi estudada a ac¢do do FDNB na actividade da mitocondria a
respirar no estado 3 e no estado 4.

Os resultados mostram que os complexos I, 1l e Il foram sensiveis ao FDNB,
observando-se uma diminuicdo na velocidade de consumo de oxigénio de maneira
dependente da concentracdo de FDNB. No entanto, a magnitude de resposta ao FDNB
diferiu consoante o complexo que inicia o transporte de electrdes através da cadeia
respiratdria. Assim, o complexo | foi sensivel para baixas concentra¢des de FDNB (~ 0,25
mM), enquanto que o complexo Il sé foi afectado a partir de 0,5 mM de FDNB. Além
disso, no primeiro caso, o consumo de oxigénio foi completamente inibido a partir de 0,75
mM de FDNB enquanto que, no segundo, ainda se obteve resposta na presenca de 1 mM
FDNB. O complexo 1V foi insensivel ao aminoreagente mesmo para altas concentragdes
(1,5 mM). A inibicdo dos complexos respiratorios pelo FDNB foi confirmada observando a
actividade respiratoria na presenca do desacoplador FCCP. O complexo V, ATP sintase,

também revelou sensibilidade a sonda para concentracbes desta a partir de

vii



Resumo

aproximadamente 0,2 mM, uma vez que se observou inibicdo do estado 3 em condi¢des de
insensibilidade respiratdria (complexo V).

A inibicéo respiratéria reflectiu-se no potencial transmembranar, em que o efeito do
FDNB se traduziu num decréscimo do potencial eléctrico em fungdo da concentracdo do
aminoreagente.

Foi também observado que uma solug¢do de FDNB utilizada alguns dias apés a sua
preparacdo em dimetilsulfoxido (DMSO) tinha efeitos diferentes dos acima referidos,
tendo-se verificado uma acc¢do desacopladora da fosforilagdo oxidativa, em que o consumo
de oxigénio foi estimulado para baixas concentracbes (20 uM) da solucdo de FDNB
(armazenada), atingindo um maximo a 60 uM. Para concentracbes mais elevadas,
verificou-se uma diminuicdo na taxa respiratdria, continuando contudo a observar-se 0
efeito desacoplador nas mitocondrias. A medigdo do potencial eléctrico transmembranar
corroborou esta concluséo, verificando-se uma queda brusca nos valores deste parametro,
indicadora de desacoplamento oxidacao/fosforilacéo.

Através da andlise dos espectros de absorcao dptica de solugdes de FDNB utilizadas
em varios periodos de tempo apds a sua solubilizacdo em dimetilsulfoxido, verificAmos
que, de facto, o FDNB ¢ alterado gradualmente (~ 8 dias) até se converter inteiramente no

desacoplador dinitrofenol.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

Os organismos realizam vaérias actividades fisiologicas, como a sintese e
organizacdo de moléculas complexas, mobilidade, manutencdo da temperatura do corpo,
etc., inerentes & sua condicdo de seres vivos. Para estas e outras fungdes € necessaria
energia que deriva obrigatoriamente do mundo exterior aos organismos.

A vida existe na terra porque é possivel captar energia solar e transforma-la em
energia quimica. Esta transformacéo é efectuada pelos seres vivos fotossintéticos. Por sua
vez, a energia quimica pode ser transferida de um organismo para outro, de modo que 0s
organismos ndo fotossintéticos utilizam a energia quimica produzida pelos fotossintéticos
para as suas fungdes bioldgicas. Essa energia quimica, encontra-se na forma de compostos
organicos (hidratos de carbono, lipidos, protidos) que ingerimos nos alimentos e que sdo
transformados pela digestio em moléculas mais simples (glicose, &cidos gordos,
aminodcidos). Estas moléculas sdo depois degradadas nas células, durante as reac¢des do
catabolismo, obtendo-se moléculas reduzidas (moléculas ricas em energia como NADH e
FADH,). E 0 que acontece, por exemplo, na degradac&o da glicose através da glicélise e do
ciclo do &cido citrico, em que a maior parte da energia libertada da oxidagdo da glicose a
CO:z é retida nessas coenzimas reduzidas (NAD" ¢ reduzido a NADH e FAD a FADH,).
Portanto, a partir das moléculas orgénicas simples, as células vivas tém de realizar reacgdes
exergonicas (catabdlicas) para obter energia para as reac¢des endergénicas (ndo so reaccoes
anabolicas como também reaccdes de activacdo) (Campos, 1999). Mas a transferéncia de
energia das reacgdes exergonicas para as reac¢fes endergonicas ndo e, em geral, directa,
isto é, a energia armazenada naquelas moléculas reduzidas ndo esta na forma utilizavel!

Entdo como resolver o problema?

A partir dessa energia armazenada sintetizamos uma supermolécula energética — o
ATP — que constitui o processo universal de transferéncia de energia nos organismos Vivos.
Funciona como um composto intermediario formado a expensas da energia libertada pelas
reaccOes exergbnicas que, sempre que seja necessario, se hidrolisa de modo a fornecer a

energia as reac¢Oes endergonicas. Constitui entdo uma reserva que disponibiliza energia
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atraves da ruptura de uma ligacdo entre dois grupos fosforilo, num namero suficiente de
moléculas de ATP (Campos, 1999).

E como a sintetizamos?

Usamos a capacidade de oxidar moléculas organicas para obter a forga que conduz a
sintese de ATP!

O oxigenio é o elemento oxidante por exceléncia. Como 23% da composi¢do da
atmosfera é oxigénio, 0 nosso meio é assim altamente oxidante. Isto significa que as
reaccOes de oxidacdo da maioria dos compostos organicos sdo favoraveis e podem portanto,
servir como fonte de energia. Por isso, as moléculas NADH e FADH; podem ser oxidadas
pelo oxigénio molecular, fornecendo a energia necessaria a sintese de ATP.

Note-se que, mesmo a energia que as plantas obtém por absorcdo da luz, é usada
principalmente para formar moléculas organicas reduzidas e, é a oxidacdo destas que
produz a energia necessaria para conduzir a bioquimica das plantas (Harris, 1995).

Onde ocorre a oxidacdo pelo oxigénio molecular e a formacéo de ATP?

Locais de formacgdo de ATP

Os estédios iniciais da degradacéo da glicose (glicélise) ocorrem no citosol, onde a
glicose é convertida para piruvato, sendo produzidas duas moléculas de ATP (apenas uma
pequena parte do total de energia potencialmente disponivel na glicose). Mas o
metabolismo da glicose s6 se conclui nas mitocondrias, para onde o piruvato é importado
para ser oxidado a acetil coenzima A e depois degradado a CO, através das reaccbes do
ciclo do &cido citrico. E nestas reaccBes, na matriz mitocondrial, que se formam as
moléculas NADH e FADH, fornecedoras de electrdes a cadeia respiratoria da mitocéndria,
de modo a reduzir o oxigénio a agua. Esta fase do metabolismo permite a obtencdo de 15
vezes mais ATP do que o produzido apenas pela glicolise (Alberts et al., 2002). A oxidacao
dos &cidos gordos também leva a formacdo de acetil CoA, que é igualmente metabolizada
no ciclo do &cido citrico e cadeia respiratoria mitocondrial (Cooper, 2000).

De salientar que os mecanismos de formacdo de ATP na glicélise e no ciclo do
acido citrico sdo diferentes dos que se observam ao nivel da cadeia respiratéria da

mitocdndria: no primeiro caso, é transferido directamente um fosfato de alta energia de um
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composto para 0 ADP, enquanto que no segundo, € a transferéncia de electrdes entre
complexos enzimaticos (cadeia respiratoria) que fornece a energia necessaria a fosforilacao

do ADP (Cooper, 2000), como veremos seguidamente.

hv C02

; ADP j \l/
H,0 5
2 ATP FIXACAO DE
0,

FOTOSSINTESE + DIOXIDO DE
NADP j CARBONO

NADPH \l/
H. de Carbono
Aminoécidos
) Nucledtidos
/ cidos Gordos, etc. \

ADP
Lipidos —>  (NAD" “NADH) ATP j NTP
Proteinas—> CATABOLISMO NADP ANABOLISMO

NDP
NADPH

(" Triose-P A

Tetrose-P i Proteinas
Pentose-P Acidos Nucleicos
Hexose-P Lipidos Complexos
CO, + H,O PEP
< Piruvato >
Acetil CoA Membnrdnas
o-Cetoglutarato Organelos
Succinil-CoA etc.
Oxaloacetato
\ J

Figura 1.1 — Diagrama representativo do metabolismo intermediario (adaptado de Garrett e
Grisham, 1995).
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Assim, nas células eucarioticas, a mitocondria € o organelo responsavel pela
producdo da maior parte do ATP, essencialmente a partir da degradacdo de lipidos e

hidratos de carbono.

A oxidacdo do NADH e FADH; pelo oxigénio molecular € um processo altamente
exergonico, mas ndo ocorre directamente, isto é, os electrGes sdo transferidos para o
oxigénio através de uma série de reaccdes de oxidacdo/reducdo, catalisadas pelos
complexos da cadeia respiratoria (Lodish et al., 1999). A energia libertada na transferéncia
de electrbes atraves dos complexos é entdo aproveitada para a sintese de ATP, levada a
cabo noutro complexo enzimatico mitocondrial. Todos os complexos se localizam na
membrana mitocondrial interna. Mas porqué varios complexos transportadores de electrdes
e ndo apenas um?

Para perceber estes processos temos, em primeiro lugar, de conhecer a “central”
onde eles se desencadeiam — a mitocondria. Que estrutura possui entdo este organito que

Ihe confere a caracteristica de principal produtora de ATP na célula viva?

1.1 — Conhecer a mitocondria

H& mais de 50 anos que as mitocondrias captaram, pela primeira vez, a atencdo dos
fisiologistas da célula. A sua abundéncia, a facilidade de purificacdo e a sua riqueza em
enzimas vitais tornou-as organelos essenciais nas investigacfes que definiram os principios
fundamentais do metabolismo energético celular. Actualmente, as mitocondrias continuam
na vanguarda da investigagdo cientifica, agora em campos tdo diversos como a morte
celular, a biologia evolutiva, a medicina molecular e at¢ mesmo a ciéncia forense
(Kiberstis, 1999).

Uma vez que € nas mitocondrias que a maior parte do ATP é produzido, estes
organelos tém sido essenciais no processo evolutivo dos animais complexos (Alberts et al.,

2002), cujas necessidades de ATP ndo poderiam depender apenas da glicolise anaerdbica.
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Localizagdo e morfologia

As mitocondrias localizam-se no citoplasma das células ocupando, na maioria dos
casos, mais de 25% do seu volume (Figura 1.2-A). Encontram-se entre 0s organelos de
maior tamanho (com um diametro de 0,5-1 um) (Figura 1.2-B), apenas ultrapassadas pelo

nucleo e, pelos vacuolos e cloroplastos nas células vegetais (Lodish et al., 1999).

ndcleo

cristas

mitocondrias

reticulo endoplasmatico

Figura 1.2- Localizagdo (A) e morfologia de mitocondrias (B). A — Microfotografia electrdnica de
mitocdndrias em hepatécito de figado de rato (39600x) (In Devlin, 1997). B — Mitocéndria de figado de rato
(In Cooper, 2000).
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S&o normalmente representadas como cilindros alongados e rigidos embora sejam
extraordinariamente modveis e plasticas (Figura 1.2-B). Nas células vivas, observam-se
alteracdes na forma das mitocondrias, o que esta relacionado com a sua funcdo: quando se
encontram a respirar activamente, as cristas mitocondriais estdo mais condensadas
relativamente ao estado de repouso (Figura 1.3) (Voet e Voet, 1995). Como as
mitocdndrias se movem no citoplasma, elas estdo associadas aos microttbulos que, por sua
vez, podem determinar a sua orientacdo e distribuicdo nos diferentes tipos de células. Por
isso, as mitocondrias podem formar longos filamentos mdveis ou cadeias, ou
permanecerem fixas onde é necessario fornecer ATP directamente a um local onde o
consumo deste é mais elevado. E o que acontece nas células do musculo cardiaco, onde elas
se encontram enfeixadas entre miofibrilhas adjacentes, ou no caso do esperma, onde estdo
enroladas a volta do axonema flagelar (Figura 1.4) (Alberts et al., 2002).

Figura 1.3 — Microfotografia electrénica de mitocondrias de figado de rato: a esquerda, mitoc6ndria
em respiracdo activa e a direita, mitocondria em estado de repouso (in VVoet e VVoet, 1995).
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mitocondria

axonema flagelar
MUSCULO CARDIACO ~  miofibrilna CAUDA DE
(corte transversal) ESPERMATOZOIDE

Figura 1.4 — Localizacdo das mitocdndrias junto de locais de elevado consumo de ATP, no musculo

cardiaco e na cauda dos espermatozoides (In Alberts et al., 2002).

Ao longo do desenvolvimento, estdo programadas algumas alteracdes na forma e
distribuicdo mitocondrial, que ocorrem na forma de migracGes ou alteracdes morfologicas
caracteristicas, em estddios importantes da diferenciacdo celular. Para além destas
alteracGes programadas, se ocorrerem outras, elas estardo associadas a uma variedade de
condi¢des patoldgicas como distarbio do figado, distrofia muscular, cardiomiopatia e
cancro (Yaffe, 1999; Wallace, 1999), o que revela a importancia destes organelos na

regulacdo de funcdes celulares.

Estrutura mitocondrial

Apesar da forma externa das mitocondrias ser varidvel, a sua organizacdo estrutural
interna mantém-se constante (Yaffe, 1999).

Cada mitocondria esta rodeada por um sistema de membranas duplas, altamente
especializadas e com diferentes fungdes. A membrana interna e a membrana externa
delimitam um espago intermembranar, enquanto que o espago interno da mitocondria se

designa matriz (Figura 1.5). Cada um destes componentes tem um papel funcional distinto,
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sendo a matriz mitocondrial e a membrana interna os principais locais da actividade das
mitocondrias.

A membrana externa € constituida por cerca de 50% de lipidos e 50% de proteinas
(Lodish et al., 1999). Certas proteinas (porinas) formam canais que tornam a membrana
permeavel a moléculas de peso molecular até 6000 daltons (Cooper, 2000). Por sua vez, a
membrana interna é constituida por 20% de lipidos e 80% de proteinas, responsaveis pelas
principais func@es fisioldgicas da mitocondria. Entre os 60 tipos diferentes de proteinas,
aqui se encontram as enzimas da cadeia respiratoria, as que estdo envolvidas na sintese de
ATP (ATP sintase), desidrogenases varias e outras proteinas envolvidas no transporte de
substancias (piruvato e acidos gordos) para o interior da mitocondria (Alberts et al., 2002).
Esta membrana forma numerosas dobras ou cristas, que aumentam bastante a sua &rea
superficial (Figura 1.5); o nimero de cristas pode variar, sendo maior nas mitocéndrias das
células do musculo cardiaco do que nas do figado. Sendo a membrana interna o local de
sintese de ATP, o elevado nimero de dobras nas mitocondrias cardiacas deve-se
provavelmente a grande necessidade de energia deste musculo (Alberts et al., 2002). A
membrana interna € muito menos permedvel do que a membrana externa, sendo
impermeavel & maior parte dos ibes, incluindo protGes, e a moléculas pequenas. Esta
caracteristica de impermeabilidade da membrana interna, que lhe confere uma funcéo de
barreira, ¢ fundamental para o desempenho da principal actividade das mitocondrias - a
producdo de ATP - como veremos seguidamente.

A matriz da mitocéndria contém um sistema genético e enzimas mitocondriais
relacionadas principalmente com o ciclo de Krebs e responsaveis pelo metabolismo
oxidativo (Figura 1.5) (Cooper, 2000).

As propriedades, no que respeita a permeabilidade, das membranas externa e interna
permitem que a composicdo do espaco intermembranar seja semelhante a do citosol, no
que respeita a ides e moléculas pequenas (Cooper, 2000).

Em dltima analise, a membrana mitocondrial interna constitui a principal central de
producdo da maior parte do ATP celular em que os complexos da cadeia respiratoria
oxidam os substractos (NADH e FADH,) e um outro complexo, acoplado as reaccdes de

oxidacéo, fosforila o ADP, formando ATP.
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Figura 1.5 — Estrutura da mitocdndria. A mitocdndria estd rodeada pelas membranas externa e
interna. A membrana interna delimita a matriz e forma dobras ou cristas que se projectam para o seu interior,
é na matriz que ocorre 0 metabolismo mitocondrial; o espago intermembranar esta situado entre as duas

membranas (In Cooper, 2000).

Mas para além de produzir ATP, as mitocéndrias desempenharédo outras funcbes?

Funcéo da mitocondria

Apesar das mitocondrias serem relativamente grandes e por isso terem sido
identificadas ainda no século XIX, so a partir de 1948 se comecou a conhecer a sua funcéo,
gracas ao desenvolvimento de metodologias para o isolamento de mitocéndrias intactas a
partir de varios tecidos animais e vegetais (Alberts et al., 2002).

A principal funcdo da mitocéndria é a sintese de ATP, mas actualmente sdo-lhe

atribuidas outras funcbes que se interligam, directa ou indirectamente, com aquela: a
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modulacdo da sinalizacdo pelo célcio e a sua participacdo na morte celular programada
(apoptose).

A mitocOndria interage em estreita conexao com o reticulo endoplasmatico (RE)
(reservatorio de calcio), sendo sensivel as alteracbes na concentracdo daquele ido no
citosol, desencadeadas por libertagdo de Ca** do RE nas proximidades da mitocondria
(Rizzuto, 1998; Csordas et al., 1999). Neste caso, a mitocondria capta calcio que, por sua
vez, vai modular a sintese de ATP (Pozzan e Rizzuto, 2000). Esta captacdo de calcio pela
mitocondria permite-lhe modular a actividade dos canais libertadores de célcio do RE,
induzidos por inositol trifosfato (IP3) (Jouaville et al, 1995). Ao controlar a actividade deste
canais, a mitocondria intervém na dinamica das oscilagdes e ondas de célcio citosolico
(Landolfi et al., 1998), influenciando indirectamente os processos regulados por sinais de
calcio, como a motilidade, secrecgdo, expressdo de genes, etc. (Hajndczky et al, 1999).

Por outro lado, a mitocondria tem um papel activo no processo de morte celular
programada (apoptose), quer através da libertacdo de factores apoptdticos, quer através da
producdo do ATP necessario aos acontecimentos apoptoticos dependentes de energia
(activacdo das caspases e desmantelamento da célula) (Green e Reed, 1998; Joza et al.,
2001). O inadequado fornecimento de ATP provoca alteragdo de morte apoptdtica para
morte necratica (Szalai et al, 1999). Enquanto a primeira € Util e necesséria no controlo do
desenvolvimento dos organismos e também em caso de doenca, a segunda é sempre nociva
para 0 organismo, uma vez que pode provocar destrui¢do das células vizinhas (Kroemer et
al, 1998). Ora, a mitocdndria é pouco sensivel aos aumentos fisioldégicos na concentragao
de calcio no citosol mas, como vimos, é sensivel ao célcio libertado do RE induzido por
IP3. Este célcio provoca a abertura de poros nas membranas mitocondriais e estas
aumentam a sua permeabilidade (transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial), permitindo a
libertacdo dos referidos factores apoptoticos (Hajndckzy et al, 2000). Enquanto isto
acontece, a sintese de ATP baixa, mas € recuperada apds a diminui¢do da concentracdo do
calcio na mitocondria, que provoca novamente o fecho dos poros (Hajnoczky et al, 1999).
Esta recuperagdo da sintese de ATP é entdo essencial para a fase apoptotica dependente de
energia, sem a qual a decisdo celular sera de morte necrética (Kroemer et al, 1998). A

necessidade de produtos mitocondriais para a inducdo de apoptose no nucleo de células de
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mamiferos, mostrou o envolvimento incontestavel da mitocondria neste processo de morte
celular programada (Crompton, 1999). E na mitocondria que actuam proteinas da familia
Bcl-2, reguladoras da apoptose, e que incluem proteinas que inibem (ex. Bcl-2) e proteinas
que promovem apoptose (ex. Bax). Elas podem actuar através de varios mecanismos como,
por exemplo, interagindo com outros tipos de proteinas ou formando poros ou canais na
membrana mitocondrial externa. Por estes poros é libertado o citocromo c (activador de
caspases) e a proteina (ex. Bax) acede ao espaco intermembranar (Hengartner, 2000) onde é
aumentado o seu poder citotoxico. Consequentemente, a proteina destroi a estrutura da
membrana interna, induzindo assim, numa fase tardia da apoptose, o colapso da forca que
conduz a sintese de ATP (Wood e Newcombe, 2000).

Mas vamo-nos restringir a funcdo bioenergética da mitocéndria que constitui a
sintese de ATP, tentando perceber como esta organizada a cadeia respiratéria e qual a

origem da forca que determina o processo de fosforilagdo oxidativa.

1.2 - A cadeia respiratoria

Na oxidacdo das moléculas NADH e FADH,, o movimento dos electrfes destas
moléculas para o oxigénio, é feito através de transportadores que constituem a cadeia
respiratoria da mitocondria. Esta esta localizada na membrana interna e consiste de quatro
complexos: trés “bombas” protdnicas e uma ligacao fisica ao ciclo do acido citrico (Berg et
al., 2002). Estes complexos respiratérios enziméticos estdo dispostos numa orientacao
especifica (Figura 1.6), sequenciados em funcio do seu potencial redox. E este potencial
que determina 0 movimento dos electrdes ao longo dos complexos até ao oxigénio (Lodish
et al., 1999). Assim, a transferéncia de electrdes entre os complexos é feita no sentido de
um potencial redox baixo (menos positivo) para um potencial de reducdo mais elevado
(mais positivo), em que os electrdes do NADH séo transferidos ao primeiro complexo da
cadeia respiratéria (complexo 1) e depois a coenzima Q (CoQ); os electrdes do succinato

(ciclo do acido citrico) sdo transferidos ao complexo Il e depois a CoQ; da CoQ, os
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electrdes sdo transportados para o complexo seguinte (complexo Ill), depois para o
complexo 1V e finalmente para o oxigénio, para formar agua (Wallace, 1999). A passagem
dos electrdes entre esses complexos liberta energia que é armazenada na forma de um
gradiente de protOes atraveés da membrana e depois é usada por outro complexo, ATP
sintase, para a sintese de ATP (acoplamento oxidacgdo/fosforilagdo, ou seja, fosforilacdo
oxidativa) (Figura 1.6).

Gradiente
B Claneto
de protdes Azida
Monoxido
Antimicina Carbono

Complexo |

/ NADH | Rotemona Tenoiltrifluoroacetona &b
Lool ik Carboxina "0
: T Mercuriais i
Oligomicina
Desacopladores: Demerol
2. 4-Dinitrofennl
FCCP
Dicumarel

Figura 1.6 — Complexos da cadeia respiratéria mitocondrial e sintese de ATP. Locais de ac¢do de
varios inibidores do transporte de electrfes e/ou da fosforilagdo oxidativa.

Os complexos que participam na transferéncia de electrdes do NADH para o
oxigénio (cadeia respiratdria) consistem de uma proteina em combinagcdo com um grupo

prostético fortemente ligado que representa o veiculo transportador de electrdes. Estes
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componentes sdo estruturas quindides (FMN, FAD, CoQ) e complexos metélicos de
transicdo (centros FeS, hemos, proteinas ligadoras de Cu) (Moreno, 1992).

A coenzima Q (ubiquinona) € uma molécula pequena, de natureza lipidica, que
transporta electrbes do primeiro complexo (complexo 1), através da membrana, para o
complexo seguinte da sequéncia. Esta coenzima também recolhe equivalentes redutores de
outros substratos (succinato) directamente ligados a cadeia respiratoria por flavoproteinas
desidrogenases (complexo IlI) (Mayes, 2000). A CoQ aceita um electrdo e forma a
semiquinona (uma forma semi-reduzida), depois aceita outro electrdo e dois protdes para
formar a forma totalmente reduzida — o ubiquinol (CoQHy). Tanto a forma oxidada como a
reduzida s&o soltveis em fosfolipidos e difundem-se livremente na membrana mitocondrial
interna (Lodish et al., 1999).

O citocromo ¢ (o0 Unico citocromo sollvel) é também um componente moével da
cadeia respiratoria. Transfere electrdes do pendltimo complexo (complexo Ill) para o
altimo (complexo 1V) da sequéncia, conectando assim os complexos fixos, juntamente com
a CoQ (Lodish et al., 1999).

Caracterizagdo dos complexos da cadeia respiratdria

NADH-ubiquininona oxirreductase, NADH-desidrogenase ou complexo | (Figura
1.6) € o maior de todos os complexos, possui perto de 40 subunidades diferentes, um
mononucledtido de flavina (FMN), sete ou oito centros de FeS, lipidos ligados
covalentemente e pelo menos trés ligagdes de moléculas CoQ (Saraste, 1999). Este
complexo transporta electrdes do NADH para a ubiquinona (CoQ). Os electrdes fluem
primeiro do NADH para o FMN e depois para uma proteina FeS. FMN, tal como FAD,
aceitam dois electrdes, mas s6 um de cada vez (Lodish et al., 1999).

Cada electrdo transportado, na oxidacdo do NADH, sofre uma queda de potencial de
cerca de 360 mV, equivalente a uma AG®de -16,6 kcal/mol por dois electrbes
transportados. Muita dessa energia libertada é usada para transportar quatro protdes através
da membrana interna para o espacgo intermembranar por molécula de NADH oxidada pelo
complexo (Lodish et al., 1999).
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CoQH, - citocromo c reductase ou complexo Il consiste de cerca de dez
polipeptideos (Cooper, 2000). A CoQH; “entrega” electrdes ao citocromo c, regenerando a
CoQ oxidada. Neste complexo os electrdes libertados sdo transferidos para uma proteina de
Fe-S e para dois citocromos tipo b, depois para o citocromo c;. Por fim os dois electrdes
sdo transferidos para duas moléculas da forma oxidada de citocromo ¢, uma hemoproteina
do espaco intermembranar, soltvel em &gua, formando o citocromo c¢ reduzido (Lodish et
al., 1999).

Por cada par de electrdes transferidos, h& libertacdo de energia suficiente para
translocar também 4 protGes da matriz mitocondrial através da membrana interna. O
acoplamento da reaccdo redox ao gradiente de protdes através da membrana é feito por um
mecanismo designado de ciclo Q em que a CoQ desempenha um papel importante neste

processo de translocagéo.

O complexo citocromo c oxidase, complexo IV, contém 13 subunidades diferentes,
mas o centro catalitico da enzima consiste de apenas 3 subunidades: I, Il e 111 (Lodish et al.,
1999). A subunidade | contém o local activo, constituido por Fe-heme e cobre; a
subunidade Il tem um centro clprico que é o primeiro local a receber electrdes do
citocromo ¢ (Saraste, 1999). Assim, é transferido um electrdo do heme do citocromo ¢
reduzido através do ido cobre e do heme a para o centro de reducdo do oxigenio. Os quatro
electrdes libertados de quatro moléculas de citocromo ¢ reduzido, em conjunto com quatro
protdes da matriz, combinam-se com um O, para formar duas moléculas de agua.
Adicionalmente, por cada electrdo transferido do citocromo ¢ ao oxigénio, é transportado
um protdo da matriz para o espaco intermembranar, ou seja, um total de quatro protdes por
cada molécula de O, reduzido a duas moléculas de agua (Lodish et al., 1999).

Todos os protdes sdo tomados do lado da matriz mitocondrial, através de dois canais
hidrofilicos que conectam o local activo & fase aquosa da matriz mitocondrial (Saraste,
1999).

O complexo succinato-ubiquinona reductase ou complexo Il ndo é normalmente

considerado como parte integrante da sequéncia, uma vez que este complexo enzimatico
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funciona em convergéncia como componente auxiliar da cadeia (Moreno, 1992). Mas de
facto, a enzima que oxida o succinato a fumarato no ciclo do acido citrico, esta localizada
na membrana mitocondrial interna, sendo um componente integral deste complexo (Lodish
et al.,, 1999). O complexo Il consiste de quatro polipeptideos; contém, como grupo
prostético, FAD (dinucleétido de adenina-flavina), varios centros de Fe-S e esta ancorado a
membrana por um citocromo tipo b (Saraste, 1999). Recebe electrbes de um intermediario
do ciclo do é&cido citrico: o succinato (Cooper, 2000). Os dois electrdes libertados na
conversdao do succinato a fumarato sdo transferidos primeiro ao FAD, depois a um
transportador Fe-S e finalmente a CoQ, formando a CoQH2. Os electrdes sdo depois
transferidos para o oxigénio através dos complexos Il1 e IV (Cooper, 2000).

A energia libertada na transferéncia de electrbes através deste complexo néo €
suficiente para bombear protdes para o espaco intermembranar (Lodish et al., 1999).
Portanto, apenas os complexos I, Il e IV funcionam como bombas protonicas, contribuindo

para o gradiente electroquimico.

Ap0s esta analise da bioenergética mitocondrial, j& podemos compreender o porqué
da existéncia de varios complexos que, em conjunto, proporcionam o transporte de mais
protdes para o espaco intermembranar contribuindo assim para a formagdo de um gradiente
de protdes mais elevado que permitird a sintese de maior quantidade de ATP.

Mas como é que o gradiente de protdes estd implicado no processo de fosforilagao
do ADP?

1.3 - A fosforilagdo oxidativa

Na glicolise e no ciclo do acido citrico sdo produzidas quatro moléculas de ATP,
dez moléculas de NADH e duas moléculas de FADH,. Quando os electrdes do NADH e do
FADH, sdo transferidos para o oxigenio molecular, a energia libertada nesta transferéncia é
aproveitada para fosforilar ADP (fosforilagdo oxidativa), sintetizando-se assim a maior

parte (90%) do ATP total resultante do catabolismo da glicose (Berg et al., 2002).
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O NADH, formado pela glicdlise no citosol, também fornece electrdes aos
complexos respiratorios, mas como nao atravessa a membrana mitocondrial interna, os seus
electrdes sdo transferidos para a mitocondria através de um dos varios sistemas “shuttle”. A
transferéncia faz-se na forma de um composto reduzido que, quando oxidado, volta
novamente para o citosol onde é de novo reduzido pelo NADH. No caso do “shuttle” do
glicerol 3-fosfato, os electrbes transportados para a mitocondria sdo transferidos ao grupo
prostético FAD para formar FADH; e, neste caso, 0 rendimento energético € menor do que
quando os electrdes sdo transferidos para o0 NAD" (Berg et al., 2002), como veremos

posteriormente.

Ao movimento de electrdes através dos complexos I, 11l e IV esta associada uma
libertagdo de energia que é entdo aproveitada para bombear H* da matriz para o espago
intermembranar. Este bombeamento de protdes produz um gradiente de concentragdo
através da membrana mitocondrial interna. Os protGes tendem a entrar de novo para a
matriz, a favor do gradiente de concentragdo, mas como a membrana interna €
impermeavel, eles s entram atraves de outro complexo também localizado na membrana
interna — a ATP sintase. Esta enzima aproveita a energia proporcionada pela dissipagdo do
gradiente (difusdo dos protdes para o interior) para sintetizar ATP. E que este fluxo de H*
provoca alteracGes conformacionais na enzima necessarias para que esta ligue ADP e Pi, e
seguidamente liberte ATP, repetindo ciclos de trés estados conformacionais (Lodish et al.,

1999). Mas analisemos com mais detalhe o funcionamento da ATP sintase.

ATP sintase, complexo V ou FiFoATPase

A ATP sintase € formada por vérias subunidades proteicas, com uma massa de mais
de 500000 daltons (Alberts et al., 2002). Esta organizada em duas componentes principais,
estruturalmente distintas, Fo e F;, ligadas por uma haste (Fig. 1.7). A componente Foy
localiza-se dentro da membrana e contém trés tipos de subunidades: a, b e ¢. A subunidade
¢, com 9-12 copias, encontra-se arranjada em forma de um anel e cada cépia contém 2 a-
hélices transmembranares (Lodish et al., 1999). Forma um canal que se liga na interface

entre a subunidade a e o anel de subunidades ¢ e que pode transportar protdes do local de
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alta concentracdo destes, em direccdo a F, isto é, do espaco intermembranar para a matriz,
sendo por isso energeticamente favoravel (Cooper, 2000). Por sua vez, F; encontra-se, na
sua maior parte, na matriz mitocondrial, sendo a por¢do extramembranar da ATP sintase
(Lodish et al., 1999). Contém 3 copias de cada subunidade o e B que se intercalam
formando um hexamero. No topo deste estd a subunidade y inserida no anel ¢ de Fo. A
subunidade ¢ estd ligada a subunidade y e provavelmente também contacta com as
subunidades c, e a subunidade 5 liga o complexo F; a subunidade b de F, formando uma
parte rigida que impede a rotacdo do anel de Fy. A subunidade y actua como veio rotacional
dentro de F; cujo movimento provoca alteragcGes conformacionais ciclicas nas subunidades
B, 0 que faz com que os locais de ligacdo dos nucleotidos nestas subunidades ciclizem
atraves dos trés estados conformacionais, permitindo a ligacdo de ADP e Pi, a sintese do
ATP e a posterior libertacdo deste (Lodish et al., 1999). Em suma, 0 mecanismo de acc¢ao
da ATP sintase envolve o acoplamento mecénico entre as subunidades Fo e F;, em que 0
fluxo de protdes atraves de Fq fornece a forca para a rotacdo de Fi, que actua como motor
rotatdrio para conduzir a sintese de ATP (Cooper, 2000).

A ATP sintase é uma enzima que funciona reversivelmente, isto é, pode sintetizar
ATP, mas também pode hidrolizd-lo para bombear protdes contra o gradiente
electroquimico (Saraste, 1999).

As evidéncias sugerem que sdo transportados da matriz, através da membrana
mitocondrial interna, um total de dez protbes por cada par de electrdes que é transferido do
NADH para o oxigénio. Quando os electrfes sdo transferidos do FADH, para o O, apenas
seis protdes sdo transportados através da membrana por cada par de electrdes, uma vez
que, neste caso, o complexo | ndo participa no transporte de electres (Lodish et al.,1999).

E necessario o fluxo de quatro protdes do espaco intermembranar para a matriz
mitocondrial atraves do componente Fo da ATP sintase, para que haja sintese de uma
molécula de ATP pela componente F1. Esta ideia é consistente com a transferéncia de
protdes ao nivel dos complexos I, 111 e 1V, que contribuem no seu conjunto com energia do
gradiente de protdes suficiente para conduzir a sintese de 2,5 moléculas de ATP. A

oxidacdo de uma molécula de NADH leva assim a sintese de 2,5 moléculas de ATP,
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enquanto que a oxidacdo do FADH,, cuja transferéncia de electrGes apenas contribui para o

gradiente de protdes ao nivel dos complexos Ill e IV, forma apenas 1,5 moléculas de ATP
(Berg et al., 2002).

Que genero de forca é que o gradiente de protdes produz para conduzir a sintese de
ATP?

+ Face
citoplasmética

Figura 1.7 — Caracteristicas estruturais essenciais da ATP sintase (complexo V) (in Saraste, 1999).
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A forca protomotriz

Como vimos, ao longo do transporte de electrbes do NADH para 0 O,, 0s protdes
sdo transportados da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar, formando-se um
gradiente de concentracdo de protdes (gradiente quimico). Uma vez que a membrana
externa e permeavel a protdes, a concentracdo destes é sempre mais baixa na matriz do que
no espaco intermembranar, consequentemente, o pH na matriz é mais elevado do que no
espaco intermembranar e no citosol. Forma-se também um potencial eléctrico devido ao
bombeamento de cargas positivas dos protdes para fora da matriz, que se torna negativa
relativamente ao espaco intermembranar. Assim, a energia livre libertada durante a
oxidacdo do NADH ou do FADH, é armazenada sob a forma de um gradiente
electroquimico constituido por duas componentes, uma eléctrica (potencial de membrana) e
uma quimica (gradiente de concentragdo de protdes através da membrana (Fig. 1.8). S&o
estas componentes que, em conjunto, constituem a forga protomotriz necessaria a sintese de
ATP (Lodish et al., 1999).

Sendo a principal funcdo da mitocondria sintetizar ATP a partir da oxidacdo de
compostos ricos em energia (substratos respiratorios) que sdo captados do exterior pelos
organismos, ela interliga a oxidacdo com a fosforilacgdo do ADP através do referido
gradiente electroquimico de protdes (uy*) que se forma através da membrana mitocondrial
interna, como postulado pela teoria quimiosmatica, proposta por Peter Mitchel em 1961
(Cooper, 2000).

Os componentes deste gradiente electroquimico, ApH (alcalino na matriz
mitocondrial) e AW (negativo no interior da mitocondria), relacionam-se pela seguinte
expressao (Kamo et al., 1979):

Apnt=FAY -2,3RT ApH (1)

em que:
F — constante de Faraday
R — constante dos gases

T — temperatura (em graus Kelvin)
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Figura 1.8 — A natureza electroquimica do gradiente de prot6es. Devido a carga positiva dos protdes
(que sdo translocados da matriz para o espago intermembranar), o gradiente formado através da membrana
mitocondrial interna é composto por uma componente quimica e uma componente eléctrica. Além da
concentracdo dos protBes, que é cerca de dez vezes maior no lado citosélico da membrana interna, hd um
potencial eléctrico através da membrana, resultante do aumento das cargas positivas do lado citosolico (In
Cooper, 2000).

Apy" € expresso em kilojoules (ou kilocalorias) por mole, e representa a variagdo da
energia livre que ocorre quando uma mole de H* é translocada para o interior da
mitocondria a favor do gradiente electroquimico de H* (Santos, 2002).

Assim, quando H® ¢ translocado para a matriz mitocondrial, a energia livre

libertada, que em células tem um valor entre =17 e —21 kJ/mol (entre —4 e -5 kcal/mol)
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(Cooper, 2000), pode ser utilizada para sintetizar compostos ricos em energia, como por
exemplo, ATP, através da reac¢do:
ADP + Pi—» ATP + H,0

A reaccdo de sintese de ATP tem uma energia livre de 60 kJoules/mol (14
kcal/mol), o que significa que sera necessario haver a translocacao de 3-4 moles de protdes
para a matriz mitocondrial para se obter a energia livre para sintetizar 1 mole de ATP.

A expressdo (1) pode ser convertida em:

ApntIF = AY - 2,3RT/FApH )

Em que Apn' /F representa a forca denominada “protomotriz” por Peter Mitchell,
expressa vulgarmente por Ap:

Ap = Apy'IF = A¥Y-2,3RT/FApH  (3)

Quando normalizados os termos que compdem a Ap, esta pode expressar-se em mV.
O valor de Ap em mitocéndrias a respirar é de cerca de 220-230 mV (Alberts et al., 2002).

De acordo com a teoria quimiosmatica, a Ap fornece a energia necessaria a sintese
mitocondrial de ATP. Por isso, a medi¢do quantitativa dos dois componentes de Ap é
fundamental para o estudo dos processos de transdugdo energética membranar e também de
outros processos mitocondriais, homeadamente o transporte de substancias através da
membrana mitocondrial interna. De facto, tem-se verificado que o transporte de proteinas,
nucleétidos de adenina e Ca®* dependem de AW, enquanto que o transporte de fosfato e

glutamato (no figado) dependem do ApH (Santos, 2002).

Como ¢ efectuado o controlo da sintese de ATP na célula?

In vitro, mitocéndrias isoladas intactas aceleram a oxidacdo de FADH2, NADH ou
succinato enquanto houver ADP e fosfato inorganico (Pi) para sintetizar ATP. Este
fendmeno € chamado controlo respiratorio (mostra como um reagente pode limitar um
conjunto de reacgOes interrelacionadas) (Lodish et al., 1999). A velocidade a que a

mitocondria oxida os substratos na auséncia de um aceitador de fosfato, tal como o ADP, é
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designado por estado 4 da respiragdo. Se a mitocondria tiver um bom acoplamento de
fosforilacdo oxidativa, as velocidades respiratdrias no estado 4 séo baixas. Na presenca de
ADP, o0 aumento do fluxo de electrdes leva a um maior consumo de oxigénio, cuja
velocidade é designada por estado 3 da respiracdo (Devlin, 1997). Este estado respiratorio
persiste até que todo o ADP tenha sido fosforilado para ATP. A raz&o estado 3/estado 4 é
referida como a razdo de controlo respiratorio (P:O ou ADP/O) (Estabrook, 1967). Este
controlo também existe em células intactas e tecidos. Por exemplo, a estimulacdo da
contraccdo muscular, que exige ATP, resulta num aumento do nivel de ADP nas células, o
que aumenta a velocidade de degradacdo da glicose na via glicolitica e no ciclo do acido
citrico e a subsequente oxidacdo dos produtos metabolicos na mitocdndria, com
consequente formacdo de ATP (Lodish et al., 1999).

O controlo respiratorio constitui o principal modo de regulacdo da oxida¢do em
células intactas, mas ndo é (nico. De facto, o aumento do Ca?* citosélico, que ocorre nos
masculos durante a contraccdo, também desencadeia um aumento da oxida¢do mitocondrial
e da producdo de ATP porque, como ja vimos, a mitocdndria capta calcio que vai estimular

a actividade metabdlica.

O organismo ndo armazena moléculas de ATP. Este é produzido consoante as
necessidades fisioldgicas. Por isso se verifica uma accdo repentina de envenenamento por
certos toxicos como o cianeto, 0 que mostra uma constante e imediata necessidade do
organismo pela energia. Uma vez que o ATP é formado em consequéncia da energia
libertada da transferéncia de electres na cadeia respiratoria, esta sera um possivel local de
actuacdo de venenos. De facto, existem varios tdxicos que actuam em diferentes pontos da
cadeia respiratoria. Foi alias, com base nesses toxicos (inibidores) que se conheceu a

constituicdo da cadeia.
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1.4 - Inibidores da fosforilacdo oxidativa

A fosforilacdo oxidativa € susceptivel de ser inibida em varios estadios do processo,
tanto ao nivel dos complexos da cadeia transportadora de electrées como ao nivel da ATP
sintase (Figura 1.6) (Berg et al., 2002).

Como a oxidacdo estd acoplada a fosforilagcdo, quando os complexos sé&o inibidos,
ndo ha transferéncia de electrdes e consequentemente também ndo haverd fosforilacdo do

ADP, dado que ndo é gerada a forga protomotriz necessaria.

Ao nivel do complexo I, pode-se blogquear a transferéncia de electrdes usando 0s
antibidticos rotenona e amital, que impedem a utilizagio do NADH como substracto
(Campos, 1999). No entanto, o fluxo de electrdes resultante da oxida¢do do succinato nao é
afectado, porque esses electrdes entram na cadeia através da CoQH,, depois do
bloqueamento, ocorrendo sintese de ATP.

A Antimicina A interfere com o fluxo de electrdes no complexo Il (Slater, 1967),
mas a sintese de ATP pode ocorrer se fornecermos o substrato respiratério especifico do
complexo IV.

O cianeto e 0 monoxido de carbono (CO) blogueiam o fluxo de electrGes no
complexo 1V, citocromo oxidase (Berg et al., 2002), impedindo a oxidacdo de qualquer
substrato e, consequentemente, a reducdo do oxigenio. Como os electrdes nao sao
transferidos para o aceitador final, a cadeia fica bloqueada e ndo € gerada forca protomotriz
para a sintese de ATP.

A inibicdo do complexo Il ndo inibe a fosforilacdo oxidativa, uma vez que o0s
electrbes vindos do NADH sdo transferidos a CoQ e podem prosseguir até ao oxigenio.

Apenas € bloqueada a transferéncia de electrdes provenientes do FADHs.

Mas a fosforilacdo oxidativa pode ainda ser inibida por inibidores da ATP sintase.
Estes pertencem a duas categorias: os inibidores de Fi, que se ligam directamente a este
componente da ATP sintase, impedindo o ligar/desligar da membrana, podem ser iGes

simples como azida, moléculas organicas complexas ou mesmo peptideos; ou os inibidores
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da transferéncia de energia, como a oligomicina e o dicicloexil carbodiamida (DCCD), que
se ligam a Fo, bloqueando a transferéncia de protdes e inibindo assim a sintese de ATP
(Harris, 1995). Nestes casos, ndo ha sintese de ATP, ndo havendo também transferéncia de
electrdes, uma vez que o transporte de electrdes e a sintese de ATP estdo acoplados
(Lehninger et al., 1993).

Existirdo substancias que dissociem a oxidacao da fosforilacéo, isto €, que anulem o

controlo respiratorio?

1.5 - Desacopladores da fosforilagao oxidativa

Como ja vimos, a oxidagdo dos substratos respiratorios pelos complexos
enzimaticos e a reducao do oxigenio é aumentada se houver ADP que funciona assim como
controlador respiratorio. Mas se dissociarmos a oxidacdo da fosforilagdo permitindo a
entrada de protbes na matriz sem ser através da ATP sintase, dissipando deste modo o
gradiente, o controlo deixa de se efectuar. Existem certos toxicos que tornam a membrana
mitocondrial permeéavel a protes. Por isso, eles permitem a oxidacdo de NADH e a
reducdo de O, em niveis elevados, mas nao permitem a sintese de ATP, porque dissipam 0
gradiente de concentragdo de protdes. Sdao, por isso, designados desacopladores. Sao
exemplos o dinitrofenol, o dicumarol e o fluoro carbonil cianida fenilhidrazona (FCCP)
(Berg et al., 2002).

O 2,4-dinitrofenol (DNP) (Fig.1.9) é um desacoplador cujas formas neutra ou
carregada negativamente sdo solGveis em membranas fosfolipidicas e em solucdes aquosas,
0 que lhe permite actuar como transportador de protdes (Lodish et al., 1999). Dado que
transporta os protdes através da membrana interna para a matriz, 0o DNP quebra o gradiente
transmembranar de concentracdo de protdes e o potencial eléctrico, dissipando assim a
forca protomotriz, tal como os desacopladores acima referidos. Desacopladores como estes,

inibem assim a sintese de ATP e eliminam o controlo respiratorio, permitindo a oxidagéo
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de NADH independentemente do nivel de ADP. A energia libertada nesta situacdo é

convertida em calor.

O
o e

L] i

1 A-Dinitrophesal (DNP)

Figura. 1.9 — Desacoplador da fosforilagdo oxidativa: 2,4-dinitrofenol (DNP), uma substancia

soltvel em lipidos, que pode transportar protdes através da membrana mitocondrial interna. O protéo

dissocidvel esta representado (In Berg et al., 2002).

Nestes casos, 0 desacoplamento foi provocado por substancias estranhas ao

organismo, mas ele também ocorrera naturalmente?

De facto, no tecido adiposo castanho, as mitocondrias possuem na sua membrana

interna um desacoplador natural, a termogenina - uma proteina que forma um canal que é

activado por acidos gordos, e que transporta protdes para a matriz (Berg et al., 2002).

Assim, esta proteina desacopla a fosforilacdo do transporte de electrGes e a energia é

convertida em calor (Lodish et al., 1999). A utilidade bioldgica desta dissociacdo é

evidente no caso dos animais hibernantes, nos animais recém-nascidos de algumas

espécies (incluindo o homem) e nos mamiferos adaptados ao frio (Campos, 1999).
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1.6 - Outros compostos que interferem com a fosforilacdo oxidativa

Os compostos  2,4,6-trinitrobenzeno  sulfonado (TNBS) e 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzeno (FDNB) reagem com os grupos aminicos de fosfolipidos ou de proteinas
(\Vale, 1977; Thorley-Lawson, 1980; Rodwell, 2000) (Figura 1.10). Devido a esta sua
caracteristica, tém sido utilizados em diversos estudos como sondas quimicas para
determinar a localizacdo dos fosfolipidos aminicos em membranas de eritrocitos (Gordesky
et al. 1975), e de reticulo sarcoplasmético (Vale, 1977). Além disso, tém sido utilizados
para estudar o efeito de catiGes inorganicos nas membranas de eritrocitos humanos (Godin
e Garnett, 1976) e de reticulo sarcoplasmatico (Vale, 1981) assim como para investigar o
envolvimento dos grupos aminicos na actividade de sistemas bombeadores de Ca?* (Vale,

1976) e na abertura de canais de calcio do reticulo sarcoplasmatico (Hadad et al., 1999).

NO,
S H R
7\ |
oN—"  NHF+HN—CH—COOH

Mo

NO.,
=

7\

R
|
O,N— c

H
|
N—CH — COOH

LY
 A—

Fig. 1.10 — Reac¢do de um aminoacido com o 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno (ou reagente de Sanger,
como também é conhecido devido ao bioquimico, laureado com prémio Nobel em 1958, Frederick Sanger,
gue 0 usou para determinar a estrutura primaria da insulina). A molécula de FDNB incorpora-se na molécula
proteica ou lipidica, pela saida do &tomo de flUor, que reage com um atomo de hidrogénio do grupo aminico,
formando fluoreto de hidrogénio (HF) (In Rodwell, 2000).
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Frederick Sanger desenvolveu o uso do FDNB para sequenciar um polipeptideo
(insulina) (Sanger, 1988).

O FDNB penetra rapidamente as membranas biologicas, mesmo a baixas
concentracgdes, enquanto que o TNBS o faz apenas em concentracfes elevadas (> 1 mM)
(\Vale, 1977).

No presente estudo, pretendeu-se observar o efeito do FDNB nos complexos
respiratorios mitocondriais e assim investigar a importancia dos grupos aminicos na

actividade catalitica destas enzimas e, consequentemente, na bioenergética mitocondrial.

Para encetar esta investigacdo, recorremos ao isolamento do material bioldgico em
estudo, as mitocondrias, para posteriormente observarmos as alteragdes na actividade

respiratoria na auséncia e na presenca do referido aminoreagente.

No cumprimento dos requisitos pedagogico-cientificos subjacentes a elaboracao de
uma Tese de Mestrado em Biologia Animal, os principais objectivos deste trabalho, para
um nivel de ensino secundario, consistem em mostrar o desenvolvimento do Método
Cientifico, bem como a importancia do rigor técnico na obtengdo de conclusdes correctas

baseadas em resultados fidedignos.
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2. MATERIAIS E METODOS

O objectivo deste trabalho consistiu em estudar os efeitos do aminoreagente,
fluorodinitrobenzeno (FDNB) na actividade dos complexos respiratérios “in vitro”, isto é,
em mitocondrias isoladas de figado de rato. Mas, como isolar mitocondrias de figado de

rato?

2.1 — Isolamento de mitocondrias de figado de rato

2.1.1 — Ratos de laboratério

As experiéncias foram realizadas usando ratos de laboratorio da raca Sprague-
Dawley, machos ou fémeas, pesando 200-300g. Foram mantidos em jejum, com &gua ad
libitum, durante as 12 horas que antecederam o seu sacrificio para que todas as reservas de
gordura acumuladas no figado fossem esgotadas, o que contribui para uma melhor
preservacdo das mitocondrias. A utilizagdo dos animais ap0s o jejum evita a contaminagdo

da fraccdo mitocondrial com gréos de glicogénio.

2.1.2 — Preparacéo de solucgdes para obtencao da fraccdo mitocondrial

O isolamento da fraccdo mitocondrial envolveu a preparacao de dois tipos de

solucGes: 0 meio de isolamento (ou de homogeneizacéo) e 0 meio de lavagem.

Meio de isolamento:
Foram preparados 500 ml de meio de isolamento contendo:
250 mM sacarose; 10 mM tampdo Hepes; 1mM complexante de ides Ca?*

(EGTA) — para impedir a clivagem das enzimas mitocondriais por proteases
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dependentes de Ca*"; 0,1% albumina de soro de bovino (BSA) deslipidada,
(1grama/litro) - para remocgdo dos 4cidos gordos, causadores de
desintegracdo da membrana. Agua mili-Q foi adicionada até perfazer 500 ml

e o pH foi ajustado a 7,4.

Meio de lavagem:
O meio de lavagem continha:
250 mM sacarose; 10 mM Hepes. Agua mili-Q foi adicionada até perfazer

250 ml e o pH deste meio foi ajustado a 7,2.

A concentracdo de sacarose utilizada (250 mM) é a adequada para manter 0 meio
isosmético, evitando assim o rebentamento das mitocdndrias. O pH do meio encontra-se na
gama requerida para o funcionamento das enzimas mitocondriais e 0 tampdo mantém-no

constante, evitando a desnaturacdo das mitocondrias.

Solucgdes para reserva (Hepes 100 mM - 1 litro; EGTA 50 mM - 100 ml e BSA 8% -
20 ml) foram feitas a fim de facilitar a preparacdo de novos meios para posteriores

experiéncias.

Apos utilizagdo, as solugdes foram conservadas a —20° C para evitar contaminacdes

durante o periodo de armazenamento.

2.1.3 — Técnica de isolamento da fraccdo mitocondrial

O rebentamento das células hepaticas produz uma mistura de componentes celulares
em suspensdo, 0 homogeneizado. Nesta mistura encontram-se 0s organitos celulares que,
como tém diferentes tamanhos e densidades, podem ser separados e purificados por
centrifugacéo diferencial (Lodish et al., 1999), como se descreve seguidamente.

A fraccdo mitocondrial foi isolada segundo o método geral descrito por Moreno,
1992 (Figura 2.1).
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O animal, depois de morto por deslocalizacdo cervical, foi imediatamente
decapitado para sangrar rapidamente. Extraiu-se imediatamente o figado que, apos remocao
das gorduras e tecido conjuntivo aderente, foi colocado em meio de homogeneizacdo frio
(0-2 °C). Todas as operacOes foram efectuadas mantendo o material sobre gelo granulado,
de forma a assegurar uma temperatura entre 0-2 °C. O figado foi cortado em pequenos
pedacos e lavado varias vezes em meio de homogeneizagéo, a fim de remover o excesso de
sangue. O tecido foi depois mergulhado em cerca de 10 volumes de meio de
homogeneizagdo contido num homogeneizador de vidro do tipo “Potter-Elvejhem” munido
de um pistao de teflon. O homogeneizado de figado foi obtido apos aplicacéo de cerca de 4
cursos do pistdo, rodando a 250 rotagdes por minuto, até se obter uma suspensdo
homogénea. Nesta operacgdo, o tecido foi desintegrado e as celulas rompidas, obtendo-se
uma suspensdo constituida por células fragmentadas e intactas, organitos intracelulares
(ndcleos, mitocdndrias, lisossomas, peroxissomas, fragmentos de tecido endoplasmatico) e
alguns eritrécitos.

O homogeneizado foi centrifugado a 800 x g, durante 10 minutos, a temperatura de
2 °C, num rotor SS-34 colocado numa centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B. O sedimento
obtido contendo nucleos, células fragmentadas e intactas, eritrocitos e outros componentes
densos das células foi eliminado. O sobrenadante contendo as mitocondrias, pode
apresentar, na parte superior, uma fase esbranquicada correspondente a matéria lipidica.
Esta pelicula, assim como a matéria lipidica aderente a parte superior dos tubos de
centrifuga, foi devidamente aspirada com a ajuda de uma pipeta Pasteur adaptada a um
aparelho de aspiracdo por vacuo. O sobrenadante foi entdo centrifugado a 10000 x g,
durante 10 minutos, para sedimentar a fraccdo mitocondrial, de cor acastanhada,
apresentando uma camada superficial mdével mais esbranquicada. O sobrenadante foi
eliminado, assim como a camada superficial do sedimento que contém mitocondrias
fragmentadas e proteinas desnaturadas. O sedimento contendo as mitocondrias, foi
ressuspenso num pequeno volume de meio de lavagem tendo havido o cuidado de deixar no
fundo do tubo, o pequeno ponto central vermelho, onde se acumulam restos de eritrdcitos.
As ressuspensdes foram diluidas em 40 ml de meio de lavagem, seguidamente colocadas

em novos tubos de centrifuga e novamente centrifugadas a 10000 x g, durante 10 min. O
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sobrenadante obtido foi eliminado e a fraccdo mitocondrial purificada foi ressuspensa

cuidadosamente em meio de lavagem, num pequeno homogeneizador, com um pistéo de
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1. HOMOGENEIZACAD

1 figado finamente cortado
~ 801l de meio de homogeneizagio

—_— gelo
. 200 x g
2. CENTRIFUGACAD 10 miatos
DIFERENCTAT
10000 g
10 minutos
fracgio
mitocondrial
impura
ressuspender o
. sedimento em meio de
3. LAVAGEM E PURTFICACAD lavagem

10z g

10 mitnstos

‘_

fracgio mitocondrial
purificada

- ressuspender num

pedqueno volume de meio

de lavagen

Figura 2.1 — Representacdo esquematica do processo de isolamento da fracgdo mitocondrial por
centrifugacéo diferencial (adaptado de Moreno, 1992).
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ajuste frouxo, previamente arrefecido e imerso em gelo granulado. A fraccdo mitocondrial
foi mantida em gelo no decurso das experiéncias, tendo sido utilizada exclusivamente

durante as 5-6 horas apos o isolamento.

2.1.4 — Quantificacao de proteina na fraccdo mitocondrial

A concentracdo proteica da preparacdo mitocondrial foi determinada pelo método
colorimétrico do biureto, usando-se albumina sérica bovina como padréo. Neste método, a
concentracdo de proteina determina-se a partir da densidade Optica da solucdo (isto &, da
sua absorvancia) a um comprimento de onda especifico. A reaccdo do biureto é uma
reaccd0 muito usada para a determinacdo da concentracdo de proteina em matérias
bioldgicas pois, apesar das proteinas nao absorverem significativamente na regido visivel
do espectro, formam um complexo corado quando se fazem reagir com o reagente de
biureto, 0 que permite quantificar facilmente as proteinas presentes utilizando um
espectrofotometro vulgar (Spectronic 20). A reaccdo do biureto constitui um indicador das
ligacOes peptidicas existentes e s6 ocorre quando existirem pelo menos duas destas
ligacOes, ou seja, quando a cadeia peptidica tiver pelo menos trés aminoécidos. A cadeia
peptidica reage com o cobre num meio bastante alcalino (na presenca de NaOH) e forma
um complexo de cor violeta. O nome da reac¢do deriva da substancia biureto
(CONH;NHCONHS,) gque é o composto mais simples capaz de formar a cor violeta com o
CuSOs,.

A quantificacdo de proteina envolve a técnica de espectrofotometria de absor¢édo
Optica que se fundamenta no facto de todas as substancias absorverem energia radiante (i. é.
radiagdo electromagnética desde as ondas de radio até as ondas gama). Mesmo substancias
consideradas transparentes tém geralmente um espectro de absor¢do nas zonas ultravioleta
e infra-vermelhos. O diferente comportamento das substancias em relagéo a luz depende da

estrutura de distribuigdo espacial dos electrdes.
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A absorcdo da luz por uma substadncia pode ser usada para determinar a
concentracdo dessa substancia, uma vez que existe uma certa relagdo entre a concentracao
desta e a quantidade de luz absorvida. Pela teoria dos quanta, cada substéncia absorve luz
de comprimento de onda especificos. Assim, para cada substancia hd uma absorcdo
caracteristica a cada comprimento de onda, que representa o espectro de absorcéo. A cor

duma substancia é determinada pela luz que ndo esta a ser absorvida.

A absorcdo de luz pode ser detectada por espectofotometros cujo funcionamento se
resume no seguinte:

1° - A luz branca emitida por uma lampada passa através de um prisma de difraccéo
e é separada nos varios comprimentos de onda () do espectro visivel.

2° - O A desejado é seleccionado através de um botdo que roda 0 monocromador de
maneira que um estreito feixe de luz passa através de uma pequena abertura e va atingir a
amostra.

3° - Alguns dos raios luminosos que incidem sobre a amostra sdo absorvidos sendo a
restante luz transmitida. A luz transmitida vai impressionar um fototubo (detector) que a
transforma num sinal eléctrico muito pequeno.

4° - O sinal electrico gerado no detector é transmitido para um amplificador onde é
amplificado.

50 - O sinal amplificado vai ser recebido por um voltimetro que da a leitura da
quantidade de luz que foi transmitida pela amostra. A escala do voltimetro pode ser lida

directamente em unidades de transmitancia ou de absorvancia (= densidade Optica).

A reaccdo de biureto foi efectuada segundo um protocolo em que as amostras de
suspensao mitocondrial (50 pl) foram dissolvidas em 50 pl de dodecilsulfato de sddio
(SDS) a 10%. Adicionou-se 0,5 ml de &gua desmineralizada, de seguida adicionaram-se 2
ml de reagente alcalino de cobre (reagente de “biureto”) que consistia de sulfato cuprico
(CuS04.5H20) 0,15%, tartarato de sddio e potassio (NaKCaH406.4H20) 0,6%, NaOH 3% e
Kl 0,1%. Prepararam-se padrdes de albumina de soro bovino 0,4% (0,25, 0,5 e 1 mg) em

condicdes idénticas as das amostras, contendo 50 pl de meio de lavagem (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 — Padrdes de albumina sérica (BSA) para determinacdo da quantidade de proteina na
preparacdo mitocondrial. Nos tubos 2, 3 e 4 encontram-se os padrdes de albumina, os tubos 5 e 6 contém a

amostra e a composicdo do tubo 1 serve de controlo. O reagente de biureto foi o Gltimo componente a ser

adicionado.
BSA Tampéo Amostra Biureto
H,O (0,4%) (meio de SDS (mitoc.) (10%0)
Tubos lavagem)
(mi) (ml) (u) (uh) (uh) (ml)
1 0,5 50 50 2
2 0,437 0,063 50 50 2
3 0,375 0,125 50 50 2
4 0,250 0,250 50 50 2
5 0,5 50 50 2
6 0,5 50 50 2

Apos a adicdo do reagente de biureto, deixou-se decorrer 10 minutos para que
ocorresse a reaccao. Ao fim deste tempo, as solucdes dos tubos foram vertidas para cuvetes
apropriadas para a leitura das absorvancias num espectrofotometro Bausch & Lomb,
Spectronic 21. O espectofotémetro foi calibrado com a solu¢do do tubo 1, para zero de

absorvancia a 540 nm. Posteriormente foram feitas as leituras dos restantes tubos.
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A determinacdo da concentracdo de proteina mitocondrial foi efectuada a partir da
curva padrdo de albumina, que relaciona os valores de absorvancia com as respectivas
concentracdes (Figura 2.2).

A quantidade de proteina mitocondrial que existe nos 50 ul da amostra
(correspondente a média dos tubos 5 e 6) é tirado da curva padrdo, mediante o valor de
absorvancia medido. A partir do resultado obtido, calculou-se a concentracdo da amostra
em mg/ml.

Foi seguido este procedimento em todos os isolamentos mitocondriais efectuados

para a realizag&o deste trabalho.

0,12 -

0,1 1
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 ) ) ) 1 1
0 0,25 0,5 0,75 1 1,25

Quantidade de proteina (mg)

ancila

Absorv

Figura 2.2 — Curva padrdo da albumina: absorvancia da proteina em funcéo da sua concentracao, a

um comprimento de onda de 540 nm.

Uma vez obtido o material biologico (fraccdo mitocondrial), procedeu-se ao estudo
da sua actividade bioenergética reflectida na sua capacidade de respiracdo e de
desenvolvimento de potencial eléctrico membranar. Mas, como medir a respiracdo e 0

potencial eléctrico nas mitocéndrias?
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2.2 - Actividade bioenergética

2.2.1 — Andlise da respiracdo mitocondrial através da medicdo do
consumo de O,

Para observar a actividade respiratoria das mitocondrias isoladas monitorizou-se o

consumo de oxigénio mediante a utilizacao do eléctrodo de Clark.

O electrodo de Clark

O consumo de O, foi determinado polarograficamente com um eléctrodo de O, tipo
Clark (Estabrook, 1967) obtido comercialmente da empresa Yellow Springs Instruments
Co. O eléctrodo foi ligado a um registador através de uma unidade de comando fabricada
no laboratdrio (Fig. 2.3). Uma medicdo que envolva a reducdo por electrdes de substancias
em solugdo (neste caso o oxigénio) constitui uma medigdo polarografica. O método
consiste na aplicacdo de uma determinada voltagem entre dois eléctrodos que leva a
geracdo de uma corrente de baixa intensidade. Para determinados valores de voltagem, a
substancia em solucdo é reduzida rapidamente quando chega ao eléctrodo e a corrente
gerada fica apenas limitada pela velocidade de difusdo do composto em solugdo para o
eléctrodo. Esta corrente é directamente proporcional & concentracdo do composto em
solucdo.

Para a medi¢do da concentracdo de oxigénio em solucdo aquosa, o eléctrodo de
Clark tem-se revelado o mais eficiente e o de maior sucesso em diversos estudos de

natureza bioldgica.

Principios basicos de funcionamento do eléctrodo de O, de Clark
O sistema consiste de um eléctrodo de Pt (platina - catodo) e de um eléctrodo de
referéncia de Ag (prata - anodo) imersos numa solugdo de KCI (cloreto de potéssio -

electrolito) contidos num tubo de vidro ou plastico. A extremidade inferior do tubo é
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revestida por uma fina membrana isolante de teflon ou polietileno permeavel ao oxigénio.
Esta membrana isola electricamente a solucdo a analisar e impede a deposicdo de
substancias susceptiveis de alterar a resposta dos elementos activos do sistema. A
membrana é segura a extremidade inferior do tubo por um pequeno anel de borracha de
modo a ficar perfeitamente aderente e em estreito contacto com o eléctrodo de Pt.

Quando se polariza negativamente o eléctrodo de Pt em relacdo ao eléctrodo de
referéncia, o O, dissolvido em solucdo sofre uma reducéo electrolitica ao nivel do catodo,
gerando-se uma corrente eléctrica de baixa intensidade. Numa dada gama de voltagens de
polarizacdo, a intensidade de corrente varia linearmente com a concentracdo de O, em
solucdo. Portanto, o O, é reduzido pelos electrdes gerados no catodo (polarizado
negativamente). A velocidade de redugdo do O, isto €, a corrente eléctrica gerada, €
proporcional a quantidade de O, que se difunde através da membrana. Por sua vez, a
quantidade de O, que se difunde através da membrana depende da concentracdo de O,
dissolvido na solucdo onde o eléctrodo esta imerso.

O método de medicdo de O, em solugdo aquosa baseia-se assim nesta observacao
empirica que relaciona linearmente a corrente gerada pelo eléctrodo com a concentragdo
(actividade) de O, presente.

As medicbes com o eléctrodo de Clark realizam-se em camaras de reaccdo que
permitem o isolamento do meio, impedindo a difusdo de gases para fora ou para dentro do
sistema (Fig. 2.3). A agitacdo constante facilita o equilibrio de O, através da membrana. A
manutenc¢do da temperatura do meio é também importante, uma vez que a velocidade de
difusdo de O, através da membrana varia entre 3-5%/°C. O eléctrodo de O, é utilizado em
associa¢do com um registador potenciomeétrico e uma unidade de controlo. A unidade de
controlo é utilizada como fonte de voltagem para polarizar o eléctrodo e como meio

auxiliar de calibracdo. O registador permite o registo continuo do consumo de O,.
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Microsseringa

Cémara de reacgio I

\ Magnete
Eléctrodo de O, 2

Retorne da agua
para o banho

=

Agua | Agitador magnético
do banho
Céamara de
controlo do Registador
eléctrodo de O2

Figura 2.3 —Medicéo do consumo de oxigénio por mitocéndrias. Em cima: montagem do sistema de
medicgdo (eléctrodo de O,); em baixo: esquema do dispositivo utilizado. O meio de reaccéo esté isolado da

atmosfera evitando a difusdo de oxigénio entre 0 meio e o ar. As adigdes efectuam-se através de um fino

orificio existente na tampa da camara.

41



Materiais e métodos

Calibracéo do eléctrodo de O;

Em primeiro lugar foi montado o sistema polarogréafico de medicdo de O, que
consiste do eléctrodo de Clark, da unidade de controlo, do registador, da cAmara de reaccao
e de um agitador magnético provido de magnete (Figura 2.3).

Colocou-se de seguida 1,5 ml de agua desmineralizada na camara de reaccdo,
recolocando com cuidado a respectiva tampa, evitando a presenca de bolhas de ar.

Colocou-se o atenuador de unidade de controlo a zero (saida em curto circuito).
Ajustou-se a agulha do registador a zero, usando o botdo de ajustamento “zero” do
registador. Assim fixamos o zero eléctrico do sistema.

Deixou-se agitar durante algum tempo para saturar a membrana. Ajustou-se a
agulha do registador a 100% (escala total) com o atenuador da unidade de controlo. Apos a
calibracéo, a posicdo dos botdes de ajustamento ndo deve ser alterada. A corrente que fluiu

através do eléctrodo resultou do O, presente na agua.

Meio de reaccéo

Procedemos entdo a observacdo das mitocondrias na sua actividade respiratoria,
atraves do consumo de oxigénio registado pelo eléctrodo de Clark. Para isso, foi necessaria
a preparacdo do meio de reaccdo com 0s seguintes componentes, necessarios para a

actividade das mitocondrias in vitro:

130 mM sacarose; 60 mM KCI — que mantém a forga ionica; 2 mM KH,POq; 2 mM

MgCl2 - activador de enzimas; 10 mM Hepes.

Os componentes do meio foram dissolvidos em agua mili-Q suficiente, sendo o
volume final ajustado para 250 ml ao pH de 7,2.

Para facilitar a preparacdo posterior de novo meio de reac¢éo, fizeram-se solucoes
de reserva de alguns componentes do meio: KCI (1 M), KH,PO,4 (100 mM), MgCl;, (100
mM) e congelaram-se até a sua utilizacao.
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As experiéncias foram conduzidas numa cadmara de reaccao fechada, termostatizada
(25 °C).

Durante as sessdes experimentais, todos 0s componentes necessarios as experiéncias
foram mantidos no gelo. No decurso das experiéncias, a suspensdo mitocondrial foi sujeita
a uma agitacdo magnética continua e suave, através de um pequeno magnete movido por
inducdo de um campo magnético giratorio.

As reaccgOes iniciaram-se por adi¢do da suspensdo mitocondrial (1 mg) ao meio de
reaccao (1420 pl).

Uma vez que se pretendia observar o efeito do aminoreagente, FDNB, nos
diferentes complexos respiratorios, usaram-se os substratos dadores de electrdes ao nivel de
cada complexo: glutamato/malato (10 mM), NADH (2 mM) para o complexo I; succinato
(5 mM) para o complexo II; ascorbato (5 mM) mais TMPD (0,25 mM) (mediador artificial
de electrbes) para o complexo IV. Os complexos respiratorios foram diferenciados através
de inibidores especificos: rotenona (5 uM) para inibir a passagem de electrées do complexo
| para a ubiquinona, devido a alguma respiracdo por NADH enddgeno, e assim assegurar a
transferéncia de electres apenas a partir do complexo I1; antimicina A (0,1 pg) para inibir
o complexo Il e, juntamente com a rotenona, garantir a transferéncia de electrdes apenas
do complexo IV para o oxigénio. Foi também usada fenazinametassulfato (1 mM), para
avaliar a actividade do complexo Il separadamente dos outros complexos (esta substancia
aceita os electrdes ao nivel do complexo Il e transfere-os directamente para o oxigénio).
Neste caso foram utilizados os inibidores, cianeto e antimicina A para evitar que algum
fluxo de electrdes chegasse ao oxigénio através dos complexos Il e IV da cadeia
respiratoria e, portanto, garantindo que todo o consumo de oxigénio observado era devido a
actividade do complexo I1.

Ensaio da actividade mitocondrial pelo consumo de O,
Depois de seleccionar a velocidade do papel para 20 mm/min, deu-se inicio a
reac¢do colocando na camara, 1420 ul de meio de reaccdo e mergulhando nele o eléctrodo.

Adicionou-se a proteina mitocondrial e o substrato respiratorio. Em todas as sessdes
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experimentais foi feito um controlo com ADP para avaliar a sua ac¢do estimulatoria na
respiracdo da mitocondria (estado 3), o que reflecte o grau de integridade estrutural e

funcional das frac¢fes mitocondriais utilizadas (Figura 2.4).

[ — ADP

1 min

l succ. —

34 nmol O,
—_—

Figura 2.4 — Registo polarografico tipico obtido com o eléctrodo de oxigénio. O consumo de O2
resultou da oxidacdo do succinato (succ.) por uma preparagdo mitocondrial (1 mg). A reaccdo decorreu na
presenga de 1420 ul de meio de reaccdo suplementado com succinato (5 mM), na presenga de rotenona (5
uM). O estado respiratorio 3 (est. 3) foi desencadeado pela adicdo de 1,5 mM de ADP; o estado respiratorio 4

(est. 4) teve lugar apds o consumo do ADP, como indicado na figura.

Nas reac¢fes em que o substrato usado foi o succinato (Fig 2.4), adicionou-se
sempre rotenona, de modo a garantir que electrbes provenientes da oxidacdo do NADH

enddgeno, ndo fluissem na cadeia respiratdria devido a inibicdo do complexo I.
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Foram realizadas experiéncias na presenca de varias concentracbes de FDNB,
utilizado imediatamente apos a sua dissolucdo em dimetilsulféxido (DMSQO) ou utilizado
uma semana depois.

Como controlo fizeram-se ensaios na presenca das mesmas concentracdes de

dimetilsulféxido na auséncia da sonda.

Célculo de parametros representativos da actividade bioenergética

mitocondrial

O estado das preparagdes mitocondriais foi avaliado através dos pardmetros ADP/O
(fosforilacdo oxidativa) e ICR (indice de controlo respiratorio). A conjugacdo destes dois
pardmetros serve para determinar a funcionalidade de uma preparacdo mitocondrial, mais
propriamente para demonstrar o estado de acoplamento entre a oxidacéo e a fosforilacao.

Nas condi¢des de temperatura e pressao a que se realizaram as experiéncias (25°C e
uma atmosfera), um litro de agua destilada contém 17,08 ml de ar. Como o ar dissolvido
nesta 4gua contém 33,82% de O, o volume de O, em 1000 ml de &gua é de 5,78 ml, ou
seja, 5,78 ul O,/ml H,0.

Nas condigdes normais de pressdo e a temperatura de 25°C, 1 mole de O, estd
contida em 24467 ml. Portanto, 5,78 pl de oxigénio contém 236 nmol O,. Assim, os 1420
pl de &gua utilizados contém 335 nmol de O,.

Uma vez calibrado o registador, sabemos que a escala total (0-100) (Fig. 2.4)
equivale a 335 nmol O,, pelo que cada divisdo do papel valera 3,4 nmol O,. Durante as
experiéncias também foi utilizada a escala (0-150) e, neste caso, cada divisdo do papel
correspondeu a 2,23 nmol O,. Conhecendo a velocidade do papel (20 mm/min), e assim o
tempo que a agulha do registador demora a percorrer um determinado nimero de divisdes,
poderemos calcular a velocidade de consumo de oxigénio (nmoles de O, consumido por
minuto). No registo da Figura 2.4, a velocidade de consumo de oxigénio (calculada a partir

da escala da figura) no estado 3 é de 99.8 nmol O,/min; no estado 4 € de 18,1 nmol O,/min.
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Razéo ADP/O:

A razdo ADP/O constitui a razdo entre a quantidade de ADP adicionado (nmoles) e
0 oxigenio consumido na fosforilacdo de todo o ADP (sintese de ATP), ou seja, 0 oxigénio
(nano atomos - nAtm) consumido desde que se adiciona ADP (estado 3) até a0 momento
em que o registo apresenta uma inclinagdo idéntica a inclinagdo anterior a essa adicdo
(independentemente do tempo decorrido). A relagdo ADP/O corresponde ao numero de
moléculas de ATP sintetizadas por cada atomo de oxigénio consumido (Estabrook, 1967).
Quando fornecemos electrbes a cadeia respiratoria atraves do succinato (ao nivel do
complexo I1), a razdo ADP/O devera ser inferior a 2.

Tomando como exemplo tipico das nossas experiéncias o registo da Figura 2.4
(presenca de succinato), a razdo ADP/O calculada apresentou o valor de 1,4 (200 nmol

ADP/144,5 nAtm O), o que indica entdo o nivel de acoplamento bioenergético.

indice de Controlo Respiratério (1.C.R.):

O I.C.R. calculou-se dividindo a velocidade respiratéria (em nmol O,/min) na
presenca de ADP (estado respiratorio 3) pela velocidade respiratéria obtida apos 0 consumo
de todo o ADP (estado respiratorio 4) (Estabrook, 1967). O I.C.R. corresponde assim a
estimulacdo respiratoria provocada por ADP exdgeno adicionado em excesso (ndo
limitante). Quando o valor calculado é igual ou superior a 3, estamos na presenca de
mitocdndrias perfeitamente funcionais, isto €, em bom estado bioenergético.

Na Figura2.4, 0 ICR é 5,5 (99.8 nmol O,/min/18,1 nmol Oz/min).

2.2.2 — Desenvolvimento de potencial eléctrico através da membrana

interna da mitocondria (Ay)

O potencial eléctrico (Ay) que, juntamente com o gradiente quimico (ApH)
constituem o potencial electroquimico (Ap) desenvolvido através da membrana interna da

mitocondria, foi determinado mediante utilizagéo do eléctrodo de TPP”.
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O Ay, em condicBes fisiologicas normais, constitui a componente dominante,
contribuindo com cerca de 150-180 mV dos 220-230 mV do Ap total (Santos, 2002). A
avaliacdo deste parametro revela-se assim de fundamental importancia para a compreensao
dos processos mitocondriais, sendo a bioenergética mitocondrial abordada segundo a
vertente do estudo das varia¢Ges do potencial membranar.

O eléctrodo de TPP* permite seguir a variagdo do potencial eléctrico através da

membrana mitocondrial interna.

Eléctrodo de TPP”

No presente estudo, o potencial membranar mitocondrial foi determinado através da
monitorizacdo da acumulacdo e libertagdo pela mitocondria, do catido lipofilico
tetrafenilfosfonico (TPP®), utilizando-se um eléctrodo sensivel a TPP* previamente
preparado no nosso laboratoério, de acordo com o descrito por Kamo e colaboradores (Kamo
et al., 1979). Foi construido um minieléctrodo com um tubo de cloreto de polivinilo (PVC)
selado numa das extremidades com uma membrana constituida por cloreto de polivinilo e
pelo ido tetrafenilboro (TPB"), usado como trocador. O tubo foi entdo preenchido com uma
solucdo de 10 mM TPP*, tendo-se utilizado como eléctrodo de referéncia um eléctrodo de
Ag/AgCI (Tacussel, Model MI 402). Ambos os eléctrodos, de TPP™ e de referéncia, foram
mergulhados na solugdo experimental onde se colocam as mitocondrias (meio de reac¢éo).
Os dois eléctrodos foram ligados a um electrometro de alta impedancia que mede
continuamente a forca electromotriz entre eles. Por sua vez, o electrdmetro é ligado a um
registador que permite o registo continuo da distribuicio de TPP* entre as mitocondrias e o
meio (Fig. 2.5). Entre o electrometro e o registador inseriu-se um dispositivo compensador

de potencial para possibilitar a calibracéo e a expansao da escala normal do registador.

Principios basicos de funcionamento do eléctrodo de TPP*

Certos ides lipossoluveis difundem-se passivamente através das membranas
bioldgicas. Estes ides tém uma caracteristica comum: possuem a carga fortemente
deslocalizada e “encoberta” por substituintes hidrofébicos. Deste modo, os iGes podem

atravessar facilmente as bicamadas apesar da carga transportada.

47



Materiais e métodos

banho termostatizado

Electrometro |

Registador

Eléctrodo de

referéncia

Eléctrodo de TPP*

Suspensio
mitocondrial

—

Y —

Figura 2.5 — Sistema de medicdo do potencial transmembranar mitocondrial. Em cima: montagem
do sistema para medicdo do potencial membranar pelo eléctrodo de TPP*. Em baixo: esquema do sistema de
montagem do eléctrodo de TPP*. Como eléctrodo de referéncia foi usado o eléctrodo de Ag/AgCI.
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Entdo, catides lipossolliveis como o TPP* podem utilizar-se como indicadores do
potencial transmembranar das mitocondrias. Este catido ndo é toxico nas condicbes
experimentais utilizadas, ndo é metabolizado e a sua presenga ndo influencia o AW (Santos,
2002).

Durante a energizacdo mitocondrial em solugbes contendo TPP’, este ido é
transferido electroforeticamente para o interior do organito em virtude da hiperpolarizagdo
da membrana interna. Assim, o TPP* difunde-se passivamente através da membrana (Figura

2.6) e, em equilibrio, distribui-se de acordo com a equagdo de Nernst:

A¥ (MV) = 2.3 RT/ZF)I0g (Cex/Cint)

Considerando que 2.3 RT/ZF = 60, para T = 25°C; e em que Z é a valéncia do ido (Z=1no

caso do TPP") temos:

AY =60 log (Cext/Cint) ()

Cint € a concentracdo de TPP* no interior da mitocondria e Cey € a concentragéo de
TPP* no meio.

Com a equacdo de Nernst calculamos AW, sabendo Cey; € Cint. Para o calculo de Cext
necessitamos do volume do meio de reaccdo e da concentracdo de TPP™ que nele
colocamos e que ndo foi tomado pelas mitocondrias; para Ciy € necessario saber a
quantidade de TPP* acumulado pelas mitocondrias e o volume intramitocondrial que foi
considerado 1,1 pl/mg de proteina mitocondrial (Kamo et al., 1979). A quantidade de TPP*
transferido electroforeticamente para o interior da mitocondria pode, portanto, determinar-

se através do eléctrodo de TPP™.

Calibracéo do eléctrodo de TPP”

1. Colocdmos na camara 1 ml de meio de reaccao;
2. Adiciondmos 1 pl de solucdo de TPPCI 1 mM (equivalente a adicionar 1 nmoles
de TPP™);
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Figura 2.6 — Esquema ilustrativo do principio em que se baseia a determinagdo do Ay mitocondrial,
por utilizacdo do ido TPP*(Baseado em Moreno, 1992).
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3. Ajustdmos a pena do registador numa das extremidades do papel, utilizando a
caixa compensadora de potencial ou o zero do registador (a velocidade do papel foi de 20
mm/minuto);

4. Adicionamos 1 pl de solugéo de TPP;

5. Repetiu-se a adi¢do de TPP™ anterior até se atingir o outro extremo da escala do

papel (Figura 2.7), ficando assim o eléctrodo calibrado.

Nas sessOes experimentais em que se efectuou a medigdo do potencial
transmembranar, desencadeou-se a reac¢do adicionando ao meio: 5 uM rotenona; 1 mg de
suspensdo mitocondrial; 5 mM substrato respiratorio (succinato); 1,5 mM ADP; varias
concentracdes de FDNB (reagente para grupos aminicos) utilizado imediatamente apos a
sua dissolucdo em DMSO ou utilizado uma semana depois.

Obtiveram-se registos do tipo do representado na Figura 2.7 e calculou-se entdo a
quantidade de TPP* acumulado utilizando a escala de calibracdo, enquanto que a

quantidade ndo acumulada foi calculada por diferenca, como veremos a seguir.
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Figura 2.7 — Registo polarogréfico tipico obtido com o eléctrodo de TPP+. As mitocOndrias (2 mg)
foram incubadas em 1 ml de meio de reaccdo, adicionou-se rotenona (5 uM) e o substrato succinato (5 mM);

foi feita uma primeira adicdo de ADP (50 mM) que despolarizou as mitocdndrias e apds a repolarizacéo fez-
se uma segunda adi¢do de ADP (150 mM).

52



Materiais e métodos

Determinacdo do potencial eléctrico (AW)

1. Célculo da concentracdo de TPP' no interior da mitocondria ([TPP*]int.) (tendo

em conta os volumes utilizados) (Figura 2.7):

33 divisdes do papel— 1 nmol TPP" (adicionado)
24 divisBes do papel —>X —> 0,73 nmol TPP"

(correspondente ao TPP* que entrou numa adigao de 1 nmol)

6 nmol + 0,73 nmol = 6,73 nmol de TPP* no interior

1 mg proteina mitocondrial corresponde a 1,1 ul (volume intramitocondrial)
6,73 nmol de TPP* em 2,2ul de volume intramitocondrial

3,06 nmol de TPP* em 1 pl de volume intramitocondrial

Ent&o temos:

3,06 mmol por litro, ou seja, [TPP*] (int) = 3060 uM

2. Calculo da concentragdo de TPP* no exterior da mitocondria:

A 8 nmol de TPP" (total adicionado) subtraem-se 6,73 nmol (TPP* no interior) e

obtém-se 1,27 nmol (TPP" no exterior)

Entdo temos:
1,27 umol/1 litro, ou seja, [ TPP* 1= 1,27 uM

3. Aplicando a equacdo de Nernst (a) calculou-se o potencial desenvolvido pelas

mitocondrias que no caso do registo da Figura 2.7 é o seguinte:

Ay =60 log 1,27 uM /3060 uM, ou seja, Ay =-203 mV
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Através deste processo pudemos calcular o potencial de membrana em qualquer
ponto dos nossos registos. No registo da Figura 2.7 determinou-se, por exemplo, 0
potencial atingido por fosforilacdo oxidativa quando se adicionou ADP (50 nmol) ou ADP
(150 nmol), em que os valores obtidos foram de —189 mV e -180 mV, respectivamente.

Na rotina, o potencial eléctrico transmembranar foi determinado a partir da seguinte
equacéo (a 25 °C), assumindo que a distribuicdo do TPP* entre a mitocondria e 0 meio

respeita a equacdo de Nernst, como anteriormente descrito (Kamo et al., 1979):

AY (mV) = 59log(v/V) — 59log(10°5*°-1)

em que v, V e AE significam volume mitocondrial, volume do meio de incubacéo e a
defleccdo do potencial do eléctrodo a partir da linha de base, respectivamente (Santos,
2002). A escala utilizada foi de 28 mV (20 mm no papel correspondem a 28 mV).

N&o foram realizadas correccBes relativas a contribuicdo da ligacdo “passiva” do
TPP™ as membranas mitocondriais porque o proposito do nosso estudo foi o de avaliar as
alteracdes relativas do potencial e ndo os seus valores absolutos. Os calculos do potencial
transmembranar basearam-se num volume da matriz de 1,1 pl/mg proteina (Kamo et al.,
1979).

2.3 — Estabilidade temporal do aminoreagente fluorodinitrobenzeno
em solucéo

O efeito do FDNB na fosforilagdo oxidativa foi observado tanto ao nivel da sua
acgdo sobre o consumo de oxigénio, como ao nivel da sua accdo na alteracdo do potencial

membranar.

Para dissolver o FDNB utilizou-se dimetil sulfoxido (DMSO) a 99,9%. Foram

preparadas solugdes na concentracdo de 200 mM de FDNB, as quais foram utilizadas nos
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ensaios mitocondriais apds varios intervalos de tempo: 1 minuto, 2 horas, 19 horas, 2 dias,

6 dias e 8 dias. Este farmaco foi adquirido de Sigma.

Como os efeitos do FDNB na bioenergética mitocondrial diferiam na sua esséncia
conforme o tempo decorrido ap6s a sua preparacdo, procuramos verificar se 0 composto,
dissolvido em DMSO, se mantinha estavel ou se sofria alteracdo quimica ao longo do

tempo.

Andlise de alteragdes por espectrofotometria de absorcéo optica

A deteccdo duma gradual alteracdo quimica do FDNB em solucdo de
dimetilsulfoxido foi efectuada mediante a anélise dos espectros de absorcao optica obtidos
em varios intervalos de tempo ap6s a sua preparagdo. A identificacdo do produto de
alteracdo, como sendo dinitrofenol (DNP), foi confirmada por compara¢do com 0 espectro
do composto dinitrofenol dissolvido em DMSO. Os espectros foram obtidos de solucdes
com a concentracdo de 100 mM tanto para o0 FDNB como para o DNP. O espectro do
DMSO foi obtido para uma solucdo a 100% do referido composto. Foi utilizado um
espectrofotometro JASCO V-560, tendo-se vertido cada solucdo para cuvetes de quartzo.
Os espectros de absorcao foram obtidos na gama de comprimentos de onda de 380 a 520

nm.

55



RESULTADOS




Resultados

3. RESULTADOS

3.1 - Efeito do fluorodinitrobenzeno na actividade bioenergética

mitocondrial

3.1.1 - Alteracgdo na actividade respiratoria

Neste estudo investigdmos a accdo do FDNB ao nivel da actividade respiratoria
mitocondrial, reflectida na alteragdo do consumo de oxigénio em presenca de Varios

substratos metabodlicos.

3.1.1.1 - Sensibilidade do complexo | ao FDNB

O registo polarogréfico do consumo de oxigénio da Figura 3.1-A ilustra o efeito de
diferentes concentracdes de FDNB no consumo de oxigénio, resultante do transporte de
electrdes fornecidos pelo substrato glutamato/malato ao nivel do complexo I. O forte
estimulo no consumo de oxigénio provocado pela adicdo de ADP (estado 3), revelou bom
acoplamento oxidacdo/fosforilagdo. Na presenca de FDNB, posto a reagir com as
mitocondrias durante um minuto, verificou-se uma inibicdo significativa do estado
respiratdrio 3 induzido por ADP. De facto, o consumo de oxigénio diminuiu segundo um
processo dependente da concentracdo de FDNB, isto é, o efeito do farmaco, visivel a 0,05
mM, foi crescendo até uma inibicdo completa a cerca de 0,75 mM. De modo semelhante, o
estado 4, que consiste na respiragdo da mitocdndria apés a sintese de ATP, foi também
inibido para concentragdes de FDNB superiores a 0,05 mM. No sentido de verificar se 0
transporte de electrdes ao longo da cadeia respiratdria mitocondrial é realmente afectado
pela sonda FDNB, adicionou-se o desacoplador FCCP que liberta o processo oxidativo na
cadeia respiratoria mitocondrial do controlo restritivo do processo fosforilativo. Nestas

condicbes, o efeito inibitério, provocado pelo FDNB no consumo de oxigénio pela
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mitocondria, foi visivel para a concentracdo de 0,05 mM de FDNB, tornando-se drastico
(inibicdo total) para concentracGes da sonda superiores a 0,75 mM. Estes resultados
indicam que a cadeia respiratdria mitocondrial é directamente afectada pelo aminoreagente
FDNB, visto que, mesmo em desacoplamento, o consumo de oxigénio foi inibido. No
entanto, esta experiéncia ndo revela o local de accdo do FDNB na cadeia respiratéria, uma
vez que estamos a observar o efeito da sonda reflectido na Gltima etapa do transporte de

electrbes (reducdo do oxigénio com consequente formagdo de agua).

0,75
1
1,5
—FCCP
KCN —
asc/TMPD —
_— JU)P
FDNB
(1 mM)
T — FDNB
1 min
1
22,3 nmol O,
|
glut/mal —
1"\ B

Figura 3.1 — Accdo do FDNB no consumo de oxigénio por mitocdndrias de figado de rato postas a
respirar na presenca de substratos respiratérios fornecedores de electrdes ao complexo I. As mitocéndrias (1
mg) foram incubadas na presenca e na auséncia do FDNB em 1420 ul de meio constituido por sacarose 130
mM, KCI 60 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2 mM, MgCl, 2 mM, a 25 °C. Os substratos adicionados
a cadeia respiratoria foram glutamato mais malato (10 mM) (A) e NADH (2 mM) (B). Em A, a fosforilacdo
oxidativa foi estimulada por ADP em excesso (1,5 mM) e em cada experiéncia, foi adicionado FDNB
(utilizado imediatamente apés a sua dissolu¢cdo em DMSO) nas concentragdes indicadas junto aos registos
respiratorios. No final cada experiéncia foi adicionado FCCP (1,5 uM). Em B, as mitocondrias foram
incubadas em Triton X-100 (0,02%) ou foram sujeitas a choque osmético a fim de romper a membrana

mitocondrial de modo a permitir a entrada do substrato NADH; foi utilizado cianeto (2 mM) para inibir o
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complexo 1V apds a sua estimulagdo com ascorbato (5 mM) mais TMPD (0,25 mM). Os registos representam

resultados tipicos de 2 a 3 ensaios.

Foram também realizadas experiéncias em que NADH exogeno foi utilizado como
fornecedor de electrbes ao nivel do complexo | (Figura 3.1 — B). A adicdo de FDNB (1
mM) provocou inibi¢cdo no consumo de oxigénio em aproximadamente 99% relativamente
ao consumo observado na auséncia da sonda. O restabelecimento respiratorio (consumo de
oxigénio) foi observado mediante a adi¢do de substrato respiratorio, ascorbato, fornecedor
de electrGes ao nivel do complexo IV, cuja actividade foi inibida posteriormente pela
adicdo de cianeto de potassio (KCN). Os resultados indicam que os possiveis locais de
actuacdo do FDNB na cadeia respiratdria se encontram situados anteriormente ao complexo
IV, uma vez que este se revelou insensivel ao aminoreagente FDNB.

A quantificacdo dos efeitos inibitorios observados na figura 3.1-A estd expressa na
Tabela 3.1 e representada na Figura 3.2.

Podemos observar que a velocidade de consumo de oxigénio na situacdo de
ocorréncia de fosforilagdo oxidativa (estado 3) € significativamente inibida
(aproximadamente 47%) para baixas concentracdes (0,05 mM) de FDNB, atingindo 100%
de inibicdo para concentracbes superiores a 0,5 mM. Por outro lado, em condi¢Ges de
desacoplamento mitocondrial (presenca de FCCP) em que o processo oxidativo ndo é
condicionado pelo processo fosforilativo, a velocidade de consumo de oxigenio é também
drasticamente inibida a partir de concentragdes de FDNB superiores a 0,05 mM, o que
indica que a cadeia respiratéria estd a ser directamente afectada pelo aminoreagente; no
entanto, para 0,25 e 0,5 mM de FDNB, é visivel uma maior inibicdo da velocidade de
consumo de oxigénio no estado 3 relativamente a observada em condi¢bes de
desacoplamento (presenca de FCCP), sugerindo que, além da cadeia respiratoria, também a
ATP sintase parece ser inibida pelo FDNB utilizado em concentragdes superiores a 0,25
mM. A fraca visibilidade do efeito da sonda na ATP sintase deve-se a grande sensibilidade
da cadeia respiratoria ao FDNB.

O discernimento da sensibilidade do complexo | ao FDNB foi possivel apds o
estudo do comportamento dos outros complexos respiratérios relativamente a sonda, como

se descreve seguidamente.
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Na tentativa de identificar a sensibilidade dos varios complexos respiratorios ao
FDNB, fizeram-se experiéncias utilizando substratos respiratorios fornecedores de electrdes

ao nivel dos complexos Il e 1V.

Tabela 3.1 — Efeito do FDNB na actividade bioenergética de mitocondrias isoladas de figado de
rato postas a respirar na presenca de substratos dadores de electrdes ao complexo I. Os dados
constantes na tabela referem-se aos resultados obtidos nas experiéncias da Figura 3.1-A. Os valores

indicados representam a percentagem de inibicdo no consumo de oxigénio relativamente ao controlo.

[FDNB] Estado 3 Presenca de
(mM) FCCP
(% de inibicdo) (% de inibigdo)
0 (controlo) 0 0
0,05 47 47
0,1 56 56
0,25 87 84
0,5 100 93
0,75 100 100
1 100 100
15 100 100

59



Resultados

Consumo de oxigénio
(% de inibicdo)

0O 005 01 025 05 1 15
[FDNB] (mM)

|—<->—Est. Resp. 3 —=— Pres. FCCP |

Figura 3.2 — Efeito de diferentes concentracdes de FDNB no consumo de oxigénio por mitocondrias
isoladas de figado de rato, respirando em condi¢des de acoplamento e desacoplamento (presenca de FCCP).

Os valores utilizados na elaboragcdo do grafico foram obtidos das experiéncias cujos resultados estdo

expressos na Tabela 3.1.

3.1.1.2 - Sensibilidade do complexo 11 ao FDNB

A Figura 3.3 mostra a respiracdo mitocondrial suportada pelo substrato succinato,
dador de electrdes ao nivel do complexo IlI. A quantificacdo dos efeitos do FDNB na
actividade respiratéria observada nestas condicdes esta expressa na Tabela 3.2 e
representada na Figura 3.4. A estimulagdo da respiracdo, obtida com a adigdo de ADP ap06s
incubacdo com FDNB, foi reduzida relativamente ao controlo, numa percentagem
dependente da concentracdo da sonda. A inibicdo foi mais forte na presenca de FDNB em
concentracdes superiores a 0,5 mM. Além da sensibilidade respiratoria no estado 3, foi
também observado que a sonda inibiu significativamente o estado 4.

Como a adicdo de FCCP ndo levantou a inibi¢do provocada pela presenca de FDNB
(1 e 1,5 mM), podemos concluir que a maquinaria oxidativa é sensivel a FDNB, embora
alguma sensibilidade da maquinaria fosforilativa também pareca visivel para as
concentracdes de 0,2 e 0,5 mM de FDNB. De facto, nestas condicfes, o estado 3 é mais

fortemente inibido pela sonda relativamente ao estado 4 (Tabela 3.2).
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Figura 3.3 — Accdo de vérias concentracdes de FDNB no consumo de oxigénio por mitocondrias de
figado de rato. As mitocdndrias (1 mg) foram incubadas na presenca e na auséncia de FDNB em 1420 pl de
meio constituido por sacarose 130 mM, KCI 60 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO4 2 mM, MgCl, 2 mM,
a 25 °C. O complexo I foi inibido com rotenona (5 nM). Adicionou-se succinato (5 mM), ADP em excesso
(1,5 mM), FDNB nas concentragdes indicadas junto aos registos. FCCP (1,5 mM) foi adicionado em alguns

ensaios como se indica. Os registos representam uma experiéncia tipica ensaiada 4 vezes.
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Tabela 3.2 — Efeito do FDNB na respiracdo de mitocondrias de figado de rato suportada por
succinato. Os valores expressos na tabela referem-se aos resultados obtidos nas experiéncias da Fig.

3.3, e representam a percentagem de inibigdo no consumo de oxigénio relativamente ao controlo.

FDNB Estado 3 Estado 4 Presenca de
(mM) FCCP
(% de inibigdo) (% de inibi¢do) (% de inibicéo)
0 (controlo) 0 0 0
0,2 12 0
0,5 46 29
1 75 80 75
1,5 88 100 90

Consumo de oxigénio
(% de inibigcéo)

-20 0] 0.2 0,5 1 15

[FDNB] (mM)

—O—Est. Resp. 3 —&—Est. Resp. 4 |

Figura 3.4 — Efeito do FDNB na respiracdo de mitocondrias de figado de rato, suportada por
succinato. O FDNB foi adicionado em vérias concentragfes a mitocondrias isoladas de figado de rato
postas a respirar nos estados 3 e 4, nas condicOes referidas na legenda da Figura 3.3. Os valores

utilizados na elaboragdo do gréafico sdo os expressos na Tabela 3.2.
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A fim de discernir o local de ac¢do do FDNB, ao nivel do complexo Il, utilizdamos
fenazinametassulfato (Figura 3.5) que recebe os electrdes do complexo Il, transferindo-os
directamente para o oxigénio, isto €, os electrbes sdo desviados do seu percurso normal
atraves do complexo Ill, citocromo ¢ e complexo 1V, ficando assim a actividade do
complexo Il isolada dos restantes componentes da cadeia respiratoria. Nestas condices,
verificou-se inibicdo do consumo de oxigénio apds a adicdo de FDNB nas varias
concentracdes utilizadas (0,5-2 mM). As percentagens de inibicdo estdo expressas na
Tabela 3.3.

Estes resultados mostram que o FDNB actua directamente no complexo Il, embora a
sensibilidade a sonda (> 0,5 mM) seja menor do que a observada (> 0,05 mM) nas

experiéncias em que os electrdes sdo fornecidos ao nivel do complexo I.
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PMS

— FDNB

22,3 nmol O,
—

antimicina

succinato

Figura 3.5 - Acc¢do de varias concentracfes de FDNB no consumo de oxigénio por mitocondrias
isoladas de figado de rato. As mitocondrias (1 mg) foram incubadas na presenca e na auséncia de FDNB em
1420 pl de meio constituido por sacarose 130 mM, KCI 60 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2 mM,
MgCl, 2 mM, a 25 °C. A actividade do complexo Il foi isolada mediante a utilizacdo de fenazinametasulfato
(PMS) na presenca de rotenona (5 uM), antimicina A (0,1 pg) e cianeto — KCN (2 mM). Estimulou-se o
complexo Il com succinato (5 mM), adicionou-se 1 mM de PMS e FDNB nas concentragfes indicadas junto

aos registos. A figura representa registos tipicos repetidos em 2 a 3 ensaios.
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Tabela 3.3 — Efeito de varias concentragdes de FDNB na respiracdo de mitocdndrias de figado de
rato, suportada por succinato. A actividade do complexo Il foi isolada da actividade dos restantes complexos
conforme descrito na legenda da Figura 3.5. Os valores indicados na segunda coluna, representam a inibicdo

no consumo de oxigénio relativamente ao controlo.

FDNB Presenca de
(mM) PMS
(% inibicéo)
0 (controlo) 0
0,5 40
1 67
1,5 72
2 73

3.1.1.3 - Sensibilidade do complexo 1V ao FDNB

Quando a respiracdo das mitocondrias envolve apenas o complexo 1V, o gradiente
electroquimico é pequeno, uma vez que a transferéncia de electrdes s6 neste nivel implica
uma reduzida passagem de protdes para o0 espago intermembranar. Por isso, a estimulacéo
do consumo de oxigénio verificada com a adicdo de ADP (Figura 3.6), foi baixa
relativamente a observada quando o fluxo de electrGes envolve toda a extensdo da cadeia
respiratoria.

Na respiracdo mitocondrial envolvendo apenas o complexo IV, a incubacdo das
mitocondrias com FDNB (0,5 mM) nédo alterou a velocidade respiratoria no estado 4,
enquanto que no estado 3 (adicdo de ADP) a respiracdo foi inibida cerca de 60%, (Tabela
3.4). Na presenca de FDNB em concentragdes de 1 e 1,5 mM, o estado 3 foi 100% inibido,
enquanto que o estado respiratorio 4, ndo sofreu inibicdo (Figura 3.7, Tabela 3.4). A adicdo

de um inibidor do complexo IV, cianeto, provocou a inibigéo total do consumo de oxigénio
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Figura 3.6 — Acgdo de varias concentragdes de FDNB no consumo de oxigénio por mitocéndrias de
figado de rato postas a respirar na presenca de ascorbato. As mitocondrias (1 mg) foram incubadas em 1420 ul
de meio constituido por sacarose 130 mM, KCI 60 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2 mM, MgCl, 2
mM, a 25 °C. Adicionou-se ascorbato (5 mM) mais TMPD (0,25 mM), ADP (1,5 mM), FDNB e cianeto (2
mM), como indicado pelas setas; os valores numéricos adjacentes aos registos indicam a concentracdo de

FDNB em mM. Os registos representam uma experiéncia tipica de um conjunto de 3 ensaios.
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Tabela 3.4 — Efeito do FDNB na respiracdo mitocondrial suportada por ascorbato. Os valores
indicados representam a inibicdo por FDNB no consumo de oxigénio relativamente ao consumo verificado na

auséncia da sonda. As condi¢des experimentais sdo as indicadas na legenda da figura 3.6.

FDNB Estado 3 Estado 4
(mM) (% de inibicdo) (% de inibigao)
0,5 60 0
1 100 0
1,5 100 0
120
2 100
-% g 80 -
82 604
g3
2 § 40 1
S 20 -
0
0 05 1 15
[FDNB] (mM)

|—e—Est. Resp. 3 —=— Est. Resp. 4

Figura 3.7 — Efeito de diferentes concentragdes de FDNB na respiragdo de mitocondrias de figado de
rato suportada por ascorbato/TMPD. O gréafico expressa a inibicdo no consumo de oxigénio na presencga de

FDNB relativamente aos valores obtidos na auséncia de FDNB. As condi¢des experimentais sdo as referidas

na legenda da Figura 3.6.
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(Figura 3.6), indicando que este estava funcional na presenga de qualquer das
concentracdes de FDNB utilizadas. Podemos assim concluir que o complexo IV é

insensivel ao aminoreagente FDNB.

Como o complexo IV ndo foi afectado pela sonda, a falta de estimulacdo da
respiracdo pelo ADP dever-se-4 provavelmente a um efeito inibitorio do FDNB na ATP
sintase, impedindo assim a fosforilagdo oxidativa. No entanto, a inibicdo total do estado 3
para 1,5 mM de FDNB parece ser essencialmente devida a um certo desacoplamento da
mitocondria uma vez que, para altas concentracbes de FDNB, o consumo de oxigénio ja é

elevado mesmo na auséncia de ADP.

3.1.1.4 - Efeito do FDNB na actividade sequencial dos complexos

respiratorios I, 11 e IV

A Figura 3.8 mostra o efeito do FDNB na respiracdo mitocondrial suportada
sucessivamente por glutamato/malato, succinato e ascorbato.

O FDNB (0,25 mM) provocou uma inibicdo no consumo de oxigénio de 42%,
relativamente ao verificado apos a estimulacdo com glutamato/malato. A posterior adi¢do
de ADP estimulou ligeiramente, mas logo ao fim de 45 segundos verificou-se um forte
decréscimo no consumo de oxigenio. A adicdo de FCCP ndo inverteu esta tendéncia,
indicando que o complexo | foi bastante inibido por aquela concentracdo de FDNB. No
entanto, ao fornecermos succinato a reac¢do, houve estimulagdo do consumo de oxigénio, o
que indica que o complexo Il ainda estava funcional. Mas uma nova adicdo de FDNB (1
mM) diminuiu este consumo em cerca de 60%, mostrando que, relativamente ao complexo
I, o complexo Il necessita de uma maior concentracdo da sonda para ser inibido. Ao
adicionarmos ascorbato/TMPD, o estimulo no consumo de oxigénio foi elevado, sendo
depois inibido por cianeto, 0 que mostra que o complexo IV ndo estava afectado pela
sonda, apesar de j& se encontrar no meio, somadas as duas adi¢des, uma concentracao de
1,25 mM de FDNB. Deste modo, para a concentracdo de FDNB (0,25 mM) o complexo |
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— as¢/TMPD

succinato —

FCCP —

1 min
1
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—_—
(025 mM) ~—
glut/mal —
Figura 3.8 — Efeito do FDNB na actividade sequencial dos complexos respiratoérios I, 1l e IV. As

mitocondrias (1 mg) foram incubadas em 1420 ul de meio constituido por sacarose 130 mM, KCI 60 mM,
HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO4 2 mM, MgCl, 2 mM, a 25 °C. Adicionou-se glutamato/malato (10 mM),
FDNB (0,25 mM), ADP (1,5 mM), FCCP (1,5 mM), succinato (5 mM), uma nova adi¢cdo de FDNB (1mM),
ascorbato (5 mM) mais TMPD (0,25 mM) e cianeto (2 mM), como indicado pelas setas. Os registos

representam uma experiéncia tipica repetida duas vezes.
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foi o mais sensivel a accdo do FDNB, enquanto que o complexo Il mostrou menor
sensibilidade ao FDNB (inibicdo para 1 mM), e o complexo IV se mostrou insensivel, tal

como ja tinhamos observado na experiéncia da Figura 3.1 —-B.

3.1.1.5 - Interferéncia do ADP na accdo inibitéria do FDNB na

respiracdo de mitocondrias de figado de rato

No decurso dos trabalhos experimentais, alguns resultados foram sugerindo que o
ADP, per se, influencia a accdo do FDNB. Para verificar esta constatagdo, procedemos a
experiéncias cujos resultados se observam na Figura 3.9. Neste caso, a ac¢do da sonda foi
estudada em mitocdndrias desacopladas pela adicdo de FCCP, de modo a eliminar o
processo fosforilativo. Sem limite de controlo respiratorio, 0 consumo de oxigénio por
mitocondrias respirando na presenca de succinato foi de 96 nmol de O, por minuto
(controlo).

Noutra experiéncia adicionamos também FDNB (1 mM) e, 1,5 minutos depois, 0
consumo de oxigénio foi inibido em 58% relativamente ao controlo.

Repetindo a experiéncia, mas desta vez adicionando ADP, verificamos que,
passados também 1,5 minutos apds a adicdo de FDNB, o consumo de oxigénio foi inibido
em 79% relativamente ao controlo (Figura 3.9). Estes resultados sugerem que o efeito
inibitério do FDNB, na cadeia respiratdria, aumentou na presenca de ADP, indicando que
este nucledtido, per se, facilita a interaccdo da sonda com os componentes aminicos da

membrana.
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22,3 nmol O,
! | succinato —

Figura 3.9 — Interferéncia de ADP na accdo inibitéria do FDNB na actividade respiratoria
mitocondrial. As mitocéndrias (1 mg) foram incubadas em 1420 ul de meio constituido por sacarose 130 mM,
KCI 60 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2 mM, MgCl, 2 mM, a 25 °C. O complexo | foi inibido com
rotenona (5 uM). O complexo Il foi estimulado com succinato (5 mM). As reac¢des decorreram na presenca
e na auséncia de ADP (1,5 mM) e FDNB (1 mM) conforme indicado no registo. A fosforilagdo oxidativa foi
desacoplada com FCCP (1,5 mM) em todas as experiéncias. Os registos representam experiéncias tipicas

ensaiadas 4 vezes.
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3.1.2 — Alteracdo no potencial da membrana induzida por FDNB

Os resultados obtidos pela medicdo do consumo de oxigénio, foram confirmados
pela medicdo do potencial membranar. A Figura 3.10 mostra o desenvolvimento do Ay
ap0s energizacdo por succinato que atingiu -189 mV. Com a adi¢cdo de ADP, o potencial
desceu para -158.8 mV (a entrada de protdes na matriz mitocondrial em simultdneo com o
ADP dissipou o gradiente) e ao fim de cerca de 1 minuto, voltou a ser recuperado (a
fosforilacdo do ADP estimulou a cadeia respiratdria, repondo-se o potencial). Fez-se um
controlo com DMSO, assegurando-se assim que este solvente do FDNB néo interfere nas
alteracdes do potencial.

Utilizaram-se solucbes de FDNB preparadas no momento da utilizacdo e em
diferentes concentracées (0,25mM, 0,5 mM e 1,5 mM). Em todos os casos se verificou um
declinio no potencial ap6s a adi¢do da sonda (Figura 3.10); ao fim de 1 minuto observou-se
que essa descida atingiu valores diferentes consoante a concentracdo de FDNB: -184 mV
para 0,25 mM, -166 para 0,5 mM e -119 mV para 1,5 mM de FDNB, isto &, a descida no
potencial foi-se acentuando com o aumento da concentracdo da sonda. O potencial ndo foi
reposto em qualquer das trés experiéncias em que foi adicionada a solucdo de FDNB
preparada no momento da utilizacdo, o que sugere que o efeito da sonda foi irreversivel
mostrando, nestas condicfes (presenca de succinato), uma sensibilidade a sonda que requer
concentracdes superiores a 0,25 mM. Na presenca de FDNB 0,25 mM, apesar do Ay ter
descido, o seu valor foi relativamente alto, mostrando que aquela concentracdo ndo foi
suficiente para provocar uma grande inibicdo. Na presenca de FDNB 1,5 mM, a descida do
potencial foi drastica, mostrando que, para esta concentragdo, 0 sistema bioenergético foi
muito sensivel. Os resultados mostram que o FDNB teve um efeito inibitério no
desenvolvimento do potencial mais rapido e drastico para concentracdes altas (0,5 e 1,5
mM).
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Figura 3.10 — Efeito de FDNB no potencial transmembranar mitocondrial. As solu¢des de FDNB

foram preparadas no momento da sua utilizagdo experimental. O solvente DMSO foi adicionado no estado

puro.
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3.2 — Alteracao temporal da estabilidade da solu¢éo de FDNB

3.2.1 — Alteracdo na actividade respiratéria mitocondrial por FDNB

utilizado longos periodos apds a sua dissolucdo em dimetilsulfoxido

Em certas experiéncias, verificamos que o FDNB, quando utilizado longos periodos
apos a sua dissolu¢do em DMSO, tinha efeitos estimulatérios em vez de efeitos inibitorios
no consumo de oxigénio por mitocdndrias isoladas de figado de rato.

A Figura 3.11-A mostra que, a adicdo de FDNB, cuja solucdo foi preparada com
uma semana de antecedéncia, em concentracdes baixas (5 uM-500 uM), estimulou
imediatamente o estado respiratério 4. Na presenca de solucdo de FDNB (5 uM), ainda se
observou resposta respiratdria a adicdo de ADP (estado respiratério 3), indicando a
existéncia de acoplamento fosforilagdo-oxidacdo. Contudo, na presenca de solugBes com
concentracdes superiores a 5 uM de FDNB e até 500 uM, o estimulo no consumo de
oxigénio foi imediato e tdo elevado que a adicdo de ADP ndo alterou a velocidade
respiratoria anterior. Estes resultados mostram que a actividade da cadeia respiratoria foi
desacoplada do processo fosforilativo na presenca da sonda.

Com a adicao de solucdes de FDNB, preparadas alguns dias antes da sua utilizacao,
em concentracbes de 0,75 a 1,5 mM (Fig. 3.11-B), observou-se um decréscimo na
estimulacdo respiratoria relativamente a observada para as baixas concentracdes da solucao
armazenada de FDNB, enquanto que, na presencga de solu¢des armazenadas de FDNB (2
mM), j& ndo houve estimulacdo respiratoria no estado 4. Alem disso, a posterior adi¢do de
ADP n&o provocou alteracao significativa no consumo de oxigénio, sugerindo que, nestas

condicdes, ambos os sistemas, fosforilacdo e oxidac¢do ndo estéo funcionais.
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Figura 3.11 — Efeito do FDNB na actividade respiratéria mitocondrial suportada por succinato. As
mitocdndrias (1 mg) foram incubadas em solucGes preparadas com FDNB oito dias antes da sua utilizacdo. As
concentracdes em FDNB indicadas junto aos registos estdo em uM (A) e em mM (B). A segunda adicdo de
ADP foi efectuada em todas as experiéncias representadas. Os registos sdo representativos de 3-4 experiéncias

diferentes.
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Estes resultados mostram que solucdes de FDNB, preparadas alguns dias antes da
sua utilizacdo, tém um efeito desacoplador na actividade respiratoria mitocondrial que
atinge um méaximo para concentracfes de aproximadamente 60 puM, acima das quais a
estimulacdo do consumo de oxigénio diminui, provavelmente devido a uma ac¢do na cadeia

respiratoria que se sobrepde a sua accdo desacopladora (Figura 3.12).

100

80 A

60 -

40 -

(nmol/min)

20 A

0 ) 1 1 1 1 1 1 ! ! ! >

0O 0,01 0,02 0,06 0,23 0,25 05 0,75 1 1,5 2
[FDNB] (mM)

Velocidade de consumo de O2

Figura 3.12 — Efeito de solugdo de FDNB utilizada oito dias ap6s a sua preparagdo em DMSO na
respiracdo mitocondrial suportada por succinato. Os valores indicam a velocidade de consumo de oxigénio em

fungdo da concentragdo da solucéo e referem-se aos resultados obtidos nos registos da Figura 3.11.

Para confirmar o efeito de solugdes de FDNB preparadas alguns dias antes da sua
utilizacdo, nos complexos da cadeia respiratoria, provocou-se o desacoplamento entre a
oxidacdo e a fosforilagdo com FCCP (Fig. 3.13). Depois adicionou-se a solucdo de FDNB
(1,5 mM), preparada ha oito dias, a qual inibiu completamente o consumo de oxigénio,
suportado pelo substrato glutamato/malato. Na presenga de succinato, houve novamente

consumo de oxigénio, de acordo com o ja verificado no registo da Figura 3.11-B, mas ndo
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foi atingida a velocidade registada anteriormente, aquando da adi¢cdo de FCCP (Figura
3.13). Estes resultados mostram que a solucdo de FDNB armazenada, em concentragdo
elevada (1,5 mM), tem uma accao que se reflecte na inibicdo da actividade dos complexos

respiratorios, em que o complexo | se revelou particularmente sensivel.

— succinato
1 min .
___ FDNB (solugdo armazenada)
J (1,5 mM)

22,3 nmol O,

_

glut/mal —

Figura 3.13 — Efeito de solu¢bes de FDNB, preparadas alguns dias antes da sua utilizagdo, na
actividade respiratoria mitocondrial. As mitocdndrias (1 mg) foram incubadas em 1420 ul de meio constituido
por sacarose 130 mM, KCI 60 mM, HEPES 10 mM (pH 7,2), KH,PO, 2 mM, MgCl, 2 mM, a 25 °C. Foi
activado o complexo | com glutamato mais malato (10 mM) e o complexo Il com succinato (5 mM).
Adicionou-se ADP (1,5 mM), FDNB (1,5 mM) preparado oito dias antes da utilizacdo experimental e FCCP

(1,5 uM), como indicado pelas setas. Os registos representam uma experiéncia tipica ensaiada 3 vezes.
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3.2.2 - Alteracdo no potencial de membrana mitocondrial por solucdes

de FDNB utilizadas longos periodos apos a sua dissolu¢do em dimetilsulfoxido

Nas mesmas condigdes, procedemos a adicdo de solucbes de FDNB preparadas oito

dias antes da sua utilizagdo. A presenga de FDNB (30 uM) provocou uma diminuicdo de

potencial brusca (Figura 3.14), o que mostra que a droga teve uma ac¢do desacopladora na

cadeia respiratoria. No entanto, esta descida foi inferior a verificada na presenca de FDNB

(1,5 mM) (nas condigdes de utilizacdo imediata da solugdo de FDNB), indicando que o

complexo funcionou tentando repor o gradiente. Estes resultados sugerem que a ac¢do do

FDNB, nestas condi¢es, se situou ao nivel da membrana e ndo no complexo respiratdrio,

reflectindo-se no desacoplamento e consequentemente numa queda brusca do potencial.

=189 +
-188 +

-184 +

(mV)

Potencial transmembranar

-135 ¢

-119 +

-166+

-158 1

ADP

r\

— Succinato

e

1 min

FDNB armazenado
(30 uM)

Figura 3.14 - Efeito de FDNB (solugdo armazenada) no potencial transmembranar

mitocondrial. A solucdo de FDNB (30 uM) foi utilizada oito dias ap6s a sua preparagcdo em DMSO.

O registo com adi¢do de DMSO, para controlo, foi obtido com o solvente no estado puro.
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3.2.3 — Conversdo quimica do FDNB em dinitrofenol em funcéo do tempo
apos dissolucdo em dimetilsulfoxido

3.2.3.1. - Modificacéo gradual do espectro de absorc¢éo dptica

Dado observarmos que o FDNB apresentava efeitos diferentes em funcdo do tempo
decorrido desde a preparacdo da solugdo até a utilizacdo da mesma, procedemos a analise
dos espectros de absorcao dptica obtidos de solugdes preparadas em diferentes momentos.

Verificou-se que os espectros das varias solu¢des de FDNB utilizadas apresentaram
curvas diferentes (Figura 3.15), atingindo uma absor¢do maxima de aproximadamente 3 na
gama de comprimentos de onda até 475 nm para a solucdo preparada had mais tempo (8
dias). As solugdes preparadas desde ha seis dias até ha 1 minuto, apresentaram a mesma
absorcdo, mas para comprimentos de onda cada vez menores, respectivamente desde cerca
de 450 nm até cerca de 410 nm. Este resultado é sugestivo de possiveis alteragcGes quimicas
do composto uma vez em solugdo, que aqui se traduziram em diferentes espectros de
absorcdo. O solvente DMSO apresentou zero de absorvancia (Fig. 3.15) para qualquer
comprimento de onda, indicando ndo interferir no espectro do composto em estudo
(FDNB).

3.2.3.2. - ldentificacdo do composto resultante da reaccdo de
conversao

O FDNB, em concentracfes baixas e passado algum tempo depois de solubilizado,
exerceu um efeito semelhante a um desacoplador vulgar. Por isso, compardmos 0 espectro
de absorcdo Optica obtido da solugdo preparada com oito dias de antecedéncia com o
espectro de absorgdo Optica do desacoplador DNP (Fig. 3.16). Os valores da absorvéncia
foram 0s mesmos, para 0s mesmos comprimentos de onda (aproximadamente 3 a um
comprimento de onda de 475 nm), tanto para a solucdo preparada ha oito dias como para o

DNP também preparado em DMSO. Os resultados mostram uma identidade entre as
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solugbes, sugerindo que a solucdo de FDNB se converteu, com o tempo, numa solucdo de

DNP, de acordo com o efeito desacoplador observado.

Abs

0' % ¥ . t
380 400 450 500 520

Comp. de onda (nm)

Figura 3.15 — Espectros de absorcdo optica de solu¢des de FDNB (100 mM) preparadas em
diferentes intervalos de tempo antes da sua utilizacdo. A concentracdo de FDNB nas solugdes foi de 100 mM.
O espectro do DMSO foi obtido com a substancia no seu estado puro (100%).
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FDNB . —— ".
(8 dias) DNP I'|I
Abs
2 \
2+ \I
\
l‘ 5\
01 . + 1 0 + —
380 400 450 500 520 380 400 450 500 520
Comp. de onda (nm) Comp. de onda (nm)
A B

Figura 3.16 — Espectros de absorcao optica de uma solucéo de FDNB preparada oito dias antes da

obtencg&o do espectro (A) e de uma solugéo de dinitrofenol (DNP) (B). As solugdes foram preparadas com
DMSO como solvente e a concentragdo dos compostos em solugéo foi de 100 mM.
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4. DISCUSSAO

A modificacdo quimica de proteinas por varias sondas que a elas se ligam
covalentemente tem sido largamente utilizada para estabelecer a importancia funcional de
certos residuos de aminoacidos na actividade de enzimas pertencentes a varios sistemas
biologicos (Vale, 1976; Hadad et al., 1999). Neste trabalho utilizdamos o aminoreagente
fluorodinitrobenzeno (FDNB) como sonda para investigar a influéncia de grupos aminicos
na actividade dos complexos respiratorios mitocondriais.

A actividade respiratoria mitocondrial suportada pelos substratos glutamato/malato
revelou ser fortemente inibida por baixas concentracbes de FDNB (~0,05 mM) (Figura
3.1). Para esta concentragéo, o estado 3 foi inibido 47%, sendo a inibig&o total a partir de
0,5 mM de FDNB (Tabela 3.1). Como, na presenca do desacoplador, FCCP, a inibicdo
respiratoria se manteve sensivelmente com a mesma magnitude, concluimos que o0s
principais elementos afectados estdo na cadeia respiratoria. Contudo, um pequeno
acréscimo de inibicdo do estado 3 para 0,25 e 0,5 mM de FDNB, relativamente a inibicdo
observada na presenca de FCCP (Tabela 3.1), leva-nos a concluir que, no sistema acoplado,
uma inibicdo da ATP sintase pode também contribuir para o efeito global no estado 3.

Como, nestas experiéncias, 0s substratos respiratorios utilizados (glutamato/malato
ou NADH) implicam que toda a cadeia respiratoria seja activada, no sentido de transportar
os electrbes desde o complexo | até ao oxigénio, ndo podemos distinguir os locais afectados
pela sonda. Apenas constatamos uma alta sensibilidade ao FDNB (Figura 3.1).

A nivel do estado 4, ndo foi possivel obter, nestas condicoes, efeitos do FDNB no
consumo de oxigénio, uma vez que a velocidade respiratoria &, per se, ja bastante reduzida.
De facto, a quantidade de nucledtido (ATP) presente no meio no estado 4 pode fechar
canais libertadores de protdes, de modo que a mitocdndria fica mais acoplada, isto é, ha
menor dissipacdo de gradiente e, portanto, uma reduzida velocidade de consumo de
oxigénio que deixa de poder reflectir um posterior efeito inibitério do FDNB.

Fazendo experiéncias na presenca do substrato respiratério succinato (Figura 3.3)

que implica fornecimento de electrdes ao nivel do complexo I, verificAmos que 0 FDNB sé
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provoca fortes efeitos inibitorios na actividade respiratdria mitocondrial quando utilizado
em concentracgdes superiores a 0,5 mM. Neste caso, para 0,2 e 0,5 mM de FDNB, a inibicao
no estado 3 também se mostrou ligeiramente superior a inibicdo no estado 4 (Tabela 3.2),
tal como aconteceu com o substrato glutamato/malato. Isto confirma a hipdtese de que, no
sistema acoplado, a ATP sintase também esté afectada pelo FDNB, de modo a contribuir
para uma maior reducdo da velocidade de consumo de oxigénio.

Por outro lado, a adicdo de FCCP em certos ensaios (1 e 1,5 mM de FDNB) néo
levantou a inibicdo do FDNB na actividade respiratéria (Figura 3.3) sugerindo que 0s
componentes da cadeia respiratéria, posteriores ao complexo | sdo afectados pela sonda,
embora com uma sensibilidade menor (~0,5 mM de FDNB) do que a observada (~0,05 mM
de FDNB) quando o complexo | estava incluido no transporte de electrées.

Utilizando fenazinametasulfato para promover o desvio dos electrbes vindos do
complexo Il directamente para o oxigénio (Figura 3.5), verificamos que o consumo de
oxigénio foi significativamente inibido para concentracdes de FDNB superiores a 0,5 mM,
embora, neste caso, a inibicdo seja um pouco menor do que a observada quando o0s
electrdes fornecidos pelo succinato sdo transportados para o oxigenio através dos
componentes da cadeia respiratdria, complexo 11l e complexo IV (Tabela 3.3). Isto sugere
que qualquer destes complexos também pode ser afectado pela sonda, com sensibilidade
idéntica a do complexo II.

Ao investigar o efeito do FDNB ao nivel do complexo IV, o que foi possivel gracas
a utilizacdo do substrato ascorbato na presenca de TMPD, verificAmos que a actividade
respiratoria no estado 4 ndo foi inibida para qualquer concentracdo de FDNB testada (0,5, 1
e 1,5 mM). Por sua vez, no estado acoplado (estado 3), a respiracdo mostrou-se fortemente
inibida para a concentragdo de 0,5 mM de FDNB devido, provavelmente, a accdo da sonda
na ATP sintase.

Para concentragdes elevadas de FDNB (1,5 mM), o consumo de oxigénio foi
acelerado (Figura 3.6) devido a auséncia de inibicdo do complexo IV numa situacdo de
desacoplamento, em que a inibicdo da ATP sintase é invisivel devido ao facto da sua

funcdo fosforilativa ndo se exercer nestas condi¢des. Neste caso, a auséncia do estado 3
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(Tabela 3.4), deve-se ao desacoplamento induzido por alguma conversdo do FDNB em
dinitrofenol, identificado na Figura 3.16.

Nestas experiéncias podemos concluir claramente que a forte inibicdo do estado 3
em condicdes de perfeito acoplamento (0,5 mM) e insensibilidade do complexo IV a sonda,
se deve a uma accdo do FDNB na ATP sintase, de acordo com os resultados sugeridos nas
experiéncias descritas anteriormente (Tabela 3.1 e Tabela 3.4). Estes resultados apoiam a
accdo inibitoria de FDNB na subunidade  da F;-ATP sintase, observada anteriormente por
Andrews e Allison (1981) e Matsuno-Yagi e Hatefi (1984).

Considerando a diferente magnitude do efeito inibitério do FDNB no complexo |1
[analisado de forma dependente (Figura 3.3) ou independentemente (Figura 3.5) da cadeia
respiratoria], bem como a insensibilidade do complexo IV (Figura 3.6), podemos concluir
que o complexo Il também ¢é afectado pela sonda com sensibilidade idéntica ou pouco
menor que a do complexo 1.

Por sua vez, como em condic¢des de operatividade exclusiva dos complexos Il, 11l e
IV ndo encontramos sensibilidade elevada a sonda, podemos assumir que o complexo | € o
responsavel pela alta sensibilidade ao FDNB observada quando o transporte de electrdes
envolve toda a cadeia respiratoria.

A diferente sensibilidade dos complexos respiratdérios mitocondriais ao
aminoreagente FDNB foi confirmada por adicdo sequencial de diferentes substratos e
diferentes concentragfes de FDNB (Figura 3.8). Na presenca de glutamato/malato, a
inibicdo da actividade respiratdria por 0,25 mM de FDNB, nédo levantada por FCCP, foi
superada por adicdo de succinato, confirmando que a alta sensibilidade a sonda esta no
complexo I. Por sua vez, a actividade respiratoria suportada por succinato necessitou de
uma concentracdo maior de FDNB (1 mM) para ser inibida, sendo seguidamente levantada
por ascorbato.

Estes resultados indicam que a nivel dos complexos Il e 11, se verifica uma menor
sensibilidade a sonda, enquanto que o complexo IV se mostra completamente insensivel a
ela. A resposta ao inibidor cianeto mostrou que o complexo IV estava operativo na
presenca de 1,25 mM de FDNB.
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Em experiéncias realizadas na presenca do desacoplador FCCP, verificamos que a
accdo do FDNB na actividade da cadeia respiratoria € potenciada na presenca de ADP.
Provavelmente, este nucleétido facilita o acesso da sonda aos grupos aminicos reactivos
nos complexos respiratorios, de acordo com resultados anteriores obtidos a nivel de
membranas de reticulo sarcoplasmatico (Vale, 1981) reagindo com FDNB na presenca do
nucledtido ATP. Nestas condi¢des, poder-se-ia pensar que a maior inibigdo da actividade
respiratoria no estado 3 relativamente ao estado 4, poderia reflectir uma maior inibicdo da
cadeia respiratoria na presenca dos nucledtidos em vez de uma accdo a nivel da ATP
sintase. Contudo, a ac¢do inibitéria do FDNB no estado 3 de mitocondrias a respirar em
condicdes de insensibilidade da cadeia respiratoria (operatividade exclusiva do complexo
IV) leva-nos a concluir que a ATP sintase (complexo V) é, de facto, afectada por FDNB.
Contudo, resultados obtidos por Ting e Wang (1980) mostram que os nucle6tidos ADP e
ATP protegem a F;-ATPase da inactivacdo por FDNB, o que implica que na mitocondria
intacta, a sua sensibilidade (estado 3) ao FDNB ser4 menor do que a que se observaria na
auséncia dos nucledtidos (Ting e Wang, 1980).

Relativamente ao potencial eléctrico desenvolvido através da membrana interna da
mitocondria durante o transporte de electrdes ao longo da cadeia respiratdria, verificAmos
que este foi reduzido na presenca de FDNB. A reducdo do potencial foi gradual e mais ou
menos lenta conforme a concentragdo da sonda de acordo com os efeitos do FDNB na
actividade respiratoria. De facto, uma diminui¢do no transporte de electrbes implica uma
diminuicdo no efluxo de protdes e, consequentemente uma diminuicdo no potencial de
membrana.

Estas experiéncias mostram que grupos aminicos, provavelmente 0s grupos
aminicos ¢ de residuos de lisina, sdo importantes a nivel dos locais activos das enzimas
componentes dos complexos respiratorios mitocondriais. A diferente sensibilidade a sonda
deve reflectir uma diferente acessibilidade dos grupos aminicos ao aminoreagente FDNB.

No decurso deste trabalho verificamos que a utilizacdo de FDNB longos periodos
apos a sua dissolucdo em dimetilsulfoxido produzia efeitos opostos relativamente aos que
descrevemos, isto €, a actividade respiratdria era estimulada em vez de ser inibida. Este

efeito estimulatério observou-se para concentracbes muito baixas (~20uM), tendo-se
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verificado ser devido ao desacoplamento entre o processo oxidativo e fosforilativo. De
facto, nestas condi¢bes ndo havia resposta do consumo de oxigenio relativamente a adicao
de ADP (estado 3).

Esta accdo desacopladora aumentou com a concentracdo da sonda até cerca de 60
uM. Para além desta concentracdo, observou-se um efeito inibitorio (Figura 3.12), mas
sempre em mitocondrias desacopladas (Figura 3.11).

Estes resultados indicam que uma solucdo de FDNB armazenada implica uma
conversdo do composto aminoreagente num composto desacoplador. De facto, neste caso, 0
potencial foi drasticamente reduzido pela sonda (Figura 3.14) e, além disso, tal como outros
desacopladores, altas concentragfes induzem inibicdo do sistema, provavelmente devido,
ndo a uma reacg¢do da sonda com grupos aminicos, tal como vimos anteriormente, mas,

devido a perturbacg6es estruturais a nivel da membrana mitocondrial.

A hipétese de alteracdo do composto FDNB num composto desacoplador foi
confirmada através da andlise dos espectros de absorcéo Optica (Figura 3.15) que variaram
gradualmente ao longo do tempo até atingir uma forma unica, com espectro idéntico ao do
dinitrofenol.

Esta observacao revelou-se de grande utilidade pedagdgica para mostrar que o rigor

do meétodo cientifico implica um procedimento experimental cuidadoso para evitar o

aparecimento de resultados artificiais que ndo reflectem a realidade dos factos em estudo.

87



5 - CONCLUSOES

GERAILS



ConclusGes gerais

5. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho estudamos as alteracBes na bioenergética mitocondrial

associadas a presenca do aminoreagente FDNB.

* Os complexos respiratorios enzimaticos I, Il e Il sdo afectados pelo
FDNB, sendo o complexo | aquele que revela maior sensibilidade ao

aminoreagente.

* O complexo respiratorio IV é insensivel ao FDNB nas concentracfes

testadas.

* A presenca de ADP potencia a accdo do FDNB na cadeia respiratoria,

provocando uma diminui¢do mais rapida na taxa de consumo de oxigénio.

* O complexo V, ATP sintase, tambem revelou sensibilidade a sonda, sendo

inibido para concentragdes superiores a 0,2 mM.

* A solucdo de FDNB preparada em dimetilsulfoxido sofre alteracdo
quimica com o tempo, sendo convertida em dinitrofenol que actua como

desacoplador.
Assim, poderemos concluir que grupos aminicos situados no local catalitico sdo

importantes para a catélise efectuada pelos complexos I, 11, 11l e ATP sintase, uma

vez que a sua funcdo é inibida parcial ou totalmente, na presenca do FDNB.
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