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EFEITOS DE LANTADENOS SOBRE A BIOENERGETICA EM
MITOCONDRIAS ISOLADAS DE FIGADO DE RATO

RESUMO- Lantana camara (Verbenaceae) € uma importante planta daninha
tropical que causa hepatotoxicidade tanto em ruminantes como em humanos. A
maioria dos compostos isolados das folhas da lantana sao triterpendides
pentaciclicos conhecidos como lantadenos, sendo o mais abundante o
lantadeno A (LA). As mitocondrias desempenham uma funcgdo crucial na
manutencado dos processos celulares dependentes de ATP. Neste trabalho foi
avaliada a acédo do LA e do seu metabdlito reduzido (RLA) na bioenergética
estudando os seus efeitos na respiracao, potencial de membrana e niveis de
ATP em mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com succinato.
Na faixa de concentracéo testada (5-25 uM), RLA estimulou a respiracéo de
estado 4 e inibiu a de estado 3, estimulou a respiracdo de estado 3 inibida pela
oligomicina, dissipou o potencial de membrana e diminuiu os niveis de ATP de
uma forma dose-dependente. Entretanto, LA n&o estimulou a respiracdo de
estado 4, nem afetou os outros parametros mitocondriais ha mesma extenséo
gue o RLA. Os lantadenos nao inibiram a respiracdo desacoplada por CCCP,
mas estimularam a atividade da ATPase em mitocondrias intactas acopladas. A
atividade da ATPase em mitocondrias intactas desacopladas ou rompidas néo
foi afetada pelos compostos. Portanto, RLA age como um desacoplador da
fosforilacdo oxidativa e o LA age em outros componentes da membrana
mitocondrial que ndo a ATP sintase afetando a bioenergética mitocondrial.

Esses efeitos podem contribuir para a hepatotoxicidade da lantana.

Palavras-chave: desacopladores, lantadeno A, lantadeno reduzido A, plantas

toxicas, transporte de elétrons



EFFECTS OF LANTADENES ON BIOENERGETICS OF ISOLATED RAT
LIVER MITOCHONDRIA

SUMMARY- Lantana camara (Verbenaceae) is an important tropical weed that
causes hepatotoxicity even in ruminant or in human. The principal isolated
compounds of lantana are the pentacyclic triterpenoids known as lantadenes,
being the lantadene A (LA) the most abundant. Mitochondria are key to the
maintenance of many cellular functions dependent of ATP. This work addressed
the action of LA and its reduced derivative (RLA) on mitochondrial bioenergetics
by assessing their effects on respiration, membrane potential and ATP levels in
succinate-energized isolated rat liver mitochondria. At the concentration range
tested (5-25 pM), RLA stimulated state-4 respiration, inhibited state-3
respiration, circumvented oligomycin-inhibited state-3 respiration, dissipated
membrane potential and depleted ATP in a dose-dependent manner. However,
LA did not stimulate state-4 respiration, nor did it affect the other mitochondrial
parameters to the extent of its reduced derivative. The lantadenes didn’t inhibit
the CCCP-uncoupled respiration but increased the ATPase activity of intact
coupled mitochondria. The ATPase activity of intact uncoupled or disrupted
mitochondria was not affected by the compounds. Therefore, RLA acts as a
mitochondrial uncoupler of oxidative phosphorylation and LA acts in other
mitochondrial membrane components rather than the ATP synthase affecting
the mitochondrial bioenergetics. Such effects may account for the hepatoxicity

of lantana.

Keywords: electron transport, lantadene A, poisonous plants, reduced

lantadene A, uncoupling agents
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1 INTRODUCAO

1.1 Intoxicacado de animais por plantas

Transformacfes intensas marcaram a bovinocultura brasileira na ultima
década devido ao uso de técnicas modernas de producdo, utilizagcdo dos
cruzamentos e uma estabilizacdo da economia interna.

Na economia mundial houve um crescimento dos paises em
desenvolvimento e consequentemente uma grande expansao da bovinocultura
de corte com aspectos positivos do ponto de vista socioeconémico
empregando mais de 6 milhdes de pessoas e com exportacdo de US$ 5
bilhdes (AGROSOFT, 2007). Segundo dados do ANUALPEC, (2009) o rebanho
bovino brasileiro possui 173.189.414 cabecas e o0 abate bovino brasileiro € de
39.985.976 cabecas/ano representando 23,1% do abate mundial, e enquanto
as exportacdes da carne bovina sao de 1.738 toneladas/ano.

As intoxicagdes por plantas em animais de produgdo no Brasil sdo
conhecidas desde que 0s pioneiros portugueses introduziram as primeiras
cabecas de gado em pastagens naturais da regido (TOKARNIA et al., 2000).
As perdas econdmicas ocasionadas pelas intoxicacdes por plantas podem ser
definidas como diretas ou indiretas. As perdas diretas sdo causadas pelas
mortes de animais, diminuicdo dos indices reprodutivos (abortos, infertilidade,
malformacdes), reducdo da produtividade nos animais sobreviventes e outras
alteracdoes devidas a doencas transitorias, enfermidades subclinicas com
diminuicdo da producgéo de leite, carne ou 1&, e aumento a susceptibilidade a
outras doencas devido a depresséo imunoldgica. As perdas indiretas incluem
0s custos de controlar as plantas toxicas nas pastagens, as medidas de manejo
para evitar as intoxicacbes como a utilizacdo de cercas e o0 pastoreio
alternativo, a reducédo do valor da forragem devido ao atraso na sua utilizagéo,
a reducdo do valor da terra, a compra de gado para substituir os animais
mortos, e 0s gastos associados ao diagnéstico das intoxicacbes e ao
tratamento dos animais afetados (JAMES, 1994; RIET-CORREA et al., 1993;
RIET-CORREA ; MEDEIROS, 2001).
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A profilaxia e o controle das intoxicacdes por plantas no Brasil tém sido
realizados com base no conhecimento dos fatores associados as plantas, aos
animais, ao ambiente ou ao manejo que determinam a ocorréncia, freqiiéncia e
distribuicdo geogréfica das intoxicacdes. Algumas das medidas preventivas
incluem: 1) o manejo dos animais e das pastagens tais como evitar o pastoreio
excessivo, utilizar animais de espécies ou idades resistentes a determinadas
plantas, e evitar colocar animais recentemente transportados com fome ou
sede em pastagens contaminadas por plantas toxicas; 2) a utilizacdo de cercas
para isolar areas contaminadas por plantas téxicas; 3) a eliminacdo das
espécies toxicas, arrancando-as manualmente, utilizando herbicidas, ro¢ando,
capinando, lavrando, queimando ou pelo pastoreio com animais néo-
susceptiveis; 4) a utilizacdo de sementes controladas para evitar a difusdo de
espécies toxicas e 5) a confeccdo de fenos e silagem evitando a sua
contaminacdo por espécies toxicas;, (RIET-CORREA et al.,, 1993). Essas
medidas de controle das intoxicacdes tém tido resultados limitados e, em
consequéncia, as intoxicacbes mais importantes, causam, ainda, perdas
econOmicas significativas.

O namero de bovinos mortos por plantas toxicas no Brasil foi estimado
por Riet-Correa e Medeiros (2001) como sendo de 800.000 a 1.120.000/ano.
Entretanto, Barbosa et al. (2007) alegam que como este numero foi obtido a
partir da extrapolacdo da mortalidade por plantas ocorrida apenas nos estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, provavelmente este esteja
subestimado, uma vez que Tokarnia et al. (2000) descreveram que a taxa de
mortalidade por plantas nas regides Centro-Oeste, Nordeste e Norte é maior do
gue nas regides Sul e Sudeste.

No Brasil, o nUmero de plantas conhecidas como tdxicas para animais
aumenta anualmente e atualmente somam pelo menos 122 espécies,
pertencentes a 71 géneros (RIET-CORREA et al., 2009). Dentre essas existem
cerca de 35 espécies de plantas hepatotéxicas distribuidas em 16 géneros e
podem ser divididas em trés grupos: plantas que causam necrose hepatica
aguda; plantas que causam fibrose hepatica e plantas que causam

fotossensibilizacdo. Algumas delas tém principio ativo conhecido, enquanto
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outras ndo se conhecem ainda as substancias responsaveis pelo quadro clinico
patolégico (SANTOS et al., 2008).

Para controlar eficientemente algumas dessas intoxicacbes sera
necessario desenvolver tecnologia mediante programas de pesquisa
interdisciplinares que contemplem os diferentes aspectos das intoxicagdes por
plantas: primeiramente é necessario a identificacdo dos principios ativos, ainda
desconhecidos, de muitas plantas toxicas. Como foi mencionado por Molyneux
et al. (1994), o isolamento e a caracterizacdo dos principios ativos toxicos é o
primeiro passo para prevenir as perdas causadas por plantas toxicas; em
seguida, a descoberta do mecanismo de acdo dessas substancias, podera
ajudar no desenvolvimento de técnicas mais eficientes de controle das
intoxicacdes por plantas.

O mecanismo de acdo dos lantadenos nos hepatdcitos ainda néo esta
totalmente esclarecido, porém alguns estudos tém demonstrado que as
mitocondrias podem ser as organelas alvo da agéo de substancias isoladas de
plantas toxicas (MINGATTO et al., 2007; SANTOS et al., 2009).
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1.2 Hipé6tese

Os lantadenos afetam a bioenergética de mitocOndrias isoladas de
figado de rato podendo ser os responsaveis pela hepatotoxicidade provocada

pela planta.

1.3 Objetivo

1.3.1 Objetivo Geral

Foram estudados os efeitos do lantadeno A (LA) e do seu metabdlito
lantadeno reduzido A (RLA) isolados das folhas da planta Lantana camara
sobre mitocéndrias isoladas de figado de rato, com relagdo a parametros
associados a bioenergética, para tentar esclarecer seu mecanismo de

toxicidade e auxiliar no tratamento de animais expostos a essa planta.

1.3.2 Objetivo Especifico
Avaliar os efeitos dos lantadenos sobre o0s seguintes parametros

associados a bioenergética mitocondrial:

1. Respiracao
2. Potencial de membrana
3. Sintese de ATP



Fonte: http://portaldbo.com.brimagensungsAlbumfoto1073.jpg
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lantana camara

O género Lantana foi estudado por Linnaeus, em 1753, que descreveu 7
espécies, 6 originarias da América do Sul e 1 da Etiépia, € uma planta
ornamental de jardim, cosmopolita. Ha dificuldades para classificar
taxonomicamente o género devido as espécies ndo serem estaveis difundindo
hibridizacdo e mudancas na forma da inflorescéncia e da coloracdo com idade
e maturacdo da planta. Apesar de algumas taxas serem comprovadamente
toxicas, produzem varios metabdlitos bons rendendo algumas atividades
bioldgicas uteis (GHISALBERTI, 2000).

Lantana camara L. € uma das ervas daninhas mais nocivas no mundo
gue cresce naturalmente em areas tropicais e subtropicais (SHARMA et al.,
2007b). Sado conhecidas mais de 50 espécies do género Lantana, as quais
pertencem a familia Verbenaceas sendo a L. camara a espécie mais
pesquisada, porém nem todas as plantas deste género sdo téxicas. A L.
camara (Figura 1) é uma planta hepatotoxica conhecida no Brasil por diversos
nomes populares: cambara-de-espinho, cambara, cambara-de-duas-cores,
cambara-juba, cambara-de-cheiro, cambara-de-chumbo, cambara-vermelho,
cambara-verdadeiro, cambard-miido, cambara-de-folha-grande, lantana,
lantana-espinhosa, camara, camara-miudo, camara-branco, camara-
verdadeiro, camara-de-espinho, camara-de-chumbo, chumbinho, erva-
chumbinho, capitdo-do-campo, bem-me-quer e mal-me-quer, margaridinha
(LORENZI, 1982; TOKARNIA et al.,, 2000) e que apresenta as seguintes
caracteristicas: € uma planta perene e prefere solos argilosos e férteis,
subarbustiva, ereta, com reproducdo por sementes; as folhas sdo opostas e
tém de 3 a 7 cm de comprimento e a sua altura € bem variada como descrito
por diferentes autores (Tabela 1); a planta apresenta inflorescéncias axilares e
terminais em capitulos longo-pedunculados com muitas flores de coloracéo
amarela e vermelha (Figura 2). O fruto (Figura 3) € uma baga globosa, negro-

arroxeado, de 3 a 4 mm de diametro (LORENZI, 1982) com uma semente no
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centro envolta por uma massa ou polpa de consisténcia mole (CAMARGO,
1998); as folhas de lantana sé@o asperas e, por contato, podem causar irritacdo
da pele, além de apresentarem um cheiro forte, semelhante a erva-cidreira, que
pode provocar dor de cabeca e vertigem (MELLO et al., 2003).

Figura 1 - Arbusto de Lantana spp (Fonte: BASTIANETTO et al., 2005).

Tabela 1 - Variagcbes na altura da planta Lantana camara

Altura (m)

1,5
1,5a3*%*
1 a 3, chegando a 8 na Australia®
1a2°
0,40-1,20°

Fonte: Bastos et al. (1994)"; Melo (1998)2; Melo (2006)3; Pereira (1992)";
Kissmann e Groth (1995)°; Osweiler (1998)°% Lorenzi (1982)’.
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Figura 2 - Aspecto geral de um exemplar de Lantana camara destacando-se um capitulo floral
com mais jovens no centro (coloragcdo amarelada) e mais velhas na periferia
(coloracao purpura) (Fonte: PEREIRA, 2005).

Figura 3 - Frutos verdes e maduros de Lantana spp (Fonte: ZENIMORI; PASIN, 2006).

A Lantana € uma importante planta daninha tropical, estando presente
em areas cultivaveis, pastagens e terrenos abandonados, tanto em regides
secas quanto umidas e que, freqientemente, cresce em vales e encostas.
Estudos fitoquimicos tém demonstrado a presenca de varios compostos como
mono e sesquiterpenos, triterpenos, glicosideos e flavondides na planta
(GHISALBERTI, 2000). E uma planta toxica que age diretamente no figado dos
animais, causando uma fotossensibilizacdo da pele que fica inchada e

guebradica. A ingestdo de 2 g de folhas/kg corporal € suficiente para causar
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intoxicagcdo em bovinos (LORENZI, 1982). Tokarnia et al. (2000), em seu livro
sobre plantas toxicas de interesse pecuario, classificaram a Lantana ssp como
sendo uma planta fotossensibilizante hepatdégena ou secundaria, tendo como
principio ativo os triterpenos pentaciclicos lantadeno A (LA) e lantadeno B (LB)
e os lantadenos reduzidos A (RLA) e B (RLB) (Figura 4), sendo que o LB
apresenta aproximadamente 1/3 da toxicidade do LA. Pass e colaboradores
concluiram em 1979 que o lantadeno reduzido A (RLA) era o causador de
colestase intra-hepatica em ratas fémeas Wistar e a intoxicac¢éo foi similar com

a intoxicacao de lantana em animais ruminantes.
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Figura 4 - Estrutura quimica dos Lantadenos A (LA) e B (LB), Lantadeno Reduzido A (RLA) e
Lantadeno Reduzido B (RLB) (Fonte: SHARMA et al., 2000).
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Em uma revisao publicada no ano de 1981, Sharma e colaboradores
descreveram a intoxicacdo por lantana em varias espécies de animais,
indicando que o figado e os rins sdo os 6rgdos mais afetados. No Brasil, a
intoxicacdo com lantana tem sido provocada acidental ou experimentalmente
em bovinos (TOKARNIA et al., 1984), ovinos (BRITO; TOKARNIA 1995; BRITO
et al., 2004), bdfalos (BASTIANETTO et al., 2005; LAU, 1990) e coelhos
(BRITO, 1995).

Sao toxicas para os animais as folhas, tanto frescas como dessecadas.
A planta ndo perde a toxicidade durante o processo de dessecacdo e a
mantém durante, pelo menos, um ano (BRITO; TOKARNIA, 1995). As toxinas
da lantana sao absorvidas rapidamente pelo trato alimentar, mais
especificamente no ceco e intestino grosso (SHARMA et al.,1999), apos da
ingestdo da planta; chegam até o figado pela circulacdo portal e dentro de
poucos minutos provocam o quadro de colestase intra-hepatica (PASS et al.,
1979). Fotossensibilizagdo ocorre devido ao impedimento da excrecdo de
bilirrubina e filoeritrina. Os sintomas sdo altera¢cdes do sistema digestorio -
meteorismo moderado, movimentos ruminais diminuidos, perda de apetite,
apatia, fezes amolecidas contendo sangue, fraqueza e lesbes de
fotossensibilizagao, principalmente nas regides inguinal e cervical dorsal
(LORENZI, 1982). Em experimentos desenvolvidos por Tokarnia et al. (1984)
em bovinos, os sintomas observados variaram de algumas horas a alguns dias,
dependendo da forma como ocorreu a ingestdo, se em dose Unica ou em
doses sucessivas.

Lantana ssp sdo plantas com sabor desagradavel e os bovinos s6 as
ingerem se outros alimentos sdo escassos ou em caso de animais
transportados de pastos ou regido (BRITO et al., 2004). Em geral, os animais
morrem entre trés dias e algumas semanas. Tokarnia et al. (1984) observaram
gue os sintomas de intoxicacdo séo bastante uniformes tanto em ovinos quanto
em bovinos, iniciando-se com anorexia e reducdo ou parada dos movimentos
do rimen. Quando colocados ao sol, os animais procuram a sombra e
apresentam manifestacdes de fotossensibilizacdo sob forma de eritema, edema
e necrose das partes despigmentadas da pele. Seguem-se inquietacao,

ictericia, urina de coloragdo amarela escuro até marrom, fezes ressequidas e
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em pequena quantidade. Os animais também podem apresentar fendas
cutdneas com desprendimento de pedacos da pele (gangrena seca e
mumificagdo), resultando em feridas abertas e mau cheiro. O figado dos
animais geralmente apresenta coloracdo alaranjada e, o0s rins, tons
esverdeados. No figado ocorre moderada proliferacdo das células epiteliais dos
ductos biliares. As células hepaticas mostram-se intumescidas, com nucleos
vesiculares e cromatina marginada, ocorrendo também necrose dos
hepatécitos. Nos rins, as células epiteliais apresentam alteracdes
degenerativas, com evolucdo para lise e presenca de cilindros hialinos no
cortex e na medula.

Apesar de seus efeitos toxicos, 0 macerado das folhas da L. camara tem
sido utilizado na medicina popular em todo o0 mundo uma vez que apresenta
varias propriedades medicinais (ROSS, 1999): ténica, sudorifera, balsamica,
emoliente, expectorante e febrifuga, e também é utilizado para tratamento de
ferimentos e contusdes, enquanto que o cha é usado para lavar areas afetadas
no caso de dermatites, eczemas, furdnculos, Ulceras, maléria e reumatismo
(BARRE et al., 1997; BEGUN et al., 1995). Segundo Lorenzi, (1982), € dutil
também contra doencas das vias respiratorias, rouquidao e bronquite, além de
apresentar efeitos antipiréticos e antimicrobianos. Ghisalberti (2000) descreve
atividades farmacoldgicas como anticoagulante, hipoglicémica, cardiovascular,
anti-hepatotéxica e hipotensiva, e ainda, os extratos das flores mostrou ser um
eficiente repelente de mosquitos Aedes. Sharma et al. (2008) cita a atividade
antibacteriana e, além dessa, outras como antiinflamatoria, anti-tumoral e anti-
HIV. Em um trabalho onde foram comparados os efeitos de diferentes extratos
de plantas, Braga et al., 2006, observaram que o extrato mais efetivo contra
promastigotas de Leishmania amazonensis foi o de Lantana camara
apresentando um ICsp del4 + 2 pg/mL.

A planta é toxica para animais e é ingerida indiscriminadamente por
humanos, esses também poderao se intoxicar. Nesse sentido, alguns dados na
literatura descrevem a intoxicacdo de humanos pela ingestdo acidental da
planta (SPOERKE; SMOLINSKE, 1990; WOLFSON; SOLOMONS, 1964).

Véarias ervas e plantas com propriedades farmacologicas diversas

mostram ser rica fonte de substancias quimicas com potencial quimio-



27

preventivo para o cancer (KAUR et al., 2008). Recentemente varios grupos de
pesquisa estudaram sistematicamente os produtos naturais derivados da
lantana para utilizar em pesquisas de novas drogas (deduziram a importancia
dos grupos quimicos presos a cadeia C-22 e C-17 em relacdo a atividade anti-
tumor destas combinacbes) e o lantadeno A, principalmente, e seus
congéneres exibiram atividade anti-tumor in vitro e in vivo por induzir apoptose
em diferentes tipos celulares e ter atividade quimiopreventiva (KAUR et al.,
2008; SHARMA et al.,, 2007a, 2008).

Os efeitos hepatotoxicos de compostos isolados das folhas da Lantana
camara, conhecidos como lantadenos, foram demonstrados em porquinho-da-
india (SHARMA et al., 1980; SHARMA et al., 1989; SHARMA et al., 1992),
porém, o mecanismo de acdo toxica ainda ndo foi totalmente esclarecido. O
conhecimento do mecanismo bioquimico da intoxicacdo por lantana a nivel
celular, subcelular e molecular seria, portanto, essencial para o
desenvolvimento de antidotos e de uma terapia eficiente durante a intoxicacéo

pela planta.

2.2 Generalidades sobre o figado e hepatotoxicidade

Devido a sua interposicao entre o trato digestivo e a circulacdo geral do
organismo, o figado desempenha uma funcdo central no metabolismo. Ele
recebe grandes quantidades de nutrientes e xenobi6ticos que sédo absorvidos
por meio do trato digestivo e veia porta. Entre as principais funcdes hepéticas
estdo a captacdo de aminoéacidos, lipidios, carboidratos e vitaminas, com
subsequente armazenamento, conversdo metabdlica e liberacdo no sangue e
bile. O figado é também o principal 6rgdo envolvido na biotransformacéo de
substancias exdgenas (xenobidticos), com capacidade de converter compostos
hidrofébicos em hidrossoluveis, mais facilmente eliminados pelo organismo
(GUILLOUZO, 1998). Substancias capazes de produzir danos aos hepatdcitos
sdo denominadas hepatotoxicantes. Os hepatotoxicantes intrinsecos afetam
todos o0s individuos em uma forma dose-dependente e, portanto,

previsivelmente, podendo interferir com o metabolismo celular
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(hepatotoxicantes ativos) ou tornarem-se toxicos apoés biotransformacao
(hepatotoxicantes latentes). A hepatotoxicidade idiossincratica, por outro lado,
€ dose-independente, podendo ser uma consequéncia do metabolismo anormal
do xenobibtico em individuos susceptiveis (idiossincrasia metabdlica) ou ser
provocada por lesdo hepatica mediada pelo sistema imune (hepatite alérgica);
nesses casos, mesmo pequenas concentracbes de um farmaco podem
provocar toxicidade. A atividade do figado no metabolismo de substancias
exogenas € mediada principalmente pelo citocromo P450. Embora as reagdes
de biotransformacdo estejam associadas ao processo de desintoxicacdo, em
alguns casos o metabolismo do xenobidtico € prejudicial as células devido a
producdo de metabdlitos altamente reativos, mais toxicos do que o composto
de origem, entre eles, eletrofilos, radicais e espécies reativas de oxigénio;
estes, por sua vez, podem reagir diretamente com macromoléculas celulares
ou iniciar reacfes em cadeia. Apesar deste processo de ativacao ser o evento
central em diversos fenbmenos téxicos, 0s hepatdcitos possuem mecanismos
de defesa efetivos para minimiza-los, de tal forma que € o balanco entre a
bioativacdo, a desintoxicacdo e os mecanismos de defesa que determina se
um composto ird ou ndo apresentar toxicidade (GOMEZ-LECHON et al., 2001).

Os diversos aspectos da lesdo quimica ao figado incluem a natureza
dos agentes hepatotoxicos, a caracteristica da lesdo, 0 mecanismo para 0s
efeitos hepatotdxicos, as circunstancias de exposi¢do e a importancia médica e
social. Algumas hepatotoxinas encontradas na natureza sao produtos de
plantas, metabolismo de fungos e bactérias ou sdo minerais (SCHOENTAL,
1963). Muitos agentes hepatotdéxicos sao produtos da industria quimica ou
farmacéutica (TOLMAN; SIRRINE, 1998; ZIMMERMAN, 1998). Outros ainda
sdo subprodutos ou residuos de materiais industriais que, por poluir o
ambiente, podem ter acesso a humanos e animais. A lesdo hepatotoxica pode
ter varias formas. Alguns agentes levam a necrose, esteatose, cirrose ou
carcinoma (SCHOENTAL, 1963; TOLMAN; SIRRINE, 1998; ZIMMERMAN,
1998). Outros levam apenas a interferéncias na secrecéo biliar e ictericia, com
pequena ou nenhuma lesdo evidente ao parénquima hepatico (ROUILLER,
1964; ZIMMERMAN, 1998). Alguns produzem curiosas lesbes degenerativas

ou vasculares.
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2.3 Mitocondrias

2.3.1 Estrutura

As mitocondrias ndao tém tamanho fixo, mas geralmente em hepatdcitos
e fibroblastos sdo descritas como estruturas cilindricas e alongadas, com
dimensfdes de 3 a 4 um de comprimento e aproximadamente 1 ym de diametro
(SCHEFFLER, 2008). No figado de rato, por exemplo, a mitocdndria (Figura 5)
apresenta aproximadamente 4,42 um de comprimento por 0,45 pm de
diametro, 1312 unidades por célula, e representa 17% do volume celular (VAN
GURP et al.,, 2003). Sdo organelas que na maior parte das células animais
dominam o cenario intracelular em numero total por célula, mais do que
qualquer outra organela, além de conter seu proprio DNA e RNA estédo
diretamente ligadas a regulacdo de varias funcdes celulares dependentes de
energia, como o0 metabolismo intermediério, regulacdo ibnica, motilidade e
proliferacdo celular (PEDERSEN, 1999). Assim, as mitocondrias que tem
modificacbes no DNA podem induzir doencas com heranca materna que
durante diferentes fases da vida se desenvolvem e prevalecem nos tecidos que

mais precisam de energia: 0s musculos e o sistema nervoso (VERCESI, 2003).

Figura 5 - Mitocondria de hepatdcito de rato (Fonte:
http://www.netterimages.com/image/12986.htm/ acesso em: 29/10/2009 ).
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Frey e Manella, (2000) descrevem que Palade em 1952 e Sjostrand em
1956 foram os pioneiros a descrever a organizacdo interna da mitocondria
(Figura 6), composta por um sistema duplo de membranas, as quais definem
trés classes de compartimentos: as membranas externa e interna, 0 espaco

intermembranar e a matriz mitocondrial.

Figura 6 - Esquema estrutural da mitocéndria (Fonte: NELSON; COX, 2002).
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Devido aos atuais avancos na microscopia eletrbnica, visto na Figura 7,
conseguiu-se desvendar mais detalhadamente a estrutura das mitocéndrias, e
embora possam apresentar variabilidade morfologica, é possivel definir uma

morfologia basica.

Figura 7 - Tomografia de mitocdndria isolada de figado de rato com imagem 3D. C, cristas; IM,
membrana interna; OM, membrana externa (Fonte: MANELLA, 2000).

A membrana mitocondrial externa € a interface entre a organela e o
citosol e permeavel a maior parte dos ions e moléculas pequenas (PM < 1500
Da), mas com menor superficie e contém a maior porcentagem de proteinas
associadas (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina), ricas em
colesterol, denominadas porinas, que formam poros na membrana e promovem
a comunicacdo entre as mitocondrias e a rede metabdlica celular (DAUM,
1985; LESNEFSKY et al.,, 2001). Ja a membrana mitocondrial interna é
impermeavel a quase todos os ions e moléculas polares, incluindo o hidrogénio

e contém a porcentagem mais elevada de proteinas (fosfatidilcolina,
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fosfatidiletanolamina e cardiolipina) (DAUM, 1985; NICHOLLS, 1982), que tem
a funcdo de mediar e regular o transporte de metabdlitos selecionados
garantindo a integridade morfolégica e funcional das mitocondrias, segundo
Frey e Mannella (2000). Nessa membrana se encontra o sistema transportador
de elétrons (cadeia respiratéria), o sistema de fosforilagdo (ATP sintase) e os
transportadores dos intermediarios das vias metabdlicas que incluem enzimas
intra-mitocondriais. A matriz mitocondrial contém enzimas, principalmente as
pertencentes ao ciclo de Krebs, da B-oxidacdo de acidos graxos e o DNA
mitocondrial. Apesar de pequeno, mas de suma importancia fisiolégica o
espaco intermembranar possui proteinas com funcées importantes dentro do
metabolismo energético como o citocromo ¢ (envolvido no transporte de
elétrons e na apoptose), creatina-quinase e adenilato-quinase (FREY;
MANNELLA, 2000). E € neste espaco que o gradiente eletroquimico (elemento
fundamental) é utilizado em sistemas bioldégicos para produzir energia,
ocorrendo tanto em mitocOndrias na fosforilacdo oxidativa quanto em
cloroplastos na sintese fotossintética de ATP, em seres eucariontes e

procariontes, respectivamente.

2.3.2 Energética celular

Em 1948, Eugene Kenedy e Albert Lehninger revolucionaram os estudos
da bioenergética quando descobriram que as mitocondrias eram os sitios da
fosforilacdo oxidativa nos seres eucariontes (NELSON; COX, 2002). As células
animais utilizam quase 90% da energia proveniente da cadeia respiratoria
mitocondrial e transforma energia redutora em um potencial de prétons
transmembranar (MITCHELL, 1961). A respiragdo celular ocorre em trés
grandes estagios. No primeiro estagio, as moléculas dos combustiveis
organicos - carboidratos, lipidios e proteinas - tém o seu metabolismo
degradativo convergido em acetil-CoA. No segundo estagio, esses grupos
acetil sdo consumidos durante o ciclo de Krebs, sendo oxidados totalmente a
CO, acompanhado da reducéo de grande quantidade de coenzimas oxidadas
NAD" e FAD, gerando os transportadores de elétrons reduzidos NADH e

FADH,. No terceiro estagio da respiracdo, a mitocéndria remove os elétrons
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oriundos dessas coenzimas reduzidas (NADH ou FADH,) e os transfere para o
oxigénio molecular reduzindo-o a H,O (respiracdo mitocondrial), por meio de
complexos respiratdrios especializados |, Il, 1l e 1V, localizados nas cristas da
membrana mitocondrial interna. Durante esse processo de transferéncia de
elétrons, uma grande quantidade de energia € liberada e conservada na forma
de ATP, por meio do processo chamado de fosforilacdo oxidativa que acontece

no complexo V, ATP sintase (Figura 8).

Figura 8 - Modelo da hip6tese quimiosmética (Fonte: NELSON; COX, 2002).

Tanto os elétrons transferidos pelo NADH para o atomo de ferro central
da NADH desidrogenase (complexo 1) quanto os elétrons originarios do

succinato que séao transferidos para o FAD (complexo Il) sdo repassados para
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a forma oxidada da coenzima Q ou ubiquinona (Q ou UQ), levando a sua
redugdo a ubiquinol (QH, ou UQH;). Em seguida esta € desprotonada
formando duas espécies na forma do anion semiquinona (UQH™) um localizado
na face citoplasmética da membrana mitocondrial interna, e outro na face
matricial da membrana. As duas formas de UQH™ sdo combinadas quando
oxidadas, regenerando UQ e doando seus elétrons ao citocromo b-c; e
posteriormente ao citocromo ¢ (complexo lll). Este transporta elétrons para a
citocromo c¢ oxidase formada por varias subunidades protéicas associadas a
dois grupos heme (citocromo a e az) e trés centros ions cobre (2 CuAe 1 Cu
B), responsaveis pela transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular, que
resulta na formacédo de 4gua (complexo V). De acordo com as descobertas da
hipotese quimiosmotica de Peter Mitchell (1961) em associacdo com a do
acoplamento conformacional de Paul Boyer e colaboradores (1973), o fluxo de
elétrons é acompanhado de bombeamento de prétons da matriz mitocondrial
para o espaco intermembranar (complexos |, Il e 1V), gerando um gradiente
eletroquimico de H*. O bombeamento destas espécies quimicas geradas na
cadeia respiratoria de volta a matriz mitocondrial pela F.Fi-ATP sintase
(complexo V), por meio do canal de prétons do componente F, que induz
alteracao conformacional dos sitios cataliticos a cada 120° no componente F;
liberando o ATP formado a partir de ADP e Pi , sendo que cada rotacao

completa libera trés unidades de ATP.
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2.3.2.1 Complexo |

O complexo | ou NADH: ubiquinona oxidorredutase ou NADH
desidrogenase (Figura 9) é o maior deles, possuindo 42 cadeias polipeptidicas
diferentes. A primeira etapa da fosforilacdo oxidativa nas mitocondrias consiste
em ionizar os atomos de H, que foram removidos dos substratos alimentares.
Estes atomos de H, sdo removidos aos pares; um deles torna-se
imediatamente um ion H*, enquanto o outro se combina com a nicotinamida
adenina dinucleotideo-forma oxidada (NAD") para formar o NADH. O efeito
inicial € liberar o outro atomo de H do NADH para formar outro ijon H*, esse
processo reconstitui o NAD" que é reutilizado continuadamente (GUYTON,
1997). Um grupo prostético de FMN (flavina mononucleotideo) reduz a FMNH,
e varios centros Fe-S sdo os componentes diretamente envolvidos na
transferéncia de dois elétrons do NADH para a ubiquinona (BRACHT; ISHII-
IWAMOTO, 2003). A ubiguinona €é reduzida a um radical livre anionte
denominado semiquinona pela captacdo de apenas um elétron (FREITAS,
2006). Este intermediario sofre reducdo por um segundo elétron, provindo da
matiz, originando o ubiquinol ou ubiquinona reduzida (UQH,). Na matriz o
ubiquinol bombeia quatro H* para o lado citosélico da membrana interna,

gerando parte do potencial eletroquimico responsavel pela sintese de ATP.

COMPLEXO | ESPACO
INTERMEMBRANAR

MATRIZ

Figura 9 - NADH: ubiquinona oxidorredutase (complexo ) (Fonte: NELSON; COX, 2002).
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2.3.2.2 Complexo Il

O complexo Il ou succinato-Q redutase (Figura 10) € composto por
varios polipeptidios, sendo que os dois maiores representam a succinato
desidrogenase, contendo uma molécula de FAD (flavina adenina dinucleotideo)
e dois centros Fe-S (BRACHT; ISHI-IWAMOTO, 2003). A succinato
desidrogenase é uma enzima do ciclo de Krebs e a Unica que ndo esta livre na
matriz mitocondrial, ela esta ligada a membrana mitocondrial interna, recebe os
equivalentes redutores do succinato, ou seja, transforma o succinato em
fumarato, passando o H" e os elétrons para o FAD que é reduzido a FADH,. O
FADH, doa seus elétrons aos centros Fe-S que entdo os transfere a coenzima
Q ou ubiquinona, mas antes os prétons sao devolvidos a matriz mitocondrial,
distinguindo-se do complexo | por ndo ser uma bomba de prétons (DORTA,
2007; FREITAS, 2006; MARZZOCO; TORRES, 1999).

Figura 10 - Succinato-Q redutase (complexo Il) (Fonte: NELSON; COX, 2002).
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2.3.2.3 Complexo Il

O complexo Il ou complexo dos citocromos b-c; ou ubiquinona —
citocromo c oxidorredutase (Figura 11) € constituido por pelo menos trés
cadeias polipeptidicas, contendo trés tipos de centros redox: proteina ferro-
enxofre, denominada proteina Rieske, citocromos c; € b (bsgs € bsez). Os
complexos | e Il assim como a glicerol-3-fosfatodesidrogenase, desprotonam a
coenzima Q reduzida (QH), transformando-a no anion semiquinona (QH™). A
reducdo ocorre com a adicdo de dois pools distintos, um localizado na face
citoplasmatica da membrana mitocondrial interna, e outro na face matricial da
membrana, ambas formas da semiquinona sdo combinadas quando oxidadas,
regenerando o ubiquinol (QH,), forma reduzida da ubiquinona, responséavel
pela transferéncia de elétrons ao citocromo b-c; e posteriormente ao citocromo
¢, com transporte vetorial de protons da matriz para o espago intermembranar
(BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003; CALGARO-HELENA, 2006; MARZZOCO;
TORRES, 1999).

CITOCROMO C1

CITOCROMO C1 Proteina ferro—enxofre
RIESK
ESPACO
INTERMEMBRANAR
MATRIZ

Figura 11- Ubiquinona — citocromo c¢ oxidorredutase ou citocromo b-c; (complexo Ill) (Fonte:
NELSON; COX, 2002).
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O ciclo Q (Figura 12) apresenta dois sitios cataliticos distintos um
localizado na face citoplasmatica da membrana mitocondrial interna para
oxidagao de QH, do qual faz parte o citocromo bsegs, € outro na face matricial da
membrana para a reducdo de Q que faz parte o citocromo bsg, € dividido em
dois ciclos o primeiro o0 QH,, perde 1 elétron e 1 préton, formando QH™, o
elétron segue a rota QH, = Fe-S = cit.c1 = cit.c, enquanto o H" é liberado no
espaco intramembranar e QH™, converte-se na forma oxidada Q, por
transferéncia de seu elétron aos bsgs > bse; > Q= QH™, o consumo de
um H* da matriz mitocondrial que ird reconstituir o QH™ em ubiquinol no
proximo ciclo. O segundo inicia-se como o0 primeiro até o citocromo
bss. = QH™, recebe mais um H* da matriz mitocondrial recuperando o QHo,
que passa a refazer o ciclo, liberando mais 2H" para o espaco intramembranar.
A Q formada neste segundo ciclo torna-se disponivel para receber os elétrons
gue antecedem a cadeia respiratoria (MARZZOCO; TORRES, 1999).

Oxidacgéo do Oxidagéo do
primeiro QH; segundo QH,
Espaco
Intermembranar
MATRIZ

Figura 12- Ciclo Q (complexo 1) (Fonte: NELSON; COX, 2002).
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2.3.2.4 Complexo IV

Complexo IV ou citocromo oxidase (Figura 13), € nesta etapa final da
cadeia de transporte de elétrons que o citocromo ¢, uma proteina solavel
associada a parte externa da membrana mitocondrial interna, transfere
elétrons, através de dois grupos heme (citocromo a e as), pelo menos dois
atomos de cobre denominados Cua e Cug, para o0 O, molecular formando 2H,0
e bombeia prétons da matriz para o lado citosoélico pela reacdo de catélise da
citocromo c oxidase. O caminho percorrido pelos elétrons neste complexo
ainda é hipotético (BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003; MARZZOCO; TORRES,
1999).

ESPACO
INTERMEMBRANAR

MATRIZ
(substrato)  (bombeado)

Figura 13 - Citocromo oxidase (complexo 1V) (Fonte: NELSON; COX, 2002).
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2.3.2.5 Complexo V

O Complexo V ou F.F; ATP sintase (Figura 14) apresenta dois
componentes distintos: F;, uma proteina periférica de membrana, e F,, uma
proteina integral de membrana. A letra o subscrita em F, significa sensivel a
oligomicina (NELSON; COX, 2002). Cada componente é constituido por varias
subunidades protéicas F; tem 9 polipeptidios, 5 dos quais sao diferentes, com a
composicdo: az B3, Yy, 0,6 e cada uma dessas trés subunidades tem um sitio
catalitico para a sintese de ATP. F, tem € composto por trés tipos de
subunidades protéicas a, b e c. A forca préton-motriz dirige a sintese de ATP
catalisada pela ATP sintase. A elevada concentracdo de ion H*, com carga
positiva no lado citosélico da membrana mitocondrial interna, e a grande
diferenca de potencial elétrico através da membrana interna determinam o fluxo
de ions H" para o interior da matriz mitocondrial através do componente Fo. A
energia derivada desse fluxo é utilizada para converter ADP + P; em ATP
(GUYTON, 1997). As Ultimas evidéncias sugerem que o H* entra pela porgdo
F, causando uma rotacdo, fazendo as subunidades girarem, a cada 120° a
subunidade y entra em contato com a subunidade 8 (aberta, ligada ao ADP ou
ligada ao ATP). Cada rotacdo completa de y, faz com que B passe pelas trés
conformacdes liberando trés moléculas de ATP (BRACHT; ISHII-IWAMOTO,
2003).

MATRIZ

ESPACO
INTERMEMBRANAR

Figura 14 - ATP sintase (complexo V) (Fonte: NELSON; COX, 2002).
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O consumo de oxigénio pelas mitocondrias denomina-se respiracao
mitocondrial. Os estados classicos da respiracdo mitocondrial sdo a respiracao
de estado 4 (basal) e a respiracdo de estado 3 (acoplada a sintese de ATP)
(CHANCE; WILLIANS, 1956). A relac&o entre a respiracéo de estado 3 e a de
estado 4, Razdo de Controle Respiratério (RCR), € um parametro da funcao
mitocondrial que indica o grau de acoplamento entre a oxidacdo dos substratos
respiratérios e a producdo de ATP. A relacdo ADP/O, outro parametro, esta
associado a eficiencia da mitocdndria em sintetizar ATP. Agentes
desacopladores da fosforilacdo oxidativa estimulam a respiracdo de estado 4,
enquanto que o efeito de agentes inibidores manifesta-se sobre a respiracéo de
estado 3 (CAIN; SKILLETER, 1987).

2.3.2.6 Inibidores da Fosforilacdo Oxidativa

A fosforilacdo oxidativa é susceptivel a inibicdo em todos os estagios do
processo. Nos ensaios bioquimicos sdo muito utilizados os inibidores que agem
especificamente em cada complexo da cadeia respiratoria: no complexo | a
rotenona e o amital bloqueiam o transporte de elétrons do NADH para a
ubiquinona (ESPOSTI, 1998; LUMMEN, 1998) e, portanto, impedem a
utilizacdo do NADH como substrato. Ao contrario, ndo é impedido o fluxo de
elétrons resultante da oxidacdo do succinato, porque esses elétrons entram
pelo complexo Il, o qual, segundo Luciani (1971), é inibido especificamente
pela 2-tenoiltrofluoroacetona.

A antimicina A e 0 mixotiazol sdo os inibidores usados no complexo Ill. O
primeiro inibe a transferéncia do elétron do grupo heme b para a molécula de
guinona ou semiquinona, o segundo bloqueia a oxidacdo do ubiquinol
(WALLACE; STARKQV, 2000). Os inibidores do complexo IV sédo o cianeto, a
azida e o monoxido de carbono (CO). Os dois primeiros ligam-se, de maneira
nao competitiva ao oxigénio, a forma férrica do citocromo az; 0 CO compete
com o oxigénio ligando-se a forma ferrosa. O diciclo-hexilcarbodiimida (DCCD)
e a oligomicina (antibiotico) sdo os inibidores da ATP sintase, bloqueando o
fluxo de protons (BRACHT; ISHI-IWAMOTO, 2003; SOPER; PEDERSEN,

1976). Se mitocondrias respirando ativamente forem expostas a um inibidor da
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ATP sintase, cessa de operar a cadeia transportadora de elétrons, mostrando
gue o transporte de elétrons e a sintese de ATP estdo firmemente acoplados
(BERG et al., 2004). Trabalho realizado anteriormente em nosso laboratorio
mostrou que substancias isoladas de plantas podem atuar como inibidores da
cadeia respiratoria (MINGATTO et al., 2007).

2.3.2.7 Desacopladores da Fosforilagao Oxidativa

O firme acoplamento do transporte de elétrons com a fosforilagdo nas
mitocdndrias pode ser rompido (desacoplado). Assim, os desacopladores
estimulam a respiragdo de estado 4 ou basal (estado 2) minimizando a
producéo de ATP mitocondrial, agem na forga préton-motriz que € dissipada na
presenca destes compostos, mas o transporte de elétrons pela cadeia
respiratoria prossegue normalmente, desfazendo o acoplamento entre o
transporte de elétrons e a sintese do ATP.

Estas substancias carreiam prétons pela membrana mitocondrial interna
e essa atividade é conhecida como protonoforética. Ha diversos compostos
com atividade protonoforética como os acidos lipofilicos fracos carbonilcianeto-
m-clorofenilhidrazona (CCCP), 2,4-dinitrofenol (DNP) e o carbonilcianeto-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), os quais atravessam a membrana interna
na forma protonada, liberando o proton dentro da matriz mitocondrial
(WALLACE; STARKOV, 2000). Trabalhos realizados anteriormente mostram
gue substancias isoladas de plantas podem atuar como desacopladores
(DORTA, et al., 2005; SANTOS, et al., 1998). lonéforos (KADENBACH, 2003;
WALLACE; STARKOV, 2000) e antiinflamatorios nao-esteroidais como a
nimesulida, o diclofenaco de sddio e o acido mefenamico sdo outros exemplos
de desacopladores (CAPARROZ-ASSEF et al., 2001; MINGATTO et al., 1996,
2000).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Preparacdes
3.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram do mais alto grau analitico
comercialmente disponivel. As solucbes dos reagentes foram preparadas com
agua ultra-filtrada por meio do sistema purificador Millipore DirectQ-3® (Milli-
Q®). As substancias lipofilicas, como os lantadenos e o carbonil cianeto 3-

clorofenilhidrazona (CCCP) foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO).
3.1.2 Animais

Para esse estudo foram utilizados ratos Wistar machos de
aproximadamente 200 g provenientes do Biotério Central da Unesp, Campus
de Botucatu. Os ratos ficaram alojados em caixas de plastico (41 cm x 34
cm x 16 cm) com cobertura de metal e serragem de madeira, no maximo de 4
animais/caixa e receberam agua e alimento (racdo comercial pelletizada
especializada para ratos Purina®) ad libitum. Os procedimentos experimentais
utilizados no presente estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica em
experimentagdo Animal (CEUA) do Campus Experimental da UNESP-
Dracena, por estarem de acordo com os “Principios Eticos na Experimentac&o
Animal” (Protocolo n° 011/2008, ANEXO A).
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3.1.3 Coleta das folhas e identificacdo da Lantana camara

As folhas da planta foram coletadas em uma propriedade rural no
municipio de Monte Castelo, S&o Paulo, Brasil, localizado a uma latitude
21°17'58" sul e a uma longitude 51°34'07" oeste, estando a uma altitude de 375
metros. A planta foi identificada pelo Professor Doutor Milton Groppo Juanior e
uma exsicata foi depositada no herbario do Departamento de Biologia da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, da Universidade
de S&o Paulo, sob o numero SPFR 10364.

3.1.4 Isolamento e caracterizagcdo dos lantadenos presentes nas
folhas da Lantana camara

As folhas de lantana foram secas em estufa com circulacdo de ar a 37°C
até peso constante. Em seguida, foram moidas utilizando-se um moinho tipo
Wiley, modelo MA 340, da marca Marconi, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil, e 0 po
obtido foi enviado ao Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, aos cuidados
do Professor Doutor Fernando Batista da Costa que realizou o isolamento e a
caracterizacao dos lantadenos presentes nas folhas da Lantana camara.

A 400 g do p6 foram adicionados 2000 mL de metanol e o material foi
macerado por 24 horas a temperatura ambiente com agitacédo intermitente. O
extrato foi filtrado através de tecido tipo musselina e os pigmentos descoloridos
com 70 g carvao ativado, o qual forneceu um extrato amarelo ouro. O solvente
foi removido sob presséo reduzida e o residuo (15 g) foi suspendido em uma
mistura metanol-H,O (1:7, v/v) e extraido com cloroformio (CHCl3, 2 x 40 mL).
A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o residuo final (6 g) foi purificado
em uma coluna cromatografica de silica gel (180 g, malha Merck 60-120, 7736)
usando CHCI; e CHClz-metanol (99,5:0,5, v/v) como fase moével. A fracéo rica
em lantadenos foi entdo purificada e isolada por meio de cromatografia em
camada delgada (silica gel PF254, 1 mm de espessura, Merck 7730, CHCls-
metanol (99,5:0,5, v/v) (SHARMA; DAWRA, 1991) fornecendo o lantadeno A e
o lantadeno reduzido A. Os compostos foram entdo identificados por

ressonancia magnética nuclear (RMN 'H) e por comparacdo com dados
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existentes na literatura (SHARMA et al., 1987, 1990). A pureza dos compostos
foi estimada por cromatografia em camada delgada usando diferentes sistemas

de solventes, bem como andlise de RMN *H.

3.1.5 Isolamento das mitocdndrias de figado de rato

As mitocondrias foram isoladas por centrifugacdo diferencial
(PEDERSEN, 1978). Ratos Wistar machos de 180-200 g foram anestesiados
com éter e eutanasiados por decapitacdo em guilhotina; o figado (10-15 g) foi
imediatamente removido da cavidade abdominal por incisdo bilateral, picotado
em 50 mL de meio contendo 250 mM de sacarose, 1 mM de EGTA e 10 mM de
HEPES-KOH, pH7, 2. Os fragmentos foram lavados no mesmo meio e
homogeneizado trés vezes por 15 segundos com intervalos de 1 minuto em
homogeneizador tipo Potter-Elvehjen. A suspenséo foi centrifugada a 770 g por
5 minutos a 4°C e o sobrenadante resultante centrifugado a 9.800 g por 10
minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspenso com 10 mL de meio contendo 250
mM de sacarose, 0,3 mM de EGTA e 10 mM de HEPES-KOH, pH 7,2 e
centrifugado a 4.500 g por 15 minutos a 4°C. O sedimento mitocondrial final foi
suspenso com 1 mL de meio contendo 250 mM de sacarose e 10 mM de
HEPES-KOH, pH 7,2. Os ensaios com as mitocéndrias foram efetuados dentro

de um periodo maximo de 3 horas.

Principio do método:

A composicao e a viscosidade dos meios sdo importantes fatores para
0 isolamento, sedimentacdo e integridade da mitocOndria. Assim, 0S meios
devem conter sacarose para manutencdo da osmolaridade, EGTA, um
guelante de cations bivalentes, principalmente calcio que atua como
desacoplador ou ainda como segundo mensageiro na ativacdo de fosfolipases
gque degradam os fosfolipidios da membrana, e HEPES-KOH, um sistema
tampéao pH 7,2 de acordo com Cain e Skilleter (1987).

No processo de homogeneizacdo € por meio da forca imposta pelo
pistilo e a velocidade angular constante que a membrana citoplasmatica é

rompida liberando os componentes para o meio.
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No processo de centrifugacdo fracionada, a primeira velocidade de
centrifugagdo é baixa, sendo o primeiro sedimento do tecido homogeneizado
desprezado, pois contém células intactas, ndcleo, citoesqueleto, membrana
plasmética e hemacias. O sobrenadante € submetido a uma velocidade de
centrifugacdo maior, e o segundo sedimento contém lisossomos, mitocéndrias
e peroxissomos. Este é ressuspenso e submetido a ultima centrifugacdo com
velocidade média para separar as mitocondrias das demais organelas devido
as diferencas de densidade de flutuacdo de cada uma, resultante das

proporcdes diferentes de lipideos e proteinas em cada tipo de organela.

3.1.6 Dosagem de proteina

A proteina mitocondrial foi determinada de acordo com Cain e Skilleter
(1987), utilizando-se a reacao do biureto.

Foi extraida da suspensdo mitocondrial uma aliquota de 10 uL e
adicionada a 100 pL de uma solugéo de acido deoxicolico 5% (m/v) e 1.390 L
de agua Milli-Q® e posteriormente 1.500 uL do reagente de Biureto 0,15%
(m/v). A absorvancia foi estabelecida em 540 nm em relagdo a um branco
reagente, e a concentracdo a partir de uma curva padrao ou de calibragao
utilizando-se a Albumina de Soro Bovino (BSA) nas mesmas condi¢cbes das

amostras.

Principio do método:

O reagente de biureto tem por base hidroxido de sodio e sulfato de
cobre, que se torna violeta na presenca de proteinas. Os ions cupricos em
meio alcalino ligam-se ao nitrogénio de polipeptidios e proteinas formando um
complexo de coordenacéo colorido com 4 ou até 6 ligacdes peptidicas vizinhas.
A intensidade da cor produzida € proporcional ao numero de ligacdes
peptidicas que participam da reacdo. A vantagem da reacdo é que as ligagbes
entre cobre e ligacdes peptidicas sdo independentes da composicdo de

aminoacidos das proteinas.
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3.2 Ensaios com as mitoc6ndrias isoladas

3.2.1 Respiragcdo mitocondrial

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias foi medido usando um
medidor de oxigénio dissolvido (Strathkelvin Precision Dissolved Oxygen
Respirometer, Strathkelvin Instruments Limited, Glasgow, Scotland, UK)
equipado com um eletrodo tipo Clark. As mitocondrias (1mg de proteina/mL)
foram incubadas em uma camara termostatizada fechada sob agitacdo em um
meio composto por 125 mM de sacarose, 65 mM de KCI, 10 mM de K;HPOy,
0,5 mM de EGTA e 10 mM de HEPES-KOH, pH 7,4 (volume final de 1 mL), a
30°C. Os substratos utilizados foram o glutamato (5 mM) e o malato (5 mM) ou
succinato (5 mM) e rotenona (2,5 pM) e as velocidades de consumo de
oxigénio foram determinadas por meio do software Strathkelvin Oxygen 782
System (versé&o 3.0, 2005) e expressas como nmol O, . min™ . mg de proteina’
!, A respiracdo de estado 3 foi iniciada pela adicdo de 400 nmols de ADP e o

efeito desacoplador foi observado com a adicédo dos lantadenos no estado 4.

Principio do método:

O eletrodo tipo Clark é constituido por (a) dois anodos de prata, em
forma de anel, que circunda o (b) catodo de platina, em forma de cilindro,
acoplados por uma solucéo de KCI saturada e revestidos por uma membrana
de teflon. A medida que é polarizado com 0,6 a 0,8 volts o fluxo de elétrons do
eletrodo da prata para a platina, gera uma diferenca de potencial entre os dois
metais proporcional a quantidade de oxigénio dissolvido no meio de reacao
reduzindo-o a fons OH', de acordo com as reacdes no catodo da platina (1) e
(1n:

O2+2H,0+2¢e” — Hy,O,+2 OH (l)

H,O,+2e” — 2 OH (ll)

O circuito, que ocorre no anodo de prata resulta com a reacéo (I):

4 Ag+4CI—4AgCl+4e (lll)
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A corrente elétrica gerada é proporcional a concentracdo de oxigénio
gue é detectado pela membrana de teflon, amplificado e registrado em um
potenciometro (CAIN; SKILLETER, 1987). Para a manutencdo da osmolaridade
0 meio de respiracdo utilizado contém sacarose e KCl além de EGTA, HEPES-
KOH, e K;HPO, com fonte de fosfato para a sintese de ATP.

O estado 3 da respiracdo inicia-se com a adicdo do ADP ocorrendo um
aumento na velocidade de consumo de oxigénio e o estado 4 da respiracao,
guando todo o ADP tiver sido consumido, a respiracao retorna a lentiddo. A
razdo do controle respiratorio (RCR) € a relacdo entre os estados 3 e 4 da
respiracdo mitocondrial, esta raz&o indica o grau de acoplamento entre a

oxidacao dos substratos respiratorios e a producao de ATP.

3.2.2 Potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana das mitocondrias (2 mg de proteina/mL) foi
determinado espectrofluorimetricamente no meio contendo 125 mM de
sacarose, 65 mM de KCI, 0,5 mM de EGTA e 10 mM de HEPES-KOH, pH 7,4,
(volume final de 2 mL) com o indicador safranina-O (4 uM). As mitocéndrias
foram energizadas com glutamato (5 mM) e malato (5 mM) ou com succinato (5
mM) e rotenona (2,5 uM), e a variagéo de fluorescéncia foi avaliada utilizando-
se um espectrofluorimero modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo, Japao), nos
comprimentos de onda de 505 e 535 nm para excitacdo e emissao,
respectivamente. Os resultados foram expressos como porcentagem em

relacdo a fluorescéncia das células controle (sem adi¢ées).

Principio do método:

A safranina O é um corante catiénico fluorescente que se distribui
eletroforeticamente na matriz em resposta a carga negativa da membrana
interna da mitocondria energizada. Assim, a reducédo da fluorescéncia ocorre
devido ao influxo eletrogénico do corante na matriz das mitocondrias
energizadas alterando a sua forma e neutralizando seu ntcleo. A medida que a

safranina é liberada das mitocondrias ha um aumento da fluorescéncia.
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3.2.3 Sintese de ATP

A sintese de ATP foi determinada pelo método de quimioluminescéncia
utilizando o sistema luciferina-luciferase de vaga-lume por meio de um Kkit
Bioluminescent Assay Kit Sigma (St. Louis, MO, USA) em um aparelho
Luminémetro modelo Sirius | (Berthold Detection Systems, Pforzheim,
Alemanha). Previamente a suspensdo de mitocondrias foi tratada nas
condicdes de respiracdo com succinato (5 mM) e rotenona (2,5 uM) e
centrifugada 9.000 g por 5 minutos, a 4°C. O sedimento obtido foi tratado com
1 mL de &cido percloracético 1 M gelado e novamente centrifugado a 12.000 g
por 10 minutos a 4°C. Foram aliquotados 100 yL de cada amostra e as
mesmas foram neutralizadas com KOH 2 M. Em seguida foi adicionado Tris-
HCl 100 mM, pH 7,8, sendo as amostras centrifugadas a 12.000 g, por 12
minutos a 4°C, e os sobrenadantes resultantes foram avaliados, em triplicata,

no Lumindmetro seguindo as recomendacdes do fabricante do kit.

Principio do método:

O ATP presente na amostra € consumido durante a oxidagdo da
luciferina  em oxiluciferina “exicitada” catalisada pela enzima luciferina-
luciferase, no retorno da oxiluciferina no seu estado basal ocorre a emissao de

luz, conforme a reacéo:
ATP + Luciferina + O, LUSFERASE | Oxiluciferina + CO, + AMP + PPi + Luz
Mantendo as concentracbes de luciferina, luciferase e oxigénio,

constantes e sendo o ATP o reagente limitante, a quantidade de luz emitida &

proporcional ao ATP disponivel no meio.
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3.2.4 Inchamento mitocondrial em meio hiposmoético de acetato de

potassio

As mitocéndrias (0,45 mg de proteina) foram incubadas a 30°C em um
meio contendo acetato de potassio 54 mM, HEPES-NaOH 5 mM, pH 7,1,
EGTA 0,1 mM, EDTA 0,2 mM, azida sodica 0,1 mM, albumina de soro bovino
0,1% (p/v), atractilosideo 15 uM, antimicina A 1 yM e propanolol 0,3 mM,
seguido por valinomicina 1 yM e o lantadeno, em volume final de 1,5 mL. O
inchamento foi monitorado pela diminuicdo da absorvancia em 540 nm em um
espectrofotometro modelo DU-800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA)
(MINGATTO et al., 2000).

Principio do método:

Para evidenciar a propriedade protonoforética dos desacopladores as
mitocdndrias sdo incubadas em um meio hiposmoético de acetato de potassio.
O iondforo valinomicina € adicionada para permitir o movimento de jons K*
através da membrana mitocondrial. Nessa condicdo o acetato é capaz de
atravessar a membrana mitocondrial na forma protonada produzindo um
gradiente de prétons. O inchamento mitocondrial ocorre se um protonéforo esta
presente para promover a passagem de prétons da matriz para 0 meio
extramitocondrial, permitindo o influxo posterior do acetato e do ion K*
(NICHOLLS, 1982).

3.2.5 Atividade da ATPase

A atividade da ATPase mitocondrial foi medida em mitocondrias intactas
(acopladas e desacopladas) e em mitocondrias rompidas por congelamento e
descongelamento. As mitocondrias intactas (1 mg de proteina/mL) foram
incubadas em um meio contendo sacarose 125 mM, KCl| 65 mM, e HEPES-
KOH 10 mM, pH 7,4, adicionado de EGTA 0,2 mM e ATP 5 mM por 20 minutos
a 37°C, na auséncia (acoplada) e na presenca (desacoplada) de CCCP 1 uM,
em um volume final de 0,5 mL. Quando as mitocondrias rompidas foram

usadas como fonte da enzima, as mesmas foram congeladas em nitrogénio
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liquido e em seguida descongelas em banho de agua a 37°C (3 repeticdes) e o
meio de incubacao era composto de TRIS-HCI 20 mM (pH 7,4). A reacéo foi
iniciada pela adicdo de ATP 5 mM e interrompida pela adicdo de acido
tricloroacético 5% gelado. A atividade da ATPase foi avaliada pela dosagem do
fosfato inorganico liberado conforme descrito por Fiske; Subbarow (1925) no
comprimento de onda de 700 nm usando um espectrofotdmetro modelo DU-
800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA).

Principio do método:

Em condi¢cdes normais a ATP sintase ou ATPase mitocondrial usa a
energia acumulada na forma do gradiente de prétons para sintetizar ATP, a
partir de ADP e fosfato. Na auséncia de substratos endégenos e de ADP, no
entanto, e na presenca de grandes quantidades de ATP, a ATPase passa a
operar no sentido da hidrélise de ATP e da ejecdo de protons para manter o
gradiente eletroquimico de prétons. Nessas condi¢des, a ATPase comporta-se
como uma fosfohidrolase e a sua atividade pode ser medida pela quantidade
de fosfato liberado (BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003).

3.3 Andlise estatistica

A significancia estatistica dos dados experimentais, quando pertinente,
foi avaliada pelo teste de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
Dunnet para comparacdo entre um Unico grupo tratado e o seu controle, e 0s
resultados com valor de P < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. As andlises foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism, versdo 4.0 para Windows, GraphPad Software (San Diego, CA, USA
03/04/2003).



Fonte: http://www.hospitaldoacucar.com.brsiteimagesstoriesservicosggunifigado03

Fonte: http://www.hepcentro.com.brimagesnl
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos dos lantadenos na respiracao mitocondrial

A interferéncia dos lantadenos no consumo de oxigénio das mitocondrias
foi monitorado na presenca de concentracdes diferentes dos compostos. Foram
avaliadas a respiracédo de estado 3 (consumo de oxigénio na presenca de
substrato respiratorio e ADP), a respiracdo de estado 4 (consumo de oxigénio
depois que todo o ADP adicionado foi consumido) e a razdo de controle
respiratorio (RCR, respiracdo de estado 3/respiracdo de estado 4). A Figura 15
mostra um experimento controle (sem adicdo dos lantadenos) realizado com
glutamato mais malato, os quais sao substratos do complexo | da cadeia
respiratoria e a Figura 16 mostra um experimento controle realizado com
succinato, um substrato do sitio Il da cadeia respiratoria, acrescentado do
inibidor do complexo |, rotenona. Nas concentragbes testadas (5-25 uM),
somente 0 RLA estimulou, de maneira dose-dependente, a respiracao de
estado 4 das mitocondrias energizadas tanto com glutamato mais malato

(dados néo apresentados) como com succinato (Figura 17).
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ADP

1 min

Figura 15 - Figura representativa de um experimento controle de respiragdo em mitocéndrias
isoladas de figado de rato energizadas com glutamato mais malato.
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ADP

1 min

Figura 16 - Figura representativa de um experimento controle de respiragdo em mitocéndrias

isoladas de figado de rato energizadas com succinato.
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Figura 17 - Efeitos dos lantadenos no estado 4 da respiracdo em mitocondrias isoladas de
figado de rato energizadas com succinato. Valores representam a média + EPM
de trés experimentos com  diferentes  preparacdes  mitocondriais.
* **Sjgnificativamente diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01,
respectivamente).
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RLA também inibiu de uma maneira dose-dependente a respiracao de
estado 3 de mitocbndrias energizadas com succinato, enquanto que LA
apresentou efeito inibidor apenas na concentracdo de 25 uM (Figura 18)
indicando que os compostos, embora com diferentes poténcias, inibem a
cadeia respiratéria ou a ATP sintase; um padrao similar foi observado para os

substratos glutamato mais malato (dados ndo apresentados).
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Figura 18 - Efeitos dos lantadenos no estado 3 da respiracdo em mitocondrias isoladas de
figado de rato energizadas com succinato. Valores representam a média + EPM

de trés  experimentos

com

diferentes  preparacdes  mitocondriais.

*»**Significativamente diferente do controle (*P < 0,05 e *P < 0,01,

respectivamente).
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Os efeitos na razdo do controle respiratorio (RCR) estdo mostrados na
Figura 19. Enquanto o LA sé afetou significativamente esse parametro a 25 yM,
RLA comecou a afeta-lo ja na concentracdo de 5 uM. RLA, mas néo o LA,
liberou a inibicAo da respiracdo mitocondrial de estado 3 imposta pela
oligomicina (inibidor da F,F; — ATP sintase) (Figura 20) indicando que o RLA
atua como desacoplador. Além disso, nenhum dos dois compostos inibiu a
respiracdo mitocondrial desacoplada pelo CCCP (desacoplador da fosforilacao
oxidativa) indicando que os compostos ndo atuam como inibidores da cadeia

respiratoria, podendo estar agindo como inibidores da ATP sintase (Figura 21).
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nos na razao do controle respiratério em mitocdndrias isoladas
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experimentos com diferentes preparagbes mitocondriais.

***Sjgnificativamente diferente do controle (*P<0,05 e **P<0,01, respectivamente).
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Figura 20 - Efeitos dos lantadenos na respiragdo de mitocondrias isoladas de figado de rato
energizadas com succinato e inibidas pela oligomicina (Oligo).
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CCCP

Lantadeno 25 uM ou KCN

l

KCN

. LA ou RLA
1 min

Figura 21 - Efeitos dos lantadenos na respiracdo de mitocéndrias isoladas de figado de rato
energizadas com succinato e desacopladas pelo CCCP. KCN (cianeto de potassio,
inibidor da cadeia respiratéria).
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4.2 Efeitos dos lantadenos no potencial de membrana mitocondrial (Ay)

A Figura 22 mostra os efeitos dos lantadenos sobre o potencial de
membrana em mitocondrias isoladas de figado de rato energizadas com
succinato. Em linha com os resultados obtidos na respiragédo mitocondrial, LA
dissipou o Ay significativamente somente na concentracdo de 25 pM, sendo
gue o RLA apresentou efeito significante neste parametro ao longo de toda a

faixa de concentracao avaliada (5-25 uM), de uma maneira dose-dependente.
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Figura 22 - Efeitos dos lantadenos no potencial de membrana em mitocondrias isoladas de
figado de rato energizadas com succinato. Valores representam a média + EPM
de trés experimentos com diferentes preparacfes  mitocondriais.
***Significativamente diferente do controle (*P < 0,05 e *»P < 0,01,
respectivamente).
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4.3 Efeitos dos lantadenos nos niveis mitocondriais de ATP

Os efeitos dos lantadenos sobre a sintese de ATP pelas mitocondrias
foram avaliados em relacdo a oxidagcdo de succinato nas mesmas condi¢des do
ensaio de respiracdo, 15 minutos depois que as mitocondrias foram incubadas
com as diferentes concentracfes dos compostos (Figura 23). Em linha com os
resultados obtidos para a respiracao e potencial de membrana mitocondrial, LA
causou uma inibicdo significativa na sintese mitocondrial de ATP na
concentracdo de 25 uM, enquanto que o RLA apresentou efeito significante
neste parametro ao longo de toda a faixa de concentracdo avaliada, também

de uma maneira dose-dependente.
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Figura 23 - Efeitos dos lantadenos nos niveis de ATP em mitocdndrias isoladas de figado de
rato energizadas com succinato Valores representam a média + EPM de trés
experimentos com diferentes preparacdes mitocondriais. ***Significativamente
diferente do controle (*P < 0,05 e **P < 0,01, respectivamente).
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4.4, Efeitos do lantadeno reduzido A (RLA) no inchamento mitocondrial

em meio hiposmatico de acetato de potassio

Para avaliar as propriedades protonoforéticas do RLA, noés investigamos
os seus efeitos no inchamento de mitocdndrias incubadas em meio hiposmatico
de acetato de potassio. A Figura 24 mostra que mesmo na concentracao de 25
MM o RLA néo induziu o inchamento das mitocondrias, diferentemente do que
acontece com um desacoplador protonoforético classico como o CCCP.

Cou RLA

CCccpP

AA 0.05

1 min

Figura 24 - Efeitos do RLA no inchamento de mitocdndrias incubadas em meio hiposmético de
acetato de potéssio. A figura é representativa de trés experimentos com diferentes preparacgdes
mitocondriais. A seta indica a adicdo dos compostos (C = controle, sem adigdo de RLA ou
CCCP).
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4. 5. Efeitos dos lantadenos na atividade da ATPase mitocondrial

Os efeitos do LA e do RLA (25 uM) na atividade da ATPase foi medido
em mitocondrias intactas na auséncia (acopladas) ou na presence de CCCP
(desacopladas) e em mitocondrias rompidas por congelamento e
descongelamento e os resultados estdo apresentados na Tabela 2. A atividade
da ATPase de mitocbndrias acopladas foi estimulada pela presenca dos
lantadenos, enquanto que a atividade da ATPase das mitocondrias
desacopladas ou rompidas n&o foi significativamente alterada por nenhum dos

dois compostos.

Tabela 2 - Efeito dos lantadenos na atividade da ATPase em mitocondrias
intactas na auséncia (acopladas) ou na presenca de CCCP (desacopladas) e
em mitocOndrias rompidas por congelamento e descongelamento

Acopladas Desacopladas Rompidas

umol/min.mg de proteina

Controle 20,64 + 0,73 31,97 +£0,71 60,50 + 3,40
LA 25 uM 29,86 £ 0,67* 35,41 + 3,99 59,64 + 3,55
RLA 25 uM 30,40 + 0,80* 35,84 £ 1,17 61,58 +1,78

LA: lantadeno A; RLA lantadeno reduzido A; *P < 0,05 relativo ao controle.



Fonte: MANELLA, 2000.
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5 DISCUSSAO

As mitocondrias desempenham uma funcéo crucial na manutencdo dos
processos celulares dependentes de ATP e s&o reconhecidas como alvo
potencial de toxicidade induzida por xenobidticos (WALLACE; STARKOV,
2000). O papel das mitocondrias na manutencdo do metabolismo energético
celular envolve a oxidacdo de substratos aquosos dissolvidos na matriz
mitocondrial por desidrogenases especificas, as quais reduzem o NAD" ou
FAD. O transporte de elétrons da oxidacdo do NADH e FADH; ao O, é
estreitamente acoplado a sintese de ATP. Este ocorre por meio dos centros-
redox ligados a proteinas, do complexo | (NADH desidrogenase) ou Il
(succinato-Q redutase) para o lll (ubiquinona — citocromo ¢ oxidorredutase) e
entdo para o IV (citocromo oxidase). A energia livre liberada por esse
transporte é conservada pelo bombeamento de prétons resultando em um
gradiente eletroquimico de H* através da membrana mitocondrial interna. O
potencial eletroquimico desse gradiente € entdo aproveitado para a sintese de
ATP pelo complexo V (ATP sintase); esse processo € conhecido como
fosforilacdo oxidativa. Uma grande variedade de compostos tem sido descritos
como desacopladores da fosforilacdo oxidativa (WALLACE; STARKOV, 2000).
Eles diminuem a eficiéncia da producdo de ATP pelo aumento na
permeabilidade da membrana interna ou pela diminuico do grau de
acoplamento da forca proton-motriz e complexos da fosforilacdo. O mau
funcionamento da bioenergética mitocondrial instantaneamente transforma as
mitocondrias de “casa de for¢a” celular para “forno” molecular, desperdicando a
energia metabdlica dos substratos (WALLACE; STARKOV, 2000).

A disfuncdo mitocondrial € um mecanismo patogénico fundamental de
varias toxicidades significantes em mamiferos, especialmente aquelas
associadas ao figado (AMACHER, 2005; SZEWCZYK; WOJTCZAK, 2002) e
ainda, a diminuicdo dos niveis de ATP € critica para o desenvolvimento de
morte celular por necrose (NICOTERA et al., 1998; SZEWCZYK; WOJTCZAK,
2002; WALLACE; STARKQV, 2000). Assim sendo, com o objetivo de investigar

0 potencial envolvimento das mitocéndrias na hepatotoxicidade observada no
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envenenamento por lantana, nés comparamos os efeitos do lantadeno A (LA) e
o lantadeno reduzido A (RLA) na bioenergética de mitocondrias isoladas de
figado de rato. De acordo com nossos resultados o LA, o qual se acredita ser o
responsavel pelos efeitos toxicos da lantana (SHARMA et al., 1991; SHARMA
et al., 2007b), demonstrou um significante efeito inibidor no estado 3 da
respiracdo, mas somente na maior concentracdo testada (25 uM). Por outro
lado, o RLA, o qual € um produto da biotransformacédo do LA (SHARMA et al.,
2000), provocou um estimulo dose-dependente da respiracdo de estado 4 e
inibiu a respiracdo de estado 3. Ainda, RLA dissipou o potencial da membrana
mitocondrial e diminuiu os niveis de ATP em todas as concentracdes testadas
(5 ao 25 uM). O estimulo da respiracdo de estado 4 pelo RLA ocorreu mesmo
na presenca de oligomicina, um antibidtico inibidor da ATP sintase, indicando
gue o RLA age como um auténtico desacoplador, porém, o mesmo nao foi
capaz de induzir o inchamento das mitocondrias em meio hiposmotico de
acetato de potassio o que sugere que ele ndao €& um desacoplador
protonoforético, ou seja, seu mecanismo de desacoplamento ndo € o mesmo
dos desacopladores classicos como o 2,4 dinitrofenol e o CCCP. Fazendo-se
uma comparagao entre as estruturas quimicas do LA e do RLA (Figura 4),
podemos sugerir que a hidroxilacdo do carbono 3 é uma caracteristica
estrutural determinante para a atividade desacopladora apresentada pelo RLA.
A sobreposicdo dos efeitos do RLA sobre os parémetros respiratérios,
desacoplamento e inibigdo da fosforilagdo oxidativa, sugere que ele age como
um desacoplador inibitério (MORELAND, 2001). Por outro lado, a inibicdo da
respiracdo de estado 3 por ambos os compostos usando substratos associados
tanto ao complexo | (glutamato mais malato) como ao complexo Il (succinato)
associada com a incapacidade dos mesmos de inibir a respiracdo desacoplada
pelo CCCP sugere que esses compostos sejam inibidores da ATP sintase.
Para testar essa hipotese nos realizamos experimentos para avaliar o efeito
dos compostos na atividade da ATPase usando mitocondrias intactas
(acopladas e desacopladas) e mitocondrias rompidas por congelamento de
descongelamento na presenca de excesso de ATP, uma condicdo na qual a
enzima atua na direcao inversa, hidrolisando ATP (BRACHT; ISHII-IWAMOTO,

2003). A estimulagdo da atividade da ATPase em mitocbndrias intactas
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acopladas e a auséncia de efeito na atividade da ATPase de mitocdndrias
desacopladas ou rompidas indica que o RLA inibe o metabolismo energético
provavelmente devido a sua propriedade desacopladora e sugere que o efeito
do LA pode estar relacionado a um efeito em outros componentes da
membrana mitocondrial que ndo a ATP sintase.

Em consonancia com nossos resultados relativos aos efeitos do RLA, foi
descrito na literatura que quando administrado a ratos Wistar, o composto
causa intoxicacao hepatica caracterizada por ictericia, anorexia, constipacéo,
polidria, polidipsia e acumulo de bilirrubina conjugada no soro. A lesédo hepatica
€ consistente o quadro causado pela colestase intra-hepatica e é caracterizada
pelo inchamento dos hepatdcitos, necrose de células individuais e hiperplasia
dos ductos biliares (PASS et al., 1979). Foi demonstrado também que o RLA
provoca hepatotoxicidade por meio de um metabodlito tdéxico e lesdo ao
canaliculo biliar, a qual é uma leséo inicial no desenvolvimento de colestase,
ocorrendo provavelmente devido ao decréscimo na atividade da Mg?*-ATPase
gue pode ser causada pela diminuicdo do ATP celular (PASS et al., 1981).

A conservacgao da energia acoplada a respiracao na forma de ATP € a
mais importante funcdo mitocondrial (SKULACHEYV, 1999) e a dissipacdo do
potencial de membrana e diminuicdo do contetdo de ATP podem resultar em
efeitos toxicos (WU et al., 1990). Além do mais, a sintese é dependente da
integridade de membrana e sua diminuicdo pode estar envolvida com efeitos
toxicos, que induzem a um desbalanco funcional. No geral, nosso estudo
mostra que o0s lantadenos aqui testados sdo potenciais perturbadores da
bioenergética mitocondrial, por meio de diferentes mecanismos e poténcias,
sendo o RLA mais potente que o LA. Ele mostra, em particular, que o
lantadeno reduzido A inibe os niveis mitocondriais de ATP por meio do
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, o qual, por sua vez, dissipa o
potencial de membrana mitocondrial. Esses efeitos aqui descritos podem
constituir um mecanismo molecular em potencial que pode contribuir para a

toxicidade da lantana para as células hepaticas.



Fonte: http://www.biocenter.helsinki.fibibiophysimagesR._._.jpg
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6 CONCLUSAO

No presente estudo n0s comparamos os efeitos de dois lantadenos isolados
das folhas da planta Lantana camara para avaliar o envolvimento potencial da

mitocdndria na hepatotoxicidade da planta:

* LA afetou a funcédo mitocondrial inibindo significativamente a respiracao
de estado 3, dissipou o potencial de membrana e diminuiu os niveis de
ATP na concentracao de 25 uM, atuando sobre algum compoonente da
membrana mitocondrial ainda néo determinado.

* RLA causou um estimulo dose-dependente da respiracdo de estado 4 e
inibicdo da respiracao de estado 3, dissipou o potencial de membrana e
diminuiu os niveis mitocondriais de ATP em toda faixa de concentracao
testada (5 a 25 pM), atuando como desacoplador da fosforilacéo
oxidativa por um mecanismo diferente daquele observado para os

desacopladores classicos como o CCCP.

Portanto, conclui-se que ambos 0s compostos tém potencial, embora com
diferentes habilidades e poténcia, para interferir na bioenergética mitocondrial e
assim contribuir para a jA bem documentada hepatotoxicidade da lantana aos

animais.
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Anexo B

Chapter 117
Effects of Lantadenes on Mitochondrial Bioenergetics
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de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, SP, Brazil.

Introduction

Lantana (Lantana camara Linn.) is one of the most poisonous weeds in the world. The noxious
properties of the plant are well documented: it causes cholestasis, hepatotoxicity, photosensitization, and
even fatality in cattle, horses, sheep, dogs, and humans (Wolfson and Solomons, 1964; Tokarnia et al.,
1984; Black and Carter, 1985; Fourie et al., 1987; Sharma et al., 1988; Pass, 1991; Brito et al., 2004). The
most well-known lantana compounds are the lantadenes, which belong to the pentacyclic triterpenoid
oleanane series. The most abundant triterpene acid is lantadene A (LA); it has been implicated as the
main culprit responsible for the toxic effects of the plant (Sharma et al., 1991; Sharma et al., 2000;
Sharma et al., 2007b) but the mechanism by which it induces toxicity has not yet been clearly established.

Mitochondria carry out a variety of biochemical processes, but their main function is to produce a
majority (> 90%) of cellular ATP. Mitochondrial dysfunctions can be the main mechanism of induction
of hepatic diseases by drugs and/or toxic compounds. These can be divided in two groups: 1) those that
affect the function mitochondrial and 2) those that possess as primary objectives other cellular functions
and they interact with the mitochondria secondarily. The recognition of the interaction of compounds with
the mitochondria as a primary or secondary target can help in the understanding of the responsible
mechanisms for the adverse effects and to the development of new drugs that eliminate or they minimize
these reactions (Szewczyk and Wojtczak 2002).

Since no antidote against the toxic effects of lantana is so far available and treatment of the
symptoms has presented limited success (Sharma et al. 2007b), the knowledge of the biochemical
mechanism of lantana intoxication at the cellular and molecular levels can help in developing of antidotes
and more rational therapy in lantana poisoning. Therefore, in the present work we addressed the action of
LA isolated from Lantana camara and its reduced derivative lantadene A (RLA) (Figure 1) on
mitochondrial bioenergetics assessing their effects on respiration, membrane potential and ATP levels in
isolated rat liver mitochondria.
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RLA

Figure 1: Chemical structures of lantadenes used in this study.

Effects of lantadenes on respiration, membrane potential and ATP levels of
isolated mitochondria

The action of LA and its reduced derivative lantadene A (RLA) on mitochondrial bioenergetics was
investigated addressing their effects on respiration, membrane potential (Ay)and ATP levels in
succinate-energized isolated rat liver mitochondria. At the concentration range tested (5-25 uM) RLA
stimulated state 4 and inhibited state 3 respiration, circumvented oligomycin-inhibited state 3 respiration,
dissipated membrane potential and depleted ATP in a dose-dependent manner. LA did not stimulate state
4 respiration, but inhibited state 3 respiration, dissipated Ay and caused significant decrease in the
mitochondrial ATP levels, although these effects had been observed only at 25 pM.

Conclusions

The present study shows that lantadenes, in general, are potential perturbators of mitochondrial
bioenergetics. It shows, in addition, that the reduced derivative lantadene A depresses ATP levels via both
uncoupling and respiration inhibition, which, in turn, dissipates the mitochondrial membrane potential.
This action of RLA may account for the well documented hepatoxicity of lantana to humans and animals.
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