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RESUMO

O consumo crescente de substancias ilegais, como a 3,4- metilenodioximetanfetamina
(MDMA) na forma de pastilhas, constitui uma situag@o preocupante, com repercussao na saude
publica e na propria sociedade. Este tipo de droga recreacional, vulgarmente conhecida por ecstasy,
é considerada pelos consumidores como uma droga inécua e dai 0 seu elevado consumo. Todavia,
ha inimeras descricdes de mortes relacionadas com a sua ingestao e do aparecimento, a curto e
médio prazo, de disturbios psiquicos e neuropsiquiatricos, hipertermia, faléncia hepatica e renal
aguda, rabdomiolise, hiponatrémia e outras complicagbes cardiovasculares. Contudo e a
semelhanca de outras drogas clandestinas, muitos destes efeitos tdxicos podem dever-se a
diferentes contaminantes presentes nas pastilhas de ecstasy. De entre os diferentes contaminantes
destaca-se a 4-metiltioanfetamina (MTA), um derivado anfetaminico recentemente introduzido no
mercado e potencialmente toxico, o qual é também comercializado sob a designagéo de ecstasy e
de flatliner.

Os mecanismos de neurotoxicidade da ecstasy tém sido alvos de inumeros estudos. Porém,
e a semelhanga dos mecanismos responsaveis pela sua hepatotoxicidade e cardiotoxicidade, bem
COmo 0S mecanismos responsaveis pela hipertermia, uma complicagao frequentemente observada
em jovens apds o consumo das pastilhas de ecstasy, ndo estdo ainda esclarecidos. Por outro lado,
muito pouco se sabe também acerca dos efeitos toxicos da MTA. A mitocondria pela sua actividade
multifacetada fundamental a viabilidade celular € um alvo primario da toxicidade celular. Além da
sua funcdo bioenergética, a mitocondria tém fungdes relevantes na regulagao osmética, no estado
redox, no desenrolar da morte celular por apoptose e por necrose e na regulagéo celular de Ca?*.
Assim, a interferéncia de um composto nas multiplas fungdes da mitocondria pode conduzir a uma
alterag@o celular ou, consequentemente, determinar a morte da célula. De facto, nos ultimos anos
verificou-se que compostos que alteram a permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT) podem por
mecanismos diferentes conduzir a morte da celular por apoptose ou necrose.

Assim, o objectivo deste trabalho foi estudar os efeitos da MDMA e da MTA na mitocondria,
nomeadamente na sua funcdo bioenergética e na MPT, no sentido de esclarecer alguns dos
possiveis mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e hipertermia induzida nos
consumidores de ecstasy. Os estudos foram realizados em mitocondrias de figado e de coracao de
rato, tendo sido avaliados os efeitos da MDMA e da MTA na bioenergética mitocondrial,

nomeadamente, na cadeia respiratéria, no potencial de membrana (AW), no sistema de fosforilagéo
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oxidativa e na cadeia respiratéria dissociada do sistema fosforilativo. No sentido de clarificar os
mecanismos responsaveis por alguns efeitos das drogas estudamos também a sua ac¢do na
integridade das membranas mitocondriais.

A MDMA pré-incubada em diferentes concentragdes com as mitocondrias de figado e de
coragdo nao afecta significativamente os parametros mitocondrais relacionados com a sua fungéo
bioenergética, sugerindo que a ecstasy em mitocondrias energizadas com succinato nao altera os
niveis energéticos da célula. A MTA, ao contrario da MDMA, causa despolariza¢do do AY, estimula
0 estado 4 e diminui o estado 3 da respiracao, significando que a MTA tém um efeito dissociador da
cadeia respiratdria mitocondrial e do sistema fosforilativo. A eficiéncia fosforilativa da mitocondria na
presenca de MTA é claramente afectada como se pode concluir pelo decréscimo do ICR e do
ADP/O, bem como pelas alteragbes nas flutuagdes associadas ao ciclo fosforilativo induzido pelo
ADP. Deste modo, para além dos efeitos da MTA na cadeia respiratoria, esta anfetamina afecta a
sintese de ATP como consequéncia da despolarizagéo do AW, possivelmente devida a um aumento
da permeabilidade da membrana mitocondrial a protdes. Estes resultados demonstram que a MTA
ao diminuir os niveis de ATP na célula, provavelmente devido a inducdo de alteragdes na
integridade da membrana mitocondrial, podera contribuir para a morte das células e para a
hipertermia e rabdomidlise desenvolvida apos o consumo deste tipo de drogas. Assim, a MDMA n&o
tem efeito dissociador nas mitocondrias e por conseguinte ndo induz alteragdes significativas na
carga energética celular quando comparada com a MTA. Por outro lado, a hipertermia induzida pela
ecstasy ndo sera devida a um efeito dissociador com dissipagdo de AW¥ na forma de calor, mas a
presenca de contaminantes, ou os seus efeitos in vivo poderdo resultar da ac¢do dos seus
metabolitos, nomeadamente a N-metil-a-metildopamina (N-Me-a-MeDa) e o-metildopamina (o-
MeDa). Em adigdo aos estudos na bioenergética mitocondrial, estuddmos também os efeitos da
MDMA e da MTA na MPT dado as suas mdltiplas fungbes nos processos de regulagédo do Ca?*
celular, defesa da célula e regulacdo da morte celular. Verificamos que a MDMA, & semelhancga do
observado com a MTA, previne o intumescimento mitocondrial dependente de Ca?, a
despolariza¢do do AW e a libertagdo do Ca?* acumulado quando a MPT foi induzida in vitro por Ca2*
e fosfato inorganico (Pi). Adicionalmente, a MDMA e a MTA quando adicionadas no decorrer destes
processos, conferem as mitocdndrias a capacidade para inibirem a progresséo do intumescimento
mitocondrial, recuperarem o AY e reacumularem o Ca?* libertado em consequéncia da indugéo de
MPT, de modo idéntico ao observado com a ciclosporina A (CyA), um potente e especifico inibidor

da MPT. A MPT induzida por Ca2?* na presenga de um prooxidante como o hidroperéxido de tert-
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butilo (t-BuOOH), um andlogo de cadeia curta dos hidroperdxidos lipidicos formados durante
peroxidacao lipidica, é também inibida pela MDMA e MTA dado que inibem a libertagdo de Ca?*, a
despolarizagdo do A¥ e o intumescimento mitocondriais associados a indugdo de MPT. Uma vez
que ambas as drogas revertem o efluxo de Ca?* e 0 AW associados a indugdo da MPT, a sua
inibicdo por estas drogas ndo é devida a alteragbes no sistema de transporte de electrées ou no
uniporta de Ca?* mas sim a efeitos nos constituintes do poro de MPT. Adicionalmente, a oxidag&o
dos nucledtidos NAD(P)H mitocondriais associada a indu¢do de MPT é também inibida por
incubacdo das mitocdndrias com MDMA e com a MTA, embora e a semelhanca do observado na
prevencdo da MPT, a MTA apresenta uma maior capacidade de inibigdo da MPT e de inibi¢do da
oxidagéo do NAD(P)H.

Assim, estes resultados sugerem que a MTA pode induzir alteragdes significativas na carga
energética celular como consequéncia da dissociacdo da cadeia respiratoria e do sistema
fosforilativo, tormando as mitocondrias incapazes de responder as necessidades energéticas da
célula, devido a a alteragbes na membrana mitocondrial interna, contribuindo deste modo para os
mecanismos de morte celular de hepatotoxicidade e cardiotoxicidade. Por outro lado, a MTA ao
dissociar a cadeia respiratdria mitocondrial do sistema fosforilativo pode provocar a dissipagdo do
gradiente electroquimico de H* (AuH*) sob a forma de calor e contribuir para os mecanismos
responsaveis pela hipertermia, rabdomidlise e morte celular observada nos consumidores de
pastilhas de ecstasy. Dado que a MPT tem sido implicada na homeostase mitocondrial e celular do
Ca?*, na defesa celular e nos mecanismos de toxicidade, a inibicdo de uma das fungdes da MPT
podera estar na base da morte celular induzida pelo consumo de pastilhas de ecstasy contendo
MDMA ou MTA. Considerando que aberturas reversiveis parciais do poro de MPT nas células
podem desempenhar um papel essencial na sua actividade vital, a inibicdo da MPT pela MDMA e
mais fortemente pela MTA podera estar implicada nos seus mecanismos de morte celular por
necrose e apoptose e contribuir para a hepatotoxicidade e cardiotoxicidade provocada pelo
consumo destas drogas. Por outro lado, a MDMA e MTA ao inibirem a MPT levam & perda da
homeostase celular do célcio, uma vez que causam disturbios nas interacgdes de Ca2* entre reticulo
endoplasmatico e a mitocondria. Este desequilibrio entre os mecanismos de influxo e efluxo de Ca2*
mitocondrial podera causar toda uma série de alteragbes ao nivel mitocondrial com consequente
libertagdo do Ca?* para o citosol. Como a regula¢do dos niveis de Ca2* celular e a manutengao os
niveis de ATP é essencial para o funcionamento normal da célula, nomeadamente do miocardio, as

alteragdes na homeostase deste i&o podem explicar as arritmias e as paragens cardiacas que tém
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sido associadas ao consumo de pastilhas de ecstasy. Contudo, o estudo dos efeitos dos principais
metabolitos da MDMA, a N-metil-o-metildopamina (N-Me-a-MeDa) e a a-metildopamina (a.-MeDa)
ao nivel mitocondrial sera essencial para o esclarecimento dos efeitos da ecstasy in vivo e

constituem uma perspectiva futura na continuagéo deste trabalho.
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Introducio — Mitocdndria, estrutura e funcdes

1- A mitocondria, estrutura e fungdes

1.1- Ultra estrutura e fisiologia

As mitocdndrias sdo organitos intracelulares (1x 2 um) existentes nas células eucariéticas e
0 seu numero por célula encontra-se relacionado com as necessidades energéticas das células. Os
érgéos metabolicamente activos, como o figado, o cérebro e 0 musculo cardiaco contém um maior
numero de mitocdndrias e apresentam maior susceptibilidade ao efeito de xenobidticos e ao
desenvolvimento de determinadas patologias, designadas por patologias mitocondriais (Szewczyk e
Wojtczak, 2002). De acordo com a imagem classica, a estrutura da mitocondria (Fig. 1.1- A)
apresenta: 1) a membrana mitocondrial externa, que constitui uma barreira de permeabilidade para
as moléculas existentes no citosol maiores que 1500 Da e separa 0 espago intermembranar do
citosol; 2) o espago intermembranar, cuja composicao ionica é semelhante a do citosol e contém um
distinto grupo de proteinas envolvidas no transporte e regulagéo celular destacando-se o citocromo
c; 3) a membrana mitocondrial interna, paralela @ membrana externa, permeavel apenas ao
oxigénio, didxido de carbono e agua apresentando pequenas porcdes desta membrana que se
prolongam para o interior da matriz designadas por cristas mitocondriais, onde esta localizado o
sistema de transporte de electrdes, o sistema fosforilativo e os transportadores membranares; 4) a
matriz mitocondrial que contém as enzimas metabdlicas, 0 DNA e RNA mitocondrial. Este genoma
tem unicamente genes que codificam para algumas proteinas envolvidas na fosforilagéo oxidativa
(Lesnefsky et al., 2001). No entanto, e segundo estudos mais recentes utilizando a tomografia
microscopica electrénica, a estrutura mitocondrial ndo é assim tdo simples (Mannella, 2000) tendo
sido demonstrado que as cristas ndo sdo simples invaginagdes da membrana mitocondrial interna,
mas sim estruturas independentes que podem ou nao estar ligadas a membrana mitocondrial
interna (Fig.1.1-B). Assim, verificou-se que a area da superficie topologicamente continua da
membrana interna se encontra dividida em dois dominios distintos. Um deles encontra-se
intimamente justaposto a membrana externa e estabelece contactos intimos com a membrana
externa em numerosos locais. O segundo dominio forma as cristas, estruturas tubulares ou
lamelares continuas & membrana mitocondrial interna e ligadas através de pequenas estruturas
tubulares denominadas de crista junctions (Manella et al., 2001)

As mitocdndrias ndo tém uma forma unica e podem ter diferentes formas de acordo com o
tecido onde se localizam (Collins et al., 2002). Todo o sistema é muito dinamico e dependera do
estado fisioldgico da mitocondria e do tipo de célula (Scheffler, 2000). O comportamento dinamico

das mitocondrias na célula, o seu movimento e a sua morfologia s&o hoje reconhecidos como sendo
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0 resultado de interacgbes complexas de proteinas da sua superficie externa com Vvarios
componentes do citosqueleto da célula, que incluem filamentos de actina, microtubulos e filamentos
intermediarios (Scheffler, 1999).
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externa o el ‘3( Matriz
ol | Membrana
mitocondria : . _
interna A ir::;:eor(r::;ndrlal

Figura 1.1 — Comparagao entre a perspectiva estrutural antiga e a mais recente da mitocondria. (A)- Modelo
classico da mitocdndria, a mitocondria é constituida pela membrana externa; pela membrana interna que forma
invaginagdes para o espago intermembranar, originando as cristas e pela matriz mitocondrial. (B)- Mitocdndria
visualizada por tomografia electronica em que as cristas séo estruturas internas que podem ou n&o estar ligadas a
membrana mitocondrial interna (Adaptado de Lesnefsky et al., 2001; Mannella et a./, 2001)

1.2- Fung6es metabdlicas das mitocondrias

As mitocOndrias produzem a maior parte do ATP (aproximadamente 95%) que a célula
necessita, sendo por isso, conhecidas como as centrais energéticas da célula. Nas mitocondrias
ocorrem Varios processos e vias metabolicas: 1) a conversdo do piruvato a acetil-CoA, processo
este catalizado pelo complexo da desidrogenase do piruvato; 2) o ciclo do acido citrico; 3)
fosforilagéo oxidativa que resulta do funcionamento conjunto da cadeia respiratéria associada a
sintese de ATP; 4) a B-oxidacao (degradagédo dos acidos gordos); 5) parte do ciclo da ureia; 6) o
fornecimento de intermediarios metabolicos ao resto da célula; 7) o armazenamento de calcio, de
forma a manter a concentragéo de calcio citoplasmatico a um nivel baixo e constante; 8) a sintese
de DNA, RNA e proteinas; 9) a reparacdo do DNA; 10) a formagédo de espécies reactivas de
oxigénio e 11) nalguns casos a regulagdo da termogénese (Pedersen, 1999). A fungdo mais
importante das mitocondrias consiste na degradagédo de substractos energéticos (acidos gordos,
piruvato, aminoacidos) provenientes do citoplasma e a sintese de ATP. As reacgdes do ciclo do
acido citrico levam a oxidagdo dos compostos de carbono, com formagdo de CO; e também

fornecem equivalentes redutores, temporariamente ligados a coenzimas. A maioria destes
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processos ocorre ao nivel da matriz mitocondrial. A cadeia respiratéria utiliza compostos redutores
(NADH e ubiquinol), dadores de electrdes, para reduzir o O2 a H20. A esta reacgao esta associado o
transporte de protdes (H*) da matriz mitocondrial para o espago intermembranar, processo que
origina a formagao do gradiente electroquimico de H* (AuH*) através da membrana mitocondrial
interna. Pelo facto de a membrana mitocondrial interna ser impermeéavel a protdes, ocorre a sua
acumulacdo no espago intermembranar gerando a formagdo AuH* o qual é utilizado pela

mitocdndria para sintetizar ATP a partir de ADP e Pi, pela ATPsintase. (Koolman e Rohm, 1996).

1.3- O sistema de transporte de electrées e a fosforilagao oxidativa

Na maioria dos tecidos 90-95% do ATP é gerado pelas mitocondrias através da fosforilagéo
oxidativa que ocorre na membrana mitocondrial interna. Nas células animais o processo de
fosforilagéo oxidativa requer numerosas proteinas, verificando-se que mais de 60 proteinas estao
associadas ao sistema de transporte de electrdes, 16 com o complexo da sintase de ATP e 2
proteinas constituem os transportadores do ADP/ATP e do H*/Pi. O sistema de transporte de
electrdes é constituido por quatro complexos enzimaticos transmembranares designados por
complexo | (NADH-desidrogenase), complexo Il (succinato desidrogenase), complexo Il (citocromo
redutase) e complexo IV (citocromo oxidase) (Fig. 1.2). Os dinucleétidos de nicotinamida adenina
(NADH) e o succinato conduzem os electrdes para os complexos | e Il da cadeia respiratoria,
respectivamente, resultando na ejeccao de protdes do compartimento mitocondrial interno para o
espaco intermembranar e na transferéncia de electrdes para o transportador mais proximo na
cadeia respiratéria, a Coenzima Q (CoQ), que transfere os electrdes entre estes dois complexos e o
complexo . Posteriormente, os electrdes sao transferidos para o citocromo ¢ e finalmente para o
complexo IV onde ocorre mais ejeccdo de protdes. E no complexo IV que o O, fornecido na
respiracdo pelo sistema circulatério, funciona como receptor de electrdes e se liga aos protes
existentes na matriz levando a formagéo de H2O (Fig. 1.2). Assim, o transporte de electrdes através
dos complexos respiratérios tem como finalidade a transferéncia de energia dos substratos
energéticos existentes na matriz mitocondrial para uma forma de energia (AuH*) que podera ser
utilizada para fosforilar o ADP. As mitocondrias produzem ATP através da associagdo entre o
gradiente de protdes, gerado pela respiracéo, e a fosforilagédo oxidativa do ADP pelo complexo V
(FoF1ATPase ou ATPsintase). O complexo V é constituido por duas subunidades (Fig 1.2), a
subunidade Fo, correspondente a um segmento hidrofébico que atravessa a membrana mitocondrial
interna e que funciona como canal a protdes do complexo, e a subunidade F1, que corresponde a

cabega esférica do complexo virada para o lado da matriz e possui uma fungéo catalitica na sintese
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de ATP (Fig. 1.2). Entre estas duas subunidades existe uma proteina que confere sensibilidade a
oligomicina (OSCP “oligomycin sensibility conferring protein”), fazendo com que a ATP sintase seja
inibida por este composto. Quando o ADP e o P;, componentes necessarios a sintese de ATP, estao
disponiveis na matriz mitocondrial, eles ligam-se a frac¢do catalitica do complexo V, permitindo a
abertura da fraccdo Fo e a consequente entrada de protdes para o interior da matriz. A energia
libertada no influxo de protdes através da fracgao Fo € usada na fosforilagdo do ADP para sintetizar
ATP pela fracgao F1 (Fig. 1.2).

espago
intermembranar

matriz
mitocondrial

H+

Figura 1.2 - Representacdo esquematica da membrana mitocondrial interna com os quatro componentes da
cadeia respiratoria (complexos |, II, lll, IV) e o sistema fosforilativo (complexo V). E representada a entrada de
equivalentes redutores da NADH e succinato na cadeia respiratéria para os complexos | e Il respectivamente, o fluxo de
electrbes segue via coenzima Q (Q) sequencialmente através do complexo I, citocromo ¢ (c) e complexo V. O
complexo V utiliza o gradiente de protdes para a sintese de ATP. Fluxo de protdes representado pelas setas a cheio, e 0
fluxo de electbes representado pelas setas a tracejado. Fo= fracgdo inibida pela oligomicina; F1= fraccéo catalitica da
ATPsintase. (Adaptado de de Lesnefsky. et al., 2001)

A associagdo entre a oxidagdo de substratos pela cadeia respiratéria e a fosforilagao
designa-se por teoria quimiosmatica e foi proposta por Peter Mitchell (Mitchell, 1961). Na cadeia
respiratoria, o fluxo de electrdes gera energia redox suficientemente elevada que é utilizada para
ejectar protdes do compartimento mitocondrial interno, para o espago intermembranar. O gradiente
electroquimico de protdes assim gerado, também designado por forga protomotriz (Ap), constitui a
forca motriz capaz de fazer o retorno dos protdes através do complexo ATPsintase. Este gradiente é
composto de um componente eléctrico, o potencial transmembranar (AW) e de um gradiente

quimico, o gradiente de pH (ApH). Como resultado, as mitocondrias s&o organelos celulares unicos
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que conseguem desenvolver um AW de cerca de 180 mV (negativo no interior) e cujo meio interno
mantém um valor de pH de cerca de 8. Em consequéncia disto, as mitocdndrias conseguem néo s
acumular compostos de caracter catiénico, que sejam capazes de atravessar as membranas, como

também internalizar acidos fracos na sua forma anionica. (Szewczyk e Wojtczak, 2002).

1.4- Importancia da mitocéndria na homeostase do Ca?* celular

A mitocondria, para além do seu papel na bioenergética tem também um papel activo na
regulacdo do Ca?* celular possuindo varias proteinas envolvidas na sua captacéo e libertagdo de
Ca2* e podendo funcionar como um reservatorio de Ca?*. Adicionalmente, a mitocondria fornece a
maior parte do ATP usado pelas Caz*-ATPases do reticulo endoplasmatico e da membrana
plasmatica (Saris e Carafoli, 2005). Além do mais, a adicdo de Ca?* a uma suspensdo de
mitocdndrias energizadas resulta na estimulagé@o da cadeia respiratéria, efluxo de protdes da matriz
e influxo de Ca?* para dentro da mitocondria. As mitocdndrias s&o capazes de acumular Ca%* para a
matriz através do gradiente electroquimico sem que ocorra hidrélise do ATP ou ocorra cotransporte
com qualquer outro i&o, ou seja o influxo de Ca2* é um processo puramente electrogénico movido
pela componente eléctrica, o AW, da forca protomotriz (Ap) (Carafoli, 1987; Chakraborti et al.,
1999). A proteina responsavel pela acumulagdo de calcio € o uniporta de calcio que usa o AW (Fig.
1.3). No entanto, em mitocdndrias isoladas a sua constante de afinidade para o Ca?* é baixa, 0 que
sugere que este ndo sera o unico mecanismo de influxo de Ca?* quando as mitocondrias sao
expostas a rapidos e intensos pulsos de calcio intracelular. Além do mais, o sistema uniporta de
Ca?* pode ser inibido por policatides como o vermelho de ruténio (Duchen e Jobson 2004). Uma via
alternativa de influxo de Ca2* é o designado por RAM (do inglés rapid mode uptake), através do qual
ocorrera a rapida captacdo de Ca?* (Fig. 1.3) Este mecanismo foi ja identificado em mitocondrias de
figado e de coragdo e em muito menor extenséo nas de cérebro (Sparagna et al., 1995; Gunter et
al., 2000; Buntinas et al., 2001) e permite a mitocondria acumular rapidamente quantidades
limitadas de Ca 2*. Apesar de a captacdo de Ca?* pelas mitocdndrias ser apontada essencialmente
como um dispositivo de seguranca em situagdes de sobrecarga intracelular transitoria de Ca?*, os
fluxos mitocondriais de Ca2* fazem parte da sinalizagdo celular do Ca2* (Orrenius et al., 2003; Smaili
et al., 2003). Uma vez dentro da mitocondria, o Ca?* tém vérios efeitos, nomeadamente a
estimulagdo de desidrogenases na matriz mitocondrial sensiveis ao Ca2*, que por sua vez sao
locais de producdo de NADH para a cadeia respiratdria e como tal para a estimulagdo do

metabolismo energético mitocondrial (Orrenius et al., 2003). Todavia, as mitocondrias n&o

11



Introducio — Mitocdndria, estrutura e funcdes

conseguem captar quantidades ilimitadas de Ca?*, tendo por isso de o libertar a uma velocidade
comparavel a do influxo (Fig.1.3). O efluxo de Ca2* da mitocdndria para o citosol pode ocorrer
através de diferentes mecanismos. Assim, o efluxo pode ocorrer através de um mecanismo de
antiporta com Na* ou H*, isto é, de um transporte dependente de Na* ou de outro independente de
Na*, que troca Ca2* por Na* ou por H*, respectivamente (Gunter e Pfeiiffer, 1990; Packer, 1994) por
reversao do uniporta de influxo de Ca?* (Nicholls, 1978; Chakraborti et al., 1999). O efluxo pode
ainda ocorrer por alteragdes na fase lipidica da membrana (Gunter e Pfeiffer, 1990) e através de
vias de libertacdo mediadas por canais (Kinnally et al., 1992) ou pela combinagao de dois ou mais
destes mecanismos. Adicionalmente, a libertacdo de Ca2* da mitocondria pode também ocorrer por
oxidagdo de nucleétidos de nicotinamida adenina da matriz a ADP-ribose nicotinamida (Richter e
Kas, 1991; Richter, 1993) ou por oxidacdo de grupos -SH de proteinas membranares que se
encontram associados com a regulagdo da dinamica de Ca2* da mitocondria (Fagian et al., 1990).
Outro mecanismo independente de sddio e fundamental no efluxo de Ca?, € a formagdo de um
poro de permeabilidade transitoria mitocondrial o (PMPT), cujo estado de baixa conduténcia é
responsavel pela “descarga” de Ca?* para valores de concentragé@o abaixo dos limites fisioldgicos
(Ichas et al., 1997). No entanto em estados mais avancados da origem a um megacanal designado
de permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT) (Fig. 1.3), que constitui igualmente um mecanismo
importante para a libertacdo de Ca2* da mitocondria como se descrevera mais adiante.

Em conclusdo, apesar de a mitocondria poder ndo ter um papel determinante na
homeostase de calcio celular em condigdes de repouso, ela é determinante na forma e na duragéo
de um pico concentracional de calcio apds estimulagéo celular. Por sua vez, o posicionamento da
mitocondria junto do reticulo endoplasmético pode ser condicionante da sua capacidade
tamponizante. Além do mais, a acumulagdo excessiva de CaZz* é deletéria para a fungéo
mitocondrial e celular tendo sido proposto que o Ca2* citosdlico desempenha um papel importante
na estimulagéo de sinais apoptoticos, através da regulagdo de enzimas especificas que, uma vez
activadas, conduzem a morte celular, como por exemplo, as endonucleases. (McConkey e Orrenius,
1997). Adicionalmente ao nivel das células musculares esqueléticas e cardiacas o desenvolvimento
da contracgdo muscular depende criticamente da elevagdo dos niveis intracelulares de Caz* na
vizinhanga das proteinas contracteis o designado “Ca?* activador”. A esse nivel o Ca?* favorece a
contractibilidade muscular por um duplo mecanismo: a) activando a ATPase miofibrilar e
aumentando a quantidade de ATP necessario a contracgdo; b) a interac¢do entre as proteinas
contracteis actina e miosina e pela sua fixagao inactivadora ao complexo troponina-tropomiosina

(Berridge 2003). Apesar de a entrada de Ca?* proveniente do espago extracelular ser indispensavel
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para iniciar a contracgao das células musculares cardiacas, estima-se que cerca de 80% do “Caz
activador” provém da mobilizacdo secundaria a partir de reservatérios intracelulares,
nomeadamente do reticulo endoplasmatico e da mitocondria. Por outro lado, o relaxamento é por
sua vez assegurado pela remogao do “Ca?* activador”, por recaptagéo activa para as estruturas

intracelulares de depdsito onde se destaca a mitocondria (Smaili et al., 2003).
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Figura 1.3 — Esquema simplificado de uma mitocondria ilustrando os principais elementos do sistema de
transporte de electroes e possiveis vias de influxo e efluxo de Ca2*. O potencial de membrana (AW) é gerado
através da ejeccdo de protdes pelos complexos enzimaticos do sistema de transporte de electrdes. O AW constitui a
forga motriz para a fosforilagdo do ADP pela F1Fo ATPase. Adicionalmente, a captagdo de Ca2* através do uniporta de
Ca?* é dependente do AW e a dissipagéo deste potencial anula a captagdo de Ca?* miitocondrial. A composi¢ao
molecular exacta do uniporta ndo é conhecida e pensa-se que pode existir uma configuragdo alternativa para o poro e
que sera o responsavel pela rapida captagdo de Ca2* (RAM) através da qual a mitocdndria pode rapidamente acumular
quantidades limitadas de Ca 2*. O efluxo de Ca 2* ocorre através do antiporta CaZ*/Na* que troca 2 ides de Na* por cada
Ca?*. Em alguns tipos de células pode também existir um transportador de Ca?* e de H*. A permeabilidade transitoria
mitocondrial (MPT) é um mega canal constituido por véarias proteinas mitocondriais que podem ser induzidas pela
acumulagdo excessiva de Ca?*, pelo stress oxidativo. Uma vez induzido o poro de MPT, este permite a passagem de
todas as moléculas superiores a 1500 Da. Contudo, ocorrem aberturas rapidas e reversiveis da MPT e estas podem ter
um papel primordial no controlo do CaZ mitocondrial. O influxo de Ca?* associado a sua libertagdo mediada pelos
sistemas de troca constitui um ciclo de Ca2* dissipador de energia mitocondrial. (Adaptado de Duchen e Jacobson 2004)

1.5- Permeabilidade transitéria mitocondrial

A MPT consiste na abertura de uma via de permeabilidade inicialmente reversivel e que
permite a difusdo de solutos até 1500 Da, da matriz mitocondrial para o espago extramitocondrial e
vice-versa. Trata-se de um processo complexo do qual se conhecem varios indutores moduladores
e inibidores, como referiremos a seguir. A MPT é causada pela formag&o e abertura de poros

proteicos na membrana interna mitocondrial e designados por poros transitorios de permeabilidade
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mitocondrial (PMTP). Apesar de ainda ser um assunto muito discutido na literatura, existe algum
consenso sobre 0 que podera iniciar a condicdo de MPT. E sabido que a entrada macica de Ca?*
para o interior da mitocondria esta associada a um incremento da geragédo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) no interior daquele organelo levando a formag&o dos PMPT e rompendo a barreira
de impermeabilidade caracteristica da membrana interna mitocondrial (Zoratti et al, 2005). A
abertura dos PMTP provoca a despolarizagdo mitocondrial, dissociagdo da fosforilagdo oxidativa,
libertacdo de solutos intramitocondriais perdendo este organelo a capacidade de producdo de
energia e a capacidade de acumulagdo de calcio. (Zoratti e Szabo, 1995). A MPT estd também
associada a um aumento de volume mitocondrial, causando um rompimento da membrana externa
e podendo mesmo levar a apoptose por libertagdo de factores apoptéticos, como o citocromo ¢ ou
em ultima analise conduzir a necrose da célula, (Kroemer e Reed 2000). Os PMPT sdo complexos
multiproteicos que se formam nas zonas de unido entre a membrana externa e interna da
mitocondria e apesar da identidade molecular deste complexo multiproteico ndo se encontrar ainda

completamente definida, alguns dos seus componentes centrais foram ja identificados (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Representagao esquematica dos complexos respiratérios, FoF1Sintase e dos componentes do poro
de permeablidade transitéria mitocondrial (PMTP) na membrana mitocondrial interna (MMI) e membrana
mitocondrial externa (MME). O potencial de membrana (AW) é gerado através da ejecgdo de protdes pelos complexos
enzimaticos do sistema de transporte de electrdes. O AW constitui a forga motriz para a fosforilagdo do ADP pela F1Fo
ATPSintase. O PMPT ¢é constituido ou influenciado por componentes da MMI e MME incluindo a hexocinase (HK), a
creatina cinase (CK), o canal de voltagem dependente de anides (VDAC), o transportador de nucleétidos de adenina
(ANT), o receptor periférico de benzodiazepinas (PER) e a ciclofilina D (CphD) da matriz mitocondrial. (Adaptado de
Gross et al., 1999).

De entre eles destacam-se proteinas citoplasmaticas como a hexocinase (HK) e a creatina cinase
(CK), que se encontra localizada no espago intermembranar, proteinas da membrana externa, o

canal aniénico dependente de voltagem (VDAC) e o receptor das benzodiazepinas (BPR), proteinas
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da membrana interna, o transportador dos nucleétidos da adenina (ANT) e proteinas da matriz
mitocondrial, a ciclofilina D (Cph D) (Duchen, 1999; Crompton, 1999; Carmody e Cotter, 2001). Em
condigdes fisiologicas, o poro permanece fechado até que o Ca?* aumente substancialmente. A
MPT é especificamente inibida por ciclosporina A (CyA) (Broekemeier et al., 1989) que se liga a
CphD impedindo a ligagao destas as restantes proteinas constituintes do poro e como tal, a sua
formacdo (Zoratti e Szabo, 1995). A CphD é uma peptidilprolilo cis-trans isomerase da matriz
mitocondrial que em situagbes de sobrecarga de Ca?* e de stresse oxidativo se liga as proteinas
pela CyA. A indugéo da MPT é modulada por diferentes factores, sendo favorecida em condicdes de
elevada acumulacdo de Ca?* na mitocondria (Hunter et al., 1976), pelo aumento do quociente
NAD*/NADH, por prooxidantes (Byrne et al., 1999), pelo pH elevado ( Bernardi et al., 1998; Fontaine
e Bernardi, 1999; Halestrap, 1999), pelo o stresse oxidativo devido as ROS e/ou a deplecao
mitocondrial de glutatido (GSH) e outros antioxidantes como o NADPH. (Chernyak e Bernardi, 1996;
Garcia-Ruiz et al.,, 1997, 2000). A MPT induzida por Ca2* pode ser estimulada por uma grande
variedade de compostos com diferentes caracteristicas quimicas, incluindo o Pi, agentes oxidantes,
reagentes ditiélicos, protondforos e ligandos do ANT (Zoratti e Szabo, 1995), quando acompanhada
por concentragdes matriciais elevadas de Ca?* . Nestas condigdes, ocorre oxidagao de grupos -SH
de proteinas especificas da membrana mitocondrial, do NAD(P)H, do GSH matricial e deple¢édo dos
nucledtidos de adenina (Packer et al., 1997; Halestrap et al., 2002). Todavia, existe uma alternancia
entre um estado de baixa condutancia do PMPT, que resulta de aberturas transitrias do poro € um
estado de alta condutancia, que resulta de aberturas de longa duragédo e que conduzem ao estado
completamente aberto do poro ( Ichas e Mazat em 1998). A alternancia entre os dois estados €
controlada pela ligagdo do Ca2* ao poro conduzindo ao intumescimento e consequente disfuncéo
mitocondrial, 0 que ocorre perante situagdes de sobrecarga de Ca?*. A abertura transitoria do poro
de MPT resulta na dissipagao temporaria do gradiente de protdes e na despolarizagdo mitocondrial
(Ichas et al., 1994, 1997) e é dependente do pH. O estado de alta condutancia permite a difuséo
ndo selectiva de grandes moléculas, com aberturas estaveis, que conduzem a dissipacdo do AW e
a ruptura da estrutura mitocondrial. Contudo, em condigdes patoldgicas, um ou varios dos factores
reguladores da MPT podem contribuir para alterar a susceptibilidade a sua indugdo. A MPT constitui
assim um elemento chave no controlo da viabilidade da célula independentemente do fendtipo da
morte celular ( Kroemer e Reed, 2000; Vieira et al., 2000) verificando-se que agentes que previnem
ou induzem a MPT regulam a vida ou morte da célula (Green e Reed, 1998; Brenner e Kroemer,
2000 ; Zoratti M et al., 2004).
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1.6- Envolvimento do stresse oxidativo na indugao da permeabilidade transitoria mitocondrial

O principal mecanismo responsavel pela produgdo mitocondrial de ROS é a cadeia
respiratéria (Cadenas e Davies, 2000; Raha e Robinson, 2000) na membrana interna e a
monoaminooxidase na membrana mitocondrial externa. A cadeia respiratdria, localizada na
membrana mitocondrial interna, constitui um mecanismo essencial para a geracdo de energia
celular. Porém a respiragdo mitocondrial gera activa e continuamente ROS (Fig. 1.5), com
consequente indugéo de stresse oxidativo. As ROS s&o continuamente produzidas e mantidas a um
nivel relativamente elevado nas mitocondrias e resultam da auto-oxidagdo dos componentes da
cadeia respiratoria, com produgao de superédxido (O2-) e o péroxido de hidrogénio (H202), que na
presenca de ferro pode produzir o radical hidroxilo (HO*), altamente reactivo (Fig. 1.5), (Turrens e
Boveris, 1980; Kirkinezos e Moraes, 2001). As mitocondrias, sendo o principal local de produgéo de
ROS, sdo também o seu principal alvo de acg¢éo tdxica, o que resulta no dano da cadeia respiratéria
mitocondrial e como consequéncia, num aumento consideravel na geragdo de ROS. Forma-se
assim um “ciclo vicioso” (Lenaz et al., 2000) que pode ser um factor indutor de um elevado nimero
de disfungdes associadas ao envelhecimento e também um dos mecanismos indutores de morte
celular programada. Por outro lado, a disfungdo mitocondrial resultante do processo de stresse
oxidativo conduz a um decréscimo nos niveis intracelulares de ATP, o que pode desencadear um
processo necrético (Chandra et al., 2000; Lee e Wei, 2000).

As ROS sao normalmente decompostas ou 0s seus produtos de peroxidacao neutralizados
por sistemas de defesa naturais constituidos principalmente por enzimas mitocondriais e citosolicas
(Ursini et al., 1986; Augustin et al., 1997). Todavia, quando a produgdo de ROS ultrapassa a
capacidade antioxidante da célula, o dano oxidativo nas proteinas membranares mitocondriais leva
a indugdo da MPT. O NADPH tem um papel central na defesa da mitocondria contra o stress
oxidativo, pois é o efeito redutor do NADPH no GSH que mantém a funcionalidade da principal
enzima responsavel pela remogdo de H»O, a glutatido peroxidade (GPx) (Fig. 1.5). Sabe-se
também que a MPT ocorre quando os grupos tiélicos das proteinas da membrana interna séo
oxidados, resultando em mudancas conformacionais que de algum modo conduzem a formacao de

um poro membranar nao selectivo (Fig. 1.5) (Kowaltowski A.J et al., 2001).
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Oxidagéo_L_iEidica
H,O + O4

catalase

Cadeia
respiratoria

Figura 1.5.- A acumulagdo mitocondrial de espécies reactivas de oxigénio (ROS) induz permeabilidade
transitéria mitocondrial (MPT). A cadeia respiratoria inserida na membrana mitocondrial interna gera constantemente
pequenas quantidades de radicais superoxido (O2+). Estes radicais séo normalmente removidos através da manganésio
— supéroxido dismutase (MnSOD), que origina H202. O H20; é entdo reduzido a agua pela glutatido peroxidade (GPx).
O glutatido (GSH) é regenerado pela glutatido redutase (GR), que usa 0 NADPH como dador de electdes. O NADH,
esta disponivel em quantidades reguladas pela respiragdo mitocondrial € é reduzido a NADP*, usando a NADP
transhidrogenase (TH). Quando a produgéo de Oz~ aumenta na presenga de Ca?* e Pi, elou as vias de remogéo de
H202 sédo inactivadas. Ocorre acumulagdo de H202 que na presenca de Fe?*, origina o radical hidroxilo (HO)
extremamente reactivo. O HO* oxida os grupos tidlicos (-SH) do complexo proteico MPT, conduzindo a abertura do
poro. Alternativamente, o HO* pode também promover a permeabilizagdo da membrana através da oxidagao lipidica
processo este fortemente induzido pelo Pi. (Adaptado de Vercesi et al., 2001).

1.7- Mecanismos mitocondriais de morte celular

Nos Ultimos anos um numero elevado de trabalhos tem demonstrado que a mitocondria
desempenha diferentes fungdes na morte e na vida da célula. De um modo geral, a permeabilizagao
da membrana mitocondrial constitui o principal factor indicador de morte celular e precede o
processo de morte celular por apoptose ou necrose. A permeabilizagdo é dependente do estimulo
indutor de morte da célula ou do tipo de célula. De facto, existe um numero elevado de efectores
pré-apoptdticos que actuam a nivel da membrana mitocondrial induzindo a permeabilizagao da
membrana e que, por sua vez, activam os compostos anti-apoptéticos da familia Bcl-2 a interagir
com proteinas da membrana mitocondrial evitando a sua permeabiliza¢do. Outro facto que reforga o
envolvimento da mitocdndria na morte celular é a existéncia de intervengdes farmacologicas
especificas, isto é, através de compostos que actuam a nivel das proteinas mitocondriais que
evitam ou retardam a morte celular (Loeffler e Kroemer, 2000).

A necrose ou morte acidental pode ser desencadeada por um profundo dano celular ou por
stresse, como acontece na isquémia (Lemasters, 1999). Ocorre um rapido colapso da homeostase
interna sendo acompanhada de lise da membrana citoplasmatica e das membranas internas com
libertagdo de restos celulares para o espago extracelular (Fig. 1.6), promovendo um processo

inflamatério. E caracterizada morfologicamente pela formagdo de protuberancias na membrana
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plasmatica seguida pela eventual ruptura de algumas delas e a consequente libertacdo de
componentes citosolicos (Pedersen, 1999).

A apoptose € um tipo de morte celular programada e trata-se de um processo fisioldgico
essencial, necessario ao desenvolvimento normal e & manutencdo da homeostase dos tecidos
(Vaux e Korsmeyer, 1999). No entanto, a apoptose estad também envolvida em diversos processos
patoldgicos dos quais se destacam as doengas neurodegenerativas, doengas imunolégicas e
processos cancerigenos. Assim, ap6s um sinal apoptotico as células sofrem uma série de
alteragdes que culminam na sua morte, sem que ocorra a libertagdo dos seus contelidos celulares
(Pedersen, 1999). Este tipo de morte celular funcionard como uma espécie de triagem da populagéo
celular eliminando as células danificadas, mutadas, envelhecidas ou potencialmente perigosas,
tendo também um papel importante na regulagdo de programas de crescimento e diferenciagao
celular e tecidular (Bishopric et al., 2001; Ravagnan et al., 2002). A apoptose é caracterizada por
uma diminui¢ao do volume da célula acompanhada da formagdo de protuberancias na membrana
plasmatica, estas acabam por se desprender da membrana originando fragmentos membranares
que séo fagocitados pelas células vizinhas.

Outra das grandes diferengas entre a necrose e a apoptose reside a nivel da bioenergética,
verificando-se que em células necréticas os niveis de ATP baixam drasticamente e esta perda das
reservas energéticas sera a principal causa deste tipo de morte celular (Lemasters et al., 1999).
Contrariamente, as células em apoptose mantém, parcialmente, as suas reservas de ATP,
necessarias para o controlo dos mecanismos de apoptose, sendo um processo totalmente
dependente de energia (Liu et al., 1996). Deste modo, a mitocdndria € um elemento fundamental
nos processos de morte celular por apoptose e/ou necrose e podera determinar o tipo de morte

celular.

1.7.1- A mitocondria e a necrose

Durante este tipo de morte celular, as células, as mitocondrias e outros organitos aumentam
de volume, como consequéncia da perda da integridade fisica da membrana plasmatica e
mitocondrial, ndo sendo, no entanto, observadas quaisquer modificagdes nucleares no decorrer
deste processo. (Desagher e Martinou, 2000). Como referimos, a mitocondria é responsavel pela
maior parte da sintese de ATP através da fosforilagdo oxidativa, que usa a energia resultante da
respiracdo mitocondrial. Assim, factores que alterem a associag¢do do sistema fosforilativo com o

sistema de transporte de electrdes, constituem mecanismos responsaveis pela diminuigédo da
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eficiéncia fosforilativa das mitocondrias e consequentemente, por um abaixamento dos niveis de
ATP necessarios a viabilidade celular. Para além das alteragcbes dos mecanismos quimiosmoticos
responsaveis pela sintese mitocondrial de ATP estarem subjacentes a necrose celular, a inducao da
MPT constitui também uma causa deste tipo de morte celular. A MPT é acompanhada por um
intumescimento e a mitocéndria perde a sua capacidade para manter estaveis o AY e o gradiente
de protdes (isto € ocorre uma dissociagao total ou parcial da fosforilagéo oxidativa). Ao ocorrer a
permeabilizagdo membranar passiva, ndo sintese de ATP e ocorre a hidrolise continua do ATP pela
ATPase o que promove 0 esgotamento das reservas energéticas celulares e conduz a morte celular
por necrose (Fig. 1.6). Adicionalmente, ha perturbacdo continua dos equilibrios i6nicos,
especialmente do Ca?*, que exacerbard os danos devido a activagdo de enzimas degradativas
como as fosfolipases, proteases e nucleases. A activagdo da MPT é facilitada na presenga de

oxidantes (Zoratti e Szabo 1995) e por sua vez a acumulagdo ROS facilita a MPT (Pedersen, 1999).

1.7.2- A mitocondria e a apoptose

A mitocdndria tem um papel importante no controlo dos mecanismos de indugdo da
apoptose (Lemasters et al., 1999; Kroemer et al., 1998; Li e Yuan, 1999), sendo hoje aceite que em
muitas células apoptdticas a libertagdo de proteinas do espago intermembranar constitui um dos
primeiros eventos da apoptose. Perante um estimulo apoptético (danos no DNA, isquémia,
radiagdes ultravioletas e o stress oxidativo) a mitocondria é “desviada” do seu papel original, que é o
da manuten¢do da vida celular, para um papel oposto, o de facilitar a morte celular (Fig. 1.6).
Existem varios factores responsaveis por esta alteracdo, nomeadamente, o Ca?*, a ceramida, o
dxido nitrico (NO), as caspases (proteinas cisteinicas que actuam em residuos de aspartato), as
ROS e membros da familia Bcl-2 (Susin et al., 1998). O efeito final de muitos destes factores é a
libertagdo de duas proteinas do espago intermembranar, o citocromo ¢ e o factor indutor de
apoptose (AIF). Estas duas proteinas participam em eventos pos-mitocondriais necessarios para
completar o programa de morte celular. A forma como estes factores “forcam” a mitocéndria a
participar no programa de morte celular ainda ndo é inteiramente claro, contudo a hipotese mais
provavel envolve a MPT. De acordo com numerosos dados experimentais sdo varios os factores
que induzem a MPT, entre eles os membros da familia das proteinas Bcl-2 (Reed et al., 1997). A
proteina Bcl-2 € um oncogene que tem um efeito inibitério da MPT, enquanto que a Bax pode formar
complexos com a Bcl-2 anulando desta forma o efeito inibitorio exercido por Bcl-2 na MPT e quando
atinge determinadas concentragdes, estimula a MPT (Korsmeyer et al., 1999). A MPT ¢é seguida da

perda do AW (pelo menos temporariamente), intumescimento da mitocondria e finalmente, ruptura
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da membrana mitocondrial externa com libertagdo do citocromo ¢ e do AIF. A proteina cuja
libertagdo parece ser mais critica para a iniciagéo dos processos de apoptéticos é o citocromo ¢ (Liu
et al., 1996; Martinou et al., 2000).

Estimulo apoptotico

\

Dano celular severo

) Vias de sinalizacéo
Bel-2 = @ Bax
I e Wl }
Pl U ﬂi, | B AIF )
; O A
et = ~.
| | (o) £ o |
: T -@—
ey +—ATP
Morte((l:le}lhlar por s i Mortl:él }dblular por
NECROSE S | APOPTOSE
(deplecgéo de ATP; ruptura = (reteng@o de ATP; fagocitose
da membrana plasmatica) por outras células)

Figura 1.6- Possiveis eventos mitocondriais que ocorrem durante a morte celular. Na morte celular por necrose,
ocorre deplecgdo de ATP e hé ruptura da membrana plasmatica. Este tipo de morte celular é induzido por graves danos
celulares. A outra via de morte celular é por apoptose, sendo os niveis de ATP da célula mantidos parcialmente. A
apoptose é caracterizada por uma diminuigdo do volume da célula acompanhada da formag&o de protuberéncias da
membrana plasmatica. (Adaptado de Pedersen, 1999)

No entanto, 0 mecanismo pelo qual ocorre a sua libertagdo da mitocondria néo se encontra
ainda perfeitamente esclarecido, podendo ocorrer de um modo controlado através de poros na
membrana externa ou por ruptura fisica desta membrana. De acordo com alguns autores (Petit et
al., 1998), a libertagéo de citocromo ¢ é precedida por um intumescimento mitocondrial que conduz
a ruptura da membrana externa. Mais recentemente, tem sido indicado que o citocromo ¢ seja
libertado da mitocondria por mecanismos que preservam a integridade da membrana externa
(Doran e Halestrap, 2000). O citocromo ¢ na presenga de ATP, forma um complexo com o apaf-1 e
a procaspase 9. A formagéo deste complexo designado por apoptossoma cliva a procaspase 9 com
libertacdo da caspase 9 activa que cliva e activa a procaspase 3. Por sua vez, a caspase 3 activa
induz a clivagem proteolitica de uma série de proteinas alvo no citosol, nicleo e membrana
plasmatica responsaveis pela morfologia caracteristica da apoptose (Li e Yuan, 1999; Parone et al.,
2002). A mitocdndria estd também envolvida na inducdo da apoptose por mecanismos

independentes das caspases. Durante este processo, ocorre libertacdo de AlF e endonuclease G do
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espago intermembranar mitocondrial para o citosol, desencadeando este tipo de morte celular sem
activar a cascata apoptética. Durante a apoptose, o AlF desloca-se da membrana mitocondrial
externa para o citosol e, posteriormente, para o nucleo onde induz condensagao da cromatina e
fragmentacdo do DNA (Daugas et al, 2000). Adicionalmente, o AIF induz a exposicdo da
fosfatidilserina na monocamada externa (geralmente localizada na monocamada interna), facto que
possibilita 0 reconhecimento e posterior remogéo das células apoptéticas por células vizinhas (Susin
et al., 1999). Do mesmo modo, a endonuclease G, cuja fun¢éo esta implicada na replicagdo do DNA
mitocondrial, induz a fragmentag@o do DNA nuclear apds ser libertado do espago intermembranar

durante a apoptose.

1.8- Proteinas dissociadoras

Como foi demonstrado pela teoria quimiosmotica de Mitchell, a associagdo entre a
respiracdo mitocondrial e a sintese de ATP é controlada por um gradiente de protbes gerado ao
longo da cadeia respiratoria e dissipado através da ATPsintase. De facto, esta associagéo entre
reacgOes exotérmicas e endotérmicas nunca pode alcangar os 100% pelo que ocorrre a libertagéo
de energia sobe a forma de calor. A alteragdo ao nivel da associagdo da respira¢éo e do sistema de
sintese de ATP modifica a produgéo de calor. Este mecanismo existe por exemplo em células
especializadas na produgao de calor como por exemplo os adipdcitos (Pecqueur et al., 2001) que
apresentam um elevado numero de mitocondrias. Foi nestas mitocéndrias que pela primeira vez foi
identificada um tipo de proteina dissociadora (UCP) tendo-se designado de UCP1 ou termogenina
(Rousser. et al., 2004). O papel fisiologico da UCP1 € regular a produgdo de calor dependente de
acidos gordos nas células do tecido adiposo castanho, desempenhando assim uma resposta
fisiologica ao stresse provocado pelo frio (Nicholls e Locke, 1984; Enerback et al., 1997). A acgéo da
UCP1 permite que os acidos gordos se comportem como protonéforos (Jezek e Garlid, 1998), na
medida em que cataliza o movimento de flip-flop do &cido gordo protonado (Fig. 1.7). Nestas
condigdes ocorre a dissipacao do gradiente de protdes através da membrana interna e como tal a
dissociagdo do transporte de electrdes, do sistema de sintese de ATP com produgéo de calor.
(Nicholls, 1977; Mattson e Liu 2003). Assim, as UCPs fazem o “curto-circuito” da for¢a protomotriz
conduzindo a perda de energia e a produgéo de calor (Raha e Robinson, 2001) (Fig. 1.7).

Na década de 90 foram identificados mais dois membros da familia das proteinas
disssociadoras, a UCP2 e a UCP3 (Boss et al., 1997). A UCP2 é expressa em células de diferentes
érgéos, encontrando-se no coragdo, rins, pulmdes, placenta, linfocitos, tecido adiposo branco e

neurénios no cérebro (Fleury et al., 1997; Jezek e Garlid, 1998), enquanto que a UCP3 existe no
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musculo-esquelético e no tecido adiposo castanho (Boss et al., 1997). Estes dois tipos de proteinas
dissociadoras estdo envolvidas no metabolismo dos &cidos gordos e nas respostas fisioldgicas ao
jejum pelo que tém sido alvo de um intenso estudo como potenciais alvos para o tratamento da
obesidade (Pecqueur et al., 2001; Stuart et al., 2001; Garvey, 2003). Mais recentemente, foram
também identificados os genes da UCP4 e UCP5, estas duas proteinas dissociadoras apresentam
poucos aminoacidos em comum com a UCP1 (30 a 40%) e s&o principalmente expressas no
cérebro (Sanchis et al., 1998; Mao et al., 1999). Para além de desempenharem um papel crucial na
regulacdo da produgao celular de calor (Fig. 1.7) as UCPs regulam a produgédo de Oy pela cadeia
respiratoria através da sua actividade dissociadora pelo que influenciam a producdo de ROS pela
mitocondria. Dado o0 seu mecanismo de ac¢éo, as UCPs podem influenciar a homeostase do Caz*
uma vez que diminuem o AW e a produgdo de ROS (Mattson e Liu, 2003). Em geral, a actividade
das UCPs resulta no decréscimo da produgéo do Oz e H20; (Vidal-Puig et al., 2000). Ao reduzirem
a producdo de ROS nas células sob stresse, as UCPs desempenham um papel citoprotector
(Mattson e Liu, 2003).

Espago
intermembranar

)il
1

1

“Curt_o_-circuito”

Matriz
Mitocondrial

Figura 1.7 - Modelo da dissipagdo do gradiente de protoes pelas proteinas dissociadoras (UCP) com
consequente perda de energia e produgao de calor. A UCP cataliza o transporte em flip flop das cabecas polares
anionicas do acido gordo (FA) do espago intermembranar para a matriz. Esta acgdo da UCP permite aos acidos gordos
portarem-se como protondferos ciclicos. O circuito dos acidos gordos promovido pela UCP resulta no “curto-circuito
dos protdes gerados ao longo da cadeia respiratéria 0 que conduz a perda de energia e a produgao de calor (Adaptado
de Jezek e Garlid, 1998)
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1.9- As mitocondrias como um alvo de toxicidade

A mitocdndria desempenha um papel fundamental na vida da célula e no desenvolvimento
dos tecidos devido @ sua importancia no metabolismo energético e nos mecanismos de morte
celular. As mitocdndrias séo as principais fornecedoras de ATP e as reguladoras dos niveis de Ca2*
celular. Deste modo, elas tém uma importéncia central na vida da célula, uma vez que a disfungéo
mitocondrial conduz a perda de ATP e da homeostase do Ca?*, o que inevitavelmente conduz a
destruicdo e morte da célula. Consequentemente, alteragdes nas caracteristicas estruturais e
funcionais das mitocdndrias constituem mecanismos de acgéo toxica induzida por xenobiéticos e
consequente morte celular (Wallace e Starkov 2000).

As alteragdes nas fungdes mitocondriais contribuiram ja para explicar os efeitos secundarios
toxicos de varios compostos (Szewczyk e Wojtczak 2002; Wallace e Starkov, 2000), desde
farmacos a toxinas, ou mesmo simples substancias usadas no quotidiano. No grupo de compostos
com actividade terapéutica, de salientar os farmacos anti-cancerigenos, como por exemplo 0
etoposido (Cutddio et al., 2002) a doxorubicina (Decaudin et al., 1997), que induzem apoptose nas
celulas malignas através da indugéo da MPT ou afectando de outro modo a membrana mitocondrial.
Outro citoestatico que também afecta as fungdes mitocondriais € a cisplatina. Este farmaco diminuiu
a eficiéncia fosforilativa da mitocdndria e torna a membrana mitocondrial permeavel a protoes,
simultaneamente inibe a cadeia respiratoria e induz a MPT, o que pode levar a libertagdo e
activagao dos factores apoptoticos retidos no espaco intermembranar, desencadeando a morte da
célula por apoptose e necrose (Gomes, 2003). O tamoxifeno, um anti-estrogénio usado na
terapéutica e prevencgao do carcinoma da mama e o seu metabolito 4-hidroxitamoxifeno diminuem a
eficiéncia fosforilativa da mitocondria devido ao facto de tornarem a membrana mitocondrial
permeavel a protdes e inibem a MPT o que pode constituir um dos seus mecanismos de
acgao/toxicidade responsaveis pela sua ac¢do anti-cancerigena (Cardoso, 2004). Outros exemplos
de farmacos que tém como alvo de toxicidade a mitocOndria sdo o acido acetilsalicilico e o
ibuprofeno, ambos interagem negativamente com a capacidade de acumulagdo de célcio em
mitocondrias isoladas (Al-Nasser, 1999; 2000). A mitocondria é também afectada por varias toxinas
(Wallace e Starkov, 2000), especialmente as que interagem com as fungdes respiratdrias e de
geracdo de ATP, como exemplo de toxinas de referir o pesticida 2,4-dinitrofenol, um agente
protondforo que dissocia a cadeia respiratdria da sintese de ATP, pela indugdo de uma fuga (leak) a
protdes ao longo da membrana mitocondrial interna para a matriz mitocondrial (Skulachev, 1998). A
mitocondria € também alvo da toxicidade de compostos presentes no nosso quotidiano como por

exemplo a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), um composto presente no cha e café e que em elevadas
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concentragdes é cardiotdxica (Wink et al., 1999; Sardéo et al., 2002). Foi demonstrado que o dano
induzido pela cafeina inclui um efeito negativo na cadeia respiratoria e diminui¢cdo da capacidade de
acumulacéo de calcio (Sardao et al., 2002). A bioenergética mitocondrial € também afectada pelo
etanol (Bayley et al. 1999; Pastorino et al., 1999).

Devido ao facto de a mitocondria constituir um importante alvo de toxicidade de varios
compostos e de ter um papel primordial na célula, o estudo da interacgéo de varios xenobioticos ao
nivel mitocondrial é fundamental para clarificar os mecanismos de citotoxicidade. O estudo in vitro
com mitocdndrias isoladas pode permitir obter uma ideia preliminar sobre a toxicidade da 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) e da 4-metiltioanfetamina (MTA), antes de avangar para
estudos mais complexos in vivo. As fungdes mitocondriais como a actividade respiratoria ou a
geragao de potencial de membrana sdo pontos facilmente mensuraveis e possibilitam a avaliagao
de efeitos toxicos destes compostos. Por sua, vez a avaliagdo da capacidade de acumulagéo de
calcio dependente ou ndo da indugdo de MPT é igualmente outro pardmetro mensuravel e de
extrema importancia no estudo da toxicidade mediada por determinadados xenobiéticos. Assiim, uma
vez que as interferéncias com a bioenergética mitocondrial constituem processos de dano celular
induzidos por xenobidticos, conduzindo a deplec¢do de ATP e a morte celular é de grande interesse
avaliar as perturbagdes induzidas pela MDMA e MTA. A identificagdo da mitocondria como alvo
primario ou secundario da acgao destas drogas pode ajudar a entender melhor 0s seus mecanismos

de acgéo.
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2- Derivados anfetaminicos como drogas de abuso

2.1- Pastilhas de Ecstasy

O aparecimento das pastilhas de ecstasy constituiu uma importante novidade entre as
drogas de abuso e o0 seu crescente consumo tém uma elevada repercussao na saude publica e na
sociedade. Trata-se de uma droga muito ligada a ambientes recreativos, com uma via de
administracdo comoda e aceitavel, com um potencial de abuso e dependéncia menor que o de
outras substéncias, pelo que esta droga é consumida por diferentes grupos sociais. A ideia inerente
a ecstasy difere radicalmente das imagens de doencga, marginalidade e delinquéncia associadas a
outras drogas como a heroina. Tendo em conta 0 numero de doses que se consomem por ano na
Europa e EUA, a incidéncia de toxicidade grave e aguda associada a ecstasy pode considerar-se
escassa até ao momento e a mortalidade associada & inferior & induzida por outras drogas ilegais.
(McKenna, 2002). Estes dados podem transmitir aos consumidores a falsa ideia que a ecstasy é
uma droga segura. No entanto, é importante considerar que a sua toxicidade nao depende s6 das
caracteristicas farmacologicas da substéncia, mas também de atitudes do consumidor,
nomeadamente, do seu estado fisico e psicoldgico, frequéncia e ambiente de consumo, da mistura
com outras drogas e de circunstancias derivadas da sua ilegalidade, como dificuldade em
determinar quantitativamente a dose e a presenga de contaminantes. Segundo o observatorio
europeu da droga e toxicodependéncia (relatério anual de 2003), a seguir a cannabis, a droga mais
consumida nos paises da Unido Europeia €, normalmente a ecstasy ou as anfetaminas, com taxas
de experiéncia ao longo da vida entre a populagéo adulta que variam geralmente entre 0,5% € 5%.
Todavia, 0 consumo destas substancias ilicitas atinge valores mais elevados entre jovens adultos ou
seja entre 0s 15 e 0s 34 anos. Um dos factores para que tal suceda podera estar relacionado com o
baixo prego e facilidade de obtengédo. De acordo com o relatorio de 2003, as anfetaminas sé&o
vendidas em média, ao prego de 12 a 40 euros por grama, enquanto o pre¢o dos comprimidos de
ecstasy varia entre 6 e 20 euros em média. Por outro lado, os contaminantes presentes poderéo
baixar também o seu custo. A maioria dos comprimidos vendidos como ecstasy contém, de facto
metilenodioximetanfetamina (MDMA- ecstasy), tendo sido encontrados frequentemente outras
substancias psicoactivas, nomeadamente, 3,4-metillenodioxi-N-etilanfetamina (MDEA), a 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA), a 4-metiltioanfetamina (4-MTA) e a para-metoxianfetamina (PMA)

entre outras.
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2.2-Histdria e quimica da 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA)

A MDMA foi sintetizada pela primeira vez em 1912 (Milroy, 1999; Rochester, 1999) por
quimicos alemaes e patenteada em 1914 pelo laboratério Merck, na Alemanha, como anorexigeno e
moderador do apetite. A MDMA foi testada inicialmente, mas foi pouco utilizada e nunca
comercializada devido aos seus efeitos colaterais. Foi utilizada pelos soldados durante a 12 guerra
mundial com a finalidade de aumentar os tempos de permanéncia no campo de batalha através da
supressdo da sensacdo de apetite (Schuckit, 1994), ficando depois esquecida e sem uso por
décadas. Em 1965, o bioquimico norte-americano Alexander Shulgin relatou ter sintetizado e
consumido MDMA no seu laboratério, tendo descrito o efeito como agradavel. Contudo, o
bioquimico s6 voltou a interessar-se pela droga no inicio dos anos 70, quando tomou conhecimento
de relatos de outros pesquisadores muito entusiasmados com o uso terapéutico da MDMA
(Schwartz, 1997). A comunidade cientifica sé veio a ser formalmente informada sobre a MDMA em
1978, através de uma publicagdo de Shulgin e Nichols, a qual sugere que a droga poderia ser
utilizada como auxiliar psicoterapéutico (Laranjeira, 1996) na medida em que aumentava a empatia
e confianga no terapeuta e a autoconfianga, convidando a auto-andlise e favorecendo a
introspeccao (Grinspoon, 1986).

Paralelamente, a MDMA, j& entdo conhecida com o nome comercial de ecstasy foi
popularizada progressivamente e passou a estar associada a movimentos culturais enquanto droga
recreativa. No inicio dos anos 80 a MDMA tornou-se popular entre os circulos alternativos e
universitarios (Peroutka, 1987). A popularizagdo do uso de MDMA, o alerta pelos média e a
publicacao de um artigo sobre o potencial neurotoxico do seu analogo MDA encerrou a fase legal de
uso da ecstasy e em 1985 a agéncia de controlo de drogas dos Estados Unidos (DEA) ilegalizou a
MDMA enquadrando-a na categoria 1 de substancias controladas, que inclui substancias com alto
potencial de abuso, sem beneficio terapéutico/médico e cujo uso é inseguro mesmo sob superviséo
médica (McClain et al, 1989). Devido a sua ilegalidade nem todas as pastilhas vendidas e
consumidas como ecstasy contém necessariamente a MDMA e assim, os consumidores nao sabem
exactamente o que estdo a ingerir.

A MDMA e substancias analogas as quais se fara referéncia ao longo deste trabalho sao
feniletilaminas, cuja estrutura consiste num grupo fenil ao qual esta ligado um grupo radical etil (-
CH2-CHz-) e uma amina (-NH2-). A partir desta molécula e modificando os radicais obtém-se
diferentes compostos com distintas propriedades psicoactivas. A MDMA ¢ sintetizada em laboratorio
a partir de metanfetamina diferindo desta por ter um grupo metilenodioxi (O-CH.-O) ligado a posi¢ao

3 e 4 do anel aromatico, neste aspecto faz lembrar a estrutura da mescalina um alucinégéneo (Fig.
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1.8). Porém, ha precursores quimicos naturais contidos em dleo de plantas, como a noz-moscada,
acafréo, canela e sementes da salsa (Elk, 1996). A sua estrutura quimica é muito parecida com as
anfetaminas e com a mescalina, sendo os seus efeitos uma mistura dos efeitos estimulantes das

anfetaminas e alucinogénicos da mescalina.

CH; H3C
| .
Y/ NH, Y, Ni, Sea, H3CO
OCH;
Feniletilamina Anfetamina Metanfetamina Mescalina
< HN
o} N
CH;
3,4-Metilenodioximetanfetamina
(MDMA)
Figura 1.8 - Estruturas quimicas da feniletilamina, anfetamina, metamfetamina, mescalina e

metilenodioximetanfetamina (MDMA).

2.3- A 4-metiltioanfetamina (Flatliner -MTA) como um contaminante da ecstasy

A semelhanga de outras drogas clandestinas, sdo varias as substancias contaminantes
encontradas nas pastilhas de ecstasy como, por exemplo, as anfetaminas, MDA, MDEA, PMA, a
efedrina, a cafeina, a ketamina, o dextrometorfano e o paracetamol (Bagoott et al., 2000; Milroy et
al., 1996; O'Connell e Heffron 2000). Por sua vez, a mistura que os consumidores fazem com outras
drogas, nomeadamente outros estimulantes, opidceos e é&lcool € preocupante. De entre os
diferentes contaminantes destaca-se a 4-metiltioanfetamina (MTA) um derivado anfetaminico
recentemente introduzido no mercado e potencialmente tdxico, e também comercializado sob a
designagao de ecstasy e de flatliner (Adam et al., 2002, Poortman e Lock, 1999). A MTA é uma

analoga sulfarica da anfetamina, com um grupo tiol (-SCHs-) ligado & posigao 4 do anel aromatico
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da molécula de anfetamina) com propriedades psicoactivas (Fig. 1.9). A MTA foi inicialmente
sintetizada em 1992 como antidepressivo e potencial substituto do Prozac™ (Huang et al., 1992)
embora nunca tenha sido comercializada. Foi utilizada em estudos farmacolégicos em animais
(Scorza et al., 1999; Gobbi, et al., 2002) e tem sido usada como droga de abuso sob a forma de
pastilhas. A MTA foi pela primeira vez detectada e apreendida na Europa em 1997 (Groombridge,
1998) sendo referida como a causa de varias mortes e responsavel por intoxicagdes graves (Centro
Europeu de monitorizagdo para as drogas e toxicodependéncia [EMCDDA] 1999; De Letter et al.,
2001), pelo que em 2001 a Organizagdo Mundial de Sadude recomendou o controlo internacional da
MTA.
NH-,

CH,S

Figura 1.9 - Estrutura quimica da 4-metiltionfetamina (MTA; Flatliner)

2.4- Farmacocinética da MDMA e MTA

A ecstasy é apresentada usualmente sob a forma de pastilhas com diferentes formas e
cores contendo numa das faces desenhos alusivos (Fig. 1.10) ao nome pelo qual sdo conhecidos e
na outra uma linha de quebra para meias-doses. Actualmente, estdo identificados e descritos mais
de 500 espécies diferentes de pastilhas. O consumo faz-se quase sempre por via oral e salvo
rarissimas excepgdes, por via endovenosa, aspiracdo nasal (snifado) ou administracdo anal, na
forma de supositorio, sendo a dose habitual por pastilha entre 75 e 150 mg. A MDMA é absorvida no
tracto gastrointestinal e alcanga a sua concentragdo maxima no plasma duas horas depois da
ingestdo (Mas et al, 1999). As doses de 50 mg, 75 mg e 125 mg em humanos voluntarios
saudéaveis originaram picos de concentragdo sanguinea de cerca de 106 ng/ml, 131 ng/ml e 236
ng/ml respectivamente. Estas concentragbes sanguineas séo relativamente baixas quando
comparadas as tecidulares, uma vez que a MDMA passa facilmente para os tecidos e grande parte
liga-se aos constituintes celulares. Os efeitos da MDMA fazem-se sentir aproximadamente 20 a 60
minutos apo6s a ingestdo do comprimido e prolongam-se durante 4-6 horas (De la Torre et al.,
2000a). A MDMA é metabolizada a nivel hepatico, fundamentalmente através da enzima isomerase
CYP2D6 do citocromo p-450 e a sua eliminagdo é feita por via renal. Contudo, existem vérias
enzimas implicadas na sua degradacao e algumas delas inibidas em concentragdes relativamente

baixas de MDMA. Assim, ao aumentar a dose e ocorrendo inibigdo das enzimas de menor afinidade
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podem verificar-se aumentos significativos da concentragdo da droga no sangue (De la Torre et al.,
2000b). A vida média da MDMA ¢ de 8 h (Mas et al., 1999), o que implica serem necessarias 5
vidas médias, isto é, cerca de 40 horas para eliminar 95% do composto da corrente sanguinea,
explicando alguns dos efeitos residuais e o seu prolongamento em um ou dois dias ap6s o consumo
da MDMA.
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Figura 1.10 - Pastilhas de ecstasy — 11x9 tipos pastilhas com diferentes formas e cores contendo numa das
faces desenhos alusivos ao nome pelo qual séo conhecidos e na outra uma linha de quebra para meias-doses
(Adaptado de Errowig.org 2000).

Na figura 1.11 é apresentada uma possivel via metabélica para a MDMA, que envolve a formagéo
de metabolitos hepatotdxicos. A MDMA sofre N-desmetilag&o originando a 3,4-metilenoamfetamina
(MDA). A MDMA e a MDA ao serem o-desmetiladas formam-se a N-metil-o-metildopamina (N-Me-
a-MeDa) e a-metildopamina (a-MeDa), respectivamente, sendo ambos catecéis que podem sofrer
oxidagao e originar as correspondentes o-quinonas. As quinonas séo compostos electrofilicos pelo
que podem provocar o dano celular através da alquilagdo de proteinas e do DNA. Por serem
moléculas redox muito activas, as quinonas podem originar radicais semiquindnicos e levar a
formacdo de ROS, podendo também sofrer oxidacdo e formar aminocromas. A formagéo de o-
quinonas pode provocar a deplecgao de GSH devido a formagéo de aductos glutatidnicos (Carvalho

et al., 2004 a) e, consequentemente, aumentar os mecanismos de stresse oxidativo.
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Figura 1.11 - Metabolismo proposto para a MDMA (Adaptado de Carvalho et al., 2004).

As pastilhas de MTA, também conhecidas como flatliner, assemelham-se as de ecstasy,
apresentando uma linha de quebra e um odor pouco usual, contendo em média 100-140 mg de
MTA e uma pequena percentagem de impurezas. O consumo é feito maioritariamente pela via oral e
como a MTA tém um inicio de acg&o tardio leva frequentemente, os consumidores a tomarem mais
pastilhas para obter os efeitos desejados (EMCDDA, 1999), resultando em overdoses acidentais.
Com base nas fatalidades envolvendo a MTA, tem sido sugerido que uma toxicidade moderada
possa estar associada a concentragdes sanguineas entre 0,20 e 0,60 pg/ml, uma toxicidade severa
para concentragdes superiores a 0,60 pg/ml e casos de morte quando as concentragbes
ultrapassam 1,50 ug/ml (Elliot, 2001). Em amostras recolhidas dois dias apés a autopsia de um
caso fatal de intoxicacdo com MTA (Decaestecker et al., 2001) detectaram-se niveis de MTA no
figado e bilis, aproximadamente, 6 a 7 vezes superiores aos encontrados no sangue periférico e no
tecido cardiaco a ordem de superioridade foi cerca de 3,5 vezes. A MTA é fracamente metabolizada
e o principal metabolito identificado em hepatdcitos humanos, cdo, coelho e ratinhos foi 0 acido 4-
metiltiobenzoico, (Fig. 1.12) ndo sendo, no entanto, encontrado em hepatocitos de rato (Carmo et
al., 2004).

NH, Desaminagéo Oxidativa OH
H.C..
Hﬂcxsml 3 S

MTA acido 4-metiltiobenzoico

Y

Figura 1.12 - Formagao do principal metabolito da MTA o acido 4-metiltiobenzdico por desaminagao oxidativa.

30



Introducdo — Derivados anfetaminicos como drogas de abuso

2.5- Farmacodinamica da MDMA e MTA

Diferentes estudos tém demonstrado que a MDMA actua sobre o sistema serotoninérgico,
dopaminérgico e noradrenérgico, sendo o sistema serotoninérgico referido como o principal alvo de
neurotoxicidade desta droga. No entanto, a administragdo de MDMA liberta preferencialmente
serotonina, tanto in vivo como in vitro (Green et al., 2003). A MDMA promove a libertagéo de
seretonina por permuta com esta droga, a nivel do seu transportador membranar, segundo um
processo designado como difusdo por permuta. Em consequéncia do transporte de MDMA para o
interior do neurodnio pelo sistema de captagéo neuronal, o transportador fica disponivel na superficie
interna da membrana para se ligar a serotonina livre e transporta-la para o espago sinaptico
(Huether et al., 1997). Por outro lado, a MDMA inibe a actividade da triptofano hidroxilase, enzima
necessaria a sintese de serotonina (Che et al. 1995). Como o descrito para outras anfetaminas
analogas, a MDMA inibe a monoamina oxidase (MAQ), enzima responsavel pelo metabolismo da
serotonina e dopamina no terminal nervoso, contribuindo assim para um aumento destes
neurotransmissores (Leonardi e Azmitia 1994). A afinidade de MDMA para o local de captagédo
serotoninérgico é cerca de 40 vezes superior @ sua afinidade para o local de captacéo
dopaminérgico (Schmidt, 1994) e provoca indugdo de libertagdo de noradrenalina com poténcia
semelhante a de serotonina (Rothman et al., 2001). Tém sido também referido que a MDMA induz a
libertacao de acetilcolina (Fischer et al., 2000), embora o aumento dos niveis de serotonina e de
dopamina constituam o principal mecanismo responsavel pelos diferentes efeitos ao nivel do foro
psicolégico, enquanto que o aumento da libertagdo de noradrenalina sera o responsavel pelos
efeitos fisicos. A MDMA induz ainda a libertagdo de cortisol, prolactina (Mas et al, 1999),
corticotropina (Grob et al., 1996) e vasopressina (Henry et al., 1998). A MDMA induz igualmente
alteragdes no sistema imunnoldgico provavelmente relacionados com a libertagdo de
corticoesterdides e do seu efeito simpaticomimético. Por sua vez, o consumo de alcool associado a
MDMA aumenta a duragdo das alteragdes no sistema imunitério (Pacifici et al., 2001). De salientar
que a MDMA induz toleréncia farmacoldgica, de forma que muitos consumidores ingerem doses
cada vez maiores para tentar obter os efeitos iniciais (Ochoa Mangado, 2002).

Os efeitos estimulantes induzidos pela MTA - flatliner séo devidos ao aumento da libertagdo
de serotonina, inibicdo da recaptagdo de serotonina dos terminais nervosos (Huang et al., 1992) e
também devido a inibicdo da MAO A (Scorza et al., 1997; Li et al., 1996). Contudo, a MTA parece
ser menos selectiva para o sistema noradrenérgico e dopaminérgico, pois apresenta uma menor
afinidade para os receptores dessas duas monoaminas (Li et al., 1996). A combinagéo das multiplas
acgdes da MTA no sistema serotoninérgico sera a responsavel pela indugdo do sindrome
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serotoninérgico observado em ratos tratados com esta droga (Huang et al., 1992; Lane e Baldwin,
1997).

2.6- Toxicidade da MDMA e MTA

2.6.1- Efeitos fisicos, psicolégicos e adversos da MDMA e MTA

Os efeitos provocados pela MDMA variam de acordo com a dose, frequéncia e periodo de
utilizagdo. Geralmente os efeitos desejados pela maior parte dos utilizadores s&o os induzidos por
baixas doses quando a droga é consumida esporadicamente. Nestas condigdes, 0 seu uso produz
aumento da auto-estima, empatia, sensagao de proximidade e intimidade com as pessoas em redor,
melhorando a comunicagéo e a relagdo com as pessoas. Os consumidores sentem um aumento da
energia emocional e fisica, manifestando estados de elevada euforia. (Cohen et al., 1995). No
entanto, em simultdneo ocorrem efeitos indesejaveis, tais como o aumento da tenséo arterial e da
frequéncia cardiaca acompanhada de midriase, observa-se tensdo muscular, contractura
mandibular, batimento de dentes e movimentos involuntarios das pernas, apresentando um quadro
tipico de inquietude geral (Vollenweider et al., 1998). O aumento da actividade muscular juntamente
com o efeito da MDMA no sistema termoregulador leva a um aumento da temperatura corporal. A
sensacdo de boca seca a perda de apetite e nauseas sdo também outros sintomas comuns durante
e apds o seu consumo. Nos 2-3 dias posteriores ao consumo de ecstasy € frequente os
consumidores sentirem rigidez e dor muscular. Do ponto de vista psicologico, durante o periodo em
que os consumidores estao sob efeito da droga podem surgir halucinagdes, sensagao de separagéo
do proprio corpo (despersonalizagao), comportamentos bizarros, ansiedade e agitacdo generalizada
(Mgrland, 2000). Ocasionalmente podem ocorrer ataques de panico, delirios e mesmo episodios
psicoticos (McCann et al., 1996). Nos dias seguintes, os sintomas mais frequentes séo a falta de
concentracdo, a ansiedade/depressdo e sensacdo de cansago. No entanto, a maioria dos
consumidores considera um balango positivo da experiéncia, mas com a frequente repeticdo da
experiéncia os efeitos negativos tendem a ser mais proeminentes que os considerados efeitos
agradaveis.

Apesar de os efeitos especificos da MTA-flatliner em humanos ndo estarem extensivamente
estudados, a OMS refere que os efeitos incluem euforia, aumento de energia durante um maior
periodo de tempo e halucinagbes moderadas. Os consumidores apresentam sintomas do tipo
simpaticomimético, como a taquicardia, os tremores, as dores de estdbmago e cabega, bem como

sudorese generalizada (Elliot, 2000; Decaesteker et al., 2001).
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2.6.2-Hepatotoxicidade

A hepatotoxicidade associada ao consumo de pastilhas de ecstasy varia desde alteracdes
analiticas assintomaticas até casos de insuficiéncia hepatica fulminante. A hepatotoxicidade pode
surgir apés ingestao de um s6 comprimido (Henry et al., 1992; Dykhuizen et al., 1995; Ellis et al.,
1996) e em outros casos ocorre ap6s 0 consumo regular de ecstasy durante meses (Andreu, et al.,
1998). As concentragbes de MDMA encontradas em consumidores autopsiados €
consideravelmente superior (cerca de 7.2 vezes maior) a encontrada na corrente sanguinea (Rohrig
e Prouty, 1992). Na forma mais habitual de hepatotoxicidade, o quadro assemelha-se a uma
hepatite viral com ictericia, hepatomegalia, elevacdo das enzimas hepaticas e alteracdes da
coagulagdo. Este quadro pode resolver-se em semanas ou meses de forma espontanea, mas
ocorrem também alguns casos de fibrose hepatica e insuficiéncia hepatica aguda (Khakoo et al.,
1995) sendo necessario o transplante hepatico. Diferentes factores contribuem para a
hepatotoxicidade, nomeadamente, o metabolismo da MDMA, o aumento dos niveis de
neurotransmissores e a hipertermia. Na fisiopatologia da hepatotoxicidade foram implicados os
mecanismos de depleccdo do glutatido intracelular que actua como antioxidante e mecanismos do
tipo imunitario e deficite enzimatico (Jones e Simpson., 1999). Uma outra possivel explicagao para
os danos hepaticos é a metabolizagdo da MDMA que leva a depleccdo do glutatido e a um
decréscimo significativo da actividade da catalase (Beitia et al., 2000; Varela-rey et al., 1999),
principalmente quando o consumo da MDMA é feito em ambientes com temperatura elevada
(Carvalho et al., 2002). Em simultaneo, a MDMA provoca 0 aumento da temperatura corporal e,
nestas condigdes, o figado ao estar desprovido das suas principais defesas contra o stresse
oxidativo permite uma acumulagdo de H2O, a niveis tdxicos. Por outro lado, as mitocondrias
hepaticas estdo também mais vulneraveis ao stresse oxidativo uma vez que ndo possuem a
catalase (Carvalho et al., 2001; Carvalho et al., 2002). Adicionalmente, outros estudos demonstram
que a toxicidade hepatica pode resultar de um moderado decréscimo de niveis de ATP (Beitia et al.,
2000) e de um aumento dos niveis do célcio intracelular, como resultado do aumento da entrada de
calcio para a célula e sua libertacdo a partir dos reservatorios intracelulares (Beitia et al., 1999). A
apoptose dos hepatdcitos pode também estar envolvida na hepatotoxicidade da MDMA uma vez
que elevadas concentragdes de MDMA induziram apoptose em hepatécitos de rato (Montiel-Duarte
et al., 2002) e de acordo com um estudo recente realizado pelos mesmos autores (Montiel-Duarte
et al, 2004) a apoptose induzida pela MDMA é acompanhada mas ndo causada pelo stresse
oxidativo, sugerindo um mecanismo apoptético independente do stresse oxidativo. Outra
constatagédo importante deste estudo foi a potenciagdo da apoptose induzida por MDMA devido a
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adicdo de GSH ou N-acetilcisteina. Além do mais o tratamento das células com quinina, um inibidor
do citocromo P450 2D6 dimuiu a extenséo da apoptose induzida pela MDMA. Os resultados deste
estudo sugerem que um metabolito da MDMA, possivelmente apos conjugagao com a GSH, possa
contribuir para a apoptose induzida por esta droga. Segundo Carvalho e colaboradores (2004) do
metabolismo da MDMA resultam dois compostos reactivos a a-MeDA e a N-Me-a-MeDa. A a-
MeDA induz hepatotoxicidade caracterizada pela depleccdo de glutatido, diminuigdo da actividade
das enzimas antioxidantes e morte celular. Adicionalmente, a administragdo de antioxidantes como
0 acido ascorbico e N-acetilcisteina previne a hepatotoxicidade sugerindo que o stresse oxidativo
parece desempenhar um papel fundamental na toxicidade induzida pela N-Me-ai-MeDa (Carvalho et
al., 2004 b). Em consumidores de MTA - flatliner estdo também descritos casos de
descompensacgéo hepatica grave (EMCDDA 1999), embora 0s mecanismos responsaveis por esses

efeitos continuem por esclarecer.

2.6.3- Cardiotoxicidade

Os consumidores de ecstasy apresentam varios efeitos adversos a nivel cardiovascular,
incluindo crises hipertensivas e arritmias. A hipertensdo induzida pela ecstasy parece estar
relacionada com disfungdes em diferentes érgéos, nomeadamente a falha renal (Woodrow et al.,
1995), as perfuragdes gastricas (Williams et al., 1998), a hemorragia da retina e a hemorragia
cerebral (Selmi et al., 1995). Em autopsias de consumidores de ecstasy observou-se necrose dos
cardiomidcitos quer localizada quer geral (Milroy et al., 1996) e hipertrofia do miocardio (Patel et al.,
2005). A repeticdo de doses de MDMA produz um aumento de alteragdes em mitocondrias,
observando-se a matriz mitocondrial menos densa e alteragdes estruturais das cristas, sendo que
estas alteragdes sdo mais significativas quando a MDMA é administrada a ratinhos expostos a um
ambiente mais ruidoso, no sentido de mimetizar as condi¢ées ambientais em que é feito 0 consumo
da ecstasy (Gesi et al., 2002a; Gesi et al., 2002b). A administra¢do continua de MDMA, pode alterar
significativamente a fung&o cardiovascular, observando-se um aumento de arritmias e problemas
inflamatérios nos cardiomiécitos (Bandon et al, 2002). Num estudo recente realizado em
cardiomidcitos isolados de rato (Carvalho et al., 2004) verificou-se que os metabolitos da MDMA, a
N-Me-a-MeDa e a a-MeDa, provocam hipercontractura das células caracterizada por uma perda da
morfologia habitual em bastonete dos midcitos funcionais, ao contrario do que sucedeu com a
exposicdo directa a MDMA, sugerindo que a metabolizagdo da MDMA é necessaria para a
observacédo de cardiotoxicidade in vitro induzida pela MDMA. De salientar que a as alteragbes na

morfologia dos cardiomidcitos foi precedida pela perda da homeostase do GSH devido a conjugagéo
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de GSH com a N-Me-a-MeDa e a a-MeDa, por um aumento dos niveis intracelulares de calcio,
sendo também observada a depleccdo de ATP e diminuicdo de actividade das enzimas
antioxidantes.

Em relacdo a cardiotoxicidade mediada pela MTA-flatliner os Unicos dados disponiveis s&o
a diminuicdo do batimento cardiaco em ratos quando lhes foi administrado MTA (Li et al., 1996).
Segundo a EMCDDA (EMCDDA 1999), pensa-se que a MTA podera exercer uma primeira acgao na

vasculatura periférica que sera seguida de acgéo central.

2.6.4- Hipertermia

A hipertermia € um dos efeitos mais frequentes associados ao consumo de MDMA (Henry
et al., 1992; Murphy et al., 1997; Walubo e Seger, 1999) podendo os consumidores chegar a
temperaturas corporais de 42°C. Para prevenir o risco amplamente divulgado de desidratacéo, os
consumidores costumam beber grandes quantidades de agua. Em caso de hipertermia, o
tratamento é sintomatico e consiste num rapido arrefecimento do corpo, na infusdo intravenosa de
solucdes salinas e na lavagem do estdmago. Apesar do seu uso ser questionado, o dantroleno tem
sido usado na clinica para combater as contrac¢des musculares intensas associadas a hipertermia.
A razéo pela qual a MDMA afecta a termorregulagdo corporal ndo € clara, mas parece estar
relacionada com o aumento de libertacdo de serotonina (Shankaran e Gudelsky, 1999) e de
dopamina (Mechan et al. 2002). O exercicio fisico intenso em ambiente quente e a falta de
hidratacdo aumentam consideravelmente o risco de hipertermia da ecstasy. A hipertermia pode
causar desidratagdo, diminui¢do das proteinas musculares, rabdomiolise, coagulagdo intravascular
disseminada, convulsdes e morte. A hipertermia per si € uma condi¢do pro-oxidante extremamente
agressiva e pode levar ao dano hepatocelular in vitro (Carvalho et al., 1997). Estudos realizados por
Mills e colaboradores (2003) demonstraram que ratos deficientes na proteina mitocondrial
dissociadora 3 (UCP-3) tém uma resposta termogénica diminuida @ MDMA pelo que estdo mais
protegidos contra a hipertermia, sugerindo que a UCP-3 é um mediador da resposta termogénica
pois ao provocar a dissociagdo da mitocondria leva a dissipacdo da energia gerada pelo
metabolismo sob a forma de calor. Esta dissipagdo de energia pode também ser provocada por
compostos que actuem directamente na mitocondria dissociando a cadeia respiratéria do sistema
fosforilativo (Rusmniak, 2004). A hipertermia € igualmente sentida pelos consumidores de A MTA —
flatliner. A hipertermia induzida pela MTA é altamente influenciada pela activagédo dos recepetores
catecolaminérgicos e serotoninérgicos e também devido a inibicdo da MAO-A envolvida na

catabolizagdo das monoaminas (Carmo, et al., 2003).
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3- Objectivos e plano geral da tese

O consumo de pastilhas de ecstasy € considerado pelos consumidores como indcuo,
apesar das inumeras descri¢des de mortes relacionadas com a sua ingestéo e do aparecimento
a curto e a médio prazo, de disturbios psiquicos e neuropsiquiatricos, hipertermia, faléncia
hepatica e renal aguda, rabdomiélise, hiponatrémia e complicagdes cardiovasculares. Contudo,
a semelhanga de outras drogas clandestinas, muitos destes efeitos toxicos podem dever-se a
diferentes contaminantes presentes nas pastilhas de ecstasy. De entre os diferentes
contaminantes destaca-se a 4-metiltioanfetamina (MTA), um derivado anfetaminico
recentemente introduzido no mercado e potencialmente tdxico, comercializado sob a

designacao de ecstasy e de flatliner.

No entanto, muito pouco se sabe acerca dos mecanismos responsaveis pela
hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e pela hipertermia, uma complicagdo frequentemente
observada em jovens apds o consumo das pastilhas de ecstasy. A toxicidade hepatica pode
resultar de um moderado decréscimo de niveis de ATP e de um aumento dos niveis do calcio
intracelular. Uma outra possivel explicagdo para os danos hepaticos € a metabolizagdo da
MDMA que leva a deplegdo do glutatido e a um decréscimo significativo da actividade da
catalase, pelo que as mitocondrias hepaticas ficam mais vulneraveis ao stresse oxidativo uma
vez que ndo possuem a catalase. Em relagdo a cardiotoxicidade foi demonstrado que, a
repeticdo de doses de MDMA produz um aumento de alteragdes no numero de mitocondrias,
observando-se a matriz mitocondrial menos densa e alteragdes estruturais das cristas e um
aumento de arritmias e problemas inflamatérios nos cardiomidcitos. A termorregulagéo corporal
é também afectada pelo consumo de pastilhas de ecstasy e pode ser devida a acgéo directa da
MDMA e da MTA na mitocdndria, dissociando a cadeia respiratoria do sistema fosforilativo

originando a dissipagéo de energia sob a forma de calor.

Assim, a mitocdndria pela sua actividade multifacetada fundamental a viabilidade celular
podera ser um alvo primario da toxicidade celular da MDMA e da MTA, pelo que o objectivo deste
trabalho foi estudar a potencial indugdo de disfungdes mitocondriais por estes dois derivados
anfetaminicos, nomeadamente por alteragbes nas fungdes bioenergéticas e na permeabilidade
transitdria mitocondrial no sentido de contribuir para o esclarecimento dos mecanismos de
cardiotoxicidade e hepatotoxicidade. Estes estudos foram iniciados com a avaliacdo dos efeitos da
MDMA e da MTA na bioenergética mitocondrial. Assim, foram avaliados os efeitos da MDMA e da

MTA na respiragdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa, através da determina¢do do consumo de
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oxigénio e eficiéncia fosforilativa. Este estudo foi ainda complementado com a avaliagéo dos efeitos
da MDMA e da MTA na integridade membranar através da analise de alteragdes na integridade
membranar das mitocéndrias. Devido a relevancia da MPT na participagao dos processos de morte
celular, regulacéo dos niveis de calcio intracelular e na defesa da célula, estudamos a acgéo destas
duas drogas na MPT induzida por Ca2* e Pi, avaliando para isso varios parametros que permitem
caracterizar a indugado de MPT, como o intumescimento mitocondrial, o potencial de membrana, os
fluxos de célcio, a dissociagao da cadeia respiratoria consumo de NAD(P)H. No sentido de tentar
esclarecer os mecanismos responsaveis pelos efeitos da MDMA e MTA na inibigdo da MPT, os
efeitos destas drogas foram também estudados na MPT induzida com um prooxidante, o

hidroperoxido de tert-butilo ( t-BuOOH), na presenca de calcio.
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MATERIAIS E METODOS

1- Reagentes

Albumina sérica bovina (BSA), acido N-2-hidroxietil-piperazina-N’-2-etanossulfonico (Hepes),
ciclosporina A (CyA), o é&cido etilenodiaminotetraacético (EDTA), &cido 3-(N-Morfolino)propano-
sulfénico (Mops), o hidroperoxido de tert-butilo (--BuOOH), a oligomicina e a protease tipo VIII
foram obtidos na Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO). Tetrafenilfosfénio (TPP*), Tris-hidroximetil-
aminoetano (Tris), o dodecilsulfato de sodio (SDS), o acido etileno-glicol-tetraacético (EGTA) e a
sacarose foram comprados a Merck (Darmstadt, Alemanha). A 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA) a 4-metiltioanfetamina (MTA) e os restantes quimicos de elevado grau de pureza, foram

obtidos pelo Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Farmacia.

2- Preparagao das suspensoées mitocondriais

2.1- Isolamento das mitocondrias de coragao

O isolamento de mitocdndrias cardiacas foi realizado por um processo de centrifugacdo
diferencial (Fig. 2.1) como descrito por Darley-Usmar e colaboradores (1987), com algumas
alteragdes. O meio de homogeneizagéo continha 250 mM sacarose, 10 mM Hepes, 1 mM EGTA, pH
7,4 e BSA a 0,1%. No meio de lavagem omitiu-se 0 EGTA e a BSA. Os coragdes (1,0 - 1,5 g) de
ratos Wistar machos (200 - 300 g) foram removidos rapidamente apds morte dos animais por
decapitacdo e colocados em meio de homogeneizagdo a 4°C. Os coragdes foram seccionados com
auxilio de bisturi e triturados 0 mais possivel com ajuda de uma tesoura, de modo a eliminar o
sangue e facilitar a homogeneizagdo em 20 ml de meio de homogeneizagdo. Posteriormente, foram
transferidos para um homogeneizador “Potter-Elvejhen” de 50 ml e adicionou-se a protease tipo VIII
(0,5 mglg de coracéo) tendo sido homogeneizados a 600 rpm durante 20 segundos. Apos este
periodo de tempo interrompeu-se a homogeneizagéo durante 1 minuto de forma a possibilitar uma
completa actuacdo da protease sobre o tecido cardiaco, de forma a ocorrer a ruptura dos
cardiomidcitos, obtendo-se uma suspensao constituida por células fragmentadas, células integras e
organelos intracelulares entre os quais as mitocdndrias. Findo este tempo adicionaram-se mais 20
ml de meio de homogeneizacdo a suspensdo que foi novamente homogeneizada durante 30
segundos. O homogeneizado foi repartido por dois tubos de centrifuga de 50 ml, o volume ajustado

aproximadamente a 40 ml e centrifugado a 11000 rpm durante 10 minutos (IEC B-20
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CENTRIFUGE) & temperatura de 4°C (Fig.2.1). Esta primeira homogeneizagéo teve por objectivo
remover a protease, impedindo a sua actuagdo mais prolongada na preparagdo biologica, que
poderia levar a destruigdo dos componentes das mitocondrias. O sobrenadante obtido foi decantado
e o0 sedimento essencialmente desprovido de protease foi cuidadosamente resuspenso num
pequeno volume de meio de homogeneizagéo e transferido para um pequeno homogeneizador de
vidro “Potter-Elvejhen”, sendo re-homogeneizado com auxilio de um pistdo 250 rpm. O
homogeneizado depois de transferido para tubos de centrifuga foi centrifugado a 2500 rpm durante
10 minutos, para remover compostos de maior densidade existentes na suspensao. O sobrenadante
foi cuidadosamente decantado para dois novos tubos que foram centrifugados a 10000 rpm durante
10 minutos. O sedimento obtido contendo as mitocondrias foi resuspenso num pequeno volume de
meio de lavagem com auxilio de um pincel. A suspens&o obtida foi diluida em aproximadamente 40
ml de meio de lavagem e centrifugada a 10000 rpm durante 10 minutos (Fig. 2.1). De forma a obter
fraccbes mitocondriais ainda mais purificadas, esta lavagem foi realizada mais uma vez. O
sedimento final foi resuspenso num volume minimo de meio de lavagem (~1ml/coracdo). A
suspensdo mitocondrial acondicionada em tubo de centrifuga permaneceu em gelo durante a
realizacdo dos ensaios. Este procedimento experimental permitiu a obtencdo de suspensdes
mitocondriais de boa qualidade que apresentaram indices de controlo respiratério entre 2-3

(succinato como substrato respiratorio) quando utilizadas no espago de 4-6 horas.

2.2- Isolamento das mitocondrias de figado

As fracgdes mitocondriais foram isoladas a partir de figado de ratos Wistar (200 — 300 g), de
acordo com método descrito Gazotti e colaboradores (1979) com pequenas modificagdes (Fig. 2.2).
Os animais foram mantidos em jejum até a sua utilizacdo, de forma a esgotar as reservas de
glicogénio e de lipidos existentes no figado. Apds deslocamento cervical os ratos foram decapitados
para sangrarem rapidamente e o figado foi removido e colocado num copo de vidro contendo meio
de homogeneizagéo (250 mM sacarose, 10 mM Hepes, 1 mM EGTA, pH 7,4 e BSA a 0,1% tendo
esta sido adicionada antes da utilizagdo do meio). O figado foi triturado em pequenos pedagos com
auxilio de uma tesoura. Posteriormente, foi suspenso em meio de homogeneizagdo (~60 ml) num
homogeneizador de vidro tipo “Potter-Elvejhen”, e ai homogeneizado com 4-6 cursos do pistdo de
teflon rodando a 250 rpm até obter uma suspens@o homogénea (Fig. 2.2). O homogeneizado foi
transferido para dois tubos de centrifuga e centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante obtido foi decantado para novos tubos de centrifuga, cujos volumes foram ajustados
com meio de homogeneizagdo e submetidos a 10000 rpm durante 10 minutos, obtendo-se o

sedimento constituido pela fraccdo mitocondrial (Fig. 2.2). Ap6s remogdo por sucgdo do
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sobrenadante, o sedimento constituido pela fraccdo mitocondrial foi resuspenso em meio de
lavagem (250 mM sacarose, 10 mM Hepes, pH 7,2). A suspenséo foi transferida para novos tubos
de centrifuga, e diluida em 45 ml de meio de lavagem e foram realizadas duas centrifugagdes

sequenciais de 10000 rpm durante 10 minutos (Fig. 2.2).

1° HOMOGENEIZAGAO

coragdo finamente cortado + 20 ml de meio de
homogeneizagdo suplementado com 0,1% BSA

»
»

—

resuspender em 20m de meio de
homogeneizacéo suplementado com 0,5
mg de protease por cada grama de
coracéo

cortar finamente com 1 bisturi e
tesoura lavando varias vezes com
meio de homogeneizagao

2° CENTRIFUGACAO

DIFERENCIAL

centrlfugar “

11000 rpm resuspender o sedimento transferir para dois
com homogeneizador tlpo . tubos de cenfrifuga

10 min potbr

10 min

transferir sobrenadante para
& novos tubos de centrifuga
10 min

cenfrifugar 12500 rpm

centrifugar
— |
10000 rpm
3° LAVAGEM E
PURIFICAGAO

desprezar o sobrenadante e
centrifugar % resuspender as mitocondrias

= _— em meio de lavagem
-_— resuspender as
10000 rpm
P Centif 10000 rpm mitocondrias em
resuspender a 10 min ® entriiugar 10 min o 1ml de meio ul

fraccdo mitocondrial
em meio de Lavagem

Figura 2.1 - Representagdo esquematica do processo de isolamento da frac¢ao mitocondrial de coragéo de rato.
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A fraccdo mitocondrial purificada foi ressuspensa em 2,5 ml de meio de lavagem e mantida em gelo
durante o decorrer dos ensaios, tendo sido usada durante 4-5 horas apds o isolamento. Este
método permitiu obter mitocondrias com indices de controlo respiratéria (ICR) de 4-6 quando

utilizado o succinato como substrato respiratorio.

1° HOMOGENEIZAGAO

suspender  com auxilio de
potter em ~60 ml de meio de
homogeneizacéo

Figado finamente cortado
e lavado vérias vezes
com meio de
homogeneizacéo

»
»

[ |
figado suspenso em 20 ml de meio

de homogeneizagdo suplementado
com0,1% BSA

2 CENTRIFUGAGAO r transferir para dois
DIFERENCIAL bos de centifuga
cenftrifugar ‘ 2500 rpm
10 min
}

e ———

transferir o sobrenadante
para dois novos fubos

cenftifugar
10000 rpm
3° LAVAGEM E - e 10 min
PURIFICACAO
) desprezar o sobrenadante e
o centrifugar resuspender as mitocondrias
I I | Q —_ v em meio de lavagem
10000 rpm
. . centifugar 10000 rpm
resuspender a Fracgdo 10 min 10 min
mitocondrial em meio de - e
Lavagem

T

resuspender as
mitocdndrias em2,5 ml
de meio de lavagem

Figura 2.2 - Representagédo esquematica do processo de isolamento da fracgdo mitocondrial de figado de rato.
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2.3- Determinagao da concentragdo de proteina

A concentragdo de proteina da fracgdo mitocondrial foi determinada pelo método
colorimétrico do biureto (Gornall et al., 1949). As amostras da suspensdo mitocondrial (50 ul de
mitocdndrias de figado e 25 ul de coragdo) foram colocadas em tubos de ensaio contendo 0,95 ml
de solugao de NaCla 0,9% e 25 ul de dodecilsulfato de sddio (SDS) a 20 %. Foi também preparada
uma série de padrdes de albumina com o volume de 2 ml cada, tendo acertado o volume com NaCl
e SDS a 20 %. Posteriormente a cada um dos tubos de ensaio foram adicionados 1,5 ml de
reagente alcalino de cobre (‘reagente de biureto”) e apds agitagdo, colocaram-se os tubos a 37 °C
durante 20 minutos. A absorvéncia das amostras e dos padrdes foi lida a 550 nm num

espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 3 UV/VIS.

3. -Avaliagao dos efeitos da MDMA e MTA na bioenergética mitocondrial

3.1- Determinagao do consumo de oxigénio associado a fosforilagao de ADP

O consumo de oxigénio mitocondrial foi avaliado polarograficamente a temperatura de 30 °C
com um eléctrodo de oxigénio do tipo Clark (YSI Model 5331, Yellow Spring Instruments) ligado a
um registador Kipp & Zonen. Os ensaios foram realizados numa camara de reacgao termostatizada
com a capacidade de 1 ml e durante os ensaios a suspensdo mitocondrial foi mantida sob agitagéo
magnética. A calibragéo do eléctrodo fez-se de acordo com Rickwood e colaboradores (1987). As
experiéncias com mitocondrias de figado (1 mg) foram realizadas em 1 ml de meio de respiragéo
contendo sacarose 130 mM, KCI 50 mM, MgClz 2,5 mM, EGTA 0,1 mM, KH2PO4 5 mM, HEPES 10
mM, pH 7,4, enquanto que o meio usado para as mitocondrias de coragéo (0,5 mg) ndo continha o
MgCl,.Os meios foram suplementados com rotenona 2 uM e ap6s incubagéo durante 3 minutos, a
respiracdo mitocondrial foi iniciada pela adi¢cdo de succinato 5 mM (substrato respiratorio) que
induziu um pequeno aumento no consumo de oxigénio pelas mitocondrias (estado 4 da respiracao).
A posterior adigdo de 150 nmoles de ADP/mg de proteina as mitocondrias de figado e de 300
nmoles de ADP/mg de proteina as mitocdndrias de coragdo originou um substancial aumento no
consumo de oxigénio (estado 3 da respiragéo) e ap6s o consumo de todo o ADP adicionado, a
velocidade de consumo de oxigénio retomou a velocidade de consumo de O, proxima da inicial
(controlo). Para estudar os efeitos dos derivados anfetaminicos, as mitocondrias foram pré-
incubadas durante 3 minutos com concentragbes diferentes da MDMA e da MTA antes da

energizagao com succinato.
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As velocidades de consumo de oxigénio foram calculadas a partir da calibragédo do
eléctrodo fazendo corresponder a concentragdo de oxigénio de 240 nmoles Oo/ml de meio de
respiracao, a 30°C, a 300 mm de papel do registador. O indice de controlo respiratério (ICR) foi
determinado como o quociente entre a velocidade de consumo de O na presenga de ADP (estado
3 da respiragéo) e a velocidade de consumo de Oz ap6s o consumo do ADP adicionado (estado 4
da respiracdo), sendo utilizado como critério de integridade mitocondrial. A eficiéncia fosforilativa foi
determinada pelo quociente entre 0 ADP adicionado (expresso em nmoles/mg de proteina) e a

quantidade de O. consumido (expresso em nAtg) para fosforilar todo o0 ADP adicionado.

3.2- Determinagdo do consumo de oxigénio na presenca de ADP saturante e na presenga de
FCCP

Os efeitos da MDMA e da MTA na respiragdo mitocondrial durante a fosforilagdo activa
foram estudados na presenca de ADP em concentragdes saturantes (1 mM), reflectindo os efeitos
destas drogas no sistema fosforilativo mitocondrial. Foram também realizados ensaios na presencga
de FCCP (1 yM) em que a respira¢do mitocondrial se encontra dissociada da fosforilagdo oxidativa
permitindo analisar a possivel interaccdo da MTA com os componentes da cadeia respiratéria ou
sistema de transporte de electrdes. O FCCP (ion6foro para protdes) ao dissociar energicamente as
mitocdndrias (Heytler, 1979), a permeabilidade da membrana a protées e o consumo de O
encontram-se fortemente estimulados e deste modo, as variagbes na permeabilidade membranar
potencialmente induzida pela droga nao interferem com a velocidade de consumo de Oz pela cadeia
respiratoria. Na presenca do dissociador FCCP, né&o ocorre fosforilagdo e consequentemente nao ha
interferéncia do sistema fosforilativo na resposta do sistema de transporte de protdes ao efeito da
MTA. Assim, as alteracdes na velocidade de consumo de O indicam interferéncias no sistema de
transporte de electrdes.

As mitocondrias foram incubadas a 30°C em 1 ml de um meio contendo sacarose 130 mM,
KCI 50 mM, MgCl, 2,5 mM, KHo.PO4 5 mM, HEPES 10 mM, EGTA 0,1 mM (pH 7,4), suplementadas
com rotenona 2 uM. Apos incubagéo das mitocéndrias (1 mg) durante 3 minutos na auséncia € na
presenca de diferentes concentragdes de MTA, as reacgdes foram iniciadas pela adicdo de
succinato 5 mM e posteriormente, o consumo de O foi estimulado pela adi¢éo de ADP (1 mM) nos
estudos dos efeitos das drogas na eficiéncia fosforilativa ou estimulado pela adi¢gdo de FCCP (1 uM)

quando se avaliaram os seus efeitos na cadeia respiratéria.
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3.3-Avaliagao do potencial transmembranar das mitocondrias

O potencial eléctrico transmembranar (AY ) foi avaliado através do registo continuo da
acumulacdo e libertagdo do catido lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP*). Este registo foi obtido
recorrendo a um eléctrodo selectivo para TPP* de acordo com métodos previamente descritos
(Kamo et al., 1979) e como referéncia foi utilizado um eléctrodo de calomelanos (Ag/AgCl-Modelo
MI 402; Microelectrodes, Inc., Bedford, NH). Ambos os eléctrodos foram ligados a um aparelho de
pH, Crison micro pH 2001 e o sinal correspondente a diferenca de potencial gerada entre os
eléctrodos foi debitado num registador Kipp & Zonen, ap6s ter passado por um circuito de
compensagao de voltagem basal, de acordo com o descrito por Madeira (1975). A concentragéo de
TPP+ utilizada (4 M) permitiu uma alta sensibilidade nas medicbes efectuadas, ndo exercendo
efeitos toxicos nas mitocdndrias. O AW foi determinado assumindo que a distribuicdo do TPP* entre
a mitocondria e o0 meio de reacgao (Fig. 2.3), obedece a equagéo de Nernst como o descrito por
Kamo et colaboradores al., (1979) e de acordo com a seguinte equacao:

AY (mV) = 59 log (v/V) - 59 log (10 “F'59 —1)

sendo que v, V e AE representam, o volume mitocondrial, o volume do meio de incubacédo e a
deflexdo do potencial de eléctrodo desde a linha basal, respectivamente. Para o volume da matriz
mitocondrial tomou-se o valor de 1,1 ul/mg de proteina (Massini et al., 1984). Nao foram efectuadas
as correcgdes devidas a contribuicao da ligagéo “passiva” de TPP*, uma vez que a finalidade destes
ensaios nao consistia em determinar os valores absolutos do potencial mitocondrial, mas sim avaliar
as alteragOes relativas nos potenciais induzidas pelas drogas. As reacgdes decorreram a 30°C,

numa camara de reacgéo aberta, termostatizada sob agitagdo magnética continua.

(P =

3

ldo tetrafenilfosfonio (TPP*)

Figura 2.3 - Esquema ilustrativo do principio em que se baseia a determinagdo do potencial transmembranar
(AYP), por utilizagdo do ido tetrafenilfosfonio (TPP*). O AW foi determinado a partir da seguinte equagao
[AY (mV) =59 log (v/V) - 59 log (10 AE/59 —1)] assumindo que a distribuicdo do TPP* ente a mitocondria e o meio,
respeita a equacdo de Nernst, como o descrito por Kamo et al.,(1979) em que v; V, AE significam o volume
mitocondrial, o volume do meio de incubacdo e a deflexdo do potencial de eléctrodo desde a linha basal,
respectivamente.
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3.4- Determinagao em simultaneo do AW e da actividade respiratéria

De forma a estudar os efeitos da MDMA e da MTA na fung&o bioenergética mitocondrial
determinou-se simultaneamente o potencial transmembranar das mitocondrias e a velocidade
respiratéria. Ambos os eléctrodos, foram inseridos na cémara de reaccdo utilizada para a
determina¢do do consumo de O e foram ligados a um potenciometro, sendo os valores de
consumo de O; e de AV registados num registador. A abertura da camara de vidro foi vedada
quase completamente, deixando apenas 0 espaco para efectuar as adigbes necessarias, limitando
deste modo as trocas de O, entre o conteido da cdmara e o meio ambiente (Fig. 2.4). Os ensaios
foram realizados em 1 ml de meio de respiragé@o, ao qual foi adicionado 1 mg de proteina, TPP*
4uM e rotenona 2 uM. Os ensaios decorreram a 30°C e foram iniciados utilizando succinato 5 mM
como substrato respiratério. Apds obtencdo do potencial eléctrico méaximo e a distribuicdo de TPP*
atingir o equilibrio, adicionou-se 150 nmoles de ADP/mg de proteina as mitocondrias de figado e de
300 nmoles de ADP/mg de proteina as mitocdndrias de coragdo que originou um substancial
aumento no consumo de oxigénio no estado 3 da respiragéo e apds o consumo de todo o ADP
adicionado a velocidade de consumo de oxigénio retomou a velocidade de consumo de O, proxima
da inicial (controlo). Para estudar os efeitos dos derivados anfetaminicos as mitocéndrias foram pré-
incubadas durante 3 minutos com concentragbes diferentes de MDMA e de MTA antes da

energizagao com succinato.
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Figura 2.4 — Representagdo esquematica da determinagado simultdnea do consumo de oxigénio e do
potencial de membrana mitocondrial ( A'P).
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3.5- Avaliagao de efeitos das drogas na integridade das mitocondrias

Para esclarecer os efeitos da MDMA e da MTA na integridade da membrana
mitocondrial foram avaliadas as variagbes dos volumes osméticos das mitdbndrias por
determinacdo espectrofotométrica da absorvéncia aparente da suspensdo a 540 nm, num
espectrofotometro Perkin-Elmer, lambda 6 UV/VIS (Custddio et al, 1998). As experiéncias
decorreram em 2 ml de meio de respiragdo contendo sacarose 130 mM, KCI 50 mM, MgCl, 5
mM, EGTA 0,1 mM, KH.PO4 5 mM e HEPES 5 mM, pH 7,4, suplementado com rotenona 2 uM.
A suspensdo mitocondrial (1 mg) foi adicionada ao meio de respiragdo na auséncia de
substratos respiratérios, a temperatura de 30°C e sob agitacdo magnética constante, tendo sido
feita a leitura da absorvéncia durante 20 minutos. Para esclarecer os efeitos dos derivados
anfetaminicos, a suspensdo de mitocdndrias foi incubada durante 3 minutos na auséncia
(controlo) e na presenca de diferentes concentragdes de MDMA e MTA, antes de iniciar a leitura
da absorvéncia a 540 nm.

4. -Avaliagao dos efeitos da MDMA e MTA na permeabilidade transitéria mitocondrial

4.1- Determinagao do AW associado ao transporte de calcio

Os efeitos da MDMA e da MTA na MPT de mitocondrias de figado e coragao foram também
estudados avaliando o AW, conforme o descrito na secgdo 3.3. As reacgdes decorreram numa
camara aberta de reacgéo, termostatizada a 30°C, sob agitagdo magnética continua, em 2 ml de
meio de reacgdo contendo sacarose 200 mM, KH2PO4 1 mM ( 5 mM nas experiéncias com as
mitocdndrias de coragéo), EGTA 10 uM; Tris-Mops 10 mM, pH 7,4 suplementado com TPP* 4 uM,
rotenona 2 UM e oligomicina 1 pg. Os ensaios foram iniciados pela adicdo de 5 mM succinato a
suspensado mitocondrial (0,5 mg de proteina/ml) e quando a distribuicdo do TPP* atingiu o estado de
equilibrio (ap6s sensivelmente um minuto) adicionou-se o calcio [140 nmoles/mg de proteina de
figado e 400 nmoles/mg de proteina de coragdo] e as flutuagdes de TPP* foram registadas.
Paralelamente, a suspensao mitocondrial foi pré-incubada com diferentes concentragcbes de MDMA
e da MTA e com CyA durante 3 minutos antes de iniciar as reacg¢des com succinato. A MDMA, a
MTA e a CyA foram também durante a despolariza¢do do AW devida a indug¢do da MPT por Ca?* e
fosfato (Pi) 1mM ou 5 mM.

Com o objectivo de esclarecer os mecanismos dos efeitos da MDMA e MTA na inibi¢&o da

MPT, esta foi também induzida com -BuOOH (50 uM), na presenga de Ca2*, (50 nmoles/mg de
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proteina), como o descrito para as experiéncias com Ca?* e Pi. O +-BuOOH foi adicionado quando
as mitocondrias reestabeleceram o AW apds a acumulagdo de Ca?* o que causou uma
despolarizacéo total do AY. As diferentes concentra¢des de MDMA e MTA estudadas, assim como
a CyA foram pré-incubadas durante 3 minutos com as mitocondrias antes de iniciar as experiéncias

com succinato.

4.2- Determinagao do consumo de oxigénio associado ao transporte de calcio

A avaliagao da actividade respiratoria foi também utilizada para estudar os efeitos da MDMA
e da MTA na MPT de mitocdndrias isoladas de figado e de coragdo. As variagdes na respiragao
mitocondrial foram avaliadas pelo consumo de Oz e as experiéncias decorreram a 30°C em camara
fechada tendo sido o consumo de O. determinado com um eléctrodo de oxigénio tipo Clark como as
experiéncias descritas para as experiéncias de bioenergética mitocondrial (ver sec¢do 3.1). A
suspensdo de mitocdndrias (1 mg/ml) foi adicionada ao meio de reac¢do contendo sacarose 200
mM, KH2POs 1 mM ( 5 mM nas experiéncias com o coragéo), suplementado com rotenona 2 uM e
oligomicina (0,5 mg/ml). As reacgbes foram iniciadas com succinato 5 mM e, ap6s 2 minutos de
reaccdo, foi adicionado CaCl. (200 nmoles/mg de proteina de figado e 600 nmoles/mg de proteina
de coragdo) que induziu um aumento transitério do consumo de oxigénio. Paralelamente a
suspensdo mitocondrial foi pré-incubada com MDMA (1000 nmoles/mg proteina), MTA (250 e 500
nmoles/mg proteina) ou CyA (1,5 nmoles/mg de proteina) durante 3 minutos antes de iniciar as

recgdes com succinato.

4.3- Determinagao do intumescimento mitocondrial

A intumescéncia das mitocondrias foi também determinada através das variagdes do seu
volume osmético pela avaliagdo espectrofotométrica da absorvéncia aparente da suspensao a 540
nm, num espectrofotémetro Perkin EImer Lambda 6 UV/VIS (Custodio et al., 1998). Os ensaios
foram realizados numa cuvete de espectofotémetro a 30°C contendo 2 ml de meio de reacgao
(sacarose 200 mM, KH2POs 1 mM (ou 5 mM nas experiéncias com o coragéo), EGTA 10 uM, Tris-
Mops 10 mM, pH 7,4) suplementado com rotenona 2 uM e oligomicina (1 ug). A suspenséo
mitocondrial (0,5 mg/ml) foi mantida na cuvete sob agitacdo continua e a absorvéncia foi
determinada durante 12-15 min. As experiéncias com mitocondrias de figado foram iniciadas com
succinato 5 mM adicionado 1 minuto ap6s o CaClz (140 nmoles/mg de proteina). Nas experiéncias
com mitocondrias de coragao procedeu-se inicialmente a energizagdo com succinato 5 mM e apds
cerca de 2 minutos adicionou-se CaCrp. 400 nmoles/mg de proteina). A CyA (1,5 nmoles/mg de

proteina) foi incubada durante 3 minutos antes da adigéo do succinato ou adicionada no decorrer do
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decréscimo da absorvéncia, justificando assim que o intumescimento mitocondrial observado
quando a suspens&o mitocondrial € incubada com calcio resulta da indugéo de MPT. Para avaliar os
efeitos da MDMA e da MTA na MPT, procedeu-se igualmente & sua pré-incubagao durante 3
minutos com as mitocdndrias antes de adicionar o succinato ou a sua adicdo no decorrer do
processo de decréscimo da absorvéncia.

Nas experiéncias realizadas com o objectivo de esclarecer os mecanismos subjacentes a
inibicdo de MPT por estas drogas, a MPT foi induzida pelo prooxidante, t-BuOOH (50 uM em
mitocdndrias de figado) na presenca de Ca2* (40 nmoles/mg de proteina mitocondrial de figado). As
experiéncias com mitocondrias de figado foram iniciadas como o descrito anteriormente. Foi
realizada uma experiéncia em que as mitocondrias foram incubadas separadamente com -BuOOH

e também um controlo com CyA .

4.4- Determinacao dos fluxos de calcio

Os fluxos de Ca?* nas mitocondrias de figado e coragdo associados a indugédo de MPT
foram estudados utilizando uma sonda fluorescente especifica para o célcio extramitocondial,
designada por Calcium Green 5-N (Rajdev e Reynolds, 1993). As reacgdes decorreram em cuvetes
de espectrofluorimetro termostatizadas a 30°C e a suspensédo de mitocondrias de figado (0,2 mg/ml)
e de coracdo (0,1 mg/ml) foram adicionados sob agitacdo continua a 2 ml de meio contendo
sacarose 200 mM, KH2PO4 1 mM, (5 mM nas experiéncias com mitocéndrias de coragdo), EGTA 10
uM; Tris-Mops 10 mM, pH 7,4 suplementado com rotenona 2 pM, oligomicina (1 pg), € 100mM de
Calcium Green 5-N sendo. O calcio livre foi seguido pela determinagdo da intensidade de
fluorescéncia das amostras num espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 50 B, usando-se um
comprimento de onda de 506 nm para a excitagdo e 531 nm para a emissdo e as fendas de
excitagdo e de emissé@o usadas foram de 4 e 6 nm. A avaliacéo foi continua durante 1 minuto antes
da adicdo de calcio (para obter a linha basal) e decorrido 1 minuto apds a adigdo de célcio, as
mitocondrias foram energizadas com succinato 5 mM, seguindo-se um periodo de avaliagéo
adicional de 12 minutos. As experiéncias foram terminadas pela adi¢do de 1 ml de EGTA 50 mM. A
CyA (1,5 nmoles/mg de proteina) foi adicionada as mitocondrias e deixada incubar por 3 minutos
antes da energizagdo com succinato ou adicionada no decorrer da libertagdo de célcio pelas
mitocondrias. O estudo do efeito da MDMA e da MTA na libertagdo e acumulagéo de calcio pelas
mitocdndrias foi feito pré incubando durante 2 minutos as mitocéndrias com a MDMA e a MTA antes
de se proceder a energizacdo com succinato, e pela sua adi¢do no decorrer da libertagdo do Ca2*

mitocondrial. No coragdo, foram adicionados pequenos pulsos de célcio (150 nmoles/mg de
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proteina) de modo a verificar a capacidade limite de acumulagao de célcio quer nas mitocéndrias

controlo quer nas mitocéndrias quando pré incubadas com MDMA ou MTA.

4.5- Determinagao do estado redox do NAD(P)H mitocondrial

Os nucledtidos de pirimidina (NADH e NADPH) apresentam auto-fluorescéncia quando se
encontram no estado reduzido, enquanto que no estado oxidado (NAD* e NADP*) ndo sdo
fluorescentes (Nieminen et al., 1997). Deste modo, a sua oxidag&o resulta num decréscimo da
fluorescéncia emitida pela suspensao mitocondrial, permitindo avaliar a oxidagdo destes compostos
por fluorimetria. As mitocondrias de figado (1 mg /ml) foram adicionadas a 2 ml de meio de reacgédo
contendo sacarose 200 mM, KH.PO4 1 mM, EGTA 10 uM, Tris-Mops 10 mM, pH 7,4 suplementado
com rotenona 2 UM e oligomicina (0,5 mg/ml). As experiéncias decorreram a 30°C sob agitagao
constante e apds pré-incubagdo das mitocondrias com t-BuOOH (50 uM), as reaccdes foram
iniciadas com succinato 5 mM e decorridos 100 segundos ap6s a energizagao das mitocondrias foi
adicionado Ca?* (50 nmoles/mg de proteina). Paralelamente, para estudar o efeito destas drogas no
estado redox dos NAD(P)H, foi realizada a pré-incubacéo das mitocdndrias antes da adigéo do pro-
oxidante com a MDMA em concentracdes de 1000 nmoles/mg de proteina e a MTA em
concentragdes de 300 e de 500 nmoles/mg de proteina , tendo-se procedido de igual modo para a
CyA (1,5 nmoles/mg de proteina). O estado redox dos nucledtidos de pirimidina [NAD(P)H]
mitocondriais foi seguido pela determinacdo da intensidade de fluorescéncia das amostras num
espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 50 B, utilizando um comprimento de onda de 366 nm para a
excitagdo e 450 nm para a emissdo e as fendas de excitagéo e de emissdo usadas foram de 3 e 5

nm, respectivamente.

5- Andlise dos dados e estatistica

Neste trabalho os resultados foram apresentados como a média + SD (desvio padrao) do
numero de experiéncias (n) indicado nas legendas das figuras. A significancia estatistica foi
determinada usando a Analise de Variéncia com um factor (ANOVA) seguido do teste de Turkey.
Em todos os casos um valor de p <0,05 foi considerado significativo. Os registos apresentados séo

representativos das experiéncias realizadas com pelo menos 3 suspensdes mitocondriais diferentes.
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RESULTADOS

1- Efeitos da MDMA e da MTA na bioenergética de mitocondrias de coracido e de
figado

1.1- Efeitos da MDMA e da MTA no consumo de Oxigénio

A accdo da MDMA e da MTA foi estudada na bioenergética de mitocdndrias de coragdo e
de figado, com o objectivo de avaliar e comparar 0s mecanismos responsaveis pelas allteracdes da
carga energética da célula, provavelmente envolvidos na disfungdo de érgéos e nos mecanismos de
morte celular induzida por ambas as drogas.

Os efeitos da MDMA e da MTA na respiracdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa foram
avaliados pelo consumo de oxigénio em mitocondrias de coragdo. As mitocondrias foram
energizadas pela adicdo de succinato 5 mM que induziu um aumento do consumo de oxigénio
correspondente ao estado 4 da respiragao mitocondrial (Fig. 3.1-Controlo). Posteriormente, a adi¢ao
de ADP induziu um aumento do consumo de oxigénio (estado respiratério 3) gasto para repor o AW
usado no transporte do ADP para o interior das mitocondrias e na fosforilagdo do ADP a ATP. Apds
a fosforilacao de todo o ADP adicionado, a velocidade de consumo de oxigénio retomou o seu valor
inicial (Fig. 3.1-Controlo). Para estudar os efeitos da MDMA e da MTA no consumo de oxigénio, as
mitocdndrias foram incubadas durante 3 minutos com concentragdes crescentes de MDMA e MTA,
antes de iniciar os ensaios. Como pode ser observado nos registos e no grafico de determinagéo
das velocidades de consumo de O, em mitocondrias de coracéo (Fig. 3.1), a MDMA até uma
concentragao de 2000 nmoles/mg de proteina ndo afecta significativamente o consumo de O (Fig.
3.1-MDMA). A pré-incubagdo das mitocondrias de coragdo com baixas concentragdes de MTA (<
500 nmoles/mg de proteina ) ndo afecta a actividade respiratéria e fosforilativa das mitocondrias,
como se pode observar nos registos de consumo de Oz nos estados 4 e 3 da respiragao (Fig.3.1-
MTA). Todavia, a pré incubagdo de MTA em concentragdes superiores a 1000 nmoles /mg de
proteina, provoca um ligeiro aumento do consumo de O2 no estado 4 (Fig. 3.1-MTA). Por sua vez, a
estimulagdo do consumo de oxigénio induzido pela adicdo de ADP (estado 3) deixa de ser
observado para concentragdes superiores a 1500 nmoles/mg de proteina, indicando que a pre-
incubacdo da suspensdo de mitocOndrias com concentragdes iguais ou superiores a 2000
nmoles/mg de proteina dissocia a respiragdo mitocondrial da fosforilagéo oxidativa (Fig. 3.1 - MTA).
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Figura 3.1 — Efeitos da MDMA e MTA no consumo de oxigénio em mitocondrias de coragdo. As mitocondrias
(0,5mg) em 1 ml de meio de respiragdo suplementado com rotenona 2 uM foram incubadas na auséncia das drogas
(Controlo) ou com diferentes concentragdes de MDMA e MTA (expressas em nmoles/mg de proteina como o indicado
pelos nimeros junto aos tragos do registo) durante 3 min antes da adigdo do succinato (Succ) (estado 4). Apds 2 min de
energizagdo, as mitocondrias foram suplementadas com ADP (300 nmoles/mg de proteina) para induzir o estado 3. As
velocidades de respiragdo mitocondrial expressas em nmoles Oz/min/mg de proteina foram determinadas com um
eléctrodo de O: tipo Clark. Os registos sdo representativos de pelo menos 3 experiéncias com mitocondrias de coragao
de diferentes animais.
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Assim, com estas concentragbes de MTA, a adicdo de ADP as mitocondrias ndo estimula o
consumo de oxigénio o que sugere um efeito dissociador desta droga. De facto, a MTA estimula o
estado 4 e diminui o estado 3, sugerindo uma alteragéo na integridade membranar. Paralelamente,
foi realizado 0 mesmo estudo usando mitocondrias de figado e como se pode observar na Figura
3.2-MDMA, a pré-incubacdo com MDMA até concentragbes de 5000 nmoles/mg de proteina ndo
afecta significativamente a cadeia respiratéria mitocondrial nem eficiéncia fosforilativa como se
observa nos registos de consumo de O- e pela velocidade de consumo de O, nos estados 4 e 3 da
respiragao (Fig. 3.2-MDMA) Ao contrario, ap6s pré-incubagdo com MTA em concentragfes iguais
ou superiores a 1500 nmoles/mg de proteina, a adicdo de ADP as mitocdndrias ndo estimula o
consumo de oxigénio, o que sugere um efeito dissociador da MTA (Fig. 3.2-MTA). Todavia, a MTA
para o intervalo de concentragdes de 250-1000 nmoles/mg de proteina estimula o estado 4 e
diminui o estado 3, sugerindo que este contaminante pode ser responsavel pela toxicidade induzida
pelo consumo de pastilhas de ecstasy (Fig. 3.2-MTA). A figura 3.3 ilustra os efeitos da MDMA e da
MTA no ICR e no quociente ADP/O de mitocOndrias de coragdo, em fung¢do da concentragdo das
drogas, usando succinato como substrato respiratorio. O ICR indica a raz&o entre a velocidade de
consumo de oxigénio (nmoles/min/mg de proteina) na presenca do ADP (estado 3) e a velocidade
de consumo de O ap6s todo o ADP adicionado ter sido fosforilado (estado 4 pos fosforilativo). O
quociente ADP/O, que expressa a eficiéncia fosforilativa mitocondrial, € definido pela razao entre o
ADP adicionado (expresso em nmoles) e a quantidade de O, (expresso em nAtg) consumidos para
fosforilar todo o ADP adicionado, como definido nos Materiais e Métodos. Como pode ser
observado, a pré-incubagéo da suspensdo mitocondrial durante 3 minutos com MDMA néo afecta os
quocientes bioenergéticos ICR e ADP/O (Fig. 3.3-MDMA), significando que néo afecta a cadeia
respiratéria e fosforilagdo oxidativa mitocondrial de acordo com os resultados da Fig. 3.1-MDMA.

Todavia, e ao contrario do que se observa com a MDMA, a MTA induz uma diminuigao
acentuada de ambos os indices em fungdo da concentragdo da droga, evidenciando, pela
diminuigéo do ICR, uma alteragéo da integridade da membrana mitocondrial e, pela diminui¢do do
quociente ADP/O, a perda da capacidade fosforilativa das mitocdndrias. Para concentragfes iguais
ou superiores a 2000 nmoles/mg de proteina o indice ICR € préximo de 1, isto é, a adigdo de ADP ja
ndo induz a estimulagdo da cadeia respiratdria, significando um efeito dissociador da cadeia
respiratoria do sistema fosforilativo de acordo com a diminuigdo na velocidade do consumo de

oxigénio no estado 3 e no estado 4 da respiracao (Fig. 3.3-MTA).
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Figura 3.2 — Efeitos da MDMA e MTA no consumo de oxigénio em mitocondrias de figado. As mitocondrias (1 mg)
em 1 ml de meio de respira¢édo, suplementado com rotenona 2 M, foram incubadas na auséncia das drogas (Controlo)
ou com diferentes concentragdes de MDMA e MTA (expressas em nmoles/mg de proteina como indicado pelos
numeros junto aos tragos do registo) durante 3 min antes da adi¢do do succinato (Succ) (estado 4). Apés 2 min de
energizagéo, as mitocdndrias foram suplementadas com ADP (150 nmoles/mg de proteina) para induzir o estado 3. As
velocidades de respiragao mitocondrial foram determinadas pelo consumo de Oz usando um eléctrodo de Oz tipo Clark.
Os registos sao representativos de pelo menos 3 experiéncias com mitocondrias de figado de diferentes animais.
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Figura 3.3 - Efeitos da MDMA e MTA nos parametros bioenergéticos, indice de controlo respiratorio (ICR)
(barras) e no quociente ADP/O (e=¢), em mitocondrias de coragdo. As mitocondrias (0,5 mg) foram incubadas nas
condigbes descritas na figura 3.1 na auséncia das drogas (0) ou com diferentes concentragdes de MDMA e MTA
(expressas em nmoles/mg de proteina). Ambos os indices foram calculados como descrito nos Materiais e Métodos e os
valores apresentados sdo a média + SD de 3 experiéncias com diferentes preparagdes mitocondriais. Analise
estatistica: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, siginificativamente diferentes quando comparados com os respectivos
ensaios na auséncia das drogas.

Nos estudos realizados com as mitocdndrias de figado (Fig. 3.4) os efeitos da MDMA séo idénticos
aos observados em mitocondrias de coragdo, ndo havendo alteragGes significativas nos quocientes
bioenergéticos ICR e ADP/O até as concentragdes utilizadas nas mitocdndrias de coragéo, apenas
quando utilizada uma concentragcdo de 5000 nmoles/mg de proteina & notério um decréscimo
signficativo no ICR (Fig. 3.4-MDMA). A pré-incubagdo das mitocdndrias com concentragdes
crescentes de MTA induz uma diminuigdo acentuada do ICR, o que evidencia uma alteragdo da
integridade da membrana mitocondrial e uma diminui¢do do quociente ADP/O, sugerindo a perda da
capacidade fosforilativa das mitocondrias. Paralemamente, nas mitocondrias de figado para
concentragdes iguais ou superiores a 1500 nmoles/mg de proteina o indice ICR é préximo de 1 (Fig.
3.4-MTA), isto é a adigdo de ADP ja ndo induz a estimulagdo da cadeia respiratoria significando um
efeito dissociador da cadeia respiratdria do sistema fosforilativo 0 que evidencia uma maior

sensibilidade das mitocondrias de figado para a MTA relativamente as mitocdndrias de coragéo.

1.2- Efeitos da MDMA e da MTA no potencial de membrana mitocondrial (AW)
Os efeitos na eficiéncia fosforilativa das mitocondrias de coragédo induzida pela MDMA e
MTA foram confirmados seguindo as flutuagbes do AW associadas a respira¢do mitocondrial e ao

ciclo fosforilativo induzido pelo ADP (Fig. 3.5). Como se observa, a adi¢cdo de succinato as
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mitocdndrias induz o desenvolvimento de um AY de aproximadamente 220 mV (negativo no
interior). A adi¢ao posterior de ADP (300 nmoles/mg proteina) apds o equilibrio do AW, que induz o
estado 3 da respiragdo, promove um decréscimo imediato do AW para cerca de -190 mV, dado que
a ATPsintase utiliza o AY para fosforilar 0 ADP adicionado. Apoés um curto intervalo de tempo,
correspondente a fosforilagdo do ADP, a cadeia respiratdria repde 0 AW para valores proximos do

valor inicial (estado 4) (Fig. 3.5-controlo).
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Figura 3.4 -Efeitos da MDMA e MTA no, indice de controlo respiratério (ICR) (barras) e no quociente
ADP/O (+—¢) em mitocondrias de figado . As mitocondrias (1 mg) foram incubadas nas condigbes descritas na
figura 3.2 na auséncia das drogas, (0) ou com diferentes concentragdes de MDMA e MTA (expressas em nmoles/mg de
proteina). Ambos os indices foram calculados como descrito nos Materiais e Métodos e os valores apresentados séo a
média + SD de 3 experiéncias com diferentes preparagdes mitocondriais. Analise estatistica: ** p<0,01, ***p<0,001
siginificativamente diferentes quando comparados com os respectivos controlos na auséncia de droga.

A pré-incubagédo das mitocdndrias de coracdo com MDMA até concentragdes de aproximadamente
2000 nmoles/mg de proteina ndo afecta o AW desenvolvido (-220 mv), observando-se apenas um
aumento nao significativo no intervalo de tempo necessario para fosforilar todo o ADP adicionado e
uma diminui¢&o na capacidade de repolarizagdo do AW apds o ciclo fosforilativo (Fig. 3.5-MDMA).

Estes efeitos da MDMA no potencial de membrana e ciclo fosforilativo sdo concordantes com os
obtidos nas velocidades de consumo de oxigénio no estado 3 e 4 da respiragéo (Figs. 3.1 e 3.3)
demonstrando que, de facto, a MDMA néo afecta significativamente a bioenergética mitocondrial e a
diminuicdo dos niveis celulares de ATP resultara, provavelmente, de altera¢des induzidas por

contaminantes das pastilhas de ecstasy ou pelos seus metabolitos.
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A pré-incubacdo das mitocondrias de coragdo com MTA induz uma diminuigdo progressiva no
AY em funcdo da concentragdo da droga (Fig. 3.5-MTA). Adicionalmente, a despolarizagao do AW
apos a adicdo de ADP e a velocidade de repolarizagdo diminuem também com o aumento das
concentragdes de MTA. A recuperagéo dos valores do AW antes e apos fosforilagdo depende das
condigdes de integridade membranar e da associagdo da cadeia respiratoria com o sistema
fosforilativo. Por sua vez, o intervalo de tempo necessario a repolarizagédo do AW apds o ciclo
fosforilativo esta relacionado com a eficiéncia fosforilativa das mitocondrias e com a quantidade
adicionada de ADP.
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Figura 3 5 — Efeitos da MDMA e MTA no potencial mitocondrial transmembranar (A¥) de mitocondrias de
coragdo. As mitocondrias (1 mg) foram adicionadas a 2 ml do meio de respira¢éo suplementado com rotenona 2 M,
TPP+ 4 uM e energizadas com succinato (Succ) 5 mM, ap6s incubagao a 30 °C durante 3 min na auséncia (Controlo) e
na presenca de MTA e de MDMA cujas concentragdes (expressas em nmoles/mg de proteina) estéo indicadas pelos
numeros adjacentes aos tragos. O ADP (300 nmoles/mg de proteina), que induz o estado 3, foi adicionado ap6s se ter
atingido o equilibrio do AY. O AW foi determinado usando um eléctrodo sensivel ao TPP* como descrito nos Materiais
e Métodos. Os registos apresentados sao representativos de experiéncias em 3 preparagdes mitocondriais diferentes.

Como se observa na figura 3.5, a MTA em concentragdes superiores a 2000 nmoles/mg proteina
induz uma despolarizagéo drastica do AW tornando as mitocondrias incapazes de fosforilar o ADP
adicionado. Estes resultados s@o concordantes com a diminui¢do significativa do ICR (ICR=1) e
ADP/O induzida pela MTA (Fig.3.3-MTA), demonstrando que este contaminante das pastilhas de
ecstasy dissocia a cadeia respiratoria do sistema fosforilativo. Deste modo, a hipertermia, a
rabdomidlise e a necrose celular observada em consumidores de ecstasy (Walubo and seger, 1999;

Milroy et al., 1996) podera resultar da MTA presente nas pastilhas. Em paralelo, estuddmos também
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os efeitos da MDMA e MTA no AW de mitocondrias de figado (registos ndo apresentados).
Verificdmos que a pré-incubacdo com MDMA em concentragdes elevadas néo tem efeitos
significativos nas flutuagbes do AW associadas ao ciclo fosforilativo, a semelhanga do observado
em mitocdndrias de coragdo (Fig. 3.5-MDMA) e de acordo com os efeitos os observados no
consumo de Oz e na eficiéncia fosforilativa (Figs. 3.2 e 3.4). De igual modo, os efeitos da MTA nas
mitocondrias de figado séo idénticos aos observados em mitocondrias de coragéo, observando-se
uma despolariza¢do drastica do AW e incapacidade para fosforilar o ADP adicionado, de acordo
com os efeitos nos valores de ICR e ADP/O (Figs. 3.2 e 3.4). Contudo, as mitocndrias de figado
apresentam uma maior susceptibilidade aos efeitos da MTA do que as isoladas do coragdo, uma
vez que a pré-incubagao das mitocondrias de figado com 1500 nmoles de MTA /mg proteina induz
efeitos idénticos aos observados no coragdo com 2000 nmoles de MTA /mg de proteinas, a

semelhanga do observado no consumo de oxigénio e eficiéncia fosforilativa (Figs. 3.1 e 3.3).

1.3-Efeitos da MTA no AY associado ao estado 4 da respiragao

Nos estudos de consumo de O verificdmos que a MTA estimula o estado 4 da respiragéo
(Figs. 3.1 e 3.2) induzindo, todavia, uma diminuicdo do AY (Fig. 3.5). Assim, com o objectivo de
clarificar os mecanismos responsaveis pelos efeitos da MTA na respiragdo e AW estudamos a
acgéo desta droga na despolarizagdo do AY e na cadeia respiratoria de mitocdndrias de coragéo.
(Fig. 3.6). A suspens&o mitocondrial foi titulada com adigbes sequenciais de MTA (500 nmoles/mg
proteina) ap6s energizagdo com succinato (Fig. 3.6-A) e o estado 4 da respiragao (trago 1) e 0 AY
(trago 2) foram avaliados em simultaneo pela determinagdo da velocidade do consumo de O, com
um eléctrodo de Clark e 0 AW com um eléctodo de TPP*, colocados na cdmara fechada do
eléctrodo de O, Como se observa na figura 3.6-A, a adi¢do sequencial de MTA causa uma
diminuigao progressiva do AW (trago 2) e induz um aumento na velocidade de consumo de Oz no
estado 4 da respiragao (trago 1). Para concentragdes de MTA superiores a 2000 nmoles /mg de
proteina, verifica-se uma marcada despolarizacdo do AW¥ desenvolvido e incapacidade da cadeia
respiratoria para o suster (trago 2). Por outro lado, as velocidades de consumo de O, expressas em
nmoles Oz/min/mg de proteina (Fig. 3.6-B), demontram que a estimulag&o da velocidade respiratoria
no estado 4 aumenta progressivamente em fungdo da concentragdo da droga e deixa de ser tdo
acentuada para concentragdes superiores as 2000 nmoles/mg de proteina, justificando a diminui¢ao
abrupta do AW observada para estas concentrages de MTA (Fig. 3.6-B). Assim, estes resultados

sugerem que a estimulacdo do estado4 da respiragdo pela MTA ocorre para compensar a
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despolarizacdo do AW devida, provavelmente, a uma permeabilidade passiva da membrana

mitocondrial interna a protdes induzida por esta droga.
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Figura 3.6 - Efeitos da MTA no potencial transmembranar mitocondrial {A¥) associado ao estado 4 de
respiragao de mitocondrias de cora¢do. As mitocdndrias (0,5 mg) foram adicionadas a 1 ml do meio de respiragdo
suplementado com rotenona 2 uM, TPP* 4 uM e energizadas com succinato (Succ) 5mM. (A)- A velocidade de
respiragdo mitocondrial no estado 4 (trago 1) e 0 AW (trago 2) foram avaliados simultaneamente com um eléctrodo de
02 tipo Clark e um eléctrodo selectivo para o TPP+, respectivamente, colocados na mesma camara. Ap6s o equilibrio do
AV a suspensdo mitocondrial foi titulada com adigdes sequenciais de MTA (500 nmoles/mg de proteina) em intervalos
de 2min. Os registos representados s&o tipicos de experiéncias com diferentes suspensfes mitocondriais. (B) As
velocidades de consumo de O, devidas a adigdo de MTA (A-traco-1), foram determinadas em nmoles O2/min/mg de
proteina em fungdo da concentragdo da droga. Os resultados apresentados sdo a média + SD de 3 experiéncias com
diferentes preparagdes mitocondriais.

60



Resultados

1.4- Efeitos da MTA na eficiéncia fosforilativa (estado 3 da respiragao mitocondrial)

Para clarificar os mecanismos dos efeitos da MTA na fosforilagdo oxidativa mitocondrial
estuddmos a sua acgdo em condicbes de fosforilagdo permanente, isto €, na presenga de ADP
saturante (1 mM) (Fig. 3.7). Como se observa, a pré-incubagdo da suspensdo mitocondrial com
concentragdes de MTA até 1000 nmoles/mg proteina diminui a velocidade de estimulagdo do
consumo de oxigénio no estado 3 da respiragdo mitocondrial independentemente da concentragao
sugerindo uma ligeira diminuigdo na velocidade de fosforilagdo das mitocdndrias. Porém, para
concentragdes superiores, observa-se uma diminuicdo acentuada do consumo de O, em fungao da
concentragao, significando que, e de acordo com os efeitos no quociente ADP/O (Fig. 3.3), esta
droga afecta a capacidade fosforilativa das mitocondrias. Todavia, os efeitos no AW usado para
fosforilar o ADP (Figs. 3.5 e 3.6-A) s&o mais significativos do que os observados na fosforilagao
oxidativa (Fig. 3.7). Estes resultados sugerem que as alteragdes na capacidade de sintese ATP
induzidas por esta droga sdo devidas essencialmente a diminuicdo do potencial de membrana,
como consequéncia da permeabilizacdo da membrana interna a protdes, em vez de uma diminuigao

na actividade da cadeia respiratéria ou do sistema fosforilativo.
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Figura. 3.7- Efeitos da MTA na eficiéncia fosforilativa de mitocondrias de coragdo na presenca de ADP
saturante. As mitocondrias (1mg) foram adicionadas a 1 ml do meio de respiragéo suplementado com rotenona 2 uM e
incubadas a 30°C durante 3 minutos na auséncia (0) e na presenga de diferentes concentragdes de MTA (nmoles/mg de
proteina) antes da energizagdo com succinato (Succ) 5 mM. A respiragdo mitocondrial, estimulada pela adi¢gdo de ADP
saturante (1 mM) foi determinada pelo consumo de Oz, expresso em nmoles de Oz/min/mg de proteina, usando um
eléctrodo de O: tipo Clark. Os resultados apresentados sdo a média £ SD de 3 experiéncias com diferentes
preparagdes mitocondriais.

61



Resultados

1.5- Efeitos da MTA no consumo de oxigénio em mitocondrias de coragdao quando
dissociadas por FCCP

Para clarificar os mecanismos da MTA no AW, bem como da sua acgao dissociadora na
cadeia respiratoria e sistema fosforilativo, estuddmos os efeitos desta droga na cadeia respiratoria
quando dissociada pela adi¢édo de um protonoforo (FCCP) (Fig. 3.8). Quando a cadeia respiratoria
se encontra dissociada do sistema de consumo de protbes, as variagdes na permeabilidade da
membrana néo interferem com a cadeia respiratoria, uma vez que a permeabilidade passiva a
protdes estd activada ao maximo. Na auséncia de MTA (0), a adigdo de succinato estimula o
consumo de oxigénio pela suspensdo mitocondrial designado por estado 4 da respiragéo (Fig. 3.8-
Est.4). Posteriormente, a adicdo de FCCP estimula a cadeia respiratdria, observando-se um
aumento do consumo de oxigénio durante a respira¢do mitocondrial associada a uma dissipagao do
AY designado de estado 4 apés adi¢do de FCCP (Fig. 3.8-FCCP).
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Figura. 3.8- Efeitos da MTA no estado 4 da respiragao de mitocondrias de coragio dissociadas por FCCP. As
mitocondrias (1mg) foram adicionadas a 1 ml do meio de respiragéo suplementado com rotenona 2 uM e incubadas a
30°C durante 3 minutos na auséncia (0) e na presenga de diferentes concentragdes de MTA (nmoles/mg de proteina)
antes da energizagéo com succinato (Succ) 5 mM. A velocidde de consumo de Oz (nmoles O2/min/mg de proteina) apds
a adigdo de succinato (Est.4) e estimulada pela subsequente adigdo de FCCP 1 uM foi determinada com um eléctrodo
de oxigénio tipo Clark. O trago (a) junto as barras representa 0 aumento no consumo de O2 no estado 4 induzido pela
adicéo de FCCP e (b) representa a diminuicio da estimulag&o pelo FCCP no consumo de Oz no estado 4 da respiragao
na presenca de MTA. O valores apresentados sdo a média + SD de 3 experiéncias com diferentes preparagdes
mitocondriais.
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A pré-incubagdo com baixas concentracdes de MTA (< 750 nmoles/mg de proteina) aumenta
gradualmente a estimulagcdo no estado 4 (Fig. 3.8-Est.4), verificando-se uma diminuicdo na
estimulacéo da velocidade da respiragdo mitocondrial induzida pela adi¢cdo de FCCP (Fig. 3.8-
FCCP), cuja diferenca é designada na figura pelos tragos a). Todavia, para concentragdes
superiores, a MTA nao induz um aumento gradual do estado 4 da respiragao (Fig. 3.8-Est 4) e o
efeito estimulante do FCCP na cadeia respiratéria deixa de se observar (Fig. 3.8-FCCP), conforme
representado pelos tragos b), sugerindo que a MTA induziu uma estimulagdo méaxima da cadeia
respiratéria sem efeito adicional do FCCP devido, provavelmente, a uma permeabilizagdo da
membrana a protdes como consequéncia de um efeito protonéfero ou de uma acgéo destrutiva na
integridade membranar, para além de a MTA poder induzir em altas concentragbes um efeito

inibidor nos complexos da cadeia respiratoria.

1.6- Efeitos da MDMA e MTA na integridade membranar das mitocondrias

No sentido de verificar se a permeabilizacdo da membrana mitocondrial a protdes é uma
consequéncia do efeito protonéfero ou de uma acgéo destrutiva na integridade membranar induzida
pela MTA, estudédmos os efeitos desta droga no comportamento osmético de mitocdndrias intactas e
ndo energizadas. Quando a integridade fisica da membrana mitocondrial é afectada por um
determinado composto ha entrada de agua para a matriz, j& que o seu meio é hipertdnico
relativamente ao meio extramitocondrial. A difusdo de agua para o interior da matriz induz o
intumescimento mitocondrial com consequente diminui¢do da absorvéncia aparente da suspenséo
de mitocondrias a 540 nm. Estes ensaios foram realizados durante 20 minutos em suspensdes de
mitocdndrias ndo energizadas, na auséncia das drogas (Fig. 3.9 -Controlo) e na presenca de
diferentes concentragbes de MDMA ou MTA (nmoles/mg de proteina) e a absorvéncia foi avaliada a
540 nm. Como se observa (Fig. 3.9), a absorvéncia aparente da suspensdo mitocondrial mantém-se
constante ao longo do tempo de incubacao, sugerindo que, na auséncia da droga, as mitocéndrias
conservam a integridade fisica da membrana (Fig. 3.9-Controlo). No entanto, quando as
mitocondrias sdo incubadas na presenca de MTA (Fig. 3.9-MTA) verifica-se um pequeno
decréscimo, dependente da concentragéo, na dispersado da luz de mitocondrias ndo energizadas em
suspensdo (Fig. 3.9), reflectindo um ligeiro efeito desta droga na integridade da membrana
mitocondrial. Este efeito torna-se mais evidente para concentracbes de MTA acima de
2000 nmoles/mg de proteina. Em mitocondrias de figado energizadas com succinato (resultados
nao apresentados), a MTA induz uma diminuig&o da absorvéncia aparente a 540 nm a semelhanga
do observado em mitocdndrias ndo energizadas (Fig. 3.9), sugerindo que esta droga induz

alteragdes na integridade fisica da membrana mitocondrial com consequentes alterages na sua
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permeabilidade. Comparativamente, estudamos também os efeitos da MDMA no comportamento
osmético das mitocondrias (Fig. 3.9-MDMA). Como se observa, a incubagé@o das mitocdndrias com
elevadas concentracdes de MDMA nao induz alteragdes na absorvéncia aparente ao longo do
tempo, sugerindo que esta droga nédo induz alteragdes na organizagao e integridade fisica da

membrana de acordo com a auséncia de efeitos na bioenergética mitocondrial.
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Figura 3.9 — Efeitos da MTA e MDMA no comportamento osmético de mitocondrias de figado. As mitocdndrias
(0,5 mg/ml) foram adicionadas a 2 ml do meio de reacgdo contendo sacarose 130 mM, KCI 50 mM, MgClz 2,5 mM,
EGTA 0,1 mM, KH2POs 5 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4 suplementado com rotenona 2 uM. As mitocondrias foram pré-
incubadas a 30°C durante 3 minutos na auséncia (Controlo) e na presenca de diferentes concentragdes (expressas em
nmoles/mg de proteina) de MDMA e MTA conforme indicado pelos nimeros adjacentes aos registos. A intumescéncia
das mitocondrias foi avaliada pela determinagdo da absorvéncia (Abs) a 540 nm durante 20 minutos. Os registos sdo
representativos de experiéncias com diferentes preparagdes mitocondriais.
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2- Efeitos da MDMA e da MTA na permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT)

induzida por Ca?* e Pi em mitocondrias de coragao e de figado.

2.1- Efeito da MDMA e da MTA no potencial transmembranar das mitocondrias associado ao
transporte de Ca?*

A acgdo da MDMA e da MTA foi analisada na permeabilidade transitéria de mitocondrias
(MPT) de coragdo e de figado, com o objectivo de clarificar os mecanismos responsaveis pelas
allteragdes na homeostase de Ca?* celular, provavelmente envolvidos na disfungdo de 6rgéos e nos
mecanismos de morte celular induzida por ambas as drogas. O decréscimo do potencial
transmembranar das mitocdndrias (AW) é uma das caracteristicas da indugédo da MPT, uma vez
que a permeabilizacdo da membrana induz a entrada de protdes para o interior da matriz, onde o
pH é mais alcalino, com dissipacdo do gradiente de protdes e consequentemente, do AW. A figura
3.10 representa as alteragdes do AW de mitocondrias de figado induzidas por Ca?* e fosfato e a
prevencdo desses efeitos pela MDMA e MTA. Como se pode observar na figura 3.10, as
mitocondrias desenvolvem um AW que atinge o estado de equilibrio decorridos aproximadamente 2
minutos. A adicdo de Ca2* (140 nmoles/mg de proteina) provoca uma despolarizagdo seguida de
uma rapida repolarizacdo (apds todo o Ca?* ter sido transportado para o interior da mitocondria)
mas que nao atinge o potencial inicial. Contudo ao final de sensivelmente 6 minutos as mitocondrias
sofrem uma despolarizagdo total. A adigdo de diferentes concentracbes de MDMA (400 — 1000
nmoles/mg de proteina) ou de MTA (50-200 nmoles/mg de proteina) as mitocondrias e sua
incubacdo durante 3 minutos, antes de iniciar a reacgdo com succinato resulta numa maior
capacidade de as mitocondrias susterem o AW (Figs. 3.10- MDMA e 3.10-MTA). A pré-incubacao
de CyA durante 3 minutos, a adigdo de uma concentragdo de calcio idéntica a usada na situagéo
controlo induziu uma despolarizagao reversivel com capacidade das mitocondrias para manterem
AY (Fig. 3.10-CyA) o que demonstra que os efeitos na despolariza¢do induzidos por célcio no AW
sdo devidos a inibicdo da MPT pela CyA. Quando a CyA foi adicionada no decorrer do processo de
despolarizacédo induzida pela adigdo de Ca?*, observou-se uma recuperagéo e manutencdo do AW
até préximo do valor inicial (Fig. 3.11-CyA). A adigdo de MDMA (1000 nmoles/mg de proteina) e
MTA (200 nmoles/mg de proteina) em diferentes fases do processo de despolarizagdo como o
indicado pelas setas na Fig. 3.11) conferiu as mitocéndrias a capacidade para reporem e susterem o

potencial. Pelo facto de a indugdo da MPT ser prevenida pela adicdo de CyA, um potente e
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especifico inibidor da MPT, sugere que estes compostos nas concentragdes utilizadas inibem a

MPT, tendo a MTA uma maior capacidade de inibi¢&o.
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Figura. 3.10 — Efeitos da MDMA e MTA no potencial de membrana mitocondrial no (A¥ ) em mitocéndrias de
figado associado a inducao de MPT por Ca?* e Pi. As mitocondrias (0,5 mg/ml) foram adicionadas a 2 ml do meio de
reaccdo suplementado com rotenona 2 uM, TPP* 4 uM e energizadas com succinato (Succ) 5 mM, na auséncia
(Controlo) e na presenga de MTA e de MDMA cujas concentragdes (expressas em nmoles/mg proteina) estdo indicadas
pelos numeros adjacentes aos tragos. O Caz* (140 nmoles/mg de proteina) foi adicionado ap6s equilibrio do potencial
de membrana mitocondrial (AW). O AY foi avaliado com um eléctrodo sensivel ao TPP* conforme o descrito em
Materiais e Métodos. Os registos apresentados séo representativos de experiéncias em 3 preparagdes mitocondriais

diferentes.
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Figura 3.11 - Efeitos da MDMA e MTA na despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial ( A¥ ) apés
indugdo de MPT por Ca?* e Pi. As reacgdes controlo decorreram nas condigdes descritas na Fig. 3.10. A MDMA (1000
nmoles/mg de proteina) e MTA (200 nmoles/mg de proteina) foram adicionadas em tempos diferentes do processo de
despolarizagdo como o indicado junto aos tragos dos dois registos. A CyA foi igualmente adicionada no decorrer da
despolarizagdo (CyA). A despolarizagdo e a repolarizagdo mitocondriais foram avaliadas seguindo 0 AW com um
eléctrodo sensivel ao TPP*. Os tragos sdo representativos de quatro experiéncias separadas realizadas em diferentes
preparagdes mitocondriais.
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Os efeitos destas drogas foram também estudados na MPT induzida em mitocondrias de coragéo
(Fig. 3.12). A concentragdo de célcio necessaria para induzir a despolarizagdo do AW em
mitocondrias de coragéo foi mais elevada (400 nmoles/mg de proteina) do que nas mitocondrias de

figado, sugerindo uma maior capacidade para reterem o Ca%* acumulado.
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Figura. 3.12 - Efeitos da MDMA e MTA no potencial de membrana mitocondrial no AY associado ao transporte
de Ca?* em mitocondrias de coragdo. As mitocdndrias (0,5 mg/ml) foram adiconadas em 2 ml de meio de reac¢éo a
30°C, suplementado com TPP+ 4 uM e rotenona 2 uM e energizadas com succinato (Controlo). O CaZ* (400 nmoles/mg
de proteina) foi adicionado apés equlibrio do potencial de membrana mitocondrial (AW) . As mitocdndrias foram pré-
incubadas durante 3 min na presenca de diferentes concentrages de MDMA e MTA indicadas junto aos tragos do
registo (expressas em nmoles/mg proteina) e de CyA (CyA). O AY foi avaliado com um eléctrodo sensivel ao TPP*
conforme descrito em Materiais € Métodos. Os registos s&o tipicos de quatro experiéncias com diferentes preparagdes
mitocondriais.
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Como se pode observar na figura 3.12, a cadeia respiratéria apds a adicdo de Ca 2* repde
parcialmente o potencial mas as mitocdndrias ndo tém a capacidade de suster esse potencial,
ocorrendo uma despolarizacdo irreversivel (controlo). A pré-incuba¢do durante 3 minutos com
MDMA (1000 nmoles/mg de proteina) ou com MTA (100-400 nmoles/mg de proteina) inibe a
despolariza¢do do potencial de membrana causado pelo excesso de Ca?*. O efeito destas drogas €
muito semelhante ao observado quando foi feita a pré incubagéo das mitocondrias de coragdo com
CyA (Fig. 3.12-CyA), sugerindo que ambas as drogas previnem a indugdo de MPT. A MTA é mais
potente dado que foram necesséarias menores concentragdes (> 200 nmoles/mg de proteina) para
se verificar um efeito idéntico ao da MDMA, que s6 conferiu capacidade as mitocdndrias em suster o

AY para concentrag@es iguais ou superiores a 1000 nmoles/mg de proteina.

2.2- Efeito da MDMA e da MTA na respiragao mitocondrial estimulada por Ca?*

A inducdo da MPT por Ca2* e Pi em mitocondrias de figado (Fig. 3.13) e coragéo (Fig. 3.14)
é também evidenciada pelo efeito na respiracdo das mitocdndrias. Para repor 0 AW gasto no
transporte de Ca?*, a cadeia respiratdria € estimulada de forma que ocorre um aumento do consumo
de oxigénio associado ao transporte de Ca?* para a matriz. Assim em mitocondrias energizadas
com succinato, observa-se um aumento do consumo de oxigénio pela suspensé@o de mitocéndrias

quando se adiciona Ca2* (200 nmoles/mg proteina) (Fig. 3.13 -controlo).

Succ Such Succ \ Succ \ Succ \
S / J Y / Va
;_("’; CaZ+ Ca2+ Caz+ C82+ C82+
g
2min
Controlo 1000 ;o 20 500 | CyA
MDMA MTA
nmoles/mg proteina nmoles/mg proteina

Figura 3.13 - Efeitos da MDMA e MTA na respiragdo mitocondrial associada ao transporte de calcio em
mitocondrias de figado. As mitocondrias (1 mg/ml) foram adicionadas a meio de reacgdo suplementado com rotenona
2 UM e energizadas com succinato 5 mM (Succ). O consumo de oxigénio foi avaliado a 30°C com um eléctrodo de
oxigénio tipo Clark. O Ca?* (200 nmoles/mg de proteina) foi adicionado apés a energizagdo das mitocondrias com
succinato As mitocdndrias foram incubadas na auséncia (controlo) e na presenga de diferentes concentragdes de
MDMA, MTA como indicado pelos numeros junto aos tragos do registo. Os registos apresentados sé&o representativos
de experiéncias em 3 preparagdes mitocondriais diferentes.
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Todavia, o Ca2* adicionado originou um aumento do consumo de Oz que n&do retomou o seu valor
inicial, sugerindo que esta concentragao de Ca?* induziu a MPT, ocorrendo uma difusao dos protdes
para o interior da matriz mitocondrial com consequente estimulagéo da cadeia respiratéria. Quando
as mitocondrias foram pré incubadas durante 3 minutos com MDMA (1000 nmoles/mg de proteina)
ou MTA (250-500 nmoles/mg de proteina) verifica-se que a adi¢do de Ca?* induziu um aumento
transitorio do consumo de oxigénio que retoma o seu valor inicial apés todo o Ca2* adicionado ao
meio de reacgdo ser transportado para a matriz mitocondrial (Figs. 3.13-MDMA e MTA). A pré
incubacdo com CyA, a adicdo de Ca?* estimulou a velocidade do consumo de O pela cadeia
respiratoria e apds o Ca?* ter sido acumulado a velocidade de consumo de Oz voltou ao valor inicial
antes da adicdo do Ca?* ao contrario do observado no controlo (Fig. 3.13-CyA), sugerindo que a

dissociacao é devida a inducao de MPT.
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Figura 3.14 - Efeitos da MDMA e MTA na respiragcdo mitocondrial associada ao transporte de calcio em
mitocondrias de coragdo. As mitocondrias foram adicionadas (1 mg) a 1 ml de meio de reacgdo suplementado com
rotenona 2 UM e energizadas com succinato 5 mM (Succ). O consumo de oxigénio foi avaliado a 30°C com um
eléctrodo de oxigénio tipo Clark. O Ca?* (600 nmoles/mg de proteina) foi adicionado ap6s a energizagdo das
mitocondrias com succinato As mitocdndrias foram incubadas na auséncia (controlo) e na presenga de MDMA, MTA
como indicado pelos numeros junto aos tragos do registo. Realizou-se uma pré-incubagdo com CyA durante 3 minutos
como o indicado junto ao trago.

Assim podemos concluir que os efeitos da MDMA e MTA no consumo de oxigénio associado ao
transporte de Ca?* resultam da inibigdo da MPT pelas duas drogas de acordo com os efeitos
observados na despolarizagdo do AW (Figs. 3.10 e 3.11). Os efeitos da MDMA e MTA foram
também avaliadas na respiragdo de mitocdndrias de coragéo, quando foi induzida a MPT com Ca?*

mais fosfato. A MPT foi induzida como descrito na a figura 3.13, no entanto a quantidade de Ca?
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necessaria para induzir a MPT foi superior, cerca de 600 nmoles/mg de proteina (Fig. 3.14-
Controlo). Como se pode verificar, a pré-incubagdo com MDMA (1000 nmoles/mg de proteina) ou
MTA (500 nmoles/mg de proteina) conferiu as mitocondrias a capacidade de retomarem os valores
iniciais de consumo de O ap6s todo o Ca?* adicionado ao meio de reacgao ser transportado para a
matriz mitocondrial (Fig. 3.14-MDMA e MTA) a semelhanga do que sucedeu quando a suspensao

mitocondrial foi pré-incubada com CyA (Fig. 3.14-CyA), de acordo com os resultados obtidos

2.3- Efeito da MDMA e da MTA no intumescimento mitocondrial dependente de Ca2*

A indugédo da MPT pode também ser estudada em mitocondrias isoladas determinagdo do
intumescimento mitocondrial, avaliando o decréscimo da absorvéncia a 540 nm. Com o objectivo de
estudar os efeitos da MDMA e MTA no comportamento osmético das mitocondrias de figado, foram
realizados ensaios em que decorrido 1 minuto apds a adi¢do de Ca2* (140 nmoles/mg de proteina)
se iniciou a reaccdo com a adigdo de succinato 5 mM observando-se um decréscimo da
absorvéncia (Fig.3.15-Controlo), provavelmente devido a indu¢do da MPT. Para confirmar se o
decréscimo de absorvéncia ocorrido na presenca de Ca?* resulta da indugado da MPT, adicionamos
CyA (1uM) ao meio de reacg@o antes e apds o inicio do ensaio com succinato e verificamos que
nao ocorreu decréscimo de absorvéncia (Fig. 3.15- CyA). Assim, a intumescéncia observada resulta
da inducao de MPT pela acumulagao de Ca2* pelas mitocondrias. Quando a suspensédo mitocondrial
foi incubada durante 3 minutos com a MDMA (400-1000 nmoles/mg de proteina) e MTA (50-200
nmoles/mg de proteina) antes da adi¢cdo do Ca?* o decréscimo da intensidade de absorvéncia
observado foi diminuindo em fungéo das concentragdes crescentes das drogas (Fig. 3.15-MDMA e
MTA) sendo que a MTA é mais potente, uma vez que foi apenas necessario utilizar concentragdes
de 200 nmoles/mg de proteina.

O efeito da CyA e destas drogas foi também estudado pela adicdo a suspensédo de
mitocondrias no decurso do processo de intumescimento. Na figura 3.16 podemos verificar que a
adicdo de CyA no decurso do processo de intumescimento inibe o decréscimo da absorvéncia (Fig.
3.16-CyA) em mitocondrias de figado e podemos também observar que a adigdo de MDMA (1000
nmoles/mg de proteina) e MTA (200 nmoles/mg de proteina) no decorrer da indugéo de MPT (Fig.
3.16-MDMA e MTA) tém um efeito idéntico a CyA, indicando portanto que estas drogas inibem a
MPT dependente de Ca2*. A semelhanca do observado anteriomente quando as mitocondrias s&o
pré-incubadas com a droga. De igual modo a MTA é mais potente (200 nmol/mg de proteina
(Fig.3.16-MTA).
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Figura 3.15 - Efeito da MDMA e da MTA no intumescimento mitocondrial em mitocondrias de figado dependente
de calcio. As mitocondrias foram adicionadas (0,5 mg proteina/ml) a 1ml de meio de reac¢do suplementado com
rotenona 2 uM, e oligomicina 1ug e energizadas com succinato 5 mM (Succ) um minuto apds a adigdo Ca 2+ (140
nmoles/mg de proteina) com consequente indugdo de um decréscimo significativo da absorvéncia a 540 nm (Controlo).
A MDMA e a MTA em diferentes concentragdes foram pré incubadas com a suspens&do mitocondrial 3 minutos antes de
se proceder ao inicio da reacgdo. Os registos sdo tipicos de quatro experiéncias com diferentes preparagdes
mitocondriais.
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Figura 3.16 - Efeito da adicdo de MDMA e MTA em fungdo do tempo no intumescimento mitocondrial em
mitocondrias de figado. As mitocondrias (0,5 mg proteina/ml) foram adicionadas a 1 ml de meio de reac¢do como o
descrito na legenda da figura 3.15 (controlo). A MDMA e MTA foram adicionadas durante o decréscimo significativo da
absorvéncia aparente (conforme assinalado pela seta). A adigdo de CyA no decorrer do processo representada pelo
trago descontinuo. Os registos sao tipicos de trés experiéncias com diferentes preparagdes mitocondriais.

Os efeitos das drogas foram também estudados no intumescimento com mitocéndrias de coragéo
(Fig. 3.17). Como podemos observar, quando a suspensdo mitocondrial foi incubada durante 3
minutos com a MDMA (800-1600 nmoles/mg de proteina) e MTA (100-800 nmoles/mg de proteina)
o0 decréscimo da intensidade de absorvéncia diminui em fungéo de concentragdes crescentes das
drogas (Fig. 3.17-MDMA e MTA). Estes resultados evidenciam uma menor sensibilidade de
mitocondrias de coragdo para ambas as drogas relativamente as mitocondrias de figado onde
menores concentragdes de MDMA e de MTA tém efeitos idénticos.

A inibicdo do intumescimento mitocondrial por ambas as drogas observa-se quando a
MDMA e MTA sé&o pré-incubadas com as mitocdndrias de figado (Fig 3.15) e coragéo (Fig. 3.17), ou
quando adicionadas ap6s a acumulagdo do Ca2* pelas mitocondrias de figado (Fig. 3.16),indicando
que a MDMA e MTA nas concentragdes usadas ndo afectam o potencial de membrana mitocondrial
(AY) necessaério para o transporte de Ca?* pelo uniporta, nem interfererem com este transportador

mitocondrial de Ca?*.
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Figura 3.17 — Efeito da MDMA e MTA no intumescimento mitocondrial em mitocondrias de coragao dependente
de calcio. As mitocondrias foram adicionadas (0,5 mg proteina/ml) a meio de reacgéo 1ml suplementada com rotenona
2 UM e oligomicina 1ug. As mitocdndrias foram energizadas com succinato e decorrido um minuto de determinagéo da
dispersdo da luz foi adicionado Caz* (400 nmoles/mg de proteina), com consequente indugdo de um decréscimo
significativo da absorvéncia a 540 nm (Controlo). A MDMA e MTA em diferentes concentragdes como o indicado junto
aos tracos do registo (expressas em nmoles/mg de proteina) foram pré incubadas com a suspens&o mitocondrial 3
minutos antes de se proceder ao inicio da reacgdo.A pré-incubagdo durante 3 minutos com CyA esta representada pelo
trago CyA. Os registos s&o tipicos de quatro experiéncias com diferentes preparagdes mitocondriais.
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2.4- Efeito da MDMA e da MTA nos fluxos mitocondriais de calcio

Uma vez que o colapso de AW associado ao aumento da concentragdo de Caz* matricial
esta relacionado com indugdo da MPT, realizamos ensaios experimentais no sentido de testar a
capacidade das mitocdndrias reterem Ca2*, confirmando assim que a MDMA e MTA inibem a MPT
induzida por Ca?*. Para estudar os fluxos de Ca2* nas mitocondrias de figado e coracdo associados
a inducao de MPT foi utilizada uma sonda fluorescente especifica para o Ca2* extramitocondrial, a
Calciun Green 5-N. Como se pode observar na Figura 3.18, quando é adicionado o Ca?* a
suspensdo de mitocondrias de figado previamente incubada com Ca?* green SN ocorre um aumento
da intensidade de fluorescéncia e apds energizacdo das mitocondrias com succinato o Ca?* é
transportado para o interior das mitocondrias, ocorrendo assim o decréscimo da intensidade de
fluorescéncia. Contudo ao final de aproximadamente 3 minutos comegam a liberta-lo
progressivamente para 0 meio, ocorrendo 0 aumento de intensidade de fluorescéncia (Fig. 3.18-
Controlo). A pré-incubagéo das mitocdndrias com a MDMA (600-1000 nmoles/mg de proteina) ou de
MTA (100-200 nmoles/mg de proteina) durante 3 minutos na presenca da sonda Ca?* green 5N
confere as mitocondrias, a capacidade de acumularem o Ca2?* do meio. Adicionalmente, as
mitocondrias sdo capazes de suster o Ca2* durante um maior periodo de tempo e,
consequentemente, a libertagcdo do Ca2* para 0 meio € mais tardia como se pode observar quando
as mitocondrias sdo pré-incubadas com 600 nmoles de MDMA/mg de proteina ou 100 nmoles de
MTA/mg de proteina (Fig. 3.18- MDMA e MTA). Quando as mitocondrias sdo pré-incubadas com
1000 nmoles de MDMA /mg de protéina ou com 200 nmoles de MTA/mg de proteina Ca2* néo se
observa a libertagéo de Ca?*. A pré-incubagéo da suspensdo mitocondrial com CyA antes da adi¢ao
de Ca?*, e posterior energizagao, confere as mitocondrias capacidade de acumulagéo e retengéo de
Ca?* no interior da matriz mitocondrial (Fig. 3.18-CyA), sugerindo que este efeito das drogas é
da libertagdo do Ca2* induz uma reacumulagéo e retengao do ido no interior da matriz (Fig. 3.19-
CyA) comprovando que a libertagdo de Ca?* é resultante da indugdo da MPT pelo CaZ*. No entanto
e como se pode observar (Fig. 3.19-MDMA), a adigdo de MDMA (1000 nmoles/mg de proteina) em
diferentes fases do processo de libertagdo, apenas confere capacidade as mitocondrias em
reacumularem e reterem o céalcio no interior da matriz, se adicionado numa fase inicial da libertagéo
do i@o para 0 meio pelas mitocondrias, (trago1), 0 mesmo se observou quando foi feita a adicao de
MTA (200 nmoles/mg de proteina) em diferentes fases do processo de libertagéo (tragos 1 e 2),
sendo que esta droga mesmo quando adicionada numa fase mais tardia € em menor concentragao
relativamente a usada para os ensaios com a MDMA, conferiu capacidade as mitocdndrias para

reacumularem e susterem o calcio (Fig. 3.19-MTA). Estes resultados s&o concordantes com 0s
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estudos anteriores em que a MTA revelou ser um inibidor mais potente na inibigdo da MPT do que a
MDMA.
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Figura 3.18 - Efeito da MDMA e MTA nos fluxos de calcio em mitocondrias de figado. Os fluxos de calcio foram
avaliados utilizando a sonda fluorescente sensivel a calcio a (Calcium Green 5N) As mitocondrias (0,2 mg/ml) foram
incubadas a 30°C no meio de reacgdo suplementado com rotenona 2 uM, oligomicina 1ug e Célcium green 100 nM. A
adic&o de um pulso de célcio (150 nmoles/mg de proteina) ap6s estabilizagdo da linha basal, seguido da energizagéo
com succinato 5 mM (Succ) originou de imediato a diminuigdo de fluorescéncia devido a captagdo do Ca?* pelas
mitocondrias no entanto apds aproximadamente 3 minutos ocorre a libertagédo gradual de Ca?* para o meio (Controlo).
Diferentes concentracdes de MDMA e MTA foram pré incubadas na suspenséo mitocondrial antes da adi¢&o de calcio.
A pré-incubagdo durante 3 minutos com CyA esta representada pelo trago CyA. Os registos séo representativos de
diferentes experiéncias.

76



Resultados

o - Suce Controlo
700 'd

600 -
MDMA

(1000 nmoles/mg proteina)

500
400
300

200 4
100 .IJ CyA

Intensidade de Fluorescéncia (u.a)

0

—Tt r T 1 v 1 1 17
0 100 200 300 400 500 600

Tempo (segundos)

500 1 ‘/S uce Controlo
©
2 400 4
R
2
2 300
g CyA
o 200 - (1) ,
© | (1) ( 200 nmoles/mg de proteina)
©
S 100 CyA
2
E 0 \Ca 2

T T T T v T v T v T v ] v
0 100 200 300 400 500 600

Tempo (segundos)

Figura. 3.19- Efeito da MDMA e MTA nos fluxos de calcio em mitocondrias de figado. Os fluxos de Ca?* foram
avaliados utilizando a sonda fluorescente sensivel a célcio a Calcium Green 5N. As mitocdndrias (0,2 mg/ml) foram
incubadas a 30°C no meio de reacgdo suplementado com rotenona 2 uM, oligomicina 1ug e Célcium green 100 nM. A
adic&o de um pulso de célcio (150 nmoles/mg de proteina) ap6s estabilizagdo da linha basal, seguido da energizagéo
com succinato 5 mM (Succ) originou de imediato a diminuigdo de fluorescéncia devido a captagdo do Ca?* pelas
mitocondrias no entanto apos aproximadamente 3 minutos ocorre a libertagao gradual de Ca?* para o meio (Controlo). A
MDMA e MTA foram adicionadas no periodo em que decorria um aumento significativo da intensidade de fluorescéncia.
A adigao de CyA no decorrer da libertagdo do Ca?* esta representada pelos tragos CyA. Os registos séo representativos
de diferentes experiéncias.

Os efeitos da MDMA e MTA nos fluxos mitocdndriais de Ca2* em mitocdndrias de coragédo, séo
semelhantes aos da acumulagéo de calcio pelas mitocdndrias de figado. Como se pode observar na

figura 3.20-Controlo, a adigdo de 150 nmoles de Ca?*/mg de proteina & suspensdo mitocondrial
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previamente incubada com a sonda Calcium Green, ocorreu um aumento da intensidade de
fluorescéncia, e ap6s energizagdo das mitocondrias com succinato o Ca?* foi transportado para o

interior das mitocondrias, o que se traduziu no decréscimo da intensidade de fluorescéncia.
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Figura 3.20 - Efeito da MDMA e MTA na capacidade de acumulagao de calcio em mitocondrias de coragdo. As
mitocondrias cardiacas (0,1mg/ml) foram adicionadas a 2 ml de meio de suplementado com Célcium green 5N 100 nM,
rotenona 2 UM e oligomicina 1ug. As experiéncias foram efectuadas a 30°C e apds estabilizagdo da linha basal
adicionou-se um pequeno pulso de calcio, seguido da energizagdo com succinato 5 mM (Succ). Apds acumulagio de
todo o célcio foram feitas adigbes sucessivas de célcio (setas) a suspensdo mitocondrial (controlo). A MDMA, MTA e
CyA foram pré incubadas durante 3 minutos antes da energizagdo com succinato.

Como se pode verficar, as mitocondrias sustém o Ca2* no seu interior, € um segundo pulso de Ca?*
(150 nmoles/mg de proteina) que foi acumulado rapidamente no interior das mitocondrias
(decréscimo de fluorescéncia). Todavia a adi¢do posterior de (150 nmoles de Ca2* as mitocondrias
induziu a sua libertacdo para o meio de reac¢do, como se pode verificar pelo aumento da

intensidade de fluorescéncia. A pré-incubacao das mitocéndrias com a MDMA (800 nmoles/mg de
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proteina) durante 3 minutos na presenca da sonda Calcium Green 5N antes de ser adicionado o
Ca?zt (Fig. 3.20- MDMA), conferiu as mitocondrias apds a sua energizagdo com succinato, a
capacidade de acumularem uma maior quantidade de célcio (750 nmoles de Ca?*/mg de proteina) e
de os susterem durante um maior periodo de tempo, retardando a sua libertagéo para o meio de
reacgdo. Efeito idéntico foi observado quando as mitocéndrias foram pré-incubadas com a MTA
(Fig. 3.20-MTA), embora em menor concentragéo, isto € 500 nmoles de MTA/mg proteina, em vez
de (800 nmoles MDMA). A pré-incubagéo da suspensdo mitocondrial com CyA antes da adi¢do de
Ca?* e posterior energizagdo com succinato, confere as mitocondrias capacidade de acumulagéo de
Ca?* e sua retencdo no interior da matriz mitocondrial ndo ocorrendo a libertagédo de Ca2* para o
meio (Fig. 3.20-CyA). No final de cada ensaio, foi adicionado a suspenséo mitocondrial EGTA um
quelante de calcio, que provocou o decréscimo total de fluorescéncia, provando assim que as

variagdes de fluorescéncia observadas sao devidas ao calcio (Fig. 3.20-EGTA).

3- Efeitos da MDMA e da MTA na permeabilidade transitoria mitocondrial induzida por

t-BuOOH na presencga de Ca%*

3.1 -Efeito da MDMA e da MTA no intumescimento mitocondrial induzido por t-BuOOH

A MPT, na presenga de concentragdes matriciais elevadas de Ca2* é favorecida por
agentes oxidantes, uma vez que na presenga destes agentes o stresse oxidativo gerado conduz a
oxidagdo de grupos -SH de proteinas membranares mitocondriais, do GSH matricial e conduz a
diminuigao dos nucledtidos de adenina [NAD(P)H] (Halestrap et al., 2002) estimulando a indugéo da
MPT. Assim, no sentido de clarificar a inibicdo da MPT pela MDMA e MTA, estudamos os efeitos
destas drogas na MPT induzida por Ca?* e t-BuOOH, um agente prooxidante, analogo aos
hidroperoxidos lipidicos de cadeia curta formados durante a peroxidacao lipidica.

Como se pode observar na figura 3.21, a adicdo de Ca2* as mitocdndrias de figado pré-
incubadas previamente com 50 uM de -BuOOH e ap6s energizagdo com succinato, ocorre um
acentuado decréscimo da absorvéncia das suspensdes mitocondriais (Fig. 3.21-Controlo). Uma vez
que este efeito € prevenido pela CyA pré-incubada com as mitocondrias (Fig. 3.21-CyA), de um
modo semelhante ao observado no caso da indugdo da MPT com Ca2* e Pi, sugere que a

ocorréncia do intumescimento mitocondrial € devido & indugao da MPT.
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Figura 3.21 - Efeito da MDMA e MTA no intumescimento mitocondrial em mitocondrias de figado induzido pelo
prooxidante hidroperdxido de tert-butilo (£-BuOOH). As mitocondrias (0,5 mg proteina/ml) foram adicionadas ao meio
de reacgéo suplementado com rotenona 2 uM, oligomicina 1ug energizadas com succinato 5 mM (Succ) um minuto
apos ter sido feita a pré incubagéo da suspensédo mitocondrial com Caz* (150 nmoles/mg de proteina) e t-BuOOH (50
MM), ocorrendo um decréscimo significativo da absorvéncia a 540 nm (Controlo). A adigdo de calcio ou t-BuOOH
separadamente n&o induz alteragdes significativas na absorvéncia aparente. A MDMA e MTA foram pré incubadas com
a suspensdo mitocondrial 3 minutos antes de se proceder ao inicio da reacgéo. A pré-ncubacdo durante 3 minutos com
CyA esta representada pelo trago CyA. Os registos obtidos s&o tipicos de diferentes experiéncias.

O Ca?* adicionado as mitocondrias na auséncia de prooxidantes (Fig. 3.21-Ca2*), ou o -BuOOH na
auséncia de Ca?* (Fig. 3.21- t-BuOOH) n&o induzem um decréscimo significativo na absorvéncia
das suspensdes mitocondriais, indicando que nenhum deles, individualmente, induz o

intumescimento mitocondrial nas concentragdes usadas nestes ensaios. A pré-incubagdo das

80



Resultados

mitocdndrias com MDMA (1000 nmoles/mg de proteina) previne parcialmente o intumescimento
mitocondrial induzido pela combinagéo de Ca2* com -BuOOH (Fig. 3.21-MDMA). A pré-incubagéo
com MTA em concentragdes inferiores as de MDMA, isto é cerca de 200 nmoles de MTA/mg de
proteina a previne o intumescimento mitocondrial induzido pela combinagéo de Ca2* com t-BuOOH,
(Fig. 3.21-MTA) de modo semelhante ao que acontece com o intumescimento induzido com Ca2* e
Pi (Fig. 3.17-MTA). Assim os resultados demonstram que a MTA inibe em maior extenséo o

intumescimento mitocondrial quando comparada com MDMA

3.2- Efeito da MDMA e da MTA na despolarizag¢ao do potencial transmembranar devido a MPT

O efeito inibidor da MDMA e da MTA na indugao da MPT com Ca?* e t-BuOOH foi também
demonstrado pelo facto de ambas as drogas inibirem a despolarizagao do AW associado a indugao
da MPT (Fig. 3.22). A adigdo de Ca?* (50 nmoles/mg de proteina) causa uma despolarizagao
transitéria no AW desenvolvido ap6s a adi¢gdo do succinato devido ao transporte de Ca?* pelo
uniporta de Ca2*, e em aproximadamente 2 minutos o0 AW retoma e mantém a -210 mV. No entanto,
quando é adicionado as mitocondrias t-BuOOH (50 uM) a repolarizagéo do AW ap6s a acumulagao
do Ca?* ¢é seguida de uma despolariza¢do acentuada e irreversivel do AWY nos 6 minutos seguintes.
(Fig. 3.22-Controlo). As mitocOndrias quando pré-incubadas com concentragdes crescentes de
MDMA (800-1000 nmoles/mg de proteina) e MTA (200-400 nmoles/mg de proteina), antes da
adicdo de succinato, Ca%* e prooxidante protege as mitocdndrias da despolarizagéo irreversivel
do AW (Fig. 3.22-MDMA e MTA) induzido pela adicdo de Ca%, de modo semelhante ao que se
observa com a CyA (Fig. 3.22-CyA). Quando tratamos as mitocondrias com CaZ* na auséncia de
prooxidantes néo ocorre despolarizagdo da membrana mitocondrial (Fig. 3.22-Ca?*). Além do mais,
a adicdo de MDMA (1000 nmoles/mg de proteina) ou de MTA (400 nmoles/mg de proteina) a
suspensdes mitocondriais nas quais esteja a ocorrer a despolarizagao do AY induzido por t-BuOOH
na presenca de Ca?* (Fig. 3.23- MDMA e MTA), induz repolarizagdo do AW e confere as
mitocondrias capacidade para suster 0 AY de um modo semelhante ao conferido pela CyA,
(Fig.3.23-CyA) indicando que qualquer das drogas tem capacidade para prevenir e reverter a
inducao da MPT.
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Figura 3.22 - Efeitos da MDMA e MTA na variagdo de potencial de membrana mitocondrial (AY ) em
mitocondrias de figado associado a indugdo da MPT por Ca? e t-BuOOH . As mitocondrias (0,5 mg/ml) foram
adicionadas a 2 ml de meio de reac¢ao suplementado com TPP* 4 uM, rotenona 2 pM, oligomicina 1ug e energizadas
com succinato 5 mM (Succ). O Ca?* (50 nmoles/mg de proteina) foi adicionado ap6s equilibrio na distribuicdo deTPP*,
causando uma despolarizag&o transitoria. Quando os valores de AW retomaram os valores iniciais (1minuto) adicionou-
se 0 t-BuOOH (50 pM) que causou uma despolarizacdo acentuada no AW (Controlo). As mitocndrias foram pré-
incubadas durante 3 minutos na presenga de diferentes concentragdes de MDMA e MTA, indicadas junto aos tragos dos
registos expressas em nmoles/mg de proteina e de CyA (CyA). O Ca 2+ adicionado na auséncia de t-BuOOH (trago
Ca?*) ndo induziu uma despolarizagéo irreversivel. Os registos sdo tipicos de quatro experiéncias com diferentes
preparagdes mitocondriais. O AY foi avaliado com um eléctrodo sensivel ao TPP*+ conforme o descrito em Materiais e

Métodos.
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Figura 3.23 - Efeitos da MDMA e MTA na MPT induzida por Ca?* e t-BuOOH. As experiéncias decorreram nas
condigdes descritas na figura 3.22. A MDMA e MTA foram adicionadas em tempos diferentes do processo de
despolarizagdo como o indicado junto aos tragos (1-3) da figura. A CyA foi igualmente adicionada no decorrer da
despolarizagéo (trago CyA). O Ca?* adicionado na auséncia de t-BuOOH (trago Ca2*). Os tragos s&o representativos de

quatro experiéncias separadas realizadas em diferentes preparagdes mitocondriais.
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3.3-Efeito da MDMA e da MTA na oxidagao dos nucleotidos de pirimidina

A sensibilidade das mitocondrias a indugdo da MPT é aumentada pela oxidagdo dos
nucledtidos de pirimidina [NAD(P)H]. A fluorescéncia dos nucledtidos [NADH e NADPH] é
responsavel pela maior parte da auto-fluorescéncia das mitocondrias enquanto que os nucleotidos
de pirimidina oxidados (NAD* e NADP*) sdo nao fluorescentes. Deste modo, altera¢des na auto-
fluorescéncia emitida pelas suspenses mitocondriais reflectem alteragdes no estado redox dos
nucledtidos de pirimidina . Assim, para esclarecer os mecanismos de inibigédo da MPT pela MDMA e
MTA estudamos também as alteragdes no estado redox dos nucleétidos de pirimidina (Fig. 3.24),
avaliando a intensidade de fluorescéncia de suspensdes mitocondriais tratadas com t-BuOOH na
presenca de Caz*. No decorrer da MPT induzida por Ca?* (trago Ca2* ) e t-BuOOH (trago t-BuOOH)
ocorre hidrolise e/ou oxidagdo de NAD(P)H apds a adi¢do de t-BuOOH e de Ca?* as mitocdndrias
uma vez que se observa uma diminuigdo na intensidade de fluorescéncia (Fig. 3.24-Controlo). Nas
suspensdes mitocondriais pré-incubadas apenas com Ca2* ou com -BuOOH nao se observa uma
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia. A oxidagdo dos nucledtidos de pirimidina podera
atribuir-se ao stresse oxidativo, como causa ou consequéncia da indugao da MPT, uma vez que nao
ocorre na auséncia de Ca2* ( tracos Ca?*) e & inibido por CyA (tragos CyA). A semelhanca da CyA,
também a pré-incubagdo com MDMA e MTA previne a hidrélise/oxidagédo dos NAD(P)H, uma vez
que ndo se observa uma diminuicdo da intensidade de fluorecéncia das mitocondrias nestas
condigdes (Fig. 3.24- MDMA e MTA). Assim, estes resultados demonstram que a MDMA e
principalmente a MTA, téem capacidade para prevenir a MPT em situagbes de stress oxidativo de
um modo semelhante a prevencdo de MPT induzida por Ca?* na presenga de Pi, efeitos que podem
contribuir para a alteragdo dos mecanismos de homeostase do Ca?*, e consequentemente para a

toxicidade induzida por estas drogas.
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Figura. 3.24- Efeito da MDMA e MTA no estado redox dos nucledtidos de pirimidina. As mitocondrias de figado
(0,5 mg proteina/ml) foram adicionadas ao meio de reacgéo suplementado com rotenona 2 UM e oligomicina 1 ug. As
mitocondrias foram previamente energizadas com succinato 5 mM (Succ) e decorrido 1 minuto foi adicionado o t-
BuOOH (50 uM) que originou um ligeiro decréscimo da fluorescéncia. A adigdo de Ca?* (60 nmoles/img proteina)
originou um decréscimo acentuado da intensidade de fluorescéncia (Controlo), correspondente a inducdo de MPT,
sensivel a pré-ncubagao durante 3 minutos com CyA (trago CyA). A adi¢éo de Ca?* (frago Ca?*) ou de t-BuOOH (trago t-
BuOOH) separadamente n&o induz alteragdes significativas na intensidade de fluorescéncia. A MDMA e MTA, nas
concentragdes indicadas pelos nimeros junto aos tragos do registo (expressas em nmoles/mg de proteina) foram pré
incubadas com a suspensao mitocondrial 3 minutos antes de se proceder ao inicio da reacgéo (tragos assinalados com
a respectiva designacéo). Os registos obtidos s&o representativos de 3 experiéncias diferentes.
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Discussjo e Conclusdes

DISCUSSAO e CONCLUSOES

Nas ultimas décadas, a avaliagdo dos mecanismos de toxicidade responsaveis pelo
aparecimento de disturbios psiquicos e neuropsiquiatriocs em consumidores de ecstasy tém sido
alvo de inumeros estudos (Colado et al., 2001; Zhou Jun-Fu et al., 2003; Rabi Simantov 2003; Lyles
C. e Cadet, 2003). Contudo os mecanismos de acgao toxica da ecstasy ao nivel hepatico e cardiaco
bem como os efeitos de hipertermia observados em jovens apos o consumo das pastilhas de
ecstasy (Henry et al., 1992; Murphy et al., 1997; Walubo and seger, 1999) continuam por esclarecer.
Vérios estudos demonstraram que a toxicidade e o risco de efeitos adversos agudos associados ao
consumo de pastilhas de ecstasy € condicionado pela composicédo das pastilhas (Parrott 2004; Cole,
2002 Baggott et al., 2000) e também pela frequente mistura que os consumidores fazem com
outras drogas, como por exemplo, estimulantes, opiaceos e alcool. Além disso, sabe-se que nem
todas as pastilhas consumidas como ecstasy contém necessariamente MDMA. De entre os
diferentes contaminantes presentes nas pastilhas destaca-se a 4-metiltioanfetamina (MTA), um
derivado anfetaminico recente e potencialmente toxico (Adam et al., 2002, Poortman and Lock
1999), que é usualmente comercializado sob a designagao de ecstasy ou de flatliner. O consumo de
MTA é referido na literatura como o causador de vérias mortes e intoxicagdes graves na Europa
(Centro Europeu de monitorizagdo para as drogas e toxicodependéncia [EMCDDA] 1999,
Decaesteker et al., 2001), no entanto os mecanismos de toxicidade da MTA n&o séo ainda
conhecidos. Assim neste trabalho, foi dado particular énfase ao estudo da potencial acgéo da
MDMA e da MTA na mitocondria, ao seu efeito dissociador na cadeia respiratéria € do sistema
fosforilativo com consequente dissipacdo de energia sob a forma de calor como principal
mecanismo responsavel pela hipertermia. Adicionalmente, procedeu-se ao estudo da potencial
indugdo de disfungdes mitocondriais pela MDMA e MTA em mitocondrias de figado e de coragéo de
rato in vitro, nomeadamente nos mecanismos de regulagdo do Ca2* como a MPT, no sentido de
esclarecer alguns dos possiveis mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade e cardiotoxicidade

originada pelo consumo de pastilhas de ecstasy.

1- Efeito da MDMA e MTA na bioenergética mitocondrial

Uma das causas do desenvolvimento de hipertermia é o efeito dissociador de compostos
que dissociam a cadeia respiratéria mitocondrial € o sistema fosforilativo (Mahmud et al., 2003;
Dabadie et al., 1987; Petrescu e Tarba 1997). Assim, estudamos os efeitos da MDMA e MTA em
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preparagdes de mitocondrias isoladas, com o intuito de verificar se estes derivados anfetaminicos
tém actividade dissociadora na cadeia respiratoria e sistema fosforilativo a nivel mitocondrial.
Diferentes estudos demonstram que as anfetaminas podem atravessar as membranas biol6gicas na
forma neutra ou na forma protonada e actuarem como dissociadores classicos. Em 1971 Nelson e
colaboradores demonstraram que compostos do tipo protonéfero metilenodioxifenil, estruturalmente
semelhantes a MDMA possuem actividade dissociadora. Subsequentemente, foi evidenciado que
um derivado anfetaminico analogo a MDMA, a clorofentermina, uma outra feniletilamina actua in
vivo e ex vivo como um agente dissociador (Zychilinli e Montgomery, 1985). A rabdomiolise, a
rigidez muscular, a hipercalémia, a acidose metabdlica, a taquicardia e a hipertermia s&o sintomas
comuns nos consumidores de ecstasy e em pacientes apds intoxicagdo com os herbicidas 2,4-
dnitrofenol e pentaclorofenol (Leftwich et al., 1982). Os mecanismos de toxicidade destes dois
herbicidas s@o uma consequéncia da sua acgao protonéfora verificando-se que dissociam a cadeia
respiratoria da sintese de ATP pela indugédo de fuga (‘leak”) a protdes ao longo da membrana
mitocondrial interna para a matriz mitocondrial (Skulachev, 1998). A eventual hipbtese de que a
mitocdndria podera constituir um alvo de toxicidade da ecstasy baseia-se em varios estudos cujos
resultados demonstram que a MDMA provoca a perda de viabilidade celular, como consequéncia de
um acentuado aumento da concentracdo de calcio intracelular e deplecgao de ATP, bem como da
inducdo de morte celular programada (Beitia et al., 1999, Montiel-Duarte et al, 2002).
Adicionalmente, verifica-se que a administragcao de repetidas doses de ecstasy produz alteragdes
histolégicas nomeadamente necrose dos midcitos e alteragdes ao nivel estrutural, particularmente
evidente ao nivel mitocondrial, onde foi possivel observar modificagdes ao nivel das cristas e uma
diminuigdo da densidade da matriz (Gesi et al., 2002). As mitocondrias além de produzirem a maior
parte da energia nas células tém uma acgao multifacetada, pelo que qualquer alteracédo a nivel das
fungdes mitocondriais ird diminuir a energia disponivel para as actividades da célula, induzindo
danos e possivel morte celular.

O estudo dos efeitos da MDMA na bioenergética de mitocdndrias de coragédo de rato
demonstra que nao induz alteragdes no estado 4 ou no estado 3 da respiragdo de acordo com os
efeitos no ICR e no quociente ADP/O. Apenas quando foi feita a pré incubagéo de mitocdndrias de
figado de rato com elevadas concentragcbes de MDMA (5000 nmoles/mg de proteina) ocorreu um
ligeiro aumento do estado 4 (Fig. 3.2) e um correspondente decréscimo do ICR (Fig. 3.4). Por outro
lado, a MDMA néo induz alteragdes no potencial de membrana em mitocondrias de coragdo e de
figado de rato. Significando que a MDMA nao tem efeito dissociador, pelo que a hipertermia
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induzida pela ecstasy ndo sera devida a acgéo directa da MDMA na mitocondria. Estes efeitos s&o
concordantes com os resultados obtidos recentemente por RusyniaK e colaboradores (2004) que
demonstram que a MDMA nao tém actividade dissociadora em culturas de célula ou ex vivo em
animais aos quais foi previamente administrada MDMA. Adicionalmente, quando avaliamos o efeito
da MDMA na integridade da membrana de mitocondrias intactas e ndo energizadas, verificamos que
apesar da presenca de elevadas concentragbes de MDMA (5000 nmoles/mg de proteina) as
mitocondrias conservam a integridade fisica da membrana.

Os mecanismos envolvidos na hipertermia induzida pela MDMA nao estdo completamente
esclarecidos, embora tenham sido referidos varios factores, nomeadamente, a estimulagao das vias
serotoninérgicas do hipotalamo (Gordon et al., 1991; Green et al., 1995), o0 aumento da actividade
motora acompanhado de um estado hipermetabdlico do musculo esquelético (Woods and Herry
1992), a estimulagdo da lipdlise (Nonogaki, 2000) e da glicogendlise (Darvesh et al., 2002),
diminuicdo da perda de calor através da pele devido a vasoconstricio periférica induzida pelas
catecolaminas (Pedersen e Blessing 2001; Blessing et al., 2003) e a produgéo de calor resultante da
activagao da proteina dissociadora UCP-3 (Mills et al., 2003). Segundo Mills e colaboradores (2004)
a termogenese induzida pelo consumo da ecstasy podera ser devida a uma complexa interacgao
entre o eixo hipotalamo-glandula pituitaria-tirdide, o sistema nervoso simpatico e a actividade das
UCPs. A exposi¢do a MDMA conduz a libertagdo de noradrenalina a nivel central (Rothman et al.,
2001) e a expressao dos receptores adrenégicos ai e receptores B3 (Stuerenburg et al. 2002). A
activagdo dos receptores B3 pela noradrenalina aumenta os niveis de AMPc, o que conduz a
estimulagao de lipases aumentando a conversao de triglicerideos a acidos gordos, séo 0s acidos
gordos que fornecem os protdes para a dissociagdo mitocondrial. A activagdo da UCP-3 pode ser
induzida pela hormona tiroideia, que se encontra aumentada apés exposi¢do a MDMA (Gong et al.,
1997). Outros estudos (Mills et al., 2003) demonstram que ratinhos trangénicos deficientes em UCP-
3 tém uma resposta termogénica diminuida @ MDMA comparativamente a estirpe selvagem, pelo
que esses ratinhos estdo mais protegidos contra a hipertermia, sugerindo que a UCP-3 é um
mediador da resposta termogénica, pois ao provocar a dissocia¢do da mitocondria leva a dissipacao
do gradiente electroquimico de protdes, gerado na mitocdndria, sob a forma de calor (Lowell e
Spiegelman, 2000). De acordo com esta teoria, como a temperatura do musculo aumenta, as
proteinas desnaturam e pode ocorrer rabdomiolise como consequéncia da perda de integridade do
musculo-esquelético (Mills et al., 2004). Segundo um estudo recente (Rusyniak et al., 2005), a
MDMA dissocia a fosforilagao oxidativa in vivo, através de um mecanismo indirecto independente do
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metabolismo, resultando em redugdes dos niveis de ATP e de fosfocreatina, com consequente
desenvolvimento de hipertermia e rabdomiélise. Os mesmos autores sugerem o envolvimento das
proteinas dissociadoras UCP-3 como um dos mecanismos indirectos que explica o efeito
dissociador in vivo, e uma possivel explicagdo para a auséncia da dissociagdo mitocondrial no
figado sera o facto de estas proteinas dissociadoras apesar de estarem presentes em inumeros
tecidos, ndo serem expressas em quantidade significativa nos hepatécitos.

Todavia, os efeitos de hipertermia da ecstasy poderdo resultar dos efeitos dos seus
metabolitos na mitocondria. De facto diferentes estudos demonstram que o metabolismo da MDMA
ocorre por via hepatica, justificando-se que a MDMA sofre N-desmetilagdo originando a 3,4-
metilenoamfetamina (MDA). A MDMA e MDA ao serem o-desmetiladas formam-se a N-metil-a-
metildopamina (N-Me-a-MeDa) e a-metildopamina (a-MeDa) respectivamente (Maurer et al., 2000;
Carvalho et al., 20042). Apesar de Rusyniak e colaboradores (2004) terem realizado os estudos quer
em animais tratados, quer numa linha celular hepatica capaz de algum metabolismo (embora
significativamente menor que em hepatocitos maturos) (Grisham, 1980), a possibilidade de um dos
metabolitos da MDMA ter uma actividade dissociadora, ndo foi ainda estudada e devera ser alvo de
um intenso estudo no sentido de avaliar e comparar os efeitos ao nivel mitocondrial.
Adicionalmente, estudos recentes evidenciaram que os metabolitos da MDMA, N-Me-a-MeDa e da
a-MeDa (metabolitos altamente reactivos) séo hepatotéxicos (Carvalho et al., 2004 b), nefrotoxicos
(Carvalho et al., 2002) e cardi6toxicos (Carvalho et al,. 2004 C). Assim, estes metabolitos poderdo
ser 0s responsaveis por muitos dos efeitos da ecstasy, nomeadamente hipertermia e rabdomiélise.
Por outro lado, estes efeitos da MDMA poderdo resultar da presenca de contaminantes nas
pastilhas nomeadamente, devidos a MTA. De facto, a MTA induz despolarizagdo do AY,
estimulagdo da velocidade de respiracdo do estado 4 e inibicdo da velocidade de respiracdo do
estado 3 estimulada pelo ADP (Figs. 3.1 e 3.2), demonstrando que a MTA é um dissociador da
fosforilagdo oxidativa. A eficiéncia fosforilativa das mitocdndrias na presenca de MTA € claramente
afectada como se pode inferir pelo decréscimo no ICR e do quociente ADP/O, das flutuagdes
associadas ao ciclo fosforilativo induzido pelo ADP (Fig. 3.5) e pela inibicdo do estado 3 da
respiracdo (Fig. 3.7). Deste modo, para além da cadeia respiratdria, esta droga pode afectar a
velocidade de sintese de ATP. Uma vez que o transporte de ADP para a fosforilacdo pelo
transportador de nucleétidos de adenina (ANT) e o sistema fosforilativo consomem AW. Este efeito
consequéncia da despolarizacdo do AY podera ser devido a um aumento da permeabilidade da

membrana mitocondrial interna a protdes. Em mitocdndrias isoladas, a velocidade do estado 4 da
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respiracao € consequéncia da permeabilidade da membrana mitocondrial interna a protées. Assim,
a estimulacdo do estado 4 induzida pela MTA sugere um aumento na permeabilidade passiva a
protdes, indicando que a MTA podera actuar como um transportador de protdes ou por destrui¢éo
da estrutura da membrana mitocondrial (Murphy, 1989). Os ensaios realizados demonstram que a
MTA quando pré incubada em baixas concentragdes diminui a velocidade de respiragéo estimulada
pelo FCCP. Todavia, para concentragdes mais elevadas induz a eliminagédo do efeito estimulante do
FCCP, ou seja, nestas concentragdes a MTA ndo estimula a cadeia respiratoria. Avalidmos também
os efeitos da MTA na integridade da membrana de mitocondrias intactas ndo energizadas e
verificou-se um pequeno decréscimo, dependente da concentragdo, na dispersdo de luz das
mitocondrias indicativo de que ocorreu um intumescimento mitocondrial. Este efeito é mais evidente
para concentragdes elevadas de MTA, o que reflecte um ligeiro efeito desta droga na integridade
mitocondrial. Estes disturbios na integridade estrutural da membrana mitocondrial tornando-a
permeavel a protdes (‘leak a protdes”), possibilita, a difusdo de protdes através do gradiente de
concentracdo, isto é, do espago intermembranar para o interior da matriz mitocondrial, com
consequente dissipagdo do AW, estimulagao do estado 4 da respiragdo mitocondrial € diminuicao
da eficiéncia fosforilativa da mitocdndria. Estes resultados demonstram que a MTA afecta a
bioenergética mitocondrial provavelmente devido a indugdo de alteragdes na integridade da
membrana mitocondrial, podendo estes efeitos constituir um dos mecanismos de morte celular, nos
individuos ap6s o consumo de pastilhas de ecstasy em cuja composi¢ao esteja presente a MTA,
para além de ser responsavel pela hipertermia da ecstasy.

Em conclusédo, a MTA pode induzir alteragdes significativas na carga energética celular
como consequéncia da dissociagdo da cadeia respiratéria do sistema fosforilativo, tornando as
mitocdndrias incapazes de responder as necessidades energéticas da célula devido a destrui¢ao da
membrana mitocondrial interna. Assim, os diferentes efeitos observados, poderdo explicar o
processo de morte celular induzido por esta droga em diferentes tipos de células (Elliot, 2001;
Decaestecker et al., 20012) uma vez que o ATP é requerido para manter a viabilidade celular. A
MTA devido ao seu efeito dissociador e ao diminuir os niveis de ATP na célula, podera quando
contaminante presente nas pastilhas de ecstasy contribuir para a hipertermia e rabdomidlise
desenvolvida apds o consumo deste tipo de drogas (Parrot, 2004; Carmo et al., 2003; Gowing et al.,
2002).

A alteragdo da permeabilidade transitéria induz despolarizacdo do AW mitocondrial,

dissociagao da fosforilagdo oxidativa, libertagdo de solutos intramitocondriais e intumescimento e
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ruptura da membrana externa (Zoratti e Szabo, 1995). Para além disso, a MPT tem suscitado nos
ultimos anos grande interesse dos pontos de vista fisioldgico, farmacoldgico e toxicoldgico (Zoratti et
al. 2005). Uma vez que, a MDMA per si ndo afecta os niveis de ATP na célula, para avaliar outros
possiveis mecanismos de toxicidade ao nivel mitocondrial, estudamos os seus efeitos na
permeabilidade transitéria mitocondrial e este estudo foi realizado em paralelo com o estudo dos

efeitos da MTA em mitocondrias de figado e coragéo de rato.

2- Efeito da MDMA e da MTA na permeabilidade transitéria mitocondrial

A MPT ocorre devido a formagdo, por mecanismos dependentes de Ca?* e stresse
oxidativo, de poros de origem proteica na membrana mitocondrial, devido a oxidagéo de grupos SH
de proteinas especificas da membrana mitocondrial. Trata-se de um fendémeno que resulta na
dissipagdo rapida dos gradientes electroquimicos conduzindo a despolarizagdo do AW, ao
intumescimento mitocondrial, a libertacdo de solutos de baixo peso molecular, incluindo o Ca?* e o
GSH, a dissociagéo da respiracdo e a inibigdo da sintese de ATP (Ichas e Mazat, 1998; Bernardi et
al., 1999). A inducdo da MPT dependente de Caz* esta implicada em varios eventos celulares,
nomeadamente, na homeostase do Ca2*, na defesa da célula, na apoptose (Bernardi et al., 1996) e
em mecanismos de toxicidade tecidular (Wallace et al., 1997). No que diz respeito as anfetaminas,
Beitia e colaboradores (2000) demonstraram que a toxicidade hepética da MDMA resulta de um
moderado decréscimo de ATP e sugerem que este dano hepético pode também ser devido ao
aumento dos niveis de célcio intracelular, uma conhecida causa de dano celular. O aumento de
Ca2* sera possivelmente uma consequéncia quer do aumento da entrada de Ca2* para a célula,
quer da libertacdo de Ca?* dos armazéns intracelulares. (Beitia et al., 1999). A apoptose dos
hepatécitos pode também estar envolvida na hepatotoxicidade da MDMA, uma vez que elevadas
concentragdes de MDMA induziram apoptose em hepatdcitos de rato (Montiel-Duarte et al., 2002).
Assim, as alteragbes na MPT produzida pela MDMA poderdo constituir 0os mecanismos
responsaveis por estes efeitos da ecstasy.

Os estudos dos efeitos destas drogas na MPT demonstram que a MDMA e a MTA previnem
0 intumescimento mitocondrial dependente de Ca2* (Figs. 3.15, 3.16, 3.17), a despolarizagao
do AW (Figs.3.10 e 3.13) e a libertagdo do Caz* acumulado (Figs 3.18 e 3.19). Adicionalmente, a
pré-incubacao das mitocdndrias com MDMA ou com MTA confere as mitocondrias a capacidade de
acumularem uma maior concentracdo de Ca?* e também a capacidade de o susterem durante mais

tempo e a libertagao de célcio para o meio ocorre mais tardiamente (Fig. 3.20- MDMA e MTA). Por
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outro lado, a MDMA e mais fortemente a MTA conferem as mitocondrias a capacidade para
recuperarem o AW (Fig. 3.11) e para reacumularem o Ca2* libertado (Fig. 3.19). Do mesmo modo,
a MDMA e a MTA previnem também o intumescimento mitocondrial quando adicionadas no
decurso de processo de indugao da MPT (Fig. 3.16), sugerindo que a MDMA e a MTA n&o causam
despolarizagdo membranar nem interferem com o uniporta de Ca2*. Por outro lado a MDMA e a
MTA, nas concentragles usadas para inibir a MPT, ndo alteram o AY , o estado 4 da respiracéo
nem a fosforilagdo oxidativa, sugerindo que o efeito da MDMA e da MTA na inibigdo da MPT n&o
estd relacionado com um efeito no sistema de transporte de electrdes mas serda devido
provavelmente a inibigdo dos mecanismos responsaveis pela estimulagéo da MPT.

A MPT constitui um mecanismo importante para a regulagéo do Ca?* celular (Evtodienko et
al., 1994; Ichas et al., 1997). Considerando que aberturas reversiveis parciais do poro de MPT nas
células podem desempenhar um papel essencial na sua actividade vital (Gunter et al., 2004;
Jacobson e Duchen 2004), a inibigdo da MPT pela MDMA e mais fortemente pela MTA poderé estar
implicada nos seus mecanismos de ac¢do e como tal contribuir para a hepatotoxicidade e
cardiotoxicidade provocada pelo consumo destas drogas. Os efeitos observados sugerem que a
MDMA e MTA ao inibirem MPT contribuem para a perda da homeostase de calcio ao nivel da célula
e podem causar disturbios nas interacgdes de Ca?* entre reticulo endoplasmatico e mitocondria
(Orrenius et al., 2003). Adicionalmente, a capacidade da mitocdndria como sequestrante e
reservatério intracelular de Ca?* é limitada (Gunter et al., 2004), a inibicdo da MPT causada pela
MDMA e pela MTA podera levar a um desiquilibrio entre 0os mecanismos de influxo e efluxo de Ca?
mitocondrial. Embora numa primeira fase a mitocéndria continue a acumular Ca2* através do seu
uniporta, quando os niveis de Ca2* mitocondriais s&o demasiado elevados, poderéo causar uma
série de alteragdes ao nivel mitocondrial nomeadamente a activagao de fosfolipases e proteases
(Jacobson e Duchen 2004), seguindo-se a deple¢ao de todo o Ca?* acumulado, contribuindo assim
para 0 aumento de Ca?* intracelular. Estes efeitos da MDMA na inibicdo da MPT sugerem que o
aumento de mitocdndrias alteradas apresentando uma matriz mitocondrial menos densa e
alteragdes nas cristas, conforme observado em cardiomiécitos (Gesi et al., 2002), possa estar
relacionado com a perda da homeostase de calcio. Adicionalmente estudos realizados com
cardiomidcitos demonstram que a administragdo continua de MDMA altera significativamente a
funcdo cardiovascular, verificando-se que ao longo de administragdes continuas ha um aumento
crescente de arritmias e inflamagéo dos cardiomidcitos (Bandon et al., 2002). A sobrecarga de Ca2*

intracelular resulta em parte da libertacdo deste i&o dos locais de armazenamento intracelulares
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nomeadamente da mitocéndria (Smaili et al., 2003). Por sua vez, o aumento dos niveis de Ca%
pode ser o responsavel pela hipercontractura dos cardiomidcitos, uma vez que o Ca2* na vizinhanga
das proteinas contracteis favorece a contractibilidade muscular por um duplo mecanismo: a)
activando a ATPase miofibrilar e aumentando a quantidade de ATP necessario a contracgéo; b) a
interac¢do entre as proteinas contracteis actina e miosina e pela sua fixagéo inactivadora ao
complexo troponina-tropomiosina (Berridge, 2003). A regulacédo dos niveis de Ca?* é primordial para
o funcionamento normal do miocardio e as alteragdes na homeostase deste ido podem explicar as
arritmias que tém sido associadas ao consumo de ecstasy (Bandon et al., 2002). A contractura dos
cardiomidcitos em individuos ap6s o consumo de pastilhas de ecstasy cuja composi¢do possua
MTA pode também estar associada com a diminuigdo dos niveis intracelulares de ATP induzidos
por esta droga (Figs. 3.3 e 3.4). Os elevados niveis de Ca?* citosdlicos podem ser altamente téxicos
para a célula, uma vez que podem induzir a diminui¢do dos niveis energéticos por inactivagéo da
fosforilagdo mitocondrial e por activagdo excessiva das bombas de Ca2*. Adicionalmente, existem
varios e potenciais alvos para a sinalizacdo mediada por calcio na apoptose, nomeadamente a
excessiva activagao de proteases, fosfatases, fosfolipases e endonucleases (Orrenius et al. 2003;
Duchen, 1999). A morte celular por apoptose pode também estar envolvida na hepatotoxicidade da
MDMA, uma vez que elevadas concentragdes de MDMA induziram apoptose em hepatdcitos de rato
(Montiel-Duarte et al., 2002).

Adicionalmente, o Ca?* e os prooxidantes desempenham um papel concertado na
acumulacdo de ROS na mitocdndria (Castilho et al., 1996; Byrne et al., 1999). A permeabilizagéo
transitéria da membrana mitocondrial interna induzida por Ca?* e prooxidantes € regulada quer pelo
estado redox dos nucledtidos NAD(P)H quer pelos grupos sulfidrilo (-SH) de compostos da matriz e
de proteinas da membrana envolvidas na indugdo da MPT (Bernardi et al., 1996; Halestrap et al.,
1997). A MPT induzida por prooxidantes como o +-BuOOH é desencadeada pela producao de ROS
estimulada por Ca?*. As ROS que se acumulam devido a exaustdo dos antioxidantes mitocondriais
GSH e NAD(P)H (Valle et al., 1993; Castilho et al., 1995) e o seu ataque aos grupos -SH das
proteinas membranares conduz a formacdo pontes de dissulfureto e abertura de poros na
membrana apés ligacdo do Ca?*. Nos estudos realizados, o t-BuOOH revelou-se incapaz de causar
intumescimento mitocondrial na auséncia de Ca?* (Fig. 3.21-t-BuOOH), sugerindo que este catido é
essencial e deve agir em passos adicionais na sequéncia de eventos que conduzem a
despolarizagdo mitocondrial responsavel pelo desencadear da MPT. A ligacao do Ca?* @ membrana

mitocondrial interna induzira alteragdes conformacionais em proteinas criticas que expdem os
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grupos -SH a ac¢éo dos oxidantes. A pré-incubagdo das mitocdndrias com MDMA e MTA previne o
intumescimento mitocondrial induzido pela combinagdo de Ca%* com -BuOOH (Fig. 3.21), inibe a
despolarizagdo do AW (Fig. 3.22), induz repolarizagdo do AW e confere as mitocondrias
capacidade para suster o AW (Fig. 3.23) de um modo semelhante ao conferido pela CyA, indicando
que qualquer das drogas tem capacidade para prevenir e reverter a indugdo da MPT com Ca?* e
t-BuOOH. Os resultados sugerem que nas mitocondrias previamente incubadas com MDMA e MTA
ocorre protec¢do da oxidagao de grupos -SH induzida pela combinagéo de Ca2* com o -BuOOH.
As alteragdes no estado redox dos nucleétidos de piridina associados a indu¢do MPT com t-BuOOH
e Ca?* foram também estudadas através da avaliagdo da auto-fluorescéncia emitida pelas
suspensdes mitocondriais € 0s resultados obtidos demontram que a pré-incubagdo das mitocéndrias
com MDMA e MTA previne a hidrdlise/oxidacdo dos NAD(P)H, uma vez que ndo se observa uma
diminuigdo da intensidade de fluorecéncia das mitocdndrias nestas condi¢des (Fig.3.24) a
semelhanca da pré incubagcdo com CyA. A CyA inibe a MPT por ligagdo & CyD ou local de ligagéo
as ANT. Estas drogas podem inibir a MPT por um mecanismo idéntico ou seja impedindo que
ocorram as alteragbes na conformacgdo das proteinas que constituem a formagdo do poro e,
consequentemente, ndo ha exposicao dos grupos —SH e sua oxidagao, bem evitam a oxidacdo de
NAD(P)H. De referir que estes mecanismos estimulam a indugdo ou tornam as mitocondrias mais
susceptiveis a indugdo de MPT. Assim, numa situacdo de dano oxidativo das proteinas
mitocondriais devido a presenca de prooxidantes e Ca?* a incubagdo de MDMA e MTA inibe a
inducao de MPT.

Assim, considerando que aberturas reversiveis parciais do poro de MPT nas células podem
desempenhar um papel essencial na sua actividade vital, a inibicdo da MPT pela MDMA e mais
fortemente pela MTA podera estar implicada nos seus mecanismos de morte celular por necrose e
apoptose e contribuir para a hepatotoxicidade e cardiotoxicidade provocada pelo consumo destas
drogas. Por outro lado a MDMA e a MTA ao inibirem a MPT levam a perda da homeostase celular
do célcio, uma vez que causam disturbios nas interacgdes de Ca2* entre reticulo endoplasmatico e a
mitocdndria. Este desequilibrio entre os mecanismos de influxo e efluxo de Ca?* mitocondrial podera
causar toda uma série de alteragdes ao nivel mitocondrial com consequente libertagdo do Ca?* para
o citosol. Como a regulacdo dos niveis de Ca?* celular e a manuten¢do os niveis de ATP é
essencial para o funcionamento normal da célula nomeadamente do miocardio, as alteracdes na
homeostase deste ido podem explicar as arritmias e as paragens cardiacas que tém sido

associadas ao consumo de pastilhas de ecstasy e a presenga de contaminantes como a MTA.
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Assim podemos concluir que as alteragdes induzidas pela MDMA nas fungbes da mitocondria se
restringem essencialmente aos mecanismos de Ca2*, nomeadamente @ MPT e poderao explicar a
toxicidade observada nos diferentes 6rgdos. Contudo, a presenca de MTA nas pastilhas de ecstasy,
sera a grande responsavel pela toxicidade geral da MDMA observada in vivo dadas as alteragdes
acentuadas nas multiplas fungdes da mitocdndria induzidas por este contaminante. Porém os
metabolitos da ecstasy poderdo ser os principais responsaveis pela sua toxicidade pelo que o
estudo dos efeitos dos principais metabolitos da MDMA, a N-metil-a-metildopamina (N-Me-a.-MeDa)
e a a-metildopamina (a-MeDa) ao nivel mitocondrial sera essencial para o esclarecimento dos

efeitos da ecstasy in vivo e constituem uma perspectiva futura na continuagédo deste trabalho.
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