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Resumo:

Na Terapia Fotodinamica (TF), quando um fotossensibilizador (FS) € submetido a
irradiagdo com comprimento de onda adequado e na presenca de oxigénio, este se
torna capaz de gerar substancias como o0 oxigénio singlete e outras espécies
reativas de oxigénio. O novo azul de metileno (NAM) é um fenotiazinico que
apresenta grande parte das propriedades fisico-quimicas de um FS ideal. Alguns
estudos apontam a mitocéndria como um possivel alvo dos efeitos do NAM e tal
organela tem sido considerada um importante alvo na aplicacéo da TF. Dessa forma,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar as acdes do NAM, sob fotoativacdo ou néo,
sobre a mitocondria hepatica de ratos saudaveis. De maneira geral, o NAM
estimulou os estados Il e IV da respiracdo mitocondrial na presenca e auséncia de
irradiacdo, enquanto o estado Il da respiracdo mitocondrial foi inibido apenas
quando o sistema foi iluminado. Os valores do coeficiente de controle respiratério
(RC) e da razdo ADP/O cairam, tanto na presenca como auséncia de irradiacao.
Além disso, a atividade ATPasica de mitocéndrias foi afetada dependendo do tipo de
preparacao e condicdo analisada.

Introducéo

Algumas moléculas séo capazes de interagir com a luz de modo a gerar espécies de
oxigénio altamente reativas como o oxigénio singlete (*O,) e outras formas
radicalares. Essas moléculas fotossensiveis sdo chamadas de fotossensibilizadores
(FSs) e sua propriedade de interagir com a luz gerando espécies altamente reativas
€ conhecida por efeito fotodinamico (SILVA, 2007). Fenotiazinicos catidbnicos como o
novo azul de metileno (NAM) sdo amplamente utilizados como FSs devido ao baixo
custo de obtencéo e alta eficiéncia na geracéo de oxigénio singlete. Estas moléculas
exibem intensa absorgdo na regido entre 600—660 nm do espectro, aspecto util na
terapia fotodinamica, sendo considerada uma janela terapéutica adequada para
penetracéo eficiente da luz nos tecidos (WAINWRIGHT et al.,1999). Existem poucos
relatos sobre 0s mecanismos agudos de acao através dos quais estas substancias
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atuam em sitios subcelulares especificos como as mitocondrias e as possiveis
consequéncias destes efeitos. O presente trabalho foi planejado para estudar os
efeitos intrinsecos e fotodinamicos do NAM sobre mitocéndrias, melhorando nossa
compreensao sobre os efeitos toxico-farmacologicos deste FS.

Materiais e Métodos

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados figados de ratos albinos machos
da linhagem Wistar (180-220 g) anestesiados com a cetamina (70 mg/Kg) + xilazina
(10 mg/Kg) em associacdo com fentanil (0,03 mg/Kg). As mitocondrias foram
isoladas por centrifugacédo diferencial. As concentragdes do NAM utilizadas nos
ensaios experimentais foram 0,5; 0,75; 1; 2; 5; 10 e 20 uM. O consumo de oxigénio
foi avaliado polarograficamente e a atividade ATPasica foi analisada
espectrofotometricamente. Todos o0s protocolos experimentais foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UEM (CEUA N° 2113250919).

Resultados e Discussao

A Figura 1 (A-F) descreve os resultados que mostram os efeitos do NAM sobre a
respiracdo de mitocondrias intactas. Na auséncia de irradiacdo e utilizando os
substratos malato e glutamato (Fig. 1A-C), o NAM estimulou gradualmente os
estados Il e IV da respiracdo. Nao houve alteracdes significativas sobre o estado Il
da respiracdo. Quando succinato foi o substrato administrado (Fig. 1D-F), os estados
Il e IV da respiracdo foram estimulados significativamente apenas na presenca de 2
MM do FS. Neste caso, 0 NAM também néo alterou de maneira significativa o estado
lIl da respiracdo. A Tabela 1 mostra os efeitos do NAM sobre as razbes ADP/O e os
coeficientes de controle respiratério (RC). Como observado, o NAM foi capaz de
reduzir significantemente ambos os parametros na presenca de todos os substratos
utilizados. Quando os mesmos experimentos foram realizados sob irradiacdo, os
resultados obtidos foram relativamente distintos. Na presenca de malato e
glutamato, o consumo de oxigénio foi estimulado no estado Il apenas quando as
concentracfes mais baixas testadas do NAM foram utilizadas. Ja os estados Ill e IV
foram inibidos de maneira significativa a partir das concentragbes de 2 e 5 pM do
FS, respectivamente. Quando succinato foi o substrato administrado, os estados Il e
IV da respiragdo mitocondrial foram inibidos significativamente a partir da
concentracdo de 2 uM do NAM. Nestas mesmas condi¢cbes, o estado Il da
respiracao foi fortemente inibido e os efeitos sobre a razdo ADP/O e RC foram
bastante intensos com reducbes dos valores de ambos os parametros avaliados
para todos os substratos testados.
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Figura 1 — Efeitos do NAM, na presenca e auséncia de irradiacao, sobre a respiracdo mitocondrial,
utiizando os substratos malato/glutamato (A, B e C) e succinato (D, E e F). Os resultados
representam os valores obtidos através de 4-8 experimentos independentes e estdo expressos como
médias * erros padrdes das médias. *p < 0.05, ANOVA seguido do teste de Dunnett.

Tabela 1 — Efeitos do NAM sobre o RC e a razdo ADP/O em mitocOndrias isoladas de figados de
ratos.

Substrato NO\_lo azul de Sem irradiagdao Com irradiagdao
metileno (M) RC ADP/O RC ADP/O

Glutamato / Malato, 0 1,98 + 0,25 226+0,24 1,71+£0.22 2,29+0.32
05 1,35 + 0,09* 1,98+0,18 1,07 +0,04* 0,94 +0,38"
0,75 1,37 £ 0,06* 1,43 +£0,09% 1,11 +£0,10* 0,65 +0,32%
1 1,23 £0,05* 1,14+ 0,18 1,00 + 0,00* 0,09 + 0,09*

2 1,07 £ 0,05* 0,45 +0,22* 1,00 + 0,00* .

5 1,00 + 0,00* -, 1,00 + 0,00* -

10 1,00 + 0,00* - 1,00 +0,00* -

20 1,00 + 0,00* —* 1,00 £ 0,00* —*
Succinato 0 1,63 +0,09 1,26 £0,19 1,55 +0,26 1,23+0.13
0,5 1,39 + 0,06* 0,86 + 0,08 1,09 + 0,05 0,87 +0.22
0,75 1,35 + 0,04* 0,88 + 0,04 1,14 £ 0,06 0,58 +0.24
1 1,39 +0,07* 0,83 +0,07 1,14 £ 0,06* 0,59 +0.24
2 1,16 £ 0,04* 0,59 + 0,16 1,07 +£0,05* 0,33 +£0.20*

5 1,20 + 0,06* 0,44 +0,19% 1,00 + 0,00 _*

10 1,13 +£0,05* 0,20 +0,20* 1,00 +0,00* _*

20 1,17 £ 0,06* 0,23 + 0,23 1,00 +0,00* —*

Cada ponto de referéncia representa a média de 4-8 experimentos independentes. *p < 0.05, ANOVA seguido do
teste de Dunnett.

A Figura 2 mostra os efeitos do NAM sobre a atividade ATPasica. Em mitocéndrias
intactas acopladas sem irradiacdo (Fig. 3A), o NAM estimulou a atividade ATPasica.
Sob irradiacao, por outro lado, ocorreu inibicdo desta atividade ja na presenca de 5
MM do NAM. Na auséncia de irradiacdo, o NAM néo afetou a atividade ATPasica de
mitocondrias rompidas (Fig. 3C) ou intactas-desacopladas (Fig. 3B). No entanto, sob
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irradiacdo, a atividade foi inibida em ambas as preparacgdes, ja a partir da primeira
concentracdo do NAM testada (2 uM).
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Figura 2 — Efeitos do NAM, na presenca e auséncia de irradiacdo, sobre a atividade ATPasica de
mitocbndrias intactas (A), desacopladas (B) e rompidas (C). Os resultados representam os valores
obtidos através de 4-5 experimentos independentes e estdo expressos como médias * erros padrdes
das médias. *p < 0.05, ANOVA seguido do teste de Dunnett.

Na auséncia de irradiacdo, o NAM estimulou o consumo de oxigénio por
mitocéndrias intactas (estados Il e IV da respiracdo), apontando para um possivel
efeito desacoplador. Possibilidade esta corroborada pelas diminuicdes na razéo
ADP/O e no RC. Além do nitido efeito desacoplador, a inibicdo causada pelo NAM
sobre os estados Il, Il e IV da respiracéo, na presenca de irradiacdo, poderia ser
consequéncia da fotoinativagcdo de complexos enzimaticos da cadeia respiratoria e
da F.F1-ATP sintase. Este ultimo efeito € sugerido pela inibicdo da atividade
ATPasica de mitocbndrias intactas-desacopladas e rompidas.

Conclusodes

O presente estudo demonstrou que o NAM, sob o efeito da irradiacdo, pode
comprometer o metabolismo energético mitocondrial. Os mecanismos destas acdes
parecem envolver efeito desacoplador e fotoinativagdo de enzimas mitocondriais. No
entanto, também foi observado que o NAM tem a capacidade intrinseca de inibir a
sintese de ATP pela fosforilacdo oxidativa, atuando como desacoplador.
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