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Resumo

O metil jasmonato (MeJA) € uma ciclopentanona que apresenta similaridade
estrutural as prostraglandinas anti-inflamatorias. O objetivo deste trabalho foi avaliar
os efeitos in vitro e in vivo do MeJA sobre a atividade respiratoria e a geracdo de
ROS em mitocOndrias isoladas de figado de ratos com artrite induzida por adjuvante
(AIA). Mitocbndrias hepaticas foram isoladas por centrifugacdo diferencial. Embora
in vitro o MeJA inibiu o estado Ill da respiracdo, em animais tratados o MeJA causou
modificacdes bastante sutis na atividade respiratoria. Por outro lado, o MeJA
promoveu um aumento da geracdo de ROS (in vivo e in vitro) em mitocondrias de
animais controle e artritico. Desse modo, 0s resultados mostram que, muito
provavelmente o estimulo da geracdo de ROS nédo esteja relacionado a respiracéo
mitocondrial.

Introducao

O Metil-jasmonato (MeJa), membro da familia dos jasmonatos, é uma
ciclopentanona sintetizada por plantas a partir do &cido linolénico. Esta molécula
apresenta atividade citotoxica contra células tumorais sem afetar células normais
(Cesari et al.,, 2014). O principal alvo do MeJA em células tumorais sdo as
mitocondrias. Nesta organela o MeJA estimula a geracdo de ROS, desloca a
hexoquinase da membrana externa mitocondrial, e depleta o ATP, induzindo a morte
de células tumorais (Cesari et al., 2014). A artrite induzida por adjuvante completo
de Freund (AIA) é uma imunopatologia experimental em ratos muito semelhante a
artrite reumatoide humana. Ha4 uma intima associacao entre cancer e inflamacao
cronica. Desse modo, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento
com metil-jasmonato sobre parametros respiratérios e a geracdo de ROS em
mitocondrias isoladas de figado de animais com artrite induzida por adjuvante
completo de Freund (AIA).

Materiais e métodos

Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UEM (parecer CEUA n° 1634270916). Foram utilizados
ratos machos da linhagem Holtzman. Para o tratamento os animais foram divididos
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em seis grupos: Grupo 1: Ratos Controle 6leo - ratos saudaveis + excipiente (6leo de
milho). Grupo 2: Ratos Controle tratado - ratos saudaveis + metil-jasmonato
(300mg/Kg). Grupo 3: Ratos artriticos 0Oleo - ratos injetados com adjuvante +
excipiente (6leo de milho). Grupo 4: Ratos artriticos 75 - ratos injetados com
adjuvante + metil jasmonato (75mg/Kg). Grupo 5: Ratos artriticos 150 - ratos
injetados com adjuvante + metil-jasmonato (150mg/Kg). Grupo 6: Ratos artriticos
300 - ratos injetados com adjuvante + metil jasmonato (300mg/Kg). Os animais
foram tratados por via oral durante 23 dias. Para inducédo da artrite foi injetado na
pata traseira esquerda o adjuvante completo de Freund. Para os experimentos in
vitro foram isoladas as mitocéndrias de figado de animais controle e artriticos e
incubadas com diferentes concentragbes do MeJA (0,312; 0,625; 1,5; 2,5; 5 e
10mM). O metil-jasmonato foi adquirido da Sigma-Aldrich.  Mitocondrias foram
isoladas por centrifugacéo diferencial (Voss et al. 1961). A concentracdo de proteina
foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951). O consumo de oxigénio foi
medido polarograficamente com eletrodo de prata/platina (Voss et al. 1961). Foram
utilizados succinato (5 mM) e alfa-cetoglutarato (5 mM) como substratos.
Mitocondrias rompidas por congelamento-descongelamento foram utilizadas para
determinar a atividades das oxidases mitocondriais. A producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) foi estimada em mitocOndrias intactas por espectrofluorimetria
(504 nm para excitacdo e 529 nm para emissao) por meio da sonda de diacetato de
diclorofluoresceina (DCFA-DA). Os resultados foram expressos como média + erro
padrdao da media.

Resultados e Discussao

A velocidade de producdo de EROS foi 58 e 28% maior, respectivamente, em
mitocdndrias de ratos controles e artriticos tratados com 300 mg kg™* MeJA. Ou seja,
0 MeJA estimulou a geracdo de ROS de modo similar as células tumorais. No
entanto, ndo houve diferenca entre ratos controle e artriticos tratados com 0leo de
milho. Considerando que a geracdo de ROS e a atividade respiratoria mitocondrial
sdao fendmenos relacionados, foi determinado se o MeJA afeta a respiracdo de
mitocondrias isoladas de figado. A respiracdo basal foi de 37% (com succinato) e
58% (com a-cetoglutarato) menor nas mitocéndrias de ratos artriticos ndo tratados.
O tratamento com MeJA diminuiu a respiracéo basal (-30%) nos controles quando o
succinato era o substrato, mas estimulou (+110%) quando o a-cetoglutarato era o
substrato na artrite. No estado lll, a respiracdo nao foi modificada nas mitocéndrias
de ratos controle tratados com MeJA, mas foi estimulada (+90%) em mitocondrias de
ratos artriticos quando o a-cetoglutarato era o substrato. A respiracéo do estado 1V,
0 RC e a razdo ADP/O néao foram modificados pelo tratamento com MeJA.

Experimentos in vitro foram feitos com o intuito de detectar possiveis efeitos
reversiveis de curto prazo do MeJA. A figura abaixo revela que na auséncia de
MeJA, a producéo de EROS foi 23% maior em ratos com artrite. O MeJA estimulou
EROs em ambas as mitocdndrias de ratos controles e artriticos. O incremento final
foi aproximadamente o mesmo 0,116 e 0,124 nmol mL™ para as condicées controle
e artritica respectivamente.
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Figura 1: Estimulacaoc da produgao de ROS mitocondrial por MeJA exogenamente
adicionado

Entretanto, em baixas concentracbes de MeJA, as mitocondrias dos ratos controle
foram mais sensiveis, como pode ser observado pela mais baixa concentragdo que
produz 50% de estimulacdo. A respiracdo basal na auséncia de MeJA foi
aproximadamente 50% menor nas mitocondrias de ratos artriticos (p<0,05). O MeJA
diminuiu a respiracdo basal apenas na condicdo artritica e com o substrato a-
cetoglutarato. O estado Il da respiracdo diminuiu de forma dependente da
concentracdo, com 0s substratos (succinato ou a-cetoglutarato) em ambas
condi¢gbes. A ECsp do MeJA para a inibicdo do estado Il da respiracdo foi 22%
menor para ratos artriticos quando comparados aos controles. Nao é possivel inferir
se esta inibicdo de curto prazo é significativa in vivo, jA que sdo requeridas altas
concentracbes de MeJA no sitio mitocondrial (em torno de 1mM). O estado IV da
respiragédo foi inibido em menor grau quando comparado ao estado Ill. O controle
respiratorio (RC) foi diminuido e/ou abolido com o aumento das concentra¢cdes de
MeJA.

Considerando que o estado Il da respiragédo foi inibido pelo MeJA, as
atividades da NADH oxidases e succinato oxidases foram determinadas em
mitocondrias rompidas. Ambas as atividades foram progressivamente diminuidas
com o aumento das concentracdes de MeJA em animais controles e artriticos. Os
valores de ECs para a inibigado da succinato oxidase foram semelhantes para ambas
condicdes, mas o valor de ECsp para a inibicdo da NADH oxidase para os animais
controles foi de apenas um terco do que para animais artriticos. No entanto, é
importante destacar que a atividade da NADH oxidase na auséncia da MeJA foi 30%
menor em ratos com artrite. Os efeitos da MeJA sobre o consumo de oxigénio das
mitocondrias rompidas usando a combinacdo TMPD mais ascorbato como substrato
nao foi modificado por MeJA em ambas as condi¢cdes. Desse modo, a geracéo de
ROS mitocondrial ocorre por outro mecanismo nao dependente da atividade
respiratéria. Em células tumorais o MeJA desloca a hexoquinase da mitocondria,
uma condicdo que estimula a geracdo de ROS (Goldin et al., 2008). Desse modo,
este mecanismo poderia explicar pelo menos parcialmente, a geracdao de ROS
mitocondrial induzida pelo MeJA em ratos controles e artriticos.

Conclusbes
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Em concluséo, o estimulo da geracdo de ROS em mitocéndrias de ratos controles e
artriticos pelo MeJA provavelmente envolve um mecanismo ndo dependente da
atividade respiratoria. Experimentos sdo necessarios para verificar a possivel acao
do MeJA sobre a atividade da enzima glicoguinase.
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