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Resumo

A carbamazepina € dos farmacos mais prescritogtantento da epilepsia. Nos ultimos
anos diversos estudos tém demonstrado algunseseibnindarios deste farmaco, nomeadamente
hepatotoxicidade. Adicionalmente, as terapias cambamazepina estdo também associadas a
hiperhomocisteinémia e a doencas cardiovasculdlesentanto, 0S mecanismos responsaveis
por estes efeitos ndo estdo completamente eluddadieste trabalho estudamos os efeitos
toxicologicos da carbamazepina, homocisteina e bmtedna tiolactona, um derivado da
homocisteina potencialmente toxico, em mitocondi@s$igado e de coracdo de rato, no sentido
de esclarecer os disturbios hepéticos e cardiolassuobservados em doentes sujeitos a
terapéutica com carbamazepina

Nas concentracdes estudadas, a carbamazepina, iet@imzc e homocisteina tiolactona
ndo afectam os parametros da bioenergética de dniddas hepaticas. No entanto, os estudos
realizados no sentido de avaliar o efeito destatculas na inducdo da permeabilidade
transitéria mitocondrial dependente de?’Cdemonstram que a carbamazepina (20 nmol/mg
proteina), a homocisteina (1;2nol/mg proteina) e a homocisteina tiolactona @&ol/mg
proteina) tém capacidade para induzir a aberturgpato responsavel pela permeabilidade
transitoria mitocondrial. Estudos idénticos foraalizados em mitocondrias de coracdo de rato.
A semelhanca dos efeitos observados ao nivel dasdndrias hepaticas, os compostos em
estudo ndo afectam os parametros avaliados nadogeita mitocondrial. Contudo, ao nivel da
permeabilidade transitoria mitocondrial ndo paredemqualquer efeito indutor. Assim, os
resultados demonstram que estas moléculas térstéferentes nas mitocondrias de figado e
coracdo em termos de homeostase dd, @do afectando no entanto, os niveis energéticos.

No sentido de esclarecer os diferentes efeitosroddes ao nivel da permeabilidade
transitéria mitocondrial, avaliou-se ainda o ef@tointerac¢do da carbamazepina, homocisteina
e homocisteina tiolactona com bicamadas de fo#flolép No entanto, os estudos efectuados em
lipossomas de dipalmitoilfosfatidilcolina ndo deratvam que os diferentes efeitos observados
nos dois tipos de mitocondrias estejam relacionados a sua diferente composicdo
fosfolipidicas.

Em concluséo, a carbamazepina, a homocisteinamadisteina tiolactona, mostram ter
um efeito toOxico em mitocondrias hepaticas, o queepexplicar em parte, o efeito hepatotoxico

1



associado a CBZ. No entanto, as moléculas nédo grarexxercer qualquer toxicidade em
mitocondrias cardiacas, pelo que os efeitos aghuxia hiperhomocisteinémia induzida por
terapéuticas com este farmaco ndo parecem estaiorghdos com a disfuncdo deste organelo

nos cardiomiécitos.



Abstract

Carbamazepine is one of the most prescribed aiéiptic drugs. Recently, several
studies reported some side effects of this drugluting hepatotoxicity. Therapies with
carbamazepine are also associated with hyperhoteimgsia and cardiovascular disease.
However, the mechanisms underlying this conditiom oorly understood. In this work we
studied the mitochondrial toxicological effects afarbamazepine, homocysteine and
homocysteine-tiolactone, a potential toxic homoeys metabolic derivate, in attempt to explain
the hepatic and cardiovascular disturbs observedtients under carbamazepine therapy.

The used concentrations of carbamazepine, homaoegséend homocysteine-tiolactone
do not affect mitochondrial bioenergetics paransetdrrat liver mitochondria. However studies
in C&™-induced mitochondrial permeability transition derswated that carbamazepine (20
nmol/mg protein), homocysteine (1,2 pumol/mg proteand homocysteine-tiolactone (0,8
pmol/mg protein) stimulates the MPT pore openidgntical studies were performed in rat heart
mitochondria and the different compounds do notdffthe mitochondrial bioenergetics
parameters. Moreover, those compounds were nottaljeomote mitochondrial permeability
transition pore opening in contrast to the obserwedat liver mitochondria. Therefore, the
results show that these compounds affect in diftergays hepatic and heart mitochondria
inducing mitochondrial pore opening in liver but moheart mitochondria.

These findings demonstrate a differ@oxicological action of the compounds in liver
mitochondria, suggesting that their interactionhwithe permeability transition pore and their
distribution in mitochondrial membranes may beatint. In attempt to explain these different
effects in heart and liver rat mitochondria, weoalsitiate studies to evaluate the interaction of
the compounds with phospholipid bilayers. Howevethe studies made in
dipalmitoylphosphatidylcholine lipossomes do nobwhthat the different effects observed
between the two types of mitochondria have beeateél with their different phospholipid
composition.

In conclusion, carbamazepine, homocysteine and bgsteine-tiolactone demonstrate a
toxicological effect in liver mitochondria. Howevethis effect is not observed in cardiac

mitochondria. For this reason, the carbamazepineeragly and the associated



hyperhomocysteinemia may be involved in hepatottyi@although the cardiovascular effects

seem to be not related with toxicological effeatieéart mitochondria.
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Introducédo

1. A carbamazepina e a hiperhomocisteinémia

A carbamazepina (CBZ) € um dos farmaco antiepdéptmais utilizados no tratamento da
epilepsia, tendo-se mostrado bastante eficaz tanteanto da primeira linha de crises parciais
simples ou complexas, tdnico-cldnicas e ataquesrgkrados em crian¢as e adultos que sofrem
desta patologia (Al-Wailet al., 2006). A CBZ (Fig.1) é incluida na classe dos detos da
carboxamida e usada para tratar uma variedade ridicbes patologicas, desde a epilepsia a
espasmos musculares e nevralgias do trigémeo, fandmém prescrita como calmante do
sistema nervoso central devido as suas propriedmaesolinérgicas (Al-Wailiet al, 2006;
Staineset al, 2004).

Este farmaco é um composto heterociclico constitupbr 3 anéis, derivado do
iminostilbeno e possui um grupo carbamoil no anehtr@l, essencial para a sua accéo
antiepiléptica (Al-Wailiet al, 2006).

Fig. 1— Estrutura quimica da carbamazepina geradaspéiware ChemBioDraw Ultra 11.0.
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A carbamazepina induz a sua prépria metabolizagétw-{nducéo), que se inicia cerca de
vinte e quatro horas apos o inicio da terapia @@ptetada apds trés a cinco semanas de ter sido
terminado o tratamento. Porém, quando a terapéeétie@ompanhada por outros farmacos
antiepilépticos estes também poderao induzir onsetabolismo (hetero-inducédo) (Ahmed and
Siddiqi, 2006). A metabolizacdo da carbamazepicamplexa e tem sido amplamente estuda
em modelos humanos e animais, tendo sido iderddkamais de trinta metabolitos. Sendo
metabolizada maioritariamente no figado pelo coidowy P450 (CYP 3A4), o principal
metabolito farmacologicamente activo é a carbamaael0,11-epoxido. Este metabolito sofre
biotransformacgao dando origem ao derivado trans1t@ihidroxi-10,11-dihidrocarbamazepina e
ao respectivo glucoronido biologicamente inactive @ eliminado na urina (Fagioliret al.,
2006). Um dos metabolitos minoritarios da carbamiazeé o 2-hidroxi-carbamazepina. Este
pode ser metabolizado a iminoquinona que, devidseagotencial de reactividade, podera ser o
responsavel pelo aparecimento de reaccdes idiod8oas tais como, alteracbes a nivel
sanguineo, erupc¢des cutaneas e hepatite (Sttiaeés2004).

O mecanismo de accdo da CBZ ndo se encontra tot@nesclarecido e é atribuido a
inibicdo dos canais de sodio dependentes de vaitaggedendo reduzir o fluxo de célcio celular.
Desta forma € importante estudar a accdo desteepiléptico ao nivel dos mecanismos
mitocéndriais envolvidos na homeostase dé'CA carbamazepina é ainda um potenciador da
accao do GABA, que é o principal neurotransmissinitorio no cérebro e inibe a geracdo de
potenciais de accéo, tornando os episodios emitEpthenos provaveis (Landmarck, 2007).

As caracteristicas farmacocinéticas da CBZ sao g e influenciadas pela sua baixa
solubilidade em meio aquoso e pela capacidade dergar a sua conversdao hepatica em
metabolitos activos. A carbamazepina €é absorvidas@ucompletamente a partir da
administracdo oral, mas de forma relativamentealeabtendo-se concentracbes plasmaticas
maximas decorridas doze horas apos a toma de dagssinicas. As concentracdes plasmaticas
atingem um estado de equilibrio dindmico apés urdaas semanas, dependendo do nivel de
auto-inducédo, hetero-inducéo, posologia e duragidehpéutica. A semi-vida plasmatica da
CBZ é de aproximadamente trinta e seis horas ap@sdose oral Unica, enquanto que numa
terapéutica passa a ser de dezasseis a vinte @ dnoass, devido as suas propriedades auto-
indutoras. No caso de individuos a receber trateoneoncomitante com outros farmacos
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indutores de enzimas hepaticas, o tempo de semievitk nove a dez horas. A eliminacdo da-se
apos biotransformacao no figado, embora possaescemn menores propor¢des nos rins e em
microssomas do intestino, sendo que 72% dos métabatactivos sdo excretados na urina e
28% nas fezes (Kovaceyi2009; Shorvon, 2009).

Os doentes sob terapéutica com farmacos antidpdépt(AEDS) possuem uma
predisposicdo para apresentar concentracdes pleam@evadas de homocisteina e valores
baixos de folato e/ou vitaminagBEstes distdrbios metabdlicos encontram-se prhtipnte
associados a AEDs com capacidade indutora da suabolieacdo, como é o caso da
carbamazepina (Verrotét al, 2000; Apelancet al, 2002; Karabibeet al, 2003). Os valores
baixos de acido fdlico, vitaminagsE® as concentracdes elevadas de homocisteina dlagugm
doentes sob terapéutica antiepiléptica poderdotitinsa causa para o risco de doencas
hepéticas e cardiovasculares, bem como alterag@eatblégicas como anemia megaloblastica
observadas nestes doentes (Apektral, 2002; Karabibeet al, 2003; Tamurat al, 2000).

A carbamazepina altera o perfil lipidico arteriesético, conduzindo assim a um maior
risco para doencas cardiovasculares. No entantdicaese que ap0s um ano de terminada a
terapéutica aqueles parametros do perfil lipidetornam aos valores normais (Verretial,
2000). Em adultos, a carbamazepina aumenta aindé&eis de lipoproteinas aterogénicas e de
lipoproteina (a) (Attilakogt al.,2007; Bramswiget al, 2003; Tekgulet al.,2006).

A suplementacéo de acido folico na dieta reduzparhbmocisteinémia nos doentes com
terapéutica antiepiléptica. Administrado durantemés, este vai normalizar a eficiéncia da via
de remetilacdo e melhorar, ainda que parcialmentga de transsulfuracdo do metabolismo da
homocisteina (Fig. 5 — Via S) (Apelartial, 2002). No entanto, devido ao risco de “mascarar”
a anemia megaloblastica e de causar danos newadgieversiveis, doses altas de acido folico

ndo devem ser administradas sem acompanhameritmdhiboratorial (Stangeat al, 2004).
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2. Homocisteina

2.1. Metabolismo da homocisteina

A homocisteina (Hcy) € um aminoacido sulfurado atesea dieta natural, constituindo um
intermediario intracelular formado a partir de umirzoacido essencial, a metionina. A Hcy (Fig.
2) é metabolizada através de duas vias, a ren@ila@ transsulfuracdo. Normalmente, cerca de
50% da Hcy é remetilada a original metionina. Games 50% sdo convertidos pela via de

transsulfuracao a cisteina (Bolander-Gouaille aotfiddieri, 2007).

Fig. 2— Estrutura quimica da homocisteina gerada pelaaodt ChemBioDraw Ultra 11.0.

2.1.1. O ciclo de metilagao

A homocisteina € formada por desmetilacdo da miaapmo ciclo de metilacdo (Fig. 5 —
Via M). A metionina € um aminoacido essencial abfibr degradacéo das proteinas da dieta e
contém um grupo metilo, que pode ser activado fmaraar a S-adenosilmetionina (SAM). A
SAM é formada por transferéncia de um grupo adéenalsi ATP para a metionina (Fig. 3),
reaccdo que é catalisada por trés isoenzimas danmnet adenosil-transferase (MAT), as MAT
I, Il e Il (Bolander-Gouaille and Bottiglieri, 200.
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Fig. 3— Reaccéo de conversdo da metionina a S-adenosihiretipela metionina adenosil-transferase (MAT). As

S-adenosilmetionina

estruturas dos compostos foram geradas pelo seft@élaemBioDraw Ultra 11.0.

O grupo metilo adjacente ao atomo de enxofre ddeBasilmetionina € activado pela
carga positiva que este atomo pode adquirir. Ogrugtilo torna-se assim muito reactivo e pode
facilmente ser transferido para uma grande qualdidie aceitadores, nomeadamente acidos
nucleicos (ADN e ARN), proteinas, fosfolipidos, hma, polissacarideos, catecolaminas e uma
grande variedade de moléculas de menor peso mategidtes grupos metilo sdo importantes
para as reaccoes de metilagdo que ocorrem aoddwarios tecidos estando identificadas cerca
100 reaccdes que envolvem a SAM como dador do gmgtdo. O produto de todas estas
reaccdes de metilacdo por parte da SAM é a S-adlemoscisteina (SAH) (Fig. 4) e é
catalisada pela metiltransferase (MT). A SAH é entérolisada a homocisteina por uma

reaccao reversivel (Bolander-Gouaille and Bottigl2007).

HO NH, HO NH,

NN/O A \/ N\NO N
~§/D

NS-adenosilmetionina MT . s,
HoN o S-adenosilhomocisteina

Fig. 4 — Reaccdo de desmetilacdo da S-adenosilmetionin®$AS-adenosilhomocisteina (SAH), por accdo da

metiltransferase (MT). As estruturas dos compo&t@sn geradas pelo software ChemBioDraw Ultra 11.0.
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Deste modo, os niveis de homocisteina e dos sewadies no plasma aumentam por um
aumento conjunto da Hcy e da S-adenosilhomocistéBmdander-Gouaille and Bottiglieri,
2007). Os aumentos cronicos de Hcy ao nivel plasma&stao associados a deficiéncias
vitaminicas ou polimorfismos genéticos ao nivel algumas enzimas do metabolismo da
homocisteina (Fig. 5). Este aumento tem, em muiés®s, um efeito indirecto e negativo nas
reaccOes celulares de metilacdo através de um &wn@emcomitante dos niveis de S-
adenosilhomocisteina, a qual vai competir com aleéhasilmetionina para varios locais de
ligacao (Yiet al, 2000).

Considerando a importancia das reac¢cbes de metilagévarios processos celulares, é
perceptivel que qualquer alteracdo na disponiliédde SAM possa ter efeitos profundos no
crescimento, diferenciacdo e funcdo celular. A diigido da remetilacdo de homocisteina a
metionina pode deste modo comprometer as reacgdametilacdo necessarias para muitas
funcbes bioldgicas, como a actividade cerebral abroo 0 normal funcionamento vascular
(Bolander-Gouaille and Bottiglieri, 2007).

Na maioria dos tecidos, a Hcy pode ser remetiladaetonina por meio da metionina
sintase (MS). Alguns orgéos, especialmente o figados rins expressam ainda a betaina
homocisteina metiltransferase fornecendo uma vearativa para a remetilagdo da Hcy a S-
adenosilmetionina. No entanto, a maioria dos tegidecluindo o sistema nervoso central e o
aparelho vascular, sdo totalmente dependentes dgavtsa eliminacdo da Hcy (Bolander-
Gouaille and Bottiglieri, 2007).

A inibicdo da MS pela carbamazepina pode tambénstitoim um dos mecanismos de
hiperhomocisteinémia originando danos hepaticar@iacos.

O metabolismo da homocisteina é regulado atravéasndeomplexofeed-back Se, por
exemplo, os niveis de metionina baixam e a conagitr de SAM ndo se encontra elevada, a
homocisteina € direccionada para a via de rem&étilpara formar metionina, através da reaccao
mediada pela MS. Esta reaccdo tem como cofactatamina B, e o metiltetrahidrofolato
(metil-THF) é o substrato desta reaccdo pelo qudisponibilidade da vitamina B e
consequentemente a dieta podem comprometer estéBolander-Gouaille and Bottiglieri,
2007).
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Proteinas da Dieta

l ATP

Metionina

®

R

Denengicna  Ciclo Metilagdo de fosfolipidos,

da proteinas, mielina, catecolaminas,
Metilacao polissacarideos, ADN e ARN
RCH,
Homocisteina 9’
ViasS wr.mﬁy\\A
Shee \ Homocisteina tiolactona
Cistationina
Vit.
u-Cetobutirato + NHj e
Cisteina
Taurina Glutationa

Sulfato + CO,

Fig. 5 — Metabolismo da homocisteina. A metionina provel@esas proteinas da dieta é essencial para varios
processos fisioldgicos, especificamente reac¢des emvolvem metilagdo. Apds doagdo de um grupo onetil
metionina forma homocisteina. A homocisteina padéaeseguir duas vias, a via da remetilacdo ormméertida

a metionina e a via de transsulfuracdo onde é cbdaea cisteina dando origem a glutationa, taugnautras
moléculas. CBS, cistationp-sintase; MAT, metionina adenosina transferase; WM8tionina sintase; MTHFR,
Metilenotetrahidrofolato redutase; BHMT, betainanloaisteina metiltransferase; SAM, S-adenosiimetianEAH,
adenosilhomocisteina; THF, tetrahidrofolato; MdHH, metiltetrahidrofolato; 5, 10 - metilieno THF,18 -
metilenotetrahidrofolato. (Adaptado de Bolander-&ithe and Bottiglieri, 2007).

Quando os niveis de Hcy aumentam, os niveis deeSeadhomocisteina também se
elevam. A SAH tem multiplos efeitos metabdlicosocenpete com a S-adenosilmetionina em
varias reaccoes e pode também inibir as reaccOeetiiacio a varios niveis celulares. O metil-

THF é formado numa reaccado catalisada pela metd@gabidrofolato redutase (MTHFR), na
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qual o 5,10-metilenotetrahidrofolato é reduzido-mdiltetrahidrofolato. A reaccdo mediada
pela MTHFR é um passo limitante na formacdo dalfetF (Fig. 5) e € especialmente

importante na reconversado de metionina a partilaa dado que o metil-THF é o substrato da
MS. A MTHFR tem assim, também ela, uma forte iniki&@ na remetilacdo da homocisteina
(Bolander-Gouaille and Bottiglieri, 2007; Engbers¢ml, 1995).

2.1.2. A via da transsulfuracao

Se a S-adenosilmetionina atingir concentracfesadds; a via da transsulfuracdo é
favorecida e da-se a condensacéo irreversivel gacbim a serina para formar cistationina e
cisteina. A formacdo destes metabolitos da-se peio de duas reaccdes dependentes da
vitamina B, a primeira das quais catalisada pela cistatiopis@mtase (CBS) (Fig. 5). Estudos
em ratos tém mostrado que a inibicdo da via dassrdfuracdo causada pela deplecédo de
vitamina B pode resultar num aumento tanto de SAH como de ,SAM por sua vez leva ao
aumento dos niveis de homocisteina (Ngusteal, 2001). A carbamazepina reduz os niveis de
vitamina B plasmaticos (Senet al, 2006; Vilasecat al.,2000) pelo que pode inibir a via da
transsulfuracao, por inibicdo da CBS e conduziparhomocisteinémia.

A cisteina é um precursor da glutationa (GSH), entamp&o redox celular. Nas células
hepaticas aproximadamente 50% do conteido em G®&teaer derivado da homocisteina
(Mosharov et al, 2000). A glutationa protege muitos componentekila®s dos danos
oxidativos que comprometem a vida celular. Pode, eg@mplo, ter uma accdo no sistema
vascular, nomeadamente ao nivel arterial (Kugiyaial, 2001). Existem no entanto tecidos
nos quais ndo ocorre a via de transsulfuracdo. &om dos neurdnios, por exemplo, estes
dependem da cisteina das células da glia paraesside glutationa. O sistema nervoso central &
deste modo mais susceptivel ao stress oxidativqueooutros tecidos (Bolander-Gouaille and
Bottiglieri, 2007).

A via da transsulfuracéo é activada em primeir@tugp figado, rins, intestino delgado e
no pancreas e funciona desta forma como uma viéedgmdacdo da Hcy conjuntamente com a
via da remetilacdo. Alteracdes ao nivel das enziregsladoras destas duas vias levam ao

aumento dos niveis de Hcy intracelulares e consgegonente ao aumento da Hcy plasmética. A
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disponibilidade das vitaminas;BB;, e de folatos pode também comprometer estas waade

ao aumento dos niveis de Hcy. Elevadas concensggasmaticas de Hcy tém um efeito toxico
a varios niveis, impedindo as reaccdes de metilagdgintese e reparacdo do ADN e ainda
levando a oxidacdo de proteinas e a outros mecasisie toxicidade que ndo estédo
completamente esclarecidos (Bolander-Gouaille amitighieri, 2007). Concentracdes elevadas
de Hcy estdo também correlacionadas com doencaene@givas, neuroldgicas e

cardiovasculares. No caso das doencas cardiovesswaHcy tem mesmo vindo a ser descrita
como um novo factor de risco para estas doencastr(Cet al, 2006). No entanto, ndo se

conhecem especificamente 0s mecanismos pelos goaisem essas alteracdes. A seguir
referem-se alguns estudos e hipoteses que tentplitagxos efeitos da Hcy nas doencas

cardiovasculares.

2.2. A homocisteina e as doencas cardiovasculares

A disfuncdo do endotélio arterial € um dos everjoe precede as manifestagdes,
propriamente ditas, das doencas cardiovasculagggs/estudof vivo abrangendo diferentes
espeécies, nomeadamente macacos, ratos, ratinhasianbs, tém evidenciado que a disfungéo
endotelial ocorre em condicdes de hiperhomocisteimé Para além disso, a
hiperhomocisteinémia conduz a proliferacdo do mdseascular liso, com o aumento da
agregacao plaquetar e actua sobre a cascata ddaggiag convertendo o endotélio normal a um
endotélio com fendtipo protrombético. No entantomecanismo pelo qual a Hcy causa a
disfuncdo endotelial, a aterosclerose e a ocomémeidoencas vasculares ndo esta esclarecido
(Perneet al., 2001).

2.3. Derivados da homocisteina que ocorrem no orgamo humano

A homocisteina ocorre no organismo humano sob v@spécies quimicas, reage com

proteinas e pode sofrer conjugacdo com outros @uishos (Fig. 6). Como exemplo, para além
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da forma tidlica (Hcy, Fig. 6-A), podem ocorrer ptasma humano formas oxidadas como
dissulfitos de Hcy (Hcy-Hcy, Fig. 6-G), dissulfitosistos por conjugagdo com cisteina (Cys-
Hcy, Fig. 6-F) e formas conjugadas a proteinas {8kStproteina, Fig. 6-C, D e E),
principalmente a albumina e a globulinas. O son@tdestas espécies de Hcy é denominado
homocisteina total (tHcy). O pH alcalino da maiat@s métodos utilizados na determinagéo da
tHcy na rotina laboratorial levam a hidrélise deauoutra espécie, a homocisteina tiolactona
(HTL, Fig. 6-B) e esta € também quantificada naytHEm individuos saudaveis a concentragédo
de tHcy plasmatica € 5-15 p{®erla-Kajanet al, 2005)enquanto que na urina séo cerca de 2
vezes superioreddkubowski, 2006). A Hcy-S-S-proteina representa 8@ tHcy, enquanto que

a Hcy-Hcy e Cys-Hcy representam cerca de 20%. Barvez a Hcy na sua forma tidlica sé
representa cerca de 1% da tHcy.

NH. o
A B ) R=
O C H Q

_N
NH, HS/\)\C 2
SH I o)
HO 0 o) &
T

NH, S

Homocisteina (Hcy) Homocisteina tiolactona (HTL) N-Hcy-Hemoglobina

D NH, NH, E  NH,
H
HO( /L\V/S\ /A\V/L\ N SH HO( /l\v/A\ S
i s i i =
0] ) O
N-(Hcy-S-S-Cys)-albumina S-Hcy-albumina

F
)Niz/\ \ﬁz con ICI)
HO\C S/S C/OH HO\C)\/\S/S C\OH
I i C \/\(
o) O 0 NH,
Cisteinilhomocisteina, Cys-Hcy Homocistina, Hey-Hey

Fig. 6 — Algumas espécies de homocisteina que ocorreprgamismo humano (Adaptado de Perla-Kaémal,

2007)
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A homocisteina tiolactona e as proteinas N-homeitéstas também estdo presentes no
plasma e no organismo humano, embora ndo se conlegaalores normais de concentragéo
plasméticas destas espéciter{a-Kajaret al, 2007).

Existem varias evidéncias que sugerem a homodstidtica como um metabolito
potencialmente mais toxico do que as suas formamdas. A toxicidade da Hcy parece estar
ligada a sua capacidade de incorporar proteinafadantlo-as. Para além do referido, esta pode
ainda ser metabolizada a um metabolito ainda ndaisd, a homocisteina tiolactona (Fig. 7)
(Perla-Kajanet al, 2007). Estd também demonstrado que a HTL é ni@ierge a induzir a
apoptose do que a Hcy e que a primeira induz nideistress mais acentuados no reticulo
endoplasmaticaJakubowski, 2003)podendo assim constituir ou contribuir para osansmos

de toxicidade da Hcy.

Fig. 7 — Estrutura quimica da homocisteina tiolactona gepedo software ChemBioDraw Ultra 11.0.

A homocisteina € metabolizada a homocisteina tmt@cpor metionil-tARN sintetases
(MetRS). No primeiro passo da reaccdo, da-se aafgim de adenilato de homocisteina. No
passo seguinte o grupo tiol da Hcy reage com oogagsboxilo e da-se a formacdo de um
composto ciclico, a HTL (Perla-Kajé al, 2007)

O organismo humano contém enzimas que hidrolisaéffila Uma delas € uma proteina

de 45 kDa componente das lipoproteinas de altadietes (HDL) (Perla-Kajart al, 2007) A
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nivel intracelular também ja foram identificadagieras deste tipo (Perdziak al.,2005). Desta
forma, a eliminacdo da HTL a nivel renal conjuntateecom a hidrolise da HTL por accao
enzimatica, no meio extracelular e intracelulalginam niveis relativamente baixos de HTL no
plasma de individuos saudaveis (Perla-Kaginal, 2007) No entanto, se 0s niveis de
homocisteina aumentarem, a formacdo de homocistéditectona sera favorecida e ira
acumular-se quer no sangue quer a nivel celuladTA formada a nivel celular pode ser
secretada, hidrolisada ou incorporada em protedu@s no meio intracelular quer no meio
extracelular. A ligacéo intramolecular tioésterHlEL confere-lhe a capacidade para reagir com
nucledfilos, especialmente com os grupos aminadidos residuos de lisina (Lys) das proteinas.
A reaccdo de incorporacdo de uma molécula de hete@ta em proteinas (N-homocisteilacéo)
envolve a acilacdo do grupeamina do residuo de Lys por parte do grupo calbad HTL e
representa um importante mecanismo de accao togical deste derivado da homocisteina ao

nivel de um vasto espectro de proteinas (Fig. &ldFKajanet al, 2007).

NH, H NH,
SNHg+ + &O — N\”)\/\SH
IS o

Ne-Lys-proteina Homocisteina Ne-Hcy-Lys-proteina
tiolactona

Fig. 8— N-homaocisteilagcao de proteinas pelo grupo affidaptado de Perla-Kajaat al, 2007)

Em células endoteliais a intensidade da N-honmitagio aumenta com altas
concentracdes de Hcy e decresce com altos nivéidades e HDL o que sugere uma associacao
dos efeitos da homocisteina com os niveis de nietipacido folico e colesterol (Perla-Kajan
al., 2007)

A maioria dos danos causados pela HTL sdo ao divdiemoglobina, albuminaye
globulinas, mas outras proteinas do sangue comdDds LDL, antitripsina, transferrina e
fibrinogénio também s&o danificadgdakubowskiet al., 2002). Com base nas alteracdes

induzidas pela Hcy e pela HTL em diferentes pretgirestes compostos sdo susceptiveis de
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alterar a funcdo mitocondrial. Assim, neste trabastudamos o efeito destas moléculas ao nivel
da mitocéndria no sentido de contribuir para oa@scimento do seu mecanismo de toxicidade
hepatica e cardiaca (Perla-Kagtral, 2007)

3. A mitocondria

3.1. Estrutura e bioenergética

A mitocondria é um organelo intracelular constitufgtbr uma dupla membrana e a sua
funcéo celular principal, considerada ao longo déas anos, foi a de produzir energia na forma
de ATP (Marin-Garcia and Goldenthal, 2004). Contwanitocdndria desempenha mdltiplas
actividades, estando envolvida em outras funcddalaces para além do metabolismo
energético. Desempenha, nomeadamente um papehlanociransporte idnico, na regulacdo do
equilibrio osmotico, controlo genético, homeostakse calcio, sinalizacdo e morte celular
(Béthoriet al, 2006; O"Rourke, 2007; Rasola and Bernardi, 2007)

Este organelo apresenta uma estrutura altamerdenia, composta por uma membrana
externa lisa que envolve uma membrana interna §,08806). A membrana interna forma
estruturas idénticas a vilosidades, denominadascpetas que se estendem ao longo da
membrana mitocondrial interna (IMM) para delimigamatriz mitocondrial. O namero de cristas
aumenta de um modo significativo consoante as siglagkes respiratorias de cada célula. Nos
cardiomidcitos, dada a elevada necessidade ereagat mitocondrias podem apresentar até trés
vezes mais cristas que as mitocondrias de hepaddéch matriz € um compartimento
mitocondrial delimitado pela membrana interna qaetém ADN mitocondrial, ribossomas e
uma variedade de enzimas necessarias a oxidacpoudato, acidos gordos e metabolitos do
ciclo dos acidos tricarboxilicos. As primeiras iraag da estrutura interna da mitocéndria foram
obtidas ha mais de cinquenta anos por microscdea@rénica de transmissdo. Desde entéo, a
visdo da estrutura mitocondrial (Fig. 10) tem eiddumuito mostrando que a mitocondria tem
uma estrutura diferente da inicialmente propost@potao nivel das suas cristas reticuladas como

a forma que pode adoptar (Fig. 9) (Frey and Maan2000).
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Esta estrutura da mitocondria é responsavel patsporte de electrdes ao nivel da cadeia
respiratdria mitocondrial e pelo gradiente eleatiogco associado a sintese de ATP e (Marin-
Garcia and Goldenthal, 2004).

A producdo de energia pela fosforilacdo oxidativaurd@ processo que ocorre por
transferéncia de electrbes entre varias protefaasfortadoras. Esta transferéncia da-se através
dos componentes individuais da cadeia respiratbdmeadamente pelos complexos |, 1I, Il e
IV, que conduzem os electrdes até ao oxigénio mtae¢O,) para formar HO. Os electrbes sédo
gerados a partir do NADH e FADRHornecido pela oxidacdo de metabolitos no cicls dcdos
tricarboxilicos e pel@-oxidagéo dos &cidos gordos. (Adam-Vizi and Chindps, 2006; Nelson
and Cox, 2005).

Membrana externa

/i

Membrana interna

Fig. 9 — Modelo actual da estrutura das membranas mito@sdobtida por tomografia electrénica, a parér d
mitocondrias intactas de figado de rato. E de reotdiferenca ao nivel das cristas entre este madelmicialmente

proposto, representado na Fig. 10 (adaptado de &élan2006).

7

A cadeia respiratoria é constituida por estes quatmplexos enzimaticos, pelo
complexo V, ubiquinona e citocromm O complexo I, normalmente designado por NADH-
ubiquinona oxidoredutase ou NADH desidrogenase, ndaimr complexo enzimatico dos trés
responsaveis pelo transporte de protbes ao longoneéimbrana interna (Adam-Vizi and
Chinopoulos, 2006; Lenaat al, 2006; Saraste, 1999). Este complexo encontraqsest em
ambos os lados da IMM (Adam-Vizi and Chinopoulo80& e é constituido por 42 a 43
polipéptidos diferentes, incluindo a flavoproteiR&®IN e 6 centros de Fe-S (Navarro and

Boveris, 2007). ApOs a oxidacdo de NADH pelo complé a coenzima Q ou ubiquinol, é
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utilizada como um aceitador de electrdes (Adam-Vizd Chinopoulos, 2006; Lenat al,
2006) e efectua o transporte destes até ao complgf¥as, 2006). O complexo | € inibido por
mais de sessenta diferentes familias de compastadp a rotenona 0 mais utilizado devido a

sua rapida accao inibitoria (Lenetzal, 2006).

ATPsintase Membrana
. externa
Cristas
Membrana

— interna

/Matrlz

Ribossomas

Porinas

Fig. 10 — Modelo inicialmente proposto para a representagiestrutura mitocondrial. As cristas conferem uma
grande area a membrana interna. Uma mitocéndrifigddo pode conter mais de 10000 cadeias respaatér
moléculas de ATP sintase. O contetdo enziméticn enetabolitos encontra-se na matriz e esta sepakaditosol
pela dupla membrana mitocondrial. A mitocéndria @p@dsumir varias formas, tamanhos e graus de exg@gn

(cristas) para além das representadas (adaptadelsien and Cox, 2005).

O complexo IlI, conhecido como succinato-ubiquinamdadoredutase ou succinato
desidrogenase € uma flavoproteina que se encootedizhda na superficie da membrana
interna, adjacente a matriz. Este complexo oxidsuccinato a fumarato e os electrbes sao

captados pela coenzima Q. A coenzima Q, como dceit transportador de electrdes que €,
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efectua a transferéncia de electrbes até ao citmctos; ou complexo Il (Adam-Vizi and
Chinopoulos, 2006; Navarro and Boveris, 2007).

O complexo Ill, ubiguinol-citocroma ou complexobc,, € constituido por 9 a 10
polipéptidos, entre os quais trés estdo assocadestros redox (Navarro and Boveris, 2007). O
complexo Ill é o mais estudado dos complexos erips da cadeia respiratoria. Neste
complexo ocorre a oxidagdo da coenzima Q. Posteeiote, 0 citocrom@ aceita os electrdoes
transportando-os até ao complexo IV (Das, 2006)oxflacdo da coenzima Q ocorre num
conjunto de reacgdes conhecidas como ciclo Q, bsguancontra associado a translocacdo de
protdes para fora da matriz permitindo a formagdgatencial eléctrico transmembranai)
(Adam-Vizi and Chinopoulos, 2006; Das, 2006). Aaxi@ tem dois centros activos, um para a
oxidacdo do ubiquinol e libertacdo de protdes meedicie externa da membranayJ@ outro
para reducédo da ubiquinona associado ao aporteotigep presentes no interior da membrana
(Q) (Fig. 11). Este mecanismo requer transferéncieleleroes do centrogara o centro Qo
gue permite a translocacao de dois protdes pora@adaao transferido para o citocrom@Fig.

11 - C) (Saraste, 1999).

Proteina
Rieske

Citoplasma

Matriz

Fig. 11— Citocromo bg e o ciclo Q. A) estrutura do citocromo bcl obtide cristalografia; B) ndcleo funcional do
complexo enziméatico, constituido pelo citocromaqoela proteina de Rieske (roxo) e pelo citocram@azul). O
centro Fe-S localiza-se perto do sitig@qual se move em direcgdo ao citocraanapds reducao; C) Mecanismo

de transferéncia dos electrdes e protdes no cigkm@ptado de Saraste, 1999).
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O complexo V, também denominadgFs ATPase ou ainda ATP sintase é constituido
por duas subunidades. A subunidagecbnstituindo uma zona esférica do complexo ael mia
matriz, possui uma funcéo catalitica na sintes@™e. Por sua vez, a subunidadg ¢ uma
proteina membranar da IMM e funciona como um camabtdes (Navarro and Bouveris, 2007).

Deste modo, no decurso da fosforilagcado oxidatrgaprotdoes sdo bombeados da matriz
ao longo da IMM, através dos complexos |, Il edxiginado um gradiente electroquimico e
reentram na matriz mitocondrial ao nivel do compl¥x o qual sintetiza ATP a partir de ADP e
fosfato inorganico (. O transporte de protdes requer a transferéreiaelettroes ao longo da
cadeia respiratoria 0 que ocorre por diminuicdopdtencial redox ao nivel dos sucessivos
componentes da cadeia transportadora de electddsninuicdo do potencial redox permite
gerar uma forca protomotriz (pmf ayp) da ordem dos 200-220 mV, a qual é disponibihzad
para a sintese de ATP pelaF& ATP sintase. A forca protomotriz é constituida plois
componentes: um componente eléctrico, o potenigatriso transmembranar e um componente
qguimico, o gradiente de pkAgH). No entanto, na maioria das vezex\¥ € denominado por
forca protomotriz, por ser o componente maioritéiesta forga, contribuindo com cerca de 150
a 180mV (negativo na matriz) de um total de 20@@ &V desenvolvidos. @Qp constitui a
energia para fosforilar o ADP e impede o fluxo tezedes na auséncia de ADP, o que por sua
vez influencia teoricamente todas as funcfes dacaridria. Para além disso, € um parametro
importantissimo na avaliacdo da capacidade reépaanitocondrial, na medida em que ao ser
alterado, reflecte modificagbes ao nivel da cadespiratoria (Adam-Vizi and Chinopoulos,
2006; Navarro and Boveris, 2007).

A respiracdo mitocondrial depende assim da displatade de ADP para a fraccée ¢a
ATP sintase. Os gradientes de ADP e ATP ao longtvild sdo mantidos pela actividade do
translocador de nucleodtidos de adenina (ANT). Egtessportadores tém a funcdo de
disponibilizar ADP a matriz e ATP para os procesdependentes de energia no citosol. O
potencial de membrana fornece ainda a forca impmésiora para o transporte de catides como o
Cc&* ou o K (Navarro and Boveris, 2007).
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3.2. Teoria quimiosmatica

A associacdo entre a oxidacdo de substratos pdkiacaespiratéria e a fosforilagdo
oxidativa designa-se por teoria quimiosmotica (Fig) e foi proposta em 1961 por Peter
Mitchell. Um dos postulados béasicos da teoria gosmiotica € o de a IMM ser impermeavel a
ides, excepto a H Esta impermeabilidade é necessaria para quasidcacio de protbes possa
gerar a forca protomotriz necessaria para a sirdesd&TP através dai;Fy ATP sintase.
Contudo, a teoria quimiosmaética € bem mais compl&eseando-se em quatro postulados
principais. O primeiro refere-se a translocacadddetravés da IMM, o que gera o gradiente
electroquimico utilizado na fosforilacdo de ATPag@is da ATP sintase. O segundo postulado
refere que o fluxo de electrdes ao longo da cadespiratoria se encontra associado ao
bombeamento de protdes da matriz, para o espaymiembranar, de modo a estabelecer a forga
protomotriz. O terceiro postulado refere-se a érig de proteinas na IMM responsaveis pelo
transporte, troca e difusdo de metabolitos e deadganicos especificos para a matriz. Por fim o
altimo postulado, como ja foi referido, sugere guenembrana interna mitocondrial € quase
totalmente impermedavel a ides excepto’ d®Rourke, 2007).

A passagem de protdes para a matriz mitocondriareasualmente pela fracgég éa
ATP sintase, no entanto, existem outras vias dsagasn dos Hpara além do complexo V. A
fuga a protdes (“proton leak”), é possivel dadaist&ncia de proteinas dissociadoras (UCPs) na
membrana da mitocéndria. Estas proteinas sdo menu@csuperfamilia dos transportadores
mitocondriais e fazem o transporte de moléculas/étr da IMM, o que resulta na dissipacdo do
gradiente de protBes gerado pela cadeia respaatstie mecanismo é fundamental, dado que as
UCPs sdo importantes na termogénese, para a maaotdo equilibrio redox e na reducao da
producao de espécies reactivas de oxigénio (Jexk&arlid, 1998; Klingenberg, 2001).

O aumento da permeabilidade da IMM a ides podeirghizido pela utilizacdo de
dissociadores  quimicos, designados protonoferos.  €rbonildicianop-tri-fluoro-
metoxifenilhidrazona (FCCP), por exemplo, é um dlarador de protdes muito utilizado na
pratica laboratorial e apresenta na sua estrutitégs dissociaveis, 0 que o torna um Optimo
permeabilizador da IMM, tanto na sua forma prot@en@8CCPH) como na forma de base

conjugada (FCCR Esta permeabilidade a protdes ao nivel da memabirsterna, deve-se ao
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facto do FCCP possuir um extenso sistema de ashitadb que leva a uma deslocalizacdo da
carga molecular de forma a manter a solubilidaddioamada lipidica da IMM. Quando se
estabelece ap, o FCCP transporta protdes para a matriz mitataingue € mais alcalina. Este
aumento da condutancia de protdes através da IMMgere entdo A\ e o ApH, levando a
dissociagdo mitocondrial e consequente a uma &itude incapacidade fosforilativa, isto €,

incapacidade para sintetizar ATP (Nicholls and &gsog, 2002).

Fd =
4H* -
4H+ A Cyte

Espago
> Intermembranar
-
+
o

*

\
(;@
4l

i

—"I—I\_J'r- ol + +

¥ O +
{ g

2 (1 +
logeant - 'E &
i .\f/"' o ;? f!n _\'I +_
- e o 1
) PR
=S A % i
Matriz ATP Y 1:‘< , o
: ; 7 H*
Potencial Sintese Potencial =
quimico de ATP eléctrico AW = =
ApH P conduzida 4‘ (negativo -~
{alcalino ao pela forga ao nivel
nivel da matriz protomotriz da matriz

Fig. 12— Modelo quimiosmatico proposto por Peter MitchelepResentacdo simples da teoria quimiosmoética. Os
electrdes provenientes do NADH e de outros sulostrgitie sofrem oxidag&o sdo transportados peloslerospl,

lIl e IV ao nivel da membrana interna. O fluxo decer6es € acompanhado pela translocagdo de prawdesgo da
membrana, produzido um gradiente quimispH) e um gradiente electroquimic®¥). Os protdes reentram para a
matriz através de canais especificos a prot6eso eofraccdo §. A forca protomotriz que leva os protdes a entrar
para a matriz fornece energia para a sintese de ¢gkBlisada pelo complexq Bssociado a frac¢de FAdaptado

de Nelson and Cox, 2005).
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4. A mitocondria e a homeostase do calcio

A entrada, saida e acumulacdo d€*Cpor parte da mitocondria, é essencial para a
homeostase celular deste ido. O fluxo de calcia panatriz mitocondrial € efectuado através do
uniporta de C& localizado na IMM com gasto deP. Por esta razdo, o influxo de célcio para a
mitocondria é afectado por factores que alteramiesis energéticos mitocondriais como € o
caso dos dissociadores e inibidores da cadeiaagspa (Dykens and Will, 2008).

O processo de entrada e saida d& iamitocéndria é um processo dinamico em equilibri
sendo o influxo de Ga contrabalancado pelo efluxo de outros ides e mhamielo circuito de
protbes na membrana interna mitocondrial, o quahsegue gerar uma grande forca
termodinamica possivel de ser utilizada pelos garansportadores i6nicos envolvidos (Giorgi
et al, 2008).

O C&* é acumulado pela mitocondria através do unipate€d” é libertado para o citosol
por troca de He N4& através de dois canais antiporta. A mitocondria assim a capacidade de
trocar e acumular Gapresente no citosol, o que lhe confere uma aetilddtamponizante do
Ccd" citosélico e um importante papel na regulacdoa®s processos celulares dependentes de
célcio, particularmente na modulacdo de sinais @ " Qrovenientes quer do reticulo
endoplasmatico, quer do espaco extracelular. Nestpectiva a mitocdndria pode controlar as
oscilagdes e as ondas de’Tgue ocorrem ao nivel de células musculares, pemplo
(Berridgeet al., 2003).

O processo de acumulacdo dé'Geela mitocondria é realizado por proteinas, nticles e
fosfato que tém a capacidade de queletar o cadcioatriz mitocondrial. Quando a concentracéo
de C&" citosdlico retorna aos valores basais o calcioradado é rapidamente libertado no
citosol. O ligeiro aumento da concentracdo de€*Qwm mitocondria estimula também o
metabolismo energético, pois o “aactiva a piruvato desidrogenase e outras duas
desidrogenases do ciclo dos &cidos tricarboxiliaosocitratodesidrogenase e a oxaloacetato
desidrogenase. Por outro lado, a acumulacdo delesajuantidades de €gela mitocondria
leva a activacdo do poro responsavel pela pernigadbd transitoria mitocondrial o que pode
comprometer a funcionalidade da mitocondria e bilide da célula. O poro pode, no entanto,

funcionar como um canal que permite a mitocondkarfar o excesso de calcio, reduzindo
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assim o risco dos danos mitocondriais e a dissipdedV, que por sua vez também ira reduzir
a formacado de espécies reactivas de oxigénio. O pade entdo, neste caso, prevenir eventos

mitocondriais que resultaria em morte celular (Dykand Will, 2008).
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Fig. 13 — Dinamica e homeostase do’Caa célula. Nas reaccdes representadas na regjéierda, um estimulo
leva a entrada de €ana célula e a libertagdo de um segundo mensagai@ que ocorra libertacdo de’Ca
intracelular armazenado no reticulo endo/sarcoftism(ER/SR). A maioria deste £4circulos vermelhos) liga-
se a moléculas que queletam o célcio (tamp&esyasihg uma pequena proporcdo se liga a efectoresagévar
varios processos celulares, os quais operam segimd@sto espectro temporal. Nas reaccdes daajieiCa’ é
libertado dos efectores e tampdes, e removido tdsatiatravés de trocadores e bombas de célcioeadamente
através do trocador Ni€a' (NCX) e da C&-ATPase da membrana plasmatica (PMCA) que conduz€at’ para
0 meio extracelular. Por sua vez, a$’@dlPases do reticulo endo/sarcoplasmatico (SER@A)Heiam o CH de
volta ao reticulo endoplasmatico. A mitocdndria t@&m papel activo fundamental durante este proatssemocao
na medida em que sequestra rapidamente?6 &mvés do uniporta e liberta-o depois, lentameetevolta ao
citosol conduzindo-o as PMCA e SERCA. Ins(1,4R)Preceptor inositol-1,4,5-trifosfato; RYR, receptde
rianodina (Adaptado Berridgst al.,2003).
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Dado que a vida celular é altamente dependentemadstase do Ea(Fig. 13), alteracdes
a nivel mitocondrial poderdo comprometer o ciclovitia celular e levar a célula & morte da
célula (Berridgeet al.,2003). Desta forma, neste estudo deu-se espegatiamcia ao estudo de
um evento celular intimamente relacionado com a dustase do G4 a permeabilidade
transitéria mitocondrial induzida por €a

5. O stress oxidativo e a mitocondria

A mitocbndria tem um papel importante no metabadissnergético e é essencial a vida
celular. No seu metabolismo pode ocorrer a formalgiespécie reactivas de oxigénio (ROS),
gue estdo directamente relacionadas com a mutagdsDiN mitocondrial, morte celular e
envelhecimento (Orreniugst al, 2007). A nivel patolégico o stress oxidativo poelgtar
associado a diferentes patologias como € o casdedasclerose, hipertenséo, cancro, diabetes
tipo Il e doencas neurodegenerativas (Di Lésaal., 2009; Miller et al., 2009; Tatareet al.,
2009).

A produgcdo de ROS da-se maioritariamente na cadsigiratoria mitocondrial. Do
oxigénio consumido pela mitocondria, aproximadameht a 2% €& convertido a radicais
superoxido, em situacdes fisioldgicas normais. AnBcdo de radicais superoxido da-se por
transferéncia de electrdes da cadeia respiratéra @ oxigénio disponivel na matriz, formando-
se 0 anido superéxidof), que pode ser considerado o maior precursor @& &nivel celular
(Orreniuset al, 2007). A producgéo d@; na mitocondria € realizada, na sua grande maiaoia,
nivel dos complexos | e Ill da cadeia respirataritocondrial (Fig. 14). A ubiquinona é também
uma proteina da cadeia respiratoria envolvida ndygéo de€); . Nesta proteina transportadora
de electrbes, a transferéncia de electrbes do exmgdl e Il para o complexo Ill da cadeia
respiratdria ocorre com a formacédo de uma semiqaimustavel, responsavel pela formacédo de
O3 por transferéncia de um electrédo parao(Eeissneret al., 2009; Orreniuset al, 2007).
Desta forma a ubiquinona tem também um importagie/o na producédo de ROS ao nivel da
mitocondria.
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A maior fonte intracelular de ROS é a mitocOndoiade se podem atingir concentragdes
5 a 10 vezes superiores relativamente ao citosatié@as and Davies, 2000). Para além da
cadeia respiratéria, a monoamina oxidase (MAOgnébem uma importante fonte de ROS na
mitocondria. Esta flavoproteina da membrana extemitacondrial catalisa varias reac¢fes de
desaminacdo dando origem a uma consideravel gadetide HO, (Feissneret al., 2009) O
H,O, produzido pode reagir com @, , por meio de reaccdes de Fenton e de Haber-Weiss
originando radicais hidroxilo altamente reactivaéxcos (Koppenol, 2001).

As ROS geradas na mitocondria tém como alvo biocntdé celulares, como é o caso
dos &cidos nucleicos, fosfolipidos e proteinas pgle um aumento de ROS pode ter
consequéncias devastadoras na mitocondria e nka ¢€lreniuset al, 2007). A mitocondria
possui no entanto varios sistemas antioxidantesaquetegem das ROS, como € o caso da Mn-
superoxido dismutase, da glutationa peroxidasetsdaloxina peroxidase (Kowaltowséi al.,
2001). Para além de enzimas, as vitaminas sol@misneio aquoso como a vitamina C e as
vitaminas solUveis em meio lipidico, como a vitaankfy tém também uma accdo antioxidante na
mitocondria protegendo-a do stress oxidativo.

4e”

NADH D; Dz
0, + 4H" 2H,0
Succinato

Fig. 14 — Formagdo de espécies reactivas de oxigénio naacaegpiratoria mitocondrial. Ub, ubiquinona; CL,
cardiolipina; Cyt. c, citocromo c; I, II, lll, IMgomplexos |, Il, Il e IV da cadeia respiratériatationdrial (adaptado
de Orreniuset al, 2007).
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No entanto a producdo de ROS na mitocOndria pottapaksar a capacidade dos
sistemas antioxidantes. Quando isto se verificaR&S danificam varias biomoléculas
mitocondriais. Um desses alvos € o ADN mitocondialADN) que codifica 13 polipéptidos,
22 ARNSs de transferéncia e 2 ARNSs ribossomais pratisaveis para que ocorra o transporte de
electrdes e a producdo de ATP na fosforilacdo txmigAndersonet al., 1981). O mtADN
representa desta forma um alvo critico para o R@8endo levar a danos celulares através da
perda da cadeia transportadora de electrdes, dm@ak de membrana e da capacidade da
mitocondria produzir ATP para a célula (Mial.,2009).

O 03 inactiva proteinas com centros Fe-S, levandoeitigdo do Fe destes centros. A
libertacdo de Fe conjuntamente com a formacad;de HO, leva a ocorréncia de reaccdes de
Haber-Weiss e de Fenton, originando radicais hitr¢®H") altamente reactivos. Os Ot¢m a
capacidade de oxidar proteinas, ADN e lipidos, ditghdo desta forma os danos oxidativos
iniciados peld; (Orreniuset al, 2007).

Os ROS tém também como principal alvo os lipidosnéanbrana interna mitocondrial,
0s quais sdo danificados por peroxidacdo lipidizavas dos radicais OHFig. 15). Na
mitocondria os efeitos da peroxidacéo lipidica dé@wastadores dado que vao alterar todo o
funcionamento mitocondrial, suprimindo a respiragda oxidagéo fosforilativa, alterando as
propriedades fisicas da membrana interna mitocahdlissipando o potencial de membrana e
afectando a capacidade tamponizante das mitoc&npia o C& (Kowaltowski et al., 2001;
Orreniuset al, 2007).

A mitocdndria tem, como referido no ponto 4 do prés capitulo, um papel importante
na regulacdo da homeostase dé*Gatracelular. Este organelo consegue acumular centa
quantidade de G4 no entanto a sua capacidade é limitada. O strddativo conjuntamente
com a deplecéo de ATP altera a capacidade dasdnitdas para acumular o €aor abertura
de um poro ao nivel das membranas interna e extéixmaitocondria. Este fendomeno, chamado
permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT) levajue a mitocondria perca o & outros
solutos da matriz, assim coma\¥’ necessario para acumular o’C&este modo as ROS tém
também a capacidade de induzir a MPT (Fig. 15)rfeano que podera levar a morte celular,

por apoptose e necrose (Jaesattka.,2002; Orreniugt al, 2007).
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Oxidacao lipidica

e

i H,0 + O,

catalase
Fe2*
Cadeia Ca2* _ MnSOD GPx/TPx
Respiratoria 2 02 : H202 /\ HZO
2GSHI/TSH IR GSSG/TSST
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Fig. 15 —Oxidacéo lipidica e indugdo da permeabilidade tréra mitocondrial promovida por ROS. Os radicais
0y produzidos na cadeia respiratoria mitocondrial somalmente eliminados pela Mn-superédxido disneutas
(MnSOD) que leva a formacdo de®. O H0O, é entdo reduzido a,B pela glutationa peroxidase (GPx),
tioredoxina peroxidase (TPx) ou pela catalase. Wtagjbna (GSH) e a tioredoxina (TSH) oxidadas sépois
regeneradas pela glutationa redutase (GR) e tinre@oedutase (TR) usando o NADPH como doador eetréles.
Quando a producdo @& aumenta, na presenca d¢CR e HO,, as vias de eliminagéo sdo inactivadas levando a
acumulacdo de 4#@,. Na presenca de ¥e o H0, forma o radical OMextremamente reactivo. O Okkem a
capacidade de oxidar os grupos tiol (SH) do pompaesavel pela permeabilidade transitéria mitodahdr
(mtPTP), levando a abertura do mesmo. Por sua V@i atambém pode levar a permeabilizacdo da membrana
interna através da oxidacao lipidica, um processrhente estimulado pelg. FH, transhidrogenase. (Adaptado
de Kowaltowskiet al.,2001).
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6. A permeabilidade transitoria mitocondrial

A permeabilidade transitoria mitocondrial tem sidescrita como um aumento da
permeabilidade da membrana interna mitocondrial oliteas com massa molecular até
aproximadamente 1500 Da. Segundo as condi¢cdezadtis na maioria dos estudosvitro, a
MPT é acompanhada pela despolarizacdo da membrgmaa mitocondrial, intumescéncia ou
swelling da matriz, deplecdo de nucledtidos de piridina)(Ridtriciais, ruptura da membrana
externa e libertacdo de proteinas intermembramiaresitocondria, nomeadamente do citocromo
¢, para o citosol. A ocorréncia dwellingem mitocondrias isoladas é estimulada pelt,Gae
acidos gordos e é inibida pelo Mgnucleétidos de adenina e pela baixa acidez do.menivel
energético, verifica-se uma alteracdo do potendealmembrana mitocondrial aquando da
inducédo da MPT (Bernaréi al, 2006).

Nos finais da década de 90, foi avancada a hipddesgue o poro responsavel pela
permeabilidade transitéria mitocondrial (mtPTP) gréal ser um factor importante na morte
celular. Surgiram entdo estudos em modetogitro, nomeadamente em hepatocitos sujeitos a
stress oxidativo, anoxia, ou tratados com ATP, e eonacdes isolados expostos a
isquémia/reperfusdo, que forneceram evidénciasriex@etais acerca do envolvimento do MPT
no controlo da apoptose como mecanismo de monéacéBernardet al, 2006).

A permeabilidade transitoria mitocondrial € um @ssD mitocondrial que leva a morte
celular programada ou apoptose, no entanto os nsewas de inducdo da MPT e as suas
consequéncias continuam por esclarecer, constiitaisdim esta area um interessante desafio.
Para além do facto do mtPTP estar envolvido naenaeiular, especula-se também que o poro
podera ter outras fungdes, nomeadamente funciarao axm canal de calcio envolvido na
homeostase do zelular (Bernardet al, 2006).

O estudo da MPT tem-se realizado na maioria dassc@sr meios indirectos, de forma que,
a interpretacdo e a discussdo dos resultados mquedis obtidos dao lugar a hipoteses de
trabalho que ndo chegam muitas vezes a ser conga®v&omo exemplo temos o facto da
regulacdo intrinseca do mtPTP néo estar totalmestkarecida ou o facto de ndo existir um
modelo definitivo que descreva estruturalmente BTRt O estudo da MPT tem evoluido, desta

forma, com base na caracterizacdo do poro respeingéla permeabilidade transitéria, o qual
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tem sido estudado a partir de possiveis proteioastituintes (Fig. 16), homeadamente o
translocador de nucleétidos de adenina, o canahem dependente de voltagem (VDAC), a
ciclofilina D (CyP-D) e o receptor membranar dezmehazepina (PBR) (Bernardt al, 2006).

Poro fechado Stress
Stress oxidativo e induzido por ROS
Aumento da concentragdo de Ca2*
Proteinas mitocondriais danificadas

. Apoptose
Citosol Caz+ T

B |
.- P leamr g [ <225 Citocromo ¢

OMM - I
PBR @ ! |
VDAC | i 3
IMM ANT @
Abertura do poro
N Y
ol ATP
, ¢l ROS
Matriz

Fig. 16 —Poro responsavel pela permeabilidade transitéiacmndrial. O poro € um complexo proteico insendo
membrana interna (IMM) e na membrana externa mitddal (OMM). E constituido pelo canal ani6nico
dependente de voltagem (VDAC) e pelo receptor dedmiazepina periférico (PBR) ao nivel da OMM, pelo
translocador de nucleétidos de adenina (ANT) da IBkkla ciclofilina D (CyP-D) na matriz mitocondriBensa-

se que a hexocinase (HK), a creatina cinase (CK)peoteina pro-apoptética Bax, também estdo astaxiao
mtPTP. Em certas circunstancias, como altas coraagigs de G4, aumento de stress oxidativo, baixos niveis de
ATP e despolarizagdo mitocondrial, o complexo fouma poro permitindo a livre difusdo de solutos \a#gadas
membranas. A abertura do mtPTP resultawellingda mitocondria, no efluxo de Eanitocondrial e na libertagéo
de proteinas indutoras de apoptose, do espacanignaoranarAW, potencial de membrana mitocondrial; ROS,

espécies reactivas de oxigénio (Adaptado de Abeim@het al, 2006).
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6.1. Regulacéo/Inducao da permeabilidade transitéa mitocondrial

A permeabilidade transitoria mitocondrial, em mitndrias isoladas, pode ocorrer depois
da acumulacdo de €aao nivel da matriz mitocondrial e parece ser cpuéecia da abertura de
um canal ou poro regulador da MPT, o poro respaigila permeabilidade transitoria. O poro
pode ser definido como um poro dependente do gredida membrana interna, sensivel a
ciclosporina A (CyA) e altamente condutor de sdufdo estado completamente aberto, o seu
didametro aparente é de cerca 3 nm, e a transic@duedfecho é altamente regulada por

compostos que parecem actuar em varios locaisgdéaggio (Bernardit al, 2006).

6.1.1. Consequéncias da abertura do poro responsépela permeabilidade transitéria

mitocondrial

A primeira consequéncia mensuravel apos a abalturatPTP é o abaixamento d¥,
designado por despolarizacdo mitocondrial. No ¢ofanporo pode abrir e fechar num espaco
de tempo tédo curto que este fendbmeno se tornzamante indetectavel, a ndo ser que se faca a
monitorizacao de outros canais. Nesta situacaegarsa consequente despolarizacdo provocada
pela abertura do porala-se uma repolarizacdo da membrana mitocondriatnéBdiet al.,
2001).

A despolarizacdo mitocondrial pode facilmente setectada, tanto em mitocondrias
isoladas, como em células intactas e tem variasecpu&ncias na respiracao celular consoante o
substrato respiratorio mitocondrial utilizado nassaos de inducdo da MPT. No caso dos
ensaios em que se utilizam substratos do complexodbertura do mtPTP é seguida pela
inibicdo da cadeia respiratéria conduzindo a unragee nucleétidos de piridina da matriz.
Com substratos do complexo Il da cadeia respiatariMPT leva mais frequentemente ao
uncouplingmitocondrial (Bernardet al, 2006). N&o estando relacionado com a ocorréreia d
inibicdo ou estimulacéo da cadeia, verifica-se &amb colapso dap, que leva a diminuicédo do
niveis de ATP enquanto o poro permanece abertnéBdiret al, 2006). Esta diminuicdo &

consequéncia de uma inibicdo da ATP sintase mitbcre deplecdo dos niveis de ATP que em
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conjunto com a alteracdo da homeostase o, Gepresentam um factor chave em varios
paradigmas da morte celular por necrose (Berrmdrali,2001).

A abertura do mtPTP, por periodos longos, é seguidaquilibrio de gradientes das
espécies ibnicas com uma massa molecular mendt5@Da, o que pode provocaswelling
mitocondrial, o unfolding das cristas da matriz e a ruptura da membranarnexteom

consequente libertacdo do citocrome outros factores pré-apoptéticos (Bernatdil, 2006).

6.1.2. Estrutura e regulacdo abertura/fecho do poraesponsavel pela permeabilidade

transitoria mitocondrial

He e Lemasters (2002) propuseram um modelo parareado e abertura/fecho do poro.
Neste modelo, o poro forma-se por agregacdo deipest integrais da membrana, as quais sao
danificadas por agentes oxidantes ou outro tipandeanismo de stress oxidativo. O modelo
sugere que a MPT ndo € uma consequéncia da abddunan poro ja existente, mas sim o
resultado do dano oxidativo de algumas proteinasbrenares mitocondriais. Neste modelo a
passagem de solutos atraves deste aglomeradotdénpsodanificadas é bloqueada por proteinas
chaperonesnomeadamente a CyP-D, que é regulada pefé €aensivel & CyA. Quando os
niveis de aglomerados proteicos danificados excemeniveis deehaperonegisponiveis para
bloquear a passagem de solutos, a abertura de péoosgulados pode ocorrer e estes deixam
de ser sensiveis a CyA (He and Lemasters, 2002y 0@klo, ndo explica no entanto, a forma
pela qual o mtPTP é regulado pelo potencial e pelaa matriz mitocondrial (Bernarét al,
2006).

Independentemente da natureza molecular do poisieex consenso de que o mtPTP é
formado por locais de contacto entre a membrarsnate externa da mitocondria e que este
ocupa 0 espaco entre as mesmas. Convém, no ensafitntar que a ideia do mtPTP ser
formado a partir destes locais de contacto se aporaconjunto de suposicdes e ndo em factos
propriamente estabelecidos (Bernatdal, 2006).

A MPT parece ser, numa fase inicial, um eventoigel mla membrana interna que leva a

consequéncias secundarias, ao nivel da membraea@&xEm condi¢cdeim vivo a membrana
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externa pode afectar a probabilidade de abertura pdoo através das interaccoes
proteina/proteina como esquematizado na Fig. 17.inkeyac¢cbes entre uma proteina da
membrana externa e o mtPTP podem depender de umiaroacdo especifica conferida por
factores citosdlicos que regulam o poro. A ligackstes reguladores deve entdo ter como
consequéncia uma modificacdo conformacional qumipem interaccdo com o mtPTP e a sua
estabilizacdo na conformacéo fechada (Fig. 17-13leEhotar que a alteracdo mediada pelo

ligando pode em vez do representado, favorecenfarcnacao aberta do mtPTP.

v
// ),
O
N V V OMM, '
OMM\ OMM OMM N P T
IMM m IMMm IMMO 0 IMMO O
® 2 ©) @

Q O v Reguladores citosélicos

WAR Proteinas da OMM
m mtPTP na conformacao fechada
0 mtPTP na conformacéo aberta

L

Fig. 17 —Modelo de regulacdo do poro responséavel pela pdifiteale transitoria mitocondrial (mtPTP) através d
proteinas da membrana externa mitocondrial (OMMstdl modelo a modelacdo do mtPTP da membranaantern
mitocondrial (IMM) ocorre por interac¢do com proi@s da OMM. Estas proteinas podem ser alvo deaggrds
citosdlicos. A linha a tracejado representa a magptia OMM apés a abertura do mtPTP (Adaptado dedBdiret

al., 2006).

Na auséncia de interac¢cOes por parte da membraema&xo mtPTP pode transitar do
estado fechado (Fig. 17-2) para o estado abertg. (Fr-3) e vice-versa, sob efeito de
modeladores da membrana interna e da matriz, comoaso da\¥, pH, CyP-D, C& ou dos

PN. A estabilizacdo na conformacdo aberta pode lavearranjos da estrutura das cristas e
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eventualmente a ruptura da membrana externa (Fig).1A Fig. 17 mostra como a membrana
externa pode ter propriedades reguladoras no mts&r® ,necessariamente fornecer uma via de
permeabilizacdo da membrana interna para a difds&olutos. Contudo o modelo n&o pode ser,
em caso algum, visto como um processo especifestético na ocorréncia da MPT, isto porque
independentemente do conhecimento acerca da régutk; mtPTP, € actualmente impossivel

identificar um local de accdo de um efector no parexcepcao da CyA (Bernasetial, 2006).

6.2. A permeabilidade transitoria mitocondrial na morte celular

O papel da mitocoéndria na morte celular € abramgesgndo que muitas das reaccdes
participantes ocorrem ao nivel deste organelo. ®atndria participa intrinsecamente nas vias
de sinalizagdo apoptoética, tem um papel importaatapoptose mediada por receptores e esta
envolvida em varias formas de morte celular pagmala apoptose (Rasola and Bernardi, 2007).
Quando h& um desequilibrio entre a viabilidade moate celular, o ciclo celular normal é
interrompido observando-se varias alteracbes ael mia fisiologia e estrutura mitocondrial
(Scorrano and Korsmeyer, 2003; Heath-Engel andeSIai06). Estas alteracdes dependem da
intensidade e persisténcia do estimulo e podem &gae a célula atinja um ponto sem retorno,
ao nivel dos mecanismos que levam a morte ceRuate entdo ocorrer a libertacdo de proteinas
indutoras de apoptose como o citocraena factor indutor de apoptose (AlF), a endonisde@a
(endo G) ou a proteina Smac/Diablo (Rasola and&ern2007). Dado que o tamanho destes
factores excede o diametro do poro dos canais dabna@a externa, tem sido proposto que &
necessario ocorrer a permeabilizagdo da membratnaxpara que haja libertacdo destes
factores para o citosol (Rasola and Bernardi, 2007)

Actualmente existem alguns modelos que tentam @xpla permeabilizacdo da
membrana externa mitocondrial (OMM). Estes modaefis sdo necessariamente independentes
e ndo excluem a possibilidade de diferentes meoasidevarem a libertagdo das mesmas
proteinas apoptoticas, em diferentes condi¢Oestéjpmas ou em diferentes tipos celulares. De
um modo geral, os principais mecanismos podem esrridos a partir de um modelo de
permeabilizacéo directa da OMM e pelo modelo danpabilidade transitéria mitocondrial. No

primeiro, algumas proteinas pré-apoptéticas daliamtl-2, como a Bax ou a Bak promovem,
36



Introducédo

directa ou indirectamente, a abertura de porosM& @ dado estes poros possuirem dimensdes
suficientes para conduzir proteinas indutoras dmptage ao citosol, desencadeia-se a morte
celular programada. No ultimo, da-se a aberturaueporo ao nivel da membrana interna
designado por mtPTP, que leva a ruptura da OMMlIlibedtacdo do citocroma do espaco
intermembranar. Isto verifica-se porque quando @o ppermanece aberto por periodos
prolongados, da-se a despolarizacdo da membraraané cswellingda matriz, 0 que por sua
vez leva aainfolding das cristas mitocondriais e subsequentementetarauga OMM (Rasola
and Bernardi, 2007).

O poro responsavel pela permeabilidade transi®rassim responsavel por diversas
alteracbes a nivel mitocondrial e celular levangln, alguns casos, a morte celular, pelo que

surge actualmente como modelo em estudos toxia@aégo qual foi utilizado neste trabalho.
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Objectivo do trabalho

A carbamazepina é um farmaco amplamente utilizadtratamento da epilepsia. Este
anti-epiléptico € metabolizado principalmente ngadio, pelo que pode induzir alguma
toxicidade ao nivel deste 6rgdo. Existem tambérdéenias de que a carbamazepina leva a
hiperhomocisteinémia, o0 que por sua vez estd emicglado com a ocorréncia de doencas
cardiovasculares. Actualmente estdo descritas aguexplicacdes que tentam elucidar o
mecanismo patolégico da homocisteina nas doengdmweasculares, no entanto este ndo esta
esclarecido. Na tentativa de avaliar os mecanisdedepatotoxicidade e cardiotoxicidade
associados a terapia com carbamazepina estudamefeitws da propria carbamazepina e da
homocisteina na bioenergética mitocondrial e nanpabilidade transitéria mitocondrial de
mitocondrias hepaticas e cardiacas, testando aebBgpdde que os efeitos hepatotoxicos e
cardiotoxicos fossem o resultado de uma accédoglestapostos a nivel da mitocondria o que
poderia resultar numa disfuncéo tecidular e doestsm 6rgdo. Dado que a homocisteina ocorre
no organismo humano sob diferentes formas, estuslao® efeitos toxicologicos da
homocisteina, através de uma mistura racémica,-addiocisteina (DL-Hcy) e de um dos seus
derivados, a homaocisteina tiolactona, mais espaaifente o isomero L (L-HTL).

No sentido de completar este estudo avaliarararebédm os efeitos dos compostos na
organizacao dinamica dos lipidos com o propésitentender a distribuicdo e as alteragdes

destas moléculas ao nivel da bicamada fosfolipidisamembranas biologicas.
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1.Reagentes

Albumina bovina sérica (BSA), acido N-2-hidroxigtiperazina-N"-2-etanossulfénico
(Hepes), acido etilenodiaminotetracético (EDTA),idac 3-(N-morfolino)propano-sulfonico
(Mops), carbamazepina, ciclosporina A, DL-homodiste L-homocisteina tiolactona,
oligomicina, rotenona e protease tipo VI, obtidds Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO). O fosfolipido dipalmitoilfosfatidilcolina (DRP), Tris-maleato e 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH) foram obtidos da Sigma Chemicam@any (St. Louis, USA). O acido
etilenoglicol-tetraacético (EGTA), o tetrafenilfosio, o Tris-hidroximetilaminoetano (Tris), o
dodecilsulfato de sédio (SDS), o cloreto de potasscloreto de magnésio, o dihidrogenofosfato
de potassio e a sacarose foram comprados & Meeoikn@iadt, Alemanha). O Célcio Gré¥n
foi fornecido pela Molecular Probes (Leiden, Holand derivado propionico do DPH, acido 3-
[p-(6 fenil)-1,3,5-hexatrienil]-fenilpropiénico (DHRPA), foi obtido da Molecular Probes
(Junction City, OR).

2. Isolamento de mitocondrias

As mitocdndrias foram isoladas a partir de figadaatos da estirpe Wistar, com cerca de
200 a 300g de peso corporal utilizando um procdsstentrifugacao diferencial (Gazzatial.,
1979). Os o6rgaos foram retirados apdés a morte #dawass por deslocamento cervical e
colocados em meio de homogeneizacdo a uma tempedEu® C. O meio de homogeneizacao
utilizado no isolamento continha 250 mM sacarofemM Hepes, 1 mM EGTA a pH 7,4. Foi
ainda adicionada ao meio de homogeneizacdo BSA,Oridkentos antes da sua utilizagcdo. O
meio de lavagem utilizado no isolamento era carigiit por 250 mM sacarose, 10 mM Hepes a
pH 7,2 (Cardoset al, 2001).

A BSA deslipidificada foi utilizada para eliminau dimitar a ac¢éo dissociadora dos acidos
gordos livres durante o processo de isolamentdnmAssBSA é usada na rotina dos isolamentos
com o objectivo de se obterem mitocondrias com lewaelo grau de integridade funcional
(Adam-Vizi and Chinopoulos, 2006).
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O EGTA foi usado como agente quelante de célcima@o a minimizar os efeitos do calcio
na activacao de proteases e fosfolipases libertddeente o processo de isolamento. Desta
forma, a alteracéo da integridade fisica das memaranitocondriais é evitada e conseguem-se

obter mitocOndrias de elevada actividade funcional.

2.1. Isolamento de mitocondrias de figado

Apo6s remocao do figado dos animais, este foi cdimesn meio de homogeneizacao e as
mitocondrias foram isoladas pelo método de cemf@ifdo diferencial descrito por Gazzotti e
colaboradores em 1979, sujeito a ligeiras modiGieac

O processo foi iniciado com o corte do 6rgdo, emupaos pedacgos. Efectuaram-se
entdo algumas lavagens, com meio de homogeneiz@camdo a remover 0 sangue presente e
transferiu-se o contetdo para um homogeneizadeidde tipo potter Elvejhem com cerca de 60
mL de meio de homogeneizacdo. Apds a homogeneizagéaim pistdo de teflon a 200 r.p.m,
associado a um berbequim, o homogeneizado foiidwidor dois tubos e centrifugado a 2500
r.p.m. durante 10 minutos numa centrifuga DamonBEZDA, refrigerada a uma temperatura de
4 °C. De seguida, as particulas de gordura foradadasamente aspiradas e o sobrenadante
decantado para dois novos tubos de centrifuga. AgEEto do volume com meio de
homogeneizacdo, a mistura foi submetida a uma iteggcdo a 10000 r.p.m. durante 10
minutos e o sedimento obtido, contendo a frac¢c&ocamdrial, foi ressuspenso em 1 mL de
meio de lavagem. Transferiu-se a suspensao paws hoos de centrifuga e perfez-se o volume
com meio de lavagem, submetendo-a novamente a emiafegacdo a 10000 r.p.m. durante 10
minutos. Este passo de lavagem foi repetido de naoplorificar o contetdo mitocondrial. Por
ultimo, o pellet final foi ressuspenso em cerc8delL de meio de lavagem e guardado em gelo

ao longo dos ensaios experimentais.
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2.2. Isolamento de mitocondrias de coracao

As mitocondrias de coragdo foram isoladas de acaan o meétodo descrito por
Rickwood e colaboradores (1987), com algumas gliesa O coracéo inicialmente isolado foi
colocado em meio de homogeneizagdo a uma tempeddut °C. Apos ter sido triturado numa
placa de Petri, foi transferido para um homogemiezade vidro tipo potter Elvejhem e
homogeneizado em 20 mL de meio de homogeneizad#b @ sacarose, 10 mM Hepes, 1
mM EGTA, pH 7,4 e 0,1% BSA), utilizando um pistae flon a 200 r.p.m adaptado a um
berbequim. Adicionalmente, foi efectuada uma ada@d5 pL de protease tipo VI (0,5 mg/g
de coragcédo) ao homogeneizado e cerca de 20 mL idedméomogeneizagdo, deixando actuar a
enzima durante cerca de 1 minuto, e voltando a gem&zar a mistura com o pistao. A protease
permite um melhor isolamento das mitocondrias @ogiemidcitos digerindo o tecido altamente
fibroso e com um elevado contelido proteico cornstéulestas células, levando a uma melhor
libertacdo da fraccdo mitocondrial.

A suspensdo obtida foi entdo dividida por dois sulde centrifuga e o volume foi
ajustado com meio de homogeneizacdo ao qual seusema centrifugacdo a 11000 r.p.m
durante 10 minutos, numa centrifuga Damon IEC B-20#mperatura de 4 °C. Esta primeira
centrifugacdo permite sedimentar todo o homogedeizanstituido por células fragmentadas,
células integras, eritrécitos e organelos intrdas#g entre os quais as mitocdndrias, os nucleos e
lisossomas, separando noutra fase a protease.t@éapeoé entdo removida, de modo a evitar a
destruicdo dos componentes proteicos mitocondigi®s a centrifugacdo, o sobrenadante é
assim decantado e o sedimento ressuspenso em lemieid homogeneizacdo. Os volumes
foram ajustados com meio de homogeneizacao, efetdude seguida nova centrifugacao a 2500
r.p.m durante 10 minutos. O sobrenadante obtidedmladosamente decantado para dois tubos
os quais foram centrifugados, apos acerto de vQlam#0000 r.p.m durante 10 minutos. O
sedimento resultante, contendo as mitocondriaseksuspenso em 1 mL de meio de lavagem
(250 mM sacarose, 10 mM Hepes e pH 7,2) e tradsfggara um mesmo tubo, ao qual foi
adicionado aproximadamente 40 mL de meio de lavageentrifugado a 10000 r.p.m durante

10 minutos. Este passo pode ser realizado uma aez, de modo a obter mitocondrias mais
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puras. O sedimento final foi ressuspenso num volad®emeio de lavagem de 400 uL e

transferido para um eppendorf tendo permanecidgedmao longo da realizacdo dos ensaios.

3. Determinagao do conteudo proteico na frac¢cdo naicondrial pelo
método do biureto

A concentracdo proteica presente na fraccdo mitb@inisolada foi determinada pelo
método do biureto (Gornakkt al, 1949). A reaccdo do biureto permite a determimaca
quantitativa de proteinas dada a formacao de unatquae cobre com as ligagbes peptidicas, a
pH alcalino. Este quelato apresenta cor violetasoe preferencialmente aos 540-560 nm. A
estrutura do complexo formado entre o reagenteiwtetb e as proteinas ndo € conhecida mas
envolve a coordenacédo dos ides cobre com o hidimgéljacente ao grupo amina das ligacoes
peptidicas. A reducdo do Cu(ll) a Cu(l) € acompdahgor uma mudanca de cor, consoante o
conteudo proteico da amostra. A concentracdo d&ipeoé entdo quantificada através de uma
curva de calibragédo construida a partir de pacdt&8d3SA ou outra proteina (Whitford, 2005).

Fig. 18— Complexo formado entre os ides cobre e as ligagépsdicas no método do biureto (Whitford, 2005).

As amostras de suspensao mitocondrial (25 pL decordrias de figado ou coracdo) e os
padrdes de albumina foram colocados em tubos ageoeosm 25 pL de SDS a 20% e perfez-se
o volume até 1 mL, com NaCl a 0,9%. Posteriormeateada um dos tubos de ensaio foram

adicionados 1,5 mL de reagente alcalino de colm@génte do biureto) e apds agitacdo foram
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incubados a 37°C durante 30 minutos. As absorv&uleia amostras e dos padrdes foram lidas a
550 nm, num espectrofotémetro JENWAY 6405 UV/VIS.

A solucéo stock do biureto foi preparada dissoleehflg de CuS©5H,O em cerca de 80
mL de agua ultra-pura (miliQ). Foi preparada umiaggm contendo 459 de tartarato duplo de
sbdio e potassio tetrahidratado em cerca de 70Q@endiluente e adicionou-se esta solucdo a
solugdo de CuSPperfazendo os 1000 mL com solugdo diluente. A ¢gaudiluente era
composta por 5 g de Kl num litro de NaOH 0,25M.

O tartarato € utilizado como um agente complexpata manter o cobre em solugéo e o Kl
actua na prevencao da oxidacgéo do cobre.

A solucéo de trabalho do reagente do biureto fep@rada diluindo 5 vezes a solucdo stock

do biureto com o diluente.

4. Efeitos da carbamazepina, homocisteina e homaeiga tiolactona

na bioenergética mitocondrial

4.1. Avaliacado da actividade respiratoria mitocondial por determinacéo do

consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio mitocondrial foi avaliadogpograficamente por meio de um
eléctrodo de oxigénio do tipo Clark (SI Model 533&llow Spring Instruments) ligado a um
registador Kipp & Zonen (Type BD111). Os ensaiasifio realizados numa camara de reacgéo
de 1 mL, fechada e termostatizada a 30 °C, mants@dosuspensao mitocondrial sob agitacao
magneética constante (Cardastal., 2003). A calibragcdo do eléctrodo foi feita derdoocom o
método descrito por Rickwood e colaboradores (1987)

Os ensaios com mitocdndrias hepéticas foram re@izaom 1 mg de proteina e por sua
vez 0s ensaios com mitocondrias cardiacas foralzadas com 0,5 mg de proteina, em 1 mL
de meio de reaccao “respiracao” contendo 130 mMreae, 50 mM HCI, 2,5 mM Mggl0,1
mM EGTA, 2,5 mM KHPO, e 5 mM Hepes a pH 7,4 (Cardasial., 2004). As reacgdes foram
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iniciadas pela adicdo do substrato glutamato/malaio mM/5 mM) tendo-se verificado um
ligeiro consumo de oxigénio designado por estad(-ig. 19-1) da respiracdo, segundo a
convengdo proposta por Chance e Williams em 195kgelo consumo de Pmantém-se ao
longo do tempo, facto que também pode ser conseiguéma existéncia de alguma
permeabilidade membranar d,Hjuer por danos ao nivel da integridade da merabiraerna,
guer por trocas ionicas efectuadas por transpagad®uet al, 1998. A posterior adicdo de
200 nmoles de ADP/mg proteina originam um substhrazimento no consumo de oxigénio
(Fig. 19-2), resultante da fosforilacdo de ADP a&PAEstado 3 da respiracdo). Apods fosforilacdo
de todo o ADP adicionado, o potencial é restabadeei a velocidade de consumo de oxigénio
retoma a velocidade de consumo inicial estabeleceado designado estado 2 apds a
fosforilagdo ou estado 4 (Fig. 19-3) (Bual, 1998).

GLUT/MAL /

ADP
N
(@)
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o
S
[
[ce)
<

2 min
—

Fig. 19 — Registo tipico da avaliacdo da actividade respii@tmitocondrial por determinagdo do consumo de
oxigénio. (1) estado 2 da respiracdo, atingido mema energizacdo mitocondrial com glutamato/malato
(GLUT/MAL); (2) estado 3 da respiracao, verificadepois da adicdo de ADP; (3) estado 2 ap6s foafdd ou
estado 4, atingido apds fosforilacdo do ADP adamitm a ATP; (4) respiracdo mitocondrial ap6s ad@@dDP
conjuntamente com oligomicina (ADP/OLIGO), desigmador estado 4 oligomicina; (5) respiracdo apds
estimulacéo da cadeia respiratéria com FCCP (eg&{eCP).

45



Materiais e Métodos

As velocidades de consumo de oxigénio foram call@slea partir da calibracdo do
eléctrodo fazendo corresponder uma concentracagigénio de 240 nmolesAnL de meio de
reaccdo a uma temperatura constante de 30°C, esuoada milimétrica do papel do registador
(300 mm). O indice de controlo respiratério foi etetinado como o quociente entre a
velocidade de consumo de @a presenca de ADP (estado 3 da respiracédo) éedazle de
consumo de ©apos o consumo do ADP adicionado (estado 4 daraedp), sendo utilizado
como critério de integridade mitocondrial. A efiudéa fosforilativa foi determinada pelo
guociente ADP/O, ou seja, razdo entre o numeronttdes de ADP adicionado e a quantidade

de G (expresso em nAtg) consumido para fosforilar todkDP.

4.2. Avaliacao do potencial de membrana mitocondria

O potencial de membranaYy) foi determinado indirectamente por meio de unctedélo
de tetrafenilfosfonio (TP®, o qual é selectivo ao catido lipofilico TPREomo eléctrodo de
referéncia foi utilizado um eléctrodo de Ag/AgQ@modelo MI 402; microeléctrodos, Inc.,
Bedford, NH). Os eléctrodos foram ligados a um eparde pH (pH meter 3305, Jenway) e o
sinal correspondente a diferenca de potencial gemdre os eléctrodos foi debitado num
registador Kipp & Zonen (Type BD111), ap0s ter pdsspor um circuito de compensacgéo de
voltagem basal (Madeira, 1975).

O potencial membranar mitocondrial pode ser catttutapartir da acumulacdo de TR®

nivel da matriz mitocondrial, quando um potencigeédo, por aplicacdo da equacgéao 1,
A¥(mV) = 59 log (v/V) — 59 log (165°°-1) [Eq. 1]

de acordo com o método descrito por Kamo e colaooea em 1979. Respeitando a equacao de
Nernst, v, V eAE representam, o volume mitocondrial, o volume dmonde incubacédo e a
deflexdo do potencial de eléctrodo desde a linkalpeespectivamente. Para o volume da matriz
mitocondrial tomou-se o valor de 1,1 pL/mg de grae(Massiniet al, 1984). Nao foram
efectuadas correcgdes devidas a contribuicio dadlg “passiva” de TPPuma vez que a

finalidade destes ensaios ndo consistia em detarnos valores absolutos do potencial
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mitocondrial mas sim avaliar as alteracdes relativas potenciais induzidos pelo composto em

estudo.
A determinacgéo do potencial foi efectuada numa cérda reaccdo aberta, termostatizada

a 30 °C, em 2 mL de meio de reaccao “intumescimesagatendo 130 mM sacarose, 50 mM
KCl, 2,5 mM MgCh, 0,1 mM EGTA, 2,5 mM KHPO, e 5 mM Hepes a um pH de 7,4 (Cardoso

2151 !
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120+ =« MAL/GLUT

Fig. 20— Representacio tipica de um registo de avaliacjmi@acial por meio de um eléctrodo de TPP
Apb6s adicdo do substrato respiratério malato/glatanfMAL/GLUT), é desenvolvido a¥. A adicdo de
ADP leva a uma despolarizacéo reversivel (Desgida da repolarizacdo (Repol) para valoresAde

idénticos aos inicialmente desenvolvidos.

et al, 2004) suplementado com 4 uM TP® 10 mM glutamato/5 mM malato. As reaccdes
foram iniciadas por adicdo de mitocondrias hepat{tang de proteina) ou cardiacas (0,5 mg de
proteina) ao meio, o que permitiu o desenvolvimelagotencial. A adicdo de 200 nmoles de
ADP induz a uma despolarizacdo correspondente sio gee AV necessario para fosforilar a

guantidade de ADP adicionada. Apds a fosforilac@otatlo o ADP adicionado da-se uma
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repolarizacdo da membrana mitocondrial internap@tencial membranar é restabelecido (Fig.
20).

5. Influéncia da carbamazepina, homocisteina e horosteina

tiolactona na permeabilidade transitéria mitocondrial.

5.1. Avaliagdo da permeabilidade transitoria mitocadrial por

determinacéo do potencial de membrana mitocondrial

A influéncia da carbamazepina, homocisteina e h@t@na tiolactona na indugdo da
MPT foi avaliada em mitocondrias de figado e deac@o pela determinacdo d&¥ com um
eléctrodo de TPP As reaccdes foram efectuadas numa camara alzenma temperatura
constante de 30°C em 2 mL de meio reac¢ao con@0@aM sacarose, 1 mM KRQ,, 10uM
EGTA e 10 mM Tris-Mops, a pH 7,4. O meio foi ainglplementado com 2 uM TRPL uM
rotenona (Custddiet al, 1998) e 0,5 uMligomicina. A rotenona € adicionada com o intui&o
inibir o complexo |. Deste modo, despreza-se a lnoditeacdo de substratos enddégenos como o
glutamato/malato ao nivel do complexo |, dado quée dipo de experiéncia funciona
adequadamente com a adicdo ao meio de substratabalimados ao nivel do complexo I
(Adam-Vizi and Chinopoulos, 2006).

As reaccdes foram iniciadas com a adicdo de 5 mMutbstrato respiratério succinato a
suspensio mitocondrial e quando a distribuicio RIE &tingiu o equilibrio adicionou-se uma
determinada quantidade de célcio que induz a usotlrizacdo da membrana interna devido a
entrada de G para a matriz mitocondrial através do uniportacéleio, o que por sua vez se
traduz numa perda de potencial (Fig. 21). A perdgpdtencial €, no entanto, parcialmente
recuperada (repolarizacdo) e mantida no caso daolde&zacdo membranar ndo ser muito
acentuada. Para grandes concentracfes de calgarawma situacdo em que o potencial de

membrana é afectado verifica-se uma incapacidadecomdrial para a repolarizacdo e uma
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consequente despolarizacdo que leva a aberturaodplexo proteico responsavel pela

permeabilidade transitoria e a inducao da permidablig transitéria mitocondrial.
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Fig. 21— Representacio tipica de um registo de avaliacfotéacial por meio de um eléctrodo de TPP

5.2. Avaliacdo da permeabilidade transitéria mitocadrial por fluorimetria

O efeito da carbamazepina, homocisteina e homowstelactona na MPT foi ainda
avaliado através dos fluxos de?Ca nivel mitocondrial. A distribuicdo de célcio favaliada
através da distribuicdo da sonda fluorescente @al&reen™ no meio, excitando a amostra a
506 nm e lendo a intensidade da luz emitida a 332eam fendas de excitacdo e emissao de 6 e
8 nm, respectivamenté. intensidade de fluorescéncia foi determinada fluorimetria Perkin-
Elmer LS 50B. As reaccdes tiveram lugar em cuvdéeguartzo, a uma temperatura constante
de 37 °C e em 2 mL de meio de reaccdo contendor@@Gacarose, 1 mM KO, 10 uM
EGTA e 10 mM Tris-Mops a pH 7,4. Ao meio foram angreviamente adicionados 2 pM de
rotenona e 0,5 UM de oligomicina (Custédial, 1998).
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As reaccdes foram iniciadas com a adicdo de 0,5dengroteina e 100 uM de Célcio
Green™, iniciando-se o registo dos niveis de fluoresa@@réassados 60 segundos foi adicionado
Ccd* ao meio, que ao ligar-se & sonda faz com esta dimirescéncia e deste modo os niveis de
fluorescéncia subam. Aos 120 segundos adicionool-sebstrato respiratorio succinato e €
geradoAY utilizado pelo uniporta de célcio para acumulacéicio presente no meio. Deste
modo, a concentracdo de célcio presente no meite dgsconsequentemente, a fluorescéncia
diminui podendo-se acompanhar a distribuicdo deicao meio ao longo do tempo como

representado na Fig. 22.
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Fig. 22— Representacéo tipica de um registo de avaliac@iisttibuicéo de G por fluorimetria.
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6. Avaliacdo dos efeitos da carbamazepina, homo@gta e homocisteina

tiolactona na fluidez membranar, por polarizacéo dedluorescéncia

Os efeitos da carbamazepina, homocisteina e homip@stiolactona na organizacédo
dindmica dos lipidos foram avaliados a partir de sistema membranar de lipossomas
multilamelares de DPPC por polarizacéo de fluomseédo DPH e do seu derivado propidnico,
DPH-PA.

A polarizagéo de fluorescéncia (P) reflecte a difusotacional da sonda fluorescente em
causa, dependendo da organizacdo do meio circendbimh elevado grau de polarizagéo
representa uma ordem estrutural elevada, ou seja, ecerta rigidez do meio membranar
circundante em que a sonda tem menor liberdadeioatd. Por sua vez, um grau de polarizacdo
mais baixo € indicativo de uma maior liberdade diot@al no meio membranar envolvente
correspondendo a um meio membranar mais fluidoit8ky e Barenholz, 1978).

Os lipossomas multilamelares de DPPC foram preparad partir de uma solugéo
cloroférmica de DPPC 6,9 mM. O cloroférmio foi evagdo sob corrente de azoto, de modo a
distribuir o lipido numa camada fina, pelas paretkesim baldo esmerilado. O residuo lipidico
seco foi ressuspenso em tampé&o contendo Tris-raal®amM, KCl 50 mM a pH = 7,4, por
agitacao vigorosa em vortéx, intercalando com 4fopges de 1 minuto de sonificagdo, em banho
de agua. A solucdo de lipossomas foi entdo divighdadois balées com uma concentracdo
nominal de 345 uM em fosfolipido e as sondas DEHPEI-PA foram adicionadas a solucdo de
forma a obter um quociente molar fosfolipido/sodda400. A solucdo de lipossomas foi entéo
guardada durante a noite na auséncia de luz, s&tatapa ambiente e sob agitacdo constante de
modo a que as sondas incorporassem totalmenteossdimas (Custodit al, 1993).

Apbés o periodo de incorporacdo das sondas adicionae ao meio 0Ss respectivos
compostos em estudo (carbamazepina, homocisteinhomocisteina tiolactona) deixando
incubar durante um periodo de 30 minutos e inioiasa as medicdes espectrofluorimétricos.

Os registos espectrofluorimétricos foram realizadas espectroflurimetro computorizado
Perkin-Elmer, modelo LS 50, equipado com bloco pareostatizacdo de cuvetes e sistema

automatico de agitagdo magnética.
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As medicOes de polarizacdo de fluorescéncia do BHAPPH-PA foram efectuadas com
excitacdo a 336 nm, pela componente vertical darlomocromatica polarizada (polarizador na
posicao vertical) e lidas as intensidades de lutigdaa 450 nm, quando o polarizador colocado
entre a amostra e o detector estava orientadoefm($) e perpendicularmente jlao sentido de
polarizacdo da luz de excitacdo (Litman e Barenl@®82). As aberturas de fenda de excitacdo e
de emissdo usadas foram de 6 e 8 nm, respectivam®st valores de P, determinados

automaticamente pelo computador, foram calculagtisquociente:

_0y-1w)
RN

(Litman e Barenholz, 1982)
apos determinacdo automatica dum factor de cowda
G=(I%- ")
dado pela razdo dos componentes vertical e hoakalast luz emitida quando o polarizador
colocado entre o feixe de excitagdo e a amostoaiesgta horizontalmente (Toplaekal., 1990).

O valor corrigido de P foi calculado automaticanegmar computador, segundo a equacao:

_ - 1.G)
“ LG
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7. Estudo estatistico

Todas as determinacdes efectuadas nos estudosaliecay da actividade respiratéria e
potencial mitocondrial foram efectuados em triglicae com ensaios independentes (n=3). A
analise estatistica foi realizada usando o progr@mag@hPad Prism 4. O significado estatistico
entre os ensaios foi avaliado pelo teste ANOVA (pamameétrico) seguido do teste de Tukey,
para efectuar comparagdes entre grupos. Um valop aeenor que 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Os resultados sgomessos em média desvio padrdo (média
SD).
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O efeito toxicolégico da carbamazepina, homocistegnhomocisteina tiolactona foi
avaliado ao nivel da bioenergética e da permeabiéidransitéria mitocondrial de mitocéndrias
de figado e coracdo. Potenciais efeitos na bioétieag mitocondrial foram avaliados pelo
estudo do consumo de oxigénio e do potencial debrema mitocondrial. Por sua vez a ac¢ao
dos compostos a nivel da permeabilidade transitii@condrial foi avaliada pelo potencial de
membrana e pelo fluxo de €anitocondrial associado & permeabilidade transitdritocondrial

induzida por CH.

1. Efeitos da carbamazepina na bioenergética e namneabilidade

transitoria de mitocéndrias hepaticas e cardiacas

O estudo dos efeitos da CBZ no consumo de oxigéemonstra que este farmaco nao
altera o estado 2 da respiracdo, resultante daadig substrato respiratério para o complexo | -
glutamato/malato - quer em mitocondrias de figddg. (23A), quer em mitocondrias cardiacas
(Fig. 24A). Apoés a adicdo de ADP verifica-se um aanto abrupto no consumo de oxigénio
desenvolvendo-se o0 estado 3 da respiracdo, o quakuwdtado do gasto do potencial de
membrana na fosforilacdo de ADP a ATP e do potedspaendido no transporte de ADP para a
matriz mitocondrial. Esta funcdo mitocondrial ndalterada em mitocondrias de figado (Fig.
23B), nem em mitocdndrias cardiacas (Fig. 24B)coasentracdes de carbamazepina estudadas.
Terminada a fosforilacdo de todo o ADP a ATP, aetmamdespiratoria restabeleceA¥ e o
consumo de oxigénio toma valores idénticos aosaisicatingindo-se o0 estado 2 apds a
fosforilagdo ou estado 4. As concentracdes de wcwmbapina estudadas nao alteram
significativamente o estado 4 da respiracao, eatdel ao controlo (auséncia de CBZ) (Fig. 23C
e 24C). Os indices de controlo respiratorio (ICR¥ enitocondrias hepéticas (Fig. 23D) e
cardiacas (Fig. 24D) foram calculados pelo quoeientre o estado 3 e o estado 4 da respiracao,
permitindo controlar a integridade das preparagfigscondriais. Foi ainda avaliada a eficiéncia
fosforilativa da cadeia respiratéria das mitocéasimepaticas (Fig.23E) e cardiacas (Fig.24E)
através do coeficiente ADP/O, definido pela razaweeo ADP adicionado ao meio (expresso

em nmol) e a quantidade de €énsumido (expresso em nAtg) necessaria pararflesftndo o
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Fig. 25 — Efeitos da carbamazepina na cadeia respiratérmaitbedndrias hepaticas. Os estudimam realizadc
com 1 mg proteina, a 30° C e em 1 mL de meio de&earespiracao (ver materiais e métod@spuséncia e
presencga de 20, 50, 70, 100, 200 e 400 nmol deawekepina/mg proteina, apds 3 minutos de incub&gao.
consumo de oxigénio foi determinado com um eléctrdel Q tipo Clark. A adigdo de 10 mM glutamato/3vim
malato gerou o estado 2 da respiragdo (A). O esathp respiracdo (B) foi induzidwor adicdo de 200 nmol
ADP, atingindo-se o estado 4 (C) apés fosforilad@@DP.O ICR (D) foi determinado pela razdo entre o e

3 e 0 estado 4 da respiracdo e o quociente ADPI®raedo entre o nimero de moles de ADP adicioretlo
numero de nAtg de oxigénio consumido. Os valorasvétocidades de respiracdo mitocondrial smessos e
nmol OGJ/min/mg de proteina e os resultados apresentadoespondem a média + SD de eXperiéncia

independentes (n=3).
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Fig. 24— Efeitos da carbamazepina na cadeia respiratémaitbedndrias cardiacas. Os estuftmam realizadc
com 0,5 mg proteina, a 30° C e em 1 mL de mei@aecho respiragdo (ver nos materiais e métowoalsénc
e na presenca de 20, 50, 70, 100, 200 e 400 nnedrdamazepina/mg proteina, apés 3 minutos de agéaO
consumo de oxigénio foi determinado com um eléctrdel Q tipo Clark. A adicdo de 10 mM glutamato/®im
malato gerou o estado 2 da respiragéo (A). O eS}ath respiracdo (B) foi induzidqwr adicdo de 200 nmol
ADP, atingindo-se o estado 4 (C) ap0s fosforilad@d@DP.O ICR (D) foi calculado pela razéo entre o estad
o0 estado 4 da respiragdo e o quociente ADP/O pe&iorentre o nimero de moles de ADP adicionazlat@ner:
nAtg de oxigénio consumido. Os valores das vela@dade respiracdo rattondrial sdo expressos em n
O,/min/mg de proteina e os resultados apresentadoesspondem a média + SD de@periéncias independer
(n=3).
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ADP adicionado. Como se verifica, e de acordo cenefeitos no estado 3 da respiracdo néao
existem alteracdes significativas nestes parametepresenca de concentracdes crescentes de
CBZ.

Assim, o consumo de oxigénio pelas mitocondriasitiegs e cardiacas nos varios estados
respiratdrios, na presenca de diferentes concéetsade CBZ (20, 50, 70, 100, 200 e 400
nmol/mg proteina), ndo é afectado pelo farmaco daque ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo aoseds@s controlos, isto €, na auséncia de
carbamazepina, o que demonstra que este farmac@faéia a respiracdo mitocondrial e a
fosforilag@o oxidativa em mitocondrias hepéticaarliacas.

Ensaios realizados com diferentes tempos de inéobagmbém n&o apresentaram
alteracbes nas velocidades de consumo de oxigéglim,que o tempo de incubacdo ndo parece
ser um factor relevante para a ac¢do da carbanmazeps mitocondrias em estudo (resultados
ndo apresentados).

No sentido de completar o estudo do efeito da oaabkapina na bioenergética
mitocondrial foram também avaliados potenciaisrati@es da carbamazepina no potencial de
membrana mitocondrial. Como se pode observar, dscomdrias hepaticas (Fig. 25A) e
cardiacas (Fig. 26A) desenvolvem um potencial pnéxdos -210 mV apoés adi¢do do substrato
respiratorio glutamato/malato. A adicdo de ADP aoninduz o estado 3 da respiracao que em
conjunto com o translocador de ADP/ATP consofié levando a despolarizacdo do mesmo
(Figs. 25B e 26B). Apo0s a fosforilagdo do ADP p&TeP sintase ocorre a repolarizacdods
para valores idénticos aos iniciais (Figs. 25C €)2® tempo que decorre desde a adicao do
ADP, até a sua total fosforilacdo é designado pampb de fosforilacdo e é expresso em
segundos (Figs. 25D e 26D).

A incubacao das mitocondrias com a CBZ nas coragbdss de 20, 50, 70, 100, 200 e 400
nmol/mg proteina ndo alterou o potencial de menrdasenvolvido pelas mitocondrias
hepaticas (Fig. 25A) e cardiacas (Fig. 26A). A dé&mjracdo induzida pelo ADP (Figs. 25B e
26B) e a velocidade de repolarizagdoAdB (Figs. 25C e 26C) também nédo séo alteradas na
presenca de CBZ nas concentracdes estudadas mosipdsi de mitocdndrias. Por sua vez, o
tempo de fosforilagdo também n&o se encontra digralicando que a capacidade fosforilativa

das mitocondrias hepéticas (Fig. 25D) e cardideigs 26D) nao € afectada pela CBZ, o que em
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Fig. 25 —Efeito da carbamazepina no potencial de membrai§ fle mitocdndrias hepética®s ensaic
decorreram com 1 mg de proteina a 30°C, em 2 minele de reaccéo respiracdo suplementado coiil 2
TPP. (A), (B) e (C) traduzem, respectivamente, os reslalos potenciais desenvolvidos apés a adicdé de
mM glutamato/2,5 mM mlato, 200 nmol de ADP e na fase de recuperacgmuimcial, na presencga de 0,
50, 70, 100, 200 e 400mol de carbamazepina/mg proteina, apés 3 mingasaibacdo. (D) represent
tempo de fosforilagdo e é expresso em segundosialdses dos potenciais foram determinados con

eléctrodo de TPPe sdo expressos em milivoltes (-mV) represent&@neiperiéncias independentes (n=3).
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Fig. 26 —Efeito da carbamazepina no potencial de membraH§ le mitocéndrias cardiaca®s ensaic
decorreram com 1 mg de proteina a 30°C, em 2 minele de reaccéo respiracdo suplementado coiil 2
TPFP. (A), (B) e (C) traduzem, respectivamente, os nesados potenciais desenvolvidos apos a adigéo de 5
mM glutamato/2,5 mM mlato, 200 nmol de ADP e na fase de recuperacgmumcial, na presenga de 0,

50, 70, 100, 200 e 400mol de carbamazepina/mg proteina, ap6s 3 mingasaibacéo. (D) represent
tempo de fosforilagdo e é expresso em segundosial@ses dos potenciais foram determinados con

eléctrodo de TPPe sdo expressos em milivoltes (-mV) represent@neikperiéncias independentes (n=3).
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conjunto com o ADP/O (Figs. 23E e 24E) indicam quemolécula ndo tem efeitos na
bioenergética mitocondrial de mitocdndrias de figadoracao.

A accdo da CBZ na permeabilidade transitéria mitdcal foi avaliada pela
determinacdo do potencial membranar em mitocondepaticas. As mitocondrias tém a
capacidade de acumular ‘aa sua matriz, mas quando esta capacidade é oamfifiocorre
uma despolarizacdo completa do potencial de membpan inducdo da MPT. Desta forma,
consegue-se avaliar o efeito de um dado composkdRIafazendo o registo doW, utilizando
concentracdes de €ajue uma populacéo de mitocdndrias consegue acumula

A CBZ (20 nmol/mg proteina), individualmente, ndterm o potencial de membrana
desenvolvido por mitocondrias hepaticas apos adigeuccinato como substrato respiratério
(Figs. 27A e B — CBZ). Os ensaios realizados cora woncentracdo de €a(120 nmol/mg
proteina) nos quais as mitocondrias hepaticas garesa acumular todo o &adisponibilizado
(Figs. 27A e B — C&) mostram um perfil tipico da manutencdo do poari# membrana ao
longo do tempo, indicativo de que nao ocorre indwWaEMPT.

Apds incubacédo das mitocondrias hepéticas, duméutos com carbamazepina e de a estas
ter sido adicionado o substrato respiratdrio s@atoiFigs. 27A e B — Succinato), registou-se um
desenvolvimento da¥. Dada a estabilizagdo doF desenvolvido, adicionaram-se 120 nmoles
cd'/mg proteina ao meio (Figs. 27A e B — sete'Carovocando uma despolarizacéo
reversivel, consequéncia do consumaAd6 pelo uniporta de célcio para acumular este ido. O
potencial de membrana foi restabelecido apds breegsndos (repolarizacéo), no entanto foi-se
gradualmente dissipando ao longo do tempo (Fig& 87B — CBZ + C&). Como as
concentracdes de €autilizadas neste ensaio foram as mesmas dasadaizno ensaio anterior
os resultados demonstram que o célcio adicionado éendesponsavel pela despolarizacdo
observada, sugerindo que a CBZ é uma molécula dralula permeabilidade transitoria
mitocondrial. Este efeito de inducdo da MPT pelazGB comprovado quando se efectuam
ensaios nas mesmas condicées (Figs. 27A e B — CBZ "}, mas com a adicdo prévia de CyA
as mitocondrias (Fig. 27A — CyA) ou na altura dapadarizacdo do potencial (Fig. 27B — CyA),
nos quais se verifica uma total repolarizacdo dtermial de membrana apos adicdo deste
inibidor da MPT. Desta forma, pode-se afirmar quedespolarizacdo observada pela

carbamazepina no potencial de membrana apés aitg@d" ocorre por inducdo da MPT.

61



Resultados

220

A (mV)

170+

1201 = < Succinato

B 220

Ca” CBZ

AP (mV)

170t

120-L == < Succinato
2 min

Fig. 27 —Efeito da carbamazepina ¥ associado a indu¢do da MPT em mitocdndrias hegzaths mitocondria
(0,5 mg proteina) foram incubadas em meio de readedintumescéncia (venateriais e métodos), suplement
com 2uM rotenona, 0,5ug/mL oligomicina e 2uM TPFP". As reac¢des foram iniciadas com succinato 5 md
Cd* (120 nmol C&/mg proteina) foi adicionado apésA¥ ter estabilizado (G4. A CBZ (20400 nmol/m
proteina) foi incubada durante 6 minutos com a®ebitdrias antes da adicdo de succinato &, @anformi
indicado pelas setas (CBZ +%a A CyA foi incubada antes do inicio das reacc@es CyA) e no decorrer des

(B — CyA). O traco descontinuo (CBZ) representaamsaio sem a adi¢do de’CaDs valoes dos potenciais <

expressos em milivoltes (-mV) e foram determinactos um eléctrodo de TPP
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Fig. 28— Efeitos da carbamazepina nos fluxos dé*@asociados & inducdo da MPT em mitocdndrias heygéti
mitocéndrias (0,5 mg proteina) foram incubadas eeionde reaccdo de intumescéncia (ver materiais tedos)
suplementado com gM rotenona, 0,5ug/mL oligomicina e 100 uM da sonda Calcio Gf#¥e\ intensidade c
fluorescéncia do Célcio GreBhfoi determinada com @ de excitgdo a 506 nm e absorcdo a 532 nm e fend
excitagdo e absorcdo a 6 e 8 nm, respectivameaten§aios decorreram na presenca dé0@0amol CBZ/mg proteil
(CBZ + C&") e na sua auséncia @ga tendo sido adicionado as mitocéndrias 120 nn#dl/@g proteina e succinat
mM. A CyA foi pré-incubada com as mitocondrias mesenca de CBZ (A €yA) e adicionada na fase de libertaca
Ccd" (B — CyA). As mitocondrias foram também pré-inaddsscom a CBZ na auséncia dé'¢aBz). A intensidade ¢

fluorescéncia é expressa em unidades arbitrarias.
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Os efeitos indutores da carbamazepina foram tamdb&monstrados pelo facto deste
farmaco levar & libertagcdo de‘Cam consequéncia da inducéo da MPT. Como se padevaly
na Fig. 28, a adicdo de succinato ao meio reduatensidade de fluorescéncia, devido a
acumulacéo de ¢&(120 nmol/mg proteina) para a matriz mitocond(féd). 28 A e B — C3).

No entanto, em mitocondrias hepaticas incubadas@Bih (20-400 nmol/mg proteina), apos a
acumulacéo do Gaé seguido um aumento dos niveis de fluorescéRiia 28 A e B — CBZ +
ca"), indicando que o G4é libertado para o meio de reaccdo. Este efeiib&lo pela pré-
incubacdo das mitocondrias com CyA (Fig. 28 A — LyA adicdao de CyA no decorrer da
libertacdo do Cd confere as mitocodndrias a capacidade de o reaeurtfig. 28 B — CyA),
indicando que a libertacdo de’Casta associada & indugéo da MPT. Assim, o esisifiukos

de C&" em mitocdndrias hepéticas permite-nos afirmar@@BZ induz a MPT. Desta forma,
de acordo com os resultados obtidos no estudo tem@al de membrana associado a MPT,
pode-se afirmar que a CBZ tem uma forte ac¢do amduha permeabilidade transitoria
mitocondrial, em mitocondrias hepaticas.

Os efeitos da CBZ na MPT foram também avaliadosn@tocdndrias cardiacas. As
mitocondrias cardiacas acumulam significativamenas C4" quando comparadas com as
hepéticas pelo que se comecou por determinar a&otacdo de Ga (240 nmol/mg proteina)
acumulada pela populacdo de mitocOndrias. Postesitie, foram efectuados ensaios na
presenca de CBZ de modo a estudar o seu efeit@dan@ potencial de membrana associado a
MPT. Nas concentragfes estudadas, a CBZ (20-400mmegroteina) ndo altera o potencial de
membrana apés a adicdo de’'Cdrig. 29 CBZ + C&), o que se pode inferir pela semelhanca
entre o ensaio na auséncia de CBZ (Fig. 29°Y)CResta forma, ao contrario do observado em
mitocondrias hepéticas, a CBZ nado tem a capacidadeduzir a despolarizacdo associada a
inducéo da MPT. Por sua vez, a adicdo de uma coacép de Cd mais elevada (270 nmol/mg
proteina) induz a despolarizacdo das mitocondRims 29 — [C&T] alta). No entanto a inibicdo
deste efeito pela pré-incubacdo das mitocondriaazzas com CyA (Fig. 29 — CyA), confirma a

possivel inducdo da MPT, em mitocondrias cardiaeagresenca de elevadas concentracdes de

cat,
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Fig. 29 — Efeito da carbamazepina md¥ associado a inducdo da MPT em mitocOndrias carsliaks
mitocondrias (0,5 mg proteina) foram incubadas cwmwlicdes descritas na legenda da Rig. As reacgde
foram iniciadas com succinato 5 mM e 0“C&40 nmol C&/mg proteina) foi adicionado aposA¥ ter
estabilizado (CH). A CBZ (20-400 nmol/mg proteinddi incubada durante 6 minutos com as mitocon
antes da adicdo de succinato é'GEBZ + C&"). As mitocondrias foram ainda sujeitas a adicad @2mol di
Cd&'/mg de proteina sem ([€h alta) e com a pré-incubacdo de CyA (Cyd).tracado descontinuo (CE
representa um ensaio sem a adicdo d®.@a valor dos potenciais é expresso em milivoltesV) e foi

determinado com um eléctrodo de TPP
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Fig. 30 — Efeitos da carbamazepina nos fluxos dé'@ssociados a inducdo da MPT em mitocédri
cardiacas. As mitocéndrias (0,5 mg proteina) foirrgubadas em meio de reaccao de intumescéoo&
descrito na legenda da Fig. 28. A intensidade wlrdscéncia do Calcio Grééh foi determinada com &

de excitacéo a 506 nm, absor¢édo a 532 nm e ferdascitacdo e absorcdo a 6 e 8 nm, respectivani@ate.
ensaios decorreram na presenca de 20-400 nmol GB@roteina (CBZ + CA) e na auséncisua ausénc
(&), tendo sido adicionado as mitocondrias 240 nmaf'/@g proteina e succinato 5 mMs
mitocoéndrias foram ainda incubadas com CyA adigiooase 270 nmol de €#mg proteina(CyA) e
sujeitas a adicdo da mesma concentracéo tle €am a adicdo de CyA ([Efalta). O tragado descontir
representa um ensaio em que as mitocondrias fonambadas com CBZ ndo havendo adicdo d& Ca

(CBZ2). A intensidade de fluorescéncia é expressaminades arbitrarias.
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O efeito da CBZ na MPT foi também confirmado nanaglacéo e libertacdo de €a
pelas mitocondrias cardiacas. De facto, as mita@sdardiacas pré-incubadas com CBZ (20-
400 nmol/mg proteina) conseguem acumular e sus@#'0(240 nmol/mg proteina) na matriz
mitocondrial (Fig. 30 — CBZ + &3, apds energizacdo com succinato. Assim, em ctnjtom
o estudo do potencial de membrana associado a M#tifica-se que a CBZ na presenca de
diferentes concentracbes de’Cado induz & MPT. Porém, a adicdo de 270 nmdl/®a
proteina permite-nos verificar que as mitocOndriasdiacas ndo conseguem suster uma

concentracédo de €aelevada, efeito que é inibido pela CyA (Fig. 30yA).

2. Efeitos da DL-homocisteina na bioenergética e nmermeabilidade

transitoria de mitocéndrias hepaticas e cardiacas

Na tentativa de esclarecer os mecanismos de hepigidade e cardiotoxicidade
observado em doentes hiperhomocisteinémicos avsdiotambém o efeito de uma mistura
racémica de homocisteina, a DL-Hcy, na bioenergéticna permeabilidade transitoria de
mitocdndrias hepaticas e cardiacas.

O estudo dos efeitos da DL-Hcy na bioenergéticaoguitdrial foi efectuado pela
avaliagdo do consumo de oxigénio e do potenciahdmbrana mitocondrial, a semelhanca do
qgue foi feito para a carbamazepina. Todavia, est@aacido atinge valores sanguineos mais
elevados, pelo que as concentracdes utilizadasstasos com DL-Hcy sdo superiores as da
CBZ.

Os resultados obtidos demonstram que 0 consumo xigEnio observado com
mitocondrias hepéticas (Fig. 31) e cardiacas (Bi), ao longo dos diferentes estados
respiratdrios na presenca de DL-Hcy (1,2-2 umolpnugeina), ndo parece ser afectado dado nao
se registarem alteracdes significativas em relap&orespectivos controlos (na auséncia de DL-
Hcy). Por sua vez, a DL-Hcy também néo tem efaitddCR e o ADP/O das mitocdndrias
hepéticas e cardiacas, indicativo de que este acidwm ndo a afecta a cadeia respiratoria

mitocondrial e a eficiéncia fosforilativa dos tipaes mitocondria.
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Fig. 31 — Efeitos da DL-homocisteina na cadeia respiratoitacandrial de mitocondrias hepatic&3s ensaic
foram realizados na auséncia e na presenca dé€,8,21,2, 1,6 e 2 umol de Dhemocisteina/mg proteina, |
condicBes descritas na legenda da Fig. 23. Osemftas velocidades de respiracdo mitocondaakspondent:
ao estado 2 (A), estado 3 (B) e estado 4 (C) qaregsio foram determinados com um eléctrodo g8p® Clark
e sdo expressos em nmafiBin/mg de proteina. O ICR (D) foi determinadogpedzao entre o estado 3 e 0 es
4 da respiragdo e o quociente ADP/O (E) pela rerfi@ o nimero de moles de ADP adicionado e o rider

nAtg de oxigénio consumido. Os resultados apredestaorrespondem a média + SD deexeriéncis
independentes (n=3).
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Fig. 32z — Efeitos da DL-homocisteina na cadeia respiratéganttocdndrias cardiaca®s ensaios fora

realizados na auséncia e na presenca de 0,2,,6,40,8, 1,2 e 2 pmol de Dhemocisteina/mg proteina, |

condi¢Oes descritas na legenda da Fig. 24. Osemltas velocidades de respiracdo mitocondefgrentes ¢

estado 2 (A), estado 3 (B) e estado 4 (C) da rgpir foram determinados com um eléctrodo gépo Clarke

sdo expressos em nmo)/@in/mg de proteingD ICR (D) foi calculado pela razao entre o esta@oo estado 4

respiracdo e o ADP/O pela razdo entre o numeroalesnde ADP adicionado e 0 nimero de néégoxigéni

consumido. Os resultados apresentados correspchdeddia + SD de 3 experiéncias independentes (n=3).
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Os efeitos da DL-Hcy na bioenergética mitocondiatam ainda avaliados por
determinacdo doA¥. O desenvolvimento do potencial apds a adicdo dbststo
glutamato/malato as preparagfes mitocondriaissofieu alteracdo significativa na presenca de
DL-Hcy, tanto em mitocondrias hepéticas (Fig. 33®mo em mitocondrias cardiacas (Fig.
34A). Por sua vez, a despolarizacdo induzida pdd AFig. 33B e 34B), a velocidade de
repolarizagdo da\¥ (Fig. 33C e 34C), bem como o tempo de fosforilagiobém ndo séo
alterados na presenca de DL-Hcy. Assim, e em ctmjeom os resultados referentes ao
consumo de oxigénio, a DL-Hcy ndo parece afectdao@nergética de mitocondrias de figado e
coracao.

Na sequéncia dos estudos realizados para avalkengiais efeitos da DL-Hcy a nivel
mitocondrial estudamos também os efeitos destecdmito na inducdo da MPT, no sentido de
clarificar os seus mecanismos de toxicidade.

Os efeitos da DL-Hcy na inducdo da MPT foram adaléa pela determinagdo do
potencial de membrana mitocondrial. Como se obseevaFig. 35, a adicdo do substrato
succinato conduz ao desenvolvimento de aW proximo de -220 mV, em mitocondrias
hepéticas. A adicdo de 110 nmol d€'@ag proteina causa uma despolarizacdo temporéaria do
AY, resultado da sua acumulacéo pelo uniporta déeocglee apos cerca de 1 minuto retorna ao
seu valor inicial. A repolarizacdo do¥ ocorre apés acumulacdo do?Caugerindo a nao
ocorréncia da MPT (Fig. 35 — € Contudo, a pré-incubacédo das mitocéndrias corHOY
(1,2-2umol/mg proteina) induz a uma despolarizacao irsfvet doAY, ap6s a adicéo do Ea
(Fig. 35 — DL-Hcy + C%), caracteristica da inducédo da MPT. A pré-incubatz@s mitocondrias
com CyA previne a despolarizacéo irreversivelad6 induzida por CBZ e G4 (Fig. 35A —
CyA). Nestas condicdes, a adicdo dé'Gambém provoca uma despolarizacdo temporaria do
A¥, mas apds a repolarizacdo, as mitocondrias reanper capacidade de manterA¥,
sugerindo que a despolarizacdord® provocada pela DL-Hcy ocorre devido a indugéo d&Irv
A adicédo de CyA na fase de despolarizagéo (Fig. 3%B/A) reverte este efeito conferindo as
mitocondrias hepéticas a capacidade de repoladz@gd¥, o que confirma os efeitos da DL-
Hcy na inducdo da MPT.

O estudo dos fluxos de €aassociado & inducdo da MPT, sdo concordantes som o

efeitos obtidos na¥. Apés adicdo do succinato, as mitocéndrias acumol&£4&* adicionado,
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Fig. 33 — Efeito da DL-homocisteina no potencial de membrén®) de mitocdndrias hepaticag\s

experiéncias decorreram nas condicdes referidasegenda da Fig. 250s valores dos potenciais
polarizag&o (A), despolarizacdo (B) e repolariza@)oe o tempo de fosforilacdo (D) foram determiosd:
auséncia e na presenca de 0,2, 0,4, 1,2, 1,6 ea? genDL-homocisteina/mg proteina e sdo expressc

milivoltes (-mV). A determinacdo dos potenciais &fectuada com um eléctrodo de TRPos resultad:

representam 3 experiéncias independentes (n=3).
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Fig. 34 —Efeito da DL-homocisteina no potencial de membr@t) de mitocondrias cardiaca®s ensaic
decorreram nas condi¢des descritas na Fig. 26.(B)),(C) e (D) representam respectivameavgevalores d¢
potenciais referentes a polarizagdo, despolarizacéepolarizagdo bem como os tempos de fosforilagdo
auséncia e na presenca de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 2Zumol de DL-homocisteina/mg proteira. tempo d
fosforilagdo é expresso em segundos. Os valorepatesciais, determinados com um eléctrodo de" BaP
expressos em milivoltes (-mV) e representam a mé&B de 3 experiéncias independentes (n=3).
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mantendo-0 no seu interior ao longo do tempo F6g- C&"). No entanto, a pré-incubacdo com
DL-Hcy (1,2-2 umol/mg proteina) induz & libertacdo do*Cacumulado (Fig. 36 — DL-Hcy +
c&™"), como se verifica pelo aumento de fluorescéncia.

Todavia, a CyA previne a libertacdo do’Cacumulado (Fig. 36A — CyA) e confere as
mitocondrias hepaticas a capacidade para o reaavenul(Fig. 36B — CyA), 0 que sugere que o
efeito da DL-Hcy na libertacdo de Ca@steja relacionado com a capacidade desta molgatda
induzir a MPT.

A DL-homocisteina tem assim uma capacidade de in@u¥PT em mitocondrias de
figado. Contudo a concentragdo minima necessara @ae este efeito se verifique (1,2
umol/mg proteina) é superior relativamente a CBZ iiatbl/mg proteina), pelo que se pode
dizer que a DL-Hcy tem menor capacidade para induMPT e, consequentemente, alterar a
homeostase do €a

No sentido de explicar os disturbios cardiovaseslanduzidos pela DL-Hcy foi ainda
estudado o efeito da DL-Hcy inducdo da MPT em rinoicias cardiacas. A adicdo do substrato
succinato, as mitocondrias cardiacas, permite gtees elesenvolvam rapidamente aNf de
cerca de -220 mV. Apds a adicdo de 230 nmol d&€/Bg de proteina, uma concentracdo
relativamente superior a adicionada na mitoconddasfigado, estas mitocondrias tém a
capacidade de recuperarA¥, mantendo-o ao longo do tempo (Fig. 37 <"CaContudo, a
incubacdo das mitocondrias com DL-Hcy néo induzialguer efeito n&W apods a adicdo de
cd* (Fig. 37 — DL-Hcy + C#). Assim, a DL-Hcy parece ndo ter efeitos ao n@lAY
associado a inducédo da MPT, o que € comprovadensaios realizados com a pré-incubacao
das mitocondrias com CyA (Fig. 37 — CyA). Adiciamainte, estes efeitos foram comprovados
pelo estudo do fluxo de &aassociado & MPT. Apds a adicdo do succinato ascomtrias
acumularam o GA previamente adicionando ao meio (230 nmol d€/@g de proteina) sem o
libertarem ao longo do tempo (Fig. 38 —*GaContrariamente, nas mitocdndrias cardiacas a
incubac&o com DL-Hcy néo leva & libertacdo dé"@aumulado na matriz mitocondrial (Fig. 38
— DL-Hcy + C&"). Desta forma e pela semelhanca dos resultadédosttom a pré-incubacéo
de CyA (Fig. 38 — CyA), podemos afirmar que a DLyHwo promove a libertacdo de<a
associado a inducdo da MPT em mitocOndrias de &raque é verificado quando se eleva a

concentracdo de €aadicionado ao meio (260 nmol/mg proteina) (Fig—38&"] alta).
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Fig. 35 —Efeito da DL-homocisteina n®¥ associado a indu¢do da MPT em mitocondrias heysaOs
ensaios foram realizados nas condi¢des descritiegeada da Fig. 27As reac¢des foram iniciadas ¢
succinato 5 mM e o Ga(110 nmol C&'/mg proteina) foi adicionado apds\¥ ter atingido o equilibri
(C&"). As mitocdndrias foram incubadas com DL-Hcy (2,2mol/mg proteina) durante 6 minut
antes da adicéo de succinato é'GBL-Hcy + C&"). A CyA foi incubada antes do inicio das rede:
(A — CyA) e no ensaio com DL-Hcy (B — CyA). O tragiescontinuo (DL-Hcy) traduz aW¥
desenvolvido ap6s incubagéo da DL-Hcy sem a adied84". Os valores dos potenciais s&0 expresso

em milivoltes (-mV) e foram determinados com uncetdo de TPP
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Fig. 36— Efeitos da DL-homocisteina nos fluxos d&Cassociados & inducdo da MBff mitocondrie
hepéticasAs experiéncias representadas decorreram segunctindg;des referidas na legenda da
28. Os ensaios decorreram na presenca (DL-Hcy %) @ana auséncia de DL-Hcy (1,2p2nol/m¢
proteina) (C&), tendo sido adicionado as mitocondrias 110 nnal/@g proteina e succinato 5 m
CyA foi também pré-incubada com as mitocondriapmesenca de DL-Hcy (A €yA) e adicionada t
fase de libertagdo do €a(B — CyA). As mitocondrias foram ainda pré-incubsccom DLHcy ne

auséncia da adicdo de’C¢CBZ). A intensidade de fluorescéncia é expressamidades arbitrarias.
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Fig. 37 —Efeito da DL-homocisteina na¥ associada indu¢do da MPT em mitocdndrias cardiaca:
mitocondrias (0,5 mg proteina) foram incubadas ec@sdicdes descritas na Fig. 27. Os ensaios |
iniciados com a adigéo de 230 nmof@ag proteina e succinato as suspensdes mitocémgr@incubada
com DL-Hcy (1,2-2umol/mg proteina) (DL-Hcy + C4) e na sua auséncia (Ca As mitocondrias fora
ainda incubadas com (CyA) e sem CyA (Qalta) durante 6 minutos adicionando-se 260 nmal/fc
proteina antes dadi¢cdo de succinato. O tracado descontinuo repeesemotencial desenvolvido a|
adicéo de succinato sem a adicdo d& (@L-Hcy). O valor dos potenciais é expresso enivaites (mV) e

foi determinado com um eléctrodo de TPP
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Fig. 38— Efeitos da DL-homocisteina nos fluxos de*Cassociados a inducdo da MPT em mitocon
cardiacas. A determinacdo da intensidade de fluénesa do Calcio Greéfl e as condicées das reace
processaram-se de acordo com o descrito na leg@gda8. Os ensaios foram efectuados na presef€a 1,
umol DL-Hcy/mg proteina (DL-Hcy + C& e na auséncia de DL-Hcy (€p tendo sido adicionadas
mitocoéndrias 230 nmol G&mg proteina e succinato 5 mMs mitocondrias foram ainda incubadas
CyA adicionando-se 260 nmol de ‘¥ang proteina (CyA) e sujeitas & adicdo da mesmaerdracéo ¢
Ccd’, sem a adicdo de CyA ([€% alta). O tracado descontinuo representa um engaioqee a
mitocondrias foram incubadas com DL-Hcy ndo haveadicdo de Cad (CBZ). A intensidade ¢

fluorescéncia é expressa em unidades arbitrarias.
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3. Efeitos da L-homocisteina tiolactona na bioeneégica e na

permeabilidade transitoria de mitocondrias hepatica e cardiacas

A homocisteina pode formar varios derivados ojugar-se com proteinas. Um desses
derivados é a homocisteina tiolactona que se farpartir da ciclizacdo da homocisteina. A
HTL é potencialmente toxica e parece exercer asgao ao nivel do ADN e de proteinas. Deste
modo, efectuou-se também o estudo deste derivadmmiacisteina ao nivel da bioenergética
mitocondrial de mitocdndrias de figado e coracéibzando o isbmero L da HTL.

De modo semelhante a CBZ e a DL-Hcy, a L-HTL asceatragfes utilizadas (0,2-2
umol L-HTL/mg proteina) ndo alteram significativanteenas velocidades de consumo de
oxigénio do estado 2 (Fig. 39 — A), estado 3 (Bf.— B) e estado 4 (Fig. 39 — C) das
mitocondrias hepaticas. Por sua vez, o ICR e o/BDParametros que permitem controlar a
integridade das mitocondrias e a eficiéncia fokftva, também ndo séo alterados
significativamente nas concentracdes de L-HTL estad. Em mitocdndrias cardiacas os
consumos de oxigénio referentes ao estado 2 (6ig.A), estado 3 (Fig. 40 — B) e estado 4 (Fig.
40 — C) também nao apresentam diferencas sigivtisaem relagdo aos controlos (na auséncia
de L-HTL). De igual modo, a L-HTL, ndo tem efeits nivel do ICR e do ADP/O. Desta forma
este composto, para as concentracfes estudadaspre@enta qualquer efeito no consumo de
oxigénio de mitocondrias de figado e coracao.

O efeito deste derivado da Hcy foi também estudamla¥ de mitocdndrias hepaticas
(Fig. 41A) e cardiacas (Fig. 42B). Os resultadgsatestram que a L-HTL néo afecta\& apos
adicdo de glutamato/malato. ApOA® ter atingido o equilibrio adicionaram-se 200 nrdel
ADP, levando a uma consequente despolarizacdo. (Fids e 42B). OAY registado apds a
fosforilagdo do ADP a ATP constitui o potencial dgpolarizacdo. As figuras 41C e 42C
demonstram que este parametro ndo é afectado senpeede concentracdes crescentes de L-
HTL, quer em mitocdndrias de figado quer de coragi&pectivamente. Por sua vez, o tempo de
fosforilacdo também né&o sofre alteracdes signifiaatna presenca de L-HTL, nos dois tipos de

mitocondrias (Fig. 41D e 42D). Este resultados enjunto com o estudo efectuado ao nivel do
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consumo de oxigénio permitem assim verificar queHIL ndo afecta a fosforilacdo oxidativa

nem o funcionamento da cadeia respiratéria de Gnithtas hepaticas e cardiacas.
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Fig. 39 - Efeitos da L-homocisteina tiolactona na cadeiairagpia de mitocondrias hepaticass experiéncic

foram realizadas na auséncia e na presenca dé,8,20,6, 0,8 1,2 e 2 umol dehomocisteina tiolactona/r

proteina, nas condi¢gdes descritas na legenda d2F.i@ consumo de Joi efectuado com um eléctrodo dg O

tipo Clark e permitiu determinar o estado 2 (Alads 3 (B) e estado 4 (C) da respiracao expressosmao

O,/min/mg de proteinaO ICR (D) foi determinado pela razdo entre odmstd e 0 estado 4 da respiracao

ADP/O pela razdo entre o nimero de moles de ADPiaadido e 0 nimero nAtg de oxigérdonsumido. C

resultados apresentados correspondem a média £ S2xperiéncias independentes (n=3).
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Fig. 40— Efeito da L-homocisteina tiolactona na cadeia rasfuia de mitocondrias cardiac&s ensaios fora
realizados na auséncia e na presenca de 0,2,8,4,,D, 1,6 e 2 umol de hemocisteina tiolactona/mg protei
segundo as condi¢des descritas na legenda da4rigeferminando-se o consumo dec®m um eléctrodo de,O
tipo Clark. As velocidades de respiragdo mitocalaarrespondentes ao estado 2 (A), estado 3 (Brdadgt (C
da respiracdo apresentam-se expressas em ngmin@®ng de proteina. O ICR (Dpif determinado pela raz
entre o estado 3 e 0 estado 4 da respiracdo eaeqt®m ADP/O representa a razdo entre o nimerodadesna
ADP adicionado e o niumero de nAtg de oxigénio conida para fosforilar todo o ADP adicionado. Os heslos

correspondem a média + SD de 3 experiéncias indepges (n=3).
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Fig. 41 —Efeito da L-homocisteina tiolactona no potenciahtembranaA¥) de mitocéndrias hepatica®s

ensaios decorreram conforme descrito na legendfagd&5, determinando-se/A3¥ com um eléctrodo de TPP

na auséncia e na presenca de 0,2, 0,4, 0,6, 2,8,Zymol de L-homocisteina tiolactona/mg proteitfs), (B)

e (C) representam respectivamente os valores dtengiais obtidos na polarizacdo, despolarizagéo

repolarizacdo €D) os tempos de fosforilacdo resultantes dos essaiectuados. O tempo de fosforile

representa o tempo necessério para fosforilacdal® a ATP e foicalculado pelo periodo, em segun

desde do inicio da despolarizacdo até ao fim dalagpacdo. Os valores dos potenciais s80 expressos

milivoltes (-mV) e representam a média = SD de [3eeiéncias independentes (n=3).
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Fig. 42 —Efeito da L-homocisteina tiolactona no potencialntembranaA¥) de mitocdndrias cardiaca®s
ensaioglecorreram conforme descrito na legenda da FigO&6zalores da polarizacdo (A), despolarizaga

e repolarizagéo (C) foram determinados com um reléatde TPP, na auséncia e na presenca de 0,2, 0,
0,8, 1,2 e 2umol de Lhomocisteina tiolactona/mg proteina. O tempo déofitacdo (D) é expresso ¢
segundos sendo calculado pelo periodo entre @idaidespolarizagéo e o fim da repolarizacao. @sesdo
potenciais sdo expressos em milivoltes (-mV) easgmtam a média + SD de 3 experiéncias indepégrden
(n=3).
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A L-HTL esta descrita como sendo um composto gised de danificar proteinas a
nivel celular conjugando-se a estas e alterand@a duscéo (Perla-Kajéet al.,2007). Com base
na estrutura proteica do poro responsavel pela MPJgssivel que a L-HTL tenha um efeito
directo na MPT. Desta forma estudou-se também toefla L-HTL na inducdo da MPT
dependente de &a Como se observa na Fig. 43, a adicdo de succimtenitocondrias
hepaticas permite que estas desenvolvaminae cerca de -220 mV. A adicdo de 120 nmol de
Ca*/mg proteina vai resultar no gasto de parte dadseutilizado pelo uniporta de €apara
acumular este ido. No entanto, apés a acumulacdoddeo C4" adicionado, as mitocondrias
restabelecem o potencial para valores idénticosragiais (Fig. 43 — CH). A incubacéo de L-
HTL (0,8-2umol/mg proteina) com as mitocdndrias provocou umsapacidade destas reporem
e susterem a¥ ao longo do tempo, resultando numa consequenpeldezacao irreversivel do
mesmo (Fig. 43 — L-HTL + G). Por sua vez ao pré-incubarmos as mitocondrias@pA, este
inibidor da MPT previne a despolarizacdo causada pedTL (Fig. 43A- CyA). Para além
disso, a adicdo de CyA na fase de despolarizag@erteeo efeito da L-HTL, levando a
repolarizacao daA¥W (Fig. 43A- CyA). Assim, os resultados mostram cqueCyA tem a
capacidade de prevenir e reverter os efeitos pemaxpela L-HTL no potencial de membrana,
0 que sugere que a L-HTL tem um efeito indutor &MNhduzida por Ca.

De forma a comprovar os efeitos da L-HTL na indugcih MPT em mitocondrias
hepéticas foi estudado o efeito destas moléculasflogos de C& associados a inducdo da
MPT. Por observacdo da Fig. 44 a adicéo o8 &auspenséo mitocondrial provoca um aumento
dos niveis de fluorescéncia da sonda Calcium GYedBonsequentemente, apds a adicdo de
succinato as mitocdndrias estas acumulam © @eeviamente adicionado (Fig. 44 —?Qa
observando-se uma diminuicdo dos niveis de fluéresa. A incubacdo das mitocondrias com
L-HTL induz o aumento dos niveis de fluorescénitigo apds acumulacéo do C4L-HTL +
cd™"). Este efeito é inibido pela pré-incubacdo de Cyrantendo os niveis de fluorescéncia
baixos (Fig. 44A — CyA), 0 que sugere uma acumualai@C4" pelas mitocondrias mesmo na
presenca de L-HTL. A adicdo de CyA na altura dartidzdo do GA (Fig. 44A- CyA), isto &,
guando os niveis de fluorescéncia aumentam, prownste diminuicdo repentina da
fluorescéncia, o que sugere que as mitocondridana ter a capacidade de acumular & @a
presenca de L-HTL. Assim, dado a CyA ser unemetinibidor da MPT e inibir o efeito da L-
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Fig. 43 —Efeito da L-homocisteina tiolactona A’ associado a indu¢édo da M mitocdndrias hepéatic
Os ensaios decorreram nas condicdes descritasgeade da Fig. 27As reacgBes foram iniciadas ¢
succinato 5 mM e o G&(120 nmol C&/mg proteina) foi adicionado apés\e ter atingido o equilibrio. A
reaccBes foram efectuadas na auséncid@apresenca de L-HTL (0,84#mol/mg proteina) (L-HTL+C3),
apo6s incubacgdo durante 6 minutos. A CyA foi tambéonbada antes do inicio das reacgbes (ByA) €
adicionada no decorrer do ensaio com L-HTL (B — LyA trago descontinuo (L-HTL) traduz &Y
desenvolvido ap6s incubacdo da L-HTL sem a adigi€d’. Os valores dos potenciais sdo expressos

milivoltes (-mV) e foram determinados com um elédtr de TPP.
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Fig. 44 — Efeito da L-homocisteina tiolactona nos fluxos d&*@ssociados a indugdo da MPT
mitocdndrias hepaticas. As experiéncias foram eéefds nas condi¢cdes descritas na legenda da Fig. 28
Ap6s adicdo de 120 nmol Eang proteina e succinato, as experiéncias forsoiadas na ausén
(C&") e presenca de L-HTL (0,8-Zimol/mg proteina) (L-HTL+C#). A CyA foi incubad
conjuntamente com L-HTL (A — CyA) antes do inicia deaccdo e adicionadno decorrer d
experiéncias (B — CyA). As mitocdndrias foram aipué-incubadas com a L-HTL na auséncia d& Ca

(L-HTL). A intensidade de fluorescéncia é expremsaunidades arbitrarias.
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HTL na libertacdo de Gaos resultados indicam que este derivado da Hchéaminduz a MPT
em mitocondrias hepéaticas, apresentando maior iciukcindutora que a DL-Hcy.

No sentido de avaliar o efeito da L-HTL na indug@MPT em mitocondrias cardiacas,
efectuou-se um estudo idéntico nestas mitocondAas mitocondrias cardiacas acumulam
significativamente mais Gaque as hepaticas. Deste modo, ap6s o desenvolardenY por
adicdo de glutamato/malato foram adicionadas ascoidrias 220 nmol de €&ng de
proteina, o que provocou a repolarizacdo reversfielAY (Fig. 45 — C&). Apds o
restabelecimento doA¥W, as mitocondrias conseguiram-no manter ao no oEcodas
experiéncias. A semelhanca do observado, a préagéo das mitocondrias cardiacas com L-
HTL n&o mostrou alterar &% ao longo da experiéncia (Fig. 45 — L-HTL +?QaNo entanto a
adicdo de uma concentracdo mais elevada d& (260 nmol/mg proteina) induz a
despolarizacéo irreversivel do¥ das mitocondrias (Fig. 45 — [€halta), o que é prevenido
pela pré-incubacdo com CyA (Fig. 45 — CyA). Por ge® em ensaios efectuados com L-HTL,
sem a adicdo de &a o A¥Y desenvolvido pelas mitocondrias cardiacas na@fleitado. Os
resultados demonstram assim, que tal como a CBDE-lcy, a L-HTL nédo afecta a¥ de
mitocondrias cardiacas determinado para avaliadacéo da MPT dependente dé'Ca

Os efeitos da L-HTL em mitocondrias cardiacasnfoanda confirmados pelo estudo
dos fluxos de C& associados a inducdo da MPT. A adicdo de 220 @edImg proteina as
mitocbndrias e a posterior adicdo de succinato zindwma diminuicdo dos niveis de
fluorescéncia da sonda Calcium GrB&nindicando uma acumulacdo do catifio na matriz
mitocondrial (Fig. 46 — C). A pré-incubacdo com L-HTL (0,8+2mol L-HTL/mg proteina)
ndo conduz a nenhuma alteracéo na acumulacdorediie de Cd em mitocondrias cardiacas
(Fig. 46 — L-HTL + C&"). Porém, a incubac&o das mitocondrias com 250 Aredimg proteina
leva & libertacdo do Gaacumulado apés a adicdo de succinato (Fig. 46a%][@lta). Este
efeito é inibido pela pré-incubacédo de CyA (Fig.—46yA) o que comprova a inducdo da MPT
com altas concentraces de’CaAdicionalmente, a presenca de L-HTL ndo pareeetaf a
intensidade de fluorescéncia da sonda utilizada emsaios. Desta forma, os resultados
demonstram que a L-HTL n&o induz & MPT de mitoc@sdrardiacas, o que apoia os resultados

obtidos no estudo da inducéo da MPT, avaliada e@rohinacéo da'.
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Fig. 45 —Efeito da L-homocisteina tiolactona moV associado andugdo da MPT. As experiénc
decorreram nas condi¢cfes descritas na legendagd@Fi O potencial foi determinado apés a adigé
succinato na auséncia ge presenca de L-HTL (0,84#mol/mg proteina) (L-HTL + C4), adicionande
se 220 nmol de G4mg de proteina apés &Y atingir o equilbrio. As mitocondrias foram ain
adicionadas 250 nmol de £Ang de proteina na auséncia ({Galta) e presenca de CyA (CyA). O trag
descontinuo representa o potencial desenvolvids agig&o de succinato sem a adigdo dé. Cavalor do

potenciais é expresso em milivoltes (-mV) e foedetinado com um eléctrodo de TPP
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Fig. 46 — Efeitos da L-homocisteina tiolactona nos fluxos@#"* associados a inducdo da MPT
mitocdndrias cardiacas. A incubacdo das mitocosdria determinacéo diastensidade de fluorescén
do Célcio Greel!! foi realizada de acordo com o descrito na legetalaFig. 28. Os ensaios forz
efectuados na presenca (L-HTL +?Qae na auséncia de L-HTL (€} tendo sido adiciom a:
mitocondrias 220 nmol Gimg proteina e succinato 5 mM. As mitocondriasrfominda incubadas c
CyA adicionando-se 250 nmol de®ang proteina (CyA) e sujeitas a adicdo da mesmaerragao ¢
Ccd’, sem a adicdo de CyA ([€Eh alta). O tragdo descontinuo representa um ensaio em g
mitocondrias foram incubadas com L-HTL ndo haveadizdo de C& (L-HTL). A intensidade ¢

fluorescéncia é expressa em unidades arbitrarias.
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4. Efeitos da carbamazepina, DL-homocisteina e L-nwocisteina

tiolactona na fluidez membranar

A interaccédo da CBZ, DL-Hcy e L-HTL com lipossonmasos de DPPC foi estudada por
polarizacdo de fluorescéncia do DPH e DPH-PA, delam® compreender a interac¢cao entre
estas moléculas e as membranas bioldgicas, temdo abjectivo explicar os diferentes efeitos
obtidos na inducédo da permeabilidade transitériandimcondrias hepéticas e cardiacas.

O varrimento térmico ascendente induz nas bicambudglipidicas uma transicdo de
fase, de um estado altamente organizado, onde dmasados acidos gordos estdo numa
conformacgéo “trans”, a fase gel, para outra memdsmada, a fase fluida. Assim, ao utilizar-se
sondas fluorescentes que se ligam a superficie {PRHe a regido hidrofébica (DPH) da
bicamada fosfolipidica consegue-se prever, porrialgdo de fluorescéncia, alteracbes na
fluidez membranar das membranas biologicas.

Os resultados apresentados na Fig. 47 mostrarogjeteitos da CBZ nos lipossomas de
DPPC dependem da organizacdo da bicamada lipidgsim, para temperaturas acima da
transicdo de fase, em que a bicamada esta no egEhdoCBZ exerce um efeito fluidificante na
superficie hidrofilica dos lipossomas (Fig.47Bnotiuindo a organizacdo da bicamada, o que é
demonstrado pela diminuicdo dos valores de P, aiam@ém a mobilidade rotacional da sonda
DPH-PA. No intervalo de tempo em que ocorre a icdesde fase e coexistem dominios do
estado gel e fluido, levando a configuracdes memalnes heterogéneas, ndo se observa nenhum
efeito da carbamazepina. Do mesmo modo, abaixoadaitdo de fase em que as membranas
estdo no estado fluido, a carbamazepina induz wito efluidificante, ao nivel do interior
hidrofébico da bicamada fosfolipidica (Fig. 47A).

Desta forma, a CBZ tem uma accao fluidificantemerior hidrofébico das membranas
de lipossomas de DPPC, onde se liga preferenciédn@gesonda DPH, apds a fase de transicéo.
Por seu lado, antes da fase de transicdo, a CBZesteambém um efeito de fluidez ao nivel da

superficie da bicamada fosfolipidica, regido nd gadiga, preferencialmente a sonda DPH-PA.
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Fig. 47 —Efeito da carbamazepina, em funcdo da temperatararganizacdo de lipossomas de DPPC avaliado por
polarizacdo de fluorescéncia (P) do DRY) € DPH-PA B). As experiéncias decorreram em tampao Tris-maleat
(ver materiais e métodos) na auséncia de C8Y, € por incubacado durante 30 minutos com {1RIO( A), 200uM

(m) e 400uM de CBZ. Os valores de P foram determinados com demexcitacdo a 336 nm, absorcéo a 455 nm e

fendas de excitacdo e absorcdo a 6 e 8 nm, respeetnte.
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Fig. 48 —Efeito da DL-homocisteina, em funcdo da temperatgieorganizacao de lipossomas de DPPC avaliado
por polarizagdo de fluorescéncia (P) do D) ¢ DPH-PA B). Os ensaios foram realizados na ausén@ip €

presenca de 506M (A), 1000uM () e 2000uM de DL-Hcy nas condigdes descritas na Fig. 47.
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Fig. 49 —Efeito da L-homocisteina tiolactona, em funcéo etaperatura, na organizacao de lipossomas de DPPC
avaliado por polarizacdo de fluorescéncia (P) dél[BR) e DPH-PA B). Os ensaios foram realizados conforme
descrito na legenda da Fig. 47, na ausénrtigg presenca de 5QM ( A ), 1000uM (m) e 2000uM de L-HTL.
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O DPH, que se liga preferencialmente a regido fética da bicamada mostrou que
quer a DL-Hcy (Fig. 48A), quer a L-HTL (Fig. 49Af0 alteram a organizacao e a fluidez das
membranas de lipossomas de DPPC, conforme se pusgvar pelos varrimentos térmicos
efectuados.

Por sua vez o DPH-PA, derivado propionado do DBphrentemente localizado a
superficie das membranas devido a carga do prdpidambém detectou que a DL-Hcy e a L-
HTL ndo exercem qualquer ac¢do na organizacao dasbrmanas fosfolipidicas de lipossomas

de DPPC, como se pode observar nas figuras 48B erd§pectivamente.
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Discusséao e Conclusao

A CBZ é dos farmacos mais prescritos no tratameat@pilepsia. No entanto, tem-se
também mostrado eficaz no tratamento de outradoggds neuroldgicas, incluindo doencas
neurodegenerativas como a doenca de Parkinsore(téadt K.,et al.,2004).

Nos ultimos anos, diferentes estudos tém referidocaréncia de hiperhomocisteinémia
em doentes submetidos a terapéuticas com CBZ (Aghelaal., 2001; Aslanet al. 2008; Kurul
et al. 2007). Inerentemente tem-se verificado que 0s dsesiljeitos a este tipo de terapéutica
desenvolvem frequentemente doencas cardiovasciiimetzer et al., 2009). Por outro lado, a
carbamazepina apresenta também toxicidade hep&sta.accdo ao nivel do figado parece
ocorrer devido a acumulacéo de produtos das resdg@eetabolizacdo do farmaco, no entanto
parece haver um efeito directo relacionado com nisg®s de stress oxidativo induzidos por
este farmaco (Santes al.,2008).

Neste trabalho foi dado particular énfase ao estiadaccdo directa da CBZ, da Hcy e da
HTL, um derivado potencialmente toxico formado emndicées de hiperhomocisteinémia, em
mitocondrias de figado e de coracdo de rmtwifro). Assim, pretendeu-se esclarecer possiveis
mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade e caxdmtiade associados as terapéuticas com
CBZ.

A mitocondria desempenha um papel fundamental e eelular e no desenvolvimento
dos tecidos, tendo multiplas fungbes ao nivel dtabwdismo, producdo de energia, transporte
iGnico, sinalizacdo e morte celular. Para alémodiasmitocondria ao regular grande parte das
funcbes celulares tem vindo a ser alvo do estudo rdais variados farmacos utilizados no
tratamento de doencas directamente relacionadosaoucom o funcionamento mitocondrial
(Wallace, 2008). Desta forma porque um compost@ @atuar sobre a mitocondria e conduzir a
alteracdes celulares, foi avaliada a ac¢do da EBY e HTL, na bioenergética mitocondrial e na
MPT induzida por C&. Na primeira fase deste trabalho procedeu-setad@slos efeitos destes
compostos na bioenergética de mitocdndrias hegaticaardiacas, tendo sido avaliados os seus
efeitos através da determinagéo do estado 2, eStadsstado 4 da respiracdo, bem como o ICR
e ADP/O. A pré-incubacao das mitocondrias com astléculas durante trés minutos mostrou
gue os parametros da respiracdo mitocondrial aladiando sdo afectados significativamente nas
concentracdes utilizadas. Adicionalmente, foi estiedo efeito da CBZ, DL-Hcy e L-HTL no

AY de mitocOndrias hepaticas e cardiacas. Os ressltddmonstram que as moléculas nao
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alteram oAY desenvolvido pelas mitocondrias, nem¥ durante o processo de fosforilago.

Por sua vez, o tempo de fosforilacdo do ADP taminéim é alterado apds incubacdo dos
compostos. Em conjunto com o estudo do consumaidéruo, os resultados assim demonstram
gue os compostos estudados ndo afectam a cadeiat@sa e a eficiéncia fosforilativa dos dois

tipos de mitocondrias.

A MPT induz também a despolarizacédo A, dissociacdo da fosforilagdo oxidativa,
libertacdo de solutos matriciais e intumescimento mdembrana interna com ruptura da
membrana externa mitocondrial, tendo suscitadolUtiioeos anos grande interesse do ponto de
vista fisiologico, farmacoldgico e toxicoldgico (Waee, 2008; Zorattet al.,2005). A MPT esta
implicada em varios eventos celulares, nomeadanment®meostase do €ana defesa celular,
apoptose, necrose e nos mecanismos de toxicidddé&rcéBaines, 2009). Neste estudo
verificdAmos que a CBZ, em concentracoes relativéenbaixas (20 nmol/mg proteina) tem a
capacidade de induzir a MPT e actuar directamemteivel da mitocondria. Assim os danos
hepéticos associados a CBZ podem ser uma conségudsmanorte celular por apoptose e
necrose provocada pela inducdo da MPT.

A regulacdo dos niveis de €& primordial para o funcionamento normal do midizér
pelo que alteragcdes na homeostase deste ido pog#itae as complicacdes cardiovasculares
observadas em doentes sujeitos a terapéuticas &¥n Elevados niveis de €acitosélicos
podem ser toxicos para a célula na medida em gidenpanduzir a sinalizacéo apoptotica e levar
a MPT. Adicionalmente o Gapode levar & acumulacdo de ROS na mitocondria gtowski
et al., 2001). Por sua vez o ataque das ROS ao grupos Skrdieinas do mtPTP conduz a
formacé@o de pontes de dissulfureto e a sua abdgitinaaltowski et al., 2001). Nos estudos
realizados em mitocondrias cardiacas, a CBZ revadoincapaz de induzir a MPT. Desta forma
as complicagbes cardiovasculares observadas entedogujeitos a terapéuticas com CBZ néo
podem ser explicadas pela accdo deste farmacalngéio da MPT.

Nas terapéuticas com CBZ tem-se verificado um apresge aumento dos niveis de
homocisteina no sangue (Apelastl al., 2001; Aslanet al. 2008; Kurul et al. 2007). A
homocisteina € um aminoacido formado a partir déomea, no ciclo da metilagéo (Fig. 5). A
CBZ parece inibir as vias de eliminacdo da Hcy @ gesulta nos aumentos dos niveis

sanguineos de Hcy (Aslat al. 2008). Por sua vez, a hiperhomocisteinémia levaradcao da
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HTL, um derivado potencialmente reactivo com praei celulares. Estudos recentes
demonstram que a Hcy aumenta os niveis d& Citosélicos e a producdo de ROS na
mitocondria (Alexandruet al. 2008) o que pode explicar a hepatotoxicidade eiaasdcidade

em doentes sujeitos a este tipo de farmacos. N#seiq dos estudos realizados ao nivel da
MPT verificamos que a Hcy (1,2mol DL-Hcy/mg proteina) e a HTL (0,8mol L-HTL/mg
proteina) induzem a MPT dependente dé"Cam mitocondrias hepaticas. Contudo 0 mesmo
efeito ndo se verifica em mitocondrias cardiacas.

Assim, a CBZ a Hcy e a HTL parecem ter um efeitactdgico ao nivel da mitocondria
hepéatica o que esta de acordo com o stress oxdatdservado no estudo de Santos e
colaboradores, 2008. Neste estudo verificAmos guefeitos toxicoldgicos destas moléculas
passam por uma accdo a hivel da mitocondria hepaticneadamente na inducdo da MPT. Em
condicOes fisiolégicas a inducdo da MPT desencapeiaessos que levam a morte celular,
como a apoptose o0 que podera constituir a baseepatdtoxicidade observada em doentes
sujeitos a terapias com CBZ. Contudo, os composi@s apresentaram qualquer efeito
toxicolégico ao nivel das fun¢des avaliadas em gbitdrias cardiacas, pelo que os disturbios
cardiovasculares documentados na literatura (Vadjet al, 2009; Zhou and Austin, 2009;
Zhang et al, 2009) ndo podem ser explicados por efeitos das cuml@l€ em mitocdndrias
cardiacas.

No sentido de esclarecer os diferentes efeitosreddes pelas moléculas em estudo na
inducdo da MPT em mitocdndrias cardiacas e hegaiiti@iamos estudos no sentido de avaliar
a interaccdo da CBZ, Hcy e HTL com bicamadas lgaisli A polarizacdo de fluorescéncia das
sondas DPH e DPH-PA em lipossomas de DPPC, sugit@rimento térmico, revelou que a
CBZ altera a organizacéo lipidica dos lipossomaBBEBC na fase gel e fluida, ao contrario do
observado com os outros compostos estudados. Gitades mostram que a CBZ exerce um
efeito fluidificante na fase gel, em que as memésage encontram num estado de organizacao
superior e na fase fluida, onde os lipidos da béckrse encontram mais desorganizados. Desta
forma, os efeitos fluidificantes nas duas fases péderdo explicar os diferentes efeitos
observados devido a diferente constituicao fosfiga das mitocdndrias de figado e coracao,

nem a menor fluidez das membranas da mitocondmitaca.
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Em concluséo, a CBZ conjuntamente com a Hcy e a, iHidstraram ter um efeito toxico
directo em mitocdndrias de figado podendo consti#tuwiausa dos danos hepaticos associados a
terapéutica com CBZ. No entanto, estas moléculagpaéecem ser responsaveis por um efeito
toxico em mitocondrias cardiacas, pelo que osasfassociados a hiperhomocisteinémia néo

parecem estar relacionados com a disfuncdo degeelo, nos cardiomidcitos.
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