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Apresentaciao da dissertacio

Os estudos apresentados na presente dissertacao para obten¢ao do grau de Doutor em
Biologia na especialidade de Fisiologia Animal, pela Universidade do Algarve, resultam
do trabalho de investigacao desenvolvido entre 2003 e 2006. Os estudos desenvolvidos
ao longo deste periodo foram realizados no CCMAR, Departamento de Ecologia e
Recursos Vivos, Laboratério de Fisiopatologia do Grupo de Fisiologia Cardiovascular
Comparada, da Faculdade de Ciéncias do Mar e do Ambiente da Universidade do
Algarve, sob a orientagdo da Prof.* Doutora Josefina Coucelo; CCMAR, Departamento
de Quimica, Bioquimica e Farmécia, Laboratorio de Bioquimica — Bioenergética, da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade do Algarve, sob a orientacdo do
Prof. Doutor Manuel Aureliano Alves; e, no Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular y Genética, Laboratorio de Bioquimica, da Facultad de Ciencias da
Universidad de Extremadura (Badajoz — Espanha), sob a orientagdo do Prof. Doutor
Carlos Gutiérrez-Merino. Os estudos realizados com culturas celulares, realizados na
Universidad de Extremadura, decorreram também sob supervisdo do Prof. Doutor
Fernando Henao Davila. Os estudos foram financiados pela Fundagao para a Ciéncia e a
Tecnologia, nomeadamente através da atribuicdo da bolsa de doutoramento
SFRH/BD/8615/2002 e do projecto POCTI/QUI/38191, e pela bolsa conjunta
Espanhola-Portuguesa HP2004-0080.

O tema central desta tese consiste na avaliacdo dos efeitos promovidos pelo
vanadato decamérico no musculo cardiaco. Com esse objectivo, apresentam-se 0s
estudos realizados para a (i) avaliagdo dos efeitos induzidos pela administragdo in vivo
de diferentes espécies oligoméricas de vanadato, ao nivel da distribuicao subcelular,

stresse oxidativo e respostas do sistema de defesa antioxidante; (i1) determinacao dos
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efeitos in vitro de vanadato na bioenergética mitocondrial; e, (iii) toxicidade induzida
por oligovanadatos em culturas primarias de cardiomiécitos de ratos recém-nascidos.
Esta dissertacdo encontra-se dividida em sete sec¢des. O Capitulo 1, consiste
numa breve introdugdo para contextualizacdo do tema dos estudos apresentados. A
sec¢ao seguinte (Capitulo 2) apresenta a caracterizagdo e estudo da estabilidade das
solucdes de vanadato nas diferentes condi¢gdes experimentais dos estudos realizados. Os
Capitulos 3 a 5 apresentam as diferentes abordagens realizadas para o estudo dos efeitos
promovidos pela espécie decamérica de vanadato no musculo cardiaco. Deste modo, no
Capitulo 3, ¢ apresentado o padrdo de distribuicdo subcelular de vanadio no sangue e
musculo cardiaco, assim como a producdo de espécies reactivas de oxigénio,
peroxidagado lipidica e as respostas do sistema de defesa antioxidante (actividade de
enzimas antioxidantes e conteido em glutationa) apds administracdo in vivo de
concentragdes sub-letais de solugdes de decavanadato e metavanadato. No Capitulo 4,
procede-se a comparacao do efeitos das duas solugdes de vanadato no consumo de
oxigénio e no potencial da membrana mitocondrial, apurando-se o local e a natureza da
accdo das espécies oligoméricas de vanadato na cadeia respiratoria de mitocondrias
isoladas. No Capitulo 5, explora-se a contribuicao dos diferentes oligovanadatos para a
citotoxicidade cardiaca, avaliada em culturas primdarias de miocitos cardiacos de
ventriculos de ratos recém-nascidos expostas as respectivas solucdes de vanadato. As
conclusdes gerais dos estudos apresentados nesta dissertacdo e as perspectivas de
futuras abordagens ao tema sdo apresentadas no Capitulo 6. Por ultimo, o Capitulo 7
apresenta as referéncias bibliogréaficas utilizadas para a contextualizagdo do tema em
estudo, para o estabelecimento das técnicas e protocolos adoptados e para a

interpretacdo e discussao dos resultados obtidos.
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Os estudos realizados nestes quatro anos de investigacdo, foram publicados em

cinco artigos e dois capitulos, encontrando-se submetido para publicacdo um artigo e
estando prevista a submissao de mais trés artigos:

1. Gandara, R.M.C.; Soares, S.S.; Martins, H.; Gutiérrez-Merino, C.;

Aureliano, M. (2005). Vanadate oligomers: In vivo effects in hepatic

vanadium accumulation and stress markers. J. Inorg. Biochem. 99: 1238-

1244.

g

Soares, S.S.; Martins, H.; Aureliano, M. (2006). Vanadium distribution
following decavanadate administration. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 50:

60-64.

w

Soares, S.S.; Martins, H.; Duarte, R.O.; Moura, J.J.G.; Coucelo, J.;
Gutiérrez-Merino, C.; Aureliano, M. (2007). Vanadium distribution, lipid
peroxidation and oxidative stress markers upon decavanadate in vivo
administration. J. Inorg. Biochem. 101: 80-88.

4. Soares, S.S.; Gutiérrez-Merino, C.; Aureliano, M. (2007). Decavanadate
induces mitochondrial membrane depolarization and inhibits oxygen
consumption. J. Inorg. Biochem. 101: 789-796.

5. Soares, S.S.; Gutiérrez-Merino, C.; Aureliano, M. (2007). Mitochondria as a
target for decavanadate toxicity in Sparus aurata heart. Aquat. Toxicol., in
press.

6. Aureliano, M.; Soares, S.S.; Tiago, T.; Ramos, S.; Gutiérrez-Merino, C.

(2007).  Biological effects of decavanadate: muscle contraction,

mitochondrial toxicity and in vivo oxidative stress. ACS Symposium Series,

in press.
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7.

10.

11.

Soares, S.S.; Gutiérrez-Merino, C.; Aureliano, M. (2007). Decavanadate
toxicity effects following in vivo administration. In: Aureliano, M. (Ed.),
Vanadium compounds/vanadate oligomers in biological systems: Chemistry,
Biochemistry and Biological effects, Research Signpost, India. Aceite para
publicacao.

Soares, S.S.; Henao, F.; Aureliano, M.; Gutiérrez-Merino, C. (2007).
Vanadate-induced necrotic death in neonatal rat cardiomyocytes through
mitochondrial membrane depolarization. J. Inorg. Biochem. 101: 789-796.
Soares, S.S.; Joaquim, N.; Coucelo, J.; Gutiérrez-Merino, C.; Aureliano, M.
(2007). Vanadium and cadmium in vivo comparative effects in oxidative
stress on the cardiac muscle. Submetido para publicagdo.

Soares, S.S.; Duarte, R.O.; Gutiérrez-Merino, C.; Aureliano, M. (2007).
Decavanadate reduction in mitochondrial studies. A ser submetido para
publicacao.

Soares, S.S.; Aureliano, M. (2007). Decavanadate in vivo toxicity. A ser

submetido para publicacgao.

Para além dos estudos publicados em revistas internacionais, parte do trabalho

descrito nesta dissertacdo foi apresentado em varios congressos cientificos, sob a forma

de painel e comunicag¢do oral:

Comunicacoes orais

1.

Soares, S.S.; Aureliano, M; Josefina, C.; Gutiérrez-Merino, C. (20006).

Cardiac mitochondria as a major target of decavanadate. VII" International
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Congress on the Biology of Fish, St. John’s — Terra Nova, Canada (18 a 22
de Julho).

2. Soares, S.S.; Coucelo, J.; Aureliano, M.; Gutiérrez-Merino, C. (2005).
Mitochondria as a potential target of vanadium toxicity. 6° Congreso Ibérico
y 3¢ Iberoamericano de Contaminacion y Toxicologia Ambiental, Cadiz,
Espanha (25 a 28 de Setembro). (Premio “Jovenes Cientificos”: Mejor
Comunicacion Oral)

3. Aureliano, M.; Soares, S.S.; Gutiérrez-Merino, C.; Gandara, R.; Sousa, A.;
Martins, H.; Figueiredo, I.; Borges, G.; Joaquim, N.; Coucelo, J.M. (2004).
Vanadate oligomers contribution to vanadium toxicity. The 4™ International
Symposium on Chemistry and Biological Chemistry of Vanadium, Szeged,
Hungria (3 a 5 de Setembro).

4. Soares, S.S.; Gandara, R.; Borges, G.; Joaquim, N.; Martins, H.; Gutiérrez-
Merino, C.; Aureliano, M.; Coucelo. J. (2004). Oxidative stress on the
cardiac muscle of the Lusitanian toadfish: cadmium and vanadium in vivo
effects. VI International Congress on the Biology of Fish, Tropical Hotel
Manaus Conference Center, Manaus, Brasil (1 a 5 de Agosto). (Best Student

Talk Presentation Award)

Comunicacdes em painel

1. Soares, S.S.; Henao, F.; Aureliano, M.; Gutiérrez-Merino, C. (2006). Effects
of decavanadate in cardiac myocytes. 5" International Symposium on
Chemistry and Biological Chemistry of Vanadium, Sao Francisco,

Califérnia, EUA (10 a 14 de Setembro) (Poster Presenter Award)
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2. Soares, S.S.; Coucelo, J.; Aureliano, M.; Gutiérrez-Merino, C. (2006).
Decavanadate effects on cardiac and hepatic mitochondria. Eurobic8,
Universidade de Aveiro, Aveiro (2 a 6 de Julho).

3. Soares, S.S.; Palma, M.; Barrento, S.; Joaquim, N.; Coucelo, J.; Gutiérrez-
Merino, C.; Aureliano, M. (2004). Reactive oxygen species production as a
tool to evaluate oxidative stress induced by vanadium (V): an in vivo study.

XIV Congresso Nacional de Bioquimica, Vilamoura (2 a 4 de Dezembro).

4. Gandara, R.; Soares, S.S.; Guti¢rrez-Merino, C.; Aureliano, M. (2004).
Vanadate oligomers toxicity: in vivo effects in overall oxidative stress
markers. XIV Congresso Nacional de Bioquimica, Vilamoura (2 a 4 de
Dezembro).

5. Soares, S.S.; Martins, H.; Aureliano, M. (2004). Vanadium distribution
dependence on vanadate solutions administration in fish cardiac muscle.
The 4™ International Symposium on Chemistry and Biological Chemistry of
Vanadium, Szeged, Hungria (3 a 5 de Setembro).
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CONTRIBUICAO DE DECAVANADATO PARA OS EFEITOS in vivo E in vitro DE

VANADATO NO MUSCULO CARDIACO

RESUMO

No presente estudo aborda-se a contribuicdo da espécie decamérica de vanadato nos
efeitos toxicos in vivo e in vitro de vanadato. Apos administragdo intravenosa de
decavanadato em Sparus aurata, o vanadato decamérico induz respostas nos
marcadores de stresse oxidativo do tecido cardiaco distintas das promovidas pelo
monovanadato, evidenciando a importincia de considerar a contribuicdo dos
diferentes oligdbmeros de vanadato para a toxicidade in vivo de vanadato. Quando
administrado na forma de vanadato decamérico, a acumulacdo de vanadio na
mitocondria sugere este organelo como potencial alvo da toxicidade de vanadato.
Estudos in vitro demonstraram que o vanadato decamérico ¢ um potente agente
despolarizador da membrana mitocondrial e inibidor do consumo de oxigénio, para
além de impedir a repolarizacdo da membrana mitocondrial, em mitocondrias de
coracdo de peixe e figado de rato. Verificou-se também que o vanadato decamérico
afecta a bioenergética mitocondrial bloqueando a cadeia transportadora de electrdes
da mitocondria. Em cardiomidcitos, descreve-se a despolarizacdo da membrana
mitocondrial como um evento precursor de morte celular necrotica induzida por
vanadato. Conclui-se que, o vanadato decamérico induz efeitos diferentes dos
promovidos do monovanadato nos sistemas biologicos, através de diferentes
mecanismos, contribuindo, pelo menos em parte, para os efeitos toxicos induzidos

por vanadato na mitocondria.

Palavras-chave:  decavanadato; vanadato; coragdo; cardiomiocitos; mitocondria;

despolarizagao da membrana mitocondrial.
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Abstract

DECAVANADATE CONTRIBUTION TO in vivo AND in vitro VANADATE EFFECTS
ON CARDIAC MUSCLE

ABSTRACT

Contribution of decameric vanadate to vanadate toxic effects was studied not only in
vitro but also in vivo. Following an intravenous administration of a decavanadate
solution in Sparus aurata it is suggested that decameric vanadate has a different
response pattern on oxidative stress markers of cardiac tissue than monovanadate,
pointing out that the differential contribution of vanadate oligomers should be taken
into account to rationalize in vivo vanadate toxicity. Moreover, vanadium
accumulation in mitochondria, in particular when decameric vanadate is
administrated, indicates this subcellular organelle as a potential target of vanadate
toxicity effects. In fact, in vitro studies showed that decameric vanadate is a stronger
mitochondrial depolarization agent as well as inhibitor of oxygen consumption,
besides affecting mitochondrial membrane repolarization, in fish cardiac and rat
hepatic isolated mitochondria. It was also observed that decameric vanadate alters
mitochondrial bioenergetics by inducing changes in the redox steady-state of b-type
cytochromes and blocking mitochondrial electron transport chain. In
cardiomyocytes, mitochondrial membrane depolarization is reported as an early
event of vanadate-induced necrotic cell dead. It is concluded that, when compared to
monovanadate, decameric vanadate affects differently biological systems by
different mechanisms and contributes, at least in part, for vanadate toxic effects on

mitochondria.

Key-words: decavanadate; vanadate; heart; cardiomyocytes; mitochondria; mitochondrial

membrane depolarization.
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ou metavanadato, V; (I mM vandadio total; 1 ml/kg). A variacdo foi calculada
através do valor basal previamente determinado (Tabela 3.4). Valores
apresentados como média + desvio (n = 6). *Significativamente diferente do
CoNtrolo (1 <O.05)...uiieeeiie ettt ettt e et e e e e e et e e et e e e bee e saeeennaeeenaeeen

Figura 3.10 — Contetido em glutationa reduzida (nmol GSH/mg proteina) no
tecido cardiaco de H. didactylus (n = 5) injectados i.v. com 5 mM (vanadio total;
1 ml/kg) de solu¢ao de decavanadato (Vj) e metavanadato (V;), 12 e 24 h apds
administracdo (média + desvio). *Significativamente diferente do Controlo,

Figura 3.11 — Esquema propondo as vias de ac¢ao do vanadato decamérico (Vo)
na formagdo de espécies reactivas de oxigénio e dos efeitos induzidos em
algumas enzimas envolvidas na defesa antioxidante celular. [Adaptado de Storey
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Figura 4.1 — Esquema da reac¢do do método de enzimas acopladas cinase de
piruvato (PK)/desidrogenase de lactato (LDH)..........cccccueeviieiienieiiieieeieeieene

Figura 4.2 — Efeito do vanadato decamérico e monomérico na actividade da
FoF-ATPase da mitocondria. Efeito da espécie decamérica ¢ monomérica de
vanadato (20 uM vandadio total, nomeadamente 2 pM espécie decamérica de
vanadato) na actividade FoF;-ATPasica (%) da mitocondria hepatica de rato (A) e
cardiaca de peixe (B) (15 ug proteina/ml). Valores apresentados como média +
AESVIO (7= 3) ettt ettt e e e e e et e e e e e e e b e e e aaee e abeeenens

Figura 4.3 — Efeitos inibitorios da espécie decamérica (®) e monomérica (O) de
vanadato (até 25 uM vanadio total, nomeadamente 2.5 uM espécie decamérica
de vanadato) na respiracdo mitocondrial hepatica de rato (A) e cardiaca de peixe
(B) (2 mg proteina/ml) em piruvato e malato. Consumo de oxigénio (%) (A e B)
e razdo de controlo respiratério (RCR) (C e D) em mitocondria hepatica (C) e
cardiaca (D) em tampao de respiracao (Seccdo 4.2.7.) suplementado com 5 mM
piruvato e 0.5 mM malato, como substratos. Valores apresentados como média +
14 1S (oI (7t ) TSRS

Figura 4.4 — Despolarizacdo da membrana mitocondrial induzida por espécies
decaméricas e monoméricas de vanadato. Despolarizagdo da membrana
mitocondrial em funcdo do tempo de incubagdo (A) na auséncia de uma
concentracdo fisiologica de glutationa (GSH); despolarizagdo da membrana
mitocondrial (%) induzida por espécies decaméricas (®) e monoméricas (O) de
vanadato em mitocondria hepatica de rato (B) e cardiaca de peixe (C) (15 pg
proteina/ml), na presenga de 5 mM GSH. Valores apresentados como média +
ESVIO (7= 3) ettt et ettt e et e et e e e ta e e ra e e eareeeans

Figura 4.5 — Cinéticas de repolarizacdo da membrana mitocondrial. Cinéticas de
repolarizacdo da membrana mitocondrial com uma concentragdo fisiologica (5
mM) de glutationa (GSH) (A); repolarizacdo — ap6s indugdo de despolarizagao
da membrana mitocondrial (15 pg proteina mitocondrial hepatica/ml) — na
presenca de 1 uM de espécie decamérica de vanadato (®) ou 100 puM de
vanadato monomérico (O), em tampdo de respiracdo mitocondrial (Secgao
4.2.7.) suplementado com 5 mM GSH. Valores apresentados como média *
14 1S (oI (7t ) TR

Figura 4.6 — Efeito de oligobmeros de vanadato nos niveis de NADH
mitocondrial. Contetido em NADH (uM/mg proteina) na mitocondria cardiaca de
peixe (15 pg/ml) na presenga de vanadato decamérico e monomérico (até¢ 20 uM
vanadio total). Valores apresentados como média + desvio (7 =3)......ccccecvveeurennnen.

Figura 4.7 — Taxa de producao de espécies reactiva de oxigénio, nomeadamente
anido supéroxido (O,"), apds exposicdo a espécie decamérica (®) e monomérica
(O) de vanadato (até 50 uM vanadio total), na auséncia (A e B) ¢ presenga de
NADH (C e D) na mitocondria hepatica (A e C) e cardiaca (B ¢ D) (15 pg
proteina/ml). Valores apresentados como média £ desvio (7 = 3).....cccceveevuereennnene
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Figura 4.8 — Alteragdes oxido-reductoras induzidas por vanadatos no espectro
dos citocromos da cadeia respiratoria. As figuras representam espectros
diferenciais de mitocondria hepatica de rato (1 mg proteina/ml) em tampao de
respiragdo mitocondrial (Sec¢do 4.2.7.) na presenca de substratos respiratorios (5
mM piruvato + 0.5 mM malato), apos subtraccdo dos espectros na auséncia de
substratos respiratérios (controlo, A). Todos os espectros foram adquiridos num
espectrofotometro de feixe Unico apds incubacao das preparagdes mitocondriais
com 20 uM (vanadio total) vanadato decamérico (B) ou monomérico (C). As
setas indicam os comprimentos de onda dos picos de absorvéncia do citocromo b
mitocondrial (500-550 nm) [Feldman e Wainio, 1960]. Valores apresentados
como MEAIA £ dESVIO (77 = 3)..uiiiiiieieiie ettt e

Figura 5.1 — Cinética de reducdo de MTT a formazan na presenga de
cardiomidcitos ndo tratados (3 DIV). Sempre que a absorvéncia superou o valor
2.0 D.O. diluiu-se a amostra para obten¢do de um valor fiavel, representando-se
no grafico o valor da medida corrigido pelo factor de diluigdo utilizado.................

Figura 5.2 — Espectro de excitagdo do Fura-2 na presenca de diferentes
concentragoes de Ca’" livre (Aemissio: 510 nm). Os espectros foram registados na

presenca de concentragdes de saturacao de Ca®>", 1000, 400, 100 nM e na
auséncia de Ca®". [Adaptado de Thomas e Delaville (1991)]......cccovvviinieniennnnnnen.

Figura 5.3 — Cardiomiocitos de ratos recém-nascidos (3 DIV) corados com
hematoxilina-eosina, que cora nucleo e citoplasma, respectivamente (ampliacao

Figura 5.4 — Deteccdo da banda correspondente a cadeia pesada de miosina (200
kDa) por imunodetec¢ao em: marcador de elevada massa molecular (HMW) da
Bio-Rad; lisados de cardiomiocitos (CM) e fibroblastos isolados (FB). Anticorpo
anti-cadeia pesada da miosina sarcomérica (diluicdo 1:100) foi usado como
anticorpo primario e peroxidase IgG anti-rato (dilui¢ao 1:10000), como anticorpo
SECUNAATION ...ttt ettt ettt et e b et e st e bt e e it e e bt e e abeebeesabeenbeesaeeenseas

Figura 5.5 — Imunodeteccdo de fibroblastos em cultivos de cardiomidcitos com
anticorpo anti-Vimentina. Imagens de contraste de fase (A); coloragao com anti-
-Vimentina realizada na presenca de 10% soro de cabra (agente bloqueador),
Vimentina Ab-2 (clone V9), numa dilui¢ao 1:50, como anticorpo primario e IgG-
-FITC de cabra anti-rato, numa dilui¢do 1:25, como anticorpo secundario (B);
coloragao de nucleos com DAPI (C); na coluna D apresentam-se as imagens
resultantes da sobreposicdo das imagens das colunas B e C (ampliagdo 400x).
Aproximadamente 90% das células, identificadas através de coloragdo nuclear
com DAPI (C) correspondem a cardiomiocitos (D). Todos os campos registados
sao representativos de 3 campos tomados em 3 preparagdes diferentes de
CATAIOMIOCTEOS. ..ottt ettt ettt et b et et st et et e bt et s e sbeenteeaees

Figura 5.6 — Viabilidade celular estimada pelo ensaio de MTT, em
cardiomidcitos (3 DIV) apdés 12 (A) e 24 h (B) de exposi¢do a espécies
decaméricas (V}9) e monoméricas (V;) de vanadato numa gama de concentragdes
de 0-50 uM vanadio total (média £ deSVIo).......cceeruierieriiieiieeiieiecieeee e
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Figura 5.7 — Imagens pseudocoloridas representativas de cardiomidcitos
marcados com Hoechst 33258, representando células controlo (A) e tratadas
durante 24 h com 20 uM (vanadio total) com espécies decaméricas (B) e
monomericas (C) de vanadato..........ccueeeuieeeiieeiiiieeeiee ettt eaee e e

Figura 5.8 — Viabilidade celular estimada por coloragdo com iodeto de propidio,
em cardiomidcitos (3 DIV) ap6s 24 h de exposi¢do a espécies decaméricas (Vi)
e monoméricas (V) de vanadato numa gama de concentracdes de 0-50 uM
vanadio total (média + desvio). *Significativamente diferente do Controlo

Figura 5.9 — Concentragao de vanadio (ppb V/mg proteina) em cardiomidcitos
de ratos recém-nascidos, 24 h apds tratamento com solu¢des de decavanadato
(V10) e metavanadato (V;) numa gama de concentragdes de 10-50 uM vanadio
total (média + desvio). **Significativamente diferente do Controlo (p <0.01). ***
Significativamente diferente do Controlo (p <0.001)......ccceeveriiniriiniiiniinienienene

Figura 5.10 — Efeito da exposicdo a 2 uM espécies decaméricas de vanadato (20
uM vanadio total) na actividade da caspase-3 dos cardiomidcitos, 24 h apds

tratamento com solucdo de decavanadato (média = desvio). *Significativamente
diferente do Controlo (1 <0.05).......cooviiieiiiieiieeee e

Figura 5.11 — Efeito da exposicdo a espécies decaméricas e monoméricas de
vanadato nas variagdes da carga energética dos cardiomidcitos, 24 h apos
tratamento com concentragdes de vanadato decamérico (Vi) € monomérico (V)
de 0-20 uM vanadio total (média + desvio). *Significativamente diferente do
CoNtrolo (1 <O.05)...uiieeeiie ettt ettt e e sre e e e e e e e et e e s bee e esaeeesnaeeenreeen

Figura 5.12 - Efeito da exposi¢do dos cardiomiocitos as solucdes de
decavanadato e metavanadato (10 uM vanadio total) na homeostasia de Ca*'
citosolico (A) e na descarga, induzida por EGTA, das reservas intracelulares de
Ca”" (B). Os resultados apresentados (média + desvio) representam a média de
ensaios em triplicado (7 220 CElulas)........ccceeviieiiiieiiiiniieiiee e

Figura 5.13 — Cinética de oxidagdo do DHE (A) por cardiomidcitos Controlo (™)
e apos 24 h de tratamento com vanadato decamérico, Vi (®) € monomérico, V;
(A). Os dados cinéticos representam a média de ensaios em triplicado (n >100
células, MEdIa £ AESVIO)....ccecuiiieiiiieeiiieeiie ettt et et e e e e ae e eeaeeenaeeens

Figura 5.14 — Localizagdo da producdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) em
cardiomiocitos marcados com 10 uM H,DCFDA (A), 2 uM JC-1 (B) e
sobreposicdo das duas 1imagens (C), denotando producdo de ROS
(maioritariamente perdxidos de hidrogénio) na mitocondria............cecceeevvenieennnenne

Figura 5.15 - Efeito das solu¢des de decavanadato e metavanadato na
fluorescéncia de cardiomidcitos marcados com JC-1. Os painéis da esquerda e
centro representam imagens de fluorescéncia da sonda agregada (vermelho) e do
monodmero (verde), respectivamente, no mesmo campo de cultivo; os painéis da
direita representam a sobreposi¢do das duas imagens anteriores, nesta situagdo, a
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coloragdo amarelo/laranja-avermelhado indica a co-localizacdo dos sinais de
fluorescéncia vermelha € VErde............oocvviiiiiiiiiiie e

Figura 5.16- Quantificagao (média + desvio) do nimero de pixels coloridos das
imagens de sobreposicdo, tal como apresentado na Fig. 5.15 (n 2100 células,
ensaios realizados em triplicado). Os pixels vermelhos foram seleccionados a
partir de mitocondrias polarizadas, os amarelo-alaranjados de mitocondrias
parcialmente despolarizadas e os pixels verdes de mitocondrias despolarizadas.
*Significativamente diferente do Controlo (p <0.05)......cccvvvevviieeiiieiiieeieeeeeeee,

Figura 5.17 — Efeito das solugdes de vanadato na fluorescéncia de
cardiomiocitos marcados com TMRE: imagens representativas de cardiomiocitos
Controlo (A) e ap6s 24 h de tratamento com 20 uM vanadato decamérico (B) e
10000 1102001 5 (oo I () TSR

Figura 5.18 — Variagdo da intensidade de fluorescéncia das células marcadas
com TMRE em cardiomi6citos previamente tratados, durante 24 h, com espécies
decaméricas (®) e monoméricas (O) de vanadato. Os resultados representam a
média (média £ desvio) dos ensaios em triplicados (z >100 células)......................

Tabela 2.1 — Férmulas, valores de pKa, desvios quimicos, cor e estrutura das
principais espécies de vanadato em solu¢ao aquosa. [Adaptado de Crans et al.
(1990) ]ttt ettt sttt sbe et st

Tabela 2.2 — Valores de largura a meia altura (Avy,) registados em varios tipos de
coordenacdo de atomos de vanadio. [Adaptado de Rehder (1982)].........ccccveenneene.

Tabela 2.3 — Valores de tempos de meia-vida (t;;) estimados para as espécies
decaméricas de vanadato presentes nas solucdes de decavanadato, apds dilui¢ao
em varios meios e respectivas temperaturas de incubagao..........ccecvveeeeiieeriieeeinnen.

Tabela 2.4 — Parametros espectrais das espécies de vanadato presentes nas
solugdes de decavanadato (A) e metavanadato (B) apods diluicdo em 0.9% NaCl
(5 mM vanadio total, a pH 7.0), nomeadamente desvio quimico (), largura a
meia altura (Avy,;) e concentragdo da respectiva espécie oligomérica de vanadato
(C). A concentragao (C) das espécies de vanadato presentes nas solugdes de
decavanadato e metavanadato foram determinadas com recurso a Equagdo 2.2
(SECCAD 2.2.4. )ittt ettt e et e et e e et e e s ateeeraeeenaraeesbaeeenbeaeanreeennnes

Tabela 2.5 — Parametros espectrais de RMN, a temperatura ambiente, das
espécies de vanadato presentes nas solucdes de decavanadato (A e B) e
metavanadato (C e D) — 5 mM vanadio total, a pH 7.0 — em tampao de respiragao
mitocondrial (Sec¢do 4.2.7.) suplementado com 0.5 mM malato ¢ 5 mM
piruvato, na auséncia (A e C) e na presenca (B e D) de mitocondria cardiaca de
peixe (1 mg proteina/ml), nomeadamente desvio quimico (), largura a meia
altura (Avy)) e concentracdo da respectiva espécie oligomérica de vanadato (C).
O factor de alargamento da largura a meia altura (F) ¢ definido como o
coeficiente entre o valor da Avj, na auséncia e na presenca de proteina
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(1 mg/ml). A concentracdo (C) dos diferentes oligobmeros de vanadato foi
determinada a partir das fraccdes da integracdo das areas totais observadas nos
espectros correspondentes, com recurso a Equagdo 2.2 (Secgdo 2.2.4.)..................
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Modified Eagle’s Medium (DMEM) (5 mM vanadio total, a pH 7.0),
nomeadamente desvio quimico (0), largura a meia altura (Av,;) e concentragdo
da respectiva espécie oligomérica de vanadato (C). A concentragdo (C) das
espécies de vanadato presentes nas solugdes de decavanadato e metavanadato
foram determinadas com recurso a Equagao 2.2 (Secg@0 2.2.4.)....cccvevveereenneennen.
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Tabela 4.1 — Valores médios das actividades ATPaésicas (FoF;-ATPase;
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Efeito de decavanadato no musculo cardiaco

Capitulo 1

INTRODUCAO GERAL

1.1. BREVE INTRODUCAO A FISIOLOGIA DO SISTEMA

CARDIACO

A maior parte do coragao ¢ composta por células musculares contracteis, designadas de
midcitos cardiacos ou cardiomiocitos, constituindo aproximadamente 75% do volume
total do miocardio [Brilla et al., 1991]. A restante parte deste 6rgao consiste em tecido
composto por células autoritmicas (actividade de pacemaker) e condutor (que ¢
responsavel pela geracdo e propagagdo da actividade eléctrica cardiaca), vasos
sanguineos ¢ espago extracelular. Dispersas pelo citoplasma dos cardiomidcitos,
encontram-se varias mitocondrias cuja principal funcao ¢ a geracao de energia, na forma
de ATP, essencial a manutencao da funcionalidade viabilidade do tecido cardiaco.

A matriz extracelular (ECM), maioritariamente constituida por tecido conectivo
cardiaco, desempenha uma importante funcdo de suporte mecanico ao envolver os
varios tipos de células do coragdo e estabelecendo as ligagdes entre si, fazendo com que
a transmissao de forca seja uniformemente distribuida através do miocardio. Esta rede
de comunicagdao desempenha também uma funcdo adicional na transformagao de sinais
induzidos por situacdes de stresse em sinais promotores de crescimento celular. A ECM
participa, deste modo, na reestruturagdo do miocardio em situagdes de ocorréncia de

hipertrofia ventricular e falha cardiaca [Opie, 2003].
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1.1.1. Cardiomidcitos: as células do musculo cardiaco contractil

As propriedades eléctricas especificas das células cardiacas (e de outras) devem-se a
elevada concentracdo intracelular de ides potéassio (mais do que a concentracio
extracelular), segundo a qual a membrana interna do sarcolema encontra-se carregada
negativamente enquanto que a membrana externa apresenta cargas positivas, o que
confere & célula o seu estado de polarizagdo. E também no citosol que o aumento ou o
decréscimo da concentracao de ides calcio causam o ciclo de contrac¢ao e relaxamento

do musculo cardiaco [Opie, 2003].

Miofibrilhas e proteinas contrdcteis
A principal fun¢ao dos midcitos do miocardio reside no ciclo de contracgao-
-relaxamento. A contraccdo muscular ¢ possivel devido a ac¢dao de duas das principais
proteinas contracteis — os filamentos grossos de miosina ¢ os finos de actina —
localizadas nas miofibrilhas. Durante o processo de contrac¢do, os filamentos de
miosina e actina de cada sarcomero (unidade contractil) deslizam uns sobre os outros. O
inicio do ciclo de contraccdo, em que as cabecas da miosina interagem com o0s
filamentos de actina, ¢ induzido pelo aumento de calcio citosolico em resposta a onda
eléctrica que alcanga os midcitos cardiacos através do seu sistema de condugdo. Ao
encurtar o sarcémero, este processo produz a contrac¢do do musculo cardiaco (sistole).
O relaxamento muscular (didstole) tem lugar quando o ATP se liga a cabeca de miosina
[Opie, 2003].

O aumento de célcio citosolico induz um aumento da interac¢do entre o ido
calcio e a proteina contractil troponina C. Na presenca de baixas concentragdes de
calcio no citosol, a troponina C, devido a sua estrutura molecular, permite ao inibidor

troponina I bloquear a interac¢do entre a actina e a miosina. Ao aumentar a
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concentracdo de calcio, a troponina I liga-se mais firmemente a troponina C e ndo a
actina, permitindo a interac¢ao entre a actina € a miosina e a consequente contrac¢ao do
musculo. No relaxamento, o célcio citosolico é rapidamente acumulado pela Ca®'-
-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (RS) e os i0es célcio, ao deixarem de estar ligados
ao local de ligacao da troponina C e permitem que a troponina I bloqueie, uma vez mais,

a interaccdo entre a actina e a miosina [Opie e Bers, 2003].

A funcao do reticulo sarcoplasmadtico no ciclo contractil
O RS do tecido cardiaco desempenha uma funcdo indispensavel na regulacdo da
sequéncia de contrac¢ao-relaxamento. Os canais de libertagdao de calcio do RS sdo parte
de uma estrutura molecular complexa designada por receptor de rianodina (RyR ou,
mais correctamente, RyR2 para indicar a isoforma cardiaca). Este receptor recebeu esta
designacao por ser o local de ligacao da rianodina (insecticida téxico). No entanto, em
condigdes fisiologicas o calcio ¢ o ligando natural do RyR [Opie e Bers, 2003]. Em
concentragcdoes elevadas, a cafeina pode esvaziar as reservas de calcio do RS
promovendo a abertura do RyR, impedindo a acumulacao de calcio por parte do RS.
Deste modo, o rapido aumento da concentragdo de calcio intracelular registado na
presenca de cafeina corresponde ao calcio armazenado no RS [Bers, 2000; 2001].
Adicionalmente ao RyR, existe um segundo receptor, para o inositol 1,4,5-
-trifosfato (IP;), responsavel pelo controlo da libertagdo de célcio. O IP; faz parte do
sistema mensageiro de um grupo de receptores que inclui a actividade a,-adrenérgica, a
angiotensina II e a endotelina. No musculo cardiaco, o receptor IP; desempenha uma
fungcdo menos importante que o RyR, tal como constatado pelo seu reduzido nimero

[Marks, 2000]. Durante uma falha cardiaca humana, o RyR ¢ inibido, enquanto que o
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receptor IP3 € estimulado, elucidando deste modo sobre uma eventual via alternativa de
manutencao da homeostasia de calcio [Go ef al., 1995].

O relaxamento das proteinas contracteis ocorre em resposta a uma diminui¢ao
dos niveis de 10es célcio no citosol, quando estes sao acumulados através da ATPase de
calcio do reticulo sarco(endo)plasmatico ou SERCA que ocorre em varias isoformas,
sendo que a encontrada no musculo cardiaco ¢ a SERCA-2 [Kimura ef al., 1997]. A
elevada concentracdo de calcio citosolico alcang¢ada durante a fase de contrac¢ao
estimula, deste modo, a acumulacao de calcio pela SERCA. O célcio acumulado no RS
¢ armazenado em associacdo com a proteina calsequestrina, sendo libertado aquando da
estimulagdo da abertura do canal de libertacao de calcio do RS. A calreticulina ¢ outra
proteina de armazenamento, estrutural e funcionalmente semelhante a calsequestrina
[Opie e Bers, 2003].

Para permitir o relaxamento diastolico, o calcio necessita de ser removido do
citosol. No coelho, que apresenta propriedades electrofisiologicas semelhantes as do
Homem, 75% do célcio existente no citosol ¢ removido pela ATPase do RS, 25% pelo
trocador sodio-célcio, enquanto que aproximadamente 1% ¢ removido pela ATPase do

sarcolema ou acumulado na mitocondria [Bers, 2002].

A mitocondria como organelo da célula cardiaca

Grande parte dos midcitos sdo ocupados por mitocondrias que se encontram alojadas
entre as miofibrilhas, maximizando a proximidade entre a principal fonte de
fornecimento de energia celular e o principal local de consumo energético. Nos
cardiomidcitos, a mitocondria desempenha também a fungdo de reserva intracelular de

calcio, no entanto, a troca de calcio entre a mitocondria € o citosol € relativamente lenta
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quando comparada a troca entre o RS e este. Deste modo, a mitocondria ndo participa
no controlo das contracgdes dependentes da concentracao de ides calcio no citosol.

O concentragdo de calcio mitocondrial aumenta fisiologicamente em resposta a
estimulagdo [B-adrenérgica que ocorre aquando do aumento de calcio no citosol,
podendo este aumento, por sua vez, estimular a producdo de ATP ao aumentar a taxa de
fosforilacdo oxidativa. Em situagdes patoldgicas, durante uma acumulacdo de célcio
citosdlico excessiva, a mitocondria contribui para a protec¢do celular acumulando parte

desse calcio em excesso [Opie e Lopaschuk, 2003].

Comunicacdo entre cardiomiocitos

Na zona de contacto dos cardiomidcitos com as células adjacentes, o sarcolema
encontra-se alterado na sua natureza formando o disco intercalar. Este disco altamente
especializado € constituido por trés componentes principais: (i) jungdes de hiato (ou gap
Jjunctions); (i1) juncdes fascia adherens; e, (iii) desmossomas. As jung¢des de hiato, que
se encontram maioritariamente na parte longitudinal do disco, asseguram uma
comunicag¢do eléctrica rapida entre células, de modo a que todo o coragdo se comporte
como um sincicio (syncytium) unificado que contrai em simultineo, enquanto que as
jungoes fascia adherens e os desmossomas asseguram que a forca mecanica gerada por
células individuais seja transmitida através de todo o miocérdio, resultando o somatorio

destas forcas na contraccao cardiaca [Opie, 2003].

Cardiomiopatias
Em virtude do RS estar intimamente ligado a ambas as fases do ciclo contractil, ndo ¢
de surpreender que as anomalias ao correcto funcionamento deste organelo se

manifestem em falhas no funcionamento do sistema cardiaco. Uma das principais
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causas das patologias cardiacas ¢ a acumulagdo excessiva de calcio, primeiramente
referida por Fleckenstein no inicio dos anos 1970. Tal como proposto no século
passado, cré-se hoje em dia que a sobrecarga de calcio pode produzir dano nas células
do miocardio como consequéncia das varias respostas a isquémia do miocardio, a
reperfusdo ou ao excesso de estimulagdao de catecolaminas: (i) ao tentar regular o calcio
citosolico, as mitocondrias ficam sobrecarregadas de calcio, consumindo ATP no
processo e necessitando de mais oxigénio, agravando desta forma a severidade de uma
situagdo isquémica; (i1) ao estimular a actividade das enzimas fosfolipases, o excesso de
calcio promove deste modo a ruptura das membranas celulares; (iii) a sobrecarga de
calcio pode causar um estado de contracgdes excessivas e continuas; e, (iv) o excesso de
calcio em circulagdo, entrando e saindo do RS, pode estar na origem de algumas
arritmias [Opie e Bers, 2003]. O aumento do influxo de calcio (aumento da
concentragdo de calcio citosolico) em resposta ao stresse induzido no miocardio pode

levar também a promogao de hipertrofia [Sussman et al., 2002].

1.1.2. O musculo cardiaco como alvo de dano oxidativo

O complexo III da cadeia transportadora de electrdes na mitocondria ¢ uma importante
fonte fisiologica de espécies reactivas de oxigénio (ROS). Normalmente, as enzimas
antioxidantes, tais como a dismutase de superoxido (SOD) t€ém a capacidade de
combater a producdo de ROS, mas quando a taxa de formag¢ado de radicais livres excede
a capacidade dos mecanismos de defesa antioxidantes, ocorre acumulacdo de ROS no
organismo, causando stresse oxidativo. O stresse oxidativo estd na origem de inimeros
danos celulares no sistema cardiaco, nomeadamente dano vascular, aterogénese, danos

de reperfusdo e apoptose [Opie e Sack, 2003].
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No entanto, para além dos efeitos adversos, identificou-se uma fun¢do para os
ROS gerados: sinal fisiologico. Actualmente, o conceito de que os radicais livres
possam transmitir sinais fisioldgicos estd perfeitamente estabelecido para as espécies
reactivas de nitrogénio. No caso da producao de ROS, verificou-se que a sua formagao
pode: (i) promover o crescimento celular activando a cinase activadora do factor nuclear
kB (NF kB) [Force et al., 2002]; (ii) mediar a sinalizacdao protectora precondicionada,
activando o canal de proteccdo mitocondrial de potassio-adenina 5’-trifosfato [Zhang et
al., 2001]; e, (ii1) eventualmente, diminuir a taxa de entrada de piruvato na mitocondria
[Nemoto et al., 2000]. Taxas elevadas de metabolismo mitocondrial podem ser auto-
-regulaveis produzindo mais anido superoxido (O,"), que serd convertido em peroxido
de hidrogénio (H,0,).

Deste modo, a estimulagdo induzida por pequenas quantidades de ROS ¢ uma
situagdo fisioldgica no organismo, podendo induzir a libertacao de sinais promotores de
crescimento celular, no entanto, a estimulacdo excessiva e prolongada pode ter
consequéncias anormais e patologicas, tais como a inducao de apoptose [Sugden et al.,

1998].
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1.2. VANADIO

Poucos sdo os relatos das descobertas de novos elementos, realizadas nos ultimos
séculos, que estejam envolvidos em histérias tdo romanticas como a da descoberta do
vanadio. Em 1802, o professor de mineralogia Andrés Manuel del Rio descobriu, no
M¢éxico, um novo elemento metalico semelhante ao crémio e ao uranio, que designou de
pancrémio devido a extraordinaria gama de cores dos seus sais. Mais tarde, denominou-
-0 de eritronio (devido a coloracao vermelha que os seus sais apresentam quando
tratados com dacido). Uma série de infortinios fez com que del Rio nunca tivesse
revelado a sua descoberta e, em 1831, Nils Gabriel Sefstrom “redescobre” este mesmo
elemento na Sui¢a, denominando-o de vanadio, em homenagem a lendaria deusa
escandinava do amor e da beleza, Vanadis, uma vez mais aludindo a gama de cores dos
derivados deste elemento [Nriagu, 1998; Barceloux, 1999].

Em menos de 100 anos, o vanadio passou de metal raro e desconhecido a um
pilar da tecnologia moderna industrial e militar, devido a dureza que confere as ligas
metalicas que constitui. Presentemente, os progressos cientificos realizados no estudo
dos efeitos fisiologicos e toxicologicos do vanadio tém revelado o potencial bioldgico

deste elemento para uso terapéutico e farmacoldgico [Nriagu, 1998].

1.2.2. Vanadio e a sua quimica complexa

A quimica do vanddio ¢ caracterizada por multiplos estados de oxidagdo. Este metal
existe nos estados de oxidacao de -1 a +5, sendo os estados de valéncia mais comuns do
+2 ao +5. Dos quatro estados de oxidacao mais comuns e estaveis em solugdes aquosas,
somente o +3 (forma vanddica), +4 (vanadilo) e +5 (vanadato) sdo biologicamente
importantes, sendo o estado +2 demasiado redutor para existir em qualquer organismo

vivo conhecido [Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Harland e Harden-Williams, 1994;
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Crans et al., 1998; Barceloux, 1999]. Em condi¢des fisiologicas, para os mamiferos, o
vanadio encontra-se nos estados de oxidacao +4 e +5. O ido vanadico (+3) até agora sé
foi identificado nos vanadocitos da hemolinfa dos tunicados [Chasteen, 1983; Wilkins e
Wilkins, 1997].

O vanadio pentavalente, ¢ o estado de oxidacao mais estavel nos valores de pH
usualmente encontrados em sistemas aquosos. As solugdes aquosas de vanadato sdo
incolores e consistem numa mistura em equilibrio de diferentes oligdmeros (Vi-Vi)
com diferentes estados de protonagdo [Crans et al., 1998]. Os estados pentavalentes
incluem o metavanadato (VOs), o ortovanadato (H,VOy) e o pirovanadato (Vo077
[Nechay, 1984; Harland e Harden-Williams, 1994; Barceloux, 1999].

A importancia bioldgica que se atribui ao vanadio esta essencialmente associada
ao mondmero VO,>~ (ortovanadato), um analogo estrutural e electronico do ortofosfato
(PO43') [Chasteen, 1983]. Do mesmo modo, presume-se que o HVO42', H2V042',
H;VO,, formados pela protonacio do VO, sejam analogos dos correspondentes
analogos de fosfato. Facto que justifica que, os vanadatos sejam capazes de actuar
mimetizando a ac¢ao dos fosfatos nas reac¢des quimicas [Chasteen, 1983; Barceloux,
1999]. O é&cido vanadico, H;VO4 (pKa = 3.5, 7.8, 12.5) ¢ mais fraco que o acido
fosforico, H3PO4 (pKa = 1.7, 6.5, 12.1), facto que pode justificar, em parte, a ligacao
preferencial do vanadato a enzimas [Chasteen, 1993].

Em condi¢des neutras e num intervalo de concentragcdes entre tM e mM, as
formas predominantes de vanadato sdo o mondmero (V, — VO4”), que oligomeriza para
formar o dimero (V, — V20,") que, dependendo do pH, pode existir em diversas formas
protonadas (HV2073', H2V2072' e H3V,07); o tetrdmero ciclico (Vs — V40124'); 0
pentamero ciclico (Vs — V50155 ) e o decamero (Vo — V100286') (Fig. 1.1). As espécies

decaméricas (Vyo), HV100285 "(HVy) e H2V100284' (H2V o) surgem a valores de pH entre
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2.5 e 7.0, apresentando uma cor amarelo-alaranjada [Crans ef al., 1998]. As espécies V|,
V., V4 e Vs sdo os principais vanadatos presentes em solu¢do aquosa, no entanto, €
possivel a formagao de outros oligbmeros sendo que, provavelmente, o mais importante
¢ o vanadato decamérico, presente em solucdes de vanadato com uma concentracao de
vanadio total superior a 100 uM e moderadamenre acidicas (pH 2-6).

O vanadio tetravalente, vanadilo (VO*"), exibe em solucdo aquosa uma cor
azulada. Este ido ¢ estavel a valores de pH acidicos, mas acima de pH 2-3, ¢ instavel e
rapidamente oxidado a vanadato [Chasteen, 1983]. As espécies de vanadio
predominantes em solu¢do aquosa variam, deste modo, em fun¢do do pH, da
concentragdo total do elemento, forca idnica e temperatura (Fig. 1.1). Os compostos

pentavalentes sdo geralmente os mais toxicos [Barceloux, 1999].
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Figura 1.1 — Estruturas de algumas espécies de vanadato: V; (VO43'), HV;, (HVO42'),
Vz (V2074_), V4L (V4O136_), V4C (V4O124_) € V10 (V100286_). Os atomos de vanadio
encontram-se representados a amarelo, os de oxigénio a vermelho e os de hidrogénio a

cinzento. [Adaptado de Howarth e Jarold (1978) e Amado ef al. (1993)].
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O vanadio entra na célula na forma de vanadato (VOj;’) pelos sistemas de
transporte aniénico (canais anidnicos ndo especificos), onde ¢ bioreduzido a VO*'
(estado de oxidagdo +4). A reducdao de vanadato a vanadilo, que ocorre nos fluidos
intracelulares, por varios agentes redutores (glutationa celular, catecol, cisteina, NADH,
NADPH e 4cido L-ascorbico), indica que este ¢ provavelmente o estado de oxidagdo
existente nos organismos vivos. O VO®" ¢ relativamente ndo reactivo devido a
complexar com proteinas celulares (como a hemoglobina) e outras pequenas moléculas,
podendo também competir com outros ides metalicos pela ligacdo a metaloproteinas. O
VOs’, geralmente, ndo complexa com compostos organicos [Chasteen, 1983; Nechay,
1984; Boscolo et al., 1994; Harland e Harden-Williams, 1994; Zaporowska e Scibior,
1998a; Barceloux, 1999]. Devido 4 alta afinidade do VO** para as proteinas e pelo facto
de poder formar complexos estaveis com pequenos ligandos, ¢ pouco provavel que o
VO* exista livre nos sistemas biologicos, excepto talvez em vacuolos acidicos tal como
lisossomas [Chasteen, 1983]. Cré-se que a reducao do vanadato a vanadilo constitui um
mecanismo natural de desintoxicacdo por parte dos organismos, na medida em que o
vanadilo € menos toxico para a célula [Baran, 1998].

Dada a facilidade com que as espécies de vanadio se interconvertem em
condigdes fisioldgicas, qualquer estudo que envolva compostos de vanadio deve
considerar a quimica subjacente envolvida [Crans ef al., 1998].

Foram desenvolvidos métodos distintos para a preparagdo de solugdes de
vanadato contendo unicamente espécies monoméricas ou decaméricas, para testar quais
os efeitos destas espécies nos sistemas bioldgicos. Mas, apesar de ser possivel obter
uma Unica espécie de vanadato numa solug¢do concentrada, as solugdes denominadas de
“monovanadato” (contendo presumivelmente s6 espécies monoméricas) e

“decavanadato” (espécies decaméricas) encontram-se frequentemente contaminadas
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com outras espécies [Aureliano e¢ Madeira, 1998]. Estudos espectroscopicos por
ressonancia magnética nuclear (RMN) revelaram que, em ambas as solugdes, estavam
presentes mais do que uma espécie de vanadato e que a solugdo de “decavanadato” se
encontrava significativamente contaminada com espécies monoméricas, enquanto que a
solucdo de “monovanadato” continha, em adicdo a espécie monomérica, também
pirovanadatos e metavanadatos [Aureliano e Madeira, 1994]. No presente trabalho
adoptou-se a designacdo de “metavanadato” para uma solu¢do contendo oligovanadatos

de V| a Vs e “decavanadato” para uma solugdo contendo sé espécies decaméricas, Vj.

1.2.3. Distribuicao e biodisponibilidade de vanadio no meio ambiente
O vanadio esta presente numa grande variedade de produtos naturais, nomeadamente
0leo de crude, carvao e gasolina [Chasteen, 1983; Barceloux, 1999], cinzas formadas
aquando da produgdo de ligas ferrosas, e subprodutos do processamento de alguns
minérios ndo ferrosos (por exemplo, aluminio, titdnio, uranio). A extraccdo de alguns
metais contendo vanadio produz ligas ricas neste metal (por exemplo, ferrovanadio)
[Barceloux, 1999]. Devido a sua dureza e capacidade de formar ligas metélicas, o
vanadio tem sido utilizado como componente em solidas ligas de aco utilizadas no
fabrico de maquinas e ferramentas e em ligas ndo ferrosas, na tecnologia espacial € na
industria nuclear [Nriagu, 1998; Barceloux, 1999]. A exposicdo da populacdo ao
vanadio ocorre principalmente pela combustdo de petroleo, carvao e 6leos, na produgio
de electricidade e calor [Barceloux, 1999].

As principais fontes alimentares de vanddio sdo a pimenta preta, sementes de
funcho, cogumelos (0.05-2 ng/g), salsa (1.8 pg/g), marisco, espinafres (0.5-0.8 pg/g) e

alguns alimentos preparados. O tabaco apresenta elevadas concentragdes de vanadio,
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contendo o fumo do tabaco 1-8 ppm de vanadio [Chasteen, 1983; Nielsen, 1991; Uthus
e Seaborn, 1996].

Nos oceanos, o vanadio estd presente como ido vanadato, principalmente
H,VO, [Kustin ¢ McLeod, 1983] na concentragao de 10 nM [Chasteen, 1983; Wilkins e
Wilkins, 1997; Miramand e Fowler, 1998]. A maior acumulacao de vanadio no estado
de oxidagao +3 em sistemas vivos ocorre nas células da hemolinfa dos tunicados,
denominadas vanadocitos, podendo atingir concentracdes na ordem dos 1 M, ou 10°
vezes superiores a concentracao dos oceanos [Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Wilkins e
Wilkins, 1997]. As plantas marinhas e invertebrados tendem em acumular vanadio em
concentragdes superiores do que as plantas e animais terrestres [Bewers et al., 1987].

Nos peixes, as vias a partir das quais o vanadio ¢ incorporado sdo a dgua ou o
alimento. O vanadio acumula-se predominantemente no figado e rim [Knudtson, 1979].
Os orgaos que servem como locais de captacdo de metais (branquias e intestino)
apresentam igual tendéncia para os concentrar, exibindo assim potenciais de
acumulagdo relativamente elevados [Edel e Sabbioni, 1993]. Os tecidos em que se
verifica pouca ou nenhuma acumulacao incluem o cérebro, o musculo e as génadas
[Zaporowska e Scibior, 1998a]. Sabe-se que os 0ssos € os dentes dos mamiferos, zonas
de ossificacdo onde tem lugar a mineralizacdo, acumulam as maiores concentragoes de
vanadio, relativamente aos peixes a informagdo ¢ inexistente. A excre¢do de vanadio
faz-se por via renal [Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Barceloux, 1999]. Contrariamente a
outros metais pesados, como o cadmio e o zinco que exibem uma enorme taxa de
acumulacdo, o vanadio s6 atinge os Orgdos internos dos peixes apos exposicoes
prolongadas a elevadas concentragdes do elemento [Miramand e Fowler, 1998]. Células

hepéticas de cultivo incubadas em meios suplementados com diferentes compostos de
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vanadio acumularam este elemento, sobretudo no nucleo e nas mitocondrias

[Zaporowska e Scibior, 1998b].

1.2.4. Efeitos fisiologicos e toxicolégicos de vanadio

Na Europa, o uso de vanadio no meio médico vulgarizou-se logo apos a sua descoberta.
No inicio dos anos 1920, quando pouco ou nada se sabia sobre os efeitos do uso
farmacologico deste elemento, alguns médicos franceses recorriam ao uso de
metavanadato de sodio (até¢ 5 mg) para o tratamento de anemia, tuberculose, reumatismo
cronico e diabetes, publicitando mesmo a administracdo intramuscular ou intravenosa
de hexavanadato de s6dio como uma cura para a sifilis [Nriagu, 1998].

O progressivo aumento dos niveis de vanadio no ambiente, como resultado do
seu uso em diferentes processos industriais ¢ da queima de combustiveis com vanadio
[Harland e Harden-Williams, 1994] e o crescente interesse dos efeitos farmacologicos
de alguns dos seus compostos, torna o estudo dos efeitos do vanadio nos sistemas
biologicos uma importante area de investigacao.

O vanadio ¢ um nutriente essencial para certas plantas, animais e
microorganismos (Saccharomyces cerevisiae), mas ainda nao foram detectadas
patologias humanas associadas a deficiéncias de vanadio [Nechay, 1984; Nielsen, 1991;
French e Jones, 1993; Boscolo et al., 1994; Harland e Harden-Williams, 1994;
Barceloux, 1999]. No entanto, varios estudos relacionam o aparecimento de deficiéncias
em caprinos, frangos e ratos, tais como crescimento retardado, malformagdes Osseas e
diminui¢do da fertilidade, com uma alimentacdo deficiente em vanddio [Nechay, 1984;
Nielsen, 1991].

No entanto, a toxicidade associada ao vanadio esta bem documentada. Varios

autores sugerem que a exposicdo ao vanadio promove efeitos cardiovasculares, tais
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como efeitos inotrdpicos positivos e negativos e hipertensdo, toxicidade renal e
hepatica, vasoconstricao em varios orgaos (bago, rim e figado) [Simons, 1979; Akera et
al., 1983; Chasteen, 1883; Nechay, 1984; Boscolo et al., 1994; Harland ¢ Harden-
-Williams, 1994; Stohs e Bagchi, 1995; Carmignani et al., 1998], e intervém noutros
processos fisiologicos, nomeadamente, na ac¢do hormonal, alterando o metabolismo da
tiroide [Chasteen, 1983; Nechay, 1984; Nielsen, 1991; Harland e Harden-Williams,
1994], para além de possuir accdo carcinogénica ¢ mutagénica [Léonard e Gerber,
1994]. Existem também registos de que o vanadio causa perturbagdes gastrointestinais,
descoloragdo da lingua (sindroma da lingua verde), lesdes neurologicas focais
[Barceloux, 1999] e reducao da pressao intraocular [Nechay, 1984].

Na célula, o vanadato pode afectar os processos de fosforilagao e desfosforilagao
proteica, o que possivelmente € justificado pela semelhanga quimica do vanadato com o
fosfato [Simons, 1979; Harland e Harden-Williams, 1994; Barceloux, 1999] e interfere
nos sistemas de defesa antioxidante [Serra ef al., 1992]. Segundo Stohs e Bagchi [1995],
o vanadato induz stresse oxidativo e peroxidacao lipidica por geragdo de radicais livres
[Simons, 1979; Chasteen, 1983; Harland e Harden-Williams, 1994; Barceloux, 1999].

Para além de potentes inibidores da actividade enzimética, os compostos de
vanadio, sdo reguladores fisiologicos da bomba de sodio [Simons, 1979; Chasteen,
1983; Nechay, 1984; Nielsen, 1991; Boscolo et al., 1994; Harland e Harden-Williams,
1994; Barceloux, 1999], assim como alteram a translocacdo de calcio no reticulo
sarcoplasmatico [Aureliano e Madeira, 1994; 1998], diminuem os antioxidantes
celulares, promovem danos no ADN e estimulam a proliferacdo e/ou apoptose celular
[Viarengo, 1989; Stohs e Bagchi, 1995]. Existem evidéncias de que o vanadio possa
estar envolvido no metabolismo da glucose, mimetizando a ac¢do da insulina [Nielsen,

1991; Hamel et al., 1993]; assim como, mimetiza factores de crescimento [Nielsen,
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1991] e inibe a biosintese de colesterol em animais, incluindo o Homem [Chasteen,
1983; Nielsen, 1991; Harland e Harden-Williams, 1994].

Com um tempo de meio vida no sangue inferior a 1 hora [Nechay, 1984], o
vanadio, na forma de vanadato de amonia (0.2-5.0 mM) produz peroxidagao lipidica nos
eritrocitos e decréscimo no numero de eritrocitos, nivel de hemoglobina e valor de
hematocrito [Zaporowska et al., 1993; Soares et al., 2003]. Observa-se também, em
intoxicagdes de vanadio, um aumento no nivel de metahemoglobina no sangue
[Zaporowska e Scibior, 1998a; Soares ef al, 2003]. Segundo Hogan [1990], os
eritrocitos expostos in vivo ao vanadio tornam-se mais susceptiveis a hemolise, devido a
uma alteracdo na permeabilidade da sua membrana, que induz alteragdes na pressao
osmotica intracelular. O vanddio afecta também o metabolismo da glucose nos
eritrocitos [Zaporowska e Scibior, 1998a].

Estudos realizados in vitro demonstraram a influéncia do vanadio no transporte
de oxigénio pela hemoglobina. O 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG) ¢ um importante
regulador da afinidade da hemoglobina para o oxigénio. Logo, a eficiéncia do transporte
de oxigénio pela hemoglobina depende da concentracao de 2,3-BPG nos eritrocitos, que
liga as moléculas de hemoglobina diminuindo desta forma a afinidade para o oxigénio.
Eritrécitos humanos incubados in vitro com compostos de vanadio exibiram um
decréscimo no nivel de 2,3-BPG, causando um aumento da afinidade da hemoglobina
para o oxigénio [Zaporowska e Scibior, 1998a].

Em exposi¢des ao metal, observam-se também alteragdes no sistema
leucocitario. Os compostos de vanadio decrescem a actividade fagocitaria dos
macrofagos. Outro efeito descrito € a ac¢do anticoagulante do vanadio, inibindo a
agregacao dos trombdcitos e as actividades dos factores de coagulacdo [Zaporowska e

Scibior, 1998b].
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Presentemente, esta estabelecido o potencial uso de compostos de vanadio como
substitutos da insulina em tratamentos de diabetes tipo I (insuficiéncia na producao de
insulina) e, particularmente, de diabetes tipo II (tolerancia a insulina). Os efeitos destes
compostos insulino-miméticos compreendem a inibi¢ao de varios sistemas enzimaticos
hepaticos, musculares e adiposos que participam colectivamente na utilizagdo e
armazenamento celular de glicose, bem como no bloqueio de acgdes hormonais que se
opdem a ac¢do da insulina [Shechter, 1990; Matsumoto, 1994; Elberg et al., 1998;
Sakurai e Tsuji, 1998].

Para além de reverter in vivo a resisténcia a drogas anticarcinogénicas, por
possuir actividade anti-tumoral, o uso de vanadio também se tem apresentado como um
potencial tratamento para tumores [Colin et al., 1994; Evangelou, 2002; Mukherjee et
al., 2004]. Deste modo, e uma vez que o principal obstaculo a quimioterapia actual ¢ a
resisténcia das células malignas as drogas anticarcinogénicas, o uso de compostos de
vanadio tem-se revelado muito promissor [Colin et al., 1994; Evangelou, 2002;
Mukherjee et al., 2004]. Recentemente, t€ém sido apresentadas evidéncias a favor da
aplicacdo de polioxometalatos como agentes anti-virais, com base na eficacia da
interaccao do vanadato decamérico com enzimas metabolizadoras de fosfato [Pope e
Miiller, 1994; Stankiewicz ef al., 1995; Rehder, 2003].

Deste modo, ainda que em concentragdes vestigiais (1-10 nM) o vanadio possa
exercer uma vasta gama de efeitos benéficos nos organismos vivos, em concentragdes

superiores torna-se toxico [Nechay, 1984].

1.2.5. Bioquimica e metabolismo de vanadio no meio celular
Cré-se que o vanadio exista nos fluidos extracelulares, predominantemente, no estado

de oxidacdo pentavalente (vanadato). Apos entrarem no meio intracelular, através de
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canais 16nicos ndo-especificos, os oligovanadatos sao reduzido a vanadilo, por acc¢do da
glutationa (GSH) ou de outros compostos com grupos —OH [Chasteen, 1983].

Intracelularmente, o vanadio reduzido (vanadilo, VO*") encontra-se ligado a
GSH, transferrina, catecolaminas e outros pequenos péptidos. No plasma, este elemento
existe como monovanadato (H,VOy') estando normalmente ligado a transferrina do soro
e a hemoglobina. Apesar de se registar uma reoxidacdo de uma pequena parte do
vanadilo a vanadato, a complexacao da espécie reduzida impede uma acumulagdo de
vanadato nos sistemas biologicos, impedindo deste modo o dano celular que poderiam
advir dos seus efeitos inibitorios [Chasteen, 1983; Zaporowska e Scibior, 1998a].

Considera-se que cerca de 98% do vanadio intracelular estd presente como
vanadilo, sendo a concentragao de vanadato demasiado baixa para permitir a formagao
da diferentes espécies oligoméricas. Esta deve ser a principal razdo, pela qual, os
estudos toxicologicos in vivo menosprezam os efeitos promovidos pelos diferentes
oligovanadatos nos sistemas bioldgicos. No entanto, foi recentemente proposto que a
espécie decamérica de vanadato ¢ estabilizada apos interaccdo com proteinas do
citoesqueleto e membranares [Ramos et al., 2006].

Os primeiros estudos sobre a interac¢ao do vanadato decamérico com proteinas
foram realizados com ribonucleases, em 1973 [DeMaster e Mitchell, 1973]. Estes ¢
outros estudos demonstraram que a espécie decamérica ¢ potencialmente responsavel
pelos efeitos promovidos nas actividades enzimaticas [Chasteen, 1983]. Desde entdo,
tornou-se evidente que o vanadato decamérico apresenta diferentes vias de ac¢@o nao s
in vitro como in vivo, diferentes alvos e efeitos que os restantes oligomeros de vanadato.
Intracelularmente, o vanadato ¢ reduzido a vanadilo, prevenindo os efeitos toxicos do
vanadio, no entanto esta biorredu¢do depende da razdo entre os elementos redutores e

oxidantes presentes na célula [Zaporowska e Scibior, 1998a]. Contudo, a presenca de
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determinados oligdbmeros de vanadato (a espécie decamérica, por exemplo) pode
impedir a reducao do vanadato. O vanadato decamérico pode também ser formado apds
acidificacdo das células musculares, tornando-se deste modo acessivel a locais de
ligagdo especificos nas proteinas e inacessivel a redugdo, e induzir respostas celulares
distintas das promovidas por outros oligovanadatos (Fig. 1.2) [Aureliano e Gandara,
2005; Soares et al. 2007e]. Deste modo, sugere-se que a espécie decamérica de
vanadato contribua, pelo menos em parte, para os efeitos toxicologicos promovidos pelo

vanadato nos sistemas bioldgicos.

f Agentes antioxidantes
(GSH, enzimas)
Vi —Ac}—vV, voz

E Proteinas
& -
V10 ....... [AC] ...... > V10 proteina-v1o
E
n. E
. LLi

Figura 1.2 — Esquema proposto para os alvos celulares do vanadato decamérico (Vyy):
sugere-se que o Vo seja transportado para o meio intracelular através de canais
anidnicos (AC) e/ou se ligue a proteinas membranares, assim como se forme apods
acidificacdo intracelular; indica-se também a reducao do vanadato monomérico (V;) por
accdo de agentes antioxidantes e a reducao de Vjy por enzimas, assim como, a ligacao
do Vjo a proteinas-alvo que previnam a sua redu¢do; finalmente, propde-se a
acumulacdo de Vjp, em organelos subcelular, como a mitocondria. [Adaptado de

Aureliano e Gandara (2005) e Soares et al. (2007¢)].
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1.3. EFEITO DE VANADATO NO SISTEMA CARDIOVASCULAR

As doencas degenerativas cardiovasculares com patologias renais associadas afectam
grande parte da populacao dos paises desenvolvidos, € a hipertensdo arterial ¢ um dos
problemas de saude publica mais preocupante da actualidade. Embora haja uma
predisposicao genética para sofrer de hipertensao arterial, a exposicdo a metais também
¢ um factor a ter em consideragao.

Sao varios os efeitos desencadeados por exposi¢do ao vanadio, dos quais se
destaca a sua ac¢do nos mecanismos reguladores do sistema cardiovascular,
nomeadamente nas varias enzimas e biomoléculas envolvidas no processo de contrac¢ao
muscular, nomeadamente ao nivel da libertacao de catecolaminas, dos sistemas renina-
-angiotensina-aldosterona e calicreina-cinina, da actividade nervosa, entre outros
[Carmignani et al., 1998].

Estudos sobre os efeitos toxicos de vanadio no sistema cardiovascular
indicaram que este induz vasoconstrigdo em varios orgaos (bago, rim e intestino) e
varias modificagdes cardiovasculares ao nivel fisioldgico [Carmignani et al., 1991]. As
manifestagdes clinicas incluem palpitagdes, em repouso € em exercicio, e insuficiéncia
coronaria transitéria [Sitprija e Eiam-Ong, 1998]. A sugestdo do vanadio induzir
hipertensdao arterial em humanos surgiu quando se observou que este metal ¢ muito
activo nas enzimas envolvidas nos mecanismos de regulagdo do sistema cardiovascular
(Na"K'-ATPase, Ca’"-ATPase ¢ adenilato ciclase) [Nechay, 1984]. Estudos em ratos
sujeitos a uma exposi¢ao cronica (7 e 10 meses) de 100 pugV/ml (100 ppm) de
metavanadato de sodio (NaVO;) na dieta da agua registaram um aumento da
concentragdo do metal no coragdo dos dois grupos, mais significativo nas auriculas
(3 ppb) do que nos ventriculos (0.5 ppb), assim como, um aumento da frequéncia

cardiaca (HR) e da pressdo sanguinea (BP), mantendo-se constante a contractibilidade
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ventricular (CI) [Carmignani et al., 1989; 1992a]. Boscolo et al. [1994] e Carmignani et
al. [1992b] realizaram um estudo similar em ratos expostos durante 7 meses a
concentragdes de 10 e 40 ppm de NaVO; na dieta da 4gua e observaram, tal como
anteriormente, um aumento da BP ndo se alterando a HR e a CI. Para além disso,
observou-se em ambos os trabalhos que o vanadio induziu a libertacdo de
catecolaminas, actuou nos sistemas renina-angiotensina-aldosterona e encefalina, assim
como, nos adrenoreceptores [Carmignani et al., 1989; 1992a; 1992b; Boscolo et al.,
1994]. Assim, a hipertensao arterial observada nesta exposi¢ao cronica deveu-se aos
efeitos do vanadio a nivel dos mecanismos de regulagdo cardiovascular.

Por outro lado, a ocorréncia de dano oxidativo no musculo cardiaco associado a
metais toxicos sugere que este 0rgao apresenta elevada vulnerabilidade a intoxicacao
por metais, tais como vanadio [Jamall ef al., 1989; Tort e Madsen, 1991; Sarkar et al.,
1995; Limaye e Shaikh, 1999]. No entanto, ¢ apesar da abrangéncia dos conhecimentos
adquiridos até ao momento, os fundamentos bioquimicos dos efeitos oxidativos de

vanadio registados in vivo no musculo cardiaco encontram-se por esclarecer.
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1.4. O USO DE PEIXES COMO MODELO BIOLOGICO PARA

ESTUDOS TOXICOLOGICOS

A avaliagdo das implicagdes das actividades antropogénicas no meio ambiente e saude
humana, através do estudo do seu impacto nos ecossistemas marinhos, sao de extrema
importancia quando se sabe que os organismos marinhos sao especialmente sensiveis a

agentes xenobidticos € metais, tais como o vanadio [Nechay, 1986].

Segundo Kelly et al. [1998], os peixes sdo bons modelos experimentais em
estudos de stresse oxidativo, uma vez que exibem respostas toxicoldgicas e adaptativas
semelhantes as dos mamiferos, para além de vérias espécies ictiologicas apresentarem
maior vulnerabilidade aos efeitos toxicos de metais que os mamiferos. Actualmente, os
peixes sdo considerados modelos experimentais de facil obtengdo, manutencdo e
manuseamento, em estudos de toxicologia. Apesar do interesse das espécies ictiologicas
para o estudo de efeitos de stresse oxidativo, os peixes sdo um modelo adequado ao
estudo dos efeitos toxicos do vanadato decamérico, uma vez que a sua temperatura
fisiologica esta espécie oligomérica de vanadato apresenta-se relativamente estavel para
permitir a promocao de efeitos diferentes dos induzidos pelo vanadato monomérico

[Soares et al., 2007a].

1.4.1. Acumulacio de vanadio em peixes

A dificuldade de analisar o vanadio nos organismos, devido a sua complexa bioquimica,
¢ uma das razdes pela qual existem escassos dados comparando com outros metais
pesados, tais como caddmio, cobre, chumbo e zinco, entre outros [Miramand e Fowler,

1998].
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Nos peixes a acumulacdo de vanadio directamente pela dgua € um processo
gradual que resulta numa acumulacdao relativamente baixa deste metal nos tecidos
internos. Enquanto outros metais pesados, como o cadmio, tendem a ser acumulados
nos tecidos em factores de concentragdo de 1 a 5x10%, em exposicoes de duas a trés
semanas com °V na dgua do mar os factores de concentracio mais elevados sdo
inferiores a 10 e sdo detectados em tecidos com contacto directo com a dgua do mar
(branquias, pele) ou no aparelho digestivo. Nas mesmas condic¢des, o figado, rins, baco
e musculo dos peixes expostos apresentam valores basais de concentracao deste
elemento, indicando que nestes 6rgdos a acumulacdo de vanadio ¢ muito reduzida ou
mesmo nula [Miramand et al., 1992; Miramand e Fowler, 1998]. Os resultados destes
estudos indicam que, provavelmente devido a sua forma anidnica na dgua do mar, o
vanadio € relativamente ndo reactivo em substratos bioldgicos [Miramand e Fowler,
1998].

Também ¢ improvavel que a ingestdo de alimento represente a via preferencial
de entrada de vanadio nos peixes. Em experiéncias com o peixe bentonico Gobius
minutus com uma unica ingestio de camardo marcado com **V verificou-se que pouco
vanadio foi absorvido ao longo do aparelho digestivo (2-3 %), e a quantidade
acumulada foi rapidamente excretada através dos rins e branquias [Miramand et al.,
1992].

Apesar do coracao ndo ser um dos locais de acumulacdo preferencial de metais,
¢ um orgdo vulneravel ao stresse oxidativo induzido por metais. Estdo descritas
alteragdes nas respostas do tecido cardiaco ao stresse oxidativo em individuos da
espécie Halobatrachus didactylus expostos (administragdo intraperitoneal), durante 1 e
7 dias, a solugdes de vanadato (5 mM vanadio total), tendo-se registado uma diminui¢do

da actividade das enzimas de defesa antioxidante (dismutase de superdxido e catalase)
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associada a um aumento da peroxidagdo lipidica, sendo sugerido que a espécie
decamérica de vanadato induz efeitos mais severos que as restantes espécies
oligoméricas [Aureliano et al., 2002]. Estudos histoldgicos, realizados nas mesmas
condigdes, referem que os diferentes oligovanadatos causam lesdes nos tecidos renal e
hepatico, apesar de nao se detectarem alteracdes no tecido cardiaco [Borges et al.,
2003]. No entanto, os mesmos autores sugerem que, apesar de ndo se observarem
alteragdes tecidulares evidentes, o coracao ¢ um 6rgao sensivel e fortemente afectado

pela toxicidade de vanadio.
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Capitulo 2

CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES DE VANADATO

2.1. INTRODUCAO

O vanadio ¢ um elemento de transicdo membro do grupo VB da tabela periddica, com
uma configuragdo electronica [Ar]3d°4s® ¢ massa molecular de 50.94 g/mol, cinzento-
-azulado e resistente a corrosdo, que ndo ocorre na natureza na sua forma metalica livre
devido a sua propensdao em reagir com outros elementos, particularmente o oxigénio

[Greenwood ¢ Earnshaw, 1997].

2.1.1. Vanadio e a sua quimica complexa

O vanadio exibe uma quimica extremamente rica devido, em parte, a sua flexibilidade
para adoptar varias geometrias de coordenacdo e a sua capacidade oxido-redutora nas
condigdes observadas nos ecossistemas [Crans ef al., 1998]. A quimica complexa deste
metal ¢ caracterizada por multiplos estados de oxidagdo. Este metal existe nos estados
de oxidacao de -1 a +5, sendo os estados de valéncia mais comuns o +2, +3, +4 e +5.
Dos quatro estados de oxidacdo mais comuns e estaveis em solucdes aquosas, somente
o +3 (forma vanadica), +4 (vanadilo) e +5 (vanadato) sdo biologicamente importantes,
sendo o estado +2 muito redutor para existir em organismos vivos [Chasteen, 1983;
Nechay, 1984; Harland e Harden-Williams, 1994; Crans ef al., 1998; Barceloux, 1999].
O 130 vanadico (+3) parece ocorrer apenas nos vanadocitos da hemolinfa dos tunicados.
Nos mamiferos, em condigdes fisiologicas, o vanadio encontra-se nos estados de

oxidacao +4 ¢ +5 [Chasteen, 1983; Wilkins e Wilkins, 1997].
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2.1.2. Espécies de vanadio(V), vanadato

O vanadio pentavalente, ¢ o estado de oxidacdo mais estavel nos valores de pH
usualmente encontrados em sistemas biologicos. As solugdes aquosas de vanadato sao
incolores e consistem numa mistura em equilibrio de diferentes oligdmeros (Vi-Vi)
com diferentes estados de protonagdo [Crans et al., 1998]. Os estados pentavalentes
incluem o metavanadato (VOs’), o ortovanadato (H,VOy) e o pirovanadato (Vo077
[Nechay, 1984; Harland e Harden-Williams, 1994; Barceloux, 1999]. Os compostos
pentavalentes sdo geralmente os mais toxicos [Barceloux, 1999].

Em condi¢des neutras e num intervalo de concentracdes entre uM e mM, as
formas predominantes de vanadato sio o monomero (V; — H,VOy), dimero (V, —
H2V2072'), tetramero ciclico (V4 — V40124'), pentamero ciclico (Vs — V50155') e
decamero (Vi — V100286'). As espécies decaméricas (Vyy), HV 0028 (HVyo) e
H2V100284' (H2Vyo) surgem a valores de pH entre 2.5 e 7.0, apresentando uma cor
amarelo-alaranjada [Crans ez al., 1998]. O vanadio tetravalente, vanadilo (VO*"), exibe
em solugdo aquosa uma cor azulada. Este id0 ¢ estavel a valores de pH acidicos, mas

acima de pH 2-3, ¢ instavel e rapidamente oxidado a vanadato [Chasteen, 1983].

—log[V]tota]

Vo,

10 12 14

Figura 2.1 — Espécies de vanadato (+5) predominantes em solu¢do aquosa em funcao

do pH. [Adaptado de Chasteen (1983)].
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As espécies de vanadio predominantes em solugdo aquosa, variam em funcao do
pH e da concentracao total do elemento (Fig. 2.1). Dada a facilidade com que as
espécies de vanadio se interconvertem em condigdes fisioldgicas, qualquer estudo que
envolva compostos de vanadio deve considerar a quimica subjacente envolvida [Crans

et al., 1998].

2.1.3. Oligovanadatos presentes nas solu¢oes de vanadato
Apesar de ser possivel obter solugdes concentradas de vanadato compostas por uma
unica espécie de vanadio(V), as solugdes denominadas de “monovanadato” (contendo
presumivelmente sO espécies monoméricas, V) e ‘“decavanadato” (espécies
decaméricas, Vjp) encontram-se frequentemente contaminadas com outras espécies
oligoméricas [Aureliano e Madeira, 1998]. Foram desenvolvidos método distintos para
a preparacdo de solu¢des de vanadato contendo unicamente espécies Vi ou Vjg, no
entanto, estudos espectroscopicos por ressonancia magnética nuclear (RMN) revelaram
que, em ambas as solugdes, estdo presentes mais do que uma espécie de vanadato e que
a solugdo de “decavanadato” se encontrava significativamente contaminada com
espécies Vi, enquanto que a solu¢ao de “monovanadato” contém, em adi¢do a espécie
ortovanadato (V;), também pirovanadatos (V;) e metavanadatos (Vi, Vs) [Aureliano e
Madeira, 1994]. Torna-se, deste modo, dificil atribuir o efeito promovido por uma
determinada solu¢do de vanadato no sistema bioldgico em estudo a(s) respectiva(s)
espécie(s) que a constitui.

O termo “metavanadato” ¢ habitualmente usado para referir a mistura incolor de
oxovanadatos em soluc¢ao aquosa, com a forma empirica (VO3') e surgiu por analogia ao

“metafosfato” (PO;3") [Pope, 1983]. No presente trabalho adoptou-se a designagdo de
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“metavanadato” para uma solucdo contendo oligovanadatos de V; a Vs e
“decavanadato” para uma solugdo contendo maioritariamente V.

Nas solucdes de vanadio(V), as diferentes espécies oligoméricas de vanadato
(n = 1-10) podem ocorrer simultancamente em equilibrio, ou seja, espécies
monoméricas (V), diméricas (V>), tetraméricas (V4) e decaméricas (Vyo), € em alguns
casos, com diferentes estados de protonagdao e conformacionais. A predominancia de
determinada(s) espécie(s) em solu¢ao ¢ depende de pH, concentracdo e forca idnica
[Heath e Howarth, 1981; Petterson et al., 1985; Pope, 1983; Rehder, 1991]. No entanto,
a pH neutro e na gama de concentragdes geralmente usadas nos estudos bioquimicos (de
uM a mM) as espécies predominantes sao o Vi, o V,, 0 V4 e o pentdmero (Vs). Em
solugdo, estas espécies atingem o equilibrio muito rapidamente (na escala de
milissegundos) devido a trocas entre &tomos de vanadio e oxigénio [Crans et al., 1990].

A espécie Vi, vulgarmente designada de vanadato, possui trés estados distintos
de protonagao (HVO42', H,VO, e H3VO,), resultantes da protonacdo do ortovanadato
(VO43 ). A pH neutro, o V| encontra-se mais comummente na forma de H,VO4. O V;
pode, por sua vez oligomerizar-se formando dimeros (H;V,07), tetrimeros (V40124') e
pentameros ciclicos (VsO,s>), assim como tetrdmeros e pentdmeros lineares [Crans et
al., 1990].

Tém-se desenvolvido métodos para a preparagdo de solugdes contendo
unicamente espécies V; ou Vi, no sentido de avaliar a contribuicdo destas espécies nos
efeitos promovidos pelo vanadato em sistemas bioldgicos [Aureliano e Madeira, 1998;
Aureliano e Gandara, 2005]. As solu¢des de decavanadato sdo compostas unicamente
por espécies Vg, no entanto, quando estas desoligomerizam surge em solugao V; (Fig.
2.2). As solucdes de metavanadato contém para além de V) outras espécies de

metavanadato, tais como V, e V4 ciclico (Fig. 2.2). Em determinas condig¢des, as
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espécies Vjo (responsaveis pela coloragdao laranja que as solugdes de decavanadato
apresentam) decompdem-se em V; (solucdes incolores), enquanto que as solugdes de
metavanadato (solu¢des de coloragcdo amarela ou incolores dependendo da concentragao
de vanadatos), contém oxovanadatos, tais como Vi, V, e V4 (Fig. 2.2) [Howard e

Jarrold, 1973; Amado et al., 1993].

|/ \ \Y; W HV
:J/Q\QV“ Y ﬁ 1 ﬁr

Metavanadato, pH 6-7 Decavanadato, pH 4-6

Figura 2.2 — Os oligdmeros de vanadato podem ocorrer simultaneamente em equilibrio
em solucdes aquosas. Oligomeros de vanadato: V), monomérico desprotonado e
monoprotonado (HV)); V,, dimérico; V4 tetramérico ciclico; Vjo, decamérico. A
espécie decamérica de vanadato (responsavel pela coloragdo laranja que as solugdes de
decavanadato apresentam) decompde-se em vanadato monomérico (solucdes incolores),
enquanto que as solu¢des de metavanadato (solucdes de coloragao amarela ou incolores
dependendo da concentragao de vanadatos), cont€ém oxovanadatos ldbeis em rapido
equilibrio, tais como Vi, V, e V4 (ciclico). Nas representagdes das espécies oligoméricas
de vanadato sdo indicados os atomos de vanadio (®), de oxigénio (O) e de hidrogénio

(0). [Adaptado de Howard e Jarrold (1973) e Amado et al. (1993)].

Segundo Pope [1983], apesar de instavel a pH >7, a espécie Vo mantém a sua
integridade por periodos de tempo até¢ 2 dias, devido a possuir uma taxa de
desoligomerizagdo lenta, contrariamente aos oxovanadatos labeis presentes nas solugdes

de metavanadato.
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2.1.4. Formacao de complexos vanadato-ligando biogénico

E de extrema importancia a caracterizagdo e controlo das condigdes de reac¢do, com o
objectivo de assegurar a reproducibilidade e a ndo ocorréncia de artefactos,
principalmente quando se sabe que o vanadato interactua com varios dos tampdes
rotineiramente utilizados nos ensaios experimentais. Para além disso, ¢ comum a
adicao, aos meios de reaccdo, de determinados compostos que poderdo eventualmente
ocultar o efeito promovido pelo vanadio no sistema em estudo.

Em geral, o tampao mais adequado ao estudo da quimica do vanddio e dos seus
efeitos em cinéticas enzimaticas, que ndo envolvam quimicas de oxido-redugdo, ¢ o
HEPES, acido(N-2-hidroxietil)piperazina-N’-2-etano sulfonico [Crans et al., 1989]. O
vanadato ndo interactua significativamente com este tampao e a estabilidade dos
complexos formados em solucdo aquosa parece nao ser afectada. No entanto, quando o
tampao HEPES nao ¢ compativel com o sistema enziméatico em estudo, o uso do tampao
Tris (2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol) ¢ o mais aconselhado, desde que usado
em concentragdes reduzidas, uma vez que uma solugdo contendo 20 mM Tris ¢ 1| mM
vanadato ird conter a pH neutro aproximadamente 0.01 mM de complexo vanadato-Tris
[Tracey e Gresser, 1988]. Outros compostos com capacidade tampao de pH, tais como o
TAPS, acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropano sulfonico; MES, acido 2-(N-
-morfolino) etanosulfonico; Pipes, piperazina-N,N’-bis(acido 2-etanosulfonico); ou,
acetato podem ser usados em estudos com vanadato, ainda que ocorra a formacao de
complexos vanadato-tampao para concentragdes elevadas [Crans, 1994]. Para o estudo
das interaccdes de vanadatos com enzimas, monitorizadas através das reaccdes de
oxido-redugdio NADH/NAD" ou NADPH/NADP’, o imidazole ¢ o tampao de eleigo,
uma vez que os tampdes HEPES e Tris suportam a reac¢ao quimica entre o vanadato e o

cofactor NADH ou NADPH [Vyskocil et al., 1980]. De entre os tampdes a evitar,
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incluem-se a trietanolamina; tricina, N-tris(hidroximetil)metil-glicina; bicina, N,N’-
bis(2-hidroxietil)glicina; fosfato; citrato; e, glicilglicina [Crans, 1994]. O vanadato
interactua fortemente com todos estes tampdes, formando complexos e como tal,
resultando em solu¢des de vanadato contendo concentragdes reduzidas de vanadato livre
para interagir com o sistema, ou outras biomoléculas, em estudo.

Por outro lado, o vanadato pode também formar complexos com alguns dos
aditivos adicionados as preparagdes proteicas para promover a estabilidade das
proteinas. Compostos como EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) e citrato sao
muitas vezes adicionados para proteccdo contra metais pesados e os seus efeitos
nefastos; compostos como o DTT (ditiotreitol) ou B-mercaptoetanol sdo adicionados
para manuten¢do de um ambiente redutor e prevencao da oxidacdo proteica; compostos
como o glicerol ou a sacarose sdo adicionados para preservacao das proteinas durante a
sua congelacdo. Crans [1994] descreveu a formag¢dao de um complexo muito estavel
entre o catiio VO, e o anido EDTA, para concentra¢des de vanadato e ligando na
ordem de uM. Desta forma, devem ser usados substitutos do EDTA tais como o EGTA,
acido etilenoglicol-bis(-aminoetileter)N,N,N’,N’-tetra-acético, menos efectivos na
complexagdo com o vanadato [Crans ef al., 1989]. O composto DTT, por sua vez, reduz
rapidamente o vanadato a vanadilo. Ainda que menos eficaz na promocdo desta
reducdo, o P-mercaptoetanol também induz o mesmo efeito, pelo que, sempre que
possivel, deverdo ser evitados os tiois como elementos constituintes dos meios de
reaccdo [Crans, 1994]. Demonstrou-se ainda que o vanadato forma complexos com
glicerol [Crans, 1994] e sacarose [Aureliano e Madeira, 1998], pelo que deverdo ser
igualmente evitados nos meios reaccionais ou tidos em consideragdo para a analise dos

efeitos promovidos pelo vanadato.

31



Solucoes de vanadato

Resumindo, uma vez que cada sistema bioldgico requer tampdes e aditivos
especificos para a manuten¢do das suas propriedades e actividades, e na consequente
impossibilidade de seleccionar um meio de ensaio ideal para todos os sistemas, sugere-
-se que se encontre aquele que melhor se adeque ao sistema em estudo € com o qual o

vanadato interactue o minimo possivel.

2.1.5. Caracterizacio das solucdoes de vanadato por espectroscopia de absorcao
ultravioleta/visivel
O estudo das regides ultravioleta e visivel (UV/Vis) do espectro electromagnético
baseia-se na absor¢do desta radiagao por parte do grupo cromoforo (unidade estrutural
de determinado composto que absorve de modo mensuravel a radiagdo incidente). De
acordo com a lei de Lambert-Beer, esta absor¢ao ¢ proporcional a concentracdo de
cromoforo (e consequentemente, ao composto que o possui). Assim, as técnicas
associadas as regidoes UV/Vis do espectro electromagnético de um determinado
composto nao sé constituem um método de analise quantitativa, baseando-se no facto de
certos cromoforos absorverem a comprimentos de onda especificos, como também
permitem uma analise qualitativa do composto, tanto no seu estado puro como em
misturas bioldgicas. Dado que muitos desses compostos possuem espectros de absor¢ao
caracteristicos nas regides UV/Vis, que permitem a sua identificacdo, estas técnicas
podem ainda facultar informagdes relativas a alteragdes ocorridas no ambiente fisico-
-quimico desse cromdforo.

A espectroscopia de absor¢ao UV/Vis foi uma das primeiras técnicas utilizadas
para esclarecer alguns aspectos da quimica do vanadio(V), tais como a caracterizagdo de
diferentes espécies oligoméricas de vanadato [Ingrid e Brito, 1959; Borgen et al., 1977,

Coan et al., 1986; Legrum, 1986]. A cor amarelo-alaranjada observada nas solugdes de
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vanadato deve-se a uma absor¢do intensa na zona terminal do UV. Foi determinado o
espectro de absor¢do na regido do UV, para cada espécie de vanadato, através do
calculo de constantes de equilibrio de formacgdo das diversas espécies oligoméricas de
vanadato [Borgen et al., 1977]. No entanto, a sobreposi¢ao dos espectros de absorvéncia
para cada isomero de vanadato, levou a adopgao preferencial da espectroscopia de RMN
do is6topo 51 de vanadio (RMN de °'V), onde as ressondncias de cada espécie de

vanadato se encontram bem resolvidas [Wilson e Walker, 1999].

2.1.6. Caracterizacdo das solucoes de vanadato por espectroscopia de ressonincia
magnética nuclear

A RMN ¢ uma técnica espectroscoOpica que monitoriza a absor¢do de energia associada
a transicoes de nucleos entre niveis de energia magnética nuclear adjacentes. Esta
energia ¢ medida como uma fun¢cdo do campo magnético externo aplicado, sendo o
resultado um espectro de absor¢do em fungdo da forga do campo [Cantor e Schimmel,
1980].

A andlise dos parametros dos sinais de um espectro de RMN de um determinado
nucleo molecular fornece informagdes sobre a estrutura da molécula, as interacgdes
intermoleculares e ainda, sobre os processos dinamicos em solugdo. Embora a maioria
da informagdo obtida seja de natureza qualitativa, a espectroscopia de RMN pode
fornecer também dados quantitativos relevantes.

As bandas de ressonancia de forma lorentziana, na regido das radiofrequéncias
do espectro electromagnético, que constituem um espectro de RMN, apresentam os
seguintes parametros espectrais (Fig. 2.3): 1) desvio quimico, & (posi¢do de cada banda
relativamente ao desvio quimico da referéncia, dy); 2) amplitude (altura do sinal em

unidades arbitrarias); 3) intensidade (4rea da banda); 4) largura a meia altura, Avy,
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(medida da largura do sinal a metade da amplitude maxima, em Hz); 5) constante de
acoplamento de spin, J (separacdo, em Hz, entre os sinais de um multipleto); 6) tempos
de relaxacdo de spin nuclear longitudinal (T;) e transversal (T;) [James, 1975]. A
analise destes parametros pode ser usada para a obtencao informagdes sobre a estrutura,
ambiente quimico, mobilidade, concentracdo, interaccdo entre moléculas, ou ainda

sobre processos cinéticos.

T

}<— Amplitude

Largura a

meia altura, Avq, Referéncia

—{y
T
J\ A A ) /%//////,, IntenS|dade (Area) A J A

Figura 2.3 — Parametros espectrais de ressonancia magnética nuclear. [Adaptado de

James (1975)].

\\\\\\\\\\\\\\\\‘\

Os desvios quimicos (9) reflectem a mudanga do ambiente quimico em torno do
nucleo, sendo o alargamento do sinal uma consequéncia de processos dindmicos em
solucdo. Os desvios quimicos podem ser expressos em termos da frequéncia (Hz) a que
um sinal surge relativamente a um sinal de referéncia. No entanto, uma vez que o desvio
quimico ¢ dependente da intensidade do campo magnético aplicado, ¢ preferivel
expressd-lo em fungcdo do campo magnético necessario para obter a condicao de
ressonancia. Consequentemente, o desvio quimico ¢ usualmente referido com um
numero adimensional, expresso em partes por milhdao (ppm).

O valor da Avy, de um sinal de RMN encontra-se directamente relacionado com
o tempo de relaxacdo spin-spin (relaxagdo transversal, T;) do nucleo em questdo

(Equagdo 2.1).
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AU% :nle2 [Eq. 2.1]

Para o valor de Av,, ndo contribui somente o valor de T,, que representa o tempo
relativo ao processo de relaxacdo spin-spin, mas também a heterogeneidade do campo
magnético exterior [Gil e Geraldes, 1987]. Quando um nucleo quadrapolar ¢ colocado
sob a ac¢ao de um campo magnético, o valor de T, depende inversamente do tempo de
correlagdo rotacional (t;) do sistema que por sua vez, varia com a dimensao da molécula
(suposta esférica) e com a viscosidade do meio onde ela se move. Deste modo, o tempo
de correlagdo rotacional aumenta na presenca de macromoléculas, solugdes viscosas e
temperaturas baixas. O valor de T, depende ainda de outros factores que afectam a
relaxacdo spin-spin, assim como o valor da largura do sinal a Avy,. Uma contribui¢do
por vezes importante resulta da presenca de substancias paramagnéticas em solucao que
ao afectar o valor de Avy,, o sinal de RMN deixa de ser observavel.

As propriedades magnéticas do vanadio adequam-se ao estudo deste elemento
por espectroscopia de RMN. O isétopo 51 de vanadio (°'V) tem uma abundéncia natural
de cerca de 100%, um spin nuclear de 7/2 e apresenta uma sensibilidade de 39%
relativamente ao 'H. Apesar do °'V possuir um momento quadrangular, este ¢ muito
pequeno, ndo sendo os sinais detectados excessivamente largos (Avy, entre 60 e 100 Hz,
no caso dos vanadatos tetraédricos ou aproximadamente tetraédricos) [O’Donnel e
Pope, 1976; Heath e Howarth, 1981; Rehder, 1982; Drakenberg, 1986; Howarth, 1990].
Estas caracteristicas tornam o niicleo de >'V um dos mais bem sucedidos em estudos de
RMN, particularmente em estudos que envolvem as espécies diamagnéticas (como as de
vanadadio(V)), uma vez que, para as espécies paramagnéticas (como as do

vanadio(IV)), os sinais alargam-se tanto que deixam de ser observaveis [Chasteen,

1983; Rehder, 1982].
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Cada espécie de vanadato origina ressonancias bem resolvidas no espectro de
RMN, cuja localizagdo ¢ sensivel ao estado de protonacdo da solugao (Tabela 2.1)
[Crans e Amin, 1998]. Uma vez que as diversas espécies t€ém tempos de relaxacdo
semelhantes [Heath e Howarth, 1981], a integracdo dos sinais fornece a fracgao molar
de cada espécie que pode ser usada para calcular as concentragdes de cada oligobmero

[Crans, 1994].

Tabela 2.1 — Formulas, valores de pKa, desvios quimicos, cor e estrutura das principais

espécies de vanadato em solugdo aquosa. [Adaptado de Crans et al. (1990)].

Formula pKa Desvio quimico (ppm) Cor e estrutura
VO43' - -541.2 incolor; linear
HVO42' ~12 -538.8 incolor; linear
H,VO4 7.1 -560.4 incolor; linear
V2074' - -561.0 incolor; linear
HV2073' 8.9 -563.5 incolor; linear
H, V2072' 7.2 -572.7 incolor; linear
V40136' - -564 a 572 incolor; linear
HV,05™ 8.3 - -
V401" - -574.9 incolor; ciclica
V505> - -582.7 incolor; ciclica
V10005 - -423,-497, -514 amarelo/laranja; cluster
HV100285 i 5.7 -424, -500, -516 amarelo/laranja; cluster
H2V100284' 3.6 -425, -506, -524 amarelo/laranja; cluster
H3V100283 . 1.6 -427, -515, -534 amarelo/laranja; cluster
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Em geral, ¢ possivel obter uma boa correlacdo entre as simetrias do centro de
coordenagdo (tetraédrica, octaédrica, bipiramidal trigonal) e os desvios quimicos (que
variam entre -480 e -600 ppm relativamente a referéncia VOCIl3) ou as larguras a meia
altura dos sinais de RMN de °'V [Rehder, 1982]. Em nucleos com momentos
quadrapolares, os valores de Avy, dependem da simetria de coordenacao, contribuindo a
formagao de compostos com simetrias distorcidas para o aumento deste valor, como € o
caso do complexo VO,(EDTA)> (Tabela 2.2). As espécies de vanadio ligadas a
proteinas também apresentam um alargamento do sinal, devido a um aumento do tempo
de correlagdo rotacional e/ou a reducdo na simetria do campo eléctrico devido a um
atomo dador da proteina na esfera de coordenagdo do vanddio [Crans et al., 1990;
Wittenkeller et al., 1991]. Se uma determinada espécie de °'V na presenga de uma
proteina sofrer um alargamento acentuado do seu sinal de RMN, ¢ possivel que esse
alargamento resulte de uma interac¢do (covalente ou ndo) dessa espécie com a proteina
num regime de troca répida entre a espécie livre em solucdo e a espécie complexada

[Crans et al., 1990; Wittenkeller ef al., 1991; Crans, 1994].

Tabela 2.2 — Valores de largura a meia altura (Avy,) registados em vérios tipos de

coordenacdo de 4tomos de vanadio. [Adaptado de Rehder (1982)].

Simetria do vanadio Complexo ou espécie Avy,
Tetraédrico VOCl3; VO~ <10-60
Quase tetraédrico H2VOy; “VO43"‘ 80
Tetragonal V401" V3067 150-180
Tetragonal V10025" 150 (10A)
(com atomos de vanadio vizinhos) V100286' 150 (IOB)1
V10025 350 (10C)"
Rombico VOL(EDTA)* 800

'10A, 10B e 10C: referem-se as trés bandas que se observam no espectro de RMN de

51 \ L .
V, correspondentes a espécie decamérica de vanadato.

37



Solucoes de vanadato

2.1.8. Estudo da reducio de vanadato a iAo vanadilo por espectroscopia de
ressonancia paramagnética electronica
A espectroscopia de ressonancia paramagnética electronica (RPE) baseia-se em
principios fisicos semelhantes aos da espectroscopia de RMN e tem em atencao o facto
de um electrdo desemparelhado possuir também um momento magnético de spin
quando sujeito a accdo de um campo magnético externo. No entanto, o momento
magnético de spin associado a um electrio desemparelhado é 10° vezes superior ao do
nucleo e, consequentemente, enquanto que os ensaios de RMN sdao medidos na gama de
frequéncias dos MHz (zona das radio-ondas do espectro electromagnético), a RPE
requer frequéncias na gama dos GHz (zona das micro-ondas) [Cantor e Schimmel,
1980].

As caracteristicas dos sinais de um espectro de RPE de uma dada molécula com
um electrdo emparelhado podem ser afectadas por dois factores: o factor g ¢ a
interaccao nuclear hiperfina (Fig. 2.4). Para um electrao livre no vacuo, o factor g tem
um valor de 2.0023, no entanto, pode ter varios valores para amostras paramagnéticas
diferentes. Deste modo, os valores experimentais de g podem ser usados na
identificacdo do respectivo grupo quimico paramagnético. A interaccdo nuclear
hiperfina de um electrdo desemparelhado com um nucleo possuindo um namero
quantico de spin I origina 21 + 1 linhas no espectro de EPR [Cantor e Schimmel, 1980].
O espago entre as linhas depende da forga de acoplamento e designa-se de constante
isotropica hiperfina de acoplamento (A). Tanto o factor g como A sdo sensiveis a
orientacdo da molécula relativamente ao campo externo, a mobilidade molecular, assim
como, a polaridade do ambiente local e, como tal, a andlise dos sinais de RPE pode
facultar informagdes sobre a estrutura, mobilidade e polaridade da molécula em estudo

[Cantor e Schimmel, 1980].
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A — Constante de interacg¢ao hiperfina (g)

Figura 2.4 — Parametros espectrais de ressonancia paramagnética electronica.

A espectroscopia de RPE ¢, regra geral, o método preferencial para a
caracterizaco do ido vanadilo (VO*"), e seus complexos, nomeadamente com proteinas.
O vanadilo ¢ caracterizado por quatro ligandos equatoriais e um axial correspondente ao
grupo 0xo na posi¢ao trans, assumindo assim uma posicao octaédrica. Devido ao spin
nuclear (I = 7/2) e & anisotropia da molécula, o electrio desemparelhado de VO*'
origina um espectro de RPE composto por duas séries de oito transigdes
correspondentes a frac¢ao de moléculas com a ligagdo V=0 alinhada paralelamente ou
perpendicularmente ao campo magnético. O centro de cada série de oito transi¢des € o
espaco entre elas ¢ definido pelos valores de g e A, respectivamente. A magnitude
destes valores, por sua vez, depende da for¢a de acoplamento hiperfino entre o electrdo

desemparelhado ¢ o nicleo de>'V [Chasteen, 1983].
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2.1.9. Objectivos

Esta seccdo tem por objectivo caracterizar as espécies oligoméricas de vanadato
presentes nas solugdes de decavanadato e metavanadato, por espectroscopia de absor¢ao
UV/vis e RMN, nas condi¢des experimentais do presente estudo. Para além da
identificacao e determinagdo da concentragao das espécies oligoméricas nas solugdes de
vanadato, pretende-se analisar a estabilidade das espécies decaméricas de vanadato nas
diferentes condi¢des experimentais estudadas (apos administragdo in vivo; estudos in
vitro com mitocondrias isoladas; e em culturas primarias de miocitos cardiacos) e a sua
interaccdo com os sistemas analisados. Por ultimo, monitorizou-se a eventual
redug¢do/decomposi¢do do vanadato decamérico a pH neutro, com a concomitante

formacdo de vanadio(IV) por espectroscopia UV/Vis e RPE.
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados, de elevado grau de pureza, foram obtidos através de empresas
especializadas, nomeadamente o metavanadato de amonia (NH4VO;) foi adquirido a
companhia Riedel-de Haén e o sulfato de vanadilo (VOSO4) a empresa Aldrich. A
caracterizacdo ¢ o estudo da estabilidade das espécies oligoméricas de vanadato, nas
condigdes experimentais dos estudos realizados com culturas primarias de
cardiomiocitos de rato (Secg¢do 5), foram executados em meio de crescimento
Dulbecco’s modified Eagle’s medium F-12 (DMEM) sem vermelho de fenol (D-6434,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), evitando deste modo a interferéncia da
absorvéncia deste indicador de pH nos estudos de espectroscopia UV/visivel (Seccao

2.2.3)).

2.2.2. Preparacio de solucoes de vanadato
As solucdes concentradas de metavanadato (50 mM, pH aproximadamente 7.0) foram
preparadas a partir de metavanadato de amonia. As solucdes concentradas de
decavanadato foram obtidas apds acidificacao (com HCI) das solucdes de metavanadato
a pH 4.0 [Aureliano e Madeira, 1994]. Quando ajustada a pH 4.0, a solucao de
metavanadato muda de cor amarelo claro para laranja, indicativo da presenca de
espécies decaméricas (V). As solugdes foram armazenadas a 4 °C e mantidas a esta
temperatura durante a sua utilizagao.

Imediatamente antes da administracdo intravenosa das solu¢des, o pH das
solucdes de decavanadato foi sempre ajustado a aproximadamente 7.0 com NaOH;
ambas as solugdes foram diluidas para a concentracdo de administracao (1 ou 5 mM) em

solugdo fisiologica (NaCl 0.9%) e mantidas a 4 °C até a sua administragdo.
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Também na realizacdo dos estudos in vitro com mitocondrias isoladas (Secgao
4) e durante tratamento dos midcitos cardiacos (Secgdo 5), as solugdes de vanadato
usadas foram acertadas a pH 7.0 imediatamente antes de serem diluidas para a
concentragdo desejada (gama uM), nos respectivos meios de diluicdo, e adicionadas aos
meios reaccionais utilizados nos estudos in vitro ou ao meio de cultura dos

cardiomidcitos.

2.2.3. Caracterizacdo das solucdes de vanadato por espectroscopia de absorcio
ultravioleta/visivel

Os espectros de absorcdao ultravioleta/visivel (UV/Vis) de 1 mM vanadio total das
solucdes concentradas de decavanadato e metavanadato foram adquiridos em
espectrofotometros de duplo feixe Hitachi U-2000 e Shimadzu modelo UV-2401 PC
(espectrofotometro computadorizado), nas seguintes condi¢des: fenda, 1 nm; intervalo
espectral, 230-750 nm; velocidade de varrimento, 60 nm/min; temperatura, 25 ou 37 °C;
e, em células de quartzo com 1 cm de percurso Optico. A correc¢do da linha de base foi
realizada com o meio de ensaio onde as solugdes de vanadato foram diluidas (NaCl
0.9%, tampao de respiracdo mitocondrial e DMEM sem vermelho de fenol). Apds a
aquisicao dos espectros caracteristicos das solu¢des de vanadato obtiveram-se espectros
da 2% derivada e o grafico de In absorvéncia versus tempo a partir dos espectros de

absor¢ao e do grafico de absorvéncia versus tempo, respectivamente.

Estudo da estabilidade das solucoes de decavanadato
Apesar da instabilidade das espécies decaméricas de vanadato, a pH 7.0, ser descrita em
varios estudos [Pope, 1983; Aureliano e Madeira, 1998], apenas recentemente se

determinou a estabilidade das espécies Vjo nas solugdes de decavanadato, ou seja, o
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tempo de permanéncia destes oligbmeros em solugao [Soares et al., 2003; Gandara et
al., 2005; Ramos et al., 2006; Soares et al., 2006; 2007a; 2007b; 2007c]. A estabilidade
do vanadato decamérico varia com as condi¢des experimentais (temperatura, pH, forca
i6nica, composicdo do meio de diluigdo) e pode ser facilmente avaliada por
espectroscopia UV/Vis. Apds o ajuste do pH da solugcdo de decavanadato (solugdo
concentrada a pH 4.0) a 7.0 com NaOH, diluiram-se as solu¢des concentradas de
decavanadato e metavanadato para uma concentragao final de 1 mM e monitorizou-se o
desaparecimento (desoligomerizacao) das espécies decaméricas de vanadato a 400 nm,
durante um maximo de 6 h, nos diferentes meios usados neste estudo (NaCl 0.9%,

tampao de respiracao mitocondrial e DMEM).

2.2.4. Caracterizacido das solucées de vanadato por espectroscopia de ressonincia
magnética nuclear do isétopo 51 de vanadio

A caracterizacdo dos oligdbmeros de vanadato presentes nas solugdes de decavanadato e
metavanadato utilizadas ao longo deste trabalho foi realizada por espectroscopia de
RMN do is6topo 51 de vanadio (°'V). Os espectros de RMN foram adquiridos num
espectrofotometro Briiker AM-400 MHz equipado com uma sonda multinuclear inversa
de 5 mm. As amostras das solu¢des de vanadato (500 pl) suplementadas com 10% D,O
foram colocadas em tubos de RMN de 5 mm de didmetro, irradiadas a uma frequéncia
de 105.2 MHz e os espectros adquiridos a temperatura ambiente da sonda. Foram
utilizadas transformadas de Fourier com um alargamento das bandas (LB) de 20 Hz
para o processamento dos espectros e os desvios quimicos de °'V foram expressos
relativamente a referéncia externa, VOCIl; (0 ppm), tendo-se usado a espécie tetramérica

de vanadato como referéncia interna (-578 ppm a pH 7.0) [Heath e Howarth, 1981].
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As condi¢des espectrais de aquisi¢do — largura do pulso (11 ps), largura
espectral (45 455 Hz), tempo de aquisicdo (0.045 s), tempo de excitagdo e de espera
(0 s), nimero de transientes (30 000), tempo de relaxagdo (0.01 s), sequéncia de pulsos
(90°), escala vertical, largura espectral, impressdo — foram mantidas constantes entre
ensaios para possibilitar a realizagdo de andlises quantitativas comparativas. A aquisi¢ao
dos espectros demorou entre 5 (solugdes concentradas de vanadatos, 50 mM vanadio
total) e 30 min (amostras com 5 mM vanadio total).

Os valores das larguras a meia altura dos sinais de ressonancia foram corrigidos
relativamente ao valor atribuido para o alargamento das bandas (20 Hz). Deste modo,
aos valores de largura a meia altura esta associada uma variagdo de £10 Hz.

As areas dos sinais de RMN correspondentes as varias espécies oligoméricas de
vanadato foram obtidas por integracdo dos sinais e as concentragdes relativas dos
oligdbmeros de vanadato (V) foram calculadas a partir das fracgdes do total das areas

dos sinais observados no espectro (Equacao 2.2).

[Eq. 2.2]

O simbolo A corresponde a area medida para o sinal referente a ressonancia da
espécie oligomérica de vanadato x (Ay) com o numero de agregacdo m (niumero de
atomos de vanadio), A corresponde a soma total das areas medidas e [V{ a
concentracdo total de vanadio. As concentragdes de oligdmeros de vanadato calculadas

apresentaram uma reproducibidade de 2-4%.

44



Efeito de decavanadato no musculo cardiaco

2.2.5. Analise da formacdo de produtos da reducdo dos vanadatos por
espectroscopia de ressonancia paramagnética electronica

Os produtos da reducdo do vanadato (I mM vanadio total) foram registados por
espectroscopia de ressonancia paramagnética electrénica (RPE) num espectrofotémetro
computadorizado Briiker EMX-300 a uma frequéncia de microondas de 9.654 GHz
(banda X) equipado com um criostato Oxford (ESR900), num meio contendo tampao de
respira¢cdo mitocondrial (Sec¢do 5.2.2.) e 5 mM glutationa reduzida (GSH), na presenca
e auséncia de 2 mg proteina mitocondrial/ml. Os espectros de vanadio reduzido, foram
adquiridos usando uma poténcia de microondas de 2 mW e uma amplitude de
modulagdo de 5 Gpp. Registaram-se os espectros a temperatura de 77 K em amostras de
0.2 ml com os seguintes pardmetros espectrais: ganho do receptor, 1.0 x 10°; ¢ uma

média de 4 varrimentos, tal como anteriormente descrito [Soares et al., 2007¢].

Deteccdo por espectroscopia de ultravioleta/visivel da formacgdo de vanadilo ( Vo™)
por reducdo do vanadato na presencga de concentragoes fisiologicas de glutationa

As alteracdes nos espectros de absorvéncia das solucdes de vanadato a 700 nm, devido a
formagdo de produtos da redugdo dos vanadatos [Ramasarma e Rao, 2006], foram
monitorizadas a temperatura ambiente num espectrofotometro Shimadzu UV mini 1240.
A reducdo das espécies decaméricas e monoméricas de vanadato (1 mM vanadio total)
foi avaliada através do registo da formac¢do de produtos de redugdo, num meio contendo
tampao de respiragdo mitocondrial (Sec¢do 2.3.2.) e 5 mM GSH, na presenga e auséncia
de 2 mg proteina mitocondrial/ml. Neste capitulo sdo apresentadas as alteracdes na
absorvéncia a 700 nm e na taxa de formacao dos produtos da reducdo do vanadato na

presenga de uma concentragao fisioldgica de GSH.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sao escassos os estudos que consideram a hipotese das espécies decaméricas (Vo) de
vanadato poderem induzir efeitos em condigdes fisiologicas, uma vez que se considera
que nestas condicdes o vanadato (estado de oxidagdo +5) se encontra, na sua quase
totalidade, reduzido a vanadilo (+4) e que a concentragcdo de vanadato decamérico ¢ tao
reduzida (ou nao estd presente por um periodo de tempo suficiente) para induzir efeitos
nos sistemas bioldgicos [Edel e Sabbioni, 1993; Baran, 1998; Yang et al., 2003].

A correcta caracterizacao da composicao das solugdes de vanadatos, assim como
a determinagdo da estabilidade das espécies oligoméricas em solugdo, sao de extrema
importancia para estabelecer a correlacdo entre os efeitos observados e as espécies

oligoméricas presentes nas solugdes de vanadato.

2.3.1. Preparacio e analise da composicao de solucoes de vanadato
As solugdes concentradas de decavanadato e metavanadato (50 mM) preparadas no
presente estudo sdo essencialmente compostas pela espécie Vip e por espécies
metaméricas [(VO;),] de vanadato, respectivamente [Aureliano e Madeira, 1998].

A composicao oligomérica de uma solu¢ao de metavanadato, apos diluicdo em
meio de ensaio, depende essencialmente da concentracdo final de vanddio. A
composi¢ao em oligbmeros de vanadato da solucao de decavanadato diluida depende,
por sua vez, do periodo de tempo apds diluicdo devido a ocorréncia de
desoligomerizagao da espécie decamérica de vanadato. Torna-se, portanto, importante a
correcta caracterizacdo da composi¢ao das solugdes de vanadato, nas condigdes
experimentais do estudo em questdo, de modo a estabelecer-se uma correlagdo com os
efeitos promovidos pela(s) respectiva(s) espécie(s) oligomérica(s) de vanadato no

sistema biologico em estudo.
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2.3.2. Caracterizacdo das solucdes de vanadato por espectroscopia de absorcao
ultravioleta/visivel

A caracterizagdo espectroscopica por ultravioleta/visivel (UV/Vis) das solucdes de
vanadato mostra que a solugcdo de decavanadato (1 mM vanadio total) apresenta um
espectro caracteristico (Fig. 2.5A) com absorc¢ao na gama do visivel até 500 nm, devido
a presenga de espécies Vo que absorvem a 360 e 400 nm, enquanto que o espectro das
solucdes de metavanadato quase ndo apresentam absorvéncia a 400 nm. Esta banda
larga de absorcao ¢ bem resolvida através da obtencdo da derivada de 2* ordem do

espectro e apresenta dois vales com minimos a 358 e 400 nm (Fig. 2.5B).
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Figura 2.5 — Espectros de absorcdo de solucdes de decavanadato e metavanadato
(1 mM vanadio total, a pH 7.0) (A) e respectivas derivadas de 2.* ordem do espectro de
absorcao da solug¢dao de decavanadato (B). O espectros foram adquiridos a temperatura

de 25 °C.

Estudo da estabilidade das solucoes de decavanadato
Enquanto que as solu¢des de metavanadato sdo estaveis, devido a presenca de

oxovanadatos labeis que se interconvertem numa escala temporal de milissegundos a
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segundos, as solugdes de decavanadato, por contrario, sao instaveis apds diluigdo. O
vanadato decamérico, presente nas solugdes de decavanadato, apresenta uma cinética de
decomposi¢do lenta para vanadato monomérico (Vi) apds diluigdo (Fig. 2.6A), com
tempos de meia-vida que podem variar entre cerca de 2 a 11 h (Tabela 2.3) [Aureliano
et al., 2002; Ramos et al., 2006; Soares et al., 2003; 2006; 2007a; 2007b; 2007c;
2007d]. A estabilidade da espécie Vo nas solugdes de vanadato diluidas depende do
tempo apos dilui¢do, e das condi¢des do proprio meio de diluicdo (pH, temperatura e

forga i6nica).

Tabela 2.3 — Valores de tempos de meia-vida (t;,) estimados para as espécies
decaméricas de vanadato presentes nas solucdes de decavanadato, apos diluigdo em

varios meios e respectivas temperaturas de incubacgao.

Meio Temperatura tin Autor

I15h  Aureliano et al. (2002)
10 h Soares et al. (2003)

0.9% NaCl (pH 8.0) 25°C
12h Soares et al. (2006)
16 h Soares et al. (2007a)
1 M Tris + 5 mM EDTA (pH 8.0) 25°C 6 h
GV'+ 5 mM EDTA (pH 8.0) 25°C I11h Soares et al. (2003)
0.5 M fosfato (pH 7.2) 25°C 2h

25°C 230 min  Soares et al. (2007¢)

Tampdo de respiragio mitocondrial®
37°C 180 min  Soares et al. (2007b)

DMEM’ 37°C 150 min ~ Soares et al. (2007d)

'GV: eritrécitos hemolisados; “Tampio de respiragdo mitocondrial: 0.2 M sacarose, 5
mM KH,PO4, 10 mM KCI, 5 mM MgCl, e 10 mM Tris-HCI, pH 7.4; SDMEM: meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s (meio de cultivo celular).

A desoligomerizagao das espécies Vo em vanadato V| (cujas solugdes sao

transparentes) pode ser detectada por espectroscopia de absorcao na regido do UV/Vis,
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uma vez que estas espécies apresentam uma banda caracteristica na regido do visivel
que nao se regista para as outras espécies oligoméricas de vanadato, nomeadamente as
presentes nas solugdes de metavanadato (mono-, di-, tetra- e pentamérica) (Fig. 2.6). A
estabilidade da espécie V( apos diluicdo da solucao de decavanadato na solugdo salina
(0.9% NaCl) usada para a administracdo in vivo das solu¢des de vanadato foi
determinada através da absorcao registada a 400 nm, a 25 °C. O ensaio revelou uma
cinética de dissociacao de 1* ordem, caracterizada pela linearidade do In da absorvéncia
em funcdo do tempo de aquisi¢do espectral (Fig. 2.7). Verificou-se também, tal como
anteriormente referido, que a estabilidade da espécie Vo em solucao varia em fungao da

temperatura, sendo favorecida a temperaturas mais baixas (25 °C: t;, = 13 £ 3 h; 37 °C:

tin= 165+ 21 1’1’111’1)
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Figura 2.6 — Espectro UV/visivel das solu¢des de decavanadato (1 mM vanadio total, a
pH 7.0), apos diluicao das solugdes concentradas em 0.9% NaCl, em fun¢do do tempo

pos diluigdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h). Os espectros foram adquiridos a temperatura de 25 °C.
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A linha de tendéncia observada (Equacao 2.3), cujo declive ¢ -K e cuja
intercep¢ao do In A ¢ In Ay, permitiu descrever o tempo de meia-vida — que numa
reaccdo de 1* ordem ¢ independente da concentragdo inicial do reagente — onde K
representa a constante de 1* ordem previamente determinada pelo declive da linha de
tendéncia (Equagao 2.4).

A=A, e™ [Eq. 2.3]
2
1y, ZIHE [Eq. 2.4]

Apos a determinagdo da constante de dissociagdo para espécie Vo, obteve-se um
tempo de meia-vida entre 13 + 3 h (estimagdo a partir de 1 mM vanadio total, ou seja,
100 mM espécie Vi) em 0.9% NaCl. Deste modo, este complexo oxoanido permanece
relativamente estavel a temperatura ambiente, permitindo estudar ndo sé os seus efeitos
in vitro, mas também in vivo. Recentemente, foi descrito que o vanadato pode ser
estabilizado por interac¢do com proteinas do citoesqueleto e associadas a membrana
[Ramos et al., 2006].

Do mesmo modo, verificou-se também que, tal como anteriormente referido, a
estabilidade da espécie Vip em solucao depende da composi¢do do meio de diluigao,
registando-se a 37 °C um t;» de 180 ¢ 150 min em tampao de respiracdo mitocondrial e
DMEM, respectivamente (Tabela 2.3). Verificou-se igualmente que, no tampao de
respiracdo mitocondrial a desoligomerizacdo do vanadato decamérico foi acelerada a

temperatura de 37 °C (25 °C: ti, = 230 min; 37 °C: t;, = 180 min) (Tabela 2.3).
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Figura 2.7 — Grafico do In da absorvéncia a 400 nm (In Abssoo nm) em fun¢do do tempo
(h) para uma solu¢do de decavanadato de 1 mM (vanédio total) apos dilui¢do da solucao

concentrada em 0.9% NaCl. O ensaio decorreu a temperatura de 25 e 37 °C.

A desoligomerizagdo parcial da espécie decamérica de vanadato ¢ evidente nas
derivadas de 2* ordem dos espectros (Fig. 2.8A). Os valores de absorvéncia registados a
358 e 400 nm apresentaram uma dependéncia linear em fun¢do do periodo de tempo pos
dilui¢do (na solucdo de injeccdo, 0.9% NaCl, assim como nos restantes meios de
dilui¢do) (Fig. 2.8B), indicando que as absor¢des que ocorrem neste comprimento de
onda se encontram efectivamente relacionadas com a espécie decamérica de vanadato.

Apobs o tempo de meia-vida estimado, os espectros de RMN (Secc¢do 2.3.3.)
apresentam para além das espécies decaméricas de vanadato, outras espécies presentes
nas solu¢des de metavanadato [Aureliano e Madeira, 1994; 1998; Aureliano e Gandara,
2005]. Nas condi¢des do presente estudo, e uma vez que para concentragdes inferiores a
100 uM as solugdes de metavanadato sdo maioritariamente constituidas por V;
[Aureliano et al., 1998], considera-se que nas concentracdes usadas as solucoes de

metavanadato contém unicamente espécies monomeéricas de vanadato.
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Figura 2.8 — Derivadas de 2.* ordem (A) de solu¢des de decavanadato e metavanadato
(1 mM vanadio total, a pH 7.0) apds dilui¢do das solu¢des concentradas em 0.9% NaCl
(1,2, 3,4,5 e 6 h) e variacdo dos minimos obtidos a 358 e 400 nm, ap6s derivagao dos

espectros, em funcao do tempo pos diluicao (B).

2.3.3. Estudo da composicio das solucoes de vanadato por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear do isotopo 51 de vanadio

Metaforicamente, o estudo dos efeitos do vanadato nos sistemas bioldgicos pode ser
comparado a um iceberg: existe uma parte invisivel, que pode ndao ser a mais
interessante, mas ¢ certamente a de maior importancia [Aureliano e Gandara, 2005].
Deste modo, ¢ de extrema importancia proceder a correcta caracterizagdo da
composicao das solugdes de vanadato e das suas interac¢des com o sistema em estudo,
antes de proceder a analise dos efeitos por elas promovidos. Uma vez que a maioria das
espécies de vanadato podem ser detectadas por RMN de 'V, recorreu-se a esta técnica
para avaliar a composicdo das solugdes de vanadato, assim como detectar eventuais
interacgdes dos oligovanadatos com os constituintes dos meios de dilui¢ao (0.9% NaCl,

tampao de respiracdo mitocondrial e DMEM).
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Tal como verificado por RMN de *'V, as solugdes concentradas de decavanadato
(50 mM vanadio total, a pH 4.0) contém unicamente Vo, um oligdmero composto por
octaedros de vanadato fundidos com um estrutura elipsoidal de aproximadamento 10 A
de largura, uma vez que foram observados os trés sinais correspondentes aos trés
atomos da estrutura da espécie decamérica de vanadato [Howarth e Jarrold, 1978;
Rehder, 1995]: Vioa a -517 ppm, Viop a -501 ppm e Vioc a -426 ppm (Fig. 2.9A).
Contrariamente as solugdes concentradas de decavanadato, que contém unicamente
espécies Vo, as solucdes concentradas de metavanadato contém espécies de orto- e
metavanadato [Soares et al., 2007a]. Detectaram-se, nos espectros de RMN das
solucdes concentradas de metavanadato (50 mM vanadio total, a pH 6.7), espécies
mono- (Vy), di- (V>), tetra- (V4) e pentaméricas (Vs) de vanadato a -561 ppm, -575 ppm,
-579 ppm e -587 ppm, respectivamente (Fig. 2.9B), tal como descrito por Aureliano e
Madeira [1994].

Ap6s diluicdo em meio de injecgdo (0.9% NaCl), o espectro de RMN da solugao
de decavanadato (5 mM vanadio total, pH 7.0) — contendo presumivelmente sé espécies
decaméricas de vanadato — encontra-se contaminado com espécies monoméricas de
vanadato, apresentando para além dos sinais de RMN das espécies decaméricas um
sinal a -562 ppm, com uma largura a meia-altura de 55 Hz (Tabela 2.4). Nesta soluc¢ao,
a concentracdo de oligdmeros de vanadato presentes foi de 488 e 126 uM para a espécie
decamérica e monomérica de vanadato, respectivamente. De acordo com os desvios
quimicos apresentados (Tabela 2.4), concluiu-se que a espécie decamérica encontra-se
na forma protonada (HV 905> tal como previsto para um valor de pH superior a 5.7 de

acordo com o descrito por Crans et al. [1990] (Tabela 2.1).
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Figura 2.9 — Espectros de RMN do isopoto 51 de vanadio (105.2 MHz), a temperatura
ambiente, de solugdes concentradas de decavanadato (pH 4.0) (A) e metavanadato (pH
6.7) (B) (50 mM de vanadio total). Todos os espectros foram adquiridos na presenca de
10% D,0. Vipa, Vios € Vioc representam sinais dos atomos de vanadio da espécie
decamérica (V100286'). Os sinais de RMN V; e V; correspondem, respectivamente, ao
vanadato monomérico (VO43', HVO42' e HyVOy4) e dimérico (HV2073' e H2V2072'),
independentemente do estado de protonacdo; enquanto que, V4 € Vs correspondem as
espécies de vanadato tetramérico ciclico (V401,") e pentamérico (VsOis”),

respectivamente.

A adi¢do de 5% de plasma sanguineo a solugdo salina (0.9% NaCl), ndo induz
alteragdes na concentracdo das diferentes espécies de vanadato, nem na razao entre os
oligobmeros de vanadato, em ambas as solucdes. Contudo, na presenga de 10% de

plasma os sinais de RMN tornaram-se de dificil detec¢do, provavelmente devido a um
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alargamento dos picos, sugerindo a ocorréncia de interacgdes vanadato/proteina (ndo

apresentado).

Tabela 2.4 — Parametros espectrais das espécies de vanadato presentes nas solugdes de
decavanadato (A) e metavanadato (B) apds diluicdo em 0.9% NaCl (5 mM vanadio
total, a pH 7.0), nomeadamente desvio quimico (J), largura a meia altura (Av;;) e
concentracdo da respectiva espécie oligomérica de vanadato (C). A concentracao (C)
das espécies de vanadato presentes nas solugdes de decavanadato e metavanadato foram

determinadas com recurso a Equacdo 2.2 (Seccao 2.2.4.).

Vanadio (5 mM, pH 7.0)

A\ A\ V4 Vs Vioa Vios Vioc
A: decavanadato
S (ppm) -561.7 - - - -516.6  -500.8 -425.6
Avi, (Hz) 55 - - - 206 318 393
C (uM) 126 - - - 214 195 79
B: metavanadato
S (ppm) -561.2  -5745 -578.8 -587.2 - - -
Avi, (Hz) 93 130 55 130 - - -
C (uM) 443 389 903 33 - - -

Os valores de Avy; t€ém uma variacao de +20 Hz.

Nas concentragdes administradas in vivo no presente estudo (1 e 5 mM vanadio
total), a concentragdo das espécies decaméricas aumenta linearmente com a
concentragdo de vanadio total, enquanto que o vanadato monomérico nao (Fig. 2.10A),
tal como previamente descrito [Ramos et al, 2006; Soares et al, 2007a]. A
concentragdo de cada oligdbmero de vanadato, determinada pela integragdo da respectiva
area do espectro de RMN (Equacdo 2.2), em funcdo da concentragdo total de vanadato
presente em solucdo, apresenta um padrao distinto para cada espécie oligomérica. Este

facto foi observado apos dilui¢do das solugdes de metavanadato em meio de injec¢do
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(0.9% NaCl): na gama de concentragcdes usadas neste estudo, estdo presentes diferentes
concentragoes de Vi, V,, V4 e Vs, favorecendo-se a formagdao de oligomeros de
vanadato de maior massa molecular ao aumentar a concentracdo de vanadio total (Fig.
2.10B). A titulo de exemplo, 1 mM metavanadato contém, para além de cerca de 500

UM Vi, 83 uM V, € 84 uM V.
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Figura 2.10 — Composic¢ao, em oligobmeros de vanadato, das solu¢des concentradas de
decavanadato (50 mM de vanadio total, pH 4.0) e apds diluicdo (1 e 5 mM de vanadio
total) no meio de injec¢dao (NaCl 0.9%) (A). Distribui¢do das espécies oligoméricas de
vanadato em funcdo da concentracdo total de vanadio em solu¢des de metavanadato
(pH 6.7), ap6s dilui¢do para 1 e 5 mM (vanadio total) na solucdo salina de injeccao

(NaCl 0.9%) (B).
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No sentido de definir com precisdao qual(ais) a(s) espécie(s) de vanadato
responsavel(eis) pelos efeitos observados na mitocondria cardiaca de peixe e hepatica
de rato (Seccao 4), procedeu-se a analise da composicao em espécies oligoméricas das
solucdes de vanadato nas condigdes experimentais dos estudos in vitro. Observou-se
que, também nestas condi¢des experimentais (apds diluicdo em tampao de respiracao
mitocondrial), a solu¢do de decavanadato (5 mM de vanadio total em tampdo de
respiracdo mitocondrial, pH 7.0) ¢ composta unicamente pela espécie decamérica de
vanadato: Vs a -516 ppm, Viop a -499 ppm e Vioc a -425 ppm (Fig. 2.11A).
Contrariamente, na solu¢do de metavanadato (Fig. 2.11C), 5 mM total vanadio, para
além dos sinais das espécies Vi, V, e V4 registados a -561 ppm, -575 ppm ¢ a -579 ppm,
respectivamente, foram observados dois novos sinais de vanadato no espectro de RMN
de 'V da solucdo de metavanadato ap6s dilui¢do no tampdo de respira¢io mitocondrial
(Fig. 2.11C): estes sinais de vanadato ligado, detectados a -555 ppm (C;) e -540 ppm
(C,) sdo resultantes da presenca de sacarose no meio, sendo C; e C, complexos de
vanadato com isdmeros geométricos de sacarose [Aureliano ¢ Madeira, 1998].

A glutationa reduzida (GSH), numa concentracdo na ordem de milimolar — a
gama de concentracdes descrita na maioria dos tecidos de mamiferos — ¢ conhecida por
reduzir o vanadato (concentragdes na ordem de milimolar) a vanadio (IV), a pH
fisiologico [Macara et al., 1980]. Na presenca de 5 mM GSH, a concentragdo usada nos
estudos do potencial da membrana mitocondrial (Seccdo 4.2.9.), os sinais de Vjg
sofreram uma diminui¢do da intensidade sem alargamento dos picos (Fig. 2.11B). Este
decréscimo de intensidade dos sinais do vanadato decamérico deve-se a
desoligomerizacdo do Vjp, uma vez que se observou que a GSH induz a sua
decomposicdo (Seccao 2.3.5.). De facto, observa-se um pequeno pico a -561 ppm apos

adicdo de 5 mM GSH (Fig. 11.2D). A eventual presenca de espécies vanadilo em
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solucdo iria induzir um alargamento dos sinais de Vo, para além de um aumento da
razao sinal/ruido (ndo observada, ver Fig. 2.11B). A pH fisiologico, os sinais de RMN
de vanadato observados na solugdo de metavanadato permaneceram inalterados apds
adicado de GSH ao meio (Fig. 2.11D), apesar de se ter descrito que em eritrocitos
humanos, na presen¢a de GSH, o vanadato ¢ reduzido a vanadilo e permanece ligado a
hemoglobina [Macara ef al., 1980].

Contudo, na presenca de 1 mg/ml de proteina mitocondrial, nem a concentragao
das diferentes espécies de vanadato nem a razdo entre elas foi alterada em ambas as
solucdes (Tabela 2.5). Estes resultados revelaram que as espécies oligoméricas de
vanadato ndo desaparecem totalmente nas condigdes usadas nos estudos cinéticos
apresentados neste trabalho, o que permite relacionar os efeitos observados in vitro na
integridade e funcionalidade mitocondrial com as espécies oligoméricas presentes nas
solugdes de vanadato.

Do mesmo modo, a caracterizagcdo das solu¢des de vanadato no meio DMEM
sem soro demonstrou que, nestas condigdes, a solucdo de decavanadato (5 mM vanadio
total, pH 7.0) contém essencialmente espécies decaméricas (Vipa a -516 ppm, Viop a
-499 ppm e Vioc -425 ppm) e um pequeno sinal a -560 ppm, correspondendo ao
vanadato monomérico (Fig. 2.12A). Tal como anteriormente registado em NaCl, nestas
condi¢cdes, a solucdo de metavanadato (5 mM vanadio total) é composta por espécies

Vi, V,, V4 e também Vs a -560 ppm, -574 ppm, -579 ppm e -587 ppm (Fig. 2.12B).
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Figura 2.11 — Espectros de RMN do is6poto 51 de vanadio (105.2 MHz), a temperatura
ambiente, de solu¢des concentradas de decavanadato (pH 7.0) (A e B) e metavanadato
(pH 7.0) (C e D) (5 mM de vanadio total) em tampao de respiragdo mitocondrial (ver
Seccao 2.3.2.) suplementado com 5 mM piruvato e 0.5 mM malato, na auséncia (A e C)
e na presenca (B e D) de 5 mM glutationa (GSH). Todos os espectros foram adquiridos
na presenca de 10% D,0. Vipa, Vios € Vioc representam sinais dos dtomos de vanadio
da espécie decamérica. Na presenga de GSH, observam-se novos sinais de RMN, C; e
C,, no espectro da solucdo de metavanadato (C e D). Os sinais de RMN V; e V;,
correspondem,  respectivamente, ao  vanadato monomérico e  dimérico,
independentemente do estado de protonagao; enquanto que, V4 corresponde a espécie de

vanadato tetramérico ciclico. C; e C, correspondem a complexos sacarose:vanadato.
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Tabela 2.5 — Parametros espectrais de RMN, a temperatura ambiente, das espécies de
vanadato presentes nas solugdes de decavanadato (A e B) e metavanadato (C e D)— 5
mM vanadio total, a pH 7.0 — em tampao de respiragdo mitocondrial (Secgao 4.2.7.)
suplementado com 0.5 mM malato e 5 mM piruvato, na auséncia (A e C) e na presenca
(B e D) de mitocondria cardiaca de peixe (I mg proteina/ml), nomeadamente desvio
quimico (0), largura a meia altura (Av;;) e concentragdo da respectiva espécie
oligomérica de vanadato (C). O factor de alargamento da largura a meia altura (F) ¢
definido como o coeficiente entre o valor da Av,,; na auséncia e na presenga de proteina
(1 mg/ml). A concentracdo (C) dos diferentes oligdbmeros de vanadato foi determinada a
partir das fraccdes da integragdo das dareas totais observadas nos espectros

correspondentes, com recurso a Equacao 2.2 (Secgao 2.2.4.).

Vi V, \Z G G Vioa  Vies  Vioc

S (ppm) -516.6 -501.1 -425.9

(A)  Avip(Hz) 243 431 431
(C) uM 200 188 92

5 (ppm) 5167 -5002 -525.5
R 243 431 431
(C) uM 214 203 84

F (relativo a A) 1.0) (1.0) (1.0

5(ppm)  -562.2 -574.8 -5793 -554.3 -540.2
(C)  Avip(Hz) 206 55 93 281 318
(C) uM 721 175 164 nd  nd

5(ppm)  -562.8 -574.7 -5793 -554.1 -540.7
Avip(Hz) 206 63 93 356 318
(C) uM 809 136 108 nd  nd

F(elativoaC)  (1.0) (L.1) (1.0) (1.3) (1.0

Os valores de Av;,; t€ém uma variacao de 20 Hz; nd: ndo determinado.
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Figura 2.12 — Espectros de RMN do isopoto 51 de vanadio (105.2 MHz), a temperatura
ambiente, de solugdes concentradas de decavanadato (pH 7.0) (A) e metavanadato (pH
7.0) (B) (5§ mM de vanadio total) em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM).
Todos os espectros foram adquiridos na presenga de 10% D,O. Vipa, Vies € Vioc
representam sinais dos atomos de vanadio da espécie decamérica. Os sinais de RMN V,
e V, correspondem, respectivamente, ao vanadato monomérico e dimérico,
independentemente do estado de protonacdo; enquanto que, V4 € Vs correspondem as

espécies de vanadato tetramérico e pentamérico ciclicos.

Obtiveram-se diferentes concentragdes de Vi, V,, V4 € Vs quando se preparou a
solugdo de metavanadato no meio de crescimento sem soro, sendo favorecidos os
oligobmeros de vanadato de massas moleculares mais elevadas com o aumento da
concentragdo total de vanadato, tal como descrito anteriormente [Soares et al., 2007a].
Enquanto que 5 mM (vanadio total) da solu¢do de decavanadato contém cerca de 480
uM Vio (4.8 mM vanadio total como Vjp) e 0.2 mM V;, 5 mM da solucdo de

metavanadato apresenta uma elevada contribuicao de V4 e V, (1.22 mM Vy, 0.706 mM
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V4 e 0.348 mM V,, ou seja, 2.824 mM e 0.68 mM vanadio total como V4 e V,,

respectivamente) (Tabela 2.6).

Tabela 2.6 — Parametros espectrais das espécies de vanadato presentes nas solugdes de
decavanadato (A) e metavanadato (B) apods diluicdo em Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (5 mM vanddio total, a pH 7.0), nomeadamente desvio quimico (9),
largura a meia altura (Av;;) e concentracdo da respectiva espécie oligomérica de
vanadato (C). A concentragdo (C) das espécies de vanadato presentes nas solugdes de

decavanadato e metavanadato foram determinadas com recurso a Equacdo 2.2 (Sec¢ao

2.2.4).

Vanadio (5 mM, pH 7.0)

A\ A\ V4 Vs Vioa Vios Vioc
A: decavanadato
O (ppm) -560.3 - - - -515.5  -498.9 -424.6
Avi (Hz) 168 - - - 130 393 431
C (M) 236 - - - 209 189 78
B: metavanadato
O (ppm) -560.0 -573.8 -5789 -587.4 - - -
Avi, (Hz) 168 130 55 55 - - -
C (M) 1220 348 706 54 - - -

Os valores de Avy; t€ém uma variacao de £20 Hz.

Deste modo, os efeitos diferenciais das solugdes de decavanadato e
metavanadato nos midcitos cardiacos em DMEM (Seccdo 5) podem ser
inequivocamente atribuidos a espécie decamérica de vanadato unicamente em
incubagdes até 2-3 h. Apods este periodo de exposi¢cdo, a solu¢do de decavanadato ird
conter ndo s6 vanadato decamérico como também outras espécies presentes na solugdo
de metavanadato, de acordo com os dados anteriormente obtidos com outras solugdes

tampao [Aureliano et al., 2002; Soares et al., 2003; 2006; 2007a]. Uma vez que as
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solugdes de metavanadato at¢ 100 mM contém maioritariamente V; [Aureliano ¢
Madeira, 1998], em incubagdes mais longas das células com solugdes de decavanadato
somente os efeitos diferenciais, observados apos tratamento com a solugdo de
decavanadato versus a solugdo de metavanadato, podem ser interpretados como

indicativos de um efeito especifico do vanadato decamérico.

2.3.4. Detecciao de produtos da reducido dos vanadatos por espectroscopia de
ressonancia paramagnética electronica

O vanadio(IV) ¢ rapidamente formado em meio aquoso a partir de vanadio(V) na
presenca de qualquer agente redutor [Crans ef al., 1998], sendo uma pequena parte do
vanadilo reoxidada intracelularmente a vanadato [Chasteen, 1983; Zaporowska e
Scibior, 1998a]. No entanto, apesar de estar registada a interconversao entre os
diferentes estados de oxidacao das espécies de vanadio, poucos sdo os estudos com
compostos de vanadio (estado de oxidagdo 4 ou 5) que tém em consideracao a eventual
redu¢do do estado de oxidacao +5 (vanadato) a +4 (vanadilo) ou a eventual oxidagao de
vanadilo, nas condi¢des experimentais dos ensaios [Soares ef al., 2007g].

A glutationa reduzida (GSH) tem sido descrita como um dos agentes mais
efectivos na reducdo do vanadato citoplasmatico, quando comparada com NADH,
NADPH ou ascorbato [Macara et al., 1980]. Na presenca de 3 mM de GSH — a maioria
dos tecidos possui concentracdes de GSH na ordem de milimolar — supde-se que a
totalidade do vanadato seja reduzido a vanadio(IV), a pH fisiolégico [Macara et al.,
1980]. Neste sentido, pretendeu-se detectar a eventual ocorréncia de redugdo do
vanadato, pela técnica de RPE, nas condigdes dos ensaios in vitro realizados com
mitocondrias isoladas, em que se recorreu a adicdo de 5 mM de GSH ao meio reaccional

para conferir estabilidade ao potencial da membrana mitocondrial (Sec¢ao 4.2.9.).
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Figura 2.13 — Espectros de RPE de banda X (9.654 GHz) dos produtos da redugdo de
solucdes de decavanadato e metavanadato (1 mM vanadio total) em tampao de
respiracdo mitocondrial (Seccao 2.3.2.). Espectros de RPE das solugdes de
decavanadato (A e B) e metavanadato (C e D), 2 h apds incubagdo com 5 mM
glutationa (agente redutor), na auséncia (A e C) ou presenga (B e D) de mitocondrias (2
mg proteina mitocondrial/ml). A frequéncia de microondas dos espectros experimentais
ndo se encontra calibrada. Espectro de RPE (E), para comparagdo, de sulfato de

vanadilo (1 mM vanédio) no mesmo meio de ensaio.

Apo6s 2 h de incubagao das respectivas solugdes de vanadato (decavanadato e
metavanadato, 1 mM vanadio total, a pH 7.0) em tampao de respiragao mitocondrial
(Secgao 2.3.2.) suplementado com uma concentragdo fisiolégica de GSH (5 mM), na
presenca e auséncia de proteina mitocondrial (2 mg/ml), os sinais de RPE dos produtos
de redug¢do do vanadio foram muito ténues, quer na auséncia quer na presenga de

mitocondrias (Fig. 2.13). Na presenca de proteina mitocondrial, regista-se inclusive uma
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diminui¢do dos sinais de RPE em ambas as solugdes de vanadato (Fig. 2.13B e 2.13D).
Apesar de se saber que intracelularmente o vanadato ¢ reduzido a vanadilo [Rehder,
1992; 1995], nas condi¢des do presente estudo nao foi possivel quantificar o sinal
corresponde a presenca de vanadio reduzido, significando que a formagao de produtos
da reducao de vanddio estd abaixo dos limites de detec¢do do equipamento de RPE
utilizado (<10 uM vanadio reduzido).

No sentido de compreender a acumulacdo intracelular de vanddio e o
metabolismo dos oligdmeros de vanadato nas células cardiacas, combinaram-se os
estudos de RMN apresentados anteriores (Sec¢do 2.3.3.), realizados nas condi¢des de
cultura celular, com a analise por espectroscopia de RPE. A espectroscopia de RMN de
>V forneceu informacdo sobre a especiagdo dos oligomeros de vanadato no meio de
cultura sem soro. Posteriormente, procedeu-se ao estudo da eventual biorreducao do
vanadio nas células, através da anélise por espectroscopia de RPE do meio de cultura
(sobrenadante) e dos miocitos cardiacos. Apds 12 h de incubagdo dos cardiomidcitos
com 50 uM de vanadato (na forma das solu¢des de decavanadato ou metavanadato), ndo
se registaram sinais de vanadio reduzido quer no sobrenadante quer no extracto celular
das culturas (dados ndo apresentados). Deste modo, apesar de se saber que o vanadato
pode ser reduzido intracelularmente a vanadilo [Rehder, 1995], ndo foi possivel detectar
sinais correspondentes a espécie vanadilo, significando que a concentragao de vanadato
reduzido encontra-se abaixo do limite de deteccdo do equipamento de RPE utilizado

(<10 uM vanadio reduzido).
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2.3.5. Deteccdo por espectroscopia de ultravioleta/visivel de vanadilo (VO™
resultante da reduciao do vanadato na presenca de concentracdes fisiolégicas de
glutationa
Alguns autores referem a espécie decamérica de vanadato, ¢ ndo o meta- ou
ortovanadato, como substrato para a redu¢do do vanadato a pH 7.0 [Ramasarma et al.,
1981; Patole et al, 1986; 1987; 1988]. Segundo Rao e Ramasarma [2000], a
desidrogenase de isocitrato especifica de NADH (IDH) ¢ capaz de reduzir as espécies
oligoméricas que compdem as solucdes de decavanadato, mas nao as presentes nas
solugdes de metavanadato, utilizando NADH como fonte de electroes. Esta forma
reduzida de vanadio assemelhasse na sua oitava banda do espectro RPE ao sulfato de
vanadilo, mas apresenta uma absorvéncia 20 vezes superior a 700 nm [Rao e
Ramasarma, 2000].

No presente estudo, demonstrou-se a reducao das espécies Vo a um produto de
cor azul, com absor¢dao a 700 nm — uma possivel forma de vanadio(IV) — na auséncia e
presenca de proteina mitocondrial usando GSH (5 mM) como agente redutor. A redugao
de 100 uM de espécies Vip (I mM vanadio total) a vanadio(IV), com consequente
decréscimo da absorvéncia a 400 nm, devido a desoligomerizagdo do vanadato
decamérico (dados ndo apresentados), foi confirmada pela formagdo de um produto
corado de azul semelhante ao vanadilo com absorvéncia maxima a 700 nm (Fig. 2.14).
Esta forma reduzida de vanadio, ndo parece corresponder, contudo, ao vanadilo, uma
vez que o espectro de 1 mM sulfato de vanadilo apresenta um pico largo a 750 nm e
uma absorvéncia consideravelmente mais baixa (Fig. 2.14, Caixa). A reducdo da espécie
Vio, determinada através do aumento de absorvéncia a 700 nm, verificou-se ser
dependente de GSH (taxa de redugao de 100 uM Vo: 25 e 35 mDO/min na presenga de

2 e 5 mM GSH, respectivamente) e atinge o seu maximo 2 horas ap6s a adi¢cdo de GSH,
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seguindo-se um declinio da absorvéncia (Fig. 2.14). Verificou-se também que a
absorvéncia ¢ a taxa de reducdo maximas da forma de vanadio reduzido siao tanto
maiores quanto maior for a razdo GSH:vanadato decamérico (razao 1:0.1 = Ay 0.022
DO, 12.5 mDO/min; razao 1:0.2 = A7p 0.071 DO, 35 mDO/min). A perda de
absorvéncia a 700 nm pode ndo representar uma re-oxidacao da forma reduzida de
vanadio, mas sim uma exaustdo de GSH. A reducdo do vanadato decamérico foi
também monitorizada a 400 nm (comprimento de onda caracteristico das espécies
decaméricas de vanadato), registando-se um decréscimo da absorvéncia com um tempo
de meia-vida estimado em 115 min (Fig. 2.15). O vanadato decamérico apresenta, deste
modo, uma maior estabilidade na auséncia de GSH (Seccao 2.3.2.). No entanto, nestas
condigdes, o produto da redugcdo do vanadato pode ser negligenciado devido a sua
reduzida contribuicao (2.6 uM) para a concentracdo de vanadio total presente no meio
(~50 uM V9, ou seja 500 mM vanédio total, 2 h ap6s dilui¢ao de 1 mM da solugdo de
decavanadato em tampao de respiracdo mitocondrial, na presenga de 5 mM GSH).

Na presenca da mesma concentragdo de GSH, nao se registou uma redugao
significativa das espécies oligoméricas de vanadato presentes nas solugdes de
metavanadato (1 mM vanadio total, pH 7.0) (Fig. 2.14), permanecendo o valor de
absorvéncia a 700 nm constante (A7pp = 0.014 £ 0.003). Consequentemente, parece nao
ocorrer reducdo de vanadato na presenca das formas oligoméricas Vi, V,, V4 € Vs, nas
mesmas condi¢des experimentais em que se regista uma redugdo das espécies V. Este
resultado encontra-se de acordo com o previamente descrito pelo grupo de investigacao
de Ramasarma [Patole et al., 1986; Ramasarma et al., 1981], que publicaram que o
substrato para a redu¢do do vanadato, a pH neutro, ¢ o vanadato decamérico e ndo as
espécies orto- ou metaméricas. Estes autores demonstraram que a reducdo da espécie

decamérica de vanadato ¢ varias centenas de vezes mais rapida que a das espécies
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metaméricas (maioritariamente V4 e algum V, e V)), para concentragdes de vanadio
equivalentes e a pH neutro, sugerindo assim que o substrato para a reducdo do

vanadio(V) resulta da decamerizacao do vanadato.
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Figura 2.14 — Absorvéncia a 700 nm dos produtos da reducdo das solugdes de
decavanadato e metavanadato, num meio de reac¢ao contendo: 0.2 M sacarose, 5 mM
KH,PO4, 10 mM KCI, 5 mM MgCl, e 10 mM Tris-HCI, pH 7.4 suplementado com 5
mM piruvato e 0.5 mM malato, solu¢do de decavanadato (®) ou metavanadato (O) (1
mM vanadio total) e 5 mM glutationa (GSH) como agente redutor. Os espectros foram
registados, a 700 nm, durante 5 h apos a adi¢do de GSH, em intervalos de 2 min. Caixa:
Espectros, na gama de comprimentos de onda do visivel, dos produtos de reducdo de
uma solucao de decavanadato, antes (linha a) e 2 h depois da adicdo de GSH (linha b), e
de uma solugdo de metavanadato, 2 h apos adigdo de GSH (linha c). E apresentado um
espectro de sulfato de vanadilo (1 mM, concentragdo de vanadio usada anteriormente)
na mesma solucdo tampao (linha d), para comparacdo. A absorvéncia maxima dos
espectros (picos alargados) dos produtos da reducao da solugcdo de decavanadato e do

sulfato de vanadilo ¢ indicada com setas e o respectivo comprimento de onda.
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Na presenca de mitocondrias (0.5 a 2.0 mg proteina mitocondrial/ml), regista-se
uma elevada taxa de re-oxidac¢ao dos produtos da redug¢do do vanadato decamérico nao
dependente da concentragdo de proteina presente no meio: 0.440, 0.560 e 0.520 DO/min
na presenca de 0.5, 1.0 e 2.0 mg/ml de proteina mitocondrial). Deste modo, e tal como
registado por Ramasarma e Rao [2006] em tampao fosfato e na presenca de
microssomas, verifica-se a conversao da espécie decamérica de vanadato a uma forma

de menor absorg¢ao.
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Figura 2.15 — Concentracdo de vanadato (uM) na solu¢do de decavanadato (I mM
vanadio total), determinada através da absorvéncia caracteristica das espécies
decaméricas de vanadato registada a 400 nm, em fun¢do do tempo apds diluicdo em
meio de reaccdo contendo: 0.2 M sacarose, 5 mM KH,PO,4, 10 mM KCI, 5 mM MgCl, e
10 mM Tris-HCI, pH 7.4 suplementado com 5 mM piruvato ¢ 0.5 mM malato e 5 mM
glutationa (GSH). Os espectros foram registados, a 400 nm, durante 210 min apds a

adi¢ao de GSH, em intervalos >2 min.
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Tal como anteriormente referido por Ramasarma e Rao [2006], para o sistema de
oxidagdo do NADPH, aparentemente s6 o vanadato decamérico interage com a
oxidagdo da GSH como dador de electroes, em adicdo ao ja descritos ferricianeto e
citocromo c¢. No entanto, devido a reduzida quantidade de vanadato reduzido nas
condi¢des experimentais dos estudos in vitro, os efeitos observados na funcionalidade
mitocondrial, apdés administragdo das solugdes de decavanadato, serdo devidos a
presenca das diferentes espécies oligoméricas de vanadato e ndo consequéncias da sua
biorreducao.

Dada a facilidade com que as espécies de vanddio se interconvertem em
condigdes fisiologicas [Crans et al, 1998], qualquer estudo quimico, biologico,
bioquimico, farmacoldgico, toxicologico ou ambiental que envolva compostos de
vanadio deve considerar a quimica subjacente envolvida e, deste modo, avaliar a
eventual ocorréncia de redugdo de vanadio(V) a vanadio(IV) ou a oxidacao do iao

vanadilo a vanadato nas condi¢des dos ensaios experimentais [Soares et al., 2007g].
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2.4. CONCLUSOES

A ocorréncia em simultaneo, em solug¢ao aquosa, de diferentes espécies oligoméricas de
vanadato em equilibrio, justifica a importancia de proceder a uma analise prévia da
composi¢ao oligomérica das solugdes de decavanadato e metavanadato, apos diluigao
das respectivas solugdes concentradas no meio de injeccdo (0.9% NaCl) utilizado para
os estudos in vivo, assim como no meio reaccional usado nos estudos in vifro com
mitocondrias isoladas (tampao de respiracdo mitocondrial) e nas condigdes dos
tratamentos realizados as culturas primarias de cardiomiocitos (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, DMEM, sem soro). A presente seccdo centrou-se essencialmente na
analise da composicao das solucdes de decavanadato, bem como na estabilidade da
espécie decamérica (Vo) apds diluicao nos diferentes meios utilizados. Os resultados
obtidos demonstram que, da combinagdo das duas técnicas aqui apresentadas —
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e de absor¢dao na regido do
ultravioleta/visivel (UV/Vis) — resulta uma apropriada caracterizagdo da composi¢ao
das solugdes de vanadato, acrescida de uma andlise da estabilidade das espécies Vo que
compdem a solugdo de decavanadato. Os resultados aqui apresentados permitiram, deste
modo, estabelecer uma relagdo entre a(s) espécie(s) de vanadato presentes nas solucdes
usadas e os efeitos promovidos por estas nos sistemas biologicos em estudo.
Verificou-se que uma vez formada a pH 4.0 e, apés ajuste a um valor de pH
fisiologico, a espécie decamérica de vanadato ird desoligomerizar-se lentamente
apresentando um tempo de meia-vida que pode alcangar as 16 h (em 0.9% NaCl, a
25 °C) [Soares et al., 2003; 2006; 2007a]. Verificou-se também que, para além de
depender da composicao do meio, a estabilidade da espécie decamérica varia em fungdo
da temperatura, sendo favorecida a temperaturas mais baixas (t;» = 230 ¢ 180 min nas

condigdes dos estudos mitocondriais in vitro, a 25 e 37 °C, respectivamente). O
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vanadato decamérico mantém portanto, a sua estrutura em solugdo aquosa por um
periodo de tempo suficiente para induzir efeitos, diferentes dos promovidos pelo
monovanadato (V;), nos sistemas biologicos. Saliente-se ainda que, proteinas com
elevada afinidade para a espécie Vo previnem a decomposi¢cao do vanadato decamérico
[Ramos et al., 2006], que segue uma cinética de desoligomerizagao de 1* ordem.

Nas condigdes experimentais deste estudo, as solu¢des de decavanadato
utilizadas contém essencialmente espécies Vip com uma reduzida contaminagdo pela
espécie Vi, enquanto que a solugdo de metavanadato contém principalmente a espécie
tetramérica (V4), mas também a espécie pentamérica (Vs), tal como registado por
espectroscopia de RMN do isétopo 51 de vanadio (°'V). A titulo de exemplo, os
espectros de RMN de °'V das solugdes de metavanadato (5 mM vanadio total, a pH 7.0,
em 0.9% NaCl) apresentaram para além de 443 uM V; (-561 ppm), também espécies
diméricas de vanadato (V,, a -575 ppm) e V4 (-579 ppm), enquanto que uma solucio de
5 mM decavanadato (equivalente a 500 puM Vo) contém, para além dos sinais
caracteristicos (Vioa a -517 ppm; Viogp a -501 ppm; Vioc a -426 ppm) da espécie
decamérica (488 uM), espécies V| (126 uM). Ou seja, nas condigdes experimentais do
presente estudo e para o intervalo de concentracdo usado, a razdo das espécies
decamérica:monomérica, na solucdo de decavanadato, ¢ de cerca de 4:1. Nestas
condigdes de ensaio, assim como nas condigdes dos estudos in vitro e celulares,
verificou-se que, na gama de concentracdes usada, a concentracdo das espécies
decaméricas aumenta linearmente com a concentra¢do de vanadio total, enquanto que o
vanadato monomérico ndo, tal como previamente descrito [Ramos et al., 2006; Soares
et al.,2007a].

Procedeu-se a deteccdo por ressonancia paramagnética electronica (RPE) de

eventuais produtos da reducdo do vanadato, no sentido de se detectar a eventual
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ocorréncia de reducdo do vanadato nas condi¢des dos ensaios in vitro realizados com
mitocondrias isoladas, em que se recorreu a adi¢cao de S mM de GSH ao meio reaccional
para conferir estabilidade ao potencial da membrana mitocondrial. No entanto, apesar
de ser descrita a reducdo de vanadato a vanadilo [Rehder, 1992; 1995], possivelmente
como parte de um processo de desintoxicagdo celular [Sabbioni ef al., 1991; 1993], os
estudos por RPE falharam na quantificacdo do contetido em vanadilo (apesar de se ter
assinalado a formacdo de produtos de redugcdo de vanadato decamérico, por
espectroscopia UV/Vis), significando que nas condi¢des fisiologicas, impostas pelo
protocolo adoptado, esta espécie encontra-se abaixo do limite de detec¢ao do
equipamento de RPE (<10 uM). Uma vez que, na auséncia de proteina quase ndo se
observa sinal de RPE sugere-se uma das seguintes hipoteses: (i) o vanadato decamérico
na auséncia de proteina e no meio de reac¢do utilizado nio ¢ reduzido; (ii) o vanadilo
eventualmente formado por redugdo do vanadato decamérico ndo ¢ estabilizado pela
formagao de um complexo que impega a sua re-oxidagdo (os ides de vanadilo quelados
sdo oxidados mais lentamente pelo oxigénio molecular que o vanadilo livre [Chasteen,
1983].

Em suma, contrastando com as solugdes de metavanadato, que contém diversos
oxovanadatos labeis em equilibrio, as solugdes de decavanadato contém espécies
decaméricas de vanadato, cuja desoligomeriza¢do ¢ lenta o suficiente para permitir o

estudo dos seus efeitos ndo soO in vitro como também in vivo.
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Capitulo 3

AVALIACAO DOS EFEITOS NO MUSCULO CARDIiACO DA

ADMINISTRACAO in vivo DE DECAVANADATO

3.1. INTRODUCAO

Para além de essencial a vida na Terra, o oxigénio pode constituir um agente toxico para
a célula [Storey, 1996], na medida em que a reducdo incompleta da molécula de
oxigénio — que ocorre durante a respiragdo celular — pode originar formas altamente
reactivas, tais como as espécies reactivas de oxigénio (ROS) e, eventualmente, de
nitrogénio. A formacdo intracelular destes radicais nem sempre implica um efeito
toxico, pois existem na célula sistemas antioxidantes que minimizam ou previnem o0S
seus efeitos nocivos. Contudo, existem diversas situacdes em que ocorre uma
diminui¢do dos niveis de defesa ou uma produgdo excessiva de ROS, excedendo a
capacidade de defesa antioxidante do organismo, fendmeno que se denomina de stresse
oxidativo [Storey, 1996; Pascual et al., 2003]. Para além das fontes endogenas de ROS
também diversos agentes ambientais, xenobidticos e metais de transicdo t€m sido
implicados na produgao de radicais de oxigénio [Di Giulio et al., 1995].

O vanadio ¢ um metal de transi¢do conhecido pela sua capacidade pro-oxidante
[Zaporowska e Scibior, 1998a]. Os metais de transicdo sdo conhecidos por poderem
actuar como catalizadores na deterioragdo oxidativa de macromoléculas bioldgicas.
Estudos recentes vém comprovar que o vanddio ¢ um dos metais implicados na
produgdo de ROS. Estudos in vitro com linhas celulares de osteoblastos demonstraram

que o vanadato, vanadio(V), induz alteragdes morfologicas [Edel e Sabbioni, 1993] e
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que induz stresse oxidativo [Cortizo et al., 2000], promovendo alteracdes nas estruturas
lipidicas, no ADN e no metabolismo do calcio [Nechay et al., 1984; Viarengo, 1989;
Stohs e Bagchi, 1995]. No entanto, apesar de estarem descritos efeitos toxicos
promovidos por vanadato nos sistemas biologicos, poucos sao os estudos que
consideram a contribuicao individual das diferentes espécies oligoméricas de vanadato
para estes efeitos de toxicidade. Neste sentido, urge explorar a contribuicdo dos
diferentes oligovanadatos para as respostas ao stresse oxidativo induzido in vivo pelo

vanadato.

3.1.1. Stresse oxidativo
A produgdo de energia metabolica na célula estd dependente da reducdao de oxigénio
molecular a 4gua, na cadeia transportadora de electrdes da mitocondria. Durante este
processo pode ocorrer a formacao de radicais livres de oxigénio, espécies muito
instaveis e portanto extremamente reactivas, que possuem um ou mais electrdes
desemparelhados [Benov e Fridovich, 1998]. Como consequéncia da dependéncia de
oxigénio, os organismos vivos tém de lidar com a continua produ¢ao ROS como
produtos metabodlicos [Comporti, 1993]. Para além da continua formacgdo de radicais
livres de oxigénio no metabolismo, agentes oxidantes podem induzir um aumento da
sua producdo no organismo. A producdo excessiva de radicais livres de oxigénio pode,
deste modo, levar a uma condi¢do de desequilibrio denominada de stresse oxidativo,
caracterizada por desencadear alteragdes celulares [Stohs, 1995; Matés, 2000].

Os radicais livres podem ser definidos como qualquer molécula ou espécie
quimica, com um ou mais electrdes desemparelhados na sua orbital externa, capaz de ter
uma existéncia independente, ainda que por um periodo muito curto de tempo. A

existéncia deste electrdo confere-lhes uma elevada reactividade quimica, permitindo que
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reajam rapidamente com outras moléculas para readquirirem estabilidade. Qualquer
molécula pode assim converter-se num radical livre, pela cedéncia ou aceitagao de um
electrdo ou por clivagem homolitica de uma ligacdo [Comporti, 1985; Matés, 2000]. As
espécies reactivas de oxigénio (ROS) incluem o radical hidroxilo (OH") e o anido
superoxido (O,7) [Sies, 1985]. A maioria das reac¢oes formadoras de radicais livres no
organismo — um processo fisioldgico resultante do metabolismo normal — processa-se
sob controlo enzimatico, essencial na cadeia respiratoria mitocondrial, no metabolismo
de xenobidticos e nos processos de fagocitose relacionados com a actividade NADPH
oxidase, entre outras. A produgdo excessiva ¢ ndo controlada de radicais livres pode
condicionar o aparecimento de lesdes diversas que podem afectar diferentes
macromoléculas ¢ estruturas moleculares ou determinar a activacdo de determinados
genes [Storey, 1996; Mates, 2000].

Os organismos aerobios desenvolveram varios mecanismos de defesa contra os
efeitos promovidos pelos radicais livres [Comporti, 1993], conhecendo-se trés niveis
distintos de protec¢do: (i) prevengao da geragdo de ROS; (ii) destruigdo de ROS por
sequestradores ndo enzimaticos de radicais livres e por enzimas antioxidantes; e, (ii1)
reparagao dos componentes celulares destruidos [Storey, 1996]. Em situagdes em que o
equilibrio pré-oxidante/antioxidante ¢ afectado, prevalecendo a acgdo pro-oxidante,
ocorre uma situacdo denominada de stresse oxidativo [Sies, 1985]. Por outro lado,
alteracdes no equilibrio podem surgir como resultado da depleccio das defesas
antioxidantes ou pelo aumento da producdo de ROS nos sistemas biologicos,
provocando danos celulares como a oxidagdo de algumas enzimas e a degradagdo
proteica [Stohs, 1995; Matés, 2000], para além da peroxidacdo lipidica, alteragdes no

. 2+ o L. . .
metabolismo de Ca™ e da expressdo genética, tal como referido anteriormente.

77



Efeito in vivo de decavanadato

A peroxidagdo lipidica ¢ um processo autocatalitico e descontrolado de
destruicao oxidativa dos acidos gordos polinsaturados das membranas celulares e
subcelulares, que tem sido descrito como a principal causa para a perda da
funcionalidade celular em situagdes de stresse oxidativo [Cheeseman, 1993; Storey,
1996]. O processo de peroxidagdo lipidica tem inicio com a formagdo de perdxidos e
hidroperéxidos lipidicos, os radicais peroxido sdo formados na presenga de oxigénio e
inicia-se uma cadeia de propagacao [Cheeseman, 1993]. Os produtos de degradagao
interagem posteriormente com varias macromoléculas e produzem novas ROS,
desencadeando um processo de reaccao em cadeia [Stohs, 1995]. Ao nivel da membrana
celular, a peroxidacdao lipidica pode provocar diminuicdo da fluidez e perda da
capacidade de actuar como barreira, alterando assim a homeostasia celular. O ataque
oxidativo ¢ também responsavel pela diminui¢ao da actividade da maioria das enzimas
associadas a membranas celulares, apesar de algumas enzimas membranares serem
notavelmente resistentes, sendo, no entanto, a actividade de outros estimulada pelo dano
oxidativo. Os efeitos indirectos da peroxidagdo lipidica devem-se a natureza reactiva
dos produtos intermédios e finais do processo peroxidativo, no entanto, ¢ dificil
distingui-los dos efeitos directos [Cheeseman, 1993]. A peroxidacao lipidica das
membranas tem sido sugerida como um processo comum envolvido em varias
condi¢des biopatoldgicas e enfermidades [Comporti, 1993].

No sentido de proteger a célula contra o dano provocado pelos radicais livres, os

organismos desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante [Comporti, 1993], que

podem ser divididos em sistemas enzimaticos € ndo enzimaticos.
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3.1.2. Sistemas bioldégicos de defesa antioxidante

Existem varios tipos de antioxidantes que protegem, directa ou indirectamente, as
células contra os efeitos adversos de xenobidticos, drogas, agentes carcinogénicos e
radicais livres. Os antioxidantes podem ser diferenciados em ndo-enzimaticos, como a
glutationa e as vitaminas A, C e D, e enzimaticos como a dismutase de superdxido
(SOD), a catalase (CAT) e as peroxidases da glutationa (GPx) [Halliwell, 1995]. Os
agentes antioxidantes tém a capacidade de captar directamente o O," e outros radicais
livres, ou estimular os mecanismos de desintoxicacao celular, prevenindo assim o
aparecimento de processos patofisiologicos. A SOD, CAT, GPx, por exemplo, captam
directamente os radicais livres, enquanto que outros antioxidantes induzem a expressao
de genes cujos produtos vao conferir proteccdo celular contra o stresse oxidativo e as
suas consequéncias [Matés, 2000].

A SOD neutraliza os radicais O,” que sdo constantemente produzidos no
metabolismo de respiragdo aerdbia, convertendo-os em oxigénio molecular e peréxido
de hidrogénio (H,0;), que serd posteriormente captado pela CAT ou GPx [Benov e
Fridovich, 1998]. Sao varios os estudos que associam a indugcdo da SOD nos
organismos com factores associados ao aumento da producdo de ROS e a exposi¢do a
contaminantes oxido-redutores activos [Di Giulio ef al., 1995].

A CAT catalisa a degradacdo de HO, em 4gua e oxigénio molecular [Hunt et
al., 1998] e ¢ das enzimas com maior eficiéncia (8000 J/mol), com uma cinética de nao
saturacdo para o substrato [Lledias ef al., 1998], que se encontra primeiramente
associado aos peroxissomas, onde degrada o H,O, que surge como produto da oxidacao
de 4cidos gordos [Di Giulio ef al., 1995]. Apesar da CAT nao ser essencial para alguns

tipos de células, sob condi¢cdes normais, desempenha um importante papel no
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desenvolvimento de tolerancia ao stresse oxidativo na resposta adaptativa das células
[Hunt et al., 1998].

As GPx sao um grupo de enzimas citosoélicas, que para além de degradarem o
H,0; a agua, reduzem os peroxidos lipidicos (ROOH) aos seus respectivos alcoois
(ROH), num reaccdo importante para a interrup¢ao da cadeia de reacgdes que
desencadeia a peroxidagdo lipidica [Di Giulio ef al., 1995]. Existem varias isoenzimas
de GPx, entre eles a peroxidase da glutationa dependente de selénio (Se-GPx). Esta
enzima ¢ considerada como a GPx mais importante, por catalisar a reducao de varias
hidroperéxidos (ROOH e H,0,) usando a glutationa (GSH) como dadora de electrdes
[Matés, 2000]. Nos mamiferos, a Se-GPx ¢ de extrema importancia uma vez que
cataliza a degradacao do peréxido de hidrogénio e dos hidroperdxidos lipidicos, no
entanto, quando comparada com outras enzimas, como a CAT e a SOD, esta apresenta
valores de actividade extremamente baixos [Gamble et al., 1995].

Aksnes e Njaa [1981] realizaram estudos em varias espécies de peixes com
actividades metabolicas diferentes e referem que a actividade basal destas enzimas varia
em funcao da espécie e do tecido analisados. Geralmente, a CAT apresenta valores de
actividade basal decrescentes nos seguintes orgados: figado > rim > baco > coracdo. Os
mesmos autores indicam também que a actividade basal da GPx ¢ menor do que a da
CAT, na maioria das espécies estudadas.

No entanto, a actividade destas enzimas pode ser modelada na presenca de
agentes oxidantes. Estudos de determinagdo da actividade de enzimas antioxidantes e
captadores de ROS realizados em organismos marinhos (anémonas e mexilhdes),
sugerem a ocorréncia de respostas adaptativas dos sistemas antioxidantes apos

exposi¢do in vivo a condigdes ou xenobiodticos que aumentem o fluxo de ROS no
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organismo [Di Giulio ef al., 1995]. Algumas enzimas inibidas por ides metalicos sao

consideradas potenciais indicadores da toxicidade subletal de metais (Viarengo, 1989).

3.1.3. Orgios-alvo de toxicidade

Os metais de transi¢do actuam como catalisadores na deterioracao oxidativa de
macromoléculas bioldgicas estando assim a toxicidade destes metais relacionada com a
destruicao oxidativa dos tecidos, principalmente do cérebro, figado e rim [Stohs e
Bagchi, 1995]. As diferencas especificas de toxicidade dos ides metalicos estdao
relacionadas com as diferengas de solubilidade, absor¢do, transporte, reactividade
quimica ¢ com a formacdo de complexos no organismo. Apesar destes factores, os
mecanismos basicos que envolvem a producdao de ROS sdo os mesmos para alguns
metais de transi¢do (ferro, cobre, cadmio, cromio, niquel, chumbo, merctrio e vanadio)
[Stohs e Bagchi, 1995]. No caso do vanadio, a absorcao depende da solubilidade e da
via de entrada no organismo (alimento ou agua). Nos organismos marinhos, o vanadio ¢
inicialmente transportado pelo plasma e distribuido pelo sangue, atingindo inicialmente
o rim e o figado. Estudos com peixes marinhos indicam que o vanadio tem um
comportamento diferente de outros metais como o cadmio, o cobalto, o ferro, o
mercurio, a prata e o zinco, que tendem a acumular-se especialmente nos tecidos que
contactam directamente com a dgua do mar e no tracto digestivo. Individuos da espécie
Anguilla anguilla expostos a vanadio na agua apresentaram valores de concentracio
crescente deste metal no musculo, sangue, osso, rim e figado [Miramand e Fowler,
1998]. Deste modo, as informagdes sobre o conteiddo em vanadio existente nos animais
sdo limitadas e referem-se normalmente a tecidos como o figado ou rim, sem prestarem

aten¢do ao tecido cardiaco.
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Apesar do coracdo nao ser um dos locais de acumulagdo preferencial de metais,
¢ um 6rgao vulneravel ao stresse oxidativo induzido por estes [Aureliano et al., 2002;
Aureliano ¢ Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares et al., 2007a]. Estudos
histoldgicos realizados por Borges et al. [2003] referem que os oligdmeros de vanadato
causam lesdes nos tecidos renal e hepatico, apesar de nao se detectarem alteracdes no
tecido cardiaco. No entanto, estes estudos sugerem que apesar de nao se observarem
alteragdes tecidulares evidentes, o coracdo ¢ um oOrgdo sensivel e fortemente afectado
pela toxicidade do vanadio [Borges et al., 2003]. A escolha do coracdo como 6rgdo de
estudo prende-se ainda com o facto do musculo cardiaco ter uma elevada actividade
metabolica e, consequentemente, estar sujeito a uma maior produgdo de ROS
proveniente do metabolismo normal. Para além disso, o facto de se proceder a uma
administracdo por via intravenosa, faz do coragdo um dos primeiros Orgaos a ser

exposto ao metal.

3.1.4. Vanadio e dano oxidativo em sistemas biolégicos

Varios estudos bioldgicos tém associado o vanadio a capacidade de produzir ROS,
resultando em peroxidagdo lipidica e alteragdes das enzimas antioxidantes, promovendo
stresse oxidativo [Ghe et al., 1985; Kalyani et al., 1992; Ferrer et al., 1993; Stohs e
Bagchi, 1995; Shi et al., 1997; Byczkowski e Kulkarni, 1998; Capella et al., 2002;
Zhang et al., 2003]. O envolvimento de metais toxicos no dano oxidativo do musculo
cardiaco sugere que este orgdo apresenta elevada vulnerabilidade a intoxicacdo por
metais [Jamall et al., 1989; Tort e Madsen, 1991; Sarkar et al., 1995; Limaye e Shaikh,
1999]. Apesar do conhecimento acumulado até ao momento, os efeitos oxidativos do

vanadio observados apds exposi¢do aguda in vivo no musculo cardiaco ndo se
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encontram devidamente esclarecidos, nomeadamente a contribuicdo das diferentes
espécies oligoméricas para os efeitos toxicos promovidos pelo vanadio(V).

De facto, a maioria dos estudos sobre os efeitos toxicologicos do vanadato nos
sistemas bioldgicos ndo t€ém em consideragdo a contribuicdo dos diferentes oligdmeros
de vanadato. Contudo, sabe-se que a espécie decamérica — formada apos acidificagdo do
meio — afecta a actividade de varias enzimas [Stankiewicz et al., 1995; Aureliano e
Madeira, 1998; Tiago et al., 2004]. Foi sugerido que a decomposicao do vanadato
decamérico ¢ suficientemente lenta para permitir o estudo dos seus efeitos, nos sistemas
bioquimicos [Aureliano et al., 2002; Soares et al., 2003], ndo s6 in vitro como também
in vivo [Aureliano et al., 2002; Borges et al., 2003; Soares et al., 2003; Aureliano e
Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares et al., 2006; Soares e Aureliano, 2007].
Além disso, recentemente foi descrito por Ramos et al. [2006], que a interac¢ao do
vanadato decamérico com proteinas do citoesqueleto e com proteinas membranares
aumentam a sua estabilidade. Deste modo, nao ¢ de excluir a hipdtese de que a espécie
decamérica de vanadato possa ocorrer em condi¢des fisiologicas durante um periodo de
tempo suficiente para induzir efeitos biologicos distintos dos promovidos pelo
monovanadato. Se o vanadato decamérico ocorrer em condigdes fisioldgicas, induzira
este oligovanadato efeitos in vivo especificos? Serdo estes efeitos diferentes dos
promovidos pelo vanadato monomérico? Contribuird a espécie decamérica para a
toxicidade induzida pelo vanadato? Uma vez formado in vivo, o vanadato decamérico
tera a capacidade de prevenir os efeitos induzidos pelo vanadato? Estas e outras
questdes serdo discutidas no presente capitulo.

Poucos sdo os estudos que se t€ém desenvolvido sobre o vanadato decamérico.
Desde 1999, o nosso grupo de investigacdo tem realizado estudos in vivo administrando

solucdes de decavanadato na tentativa de avaliar a contribui¢do da espécie decamérica
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para os efeitos toxicos do vanadato [Aureliano et al., 2002; Borges et al., 2003; Soares
et al., 2003; Aureliano ¢ Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares et al., 2006;
Soares e Aureliano, 2007]. Estudos realizados por Borges et al. [2003], evidenciaram
que a exposicao aguda de um teledsteo marinho bentdnico (Halobatrachus didactylus) a
diferentes oligomeros de vanadato (vanadato decamérico e monomérico), numa
concentragcdo de 5 mM, durante um periodo de 1 a 7 dias, induz alteracdes histologicas
nos tecidos renal e hepatico. No que respeita ao figado, as alteragdes foram mais
expressivas nos individuos injectados intraperitonealmente com vanadato decamérico.
Num estudo semelhante, verificou-se que a administragcdo destas solugdes de vanadato,
induziu peroxidagdo lipidica e diminuicao da actividade de enzimas antioxidantes no
tecido cardiaco da mesma espécie, sugerindo-se que a espécie decamérica induz um
efeito mais potente [Aureliano et al., 2002]. Uma vez que se sabe que podem ocorrer
alteragdes ao nivel das defesas antioxidantes, mediante a necessidade de proteccao
antioxidante, dependendo da taxa metabolica da espécie [Aksnes e Njaa, 1981], o uso de
uma espécie ictioldégica com maior actividade metabdlica no estudo das respostas
antioxidantes a exposicdo a diferentes espécies oligoméricas de vanadato podera
contribuir para um melhor esclarecimento da relagdo entre o vanadato, como agente
oxidante, e a resposta dos respectivos mecanismos de defesa antioxidante.

Porém, estudos in vivo com concentragdes subletais de vanadato para um
periodo de exposi¢do mais curto ainda ndo foram realizados. Encurtar o periodo de
exposicdo as solugdes de vanadato poderad contribuir para dar uma indicacdo quanto ao
mecanismo inicial promotor de stresse oxidativo. Para além disso, uma vez que a
producdo de ROS estd dependente do metabolismo e os mecanismos de defesa sdo
muito variaveis, a susceptibilidade a toxicidade provocada por metais pode variar

consideravelmente entre espécies.
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3.1.5. O uso de peixes como modelos biologicos

A utiliza¢ao de modelos ictiologicos em estudos de stresse oxidativo tem vindo a ganhar
importancia e alguns estudos referem que os peixes parecem ser mais sensiveis ao efeito
dos metais do que os mamiferos [Palace e Klaverkamp, 1993].

No presente estudo, recorreu-se a duas espécies de teledsteos marinhos
(Halobatrachus didactylus, charroco, e Sparus aurata, dourada) como organismos-teste.
Os organismos aquaticos encontram-se expostos ao vanadio no seu ambiente natural
uma vez que, para além deste metal existir na natureza, existem varias fontes
antropogénicas deste elemento no meio aquatico [Nechay, 1986; Baran, 1998]. Neste
sentido, ¢ importante o estudo da vulnerabilidade destes animais ao vanadio. Para além
disso, segundo Kelly et al. [1998], os peixes sdao bons modelos experimentais em
estudos de stresse oxidativo, uma vez que exibem respostas toxicologicas e adaptativas
similares a dos mamiferos. Sendo a dourada um peixe com uma actividade metabolica
relativamente elevada, o estudo dos mecanismos de defesa antioxidante nesta espécie
tem particular interesse uma vez que, os trabalhos realizados at¢ ao momento nesta area
utilizaram peixes com uma actividade metabolica mais reduzida (espécies bentdnicas,
tais como o H. didactylus).

A espécie S. aurata ¢ um peixe de elevado valor comercial, particularmente nos
paises mediterraneos, sendo uma das principais espécies de produgdo em aquacultura
em Portugal. A elevada procura de produtos da pesca na alimentacio humana,
acompanhada pelo decréscimo das reservas naturais, tém impulsionado a investigagao
no que respeita, ndo s6 a aquacultura, que tem vindo a apostar no cultivo intensivo desta
espécie, mas também a fisiologia destes animais [Pillay, 1990]. Como se trata de uma
espécie explorada em aquacultura, o seu ciclo de vida, bem como os requisitos abidticos

e alimentares sao bem conhecidos. Deste modo, a sua manutengao em cativeiro € o seu
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manuseamento sao de facil execugdo. Todos estes factores sao vantajosos na escolha de
um modelo bioldgico, e neste caso, a facil disponibilidade, a sua importancia comercial,
bem como o vasto conhecimento que existe sobre esta espécie, normalmente utilizada
em estudos sobre a dieta alimentar, mas também em ecotoxicologia [Arufe et al., 2004],
foram determinantes na escolha da dourada como modelo experimental neste estudo.
Nos ultimos anos, a dourada tem sido utilizada como modelo biologico no estudo dos
efeitos de metais toxicos e dos mecanismos de defesa antioxidante [Rodriguez-Ariza et
al., 1994; Pedrajas et al., 1995; Vaglio e Landriscina, 1999; Rodriguez- Ariza et al.,
1999; Pascual et al., 2003]. Para além disso, ¢ um animal de facil obtencdo ¢
manutencdo, que ndo se encontra ameacado nem protegido por nenhuma convengao
internacional.

A espécie H. didactylus para além de muito abundante na Ria Formosa
(Algarve), o que proporcionava uma facil aquisi¢do de exemplares, apresenta uma
grande variabilidade de dimensdes e/ou idades e, consequentemente, de taxas
metabolicas, ndo sendo também possivel avaliar a proveniéncia exacta de todos os
espécimens, o que ocasionada frequentemente grupos de estudo bastante heterogéneos.
Os individuos da espécie S. aurata por sua vez, adquiridos a empresas de aquacultura,
possibilitaram a formacao de grupos homogéneos, apresentando tamanhos padrao, a
mesma idade e tendo estado sujeitos as mesmas condigdes de cativeiro (dieta alimentar
e factores abioticos). Estes aspectos permitiram diminuir a variabilidade individual. Para
mais, esta ¢ uma espécie de elevado interesse comercial, sendo extensivamente
produzida em aquacultura. No entanto, apesar da sua fisiologia reprodutiva e nutricional
ser amplamente estudada, os estudos toxicologicos sdo em geral negligenciados. A
espécie ictiologica escolhida para substitui¢do do modelo bioldgico inicialmente eleito,

veio deste modo colmatar as lacunas apresentadas pela espécie anteriormente utilizada.

86



Efeito de decavanadato no musculo cardiaco

Recentemente, esta espécie tem sido utilizada em estudos sobre stresse oxidativo,
normalmente associado a xenobidticos apolares (dieldrina e paraquato) ou metais

toxicos como o cadmio [Pedrajas et al., 1995; Vaglio e Landriscina, 1999].
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3.1.6. Objectivos

Sao objectivos deste capitulo, avaliar a distribuicdo subcelular de vanadio apos
administracao in vivo dependente das espécies oligoméricas de vanadato, assim como,
analisar as respostas antioxidantes induzidas, nas frac¢des mitocondrial e citosolica do
tecido cardiaco, apds administragdo in vivo de concentragdes sub-letais de solugoes de
decavanadato ¢ metavanadato (1 ¢ 5 mM de vanadio total), durante uma exposi¢ao
aguda (1, 6 e 12 h), em individuos da espécie Sparus aurata injectados
intravenosamente. Os efeitos promovidos pelas duas solu¢des de vanadato foram
determinados ¢ comparados nos seguintes parametros: (i) distribuicdo subcelular de
vanadio no sangue e musculo cardiaco, (ii) produgao de espécies reactivas de oxigénio,
(i11) peroxidacao lipidica, (iv) alteragdes na actividade de enzimas antioxidantes

cardiacas e (v) conteudo de glutationa.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Reagentes e soluc¢oes
Os reagentes utilizados, de elevado grau de pureza, foram adquiridos a empresas
especializadas, nomeadamente: diacetato de dihidroclorofluoresceina (H,DCF-DA) Cat.
D-399 (Molecular Probes, Groningen, Holanda); 4cido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzéico)
(DTNB) Cat. D-8130; nitro blue tetrazélio (NBT) Cat. N-6639 (Sigma Chemicals Co.,
St. Louis, MO, USA); e, material de referéncia marinho para metais vestigiais:
hepatopancreas de lagosta (TORT-2), 1.64 + 0.19 mg vanadio/kg (National Research
Council of Canada).

Solugao tampao de homogeneizacao: 20 mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.5 M sacarose,

1 mM EDTA, 0.15 M KCl e 1 mM ditiotrietol.

3.2.2. Animais e tratamentos in vivo
A administracdo in vivo de solu¢des de vanadato, numa concentracao sub-letal, por via
intravenosa (i.v.) foi realizada em douradas (Sparus aurata), pesando 400-600 g. Os
animais foram adquiridos a duas aquaculturas locais (Algarve) e mantidos em tanques
de 450 L, em agua do mar arejada e com recirculagdo constante, sob condicdes de
cativeiro controladas (20 °C, 35%0 e exposi¢do a ciclos circadianos naturais) por
periodos superiores a 2 semanas. Durante o periodo de aclimatacdo as condi¢des
laboratoriais, os peixes foram alimentados diariamente ad /ibitum com ragdo comercial
e privados de alimentacdo durante os 2 dias que antecederam o sacrificio, por
sobredosagem com anestésico 2-fenoxietanol (banho).

Para a realizacdo dos tratamentos in vivo com solucdes de decavanadato e
metavanadato (1 ou 5 mM de vanadio total), dividiram-se 54 peixes em trés grupos de

estudo (grupos Placebo; decavanadato, V,o; e, metavanadato, V|) e injectaram-se os
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individuos i.v. com 1 ml/kg de 0.9% NaCl (Placebo) ou de solugdes de decavanadato e
metavanadato, respectivamente; sacrificaram-se sub-grupos de 6 individuos 1, 6 ¢ 12 h
apo6s injecg¢ao. Tal como referido na Secgdo 2.2.2., antes da sua utilizacdo a solucdo
concentrada de decavanadato (50 mM, pH 4.0) foi ajustada a pH aproximadamente 7.0,
diluida para a concentracdo final (1 ou 5 mM) em solucdo fisioldgica (0.9% NaCl) e
mantida em gelo até a sua administragdo. Simultaneamente, no inicio da experiéncia,
sacrificou-se um grupo Controlo (n = 6) para determinagdo dos valores basais de
distribuicao subcelular de vanadio e de marcadores de stresse oxidativo (Tabela 3.4).

Recolheram-se amostras hematoldgicas por puncao directa da veia caudal que
foram mantidas em heparina a 4 °C. As amostras de sangue foram centrifugadas a 500 g
durante 10 min, com o objectivo de isolar os eritrocitos (RBC) do plasma (para remogao
de leucocitos e outros constituintes do sangue).

O manuseamento e as experiéncias realizadas com os animais respeitaram as
directrizes estabelecidas no guia do National Research Council para o cuidado e uso de

animais de laboratorio.

3.2.3. Massa cardiaca relativa e massa ventricular relativa

A partir do registo da massa corporal, da massa cardiaca e da massa ventricular dos
individuos estudados foi analisado o efeito da administracao das solugdes de vanadato
nos indices de massa cardiaca relativa, MCR (Equagdo 3.1) e massa ventricular relativa,

MVR (Equagao 3.2).

[Eq. 3.1]

massa coragdo (g) 8

Massa Cardiaca Relativa (%)= 100

massa corporal (g)

massa ventriculo (g) %100  [Eq.3.2]

Massa Ventricular Re lativa (%)=
massa corporal (g)
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3.2.4. Isolamento de fracc¢oes subcelulares do tecido cardiaco

Para o isolamento das frac¢des mitocondriais e citosolicas do tecido ventricular,
removeu-se o coracao imediatamente apds a colheita de sangue e apos o registo dos seus
dados morfométricos, isolaram-se os ventriculos. As frac¢des subcelulares do tecido
cardiaco foram isoladas a partir de homogenatos do respectivo 6rgao por centrifugagao
diferencial. Todos os procedimentos de isolamento foram realizados a temperatura de

0-4 °C.

Isolamento da fracgdo citosolica de ventriculos de Sparus aurata
Trituraram-se os ventriculos em tampao de homogeneizacdo e posteriormente
homogeneizaram-se os ventriculos num homogeneizador Ultraturrax X-620, por 3
periodos de 30 s a velocidade maxima (20500 rpm), em 10 ml de tampao por grama de
tecido (homogenato total). A frac¢do citosolica foi isolada por centrifugacao diferencial,
tal com anteriormente descrito [Aureliano et al., 2002; Soares et al., 2006; 2007a]. O
homogenato inicial foi centrifugado a 460 g, durante 10 min a 4 °C, com o objectivo de
separar membranas ¢ fragmentos celulares (sedimento). O sedimento resultante
(contendo nucleos, eritrocitos e fragmentos celulares) foi desprezado e o sobrenadante
submetido a nova centrifugacao a 10000 g, durante 30 min a 4 °C. O sobrenadante e o
sedimento obtidos nesta centrifuga¢do foram utilizados para o isolamento das fracgdes
citosdlica e mitocondrial, respectivamente.

Posteriormente, o sobrenadante resultante desta segunda centrifugagdo, contendo
a frac¢do pos-mitocondrial, foi centrifugado a 50000 g, durante 120 min a 4 °C. O
sobrenadante obtido (fracgdo citosoélica) foi conservado a -80 °C até ao momento dos

ensaios.
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Isolamento da frac¢do mitocondrial de ventriculos de Sparus aurata

Ressuspendeu-se o sedimento (rico em mitocondrias) resultante da centrifugacdo a
10000 g, em 5 ml de tampao de homogeneizagdo e submeteu-se a nova centrifugacao
nas mesmas condi¢des (10000 g, 30 min a 4 °C). Por ultimo, desprezou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento (mitocondrias) em 3 ml da mesma solugao.

A suspensao mitocondrial foi conservada a -80 °C até¢ ao momento dos ensaios.

3.2.5. Quantificacido proteica
A determinagao do contetudo proteico das amostras foi determinado pelo método de

Bradford [1967], usando albumina de soro bovino (BSA) como padrao de proteina.

3.2.6. Distribuicao subcelular de vanadio

A determinacdo da concentracdo de vanddio, em sub-amostras do homogenato total e
das fracgdes citosolica e mitocondrial do tecido cardiaco, foi realizada por
espectroscopia de absor¢do atomica (EAA). Esta técnica consiste na absorcao selectiva
de radiagdo linear das zonas do visivel por atomos ou ides no estado gasoso [Rubinson e
Rubinson, 1998] e tem sido amplamente utilizada na detec¢do e quantificacao de metais,
nomeadamente vanadio em tecidos e fracgdes subcelulares [Ray, 1994].

Neste método, as amostras do elemento a analisar sdo submetidas a temperaturas
elevadas de modo a dissociarem as suas ligagdes quimicas num processo denominado
de atomizacdo. Neste estado atomizado, o elemento ¢ capaz de absorver a radiagdo
incidente, o que se traduz num pico de absorcao cuja altura ou area pode ser usada para
a sua quantificagdo, através da lei de Lambert-Beer [Ray, 1994; Rouessac e Rouessac,
2001]. O processo de atomizacdo pode ser realizado num atomizador de chama ou

electrotérmico, dependendo da amostra e/ou metal em questdo [Skoog et al., 1998]. As
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quantificagdes de vanadio apresentadas na presente tese foram realizadas recorrendo-se
ao método de EAA electrotérmica, visto apresentar vantagens relativamente a
atomizacdo por chama, nomeadamente: maior sensibilidade e o maior tempo de
residéncia dos atomos no percurso luminoso (obtengcdo de sinais mais estaveis,
definidos e constantes) [Gongalves, 1996; Skoog et al., 1998]. Tais caracteristicas
possibilitam um limite de deteccdo cerca de 1000 vezes superior ao do método por
chama, permitindo a deteccao de reduzidas concentragdes. Para além disso, a EAA
electrotérmica permite o uso de pequenos volumes de amostra (na ordem dos

microlitros), em solu¢do ou matriz biologica [Gongalves, 1996].

Determinacdo de limites de deteccdo e quantificagdo

Antes de se proceder a quantificagdo do teor em vanadio presente nas diferentes
fracgOes subcelulares dos tecido cardiaco, determinaram-se os limites de deteccao e
quantificagdo do equipamento para as condi¢des de andlise utilizadas no presente
estudo, conforme recomendado pela [International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC).

Seguindo as recomendagdes da norma ISO 8466-1, calcularam-se os referidos
limites a partir da estatistica de minimos quadraticos da recta de calibracao, admitindo-
-se que o desvio-padrdo da estimativa representa o desvio-padrdo do branco (ISO 8466-
-1). Nas condi¢des de andlise utilizadas no presente estudo, os limites de deteccdo e

quantificagdo registados para o vanadio foram de 5+ 1 e 14 + 3 ppb, respectivamente.

Preparacao das amostras para quantificagdo do conteudo em vanadio
Apos registo das massas humidas das amostras destinadas a analise por EAA

electrotérmica (homogenato total, frac¢des citosdlica e mitocondrial), procedeu-se a
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desidratacao das amostras a 60 °C, até massa constante (aproximadamente 48 h). Apds a
secagem completa das amostras, registaram-se as respectivas massas secas € procedeu-
-se a um ataque por via himida com &cido nitrico (HNOs a 65%).

O ataque por via humida com HNO; foi efectuado de acordo com o método
previamente descrito por Bryan et al. [1985] e Greenberg et al. [1992] e consiste numa
oxidagdo da matéria organica presente nas amostras biologicas de modo a impedir a sua
interferéncia no processo de detec¢do de metais [Solchaga et al., 1986; Ray, 1994].
Resumidamente, as amostras foram incubadas durante 24 h com HNO; a 65%,
adicionado numa razao de 20 ml por grama de tecido seco, e posteriormente digeridas a
100 °C até a obtengdo de um residuo amarelo claro, indicativo de uma digestao
completa e eficaz. Este residuo foi posteriormente ressuspenso em 1 ml de solugdo de
acido cloridrico (HCI) a 10%.

Paralelamente, ¢ de modo a corrigir a potencial contaminagdo das amostras
introduzida pelos acidos adicionados, foram efectuados triplicados de uma amostra
controlo (sem amostra biologica) composta unicamente por HNO; a 65% e HCI a 10%.
Note-se que, todo o material de vidro envolvido na preparacdo das amostras € no seu
tratamento para os ensaios de EAA foi previamente descontaminado com agua régia

(3 HCla37%: 1 HNOs a 65%)).

Anadlise da distribuicdo subcelular de vanddio

A determinacdo da concentracdo de vanadio existente nas frac¢des subcelulares das
amostras cardiacas foi efectuada por EAA electrotérmica num espectrofotdmetro de
absorc¢do atomica GBC Avanta, equipado com um sistema de forno de grafite GBC GF
3000, com um amostrador automatico GBC PAL 3000, operando segundo pardmetros de

amostragem e condi¢des de aquisi¢do previamente definidos (Tabela 3.1 e Tabela 3.2).
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Seguindo o método descrito por Gongalves [1996], o equipamento foi calibrado
com uma série de solugdes padrao contendo 12.5, 25, 50 e 100 ppb de vanadio, obtidas
através de dilui¢des sucessivas de uma solucao de vanadio concentrada (1002 £+ 2 mg/L,
Merck), de modo a tracar rectas de calibracdo que permitiram determinar, por

interpolagdo, a concentragao de vanadio (ppb) presente em cada uma das amostras.

Tabela 3.1 — Caracterizagdo dos parametros de amostragem e condigdes operatérias
utilizados na determinag¢do da concentracdo de vanadio por EAA electrotérmica com

camara de grafite, num espectrofotémetro de absorcao atdémica GBC Avanta.

Condigdes operatorias de Parametros da camara
) Parametros de amostragem *
EAA electrotérmica de grafite
Modo de _ ) b
Absorvéncia | Etapa 1 Injeccao 5 ul solugdo
instrumento Padrao 1
Modo de (25 ppb)
Concentragdo | Etapa 2 85°C;2.0s 15 pl Branco®
calibracao
Modo de ) b
_ Altura pico | Etapa 3 97°C;1.0s Padrao 2 10 pl solugdo
medida
, (50 ppb) .
Intensidade 18 mA Etapa4 120°C; 10.0s 10 pl Branco
Largura da
0.2 nm Etapa5 1200°C; 10.0s
fenda Padrao 3 .
20 pl solugdo
Comprimento (100 ppb)
318.2 nm Etapa6  1200°C; 1.0s
de onda
Introdugao da
Auto-mix Etapa7 2700 °C; 0.8 s
amostra
Constante do 0.0 Amostra 20 pl amostra
tempo ' Etapa8 2800 °C;0.1s
Amostras 3

“Amostragem efectuada em triplicado; "Os padrdes 1 e 2 foram preparados
automaticamente a partir do padrdo 3, por diluicdo em &4gua desionizada (Branco);

‘Agua desionizada.
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Saliente-se que as amostras foram analisadas em triplicado, sendo injectado na
camara de grafite um volume conhecido de amostra (20 pl) e submetido a uma
vaporizagao lenta até 700 K (~427 °C), para dispersdao de produtos de decomposicao
volateis, e finalmente a temperatura foi elevada 100 °C acima da temperatura de
atomizacao [Alloway e Ayres, 1993; Gongalves, 1996; Skoog et al., 1998], para uma

dissociagao completa das suas ligagdes quimicas (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Parametros de programagdo da camara de grafite utilizados na
determinagdo da concentragdo de vanadio por EAA electrotérmica, num

espectrofotometro de absorc¢ao atomica GBC Avanta.

Temperatura  Tempo  Fluxo de gas

Etapa Padrdo de gas Comando de leitura
(°C) (s) (L/min)
1 85 5 3.0 Normal Nao
2 95 40 3.0 Normal Nao
3 120 5 3.0 Normal Nao
4 1400 5 3.0 Normal Nao
5 1400 1 3.0 Normal Nao
6 1400 2 0.0 Normal Nao
7 2700 1 0.0 Normal Sim
8 2700 2 0.0 Normal Sim
9 2700 2 3.0 Normal Nao

Validacao do método

Em conformidade com os métodos de referéncia descritos pelo United Nations
Environment Programme (UNEP) em 1990, a exactiddo do método foi avaliada através
da andlise de material de referéncia certificado (MRC), nomeadamente hepatopancreas

de lagosta TORT-2 do National Research Council of Canada (NRCC), cujo valor

certificado de vanadio ¢ de 1.64 + 0.19 mg/kg. Deste modo, submeteu-se uma
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quantidade conhecida de MRC ao mesmo procedimento que as amostras de tecido
cardiaco (Secgdao 3.2.6.) e calculou-se o factor de rendimento do MRC (Z) por
intermédio do teste “Z — scores” (Equagao 3.3) [Castro, 1997].

(Xlab _Xv)

Z=-l& v/ Eq. 3.3
3 [Eq. 3.3]

Xiap, representa o valor da concentragdo de metal obtido no ensaio;
X,, representa o valor da concentragao de metal certificado no MRC;
S, representa a unidade de desvio admissivel (desvio padrao da média dos resultados ou

incerteza de .X,).

Posteriormente, o resultado obtido foi avaliado segundo os parametros
estabelecidos para a classificacao do factor de rendimento do MRC, nomeadamente:
0< |z | <2: Satisfatério
2<|z|<3: Questionavel

‘Z | > 3 : Incorrecto

A taxa de recuperacdo do MRC variou entre 92 e 110% do valor certificado,
considerando-se a precisdo do método aceitavel numa gama de 8 a 10%, relativamente

ao desvio padrao previsto.

Andlise de resultados
A concentragdo de vanddio ([V]) presente nas amostras analisadas foi calculada
(Equagdo 3.4) (Aureliano et al., 2002) e expressa em ng V/g tecido seco ou ng V/mg

proteina.
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M . ouProteina

seca

Eq. 3.4
[V]= A X( Vlﬁet()ma ] [ q ]

A, representa o valor da concentragdo de metal obtido no ensaio (ppb);
Vietoma» re€presenta o volume de HCI 10% utilizado para a retoma das amostras (1 ml);
M;.cq, representa a valor massa seca das amostras analisadas;

Proteina, representa o valor da quantidade de proteina presente na amostra analisada.

3.2.7. Analise do nivel de peroxidacao lipidica

Os produtos da degradacdo lipidica, em todos os individuos em estudo, foram
determinados em homogenatos cardiacos totais (Sec¢do 3.2.5.), em tampao fosfato de
potassio (0.1 M K;HPO4 e 300 mM NaCl, pH 8.3), pelo teste do 4cido tiobarbiturico
(TBA). Este método determina os aldeidos formados pela degradagao de
hidroperéxidos, incluindo o malonaldeido (MDA) — usado como padrao neste ensaio — a
temperatura elevada (100 °C) e em meio acido (conferido pela presenga de acido
tricloroacético, TCA). A reacgdo entre 0o MDA e o TBA origina um croméforo MDA-
-TBA, de coloragao rosa com um maximo de absorc¢ao a 530 nm [Wills, 1987].

No presente estudo, procedeu-se a avaliacdo da peroxidagdo lipidica induzida
por exposicao as solugdes de vanadato, através da reac¢dao dos produtos de degradacao
lipidica com TBA (1%), a 100 °C e na presenca de 20% de TCA. O MDA gerado por
um conjunto de reac¢des de propagacdo, em resultado de fendmenos de peroxidagao, é
expresso em mmol de espécies reactivas tiobarbituricas (TBARS) formadas. A
conversao dos valores de absorvéncia registados a 530 nm para concentragdo de MDA
foi efectuada com base numa recta de calibragdo obtida com soluc¢des padrao de MDA
(0.5, 1, 2,5, 10, 15, 20 e 25 uM) sendo a concentragdo de MDA determinada pela lei de

Lambert-Beer. Os ensaios foram realizados em triplicado e a quantificagao dos produtos
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de peroxidagdo lipidica expressa pela concentragdo de MDA ([MDA]) em pmol/g
tecido (Equacao 3.5).

b)/ m]/1000 [Eq. 3.5]

amostra

xV

K
homogenelza;ao amostra

[MDA](umol / g)= (jw[(Abs

tecido

AbSamostra, representa a média das absorvéncias a 530 nm da amostra.

b, representa a ordenada na origem (recta de calibragdo com MDA).

m, representa o coeficiente de extingdo molar (recta de calibragdo com MDA).

1000, conversao de uM para umol.

Miecido, massa de tecido no homogenato cardiaco total (g).

Vhomogeneizagio, Volume de tampdo fosfato utilizado para homogeneizagdo do tecido
cardiaco (ml).

Vamostras VOlume de amostra (homogenato total) utilizado na realiza¢dao do ensaio (ml).

3.2.8. Actividade de enzimas antioxidantes

Avaliou-se a resposta antioxidante do tecido cardiaco de individuos tratados com
solugdes de vanadato, determinando-se as alteragdes nas actividades de enzimas
antioxidantes por espectroscopia UV/visivel num espectrofotometro Hitachi U-2000: a
actividade da dismutase do superdxido (SOD) e da catalase (CAT) foram determinadas
nas frac¢des mitocondrial e citosolica, enquanto que a actividade das peroxidases totais
da glutationa (GPx) € das peroxidases dependentes de selénio (Se-GPx) na fracgdo

citosolica cardiaca de todos os individuos em estudo.

Actividade da dismutase do superoxido

A determinagdo da actividade da SOD realizou-se nas frac¢des citosolica e mitocondrial
do tecido cardiaco dos individuos amostrados segundo a técnica descrita por McCord e
Fridovich [1969], que tem por base a inibi¢do da redug@o do citocromo ¢ pelos anides

superoxido (O,”) gerados pelo sistema hipoxantina-oxidase da xantina (Fig. 3.1). A
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SOD capta os radicais O, ", diminuindo a redu¢ao do citocromo c. O volume de amostra
utilizado neste ensaio foi variavel, de modo a obter-se 50% de inibi¢ao da reducao do

citocromo c.

X0 X0

Hipoxantina m Xantina @ Acido trico

N

Citocromo c (oxidado) Citocromo ¢ (reduzido)
laranja rosa

02

Figura 3.1 — Esquema reaccional da reducao do citocromo ¢ pelos anides supéroxido

(Oy7) gerados pelo sistema hipoxantina-oxidase da xantina (XO).

Neste ensaio, a reac¢do decorreu a temperatura de 25 °C, durante 80 s, foi
iniciada por adi¢dao de xantina oxidase (uma quantidade suficiente para produzir um taxa
de redugdo do citocromo ¢, a 550 nm, superior a 0.020 unidades de absorvéncia por
min) ao meio de ensaio (50 mM tampao fosfato, pH 7.8), na presenca de 0.1 mM
EDTA, 50 uM  hipoxantina e 10 uM citocromo ¢ e monitorizada
espectrofotometricamente a 550 nm. No inicio de cada analise, efectuou-se um ensaio
em que a amostra foi substituida por igual volume de tampao fosfato (50 mM , pH 7.8),
de modo a obter-se o valor de redu¢do maxima do citocromo ¢ (a variacdo da
absorvéncia por minuto deverd ser aproximadamente 0.025). Os ensaios foram
realizados em triplicado e a actividade da SOD expressa em U/mg proteina, sendo que
neste caso uma unidade (U) corresponde a quantidade de enzima necesséria para que
ocorra 50% de inibicdo da reducdo maxima do citocromo ¢, calculada segundo as

condicdes do ensaio (Equacdo 3.6).
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0 Eq. 3.6
Actividade SOD (U / mg proteina )= %x Proteina [Eq. 3.0]

%I, representa a percentagem de inibicao.

Proteina, representa a quantidade de proteina (mg) usada no ensaio.

Actividade da catalase
A CAT catalisa a reducdo bivalente do peroxido de hidrogénio a duas moléculas de
agua, com libertacdo de oxigénio, de acordo com a reaccao:
2H,0, —“L 5 2H,0+0,
A actividade da CAT foi determinada nas fracgdes citosolica e mitocondrial no
tecido cardiaco dos individuos de S. aurata dos vérios grupos de estudo, segundo a
técnica descrita por Clairborne [1985]. Este método baseia-se na determinagdo
espectrofotométrica (240 nm) directa da decomposicdo de perdxido de hidrogénio
(H20,). No presente estudo, a reaccdo decorreu durante 60 s, a 25 °C e foi iniciada pela
adi¢do da amostra a um meio de ensaio contendo tampao fosfato (50 mM, pH 7.0) e 50
mM H,0; e monitorizada a 240 nm. Os ensaios foram realizados em triplicado e a
actividade da CAT expressa em mmol/min/mg proteina (Equagdo 3.7).
[Eq. 3.7]

(AOD /&)
Proteina

Actividade CAT =

AOD, representa a média dos declives parciais (intervalos de 6 s) da recta que expressa
o consumo de H,O,, durante 60 s.

g, representa o coeficiente de extingdo molar do peréxido de hidrogénio a 240 nm (40
M em™).

Proteina, representa a quantidade de proteina (mg) usada no ensaio.
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Actividade das peroxidases da glutationa
Neste estudo foram determinadas as actividades das GPx, € da Se-GPx, na fraccao
citosolica do tecido cardiaco.

A actividade da GPx, € uma medida das actividades combinadas das Se-GPx e
das transferases S da glutationa e foi determinada pela técnica descrita por Lawrence e
Burk [1976]. A GPxXa1 catalisa a reducao de perdxidos organicos (como o cumeno de

hidroperdxido) a um alcool e agua, segundo as reacgdes:

2GSH +ROOH —%* GSSH +ROH +H,0

GSSH +2NADPH —%— 2GSH +2NADP*

O método adoptado baseia-se na determinagao espectrofotométrica indirecta da
actividade da GPxy, através da medida da oxidacdo do NADPH pela redutase da
glutationa (GR). A reaccdo decorreu em tampao fosfato (65 mM, pH 7.5) num meio
contendo 2 mM GSH, 1 U/ml GR, 0.12 mM NADPH e iniciou-se com a adi¢do de
substrato (4 mM cumeno de hidroperéxido), observando-se um declive negativo. Os
ensaios foram realizados em triplicado, registados a 340 nm e a actividade da GPXot,

expressa em pmol/min/mg proteina (Equacao 3.8).

(AOD/¢) [Eq. 3.8]

Actividade GPx,,, (wmol / mg proteina): -
Proteina

AOD, representa a média dos declives parciais (intervalos de 6 s) da recta que expressa
o consumo de cumeno de hidroperoxido, durante 60 s.
g, representa o coeficiente de extingdo molar do NADPH 340 nm (6.2 M'em™).

Proteina, representa a quantidade de proteina (mg) usada no ensaio.

A Se-GPx catalisa a decomposi¢cdo de H,O; a duas moléculas de adgua, segundo

areaccao:

2GSH +H,0, —* 5 GSSH+2H,0
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GSSG +2NADPH —<% s 2GSH +2NADP*

Foi seguido o método descrito por Lawrence e Burk [1976], que consiste na
determinagdo espectrofotométrica indirecta da actividade da Se-GPx através da medida
da oxidacdo de NADPH pela GR. A reac¢do decorreu em tampao fosfato (65 mM, pH
7.5) num meio contendo 2 mM GSH, 2 U/ml GR, 1 mM NaNj, 0.12 mM NADPH ¢
iniciou-se com a adi¢do de 0.2 mM H,0,, observando-se um declive negativo. Tal
como anteriormente descrito, os ensaios foram realizados em triplicado, registados a

340 nm e a actividade da Se-GPx expressa em pmol/min/mg proteina (Equacao 3.8).

3.2.9. Producio de espécies reactivas de oxigénio

A actividade pré-oxidante total nos individuos da espécie S. aurata dos diferentes
grupos em estudo foi avaliada através da andlise da producdo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) na fraccdo mitocondrial, numa cinética com uma duracao de 30 min, na
qual se utilizou o diacetato de dihidroclorofluoresceina (H,DCFDA) como marcador
das ROS produzidas em resposta ao metabolismo oxidativo [Greenlund et al., 1995;
Hoyt et al., 1997]. A cinética de oxidagdo desta molécula ¢ uma medida indirecta de

stresse oxidativo. Este ensaio baseia-se na seguinte reac¢ao:

DCFH — DA (reduzido; ndao ﬂuorescente) —oidecdo_y  DCFH (oxidado; ﬂuorescente)

DCFH —— DCF (ndo fluorescente)

A reaccao teve inicio com a adicdo de amostra a um meio reaccional contendo
50 mM tampao fosfato (pH 7.0), 100 mM KCI e 2 ng/ml H,DCFDA. Ap6s 30 min de
incubacao adicionaram-se 0.1 mM NADH e registou-se a intensidade de fluorescéncia
continuamente durante 30 min, sob pardmetros de aquisi¢do constantes (Tabela 3.3). O
registo das intensidades de fluorescéncia ocorreu sob agitacdo continua, a 25 °C, num

espectrofluorimetro Perkin-Elmer 650-40 (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA)
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(Aexe = 495 nm; Aey = 520 nm). As intensidades de fluorescéncia de cada amostra foram
comparadas com a fluorescéncia da sonda (H,DCF) na auséncia de amostra. A molécula
de H,DCFDA ¢ um marcador indirecto da taxa de producdo de ROS, na medida em que
quanto maior for a velocidade de oxidacdo, mais ROS existem na amostra capazes de

promoverem essa oxidagdo, o que se traduz num sinal de fluorescéncia.

Tabela 3.3 — Parametros do fluorimetro utilizados nos ensaios.

Parametros do fluorimetro

A excitagdo 495 nm
A emissao 520 nm
Tempo de aquisi¢ao 100 min 00 s
Velocidade de registo 5 mm/min
Escala 0.000 ~9000
Impressora Ligada
Resposta Is
Ganho Elevado
Fenda de excitagdo 5 nm
Fenda de emissdo 10 nm

A producao de ROS foi determinada pelo declive do registo de intensidade de
fluorescéncia apods adigdo de NADH e expressa em unidades arbitrarias (u.a.)/min/mg
proteinas.

A producao de O, na frac¢ao mitocondrial foi determinada através da analise da
taxa de reducdo do nitro blue tetrazdlio (NBT), tal como indicado por Auclair e Voisin
[1985]. O ensaio decorreu em meio contendo 50 mM fosfato (pH 7.0), 100 mM KCl,
0.1 mM EDTA, 0.1 mM NBT e 120 pg de proteina mitocondrial do tecido cardiaco e as

determinagdes da redugdo do NBT foram realizadas a 560 nm num espectrofotometro
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Shimadzu UV mini 1240. A produgdo de O, foi determinada com base no decréscimo

da taxa de reducao do NBT apo6s adi¢ao de 350 U de SOD.

3.2.10. Determinacio do nivel de GSH

O conteado em glutationa reduzida (GSH), um antioxidante ndo enzimatico, foi
determinado em homogenatos de ventriculo através da redugdo do acido 5,5’-ditiobis
(2-nitrobenzoéico) (DTNB) pelos grupos sulfidrilo, tal como descrito por Gandara et al.
[2005]. Resumidamente, adicionou-se 20% de &cido perclorico as amostras para
precipitar o contetido proteico, apos o que se centrifugou a mistura a 16000 g durante
10 min, a 4 °C, e neutralizou-se o sobrenadante com KOH. Posteriormente, repetiram-se
estes passos mais duas vezes. O ensaio decorreu num meio contendo 50 mM fosfato
(pH 7.0), 100 mM KCIl e 0.5 mM DTNB, e os valores de absorvéncia a 412 nm
(eprng = 13.2 mM’! cm'l) foram registados, apos adigdo da amostra, num

espectrofotometro Shimadzu UV mini 1240.

3.2.11. Analise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram processados nos programas SigmaPlot 2001 e
Microsoft Office Excel 2003. De modo a detectar possiveis diferengas entre as médias
dos valores dos varios grupos para os biomarcadores de stresse oxidativo estudados foi
aplicado um tratamento estatistico, realizado com o programa SigmaStat 3.1.

A comparagdo entre os grupos de estudo, relativamente a todos os parametros
abordados, foi efectuada usando o teste r-student (representado pela letra ), um teste
paramétrico, sempre que os parametros de normalidade da distribuigdo das amostras e
de homogeneidade de variancias entre os grupos foram cumpridos. Este teste ¢ aplicado

a um reduzido nimero de amostras (n <30) e compara os grupos através da média dos

105



Efeito in vivo de decavanadato

seus valores. As hipoteses nula e alternativa do teste sdo, respectivamente, Hy: as
médias dos grupos comparados sdo iguais e as diferengas que se observam entre grupos
devem-se a erros de amostragem; e, H;: as médias dos grupos comparados sao
diferentes, rejeitando-se a hipdtese nula sempre que os valores de ¢ calculados excedem
o valor tabelado para a distribui¢do ¢ para um nivel de significancia de p = 0.05.

Nos casos em que um dos parametros de aplicabilidade do teste ¢-student nao se
verificou, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para o = 0.05, uma vez
que este teste pode ser aplicado a um nimero mais reduzido de amostras (até¢ n = 4) e
ndo requer os pressupostos do teste t-student. Ao aplicar este teste, os grupos sio
comparados através das respectivas medianas e sdo estipuladas as hipoteses nula e
alternativa, com o mesmo critério de rejeicdo que o teste z-student [Fowler e Cohen,
1990].

Os resultados apresentados representam a média e o desvio padrio (média +
desvio) dos valores obtidos in vivo para cada um grupos estudados. Verificou-se para
todos os parametros analisados, que os grupos Controlo e Placebo eram semelhantes,
ndo apresentando diferencas significativas entre si (p >0.05). Por isso, os resultados
destes dois grupos foram analisados e apresentados em conjunto, sob a designacdo de

“grupo Controlo”.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos se ter confirmado por espectroscopia de ressonancia magnética do isotopo 51 de
vanadio (RMN de *'V) (Secgio 2.3.3.), que apos diluigio no meio de injecgdo (0.9%
NaCl), a solucdo de decavanadato (1 ou 5 mM vanadio total) ¢ maioritariamente
composta por espécies decaméricas de vanadato e a solugdo de metavanadato
essencialmente composta por monovanadato, procedeu-se & administragdo intravenosa
das respectivas solugdes de vanadato em individuos da espécie S. aurata para avaliar os
efeitos da administracdo in vivo de diferentes espécies oligoméricas de vanadato na
distribui¢ao subcelular de vanadio e em marcadores de stresse oxidativo. Verificou-se
também, por espectroscopia UV/visivel (Secgdo 2.3.2.) que, apesar de, contrariamente
ao vanadato monomeérico, a solu¢do de decavanadato ser instavel apds dilui¢do no meio
de ensaio, as espécies decaméricas apresentam uma cinética de desoligomerizagao lenta
em solucdo salina (0.9% NaCl) com um tempo de meia-vida estimado em cerca 16 h
(25 °C). Deste modo, comprovou-se que o vanadato decamérico € relativamente estavel
a temperatura ambiente, permitindo o estudo dos seus efeitos nao so in vitro, mas

também in vivo, tal como se descreve nas secgdes seguintes.

3.3.1. Mortalidade induzida por exposicio a solucées de vanadato

Ensaios preliminares, nos quais se administrou 5 mM de vanadato (solugdes de
decavanadato e metavanadato) a espécimens de S. aurata, reproduzindo as condigdes
experimentais dos estudos previamente realizados com individuos da espécie
Halobatrachus didactilus [Aureliano et al., 2002; Borges et al., 2003; Soares et al.,
2003; Gandara et al., 2005], revelaram que para essa concentracao a solucao de
metavanadato ¢ letal aos individuos da espécie S. aurata, (64% de mortalidade 1 h apos

administracao i.v.; estudo realizado com 25 animais). No entanto, ndo foi registada
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mortalidade nem alteragdes comportamentais apos administracdo i.v. de vanadato
decamérico. Também Abbasi [1998], registou um efeito semelhante em teleosteos de
agua doce (Nuria denricus) expostos a vanadato na agua (>0.5 ppm) com um LCsy de
13.3 mg V/1 apds 24 h de exposi¢do. Este comportamento descrito em teledsteos podera
servir de marcador para uma resposta tipica a toxicidade por metavanadato.

Para além das alteragdes comportamentais, a solu¢do de metavanadato induziu
também modificagdes hematologicas: maior fluidez e reduzida capacidade de
coagulagao, relativamente aos animais Controlo. As alteragdes hematologicas registadas
devem-se ao facto do vanadio reduzir a permeabilidade da membrana eritrocitica e
alterar a pressdao osmotica intracelular, induzindo hemolise [Hogan, 1990] (Fig. 3.2). A
selec¢dao de imagens representativa dos efeitos das solugdes de vanadato nos parametros
hematoldgicos foram captadas através de uma camara de video Sony acoplada a um

microscopio Optico Zeiss Axiolab, digitalizadas com uma placa de video Miro DC30

(704 x 576 pixels) e, posteriormente, gravadas em ficheiros DIB.

Figura 3.2 — Imagens obtidas ao microscopio Optico de eritrocitos de individuos
S. aurata dos grupos Controlo (A) e administrados intravenosamente com solugdes de

decavanadato (B) e metavanadato (C), corados com corante Giemsa (ampliagdao 1000x).

Em consequéncia da destruicdo dos eritrocitos observou-se um decréscimo
significativo do nimero de globulos vermelhos (-58%), nivel de hemoglobina (-52%) e

hematocrito (-49%), tal como anteriormente descrito [Zaporowska e Wasilewski, 1992;
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Zaporowska et al., 1993]. No entanto, estes resultados permitem concluir que existem
diferentes sensibilidades as diferentes espécies de vanadato entre espécies piscicolas,

sendo a dourada mais sensivel que o charroco.

3.3.2. Variacao das massas cardiaca e ventricular relativas

A 1mportancia da estrutura ventricular para o desempenho funcional do ventriculo esta
também associado a sua massa relativa. A massa ventricular relativa (MVR; Equagao
3.2) nos peixes varia consideravelmente, entre 0.04 (espécies pouco activas) a 0.2 %
(espécies de elevada actividade). Varios estudos demonstraram que uma MVR elevada
corresponde a uma maior eficiéncia funcional do coragdo, visto as espécies
metabolicamente mais activas possuirem um indice de MVR elevado [Farrell et al.,
1988; Farrell ¢ Jones, 1992; Farrell, 1993].

Da analise da variagdo das massas cardiaca (MCR) e ventricular (MVR)
relativas em individuos da espécie S. aurata expostos durante 24 h a 1 mM de vanadato
(solugdes de decavanadato e metavanadato, administradas 1.v.), verificou-se que, para
este periodo de exposi¢cdo e concentracao total de vanddio, ndo existem alteragdes nos
grupos tratados com as duas solugdes de vanadato (MCR: 0.091 + 0.009%; MVR: 0.051
1 0.008%), relativamente ao grupo Controlo (Fig. 3.3).

No entanto, num estudo recente, com individuos da espécie H. didactylus
expostos a 5 mM (vanadio total) na forma de espécies decaméricas € monoméricas de
vanadato, observou-se que apesar da exposi¢do ao monovanadato nao induzir
alteragdes nos indices de MCR e MVR, o vanadato decamérico promoveu um aumento
significativo (p <0.05) da MVC (+24%) 7 dias ap6s exposicdo [Soares et al., 2007f].

Também Borges et al. [2003], num estudo anterior realizado com a mesma espécie
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ictiologica, verificaram um aumento significativo (p <0.05) da MCR (+24%) e MVR

(+27%), 7 dias ap0s exposicao a espécie decamérica de vanadato.
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Figura 3.3 — Variacdo da massa cardiaca relativa (A) e massa ventricular relativa (B)
em individuos da espécie S. aurata, 1, 6 ¢ 12 h apds a administracao intravenosa de
solugdes de decavanadato (Vjp) e metavanadato (V;) (1 mM vanadio total; 1 ml/kg).

Valores apresentados como média + desvio (7 = 6).

Estas observagdes sugerem que o vanadio, mais especificamente as espécies
decaméricas de vanadato, induzem hipertrofia dos miocitos cardiacos. Define-se de
hipertrofia um aumento de tamanho das células existentes, sendo a principal responsavel
pelo crescimento do coragdo durante o desenvolvimento de um individuo [Nadal-
-Ginard, 2001]. No entanto, a hipertrofia do ventriculo tem sido associada a varias
patologias no Homem e a situacdes de adaptacdo fisiologica em peixes [Clark e
Rodnick, 1998; Nadal-Ginard, 2001]. Hamet et al. [1995], demonstraram que na fase
inicial do processo hipertréfico no coragdo ocorre apoptose (morte celular programada).

Diversos estudos em ratos, sujeitos a uma exposicao cronica a 100 ppm de

vanadio na dgua de beber evidenciaram hipertensdo arterial e/ou aumento da resisténcia
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periférica vascular [Carmignani et al., 1996], apesar de, coelhos expostos durante um
ano a mesma concentragao de vanadio na agua de beber ndo apresentaram mudangas
significativas na pressao sistolica e diastolica [Carmignani et al., 1998], sugerindo que
0s metais toxicos podem ter efeitos opostos nos midcitos dependendo da espécie em
estudo [Carmignani et al., 1996]. Akera et al. [1983] confirmam esta suposicdo ao
verificarem que o vanadato produz efeitos inotropicos positivos e negativos no musculo
cardiaco isolado, dependendo da espécie, tipo de musculo e condi¢des experimentais.
No entanto, as alteragdes histoldgicas verificadas nestas condi¢cdes nao foram objecto de

estudo do presente trabalho, permanecendo por esclarecer.

3.3.3. Distribuiciao subcelular de vanadio apds administracao in vivo

A acumulacao de vanadio depende entre outros factores da espécie animal em questdo e
da idade do organismo, registando-se, no geral, maior quantidade de metal nos ossos,
musculos, gorduras, rim, figado, baco e plasma, enquanto que menores quantidades sao
detectadas no cérebro e outros 6rgaos [Hamel et al., 1993; Yuen et al., 1993; Saeki et
al., 1999].

No presente estudo, a quantidade de vanadio basal detectada no musculo
cardiaco dos individuos da espécie S. aurata (46 = 11 ng V/g tecido seco) e sangue (231
+ 45 ng V/g tecido seco) encontrou-se no intervalo de valores descritos em peixes de
varias espécies, tais como: Acanthoparagus bifasciatus, Anguilla anguilla, Auxis rochei,
Carassius auratus, Epinephelus tauvina, Gobius minutus, Halobatrachus didactylus,
Limanda limanda, Morone saxatilis, Mullus barbatus, Pleuronectes platessa,
Scorpaena porcus e Siganus canaliculatus [Miramand e Fowler, 1998; Aureliano et al.,

2002; Al-Saleh e Shinwari, 2002]. Os valores de vanadio basal registados no tecido
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cardiaco foi cerca de 10 vezes inferior aos valores referidos para o tecido hepatico

[Gandara et al., 2005].
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Figura 3.4 — Concentracdo de vanadio no plasma (A), eritrécitos (B), citosol (C) e
mitocondria cardiaca (D) de individuos S. aurata (n = 4) Controlo e tratados com 5 mM
(vanadio total) de solugdes de decavanadato (Vo) e metavanadato (V;), apés 0, 1, 6 ¢ 12
h de exposi¢ao (média + desvio). *Significativamente diferente do Controlo (p <0.05);

*significativamente diferente dos individuos tratados com V; (p <0.05).

Estudos preliminares com concentragdes superiores de vanadato (5 mM vanadio

total) em peixes da espécie S. aurata demonstraram uma tendéncia para o vanadio se
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acumular na mitocondria, 12 h apds administracdo intravenosa (i.v.) das solugdes de
vanadato (195 + 34 e 138 £ 1 ng V/g tecido seco, 12 h apos exposicao as solugdes de
decavanadato e metavanadato, respectivamente), em comparagdo com o citosol, sendo a
acumulacdo 2 vezes superior na mitocondria do coracdo e registada mais cedo apds
exposicdo a solucdo de metavanadato do que as espécies decaméricas de vanadato
(12 h) [Soares et al., 2006] (Fig. 3.4). Um padrdo de distribui¢do semelhante foi
observado na espécie H. didactylus apds exposi¢do ao vanadato (5 mM vanddio total;
administracdo intraperitoneal, i.p.) [Aureliano et al., 2002]. Estes autores verificaram
que, apds administracdo i.p. da solu¢do de metavanadato a concentragdo de vanadio
detectada na fraccdo mitocondrial do tecido cardiaco duplicou apds o primeiro dia de
exposi¢do, enquanto que no grupo tratado com a solug¢do de decavanadato so se registou
um aumento significativo da concentracdo de vanddio na mitocondria, apos 7 dias de
exposicdo [Aureliano et al., 2002]. No entanto, apesar do vanadio ter sido encontrado
maioritariamente distribuido no plasma sanguineo, também neste estudo se sugere que a
mitocondria seja um eventual alvo intracelular no musculo cardiaco de peixes, uma vez
que foi nesta fraccdo que se registaram as maiores alteragdes na actividade das enzimas
antioxidantes cardiacas.

Apds 1 h de exposicdo ao vanadato administrado i.v., a maior quantidade de
vanadio foi detectada no plasma sanguineo (383 £ 104 e 295 + 64 pg V/g tecido seco
em individuos tratados com solucdes de decavanadato e metavanadato,
respectivamente), sendo 80 vezes superior a registada nos eritrocitos (Fig. 3.4). Nos
eritrocitos dos individuos intoxicados com a solugdo de metavanadato, registou-se uma
concentragdo de vanddio superior a determinada nos individuos injectados com
vanadato decamérico, apenas 1 h apés a administragdo i.v. de vanadato (Fig. 3.4). No

periodo de 1 e 12 h de exposi¢do, a razdo vanadio no plasma/vanadio nos eritrocitos
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aumento de 27 para 128 nos individuos tratados com a solugdo de metavanadato,
enquanto que permaneceu constante (77) nos animais injectados com a espécie
decamérica de vanadato, indicando que apds a administragdo da solugao de
decavanadato a quantidade de vanadio decresce igualmente no plasma e nos eritrécitos,
enquanto que apds intoxicagdo com a solucdo de metavanadato regista-se um
decréscimo mais acentuado de vanadio nos eritrocitos (Fig. 3.4).

Verificou-se também neste estudo que, durante o periodo de exposicdo as
solucdes de vanadato (12 h), a quantidade de vanadio no citosol cardiaco, assim como
no plasma sanguineo, decresceu cerca de 50% em ambos os grupos tratados com
vanadato, enquanto que permaneceu praticamente constante na mitocondria. De facto,
para além da mitocondria, tem sido sugerido que, a nivel subcelular, a maior parte do
vanadio existente nos sistemas biologicos encontra-se no nucleo [Zychlinski e
Byczkowski, 1990; Carmignani et al., 1998; Saeki et al., 1999].

Apo6s administracao i.v. de 1 mM de solucdes de vanadato (vanadio total), a
maior quantidade de vanadio foi detectada no plasma sanguineo 1 h apds exposi¢ao
(4111 £ 467 e 5484 + 1483 ng V/g tecido seco em individuos expostos as solucdes de
decavanadato e metavanadato, respectivamente), sendo cerca de 1000 vezes superior ao
valores determinado nos eritrocitos (380 £ 135 e 291 + 78 ng V/g tecido seco em
individuos expostos as solu¢des de decavanadato e metavanadato, respectivamente)
(Fig. 3.5). Apos 6 e 12 h de exposicdo, a quantidade de vanadio no plasma decresceu
para cerca de 6000 e 4000 ng V/g tecido seco, respectivamente, para ambas as solugdes
de vanadato. A ligacdo do vanadio a proteinas do plasma humano, tais como a
transferrina e a albumina, tem sido descrita como desempenhando uma funcao relevante
no transporte de vanadio no sangue [Chasteen, 1983], facto que pode justificar o

decréscimo de vanadio registado no plasma sanguineo. Nos eritrocitos de douradas
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tratadas com a solugdo de decavanadato, registou-se, 12 h apos a administragdo i.v. das
solucdes de vanadato, uma concentragao de vanadio inferior (320 £ 67 ng V/g tecido
seco) a observada nos individuos injectados com solugdes de metavanadato (966 + 454
ng V/g tecido seco) (Fig. 3.5).

Relativamente a mitocondria e citosol cardiacos, foi registado um reduzido teor
em vanadio (<100 ng V/g tecido seco) ap6s administracao in vivo de vanadato, nao
tendo esse valor variado com o tempo de exposi¢dao na fracgdo citosolica (~50 ng V/g
tecido seco), para ambas as solucdes, enquanto que na mitocondria a quantidade de
vanadio detectada na primeira hora de tratamento (cerca 45 ng V/g tecido seco)
representa cerca de metade do contetido em vanadio registado apds 6 e 12 h, para ambas
as solucdes. Contrariamente ao observado apos administragdo de 5 mM de vanadato,
100 uM de vanadato decamérico (1 mM vanadio total), ndo afecta a distribuicao de
vanadio nos periodos de exposi¢do mais curtos, uma vez que foram observados valores
semelhantes apos exposi¢ao a solucdo de metavanadato.

Num estudo realizado com o mesmo modo de administra¢ao (i.v.) usado no
presente estudo, mas para outro tecido (figado) foi descrita a acumulagdo preferencial
de vanadio na mitocondria hepatica (2 vezes superior que no citosol), 24 h apds a
administracdo i.v. de 5 mM (vanadio total) de solucdo de decavanadato em H.
didactylus [Gandara et al., 2005]. Estes resultados indiciam que tanto a mitocondria
cardiaca como a hepatica sdo alvos intracelulares do vanadio. Aparentemente, em
ambos os tecidos, a acumulacdo de vanadio na mitocondria ¢ favorecida apos
administracdo de vanadato decamérico, no entanto, a distribuicdo de vanadio no
musculo cardiaco, apo6s administragio de vanadato decamérico, depende da

concentragdo total de vanadio e do modo de administracdo. Esta evidéncia estd de
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acordo com o facto da distribuicdo subcelular de vanddio depender do modo de

administracao [Zaporowska e Scibior, 1998a].
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Figura 3.5 — Concentracdo de vanadio no plasma (A), eritrocitos (B), citosol (C) e
mitocondria (D) do tecido cardiaco de individuos S. aurata (n = 4) Controlo e tratados
com 1 mM (vanadio total) de solugdes de decavanadato (Vo) € metavanadato (V), apos

0,1, 6 e 12 h de exposigao (média + desvio). *Significativamente diferente do Controlo

(p <0.05).

Em resumo, os estudos de toxicidade com vanadio nao tém tido em consideragao

a contribuicdo dos diferentes oligdbmeros de vanadato. No entanto, os estudos agora
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apresentados demonstram que a concentragdo de vanddio encontrada no plasma
sanguineo, eritrocitos e frac¢des subcelulares do musculo cardiaco, apos uma exposi¢ao
aguda in vivo a concentracdes sub-letais de vanadato, ¢ afectada apos administracao de
vanadato decamérico, confirmando estudos recentes [Aureliano et al., 2002; Aureliano e
Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares et al., 2006; 2007a]. Em exposi¢des agudas
(1 h a7 dias) a concentragdes sub-letais das solugdes de decavanadato ou metavanadato
(1 e 5 mM de vanadio total) verificou-se também que, independentemente da forma de
vanadio administragdo, o vanadio distribui-se nos o6rgdos internos dos peixes da espécie
H. didactylus e S. aurata com a seguinte ordem de concentracao: sangue > figado > rim
> coragao > musculo [Aureliano ef al., 2002; Sousa, 2004; Aureliano ¢ Gandara, 2005;

Gandara et al., 2005; Soares et al., 2006, 2007a; 20071].

3.3.4. Marcadores de stresse oxidativo

Apesar de estar estabelecido crer que intracelularmente o vanadato (vanadio +5) ¢
reduzido a vanadilo (vanadio +4) por diversos compostos antioxidantes, prevenindo-se
deste modo os efeitos toxicos do vanadato [Byczkowski e Kulkarni, 1998], véarios
estudos animais in vivo tém associado o vanadato com a promogao de stresse oxidativo
e peroxidagdo lipidica [Stohs e Bagchi, 1995]. Recentemente, foi demonstrado que a
exposi¢ao aguda a espécie decamérica de vanadato induz efeitos mais potentes que o
monovanadato, promovendo stresse oxidativo, através da inibicdo da actividade de
enzimas antioxidantes (dismutase do superdxido, catalase e peroxidases da glutationa) e
do aumento da peroxida¢ao lipidica nos tecidos cardiaco, hepatico e renal [Aureliano et
al., 2002; Sousa, 2004; Aureliano ¢ Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares et al.,

2006; 2007a; 2007f].
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Com objectivo de avaliar o efeito da espécie decamérica de vanadato na indugao
de stresse oxidativo, determinaram-se os valores basais de alguns marcadores de stresse
oxidativo (Tabela 3.4) e analisou-se o efeito das diferentes espécies oligoméricas de

vanadato nesses parametros.

Tabela 3.4 — Valores basais (controlo) para as espécies reactivas de oxigénio (ROS),
actividades da dismutase do superdxido (SOD) e catalase (CAT), e peroxidagao lipidica

(espécies reactivas tiobarbituricas — TBARS) no tecido cardiaco da espécie S. aurata.

Valores basais (controlo)

Producao de ROS na mitocondria 384 + 140 u.a./min/mg proteina

Actividade da SOD mitocondrial 20091 + 6951 U/mg proteina

Actividade da CAT mitocondrial 1.63 £ 0.51 nmol/min/mg proteina
Peroxidacgdo lipidica 3.02£0.51 uM TBARS/g tecido

Valores apresentados com média + SD (n = 3).

Actividade pré-oxidante total

Tal como sucede com outros metais toxicos, também o vanadio ¢ conhecido por
apresentar a capacidade de produzir espécies reactivas de oxigénio (ROS), resultado em
peroxidagdo lipidica e alteragdes na actividade de enzimas antioxidantes [Byczkowski e
Kulkarni, 1998]. O vanédio pode induzir a formacdo de ROS nos sistemas biologicos
através de: (i) reacgdes tipo Fenton [Stohs e Bagchi, 1995]; (ii) biorredugdo do vanadato
por accdo da glutationa (GSH), flavoenzimas ou oxidases de NAD(P)H com a
consequente formagdo de ROS [Ghe et al., 1985; Kalyani et al., 1992; Ferrer et al.,
1993; Shi et al., 1997; Zhang et al., 2001; Capella et al., 2002]; e, (iii) estudos recentes
tém indicado a promocdo indirecta de ROS, provavelmente por interac¢do com a
mitocondria [Yang et al., 2004]. Tém-se formulado varias teorias sobre a relagdo entre o

vanadato e a promog¢ao de ROS, no entanto ainda ha muito trabalho a desenvolver para
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clarificar se a especiagdo in vivo do vanadato, a sua redugdo e 0s seus mecanismos €
vias de accao podem ter diferentes funcdes fisiologicas.

A actividade pro-oxidante total, apos exposicao ao vanadato, foi avaliada através
da anélise quantitativa da produgdo de ROS e apurou-se que, na mitocondria cardiaca de
peixe, apenas a solugdo de metavanadato induz um aumento significativo (p <0.05) e
retardado na producao de ROS (Fig. 3.6). O valor basal estimado para a actividade pro-
-oxidante do tecido cardiaco (384 = 140 u.a./min/mg proteina; Tabela 3.4) aumentou
cerca de 198% (p <0.05), 12 h apdés a administragdo da solugdo de metavanadato,
enquanto que nao se registaram efeitos nos niveis de actividade pro-oxidante dos

individuos tratados com decavanadato (Fig. 3.6).
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Figura 3.6 — Variacdo da taxa de producgdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) na
mitocondria cardiaca de S. aurata ap6s administracao intravenosa (i.v.) de solucdes de
decavanadato, Vo ou metavanadato, V| (1 mM vanadio total; 1 ml/kg). A variagdo foi
calculada através do valor basal previamente determinado (Tabela 3.4). Valores
apresentados como meédia = desvio (n = 6). *Significativamente diferente do Controlo

(p <0.05).
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Também no tecido hepatico, ambos os oligobmeros de vanadato afectam
diferentemente a actividade pro-oxidante: a solucdo de decavanadato induziu um
aumento na taxa de producdo de ROS de cerca de 80%, durante todo o periodo de
exposicao (12 h), enquanto que a solugdo de metavanadato induziu um aumento de
150% apds a primeira hora de exposi¢do, registando-se um bloqueio da sua capacidade
pré-oxidante ao longo das 12 h de exposigao ( 40% e ~0%, 6 e 12 h apos a exposicao ao
vanadio, respectivamente) [Soares ef al., 2007¢].

Deste modo, com base nas observagdes anteriores, sao de se esperar diferentes
efeitos promovidos pelas espécies decamérica e monomérica de vanadato na produgao
de ROS. Contudo, num estudo in vivo semelhante [Gandara et al, 2005], foi
apresentada uma actividade antioxidante promovida por ambos os vanadatos no tecido
hepatico, apos 24 h de exposicdo. Nesse estudo, os individuos H. didactylus
administrados com solugdes de decavanadato exibiram um ligeiro aumento na produgao
de ROS 12 h apo6s exposi¢do (cerca de 15% de aumento), mas 24 h depois registou-se
uma diminuicdo da produg¢dao de ROS em cerca de 30%. Em oposi¢do, nos animais
injectados com a solu¢ao de metavanadato observou-se uma diminui¢ao na producao de
ROS de quase 40% (12 e 24 h), consistente com o aumento registado do conteudo em
GSH. A interpretacdo mais provavel, para que apds desoligomerizagdo a espécie
decamérica reproduza o comportamento registado com monovanadato, ¢ que a
decomposicdo do vanadato decamérico ird promover uma exposi¢do retardada e gradual
do figado a espécie monomérica de vanadato. De facto, o mesmo efeito foi também
registado relativamente ao conteudo em GSH, descrito no mesmo 6rgdo e para as
mesmas condi¢des experimentais [Gandara et al., 2005].

Apesar de se saber que o vanadio participa em reacgdes tipo Fenfon [Stohs e

Bagchi, 1995] e dos mecanismos propostos para a ac¢dao do vanadato, que envolve a sua
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biorreducao e a produgao de ROS [Capella et al., 2002; Huang et al., 2000; Gao et al.,
2002; Zhang et al., 2003], os resultados apontam para uma depressdo da taxa de
producdo de ROS. Esta observacdo encontra-se de acordo com publicagdes anteriores
em que se refere que em determinadas condi¢des experimentais, tais como em ratos com
hepatocardinogénese induzida [Chakraborty et al., 2000] e diabetes [Genet ef al., 2002],
o vanadato pode diminuir o stresse oxidativo.

Relativamente a producao do radical anido superoxido (O,”) na fracgdo
mitocondrial do tecido hepatico [Gandara et al., 2005], verifica-se uma vez mais que as
solucdes de decavanadato e metavanadato induzem efeitos contrarios: 12 h apos
exposicao, a taxa de producdo de O,” decresceu 35% nos individuos administrados com
vanadato decamérico, enquanto que nos tratados com monovanadato registou-se um
aumento de 45%. Curiosamente, os resultados inverteram-se apos 24 h de exposicao, a
solucdo de decavanadato induziu um aumento de 30% e o vanadato monomérico
diminuiu a producdo de O,” em 40%. Pode-se afirmar que, as espécies decaméricas de
vanadato induzem alteragdes na producdao de O,  mitocondrial opostas as produzidas
pelas espécies oligoméricas de vanadato presentes na solugdo de metavanadato, a partir
do que se podem sugerir diferentes vias de accdo biologica para os diferentes
oligébmeros. Das vias de acc¢do intracelular propostas para o vanadato, sdo varias as que
envolvem a producdo de O,  mediada por oxido-reductases de NADPH da cadeia
respiratoria [Capella et al., 2002; Huang et al., 2000; Gao et al., 2002; Zhang et al.,
2003]. Considerando os mecanismo de ac¢do e desintoxicacdo propostos para o
vanadato, que reduzem o vanadato a vanadilo com producdo de O,", ¢ possivel sugerir
que o vanadato decamérico possa participar em tais reac¢cdes de um modo distinto do

monovonadato. Note-se que, o aumento registado na produgdo de O,", 24 ap6s injec¢ao
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da solu¢ao de decavanadato, pode ser correlacionado com o aumento da concentragao

de vanadio registado na fraccao mitocondrial [Gandara ef al., 2005].

Actividade de enzimas antioxidantes

De acordo com o aumento registado na producao de ROS, observou-se que a solucao de
metavanadato induziu também um aumento (p <0.05) de 115% na actividade da
dismutase do superoxido (SOD) da mitocondria, 12 h apds exposicdo ao vanadato,
enquanto que a solugdo de decavanadato induziu um aumento de cerca de 30%
(» <0.05), 1 a 12 h apds a administragdo i.v. (Fig. 3.7A; Tabela 3.4). Esta postulado que
a actividade da SOD aumenta com a necessidade de proteccdo contra agentes
oxidativos, tais como o vanadato [Di Giulio et al., 1995]. No entanto, aparentemente, s
o monovanadato age como um agente pro-oxidante, visto que o vanadato decamérico
ndo promove a mesma resposta, provavelmente devido a possuirem diferentes
reactividades, que advém de diferentes mecanismos de acgao.

Relativamente a actividade da catalase mitocondrial (CAT), registou-se um
decréscimo na actividade basal da CAT da mitocondria (1.63 = 0.51 nmol/mg proteina;
Tabela 3.3) de -55% (p <0.05), 12 h apds exposi¢cdo a solucdo de decavanadato,
enquanto que a solu¢do de metavanadato ndo induziu efeitos significativos (Fig. 3.7B).
Resumidamente, a administracdo in vivo de 100 uM de espécies decaméricas de
vanadato (1 mM vanadio total) difere da administracio de monovanadato, nao
induzindo a producao de ROS, nem estimulando a actividade da SOD, para além de
diminuir a actividade da CAT. Registam-se, deste modo, efeitos pro-oxidantes mais
significativos na mitocondria cardiaca apds administragdo in vivo da solucdo de
metavanadato, enquanto que a exposicao a solucdo de decavanadato parece prevenir

este efeito, provavelmente (i) ligando-se a proteinas alvo e prevenindo deste modo a sua

122



Efeito de decavanadato no musculo cardiaco

decomposicdo a monovanadato, que induz a produgdo de ROS ou (ii) devido a
diferentes reactividades. Uma vez formado, o vanadato decamérico exibe uma
reactividade diferente da do monovanadato, evidenciando-se assim a necessidade de ter
em conta a diferente contribuicdo dos oligdbmeros de vanadato na compreensdao da

toxicidade in vivo do vanadato.
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Figura 3.7 — Varia¢do da actividade da dismutase do superdxido, SOD (A) e da
catalase, CAT (B) na mitocOndria cardiaca de S. aurata, 1, 6 ¢ 12 h apds a
administragdo de solugdes de decavanadato (Vo) e metavanadato (Vi) (1 mM vanadio
total; 1 ml/kg). A variacao foi calculada através do valor basal previamente determinado
(Tabela 3.4). Valores apresentados como média £ desvio (n = 6). *Significativamente

diferente do Controlo (p <0.05).

A diminui¢ao da actividade da CAT, induzida pelo vanadato decamérico, esta de
acordo com resultados anteriores, onde se observa um decréscimo na actividade da CAT
mitocondrial do tecido cardiaco induzido pela solu¢do de decavanadato (-60%), 7 dias
ap6s administracao i.p. de 5 mM de vanadio total em H. didactylus [Aureliano et al.,

2002]. Um decréscimo na actividade da CAT foi também descrito em peixes expostos a
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5 uM de cadmio [Pruell e Engelhardt, 1980] e de prata [Atli et al., 2006]. Verificou-se,
num estudo semelhante, que a administragdo de vanadato decamérico e monovanadato
induz alteracdes expressivamente diferentes em marcadores de stresse oxidativo do
figado [Gandara et al, 2005]. Por outro lado, numa experiéncia anterior ndo se
registaram alteragdes significativas na actividade de SOD mitocondrial em H.
didactylus, 1 e 7 dias apds exposicao i.p. dos animais a 5 mM (vanadio total) das
solucdes de decavanadato ¢ metavanadato [Soares et al., 2007¢].

Apesar de, nas condigdes do presente ensaio, ndo se terem verificado alteragdes
significativas da actividade das GPx, estudos anteriores (5 mM vanadio total;
administragdo i.p.) registaram que a solu¢do de metavanadato induz um decréscimo
(-35%) da actividade das GPxo,is em individuos da espécie H. didactylus, 7 dias apds
exposi¢do, enquanto que no grupo tratado com vanadato decamérico observou-se um
decréscimo de -20% apos o primeiro dia de exposi¢ao, que retrocedeu por completo 7
dias ap6s a administracdo da solucdo de decavanadato. Relativamente a actividade das
Se-GPx, ambas as solu¢des de vanadato promoveram um decréscimo de actividade,
sendo os efeitos inibidos ou estimulados 1 e 7 dias ap6s a exposicdo as solucdes de
metavanadato ou decavanadato, respectivamente. Tendo em conta o descrito
anteriormente, conclui-se que a resposta antioxidante induzida pelos vanadatos depende
entdo, da concentragdo total de vanadio administrado, do modo de exposicao e/ou varia
entre diferentes espécies de peixe, para além de depender da composi¢cdo em espécies de

vanadato das solu¢des de vanadato.

Peroxidacdo lipidica
Fenomenos de peroxidagao lipidica sdo communmente observados apos a inducdo da

producdo de ROS no meio celular. Foram varios os estudos que, sem especificar a
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espécie de vanadato presente, registaram que o vanadato pode atenuar a peroxidagao
lipidica no tecido hepatico em situacdes de indugdo de hepatocarcinogénese
[Chakraborty et al, 2000] e de carcinogénese mamaria por 7,12-
-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) [Bishayee et al., 2000], sem alterar os niveis de

peroxidagao lipidica em individuos Controlo.
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Figura 3.8 — Variacdo da propagacdo da peroxidacdo lipidica no coracdo de H.
didactylus, 1 e 7 dias ap6s administracdo intravenosa (i.v.) in vivo de solugdes de
decavanadato, Vo ou metavanadato, V| (5 mM vanadio total; 1 ml/kg). A variacao foi
calculada através do valor basal previamente determinado (Tabela 3.4). Valores
apresentados como média + desvio (n = 6). *Significativamente diferente do Controlo

(p <0.05).

Em estudos anteriores, demonstrou-se para concentracdes superiores de
vanadato (5 mM), diferente periodo de exposi¢do (mais longo), diferente espécie
bioldgica (H. didactylus), mas para o mesmo tecido (coracdo), um aumento significativo
(p <0.05) na propagacdo da peroxidacdo lipidica do tecido cardiaco 1 e 7 dias apos

exposi¢cdo a solu¢do de decavanadato, enquanto que ndo se registaram efeitos apos
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administracdo da solucdo de metavanadato (Fig. 3.8) [Aureliano et al, 2007].
Posteriormente, procedeu-se a avaliacao das respostas celulares precoces induzidas pela
espécie decamérica de vanadato em periodos de exposi¢cdo mais reduzidos, tais como 1,
6el12h.

Verificou-se no presente estudo que 1 h apos a administragdo in vivo de ambas
as solu¢des de vanadato, a peroxidacao lipidica no tecido cardiaco se propagou de igual
modo (Fig. 3.9). Os produtos da peroxidacao lipidica foram quantificados no coragao
total e, registou-se que, 1 h apds a administracao i.v. de decavanadato ou metavanadato,
ambas as solugdes de vanadato aumentaram (p <0.05) o valor basal 3.02 = 0.51 pumol
TBARS/g tecido (Tabela 3.4) em cerca de 20%, mantendo-se este aumento apds 6 e
12 h s6 no caso do tratamento com a solucdo de metavanadato (Fig. 3.9). Para
concentragdes mais elevadas de vanadato (5 mM vanadio total), diferente modo de
administracdo (i.p.), periodos de exposicdo mais longos, diferente espécie
(H. didactylus), mas no mesmo tecido (coragdo) tem sido descrito um aumento
significativo (p <0.05) na propaga¢do da peroxidacdo lipidica do tecido do tecido
cardiaco apenas 7 dias apds a administracdo i.p. em H. didactylus (cerca de 80 e 60%
apods tratamento com decavanadato e metavanadato, respectivamente) [Aureliano ef al.,
2002].

No tecido hepatico de uma espécie diferente de teledsteo (H. didactylus),
administrado i.v. com uma concentragdo superior de vanadato (5 mM), registou-se um
aumento de 80% (p <0.05) na peroxida¢do lipidica 24 h apds a administragdo i.v. de
ambas as solucdes de vanadato [Gandara et al., 2005]. Nesse estudo, o vanadato
decamérico ndo promoveu alteragdes significativas 12 h apds a administracdo, de
acordo com os resultados obtidos no presente estudo, enquanto que a solucdo de

metavanadato induziu um aumento nos produtos da peroxidagdo lipidica de cerca de
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55% (p <0.05). Contudo, 24 h ap6s a administracdo i.v. da espécie decamérica, o valor
de peroxidagao lipidica foi semelhante ao registado nos individuos administrados com a
solugdo de metavanadato (80%) [Géandara et al, 2005]. Consequentemente, para
concentragdes de vanadato decamérico superiores (5 mM vanadio total) regista-se um
efeito mais demorado na propagagao da peroxidacao lipidica apds administragao da
solucdo de decavanadato, comparativamente a aplicacdo da solucdo de metavanadato,

provavelmente devido a sua estabilidade a pH fisiologico.
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Figura 3.9 — Variagdo da propagacao da peroxidacao lipidica no coragdo de S. aurata,
apds administragdo intravenosa (i.v.) de solugdes de decavanadato, Vjy ou
metavanadato, V; (I mM vandadio total; 1 ml/kg). A variacdo foi calculada através do
valor basal previamente determinado (Tabela 3.4). Valores apresentados como média +

desvio (n = 6). *Significativamente diferente do Controlo (p <0.05).

Para concentragdes de vanadato inferiores (1 mM), ambas as solugdes induzem
peroxidacdo lipidica, mas uma vez mais os efeitos demonstram ser diferentes e

dependentes do periodo de tempo decorrido apds a respectiva administragdo (Fig. 3.9).
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Sugere-se entdo que, a espécie decamérica de vanadato induz peroxidagao devido a uma
diferente reactividade ou, inclusive, previne os efeitos promovidos pelo vanadato
monomérico uma vez que nao apresenta niveis tao elevados como os registados 6 ¢ 12 h
apds exposi¢do a solugdo de metavanadato. Eventualmente, a decomposicdo total do
vanadato decamérico em monovanadato, apds administra¢ao, nao ird induzir os mesmos
efeitos que os promovidos pela administragdio da solugdo de metavanadato.
Provavelmente, as interac¢des promovidas pelos oxovanadatos labeis sdo diferentes das
induzidas pelo vanadato decamérico. Mais ainda, pode acontecer que no momento em
que a espécie decamérica de vanadato se encontre totalmente desoligomerizada noutros
oligdbmeros de vanadato os alvos possam nao ser os mesmos, de modo a nao induzir os
mesmos efeitos registados anteriormente.

A espécie decamérica de vanadato ¢, inequivocamente, um promotor de
peroxidacao lipidica uma vez que a solu¢cdo de metavanadato, que para as concentragdes
usadas no presente estudo contém essencialmente espécies monoméricas, induz um
efeito menos acentuado. Este dano peroxidativo, por sua vez, parece estar relacionado

com a diminuicao da actividade das enzimas antioxidantes.

Conteudo em glutationa

A glutationa reduzida (GSH) ¢ conhecida por ser o antioxidante intracelular mais
importante [Hasspieller et al., 1994; Storey, 1996], encontrando-se envolvido na
biorreducdo do vanadato [Ghe et al., 1985; Kalyani et al., 1992; Ferrer et al., 1993; Shi
et al., 1997; Zhang et al., 2001; Capella et al., 2002]. Neste sentido, ¢ de se esperar que
os niveis de GSH sejam afectados pela administracdo de vanadato. De facto, varios
estudos mostraram que o conteido em GSH ¢ aumentado na presenga de vanadato

[Chakraborty et al., 2000; Rinaldi et al., 2002]. Recentemente [Soares et al., 20071],
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observou-se que as solugdes de vanadato promovem um aumento de 170% (p <0.001)
nos niveis cardiacos de GSH 12 h apds a administragado i.v. da solu¢do de metavanadato
(5 mM vanadio total) e um aumento de 120 e 135%, 12 e 24 h apds administracdo da
solucdo de decavanadato, respectivamente, em individuos da espécie H. didactylus (Fig.
3.10). Uma vez mais, a interpretagdo destes resultados assenta no facto da
desoligomerizagdo das espécies decaméricas de vanadato produzir uma exposicao

retardada do coracao ao monovanadato.
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Figura 3.10 — Contetido em glutationa reduzida (nmol GSH/mg proteina) no tecido
cardiaco de H. didactylus (n = 5) injectados i.v. com 5 mM (vanadio total; 1 ml/kg) de
solu¢do de decavanadato (Vj¢) e metavanadato (V;), 12 e 24 h apds administragdo

(média + desvio). *Significativamente diferente do Controlo, p <0.05.

Por sua vez, e tal como registado por Gandara et al. [2005], no tecido hepatico
os niveis de GSH sdo afectados de modo diferente ap6s administragdo das solugdes de
decavanadato e metavanadato (5 mM vanadio total) em espécimens H. didactylus.
Enquanto que o contetido basal de GSH (7.8 + 3.0 nmol GSH/mg proteina) ndo sofreu

alteragdes significativas apos administragdo i.v. da solu¢do de decavanadato, os autores
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registaram um aumento de 20 e 35% no teor em GSH 12 e 24 h apds a administragdo da
solucao de metavanadato, respectivamente. Deste modo, o musculo cardiaco parece ser
mais sensivel ao stresse oxidativo promovido pelos oligovanadatos que o figado,

sugerindo que orgaos diferentes apresentam diferentes sensibilidades aos oligdmeros de

vanadato.
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3.4. CONCLUSOES

Apesar de na maioria dos estudos biologicos a contribui¢do do vanadato decamérico nao
ser frequentemente considerada para os efeitos do vanadio, o presente estudo evidencia
que devido a sua longa estabilidade a pH fisiologico, a espécie decamérica ndo se
decompde totalmente em vanadato monomérico antes de induzir fortes alteragdes nos
marcadores de stresse oxidativo, permitindo deste modo o estudo ndo sé dos seus
efeitos in vitro, mas também in vivo. Demonstra-se também que a administracdo de
vanadato decamérico, ainda que parcialmente desoligomerizado em solu¢ao (com um
tempo de meia-vida de ~16 h), induz diferentes efeitos no coragdo quando comparada
com a administragdo de solugdes de metavanadato. Estes dados evidenciam a
importancia de ter em consideragao a espécie decamérica de vanadato na avalia¢dao da
toxicidade induzida por vanadato, além de aprofundar o conhecimento dos efeitos
bioquimicos do vanddio. Mais ainda, o uso de peixes como modelo bioldégico em
estudos toxicologicos parece adequado ao estudo dos efeitos da administracdo da
solucdo de decavanadato nos marcadores de stresse oxidativo, peroxidacao lipidica e
distribuicao subcelular de vanadio, ndo s6 devido a sua temperatura fisiologica, mas
também devido a sua elevada sensibilidade a toxicidade por metais.

A distribui¢do de vanadio na mitocondria do tecido cardiaco, assim como
anteriormente descrita para o tecido hepatico e renal, apés administracao in vivo de
vanadato decamérico depende da concentragdo total de vanadio ¢ do modo de
administracao, corroborando os estudos de Zaporowska e Scibior [1998a]. Conclui-se
também que, a mitocondria cardiaca ¢ um alvo subcelular da acumulagdo de vanadio. A
acumulagdo de vanadio parece depender da presenga de espécies decaméricas,
sugerindo entdo que a desoligomerizagdo in vivo do vanadato decamérico ¢

suficientemente lenta, o que permitir afectar a taxa de acumulacdo de vanadio. A
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contribuicao do vanadato decamérico para os efeitos biologicos induzidos pelo vanadato
permite, deste modo, um novo conhecimento sobre as fungdes bioldgicas do vanadio.
Concluiu-se também que, as respostas antioxidantes induzidas pelos vanadatos
depende da concentracdo total de vanadio administrada, da via de exposicao e/ou varia
entre diferentes espécies de peixe, para além de depender da composicao oligomérica
das solugdes de vanadato. De facto, a solucdo de decavanadato exibe padrdes de
resposta de peroxidacao lipidica e de marcadores de stresse oxidativo diferentes que os
induzidos pelo monovanadato. Os resultados in vivo indicam que o vanadato
decamérico induz efeitos severos na actividade das enzimas antioxidantes e peroxidacao
lipidica, que parecem estar relacionados com o aumento de vanadio intracelular
registado. Apds intoxicagdo com a solugcdo de decavanadato, o metabolismo do vanadio
¢ afectado, tendo-se identificado a mitocondria como o seu principal alvo subcelular.
Os resultados agora descritos evidenciam a importancia de ter em consideragao
as espécies decaméricas de vanadato na avaliagdo dos efeitos biologicos do vanadato. O
progressivo conhecimento da fun¢do e contribui¢do do vanadato decamérico nos efeitos
promovidos pelo vanadio ¢ necessario para a compreensao das fungdes do vanadio nos
sistemas biologicos. Deste modo, com base nos resultados obtidos com o presente
estudo e em ensaios anteriores, ¢ possivel propor um esquema explicativo da ac¢ao que
a espécie decamérica de vanadato exibe na actividade pré-oxidante através da promogao
da formagdo de anido superdxido (O,7); este acréscimo na produgado radicalar leva a um
concomitante aumento da actividade da dismutase de superdxido (SOD); o incremento
de perdxido de hidrogénio (H,O,) produzido por esta via ird, por sua vez, induzir um
aumento da actividade das peroxidases da glutationa (GPx); levando a um aumento do
conteudo em glutationa reduzida (GSH); enquanto que o O, ", por sua vez, ird promover

a propagagdo de peroxidacdo lipidica através de reac¢des Haber-Weiss (Fig. 3.11).

132



Efeito de decavanadato no musculo cardiaco

Sugere-se deste modo que, a actividade oxidativa do vanadato decamérico ndo resulte
directamente da indugdo da producdo de H,O,, uma vez que a actividade antioxidante
da catalase (CAT) parece ndo estar relacionada com as respostas ao stresse oxidativo
induzidas pelos efeitos toxicos do vanadato decamérico, o que sugere que, a
peroxidagao dos lipidos membranares, registada ap6s administragdo in vivo da solugao
de decavanadato, ndo resulta da estimulagdo de reac¢des Fenton (Fig. 3.11). Em virtude
dos resultados obtidos apds exposi¢do in vivo ao vanadato decamérico, que diferem dos
efeitos promovidos pelo monovanadato, torna-se evidente a importancia de ter em
consideragdo a especiacao do vanadato na contribuicao para os seus efeitos bioldgicos.
No entanto, algumas questdes permanecem por esclarecer: (i) Quais os alvos
subcelulares e moleculares do vanadato decamérico com importancia fisioldgica?; (ii) O

stresse oxidativo induzido pela espécie decamérica de vanadato deve-se a sua

desoligomerizagao?
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Figura 3.11 — Esquema propondo as vias de ac¢do do vanadato decamérico (Vo) na
formacao de espécies reactivas de oxigénio e dos efeitos induzidos em algumas enzimas

envolvidas na defesa antioxidante celular. [Adaptado de Storey (1996)].
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Em conclusdo, propdem-se no presente capitulo que apds administragdo em
modelos piscicolas (Sparus aurata) a espécie decamérica de vanadato induz respostas
biologicas diferentes das promovidas por outros oxovanadatos labeis, provavelmente
devido a diferentes reactividades resultantes de diferentes mecanismos de accgao,
realgando a importancia de ter em atencao a contribui¢ao do vanadato decamérico para

a avaliacdo e interpretacao dos efeitos da toxicidade in vivo do vanadato.
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Capitulo 4

ESTUDO DA INTERACCAO in vitro DE DECAVANADATO COM A

INTEGRIDADE FUNCIONAL DA MITOCONDRIA

4.1. INTRODUCAO

A fosforilagdo oxidativa € o processo bioquimico de maior relevancia desempenhado
pela mitocondria para suprir os requisitos energéticos das células. Consequentemente,
este organelo tende a concentrar-se em tecidos com elevadas exigéncias energéticas. O
consumo de oxigénio pelo tecido renal € apenas suplantado pelo do coracao, sendo 95%
do ATP produzido aerobicamente consumido nos processos de reabsor¢ao tubular [Cain
e Skilleter, 1987]. Um composto toxico que iniba a fosforilagdo oxidativa mitocondrial
pode induzir efeitos drasticos no metabolismo de 6rgdos importantes, tais como o
coragao, o rim, o figado e o cérebro.

A andlise dos efeitos de um composto téxico no metabolismo mitocondrial — tais
como a respiracao mitocondrial, a fosforilagcdo e o transporte de metabolitos — pode ser

uma ferramenta util na determinagao do local e modo de ac¢do do referido composto.

4.1.1. A mitocondria como potencial alvo de toxicidade

A avaliacdo dos efeitos toxicologicos de um determinado composto na integridade
estrutural e funcional da mitocondria é, usualmente, baseada na combinagao de estudos
in vivo com estudos in vitro. No estudos in vitro, sdo avaliados os efeitos de um
determinado composto adicionado a mitocondrias isoladas, enquanto que, a realizagao

de estudos in vivo implica o envolvimento de animais pré-tratados ou expostos ao
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composto em estudo e proceder, posteriormente, ao isolamento da frac¢ao mitocondrial
do tecido em estudo para comparagdo das suas reaccoes metabodlicas com mitocondrias
controlo. Em ambos os casos, o uso de preparagdes mitocondriais para o estudo da
toxicidade de determinado composto implica a convicgdo de que esse composto induz
os seus efeitos toxicos através de uma perturbagdo inicial da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial. Os ensaios in vitro permitem caracterizar determinado composto como
sendo um inibidor mitocondrial, implicando desta forma a mitocondria como um dos

principais alvos de toxicidade.

4.1.2. Estudo da cadeia respiratoria

Visto varios inibidores da fosforilacdo oxidativa actuarem directamente na cadeia
respiratoria, tais inibigdes tém sido demonstradas com recurso a estudos respiratorios. A
determinagdo de varias actividades mitocondriais, tais como o controlo respiratorio, a
actividade ATPésica e da oxidase de NADH, sdo importantes na monitoriza¢ao do grau
de disfun¢dao mitocondrial induzido por um agente toxico. A determinacao do consumo
de oxigénio na presenga de um agente inibidor ¢, portanto, um poderoso método
analitico para o estudo do metabolismo mitocondrial. Outro método, alternativo e
complementar, ¢ a analise das propriedades espectrais dos citocromos e flavoproteinas

da cadeia respiratoria que podem ser facilmente monitorizados num espectrofotdmetro

de feixe unico [Cain e Skilleter, 1987].

4.1.3. Integridade da membrana mitocondrial e transporte de metabolitos
A membrana interna da mitocondria actua como barreira a maioria dos metabolitos que
tétm de ser transportados através da membrana mitocondrial, para o correcto

funcionamento celular. Estes mecanismos de transporte permitem a mitocondria a
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manutengdo do pH e do potencial de membrana, essenciais a manutengdo da
fosforilagdo oxidativa e a regulacdo da transferéncia de substratos ¢ ADP/ATP para o
citosol.

Todas as células estdo envolvidas por membranas semipermedveis, com uma
carga desequilibrada de moléculas carregadas, de um e outro lado da membrana. Esta
diferencga de potencial através da membrana varia em fungao da distribuigdo relativa de
ides intra- (K" e proteinas) e extracelularmente (Na'), ou seja, de um e de outro lado da
membrana, sendo a diferenga de potencial eléctrico através da membrana celular na
ordem de -10 a -90 milivolts. O potencial da membrana mitocondrial, que deriva
portanto da distribuicdo assimétrica dos protdes através da membrana interna
mitocondrial, ¢ essencial para a manutencao das fungdes exercidas pela mitocondria,
tendo sido abordadas em varios estudos a relacdo entre o potencial de membrana e
algumas condigdes patologicas, tais como anodxia e apoptose [Zurgil et al., 2002;
Matarrese et al., 2003].

Note-se que: (i) uma célula com diferenca de potencial normal (fisioldgico)
através da membrana celular, designa-se de polarizada; (i1) ao modificar a concentragao
i6nica no interior da célula, aumentando a sua carga i6nica, o potencial torna-se
hiperpolarizado; ao contrario, (iii) a0 aumentar as cargas positivas no interior da célula,
diminuindo a diferenca de potencial através da membrana, o potencial torna-se

despolarizado.

4.1.4. A mitocondria como alvo intracelular de vanadato
Descreveu-se recentemente [Soares et al., 2006] que o decavanadato, quando
administrado in vivo, induz uma distribui¢do de vanadio na mitocondria diferente da

observada apo6s exposicdo ao monovanadato (Seccao 3.3.2.), sugerindo este organelo
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como um alvo subcelular da espécie decamérica. Mais ainda, observou-se um padrao
distinto de peroxidagdo lipidica e de marcadores de stresse oxidativo em resposta ao
vanadato decamérico, em comparacao com as induzidas pela espécie monomérica de
vanadato (Seccdes 3.3.3.), provavelmente devido a uma diferente reactividade da
espécie decamérica vanadato [Soares et al., 2007a].

Sabe-se que o vanadato afecta a respiragdo mitocondrial alterando a
transferéncia de electrdes entre os complexos III e IV [DeMaster e Mitchell, 1973]. Para
além disso, varios estudos tém associados a toxicidade do vanadio com a capacidade de
induzir a formacdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS), provavelmente por
interaccdo com centros oxido-redutores mitocondriais [Yang et al., 2004; Valko et al.,
2005]. InvestigacOes nesta area de estudo, comprovaram também que o vanadato
bloqueia a transferéncia de electrdes na cadeia respiratoria entre os citocromos b; € c,
causando inibicdo da oxidacdo do succinato ¢ de substratos associados ao NADH
[Byczkowski et al., 1979; Zychlinski et al., 1990; Zychlinski e Byczkowski, 1990]. Os
10es de vanadato tém sido também implicados na inibi¢do da desidrogenase de
succinato mitocondrial [Velours et al., 1975], assim como da sintetase de succinil-CoA
dependente de ATP (A-SCS) da mitocondria cerebral de rato [Krivanek e Novakova,
1991; 1992]. Estudos envolvendo espécies oligoméricas de vanadato, demonstraram que
o vanadato decamérico, € ndo outro oligdbmero: (i) estimula a oxidacdo de NADH na
membrana plasmatica de eritrdcitos [Vijaya ef al., 1984; Kalyani e Ramasarma, 1992] e
em microssomas hepaticos, de rato [Kalyani et al., 1992; Kalyani e Ramasarma, 1993];
(i1) induz a reducdo do citocromo ¢ [Rao e Ramasarma, 2000]; (ii1) apresenta actividade
a-adrenérgica agonista em anéis da aorta em ratos [Venkataraman et al., 1997]; e, (iv) é
reduzido pela desidrogenase de isocitrato especifica de NADP" (IDH) [Rao e

Ramasarma, 2000].
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Apesar da evidéncia de que o vanddio compromete a funcionalidade
mitocondrial, os efeitos deste metal na bioenergética mitocondrial dos organismos

aquaticos nao se encontram completamente esclarecidos.

4.1.5. A mitocondria de peixe como modelo para estudos toxicologicos

Tradicionalmente, os estudos de toxicidade tém utilizado espécies de mamiferos como
modelos bioldgicos. A conveniéncia da utilizacdo destes animais, para a elucidagdo dos
mecanismos implicados no dano celular advém, em grande parte, do interesse que os
estudos de satide humana tém demonstrado por questdes relacionadas com a toxicidade
induzida por metais. No entanto, tem-se tornado evidente que algumas espécies de
peixes apresentam maior sensibilidade aos efeitos toxicos de metais pesados que os
mamiferos [Kelly ef al., 1998]. A maioria dos estudos sobre toxicidade de metais em
peixes limita-se a uma abordagem dos efeitos in vivo, indicando os efeitos adversos na
fisiologia dos orgdos alvo. Uma vez mais, as investigagdes a nivel celular tém sido
realizadas com células de modelos mamiferos. Os estudos da toxicidade induzida por
cadmio, zinco, selénio, cobre e at¢é mesmo vanadio em peixes limitam-se a
determinagdo de insultos ao nivel hepatico e renal [Palace e Klaverkamp, 1993; Palace
et al., 1993; Zikic et al., 1998; Vaglio e Landriscina, 1999], sendo escassos os estudos
existentes que relacionem a toxicidade por metais pesados com o tecido cardiaco de
peixes [Tort e Madsen, 1991; Wang et al., 1999]. O registo da toxicidade de vanadio
neste tecido é, por sua vez, quase inexistente [Akera et al., 1983; Llobet e Domingo,
1984; Boscolo et al., 1994; Aureliano et al., 2002; Soares et al., 2006; 2007a]. No
entanto, o envolvimento de metais toxicos no dano oxidativo do tecido cardiaco sugere
que este orgao apresenta elevada vulnerabilidade a intoxicag@o por metais [Jamall ef al.,

1989; Tort e Madsen, 1991; Sarkar et al., 1995; Limaye e Shaikh, 1999].
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4.1.6. Isolamento de frac¢coes mitocondriais

Nos estudos in vitro, a manutencao da capacidade da mitocondria desempenhar as suas
fungdes metabodlicas estd estreitamente associada a qualidade e/ou pureza das
preparagdes mitocondriais, assim como a presenca de um agente inibidor. Os métodos
disponiveis para determinagdo da pureza e qualidade das preparagdes mitocondriais
baseiam-se na monitorizagdo das varias fungdes metabodlicas exercidas por este organelo
e podem também ser Uteis na identificagdo do local de inibi¢do de um determinado
agente inibidor [Cain e Skilleter, 1987].

Durante o processo de isolamento, as mitocondrias sao facilmente danificadas e
surgem usualmente problemas na obtencdo de controlos respiratorios aceitaveis, que
serdo evitados se algumas precaugdes gerais forem tomadas. Na preparacao de
mitocondrias intactas e funcionais (acopladas) ¢ de extrema importancia a optimizacao
de métodos de homogeneizacdo ndo violentos que possibilitem a obtencdo de
mitocondrias com elevado indice de integridade, essencialmente determinada pela razao
do controlo respiratério (RCR). Contudo, qualquer método de homogeneizacao ira
invariavelmente produzir mitocondrias danificadas, que serdo facilmente separadas das
mitocondrias intactas por centrifugacao diferencial [Cain e Skilleter, 1987].

A maioria das fungdes mitocondriais requer a manutencdo da integridade
mitocondrial. Para tal, recorre-se usualmente a isotonicidade dos meios de
homogeneizagao, alcancada através do uso quer de agentes i6nicos (tais como 100 mM
KCI) quer ndo anidnicos (tais como 0.25 M sacarose). A composicdo das solugdes
tampao usadas nos processos de isolamento pode diferir de acordo com a natureza do
tecido ou com o protocolo adoptado pelo laboratério em questdo, no entanto o pH das

solucdes ¢ usualmente aferido a  aproximadamente 7.5 com = Tris
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[tris(hidroximetil)aminometano] ou outro reagente com capacidade tampao que seja
adequado [Cain e Skilleter, 1987].

Uma vez que, o rendimento dos métodos de isolamento ¢ invariavelmente baixo
convém compensar este facto utilizando elevadas quantidades de tecido para, deste
modo, ser possivel obter quantidades razodveis de mitocondrias. Outro factor chave
para a obten¢ao de mitocondrias intactas funcional e morfologicamente ¢ a duracao do
processo de isolamento, que nao deve exceder a 1 hora.

As mitocondrias tendem a concentrar-se em tecidos com elevados requerimentos
energéticos, tais como: coracao, rim, figado e cérebro. E, visto o figado ser dos 6rgaos
mais activos bioquimicamente na metabolizagdo de xenobidticos, o recurso a
preparagdes mitocondriais hepaticas tem sido deste sempre utilizado como modelo para
a avaliacdo dos mecanismos de toxicidade e definicdo dos alvos moleculares de
determinado composto nos sistemas bioldgicos. No entanto, a elevada vulnerabilidade
que o tecido cardiaco apresenta ao dano oxidativo por metais toxicos (Jamall et al.,
1989; Tort e Madsen, 1991; Sarkar et al., 1995; Limaye e Shaikh, 1999), tem sugerido
este 6rgao como um bom modelo para o estudo dos efeitos toxicos de determinados

compostos na bioenergética mitocondrial.
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4.1.7. Objectivos

Na presente seccao pretende-se proceder ao isolamento de mitocondrias intactas e
funcionais de tecido cardiaco de peixe e tecido hepatico de rato para posterior analise
dos efeitos in vitro promovidos por solugdes de vanadato na integridade funcional da
mitocondria. Com o objectivo de caracterizar a qualidade e pureza das preparagdes
mitocondriais isoladas, procedeu-se a determinagdo de actividades mitocondriais
especificas, tais como da FoF-ATPase e da desidrogenase de succinato, e a
determinacio de actividades ATPasicas (dependentes de Ca’™ ou Mg®") que
denunciassem contaminagdes com reticulo sarcoplasmatico, respectivamente.

E objectivo do presente capitulo avaliar os efeitos da espécie decamérica e
monomérica de vanadato nas fungdes mitocondriais de preparacdes de mitocondrias
hepaticas de rato e cardiacas de peixe. Nesse sentido, procedeu-se a comparacao dos
efeitos de duas solugdes de vanadato (decavanadato e metavanadato, compostas
essencialmente por espécies decaméricas € monomeéricas de vanadato, respectivamente)
no consumo de oxigénio e despolarizagdo da membrana mitocondrial. Mais ainda,
tentou-se apurar o local e a natureza da acgdo das espécies oligoméricas de vanadato na
cadeia transportadora de electroes através da determinagdo das alteragdes oxido-

-redutores induzidas nos citocromos da cadeia respiratoria mitocondrial.
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados, de elevado grau de pureza, foram adquiridos a empresas
especializadas, nomeadamente: 2,4(a)-dinitrofenol (DPN) (Merck, Alemanha);
ciclosporina A (CsA), dihidroetidio (DHE) e iodeto de 5,5°,6,6 -tetracloro-1,1,3,3’-
-tetraetilbenzimidazolcarbocianeto (JC-1) (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA);
citocromo ¢ (de coragdo de bovino) e rotenona (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

EUA).

4.2.2. Sacrificio e amostragem biologica
Para o isolamento de mitocondrias cardiacas de peixe, sacrificaram-se douradas (Sparus
aurata), pesando 400-600 g. Os animais foram adquiridos a duas aquaculturas locais
(Algarve) e mantidos em tanques de 450 L, em agua do mar arejada e com recirculagdo
constante, sob condi¢des de cativeiro controladas (20 °C, 35%0 e exposi¢cdo a ciclos
circadianos naturais) por periodos superiores a 2 semanas. Durante o periodo de
aclimatacdo as condi¢des laboratoriais, os peixes foram alimentados diariamente ad
libitum com ragdo comercial e privados de alimentagdo durante os 2 dias que
antecederam o sacrificio, por sobredosagem com anestésico 2-fenoxietanol (banho).

As mitocOndrias hepaticas foram isoladas a partir de ratos macho adultos
(3 meses) da espécie Rattus norwegicus, pesando 200-250 g. Os animais, provenientes
de uma linhagem consanguinea da estirpe Wistar, foram obtidos através do Servicio de
Animalario da Universidad de Extremadura, Badajoz (Espanha), e mantidos com
acesso livre a agua e alimento (ragdo comum). Os espécimens foram privados de
alimentagdo, mas mantidos com acesso livre a dgua, durante as 12 horas que

antecederam o sacrificio por deslocagdo cervical.
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Todas as experiéncias com animais respeitaram as directrizes estabelecidas no

guia do National Research Council para o cuidado e uso de animais de laboratorio.

4.2.3. Isolamento de frac¢coes mitocondriais

O isolamento de frac¢des mitocondriais de tecido cardiaco de peixe e de tecido hepatico
de rato foi realizado a partir de homogenatos dos respectivos o6rgaos por centrifugacao
diferencial. Todos os procedimentos de isolamento foram realizados a temperatura de

0-4 °C.

Isolamento de fracgoes mitocondriais de ventriculo de Sparus aurata

ApoOs remocao do tecido cardiaco e registo dos respectivos dados morfométricos,
homogeneizaram-se o0s ventriculos e isolaram-se mitocondrias cardiacas por
centrifugacdo diferencial, tal com anteriormente descrito [Chappell e Hansford, 1972;
Soares et al., 2007b]. Resumidamente, homogeneizaram-se os ventriculos de S. aurata
em 3 periodos de 30 s a velocidade maxima em 10 ml de solugdo de homogeneizagao A4
(5 mM Tris-HCI, pH 7.4; 300 mM sacarose; 1 mM EGTA; 20 mM manitol) por grama
de tecido e centrifugaram-se a 460 g durante 10 min; centrifugou-se o sobrenadante a
10000 g durante 30 min; ressuspendeu-se o centro da camada mais espessa € escura em
5 ml de solug¢do de homogeneizagao e sujeitou-se a nova centrifugagao (10000 g durante
30 min); por ultimo, desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento
(mitocondrias) na mesmas solucdo de homogeneizacdo. As amostras mitocondriais

foram conservadas a -80 °C até ao momento dos ensaios.
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Isolamento de fracgoes mitocondriais de figado de rato

Apos remogao do tecido hepatico e registo dos seus dados morfométricos, isolaram-se
mitocondrias hepaticas de rato a partir do procedimento anteriormente descrito por
Johnson e Lardy [1967] e Soares et al. [2007¢]. Resumidamente, homogeneizaram-se
10 g de figado de rato em 30 ml de solugao de homogeneizacao B (5 mM Tris-HCI, pH
7.4; 250 mM sacarose; 1| mM EGTA) com um homogeneizador do tipo Potter-Elvejem
e, posteriormente, centrifugou-se o homogenato a 460 g durante 10 min; o sobrenadante
foi novamente centrifugado (12500 g durante 7 min); a parte central da camada mais
espessa € escura, ressuspensa em aproximadamente 40 ml de solugdo de
homogeneizacao B e sujeita a nova centrifugacao (12500 g durante 7 min); desprezou-se
o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento (mitocondrias) na mesma solugdo. As
amostras mitocondriais foram conservadas a -80 °C por periodos nao superiores a

2 semanas, de modo a prevenir o envelhecimento in vitro.

4.2.4. Quantificacio proteica
A determinacdo do contetido proteico das amostras foi determinado pelo método de

Bradford [1967], usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo de proteina.

4.2.5. Caracterizacdo de frac¢oes mitocondriais de coracio de peixe e figado de
rato

A qualidade das prepara¢des mitocondriais ¢ afectada por possiveis contaminagdes com
outros organelos (lisossomas e peroxissomas, por exemplo) e/ou pela integridade
funcional das mitocondrias [Cain e Skilleter, 1987]. Este ultimo factor, de maior
importancia, s6 pode ser avaliado através da determinacdo de véarias fungdes

metabodlicas, tais como as actividades da FoF;-ATPase e da desidrogenase de succinato.
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As actividades ATPasicas das preparagdes mitocondriais foram determinadas
usando-se o método continuo (cinética), monitorizando-se a mudanga de absorvéncia
continuamente no meio de reaccao (e ndo, através de um método descontinuo — tempo
fixo — em que sdo retiradas amostras do meio de reacc¢ao ao longo do tempo e analisadas

pela técnica adequada).

Actividade da FyF;-ATPase

Determinou-se a actividade da FoF;-ATPase (actividade ATPasica inibida por 5 mM de
azeto de sddio) através da medida da actividade ATPasica [Garcia-Martin e Gutiérrez-
-Merino, 1990], a 25 °C (mitocondrias cardiacas de peixe) ou 37 °C (mitocOndrias
hepaticas de rato), na auséncia e presenga de 5 mM de azeto de sédio, num meio de
ensaio contendo: 50 mM Tes-KOH, pH 7.4; 0.1 M KCI; 2.5 mM MgCl,; 40 mM NaCl;
2 mM ATP, 50 uM CaCl,, 5 mM EGTA, 0.42 mM fosfoenolpiruvato, 0.25 mM NADH,
cinase de piruvato 7.5 IU, desidrogenase de lactato 18 IU e 15 pg proteina
mitocondrial/ml. Este método rege-se pelo principio que, os ides azeto inibem a
hidrolise de ATP e o bombeio de H+, por FoF-ATPases de origens variadas [Linnette
Beechey, 1979], assim como inibem a hidrolise de ATP por F; solubilizada [Pedersen,
1975]. Calculou-se a actividade da FoF-ATPase usando o coeficiente de extingao molar
do NADH a 340 nm (exapu = 6.22 X 10° M! cm'l) e expressou-se a actividade em nmol

NADH oxidado/min/mg proteina.

Actividade da desidrogenase de succinato
A actividade da desidrogenase de succinato foi determinada, a 25 °C (mitocondria
cardiaca de peixe) ou 37 °C (mitocondria hepatica de rato), a partir da reducdo do

ferricianeto de potéassio [Veeger et al., 1969] num meio de ensaio contendo: 0.1 M
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fosfato; 1 mM EDTA; 1 mM KCN; 40 mM succinato; 0.1% BSA; ferricianeto de
potassio 1 mM e 20 pg proteina mitocondrial/ml. Calculou-se a actividade da
desidrogenase de succinato usando o coeficente de extingdo molar do ferricianeto de
potassio a 420 nm (eksre2cnys = 1.05 mM™! cm'l) e expressou-se a actividade em nmol
succinato oxidado/min/mg proteina. Note-se que por cada duas moléculas de

ferricianeto reduzidas oxida-se uma molécula de succinato.

Actividades ATPasicas dependentes de Ca** ou Mgz "

Em simultdneo com a determinagdo espectrofotométrica da actividade da FoF;-ATPase,
procedeu-se ao calculo das actividades ATPasicas dependentes de Ca®>" ou Mg”" nas
amostras mitocondriais usando um sistema de enzimas acopladas baseado na
interconversio de NAD'/NADH. Ambas as formas reduzida e oxidada destes dois
nucledtidos absorvem a 260 nm, mas apenas a forma reduzida absorve a 340 nm. Neste
tipo de ensaios, a enzima a monitorizar esta acoplada a uma outra que utilize o sistema
NAD'/NADH, através dos intermediarios formados. No presente estudo, usou-se o

ensaio de enzimas acopladas cinase de piruvato/desidrogenase de lactato [Cuenda et al.,

1990] (Fig. 4.1).

NADH NAD"

ADP+PEP —— ATP+ piruvato —— lactato

Figura 4.1 — Esquema da reac¢do do método de enzimas acopladas cinase de piruvato

(PK)/desidrogenase de lactato (LDH).

Uma vez que estas enzimas estdo em excesso, a velocidade de conversdao do
NADH, monitorizada pela variacdo da absorvéncia a 340 nm, serd limitada pela

produgdo de ADP e Pi pela amostra. O ATP ¢é regenerado e por isso a sua concentragao

147



Funcionalidade mitocondrial

inicial ¢ mantida. Este método ¢ muito sensivel, uma vez que o coeficiente de extingao
molar do NADH a 340 é de 6.22 mM ™' cm™, o que significa que a conversdo de 1 pmol
de substrato/ml ¢ indicada por uma variacdo em absorvéncia de 6.22 DO.

Os ensaios foram realizados nas mesmas condi¢cdes de determinagdo da
actividade da FoF;-ATPase, a actividade da Mg2+-ATPase foi obtida através do declive
apds subtraccdo da linha de base correspondente a auto-oxidacdo do NADH e a
actividade da Ca’*-ATPase foi determinada através do declive apos subtracgdo da
actividade na presenga de um agente quelante de Ca”” (100 pM EGTA). A actividade
das enzimas ATPasicas foi calculada utilizando o coeficente de extingdo molar do
NADH a 340 nm (exapu = 6.22 mM’! cm'l) e expressa em nmol NADH/min/mg
proteina. Este ensaio teve como objectivo apurar o grau de contaminagdo das

preparacgdes com reticulo sarcoplasmatico.

4.2.6. Actividades enzimaticas mitocondriais
Determinou-se o efeito das solugdes de vanadato na actividade mitocondrial FoF1-
-ATPasica, com concentragdes de espécies decaméricas e monoméricas de vanadato até
20 uM (vanadio total), de modo a evitar a oxidagdo ndo-enzimatica de NADH,
observada na presenca de concentracdoes de vanadio superiores a 50 uM (dados ndo
apresentados). A actividade da FoF;-ATPase foi determinada espectrofotometricamente
através do recurso ao ensaio enzimatico acoplado cinase de piruvato/desidrogenase de
lactato (Secc¢do 4.2.5.), anteriormente descrito por Cuenda et al. [1990].

O efeito das solugdes de decavanadato ¢ metavanadato na actividade da oxidase
do citocromo ¢ da mitocondria foi analisado através do método espectroscopico de
Smith [1955]. Tal como descrito no protocolo adoptado, apés reducdo de 0.1% de

citocromo ¢ a ferrocitocromo ¢, com ascorbato de potassio, removeu-se o excesso de
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ascorbato por dialise contra 10 mM tampao fosfato (pH 7.0), durante 12 horas com
2 trocas de meio. A taxa de oxidacdo do citocromo c¢ foi determinada através da
monitorizagdo do decréscimo de absorvéncia da sua banda a a 550 nm [Wharton ¢
Tzagoloff, 1967]. A cinética decorreu em meio reaccional contendo 10 mM tampao
fosfato (pH 7.0) e 14% de ferrocitocromo c e as alteracdes dos valores de absorvéncia a
550 nm (eksre2cnys = 21 mM™! cm'l) foram determinadas a 37 °C (mitocondria hepatica
de rato) ou 25 °C (mitocondria cardiaca de peixe), na auséncia e presenca de vanadato,

apo6s adigao de 200 pg de proteina mitocondrial/ml.

4.2.7. Determina¢io do consumo de oxigénio mitocondrial
O consumo de oxigénio pela mitocondria foi determinado polarograficamente com um
eléctrodo de oxigénio Hansatech tipo Clark acoplado a um registador potenciométrico.

Determinou-se a respiracdo de mitocdndrias recém-isoladas, numa concentra¢ao
final de 2 mg/ml, a 37 °C (figado de rato) e 25 °C (coracdo de peixe), em tampao de
respira¢do mitocondrial (0.2 M sacarose; 5 mM KH,PO4; 10 mM KCI; 5 mM MgCl, e
10 mM Tris, pH 7.4) suplementado com a seguinte combinacdo de substratos: 0.5 mM
malato e 5 mM piruvato. Todas as adigdes ao meio de ensaio foram realizadas por
injeccao directa na cdmara de medi¢do (volume total: 2 ml) com seringas Hamilton. A
taxa respiratoria foi determinada na auséncia e presenga de 200 uM ADP. Os efeitos das
espécies decamérica e monomérica de vanadato na respiracdo mitocondrial foram
analisados apos incubacdo das preparacdes mitocondriais com as respectivas solugdes
de vanadato (numa concentragao inferior a 25 uM vanadio total).

No final de cada ensaio, adicionou-se um inibidor da cadeia transportadora de
electroes da mitocondria — 40 pM rotenona — e uma nova taxa respiratoria foi

determinada. Na presenca de rotenona, o consumo de oxigénio obtido foi nulo. A
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concentragdo de oxigénio determinada no tampao de respiragdo, apos calibragao padrao
em agua, foi de 219 e 253 nmol O,/ml, a 37 e 25 °C, respectivamente. Expressaram-se
as taxas de consumo de oxigénio em nmol O/min/mg proteina e determinaram-se as
razoes do controlo respiratério (RCR) [Chance e Williams, 1956] ¢ ADP/O [Cain ¢

Skilleter, 1987], tal como descritas em publicagdes anteriores.

4.2.8. Determinacao do potencial da membrana mitocondrial
Procedeu-se ao estudo dos efeitos das solucdes de vanadato no potencial da membrana
mitocondrial monitorizando-se o potencial da membrana mitocondrial, usando o
indicador fluorescente de potencial de membrana iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-
-1,17,3,3’-tetraetilbenzimidazolcarbocianina (JC-1), na presenca de concentragdes de
vanadato até¢ 50 uM (vanadio total). O JC-1 ¢ uma derivado de carbocianina carregado
positivamente que € capaz de penetrar a membrana mitocondrial através do potencial de
membrana estabelecido.

Marcaram-se mitocondrias (15 pg proteina/ml) com 0.6 uM JC-1, por incubagao
a 37 °C (mitocondria hepatica de rato) ou 25 °C (mitocondria cardiaca de peixe) durante
15 min [Smiley ef al., 1991] e realizaram-se os estudos de fluorescéncia sob agitacao
constante num espectrofluorimetro Perkin-Elmer 650-40 (Perkin-Elmer, Foster City,
CA, USA). A fluorescéncia do monomero de JC-1 (verde) foi determinada por
excitacdao a 490 nm, registando-se a sua emissao a 532 nm. A fluorescéncia do agregado
de JC-1 (vermelho) foi determinada por excitacdo a 490 nm, registando-se a sua
emissdo a 595 nm.

Os ensaio foram padronizados com o recurso a um agente desacoplador da
fosforilacdo oxidativa, 1 mM 2,4(a)-Dinitrofenol (DNP). Através da determinacdo da

razao entre as intensidades de JC-1 agregado e monomérico e procedeu-se a estimacao
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do grau de despolarizacdo da membrana mitocondrial induzida por vanadato (Equagao
4.1). O valor da razdao das intensidades do monomero de JC-1 a 595 e 532 nm
(F595/F532), que corresponde a completa despolarizacdo da membrana mitocondrial,
foi estimado em 1.32 £ 0.31. Um aumento desta razdo, numa situagdo de potencial de
repouso (Controlo), ¢ indicativo de um aumento do potencial de membrana
(hiperpolarizacdo), enquanto que uma diminui¢do na razdo indica um decréscimo do

potencial de membrana (despolarizagdo) [Troyan et al., 1997].

R —R Eq. 4.1
Despolarizagio(%)=—-—"—x100 [Eq. 4.1]

0~ “Y4DpNP

R; =razdo entre as intensidades de JC-1 agregado e monomérico ap6s incubagdo com vanadato (60 min)
Ry = razdo inicial entre as intensidades de JC-1 agregado e monomeérico (tempo = 0 min)

Ripnp = razdo entre as intensidades de JC-1 agregado e monomérico 1 hora apds adi¢do de DNP

Repolarizagao

Sabendo-se que, numa concentracao fisiologica, a glutationa (GSH) nao s6 estabiliza o
potencial da membrana mitocondrial como induz a repolarizacdo in vitro em
mitocondrias despolarizadas (meio-tempo estimado em aproximadamente 5 min)
[Soares et al., 2007¢], pretendeu-se estudar o efeito do decavanadato na repolarizagdao
do potencial da membrana mitocondrial induzida por GSH (5 mM). Para tal, procedeu-
-se a despolarizagdo de mitocondrias hepaticas de rato, por incubagdo em tampao de
respiragdo mitocondrial na auséncia de GSH (60 min), monitorizando-se de seguida o
efeito de 1 uM de espécie decamérica de vanadato e 100 uM de vanadato monomérico

na repolariza¢cdo mitocondrial induzida por GSH.
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Efeito de ciclosporina A
O antibiotico ciclosporina A (CsA), tem a capacidade de prevenir a despolarizagao da
membrana mitocondrial bloqueando a libertacdo de proteinas apoptoéticas, tais como o
citocromo ¢ da mitocondria [Ganote e Armstrong, 2003; Sharov et al., 2005]. Também
o acido bongkrekico ¢ um agente anti-apoptdtico que inibe a translocase de nucleotidos
adenina, um componente do complexo do poro de transicdo da membrana mitocondrial,
bloqueando a libertacao de citocromo ¢ da mitocondria.

No presente estudo, analisou-se também o efeito protector da CsA contra a
despolarizagdo da membrana mitocondrial induzida pelas solucdes e vanadato, assim
como o seu efeito na reversdo (repolarizagdo) da despolarizagdo da membrana

mitocondrial induzida pelo vanadato decamérico.

4.2.9. Determinacao de NADH mitocondrial
Determinou-se o contetdo em NADH em mitocondrias expostas a concentracdes de
vanadato at¢ 20 uM (vanadio total), através da determinacao fluorimétrica de NADH
em extractos mitocondriais alcalinos neutralizados [Martin-Romero et al., 2004].
Resumidamente, apds determinagdo da taxa de respiragdo mitocondrial (Sec¢do 4.2.7.),
adicionou-se as amostras mitocondriais 1 M KOH apos o que, foram aquecidas a 55 °C
durante 1 min, arrefecidas e o pH acertado a 8.4. Posteriormente, centrifugaram-se as
amostras a 2500 g durante 10 min a 4 °C e recolheu-se o sobrenadante.

Os sinais de fluorescéncia foram registados (A excitagdao: 340 nm; A emissao:
460 nm), num meio contendo 0.1 M fosfato (pH 7.5) suplementado com 0.1 M KClI,
1 mM piruvato e 1.375 Ul desidrogenase de lactato, ¢ a concentragdo de NADH
calculada com recurso a uma curva de calibragdo de intensidades de fluorescéncia

obtida com concentra¢des conhecidas deste nucleotido de piridina.
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4.2.10. Producao de espécies reactivas de oxigénio

O efeito de vanadatos na producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS),
nomeadamente anido superoxido (O;7), foi determinado a pH 7.4 e 37 °C (mitocondria
hepatica de rato) ou 25 °C (mitocondria cardiaca de peixe), usando o marcador
fluorescente dihidroetideo (DHE), tal como descrito em Budd et al. [1997]. O efeito de
um dador de electrdes (NADH) na produgdo de ROS foi testado separadamente, na
auséncia e presencga de vanadato (concentragdes até 50 uM vanadio total). A producao
de O," foi determinada através do registo da fluorescéncia emitida por 10 uM DHE
(A excitacdo: 473 nm; A emissao: 600 nm) na presenca de 0.5 mM malato e 5 mM

piruvato ou 250 uM NADH.

4.2.11. Determinacao do estado oxido-reduzido do citocromo b

Adquiriu-se o espectro total da mitocondria por espectroscopia diferencial num
espectrofotometro Hewlett Packard 8451A com matriz de diodo, de feixe unico,
controlado por um microprocessador. A leitura das absorvéncias, a todos os
comprimentos de onda da totalidade do espectro (cada 2 nm de 400 a 600 nm), foi
adquirida em simultdneo em meio de incubacdo contendo tampao de respiracao
mitocondrial, 0.5 mM malato e 5 mM piruvato e 1 mg proteina mitocondrial/ml. O
espectro da cadeia electronica e as alteragdes do seu estado oxido-reduzido, apos
incubagdo com solucdes de decavanadato e metavanadato, foi comparado com uma

situagdo controlo (na auséncia de vanadato).

4.2.12. Isolamento e purificacao de citocromo b de mamifero
Procedeu-se ao isolamento e purificagdo de citocromo b de mitocondrias de rato

seguindo o protocolo definido por Goldberger et al. [1961], para posterior
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caracterizacdo das alteragdes permanentes no estado oxido-reduzido do citocromo b

induzidas pelo vanadato decamérico.

Remocao de citocromo a

ApoOs descongelamento, homogenizaram-se as mitocondrias a baixa velocidade,
adicionaram-se 0.45 mg de desoxicolato potassio por mg de proteina e centrifugou-se a
suspensao durante 1 hora a 80000 g. Desprezou-se o sedimento verde-acastanhado
(contendo a quase totalidade de citocromo a existente nas mitocondrias) € conservou-se
o sobrenadante (contendo a maior parte dos citocromos vermelhos e uma pequena

quantidade de citocromo a).

Remocao de citocromo ¢

Adicionaram-se ao sobrenadante, pela ordem apresentada: 1 mg de colato de potéssio
por mg de proteina; 2% SDS (massa/volume); e sulfato de amoénia sélido a 30% de
saturacao, e centrifugou-se a suspensao (15 min a 10000 g) e desprezou-se o sedimento
(contendo essencialmente hemoproteinas). Adicionou-se sulfato de amonia so6lido ao
sobrenadante até 50% de saturag¢do e centrifugou-se a suspensdo (20 min a 10000 g),

desprezando o sobrenadante (maioritariamente composto por citocromo c).

Remocgdo de proteinas estranhas

Ap6s dissolucdo do sedimento vermelho-castanho em tampao fosfato a 0.1 M, pH 7.4,
diluiu-se a solugdo para uma concentragdo final de 15 mg de proteina por ml e aqueceu-
-se a solugdo a 40 °C, durante 5 min. Removeu-se o sedimento formado durante o
aquecimento por centrifugacdo (15 min a 10000 g) e desprezou-se. Apos o que,

adicionou-se sulfato de amonia (10.6 g/100 ml) ao sobrenadante e aqueceu-se a
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suspensao ligeiramente turva a 35 °C durante 5 min. Por fim, removeu-se o sedimento

formado durante o aquecimento por centrifugacdo (15 min a 10000 g) e desprezou-se.

Purificagdo de citocromo b

Por fim, adicionaram-se, ao sobrenadante vermelho escuro obtido no aquecimento a
35° C, 30 mg de colato de potassio por mg de proteina e um volume suficiente de uma
solucdo concentrada de sulfato de amonia para tornar a solugdo ligeiramente turva
(aproximadamente 15 ml/100 ml). Aqueceu-se a suspensao a 40 °C e manteve-se a
temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, recuperou-se o precipitado
floculado de citocromo b parcialmente purificado, formado durante este processo, como
um sedimento vermelho-sangue por centrifugag¢ao (5 min a 5000 g). Homogenizou-se o
precipitado em sacarose a 0.25 M, pH 7.5 e diluiu-se a solu¢dao para uma concentragao
proteica de 10 mg por ml. Neste ponto do procedimento, a suspensdo contém 40% do
citocromo b presente inicialmente e encontra-se livre de contaminagdo por outras

hemoproteinas [Goldberger ef al., 1961].

Andlise dos efeitos de vanadato no estado oxido-reductor de citocromo b

Com o objectivo de avaliar se o decavanadato (e também o monovanadato) afecta a
cinética de redugdo e/ou oxidagdo do citocromo b, levando a uma alteragdo permanente
do estado oxido-reduzido do citocromo, monitorizou-se a absor¢do do citocromo b a
562 e 572 nm. Este procedimento teve como base, o conhecimento que a redu¢do do
citocromo b produz um forte aumento da absorvéncia a 562 nm, com um ponto
isosbéstico a 572 nm. Deste modo, a diferenca das leituras de absorvéncia (562 nm -

- 572 nm) podem ser usadas para monitorizar esta reducao.
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4.2.13. Analise estatistica

Todos os parametros estudados sao apresentados como média e desvio padrao (média
desvio) das determinacdes realizadas, no minimo, em trés ensaios separados. A
significancia estatistica dos dados foi determinada através do uso do teste nao-
-paramétrico de Mann-Whitney. As diferencas, relativamente ao controlo, foram

consideras significativas para um nivel de significncia de p <0.05.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tem sido recentemente descrito que os efeito toxicoldgicos induzidos por vanadato
dependem da presenca de determinados oligovanadatos, tais como a espécie decamérica
[Aureliano et al., 2002; Soares et al., 2003; Aureliano ¢ Gandara, 2005; Gandara ef al.,
2005; Soares et al., 2006; 2007a; Soares e Aureliano, 2007]. Na presente seccao,
descreve-se que a espécie decamérica de vanadato despolariza fortemente o potencial da
membrana mitocondrial e inibe o consumo de oxigénio na mitocondria hepatica de rato
[Soares et al., 2007c] e cardiaca de peixe [Soares ef al., 2007b], em comparagao com a
espécie monomérica, aparentemente por interaccdo com o citocromo b. Este capitulo
evidencia a importancia de ter em consideragdo a contribui¢do do vanadato decamérico

nos efeitos bioldgicos do vanadato na mitocondria.

4.3.1. Isolamento e caracterizacao de fraccoes mitocondriais de tecido cardiaco de
peixe e de tecido hepatico de rato
As preparagdes mitocondriais de figado de rato obtidas apresentaram concentragdes
proteicas (22.6 £ 5.5 mg proteina/ml) cujos valores estdo de acordo com os indicados no
protocolo adoptado (30 mg proteina/ml) [Johnson e Lardy, 1967]. Do mesmo modo, os
isolamentos de mitocondrias hepaticas apresentaram elevados rendimentos (56.5 + 3.0
mg proteina/rato), tal como previsto para o protocolo em questdo (60 mg proteina/rato)
[Johnson e Lardy, 1967].

Face ao reduzido rendimento dos métodos de isolamento, no caso das
preparagdes mitocondriais de coragdo de peixe, optou-se pelo isolamento das
mitocondrias a partir de grupos de 3 individuos, com o objectivo de aumentar o

rendimento dos isolamentos. Deste modo, obtiveram-se preparagdes de mitocondrias
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cardiacas (18.1 £ 4.8 mg proteina/preparacao; 19.1 + 2.5 mg proteina/ml) com o
rendimento proteico esperado (20 mg proteina/ml) [Johnson e Lardy, 1967].

As fungdes desempenhadas pela mitocondria estdo inteiramente dependentes da
fosforilacdo oxidativa, sendo a capacidade da mitocondria para desempenhar este
processo afectada pela qualidade e pureza das preparacdes mitocondriais [Cain e
Skilleter, 1987]. Assim sendo, a melhor forma de avaliar a pureza e qualidade das
preparacgdes recai na monitorizagdo de diversas fungdes metabdlicas.

Deste modo, no presente estudo, determinaram-se duas das mais importantes
reac¢des mitocondriais — a actividade da FoF;-ATPase e da desidrogenase de succinato
— com o objectivo de caracterizar a integridade funcional das mitocondrias usadas.
Apurou-se que as actividades mitocondriais especificas (Tabela 4.1), determinadas na
mitocondria cardiaca (actividade da FoF;-ATPase: 1725 + 126 nmol NADH
oxidado/min/mg proteina mitocondrial; actividade da desidrogenase de succinato: 250
13 nmol succinato oxidado/min/mg proteina mitocondrial) e na mitocondria hepatica
(1115 £ 64 nmol NADH oxidado/min/mg proteina mitocondrial, actividade da FoF;-
ATPase; 2120 £ 453 nmol succinato oxidado/min/mg proteina mitocondrial, actividade
da desidrogenase de succinato), exibiram valores de acordo com os estabelecidos para a
actividade destas enzimas, tanto na mitocondria de peixe [Greco et al., 1982] como na
de mamifero [Monroy e Pullman, 1967]. Paralelamente, apurou-se que as preparagdes
apresentavam um elevado grau de pureza, sem contaminacdes significativas de reticulo
sarcoplasmatico, devido aos reduzidos valores de actividade ATPasica dependentes de
Ca*' e Mngr registados (Tabela 4.1).

Relativamente a contaminagdo com outros organelos subcelulares, ¢ de se
salientar que, apesar da densidade das mitocOndrias e dos lisossomas ser bastante

semelhante (o que ocasiona inevitdveis contaminagdes cruzadas aquando da realizagdo
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de centrifugacdes diferenciais), o grau de contaminagdo das preparacdes ira depender da
origem do tecido, visto a propor¢dao da massa mitocondrial relativamente a massa
celular variar em funcdo do 6rgdo em questao [Cain e Skilleter, 1987]. Deste modo,
uma vez que no coragdo as células estdo repletas de mitocondrias, mas contém poucos
lisossomas, as preparacdes mitocondriais cardiacas podem considerar-se virtualmente
livres de contaminagdes. O figado, por sua vez, ao possuir em propor¢ao mais
lisossomas ira consequentemente dar origem a preparacdes mitocondriais com algum

grau de contaminacao.

Tabela 4.1 — Valores médios das actividades ATPésicas (FoF;-ATPase; desidrogenase
do succinato, SDH; Ca*'- e Mg®"-ATPase) determinadas nas preparagdes mitocondriais

de coracgdo de peixe e figado de rato.

FoF-ATPase SDH Ca’-ATPase Mg2+-ATPase
nmol NADH/min/mg  nmol succinato/min/mg nmol NADH/min/mg nmol NADH/min/mg
Peixe (coragio) 1725+ 126 250+ 13 42+ 14 149 £ 23
Rato (figado) 1115+ 64 2120 +£453 22+5 124 £ 35

Estas eventuais contaminagdes nao apresentam nenhum impedimento a
determinagdo dos efeitos in vitro de um inibidor na fun¢ao mitocondrial, uma vez que ¢
de maior relevancia preservar a integridade funcional da mitocondria, sendo a duragao
do processo de isolamento um factor chave.

A conservagdo das preparagdes mitocondriais a -80 °C por um periodo nado
superior a 2 semanas, demostrou ser crucial na manutengdo de mitocondrias funcionais
sem indicio de processos de envelhecimento in vitro, caracterizados pela diminui¢cdo
progressiva dos valores das actividades mitocondriais especificas estimadas para cada

tipo de preparagao (em fungao da natureza do 6rgao e do tecido).
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4.3.2. Efeito de decavanadato nas actividades mitocondriais de F¢F;-ATPase e
citocromo c oxidase

Para concentragdes de vanadato até 20 uM, nao se registaram alteragdes na actividade
mitocondrial da FoF;-ATPase (1115 £ 64 ¢ 1725 £ 126 nmol/min/mg proteina no tecido
hepatico e cardiaco, respectivamente) das preparagdes mitocondriais usadas no presente
estudo (Fig. 4.2). Este resultado encontra-se de acordo com o observado em varios
estudos com concentragdes superiores de vanadato (100 uM vanadio total) [Bowman et

al.,1978; O’Neal et al., 1979].
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Figura 4.2 — Efeito do vanadato decamérico ¢ monomérico na actividade da FyF;-
-ATPase da mitocondria. Efeito da espécie decamérica e monomérica de vanadato
(20 pM vanadio total, nomeadamente 2 uM espécie decamérica de vanadato) na
actividade FoF;-ATPasica (%) da mitocondria hepatica de rato (A) e cardiaca de peixe

(B) (15 pg proteina/ml). Valores apresentados como média + desvio (n = 3).

Para testar experimentalmente, a possibilidade de que o vanadato decamérico

inibe a cadeia transportadora de electrdes através de um mecanismo de inibigdo do
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complexo IV, analisou-se o efeito da espécie decamérica de vanadato no estado oxido-
-reduzido do ferrocitocromo ¢ purificado. Com efeito, foi observado que a pH 7.0, nem
o vanadato decamérico nem o monomérico induziram alteracdes ao nivel do estado
oxido-reduzido do citocromo c¢ reduzido. Mais ainda, nenhuma das espécies
oligoméricas de vanadato induziram alteragcdes na actividade da oxidase do citocromo ¢
de figado de rato ou coragdo de peixe (ndo apresentado). Uma vez mais, este resultados
estdo de acordo com a principal conclusdo obtida por Kalyani e Ramasarma [1993],
nomeadamente, que a oxidacao do citocromo ¢ reduzido durante a oxidacdo do NADH
estimulada por vanadato requer a presen¢a de vanadato e perdxido de hidrogénio
(H20,), uma vez que ocorre por ac¢ao dos radicais hidroxilo formados na mistura

vanadato/H,O,.

4.3.3. Efeito de decavanadato no consumo de oxigénio mitocondrial

A taxa de respiragdo basal, usando piruvato e malato como substratos, das mitocondrias
hepaticas de rato isoladas foram de 139 e 20 ng atomo de O/min/mg proteina no estado
3 e 4, respectivamente. Valores muito semelhantes foram obtidos para as preparagdes de
mitocondrias cardiacas de peixe: 130 e 26 ng 4&tomo de O/min/mg proteina no estado 3 e
4, respectivamente. Observou-se que o vanadato decamérico inibe a respiragdo
mitocondrial ao nivel do estado 3 (estimulada por ADP), tal como representado pelo
decréscimo do consumo de oxigénio registado em as ambas preparagdes mitocondriais
(Fig. 4.3A e 4.3B). A espécie decamérica de vanadato aparentou ser cerca de 100 vezes
mais potente que a monomeérica como inibidor do consumo de oxigénio na mitocondria
hepatica, tal como indicado pelos valores de ICsy, 98.5 £ 5.1 nM para o vanadato
decamérico e 9.7 £ 1.4 uM para a espécie monomérica (Fig. 4.3A). De igual modo, a

espécie decamérica de vanadato inibiu o consumo de oxigénio na mitocondria cardiaca
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de peixe, mais fortemente que a espécie monomérica, com um ICsy de aproximadamente

400 nM, enquanto que se determinou um valor superior para o0 monovanadato (23 uM)

(Fig. 4.3B).
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Figura 4.3 — Efeitos inibitorios da espécie decamérica (®) e monomérica (O) de
vanadato (at¢ 25 pM vanadio total, nomeadamente 2.5 pM espécie decamérica de
vanadato) na respiracdo mitocondrial hepatica de rato (A) e cardiaca de peixe (B) (2 mg
proteina/ml) em piruvato e malato. Consumo de oxigénio (%) (A e B) e razdo de
controlo respiratorio (RCR) (C e D) em mitocondria hepatica (C) e cardiaca (D) em
tampao de respiracdo (Seccao 4.2.7.) suplementado com 5 mM piruvato ¢ 0.5 mM

malato, como substratos. Valores apresentados como média + desvio (n = 3).
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Ambas as solugdes de vanadato promoveram inibi¢ao da respiracao mitocondrial
sem desacoplar a mitocondria, uma vez que a razao do controlo respiratério (RCR) nao
foi afectado (Fig. 4.3C e 4.3D). Os valores de RCR determinados para as mitocondrias
acopladas de figado de rato (Fig. 4.3C) e coracao de peixe (Fig. 4.3D), respirando em
piruvato e malato, foram de 5.1 £ 0.1 e 5.0 £ 0.1, respectivamente, na auséncia ou
presenca de ambas as espécies de vanadato. Estes resultados estdo de acordo com
DeMaster e Mitchell [1973], que referiu ndo existir desacoplamento da fosforilacao
oxidativa, mas um diminuto aumento da razdo ADP/O, em mitocondrias hepaticas de
rato, devido a uma inibi¢do da actividade da cinase de adenilato pelo decavanadato
(1 mM). Note-se que, as preparagdes mitocondriais usadas neste estudo apresentaram
razdes de ADP/O, para piruvato e malato como substratos, na ordem de 2.4 + 0.7 e
3.8 £ 0.7 para mamifero e peixe, respectivamente — quer na auséncia quer na presenca

de vanadato decamérico ou monomérico — valores analogos ao valor teérico de 3 [Cain

e Skilleter, 1987].

4.3.4. Efeito de decavanadato no potencial da membrana mitocondrial

Na auséncia de glutationa reduzida (GSH), o potencial de membrana de ambas as
preparagcdes mitocondriais, permaneceu estavel durante 10-15 min e diminuiu
gradualmente apos este periodo de tempo (Fig. 4.4A), tendo-se estimado um tempo de
meia-vida da manutencdo do potencial de membrana superior a 90 min. Deste modo,
procedeu-se a monitorizagdo dos efeitos promovidos pela espécie decamérica e
monomeérica de vanadato no potencial da membrana mitocondrial na presenca de uma
concentragdo fisioloégica de GSH (5 mM), com o objectivo de estabilizar o potencial de

membrana.
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Figura 4.4 — Despolarizacdo da membrana mitocondrial induzida por espécies
decaméricas e monoméricas de vanadato. Despolarizacdo da membrana mitocondrial
em funcao do tempo de incubagdo (A) na auséncia de uma concentragdo fisiologica de
glutationa (GSH); despolariza¢gdo da membrana mitocondrial (%) induzida por espécies
decaméricas (®) e monoméricas (O) de vanadato em mitocondria hepatica de rato (B) e
cardiaca de peixe (C) (15 pg proteina/ml), na presenga de 5 mM GSH. Valores

apresentados como média * desvio (n = 3).
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Figura 4.4 — Ver legenda na pagina anterior.
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Verificou-se que, 10 min de exposi¢do a concentragdes crescentes de vanadatos
induzem um aumento da despolarizacdo mitocondrial: a espécie decamérica de vanadato
induziu a despolarizacio mitocondrial, na mitocondria hepatica de rato, em
concentragdes muito baixas, com um valor de ICsy de 38.7 £ 10.2 nM, enquanto que foi
necessario 5.4 * 2.5 uM de vanadato monomérico para induzir 50% de despolarizacdo
na mitocondria de figado de rato (Fig. 4.4B).

Do mesmo modo, a espécie decamérica de vanadato induziu despolarizagcdo da
mitocondria cardiaca de peixe a concentragdes muito baixas, com um ICsy de 196 nM,

enquanto que 55 uM de monovanadato induziu uma despolariza¢dao de 50% (Fig. 4.4C).

Efeito de decavanadato na repolarizacdo do potencial da membrana mitocondrial
induzida por GSH
Verificou-se que a adi¢do de uma concentragdo fisiologica de GSH (5 mM) a
mitocondrias hepaticas de rato previamente incubadas em tampdo de respiragdo
mitocondrial (60 min) — para promog¢do de despolarizagdo mitocondrial — induziu
repolarizacdo da membrana mitocondrial in vitro com um meio-tempo de
aproximadamente 5 min, alcancando um patamar aproximadamente 10 min apds a
adicao de GSH (Fig. 4.5). Saliente-se ainda que, o potencial da membrana mitocondrial
¢ tampao de respiracdo ¢ estabilizado na presenca de GSH (dados ndo apresentados).
Determinaram-se os efeitos induzidos pelas solu¢des de vanadato na
repolarizacdo da membrana mitocondrial apartir do patamar obtido pelo controlo
(~2.75) e na presenca das espécies decamérica (~2.0) e monomérica de vanadato (~3.0),
considerando o valor basal de aproximadamente 1.25 ao tempo zero (momento de
adicao de GSH). Os resultados mostram que 1 uM de espécie decamérica de vanadato

diminui a repolarizagdo induzida por GSH em quase 50%, enquanto que na presenca de
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100 uM de vanadato monomérico a repolarizacdo mitocondrial foi de aproximadamente
110% do resultado obtido na situag@o controlo (Fig. 4.5). Em virtude de se ter provado
que a espécie decamérica de vanadato afecta a repolarizagdo da membrana mitocondrial
(ICsp ~1 uM vanadato decamérico, ou seja, 10 uM vandadio total) e uma vez que, a
hiperpolarizagdo da membrana mitochondrial tem sido descrita como uma resposta
precoce da mitocondria durante fenomenos apoptéticos [Zurgil et al., 2002; Matarrese
et al., 2003], estes resultados sugerem que se explore a aplicagdo do vanadato

decamérico como agente anti-apoptotico em estudos futuros.
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Figura 4.5 — Cinéticas de repolarizagdo da membrana mitocondrial. Cinéticas de
repolarizagao da membrana mitocondrial com uma concentracao fisiologica (5 mM) de
glutationa (GSH) (A); repolarizagdo — apds indugdo de despolarizagdo da membrana
mitocondrial (15 pg proteina mitocondrial hepatica/ml) — na presenga de 1 uM de
espécie decamérica de vanadato (®) ou 100 uM de vanadato monomérico (O), em
tampao de respiragdo mitocondrial (Sec¢do 4.2.7.) suplementado com 5 mM GSH.

Valores apresentados como média *+ desvio (n = 3).
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Efeito de ciclosporina A
Verificou-se que numa concentracao até 10 uM o antibiotico ciclosporina A (CsA) nao
protegeu a mitocondria contra a despolarizagdo induzida pela espécie decamérica de
vanadato (vanadio total: 5 uM ¢ 0.5 uM — aproximadamente o valor de ICsg), ndo se
verificando uma protecgao efectiva da CsA apds uma pré-incubacao de 15 min (antes da
exposicao a solucdo de decavanadato) das mitocondrias com o inibidor do poro de
transi¢do da membrana mitocondrial (MMTP) [Ganote e Armstrong, 2003; Sharov et
al., 2005]. Conclui-se deste modo que, em mitocondrias isoladas, a despolarizacao da
membrana mitocondrial induzida pelo vanadato decamérico nao se deve a abertura do
MMTP. Consequentemente, a registar-se um eventual efeito protector da CsA nas
culturas de cardiomiocitos (Secgdo 5), indicara que o efeito da espécie decamérica de
vanadato na mitocondria ndo ocorre por via directa, mas sim por mediagao.

Para concentragdes até¢ 10 uM, a CsA ndo se mostrou também eficaz em reverter
a despolarizacdo da membrana mitocondrial induzida por 0.5 uM (5 pM vanadio total)
de vanadato decamérico (~76% de despolarizacdo), apos incubagdes até 30 min. O facto
da CsA ndo ser capaz de promover a repolarizacdo sugere, uma vez mais, que em
mitocOndrias isoladas, a despolarizacdo induzida pelo vanadato decamérico ndo estd

relacionada com a abertura do MMTP.

4.3.5. Efeito de decavanadato nos niveis de NADH

Os niveis de NADH na mitocondria hepatica de rato, ndo foram alterados por exposi¢ao
a concentragdes de espécies oligoméricas de vanadato tdo elevadas como 20 uM
vanadio total (7.7 £ 0.4 uM NADH/mg proteina mitocondrial). Apesar de, na
mitocondria cardiaca de peixe, também ndo se verificarem efeitos no conteudo em

NADH para concentragdes de vanadato até 10 uM (7.4 £ 0.4 uM NADH/mg proteina
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mitocondrial); no entanto, 20 uM (vanadio total) de ambas as solu¢des de vanadatos
promoveram uma aumento de aproximadamente 40% no conteido em NADH (Fig.
4.6). Assim sendo, comprova-se ndo existir um efeito significativo do vanadato
decamérico (nem do monomérico), na gama de concentragdes em que induz alteragdes

no potencial da membrana mitocondrial (nM) e no consumo de oxigénio da mitocondria

(LM).
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Figura 4.6 — Efeito de oligobmeros de vanadato nos niveis de NADH mitocondrial.
Conteudo em NADH (uM/mg proteina) na mitocondria cardiaca de peixe (15 pg/ml) na
presenga de vanadato decamérico e monomérico (até 20 uM vanadio total). Valores

apresentados como média * desvio (n = 3).

4.3.6. Efeito de decavanadato na producao de espécies reactivas de oxigénio

Aparentemente, ambas as espécies oligoméricas de vanadato ndo t€m efeito na produgdo
de espécies reactivas de oxigénio (ROS), nomeadamente anido superdxido (O,”), na
mitocondria hepatica de rato (Fig. 4.7A), excepto quando se usou NADH como
substrato da cadeia transportadora de electroes (Fig. 4.7C). Nesta ultima situacao

experimental, o vanadato decamérico diminui a producdo de O," na mitocOndria
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hepatica em 40% (5 uM), enquanto que foi necessario uma concentracdo 10 vezes
superior de vanadato monomérico para promover uma inibicdo semelhante (Fig. 4.7C).
Também na mitocondria cardiaca de peixe, a espécie decamérica exibe uma acgdo
antioxidante, inibindo a producdo de O, na auséncia (ICsp = 610 nM; Fig. 4.7B) e na
presenga de NADH (ICso = 15 nM; Fig. 4.7D), mais potentemente que o0 monovanadato
(Fig. 4.7D). Na presenca de NADH, a espécie monomérica de vanadato induziu um
inibi¢do da formagdo de O, na ordem dos 50% (237 nM; Fig. 4.7D), enquanto que nao
se registou nenhum efeito na sua auséncia (Fig. 4.7B).

Este decréscimo na formacdo de O,” ¢é, pelo menos em parte, devido a inibi¢ao
da respiracdo mitocondrial registada (Seccdo 4.3.4.), uma vez que estd provado que o
O," originado pela respiragdo mitocondrial ¢ um precursor estequiométrico de H,O,
mitocondrial. Recentemente, foi descrito que mesmo um pequeno decréscimo no
potencial de membrana da mitocondria de cérebro de rato, que por sua vez diminui a
respiragdo mitocondrial, inibe fortemente a formacdo de ROS [Votyakova e Reynolds,
2001]. Deste modo, a formag¢ao de ROS depende também do potencial da membrana
mitocondrial. Visto, a espécie decamérica de vanadato despolarizar fortemente a
mitocondria, era de se esperar que diminuisse também a producdo de O, e, de facto, os
resultados obtidos apds exposi¢do da mitocondria isolada ao decavanadato
corroboraram esta suposicdo. Em suma, tanto a despolarizacdo mitocondrial (Sec¢ao
4.3.5.) como a decréscimo no consumo de oxigénio mitocondrial (Sec¢ao 4.3.4.)
induzido por esta espécie oligomérica de vanadato podem contribuir para o seu efeito
antioxidante, monitorizado como uma inibicao parcialmente da producdo de ROS (Fig.

4.7).
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Figura 4.7 — Taxa de produgao de espécies reactiva de oxigénio, nomeadamente anido
supéroxido (O;7), apos exposigdo a espécie decamérica (®) e monomérica (O) de
vanadato (at¢ 50 uM vandadio total), na auséncia (A e B) e presenca de NADH (C e D)
na mitocondria hepatica (A e C) e cardiaca (B e D) (15 pg proteina/ml). Valores

apresentados como média * desvio (n = 3).

4.3.7. Efeito de decavanadato no estado oxidado-reduzido do citocromo b
Uma vez excluida a hipdtese de que a despolarizagdo mitocondrial e a inibi¢do do
consumo de oxigénio promovida pelo vanadato decamérico pudesse resultar da inibi¢ao

da oxidase do citocromo (Sec¢do 5.3.3.), considerou-se a possibilidade de que o estado
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oxido-reduzido do citocromo b mitocondrial pudesse ser afectado pelo decavanadato.
Com este objectivo, registaram-se os efeitos de vanadato decamérico e monomérico
(20 uM vanadio total) no espectro diferencial da mitocondria hepatica e cardiaca na
presenga e auséncia dos substratos respiratérios (piruvato e malato) (Fig. 4.8).
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Figura 4.8 — Alteragdes oxido-reductoras induzidas por vanadatos no espectro dos
citocromos da cadeia respiratoria. As figuras representam espectros diferenciais de
mitocondria hepatica de rato (1 mg proteina/ml) em tampao de respiragdo mitocondrial
(Sec¢ao 4.2.7.) na presenca de substratos respiratorios (5 mM piruvato + 0.5 mM
malato), apds subtrac¢do dos espectros na auséncia de substratos respiratérios (controlo,
A). Todos os espectros foram adquiridos num espectrofotometro de feixe unico apos
incubagdo das preparagdes mitocondriais com 20 pM (vanadio total) vanadato
decamérico (B) ou monomeérico (C). As setas indicam os comprimentos de onda dos
picos de absorvéncia do citocromo b mitocondrial (500-550 nm) [Feldman e Wainio,

1960]. Valores apresentados como média + desvio (n = 3).

As alteracdes registadas na gama de comprimentos de onda entre 500-550 nm,
induzidas pela espécie decamérica de vanadato na mitocondria de figado de mamifero,
indicaram que o vanadato decamérico, mas nao o monomérico, altera o estado oxido-
-reduzido do citocromo b (Fig. 4.8), sugerindo que o complexo III da mitocondria € um
alvo de decavanadato. Ou seja, o vanadato decamérico induz uma inibi¢do na cadeia

respiratoria da mitocondria hepatica semelhante a promovida pela antimicina-A
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(inibidor especifico do complexo III). Deste modo, a redugdo do citocromo b ¢ uma
consequéncia do bloqueio induzido pelo vanadato decamérico na cadeia respiratdria. No
entanto, na mitocondria cardiaca de peixe, ndo se verificaram alteragdes no estado
oxido-reduzido deste citocromo apds incubagdo com ambas as solugdes de vanadato

(dados nao apresentados).

4.3.8. Efeito de decavanadato no estado oxidado-reduzido do citocromo b
purificado de mamifero

Anteriormente, havia se verificado que os vanadatos nao induziam efeitos no estado
oxido-reduzido do citocromo ¢ (Seccao 4.3.2.). Consequentemente, apos exclusao do
efeito de decavanadato ao nivel do citocromo ¢, apuraram-se os seus efeitos no
citocromo b.

Na sequéncia da observacdo de um aumento na absorvéncia a 562 nm
(indicativo da redug¢do do citocromo b), apurou-se que a inibi¢do promovida pelo
decavanadato na cadeia transportado de electrdes ocorre por intermédio da redugdo
deste citocromo (tendo-se verificado um aumento de ~90% na diferenca das leituras da
absorvéncia, 562 nm - 572 nm). Sugere-se que a ac¢do de vanadato na cadeia
transportadora de electroes corresponde a uma redugdo deste citocromo mitocondrial,
quando incubado com vanadato decamérico. A espécie decamérica de vanadato parece
induzir uma inibi¢do semelhante a promovida pela antimicina-A: os componentes da
cadeia respiratdria a jusante do bloqueio inibidor apresentam-se oxidados, enquanto que

a parte da cadeia a montante do local de inibi¢do permanece reduzida.
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4.4. CONCLUSOES

O método de isolamento de mitocondrias usado no presente estudo permitiu a obtengao
de preparagdes mitocondriais com um elevado rendimento e a preservacao da
integridade funcional das mesmas, facto comprovado pelos valores das actividades
mitocondriais especificas obtidos (FoF;-ATPase e desidrogenase de succinato), o que
permitiu a sua utilizagdo para o estudo do efeito in vitro de vanadatos em varios
parametros bioenergéticos da mitocondria.

Os estudos in vivo realizados anteriormente haviam sugerido a mitocondria
como alvo subcelular de vanadato, especialmente quando o vanadio ¢ administrado na
forma da solucdo de decavanadato [Aureliano ef al., 2002; Aureliano ¢ Gandara, 2005;
Gandara et al., 2005; Soares et al., 2006; 2007a]. Na presente seccdo, sao apresentadas
evidéncias de que a espécie decamérica de vanadato ¢ 10 a 100 vezes mais potente que
o vanadato monomérico, tanto como agente despolarizador da membrana mitocondrial e
como inibidor do consumo de oxigénio pela mitocondria hepatica [Soares et al., 2007¢]
e cardiaca [Soares et al., 2007b].

Uma vez mais, os modelos piscicolas pareceram ser adequados ao estudo dos
efeitos da espécie decamérica de vanadato nos sistemas bioldgicos. Apesar do interesse
no uso de modelos piscicolas em estudos toxicologicos na area da biomedicina, devido
a apresentarem maior sensibilidade a toxicidade por metais pesados do que os
mamiferos, os peixes tém-se revelado de extrema utilidade no estudo dos efeitos
biologicos/toxicologicos do vanadato decamérico uma vez que, a temperatura
fisiologica destes organismos, a espécie decamérica permanece estavel por um periodo
de tempo suficiente para induzir efeitos diferentes daqueles promovidos pela espécie

monomérica de vanadato [Aureliano et al., 2002; Borges et al., 2003; Soares et al.,
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2003; Aureliano e¢ Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares et al., 2006; 2007a;
2007b; 2007c; Soares ¢ Aureliano, 2007].

Mais ainda, a despolarizagao mitocondrial induzida pelo vanadato decamérico
foi registada em concentragdes inferiores a requeridas para producao de uma inibig¢ao
significativa do consumo de oxigénio pela mitocondria. Para além de um forte agente
despolarizador da membrana mitocondrial, a espécie decamérica de vanadato
compromete também a repolarizagdo da membrana induzida por concentragdes
fisiologicas de GSH . Uma vez que, a hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial tem
sido descrita como uma resposta mitocondrial precoce a apoptose [Zurgil ef al., 2002;
Matarrese et al., 2003], estes resultados sugerem que de futuro se possa investigar a
utilidade do vanadato decamérico como agente anti-apoptdtico. Os efeitos da espécie
decamérica de vanadato devem-se, aparentemente, as alteracdes no estado oxido-
-reduzido do citocromo b (complexo III) induzidas por este oligovanadato, uma vez que
ndo se registaram alteragdes significativas quer nos niveis de NADH mitocondriais,
quer na actividade da oxidase do citocromo ou da FoF;-ATPase apds incubagdao com a
espécie decamérica de vanadato.

Conclui-se ainda que a espécie decamérica de vanadato afecta fortemente a
bioenergética mitocondrial através de mecanismos de toxicidade diferentes dos
utilizados pelo vanadato monomérico e que contribui, pelo menos em parte, para os

efeitos bioldgicos do vanadato na mitocondria.
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Capitulo 5

ESTUDO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO DE CARDIOMIOCITOS

A DECAVANADATO

5.1. INTRODUCAO

A criagdo de estratégias que promovam a protecgdo do tecido cardiaco, assim como, o
tratamento das patologias associadas ao sistema cardiovascular requer, por parte dos
investigadores, a compreensdo dos mecanismos implicados no funcionamento normal
deste sistema. Os modelos experimentais mais utilizados para a investigacdo na area da
cardiologia s3o o coragdo, propriamente dito, e as culturas de células cardiacas. No
entanto, o uso de culturas de células tem adquirido um crescente interesse devido a sua
versatilidade, economia e as metodologias a elas aplicadas, quando comparado com
ensaios realizados em animais. Para além disso, os estudos em modelos in vitro
permitem uma abordagem mais abrangente, ao nivel bioquimico, fisiolégico,
farmacoldgico, morfologico e electrofisioldgico do coragdo.

O coracdo dos mamiferos ¢ composto por varios tipos de células, sendo que
cerca de 25% das células presentes neste 6rgdo correspondem a células do miocardio
(musculo cardiaco), também conhecidas como cardiomiocitos. A proliferacdo de
cardiomidcitos ocorre nas primeiras etapas de desenvolvimento embrionario, no
entanto, imediatamente antes do nascimento, a citocinese, mitose e sintese de ADN
cessam quase por completo. Deste modo, o aumento da massa cardiaca registada apos o
nascimento, deve-se a expansdo do tamanho das células do miocardio e ndo a um
aumento do seu numero. No entanto, e apesar do seu numero reduzido, os

cardiomidcitos preenchem a maior parte do volume do coragio [Chein, 1990].
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Muitos dos aspectos estruturais e funcionais dos cardiomidcitos sdo mantidos em
culturas celulares [Chein, 1990]. Quando cultivados na presenca de soro, os
cardiomiocitos (de fetos ou ratos recém-nascidos) mantém a sua capacidade de
contracgdo espontanea e sincronizada, proporcionando um excelente modelo para o
estudo in vitro de varios mecanismos moleculares do coracao, nomeadamente factores
reguladores da contrac¢ao [Souren et al., 1992] e efeitos da hipertrofia na contracg¢ao
[Simpson, 1985].

Apesar das inumeras vantagens no uso de culturas de cardiomidcitos, alguns
factores limitam a sua funcionalidade. Devido aos cardiomiocitos, tal como as células
neuronais, ndo possuirem capacidade de proliferacdo, o seu uso para investigacao
limita-se a culturas primarias (sem possibilidade de criar linhas celulares continuas). Por
seu lado, as culturas primarias tendem a ser mais sensiveis as técnicas de cultivo e aos
tratamentos. O tecido cardiaco recém-nascido €, por exemplo, extremamente sensivel a
digestdo enzimatica. Uma digestao excessiva ou o uso de enzimas nao adequadas, pode
ocasionar nos cardiomiocitos a incapacidade de aderirem as placas de cultivo ou de
contrairem [Chlopcikova et al., 2001]. Esta sensibilidade parece ser dependente da
idade do tecido, uma vez que, a composi¢ao da matriz extracelular do coracdo muda
drasticamente imediatamente antes e apds o nascimento, o que resulta na alteragao das

enzimas requeridas para a digestao tecidular.

5.1.1. Contaminacoes em culturas de cardiomidcitos

Outro problema usualmente registado nas culturas de cardiomidcitos € a contaminagao
com fibroblastos. A prolifera¢do de fibroblastos pode rapidamente superar os midcitos
cultivados e influenciar a sua diferenciacdo [Simpson e Savion, 1982a]. O pré-

-plaqueamento da suspensdo celular pode eliminar este problema temporariamente
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(devido aos fibroblastos apresentarem a caracteristica de aderirem mais rapidamente a
base das placas de cultivo que os cardiomiocitos). Este procedimento, promove um
enriquecimento na pureza da suspensao de cardiomidcitos, no entanto, aquando da
manuten¢do das culturas por um periodo de tempo mais prolongado deve-se recorrer a
tratamentos quimicos com inibidores mitoticos [Simpson e Savion, 1982a]. Existem
também indicacdes que o uso de diferentes soros, tal como o de bovino, pode reduzir a
taxa de proliferacdo dos fibroblastos e estimular a contrac¢do dos cardiomidcitos
[Simpson e Savion, 1982b].

Por ultimo, a densidade de cultivo ¢ um factor crucial para a manutengdo da
integridade estrutural e funcional dos cardiomidcitos em cultura. Tanto quanto se sabe, a
contracgdo dos cardiomiocitos depende do contanto célula-célula, no entanto, a
formacgdo de uma monocamada confluente de células ¢ extremamente dificil (devido a
sua elevada dimensao celular e variedade de formas, ap6s adesdo as placas de cultivo,
os cardiomidcitos deixam espagos intercelulares demasiado pequenos para serem
ocupados por outros midcitos). Estas células requerem mais espaco de cultivo,
comparativamente a outro tipo de células, para a sua contrac¢do. Adicionalmente, o
estudo de células individuais, assim como a distingdo entre cardiomiocitos ¢ nao-
-cardiomiocitos, torna-se mais dificil em culturas de elevada densidade celular

[Simpson e Savion, 1982b].

5.1.2. Cultivos primarios de cardiomiocitos de rato

De todas as preparagdes de células cardiacas isoladas a partir de pequenos mamiferos, o
rato reline os requisitos necessarios para ser considerado o modelo mais indicado para
investigagdo experimental. Os ratos sdo animais de fécil obten¢do, de reduzido custo

monetdrio e ndo requerem as condigdes de manutencdo das espécies de maiores
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dimensdes, para além disso, existe uma extensa bibliografia cientifica disponivel sobre
este modelo. O uso experimental de ratos permite também contornar as restrigdes
regulamentares impostas ao uso de mamiferos de maiores dimensdes [Chlopcikova et
al.,2001].

O uso de cardiomiocitos de ratos recém-nascidos como modelo tem sido util no
estudo: (i) do transporte e toxicidade de drogas, permitindo a determinacao da dose
adequada para administragdo em humanos; (ii) do efeito protector de compostos
terapéuticos; (iii) da privacdo de oxigénio ou volume, condi¢des precursoras de andxia
ou isquémia celular; (iv) da atenuagdo do dano oxidativo no miocardio por ac¢ao de
potenciais agentes terapéuticos; (v) de fendmenos patologicos, tais a hipertrofia
muscular cardiaca; e, (vi) da morfologia, trocas idnicas, metabolismo, actividade
contractil, conexdes mutuas, expressao de proteinas e regulacdo da sua expressao (efeito
de drogas) em células do miocardio, entre outros.

No entanto, aquando do estabelecimento de um protocolo adequado ao tema em
estudo, uma questdo se coloca: devem ser usadas culturas de células cardiacas

provenientes de ratos recém-nascidos ou de ratos adultos?

5.1.3. Cardiomiocitos de ratos recém-nascidos versus cardiomiocitos de ratos
adultos
As células cardiacas podem ser isoladas a partir de ratos recém-nascidos ou adultos.
Contudo, com uma ninhada tipica (10-20 ratos) obtém-se material bioldgico suficiente
para a realizagdo de uma preparagdo e ¢ menos dispendiosa monetariamente do que os
isolamentos a partir de ratos adultos. A segunda vantagem do uso de ratos recém-
. . . s ~ 2+
-nascidos reside na facto destes midcitos serem menos sensiveis a concentragdo de Ca

no meio e a situagdes de hipdxia-reoxigenagdo que os cardiomidcitos de ratos adultos e,
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consequentemente o seu processo de isolamento mais simples. Pelas razdes acima
mencionadas, recomenda-se o uso de ratos com 1-5 dias de idade para o isolamento de

cardiomiocitos [Chlopcikova et al., 2001].

5.1.4. Preparacio de cardiomidcitos de ratos recém-nascidos
Os protocolos de isolamento e cultivo de cardiomidcitos de ratos recém-nascidos
publicados ao longo dos ultimos quarenta anos, sdo modificacoes do método
originalmente descrito por Harary e Farley [1963]. Nestes protocolos, apds remocao e
lavagem (para remocado de sangue e fracgdes tecidulares) dos coragdes de ratos recém-
-nascidos, os ventriculos ou, nalguns casos, a totalidade do coracao sdao fragmentados e
dissociados em células individuais pela accdo de enzimas proteoliticas (em repetidas
digestdoes com agitagdo). As células assim obtidas sdo suspensas em meio de
crescimento contendo soro (para desactivagdo das enzimas proteoliticas), contadas e
diluidas para a concentragcdo desejada. Posteriormente, os cardiomidcitos sdo semeados
em placas de plastico e mantidos num incubador sob atmosfera definida.

Ainda que se possua um protocolo optimizado para o isolamento e cultivo
primario de cardiomidcitos, urge estar alerta durante todas as etapas da preparagao, no
sentido de identificar e/ou evitar a ocorréncia de possiveis falhas e identificar eventuais

problemas, tais como contaminagdes e digestdes enzimaticas ndo eficientes.

5.1.5. O vanadio como agente modulador do sistema cardiovascular

Virios estudos tém descrito a capacidade que os compostos inorganicos e organicos de
vanadio apresentam na modulagdo da funcdo cardiovascular e da sua potencial utilidade
como agentes protectores contra o dano da isquémia/reperfusdo no tecido cardiaco

[Conde ef al., 1997; Mackay e Mochly-Rosen, 2000; Takada et al., 2004].
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Os estudos sobre os efeitos biologicos do vanadato e de outros compostos
contendo vanddio em células cardiacas relacionam-se maioritariamente com as suas
caracteristicas insulino-miméticas [Josephson e Cantley, 1977; Barbagallo et al., 2001]
e a sua capacidade de aumentar a forca contractil do musculo cardiaco (efeito
inotropico) [Gerrard et al., 1993; Fawcett et al., 1996; 1997]. No entanto, foram varios
os estudos que demonstraram que os efeitos do vanadato podem variar desde a
estimulagdo do crescimento das células a indugdo de morte celular [Yin ef al., 1992;
Stern et al., 1993; Bay et al., 1997; Ye et al., 1999; Capella et al., 2000; 2002]. Mais
ainda, na maioria dos casos, registou-se um efeito bifasico do vanadato na proliferacao
celular, sendo citotoxico num intervalo de concentragdes entre 50 a 100 uM [Etcheverry
e Cortizo, 1998]. Provavelmente devido a complexidade quimica das solugdes de
vanadato, os principais objectivos destes estudos foram analisar a expressdo genética
induzida pelo vanadato, assim como, danos oxidativos, altera¢des no calcio citosdlico e
modificacdes ao nivel do citoesqueleto, sem prestar especial atengdo aos efeitos dos
tratamentos de vanadio na viabilidade celular [Josephson e Cantley, 1977; Trudel et al.,
1991; Volberg et al., 1992; Secrist et al., 1993]. Consequentemente, nao esta
devidamente esclarecido se efeitos observados nas células estdo relacionados com a

toxicidade do vanadato.

5.1.6. A mitocondria cardiaca como alvo da toxicidade do vanadato

Willsky e Dosh [1986] demonstraram a importincia da fun¢do mitocondrial
(fosforilacdo oxidativa) no metabolismo do vanadio, ao mostrarem que estirpes de
fungos com deficiéncias respiratorias acumulam elevadas quantidades de compostos de
vanadato. Mais recentemente, estudos anteriores com animais tratados com injecgoes de

solucdes de decavanadato e monovanadato provaram que a mitocondria, hepatica e
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cardiaca, ¢ o organelo subcelular com maior conteudo em vanadio [Aureliano et al.,
2002; Aureliano e Gandara, 2005; Soares et al., 2006; 2007a].

Nos sistemas bioldgicos, os diferentes oligdbmeros de vanadato promovem
diferentes efeitos in vitro [Tiago et al., 2004; Aureliano e Gandara, 2005; Aureliano et
al., 2006; Ramos et al., 2006] e in vivo [Aureliano et al., 2002; Borges et al., 2003;
Soares et al., 2003; Tiago et al., 2004; Aureliano e Gandara, 2005; Gandara et al., 2005;
Soares et al., 2006; 2007a; 2007b; 2007c; Soares ¢ Aureliano, 2007]. No entanto, nao
estdo perfeitamente esclarecidas quais as vias de accdo das diferentes formas
oligoméricas. A forma de vanadio predominante nos fluidos biologicos a pH 4-8 ¢ o
monovanadato [Nechay, 1984]. No entanto, formas oligoméricas de vanadato maiores,
ainda que ndo estejam presentes em concentragdes fisiologicas, podem ocorrer em
concentragdes toxicas em compartimentos celulares onde a acumulagao deste elemento
tenha lugar. Varios estudos tém referido o vanadato decamérico — segundo Stankiewicz
et al. [1995], o oligbmero de vanadato com maior importancia bioquimica — como mais
potente na inibi¢do de varias enzimas do que outros oligovanadatos [Aureliano e
Gandara, 2005]. Apesar de ja ter sido sugerido que a ligacdo do vanadato decamérico a
proteinas especificas pode prevenir a sua desoligomerizacdo [Ramos et al., 2006], sao
poucos os estudos que exploraram os efeitos biologicos do vanadato decamérico em
condigdes fisioldgicas.

Devido a sua estabilidade em condigdes fisioldgicas, a espécie decamérica de
vanadato ndo desoligomeriza completamente antes de induzir alteragdes em varios
marcadores de stresse oxidativo [Aureliano et al., 2002; Soares et al., 2003; Aureliano e
Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares et al., 2007a; 2007b; 2007c]. De facto,
demonstrou-se anteriormente que o vanadato decamérico induz efeitos de stresse

oxidativo no tecido cardiaco mais fortemente que o monovanadato, diminuindo a
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actividade das enzimas antioxidantes e aumentando a peroxidacgao lipidica [ Aureliano et
al., 2002; Aureliano et al., 2006; Soares et al., 2007a].

Como analogos do fosfato [Gresser e Tracey, 1990], os oligobmeros de vanadato
tém apresentado a capacidade de inibir ou estimular a actividade de diversas enzimas do
metabolismo do fosfato, tais com ATPases, fosfatases e cinases [Cortizo et al., 1994,

Crans, 1994].
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5.1.7. Objectivos

No ambito deste estudo, teve-se por objectivo a determinacdo das condigdes
Optimas para a obten¢do de culturas primarias de cardiomidcitos (ventriculo) de ratos
recém-nascidos, maximizando-se o rendimento e a pureza das preparacdes. Ao mesmo
tempo, pretendeu-se também caracterizar qualitativa e quantitativamente as
contaminagao registada por células nao musculares (fibroblastos) por contagem celular,
imunodeteccdo da cadeia pesada de miosina e detec¢do imunohistoquimica de
fibroblastos.

Foi objectivo desta seccdo explorar a contribui¢do dos diferentes oligobmeros de
vanadato na citotoxicidade cardiaca, avaliando a morte celular induzida por vanadato
em miocitos de ventriculos de ratos recém-nascidos. Os estudos realizados
concentraram-se na determinacdo dos efeitos dos diferentes oligdbmeros de vanadato
(vanadato decamérico e monomérico) na: (i) viabilidade celular, (i1)) acumulagdao de
vanadio pelas células, (iii) célcio intracelular, (iv) producao de espécies reactivas de
oxigénio (ROS), e (v) potencial da membrana mitocondrial em culturas primarias de

cardiomidcitos de rato.
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5.2. MATERIAL E METODOS

O protocolo de cultura celular adoptado foi uma modificagao do previamente descrito
por Chlopcikova et al. [2001]. A cultura de midcitos cardiacos de ratos recém-nascidos
baseia-se na obtengao destas células a partir de ventriculos de ratos (Rattus norvegicus,
do tipo Wistar) com 2-3 dias de nascimento. Os cardiomiocitos sdo maturados em
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado com 5% (v/v) soro fetal
de bovino, 10% (v/v) soro de cavalo, 20% (v/v) meio 199 modificado com HEPES,
2 mM [ -glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 U/ml estreptomicina. Ao segundo dia in
vitro (2 DIV) muda-se o meio e adiciona-se um inibidor mitdtico (citosina-B-p-
-arabinofuranosido, Ara-C). As células continuam os seu processo de maturacio nestas

condicdes até ao dia em que sdo realizadas as experiéncias (em meio livre de soro).

5.2.1. Meios de cultura, suplementos, anticorpos, reagentes e solucoes

Os meios de cultivo, suplementos e anticorpos utilizados na preparacdo, manutencao e
caracterizagdo dos cultivos de midcitos de ratos recém-nascidos, foram adquiridos a
empresas especializadas, nomeadamente: Ara-C (Cat. C-1768); DMEM (Cat. D-5671);
meio 199 modificado com HEPES (Cat. M-2520); soro fetal de bovino termicamente
inactivado, FCS (Cat. F-9665); soro de cavalo termicamente inactivado, HS (Cat.
H-1138); pancreatina (Cat. P-3292) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA);
colagenase tipo II (Cat. 17101-015) (Gibco, Paisley, Reino Unido); anticorpos IgG anti-
-rato (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA); substrato quimioluminescente
SuperSignal® (Cat. 37071) (Pierce, Rockford, IL, EUA); anticorpo Vimentina Ab-2
(clone V9) (Cat. MS-129-P0) (NeoMarkers, Fremont, CA, EUA); marcador de elevada
massa molecular para SDS-PAGE, HMW (Cat. 161-0303) (Bio-Rad, Hercules, CA,

EUA).
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Do mesmo modo, os reagentes utilizados nos ensaios experimentais, também de
elevado grau de pureza, foram adquiridos a empresas especializadas, nomeadamente:
solugdo de azul de tripano (0.4%), bis-benzimida (Hoechst 33258), brometo de 3-(4,5-
-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio ~ (MTT), 4cido ciclopiazonico  (CPA),
ciclosporina A (CsA), desidrogenase de glucose-6-fosfato (G6PDH), fosfoenolpiruvato
(PEP), hexocinase (HK), iodeto de propidio, leupeptina, miocinase, pepstantina-A,
redutase da glutationa (GR) e tapsigargina (TG) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
EUA); cinase de piruvato (PK) de coelho e desidrogenase de lactato (LDH) de musculo
de porco (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemanha); dihidroetidio (DHE),
Fura-2 acetoximethil éster (Fura-2 AM), iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1°,3,3’-
tetraetilbenzimidazolcarbocianeto (JC-1), éster de etil tetrametilrodamina (TMRE) e
plurénico F-127 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA); diacetato de 2°,7’-
-diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA) (Molecular Probes, Groningen, Holanda); teste
para determinag¢do da actividade da caspase-3 (Calbiochem, San Diego, CA, USA);
solucdao concentrada de vanadio (998 = 5 mg/l, determinado por ICP-OES) (Merck,);
material de referéncia marinho para metais vestigiais: hepatopancreas de lagosta
(TORT-2), 1.64 = 0.19 mg vanadio/kg (National Research Council of Canada).

Tampao salino PBS: 137 mM NaCl, 4.3 mM Na,HPO,, 2.7 mM KCI, 0.4 mM
KH,POy4, pH 7.4.

Tampao Locke K5: 154 mM NaCl, 4 mM NaHCOs, 5 mM KCI, 2.3 mM CaCl,,

1 mM MgCl,, 5 mM glucose e 10 mM HEPES (pH 7.4).
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5.2.2. Culturas primarias de midcitos cardiacos (ventriculo) de ratos recém-
-nascidos

Os ratos Wistar (Rattus norvegicus) com 2-3 dias de idade utilizados na preparacao das
culturas primarias de miocitos cardiacos realizadas no presente estudo foram obtidos
através do Servicio de Animalario da Universidad da Extremadura, Badajoz (Espanha).
Durante o periodo de permanéncia no biotério, os animais foram mantidos sob
condicdes de temperatura (22-25%), humidade (60-70%) e luz controladas (12 horas de
luz e 12 horas de escuridao). Os ratos (com 2-3 dias de idade) foram retirados do seu
ambiente normal com uma antecedéncia nunca superior a 1 h, relativamente a

preparagdo da cultura.

Sacrificio e dissecagdo

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e o coragdo extraido através de um corte
central na caixa toracica até ao diafragma (evitar perfurar o estdmago ou outros 6rgaos
internos — potenciais fontes de contaminagdo bacteriana). Para remocdo de sangue e
frac¢des tecidulares, lavou-se o coragao em tampao Ads contendo 582 mM NaCl, 100
mM HEPES (pH 7.35), 4 uM NaH;POy4, 28 mM glucose ¢ 27 mM KCI e removeu-se o
terco superior do 6rgdo, correspondendo aproximadamente as auriculas. Realizaram-se
pequenos cortes no tecido ventricular, aquando da sua imersdo em Ads, para expor uma
maior extensdo de 4drea ao tampdo, reduzindo deste modo a ocorréncia de dano

isquémico e coagulagao.

Isolamento de miocitos cardiacos
Fragmentaram-se os ventriculos em pedacos com um volume de cerca de 1 mm’,

adicionou-se cerca de 10 ml de solugdo enzimatica (24 mg pancreatina ¢ 24 mg
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colagenase em 50 ml solu¢ao de Ads) para dissociagdo do tecido ventricular e deixou-
-se incubar durante 5 min a 37 °C, sob agitacdo horizontal (ndo se devem usar
movimentos rotacionais para evitar o dano provocado nas células resultante da forga
centrifuga gerada), para remogao de células sanguineas e outros fragmentos tecidulares.

Homogeneizou-se a preparagdo, deixou-se repousar para sedimentagdo das
células e desprezou-se o sobrenadante (contendo residuos celulares e fragmentos
tecidulares). De seguida, adicionaram-se 10 ml de solugdo enzimatica e repetiu-se a
incubagdo sob agitagao durante 20 min (Recolha 1). Realizou-se o procedimento de
digestdo enzimatica para isolamento celular em 5 etapas de recolha de células (Tabela

5.1).

Tabela 5.1 — Etapas do procedimento de isolamento e recolha de células.

1 2 3 4 5

10 ml solucao 8 ml solugao 8 ml solucao 6 ml solucao 6 ml solucao

enzimatica enzimatica enzimatica enzimatica enzimatica
(20 min) (25 min) (25 min) (15 min) (20 min)
Recolha 1 Recolha 2 Recolha 3 Recolha 4 Recolha 5

Homogeneizou-se a preparacdo, deixou-se repousar para sedimentagdo do
tecido, transferiu-se o sobrenadante (contendo células isoladas) para 2 ml de FCS e
reservou-se (Recolha 1) — como o soro inactiva a ac¢do das enzimas, as células estdo
desta forma protegidas contra a sua destruicdo. Seguidamente, adicionaram-se 8 ml de
solugdo enzimatica e repetiu-se a incubacdo sob agitacdo durante 25 min. Centrifugou-
-se a Recolha 1 durante 5 min a 200 g, desprezou-se o sobrenadante e ressuspenderam-
se as células em 10 ml de meio de crescimento (DMEM suplementado com 10% HS,

5% FCS, 2 mM -glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 U/ml estreptomicina),
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colocando-as de seguida no incubador com atmosfera controlada (permitiu-se sempre a
troca gasosa entre as células e a atmosfera envolvente).

Homogeneizou-se a preparacdo como anteriormente e deixou-se o tecido
sedimentar. Transferiu-se o sobrenadante (Recolha 2) para 2 ml de FCS e centrifugou-se
durante 5 min a 200 g. Desprezou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se as células em
5 ml de meio de crescimento. Adicionaram-se estas células as previamente isoladas e
colocaram-se no incubador.

Voltou-se a repetir o ciclo de isolamento: adicionaram-se 8§ ml de solugdo
enzimatica; incubou-se sob agitacdo durante 25 min; homogeneizou-se a preparagao e
transferiu-se o sobrenadante (Recolha 3) para o FCS; centrifugaram-se as células e
ressuspenderam-se em 5 ml de meio de crescimento; por ultimo, adicionaram-se as
células as anteriormente isoladas.

Adicionaram-se 6 ml de solugdo enzimatica e incubou-se sob agitacdo durante
15 min. Transferiu-se o sobrenadante (Recolha 4) para o FCS, centrifugaram-se as
células e ressuspenderam-se em 5 ml de meio de crescimento. Adicionou-se o produto
desta etapa as células ja isoladas.

Repetiu-se a etapa anterior (mas incubando durante 20 min) para proceder a
ultima recolha do isolamento (Recolha 5). As células foram tratadas como
anteriormente mencionado.

Nas sucessivas recolhas, a quantidade de tecido cardiaco foi reduzindo a medida
que as enzimas iam digerindo a matriz extracelular e as células iam sendo libertadas.
Deste modo, tal como esperado, o sedimento obtido no final de cada centrifugacdo era
progressivamente menor. Estas 5 etapas de isolamento foram suficientes para a
libertagdo do maior nimero possivel de células, alcancando-se na ultima digestio um

estado em que ja ndo era possivel o isolamento de mais células cardiacas.
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Pré-plaqueamento para remocdo de fibroblastos

As células isoladas a partir de coragdes de ratos recém-nascidos, sdo compostas por uma
mistura de células musculares e mesenquimais. As células mesenquimais dividem-se
mais rapido que os midcitos, ocupando toda a superficie de cultivo e consumindo os
substratos adicionados as culturas de cardiomiocitos. A eliminacdo destas células nao
musculares baseia-se nas caracteristicas diferenciais que apresentam relativamente as
células do musculo, tais como velocidade de adesdo a base da placa de cultivo,
densidade celular e taxa de proliferagdo [Chlopcikova ef al., 2001].

No presente estudo adoptou-se um método simples, descrito por Blondel et al.
[1971], para o aumento da propor¢do de cé¢lulas musculares nas culturas. Esta técnica de
pré-plaqueamento (1-3 h) baseia-se na rapida taxa de adesao das células mesenquimais a
superficie das placas e consiste no método mais usual para eliminagdo de células nao
musculares, resultando em culturas celulares com 97-99% cardiomidcitos [Chlopcikova
et al., 2001]. No entanto, ¢ sempre recomendavel o recurso a uma combinacdo de
técnicas, tal como o recurso a inibidores mitoticos, para assegurar o aumento da
percentagem de cardiomiocitos nos cultivos.

Neste estudo, apds a ultima recolha, centrifugaram-se os cerca de 30 ml de meio
contento as células cardiacas isoladas, durante 5 min a 200 g. Eliminou-se o
sobrenadante (meio) e ressuspenderam-se as células em 20 ml de meio de crescimento.
Este volume foi posteriormente dividido por duas placas de cultura (100 x 20 mm,
Corning Cat. 430167) — passando previamente por um crivo (porosidade de 70 um) para
remogao de fragmentos de tecido — que foram mantidas no incubador por 1 ou 2 h. Com
base no facto dos fibroblastos aderirem muito rapidamente a superficies plasticas
recorreu-se a esta caracteristica para a remog¢ao de eventuais fibroblastos contaminantes

das preparacoes de midcitos cardiacos.
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Apo6s o periodo de pré-plaqueamento, removeu-se o meio das placas (com
células em suspensao) — evitaram-se movimentos bruscos para evitar a ressuspensao das
células nao muscular aderidas a base das placas e para minimizar a indugdo de stresse
nas cé¢lulas cardiacas — lavaram-se as mesmas com meio e procedeu-se ao plaqueamento
dos midcitos isolados.

Sempre que os fibroblastos foram necessarios para outras experiéncias (controlo
positivo na deteccdo imunohistoquimica de fibroblastos, ver Seccao 5.2.5.), as placas de
pré-plaqueamento foram suplementadas com meio de cultivo e colocadas no incubador.

Caso contrario, eliminaram-se as placas.

Contagem de células

A contagem de células vidveis foi realizada em camara de Newbauer. A percentagem de
células cardiacas viaveis foi determinada pelo método de coloragao com azul de tripano,
que se baseia no principio de que as células vidveis ndo incorporam este corante, ao
contrario das células mortas.

Adicionaram-se 10 pl de solugdo azul de tripano 0.4% a 40 pl de suspensdo
celular e contaram-se as células viaveis. O niumero de miocitos viaveis (as maiores
células observadas) foi multiplicado por 1.25, para corrigir o factor de diluigao, e por
10, para determinar a densidade celular em numero de células por ml (Equacdo 5.1).
Apds a contagem, realizaram-se as diluicdes necessarias de modo a obter-se uma

densidade celular de 1 x 10° células/placa.

células | ml =células x1.25x10000 [Eq. 5.1]
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Cultivo celular

A suspensdao resultante (composta maioritariamente por midcitos cardiacos) foi
transferida para placas de cultivo de 35 x 10 mm (Corning, Cat. 430165) revestidas com
1% (m/v) gelatina ou 20 % (m/v) poli-.-lisina estéreis — a gelatina ou a poli-.-lisina
permitiram as células aderirem a base das placas — numa densidade de
aproximadamente 1 x 10° células/placa. Durante as primeiras 48 h do cultivo adicionou-
-se Ara-C (10 ou 20 pM) para prevenir a proliferagdo de fibroblastos/células nao
musculares. O Ara-C ¢ um inibidor mitotico que tem como objectivo eliminar células
que ndo sejam cardiomidcitos, por exemplo fibroblastos.

O uso de meios de crescimento suplementados com compostos que possuam a
capacidade de reduzir o crescimento de células ndo musculares, inibindo a sua
proliferacdo (tais como, Ara-C e 5-bromo-2’-desoxiuridina) tem apresentado uma
elevada taxa de sucesso na manutencdo de culturas de cardiomiocitos livres de
contaminagdes. Por contrario, culturas celulares maturadas na auséncia de inibidores de
proliferacdo apresentam um aumento no nimero de fibroblastos de 40-65% entre 1 e 5
DIV [Chlopcikova et al., 2001].

Apo6s 48 h em meio de crescimento (37 °C) numa atmosfera com 5% CO,/95%
ar, transferiram-se os cardiomiocitos para DMEM com soro (10% HS e 5% FCS)
suplementado com 50 U penicilina/ml e 50 U estreptomicina/ml antes da realizacao dos
tratamentos com as solugdes de vanadato (Seccdo 5.2.6.). Todas as manipulacdes

experimentais as culturas foram realizadas apos 3-4 DIV.

Determinacgdo da concentragdo proteica
Determinou-se a concentragdo de proteinas nos cultivos de cardiomiocitos através do

método de Bradford [1976]. A concentragdo de proteinas foi determinada com recurso a

193



Efeito de decavanadato em cardiomiocitos

uma recta de calibragdo com concentragdes conhecidas de albumina de soro bovino

(BSA), no intervalo de 0 a 8 pg.

5.2.3. Coloracao de cardiomiocitos com hematoxilina e eosina

A coloragdo com hematoxilina e eosina tem sido usada como método para a
diferencia¢do ndo especifica de constituintes celulares. A hematoxilina ¢ um corante
basico que cora as estruturas acidas (tais como a cromatina nuclear) de azul. Deste
modo, o nucleo, ribossomas e reticulo sarcoplasmatico rugoso tém grande afinidade
para este corante, por possuirem grandes quantidades de ADN e ARN. Em contraste, a
eosina ¢ um corante acido que cora as estruturas basicas. Os dimeros de eosina
penetram no citoplasma da maioria das células e ligam-se as proteinas ai existentes; o

citoplasma e o colagénio adquirem diferentes tonalidades de rosa.

Fixacdo e desidratacdo
As placas de cultivo foram lavadas com PBS frio e fixou-se o cultivo por incubagdo

com metanol a 100% frio, durante 10 min a -20°C.

Rehidratacio

Apo6s fixagdo da cultura, procedeu-se a rehidratacdo progressiva das células com
solucdes de etanol de concentragdo decrescente. As primeiras lavagens foram realizadas
com etanol a 100%, utilizando-se de seguida solugdes mais diluidas (95, 90, 80, 70, 50 e

30%). Por altimo, realizaram-se lavagens com 4gua destilada.
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Coloracao
Seguidamente, coraram-se as células com hematoxilina de Mayer — corante basofilo —
durante 1 min a temperatura ambiente. Apds esse tempo, lavaram-se as placas com agua
destilada, adicionando-se algumas gotas de hidroxido de amodnia a 30% (azulante), com
0 objectivo de aumentar o valor de pH e, consequentemente, mudar o coloracao do
corante para um azul mais intenso, estabilizando a fixacdo. Apds coloracdo com
hematoxilina, adicionou-se eosina de Putt — corante acidofilo — durante 12 min a
temperatura ambiente, para corar o citoplasma das células. Por ultimo, retirou-se o
excesso de corante com agua destilada, estando a coloracao preparada para observacao
a0 microscopio.

As preparacdes foram observadas sob lamela, num microscopio Nikon Eclipse
E600 equipado com Nikon Super High Pressure Mercury Lamp Power Supply. As
imagens microscopicas foram adquiridas com uma ampliagdo de 400x (ocular: 10x/22;
objectiva: 40x/0.75), registadas por uma camara Zeiss AxioCam HRc e processadas com

0 programa Axion Vision Ac.

5.2.4. Imunodeteccao da cadeia pesada de miosina em culturas de cardiomiocitos
Procedeu-se a imunodeteccdo da cadeia pesada de miosina em extractos proteicos de
cardiomidcitos, de fibroblastos Swiss 3T3 (controlo negativo) e em vesiculas de reticulo

sarcoplasmatico (RS) de musculo esquelético (controlo positivo) por Western blotting.

Obtencao de extractos proteicos de lisados de cardiomidcitos
Lisaram-se células provenientes de culturas primarias de cardiomidcitos de rato (CM) e
os fibroblastos isolados durante o pré-plaqueamento (FB) em tampao contendo 20 mM

HEPES (pH 7.4), 250 mM sacarose, 0.2 mM PMSF, 5 pg/ml pepstantina e 5 pg/ml
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leupeptina. Os lisados (12 pg proteina) foram submetidos a electroforese em gel de
poliacrilamida a 7.5% e, posteriormente, transferidos para uma membrana de

nitrocelulose de 0.45 um de porosidade.

Electroforese em gel de poliacrilamida
Realizaram-se electroforeses utilizando o sistema descontinuo em camadas descrito por
Laemmli [1970]. Neste método, preparam-se verticalmente um gel concentrador € um
gel separador, sendo que a elevada porosidade do gel concentrador permite uma maior
mobilidade da amostra que no gel separador. O tratamento que se aplica as amostras
(pH neutro, SDS e B-mercaptoetanol) por sua vez, faz com que as proteinas percam a
sua estrutura secunddria, comportando-se de igual forma e com uma relagdo
carga/massa idénticas. Uma vez que, a quantidade de SDS ligado por unidade de massa
proteica ¢ constante (1.4 g SDS/g proteina), as proteinas ficam com uma carga negativa
uniforme, isto ¢, com densidade de carga constante, dependendo a mobilidade da
proteina do coeficiente de friccdo intrinseca, directamente proporcional a massa
molecular, e ndo da sua carga [Alface, 1997].

Preparou-se um gel de poliacrilamida separador a 7.5%: 375 mM Tris-HCI (pH
8.8), 0.1 mM EGTA, 0.1% (m/v) SDS, 0.05% (v/v) TEMED, 0.075% (m/v) persulfato
de amoénia e 7.5% (m/v) acrilamida, imediatamente antes de ser usado; e, um gel
concentrador: 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% (m/v) acrilamida, 0.1% (m/v)
bisacrilamida, 0.05 mM EGTA, 0.1% (m/v) SDS, 0.06% (v/v) TEMED ¢ 0.15% (m/v)
persulfato de amonia.

Dissolveram-se as amostras (CM, FB e RS) em tampao amostra contendo
62 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2% SDS, 1.25% B-mercaptoetanol, 20% azul de bromofenol

e 8 M ureia. Posteriormente, as amostras foram desnaturadas por aquecimento a 100 °C,
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durante 3 min, e depositadas nos pocos do gel (12 ug proteina), juntamente com um
marcador de elevada massa molecular. A mobilidade das amostras ocorreu sob
aplicacdo de corrente eléctrica de intensidade constante (20-25 mA) em tampao de

transferéncia contendo 25 mM Tris-HCl (pH 8.3), 0.192 M glicerol e 0.1% SDS.

Transferéncia e imunodetecgdo de proteinas por Western blotting
A partir do gel de poliacrilamida, sobre o qual se separaram as amostras, tal como
referido acima, transferiram-se as amostras para uma membrana de nitrocelulose usando
um sistema de transferéncia himida em tampao composto por 25 mM Tris (pH 7), 190
mM glicerol e metanol a 20%. Apds transferéncia overnight a 4 °C, com uma diferenca
de potencial eléctrico de 50 V, extraiu-se a membrana de celulose e comprovou-se a
transferéncia das proteinas, corando a membrana com solu¢do de Ponceau a 0.1% e
acido acético a 5%, tendo as proteinas ficado visivelmente coradas. A membrana de
nitrocelulose foi posteriormente descorada com PBS + 0.05% Tween-20 e procedeu-se
a imunodetec¢do da cadeia pesada de miosina.

A membrana foi bloqueada durante 2 h em PBS + 0.05% Tween-20 contendo
20% (m/v) de leite magro e incubada com anticorpo primario anti-miosina (dilui¢do
1:100) em PBS + 0.05% Tween-20 contendo 1% (m/v) de leite magro, durante 3 h a
temperatura ambiente, lavada com PBS + 0.05% Tween-20 e incubada com anticorpo
secundario IgG anti-rato (dilui¢do 1:10000) em PBS + 0.05% Tween-20 contendo 1%
(m/v) de leite magro, durante 1 h a temperatura ambiente. Por tltimo, depois de lavada
com PBS + 0.05% Tween-20 ¢ PBS, adicionou-se o substrato luminol (SuperSignal®,
Pierce) — que funciona como solu¢do reveladora — @ membrana, durante 3 min.

Apobs o periodo de reaccdo, a membrana foi exposta durante 30 min a uma

pelicula de imagem quimioluminescente (Kodak) e a pelicula revelada com Molecular
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Imager FX System (Bio-Rad). A quantificagdo dos sinais ocorreu mediante a utilizagao

do programa Quantity One (Bio-Rad).

5.2.5. Detec¢ao imunocitoquimica de fibroblastos

Procedeu-se a determinagdao da possivel taxa de contaminacdo das culturas de
cardiomiocitos com fibroblastos por imunocitoquimica com um anticorpo anti-
-Vimentina, um anticorpo especifico para a principal proteina dos filamentos
intermédios do citoesqueleto de células mesenquimais (Vimentina), que foi previamente
testado em fibroblastos Swiss 3T3. Durante este procedimento, aspirou-se o meio de
crescimento das placas de cultivo e procedeu-se a sua lavagem com PBS frio. O cultivo
foi posteriormente fixado por incubacdo com metanol frio durante 10 min a -20 °C.
Apo0s o periodo de fixagao, aspirou-se o metanol e delimitou-se a area pretendida para a
reac¢cdo imunocitoquimica com uma pap-pen (marcador hidrofobo para procedimentos
de coloragdo). Uma vez mais, a placa foi lavada com PBS frio (2 lavagens de 5 min
cada) e PBS + 0.05% Triton X-100 (1 lavagem de 10 min). Posteriormente, procedeu-se
ao bloqueio da placa com PBS + 0.05% Triton X-100 + 2% BSA (m/v) + 10% soro de
cabra, durante 30 min a temperatura ambiente. A incubagdo com anticorpo primario
anti-Vimentina (Vimentina Ab-2, anticorpo monoclonal de rato) numa dilui¢dao 1:50 em
PBS + 0.05% Triton X-100 + 2% BSA (m/v) + 10% soro de cabra, a 4 °C overnight em
atmosfera himida. Apds incubagdo com anticorpo primario, as placas foram lavadas
com PBS + 0.05% Triton X-100 (4 lavagens de 10 min) e incubadas com anticorpo
secundario (IgG-FITC de cabra anti-rato) numa diluigdo 1:25 em PBS + 0.05% Triton
X-100 + 2% BSA (m/v) + 10% soro de cabra, a temperatura ambiente durante 1 h e ao

abrigo da luz. Por tultimo, as placas foram lavadas com PBS + 0.05% Triton X-100
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(4 lavagens de 10 min) e incubadas com DAPI durante 2 min, a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz.

As preparagdes foram observadas sob lamela, num microscopio Nikon Eclipse
E600 equipado com Nikon Super High Pressure Mercury Lamp Power Supply. As
imagens microscopicas foram adquiridas com uma ampliagao de 400x (ocular: 10x/22;
objectiva: 40x/0.75), registadas por uma camara Zeiss AxioCam HRc e processadas com

0 programa Axion Vision Ac.

5.2.6. Tratamento de culturas primarias de cardiomidcitos com vanadato

As culturas de cardiomiocitos, isolados a partir de ventriculos de ratos recém-nascidos
(Secgao 5.2.2.), foram tratadas com solugdes de decavanadato e metavanadato numa
gama de concentracdes até 50 uM (vanadio total).

Apos 3 dias in vitro (DIV) o meio de crescimento DMEM suplementado com
soro fetal de bovino, soro de cavalo, meio 199 modificado com HEPES, |-glutamina,
penicilina e estreptomocina, em que os cardiomidcitos tinham maturado a 37 °C em
atmosfera humida controlada (5% CO,/95% ar), foi substituido por DMEM sem soro,
suplementado com 20% (v/v) meio 199 modificado com HEPES, 2 mM | -glutamina,
100 U/ml penicilina e 100 U/ml estreptomicina. Os tratamentos com vanadato foram
realizados apds 3 DIV e todas as experiéncias foram realizadas aos 3-4 DIV (incubagdes

de 12 e 24 h, respectivamente).

5.2.7. Estudo da viabilidade celular
A percentagem de cardiomiocitos viaveis apds exposicdo de 12 ou 24 h as solugdes de

decavanadato e metavanadato (at¢ 50 pM vanadio total) foi determinada por trés
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métodos distintos: (i) coloragdo com azul de tripano, (i1) ensaio de MTT e (iii)

coloragao com iodeto de propidio.

Coloragio com azul de tripano
Tal como referido anteriormente (Seccao 5.2.2.), a exclusao de células ndo viaveis por
coloragdo com azul de tripano, baseia-se no principio de que este corante € incorporado
por células mortas e ndo por células viaveis.

ApO6s o respectivo periodo de incubagdo com as solugdes de vanadato, eliminou-
-se 0 meio de cultivo e adicionou-se 1 ml de solugdo corante azul de tripano a 0.4% em
PBS a cada placa. Passados 3 min de incubacao a temperatura ambiente, eliminou-se o
corante e efectuou-se a contagem microscopica de células vidveis e ndo viaveis. Para a
validacdo estatistica dos resultados de viabilidade, procurou-se que o niumero minimo

de células contadas (vidveis e ndo vidveis) fosse superior a 500.

Ensaio de MTT

A redu¢ao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a
formazan, ¢ uma reac¢do catalisada pela actividade desidrogenase das células viaveis
[Mossmann, 1983; Martin-Romero et al., 2000; Samhan-Arias et al., 2004] ¢ tem sido
rotineiramente utilizada como método de determinagdo de viabilidade celular.

Antes de se proceder a estimagdo da viabilidade celular pelo método da reducao
do MTT, procedeu-se a determinagdo do tempo Optimo de reac¢do (Fig. 5.1). Com esse
objectivo, eliminou-se o meio de cultivo das placas e apds lavagem com PBS,
adicionaram-se 2 ml de solugdo Locke K5 e 60 pul de MTT 5 mg/ml (em Locke K5) e
mantiveram-se as placas no incubador a 37 °C por periodos de tempo variaveis (entre 5

e 60 min). Decorrido o respectivo periodo de incubagdo, eliminou-se o sobrenadante e
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adicionou-se 1 ml de DMSO. A formagdo de formazan foi determinada
espectrofotometricamente através da diferenga entre as absorvéncias registadas a 490
nm (absor¢ao maxima) ¢ 700 nm (linha de base do espectro de absor¢ao) [Mossmann,

1983].
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Figura 5.1 — Cinética de reducdo de MTT a formazan na presenca de cardiomiocitos
ndo tratados (3 DIV). Sempre que a absorvéncia superou o valor 2.0 D.O. diluiu-se a
amostra para obten¢cdo de um valor fidvel, representando-se no grafico o valor da

medida corrigido pelo factor de dilui¢ao utilizado.

Uma vez estimada a curva de producdo de formazan em func¢do tempo de
reaccdo, para uma densidade de células constante, seleccionou-se o periodo optimo de
reaccdo (localizado na zona linear da curva). A redu¢do de MTT apresentou linearidade
até aos 30 min de reac¢do e o tempo Optimo de incubagdo com MTT estimado, para a
determinagdo da viabilidade celular em culturas de cardiomidécitos, foi de 20 min (Fig.

5.1).

Coloracdo de cardiomiocitos com bis-benzimida (Hoechst 33258) e iodeto de propidio
Adicionalmente, procedeu-se a estimagdo directa de cardiomidcitos vidveis através de

uma modificagdo da técnica de dupla marcagdo descrita por Abu-Shakra [1997],
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utilizando como sondas: bis-benzimida (Hoechst 33258) e iodeto de propidio. O
Hoechst 33258 ¢ um fluorocromo capaz de penetrar todas as células, corando o seu
material genético. Esta sonda, apresenta um maximo de absor¢do a 356 nm e de emissao
a 492 nm. Para discriminar as células mortas, procedeu-se a uma segunda coloracao
com iodeto de propidio — um fluorocromo ndo permeavel através da membrana
plasmatica — que apresenta um maximo de absor¢do a 530 nm e de emissdo a 617 nm,
aumentando a sua emissao apos unido com acidos nucleicos.

Apo6s incubacdo com as solu¢des de vanadato, eliminou-se o meio de cultivo,
lavaram-se as células com PBS e incubaram-se durante 30 min, a 37 °C, com Hoechst
33258 em Locke K5 numa concentragao de 0.3 mg/ml. Apods incubagdo, lavaram-se as
placas de cultivo com PBS e adicionaram-se 10 pg/ml de iodeto de propidio. Apds
5 min de incubagdo a 37 °C, as placas voltaram a ser lavadas com PBS para eliminar o
excesso de fluorocromo unido. Os cultivos foram observados por microscopia de
fluorescéncia e fotografados num microscopio invertido Nikon Diaphot 300 mediante
exposicdo dupla aos comprimentos de onda adequados a cada sonda (para a
fluorescéncia da bis-benzimida usaram-se filtros a 420-505 nm e para o iodeto de
propidio a 550 nm).

A morte celular induzida por exposicdo aos vanadatos foi determinada em
ressuspensdes celulares coradas com iodeto de propidio. A fluorescéncia desta sonda
(especifica para células necroticas) foi monitorizada num espectrofluorimetro Perkin-
-Elmer 650-40, equipado com célula termostatizada, sob agitacdo magnética continua.
A intensidade de fluorescéncia do iodeto de propidio (Aexcitagio = 535 NM; Aemissao = 617
nm) foi registada apos adicdo de 0.1% de Tween-20, tendo-se adicionado no final

5 mg/ml de iodeto de propidio como controlo positivo (calibragdo interna).

202



Efeito de decavanadato no musculo cardiaco

5.2.8. Acumulacao de vanadio em extractos celulares

Apos incubagdo dos cardiomidcitos com diferentes concentragdes de vanadio (sob a
forma de espécies monoméricas ou decaméricas), determinou-se a acumulagdo de
vanadio nos extractos celulares, tal como anteriormente descrito (Seccao 3.2.5.).

Apo6s o respectivo tempo de exposicao (12 ou 24 h), eliminou-se o meio de
cultivo das placas de cardiomiocitos e lavaram-se as células em tampao Locke K5, para
eliminar o vanadio que pudesse estar aderido a membrana celular e nao acumulado
intracelularmente (sobrestimando deste modo a quantificacdo de metal acumulado). As
células foram ressuspendidas e digeridas em HNOs a 65% a 100 °C e, apos a digestao,
ressuspendeu-se o residuo resultante em 500 pl de HCI a 10%. A concentragdo de
vanadio no extracto celular (atribui-se a designagdo de “vanadio no extracto celular” a
quantidade de metal maioritariamente acumulada intracelularmente e a eventual por¢ao
de vanadio que possa ter ficado aderido @ membrana celular, mesmo apods a realizagao
das lavagens das culturas) foi posteriormente determinada por espectroscopia de
absor¢do atémica (EAA) num espectrofotometro de absor¢do atomica GBC Avanta,
equipado com um sistema de forno de grafite GBC GF 3000, com um amostrador
automatico GBC PAL 3000, operando sob os parametros anteriormente referidos
(Secgdo 3.2.5.). O equipamento foi calibrado com uma série de solu¢des contendo 5, 10,
15 e 20 ppb de vanadio, obtidas através de dilui¢des sucessivas de uma solugdo de
vanadio concentrada (1002 + 2 mg/L, Merck). Os limites de deteccio e quantificagdo do
equipamento registados, nas condi¢des de analise utilizadas no presente estudo, foram
de 5+ 1 e 14 £ 3 ppb, respectivamente (Secgdo 3.2.5.).

Uma vez mais, a exactiddo do método foi avaliada através da analise de material
de referéncia certificado (TORT-2, contetido de vanadio certificado: 1.64 + 0.19 mg

vanadio/kg), tendo a taxa de recuperacdo variado entre 92 e 110% do valor certificado.
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Considerou-se a precisdo do método aceitdvel numa gama de 8 a 10%, relativamente ao

desvio padrao previsto.

5.2.9. Determinacio da carga energética celular

A carga energética (C.E.) constitui uma estimagdo quantitativa do estado bioenergético
da célula [Perret, 1986]. Para a sua determinagdo ¢ necessario proceder a quantificagao
dos nucledtidos ATP, ADP e AMP (Equacdo 5.2). O protocolo para determinacao
destes nucledtidos [Estabrook et al., 1967] pode ser dividido em duas partes: (i)
obtengdo de nucleotidos e (i) determinacdo da concentracdo dos respectivos
nucleotidos.

C.E.=(ATP+0.5 ADP)/(ATP+ ADP + AMP) [Eq. 5.2]

Obtencdo de nucleotidos
Os nucledtidos sao rapidamente degradados por enzimas intracelulares a nucledsidos e,
por ultimo, a bases nitrogenadas. Por isso, o método adoptado para a extrac¢do de
nucledtidos deve ser reprodutivel e compativel com o método utilizado para a deteccao
dos mesmos. No presente estudo, realizou-se uma desproteinizagdo com acido
perclorico (PCA) seguida de neutralizagdo com KOH [Martin-Romero, 1998].

Para a realizagdo deste ensaio, utilizaram-se 2 placas de cultivo por tratamento.
Ap6s eliminacdo do meio de cultivo de cada placa, procedeu-se a sua lavagem com PBS
frio e procedeu-se a ressuspensdo dos midcitos cardiacos por adi¢do de 0.3 ml de
tampao TE frio (10 mM Tris-HCIL, pH 8; 1 mM EDTA) por placa. Seguidamente,
homogeneizaram-se os lisados (através de varias passagens por uma agulha de 25G,
0.5 mm de diametro) e recolheu-se uma aliquota para determinacdo da concentracdo

proteica [Bradford, 1976], ap6s o que, se adicionou 3.3% PCA para elimina¢do das

204



Efeito de decavanadato no musculo cardiaco

proteinas do lisado. Apds agitacao vigorosa (25-30 s), centrifugaram-se as amostras a
10000 g durante 10 min para eliminagdo do sedimento proteico. Procedeu-se a
neutralizacdo (pH 7.0-7.5) do sobrenadante e eliminou-se o precipitado formado
(perclorato de potassio) por centrifugacao a 10000 g durante 20 min, a 4 °C. Recolheu-
-se 0 sobrenadante, confirmou-se que o pH se situava no intervalo de valores pretendido
(pH 7.0-7.5) e congelaram-se as amostras a -80 °C por um periodo minimo de 15 min.
Apos descongelamento, centrifugaram-se as amostras a 13800 g durante 10 min e

recolheu-se o sobrenadante para determinagdo da concentragao de nucleotidos.

Determinacdo da concentracido de ATP, ADP e AMP intracelular

A concentragdo de ATP foi determinada através do método descrito por Estabrook et al.
[1967], utilizando o sistema de enzimas acopladas hexocinase/desidrogenase de
glucose-6-fosfato (HK/G6PDH) numa mistura de reaccao contendo 50 mM Tes/KOH
(pH 7.4), 10 mM KCIl, 10 mM MgCl,, 5 mM EDTA, 10 mM glucose, 0.2 mM NADP e
2 ng G6PDH. A determinacao espectrofotométrica realizou-se a uma comprimento de
onda de 340 nm e 25 °C num espectrofotometro Koron (Shimadzu), apés adi¢do de
0.1 ml de amostra e 1 pg de HK a mistura de reac¢do, determinando-se o aumento de
absorvéncia correspondente a transformagdo de NADP' em NADPH mediante as

seguintes reac¢des enzimaticas:

HK
GlucoseW Glucose-6-fosfato

ATP ADP NADP*
G-6-P-DHase
NADPH + H*

6-fosfoglucono-1,5-lactona
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Por cada mol de ATP consumido forma-se 1 mol de NADPH que se pode
detectar espectrofotometricamente. Para calibrar o sinal produzido pela amostra,
construiu-se uma recta padrao com quantidades conhecidas de ATP (1, 2 e 5 nmoles).

A determinacao da concentragao de ADP intracelular ocorreu numa mistura de
reac¢cdo contendo 50 mM Tes/KOH (pH 7.4), 10 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0.42 mM
fosfoenol-piruvato (PEP), 250 uM NADH, 15 ug cinase do piruvato (PK), 10 ug de
desidrogenase do lactato (LDH), apds a adi¢do de 0.4 ml de amostra. Determinou-se a
oxidacdo de NADH, registando-se as alteracdes na absorvéncia a 340 nm, produzidas

durante as seguintes reac¢des enzimaticas:

PK . LDH
PEP 7gpPlruvato W Lactato
ADP ATP

NADH NAD*

Por cada mol de ADP, consome-se uma 1 de NADH.

Para a determinacdo de AMP intracelular utilizou-se a mesma mistura de
reac¢do que a usada para quantificar ADP, mas neste ensaio a reac¢do foi iniciada com a
adi¢do de 1.5 ml de miocinase (cinase de adenilato), uma enzima com capacidade para
catalizar tanto a produ¢do de AMP, como a fosforilacdo deste nucledtido a ADP. No
presente ensaio, utilizou-se 0 AMP presente na amostra para sintetizar ADP que sera,
por sua vez, utilizado no ciclo de reac¢des anteriormente descrito.

AMP + ATP _Miocinase o 5 app

Uma vez que a miocinase catalisa a formacao de 2 moles de ADP, consumindo
1 mol de AMP (e outra de ATP), a metade do aumento de absorvéncia detectado

corresponderd a quantidade de AMP presente na amostra.
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5.2.10. Determinac¢ao da actividade da caspase-3

A caspase-3 ¢ uma protease activada durante a apoptose mediante cascatas de
sinalizagdo que medeiam, também, a activagdo da caspase-6, caspase-8 [Srinivasula et
al., 1996] e da granenzima B derivada de cé€lulas T citotoxicas [Darmon et al., 1995].
Foram encontradas dianas de caspase-3 nas quais se incluem a poli-(ADP-
-ribose)polimerase (PARP) [Schlegel et al., 1996], a laminina nuclear [Lazebnik et al.,
1995] e a gelsolina [Kothakota et al., 1997] entre outras.

Monitorizou-se a eventual indugdo de apoptose por exposicdo ao vanadato
através da determinacdo da actividade da caspase-3 na fraccdo citosolica de extractos
celulares de cardiomidcitos de rato expostos a diferentes concentragdes de vanadato, tal
como descrito por Samhan-Arias et al. [2004]. Para tal, eliminou-se o meio das placas
de cultivo, lavaram-se com PBS e lisaram-se as células com tampao de lise 3 (50 mM
HEPES, pH 7.4; 1 mM DTT; 0.1 mM EDTA; 0.1% CHAPS). De seguida,
centrifugaram-se os lisados a 9300 g durante 10 min a 4 °C, para eliminar fragmentos
nao homogeneizados e recolheu-se o sobrenadante. Adicionou-se esta frac¢ao a reacgao,
juntamente com o tampao de ensaio (50 mM HEPES, pH 7.4; 100 mM NaCl; 10 mM
DTT; 1 mM EDTA; 10% glicerol; 0.1% CHAPS) e o substrato colorimétrico da
caspase-3 (0.2 mM Ac-DEVD-pNA), e mediu-se a absorcdo da amostra a 405 nm,
durante 2 h a 37 °C (€p-nitroanitina = 10500 M cm'l). Por tultimo, adicionou-se 0.1 uM
Ac-DEVD-CHO, um inibidor especifico da caspase-3 (ICsp = 200 pM). Utilizou-se

caspase-3 HR como controlo positivo.

5.2.11. Determinacao de Ca*"intracelular em cardiomiécitos

A concentracdo de Ca’’ livre intracelularmente ([Ca®'];) pode ser determinada com

recurso a dois tipos de indicadores: (i) indicadores de comprimento de onda simples
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(indicadores que sdo excitados por luz visivel e que nao tém associados, as alteragcdes de
intensidade registadas nos seus espectros de emissdao ou excita¢ao, deslocamentos nos
maximos de excitagdo ou emissdo) entre os quais se podem destacar o Fluo-3 e o
Quim-2; e, (i1) indicadores de comprimento de onda dupla ou raciométricos (indicadores
que sao excitados por luz ultravioleta e cujas intensidades variam ndo s6 em funcao da
concentracio de Ca’’, como apresentam espectros distintos conforme se encontram
livres ou unidos a Ca®") sendo os mais utilizados o Fura-2 ¢ Indo-1.

No caso dos indicadores do primeiro tipo, devido a intensidade de fluorescéncia
ser monitorizada num Unico comprimento de onda, as alteragdes de intensidade podem
apresentar interferéncias devido a factores nao relacionados com a [Ca™' i (alteracdes na
espessura celular, perda de indicador pela célula). Tais factores, podem alterar as
intensidades de fluorescéncia e conduzir a conclusdes erroneas. Os indicadores do
segundo tipo, por contrario, apresentam picos espectrais a diferentes comprimentos de
onda para as formas livre e unida, permitindo determinar as relagdes entre os dois
comprimentos de onda, minimizando as alteragcdes nao relacionadas com as variacdes de
[Ca™T:

No presente estudo, a [Ca’’]; foi determinada com o indicador Fura-2, que
apresenta um espectro de excitacdo variavel em funcao da [Ca®™]; com um méximo a
340 nm, que corresponde 4 forma unida a Ca®" (Fura-2-Ca’") e outro a 380 nm que
corresponde a forma livre (Fura-2) a um comprimento de onda de emissdo de 510 nm
(Fig. 5.2). Devido a constante de dissociagdo (Kg) do Fura-2/Ca’" ser 224 nM, esta
sonda ¢ especialmente indicada para determinar valores de [Ca®‘]; que se situem entre

20nM e | pM [Thomas e Delaville, 1991].
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Figura 5.2 — Espectro de excitacao do Fura-2 na presenca de diferentes concentragdes
de Ca®" livre (Aemissio: 510 nm). Os espectros foram registados na presenga de
concentragcoes de saturagcdo de Ca2+, 1000, 400, 100 nM e na auséncia de Ca*".

[Adaptado de Thomas e Delaville (1991)].

Determinacdo da fluorescéncia de Fura-2 em cardiomidcitos
Para se proceder a determinacao da [Ca®]; o indicador Fura-2, assim como os do seu
tipo, t€ém de ser introduzidos nas células. O Fura-2, por ser um anido carboxilato, nao
atravessa a bicamada lipidica, pelo que a forma mais eficaz de o introduzir
intracelularmente € através de incubacgao das células com solugdes diluidas de Fura-2 ou
mediante a dispersdo do grupo acetoximetiléster do indicador. Os grupos carboxilicos
do indicador sio essenciais para que o indicador seja sensivel ao Ca’’, pelo que os
grupos esterificados devem ser eliminados apos a penetragdo do indicador nas células.
Esta ac¢do ¢ realizada por esterases intracelulares capazes de libertar a forma de
policarboxilato sensivel ao Ca®". Os cardiomidcitos usados no presente estudo foram
carregados com 5 pg Fura-2-acetoximetiléster (Fura-2 AM)/ml durante 90 min a 37 °C.
No entanto, devido a reduzida solubilidade em solucdo aquosa do grupo
acetoximetiléster do indicador, ¢ recomendada a utilizacdo de um agente surfactante

suave ndo ionico que facilite a dispersdo do mesmo. Por este motivo, a efectividade da

209



Efeito de decavanadato em cardiomiocitos

marcacao pelo Fura-2 AM foi assegurada através da incubagao dos cardiomiodcitos com
a referida sonda na presenca de 0.025% pluronico F-127 (m/v).

Outro problema que se coloca face a utilizacdo de grupos acetoximetiléster nos
cultivos celulares, ¢ a compartimentalizacao do indicador, pelo que € necessario estimar
a percentagem de indicador nos compartimentos subcelulares através de um método
semi-quantitativo simples que consiste na observagao da quantidade de sonda libertada
apo6s tratamento das células com digitonina, que solubiliza a membrana plasmatica, e,
posteriormente, com Triton X-100 reduzido que permite a saida do indicador contido
nos organelos subcelulares.

No presente estudo, a [Ca”']; foi determinada como previamente referido noutras
publicacdes [Garcia-Martin et al., 1995; Guerini et al., 1999; Samhan-Arias et al.,
2004]. A fluorescéncia da sonda, no interior de cardiomidcitos previamente marcados
com 5 pg Fura-2 AM/ml e 0.025% plurdénico durante 90 min a 37 °C em tampao Locke
K25, foi monitorizada num microscopio invertido Nikon Diaphot 300 com controlo
termostatico (Warner Instrument Co., Hamden, CT, USA), equipado com um anexo
epifluorescente e filtro de excitagdo. Os valores de fluorescéncia foram obtidos com
filtros de excitacdo a 340 e 380 nm, espelho dicréico DMS510 e filtro de absorcao
(emissdo) de 520 nm. O registo da emissdo da fluorescéncia ¢ composta por trés registos
simultaneos: (i) registo da emissdo de fluorescéncia, utilizando uma excitacdo de 340
nm (F349); (i1) utilizando uma excitacao de 380 nm (F3g9) e (iii) registo do coeficiente
(relagdo de fluorescéncia, R = F340/F350) entre a emissao da fluorescéncia, com um
comprimento de onda de excitagdo de 340 nm, ¢ a emissdo da fluorescéncia com um
comprimento de onda de 380 nm.

Apo6s aquisi¢do da sequéncia de imagens digitais pela cdmara Hamamatsu Hisca

CCD (com controlador do filtro Lambda 10-2) e do seu processamento com o programa
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Hamamatsu Argus/Hisca, procedeu-se a analise das amostras, calculando o valor da

razao 340/3&0.

Calibracgdo da intensidade de fluorescéncia

As sondas que, tal como o Fura-2, apresentam variagdes no seu espectro de
fluorescéncia (quer seja de excitagdo ou de emissdo) permitem registar as alteragdes das
intensidades de fluorescéncia a dois comprimentos de onda para obter sinais
proporcionais & concentracio de indicador unido a Ca®" e de indicador livre.

A concentracdo de Ca’' livre intracelularmente foi determinada como indicado
por Grynkiewicz et al. [1985]. O coeficiente F349/F359, denominado R, estd directamente
relacionado com a relagdo entre estas duas formas da sonda, pelo que pode ser utilizado
na calibragdo do sinal de fluorescéncia para determinagdo da concentragdo de [Ca®];
(Equacao 5.3). Uma vez que, R ¢ independente da concentragdo da sonda ou da
dispersdo de luz, ndo € necessario que estes parametros permanegam constantes ao

longo dos ensaios [Thomas e Delaville, 1991].

lca™] = % <K, x0 [Eq. 5.3]

max

A [Ca2+]i calculada a partir do sinal de fluorescéncia de Fura-2, foi determinada
através da aplicacdo de uma equacdo (Equagdo 5.3) onde Ryx € Ryin sdo valores de R
sob condi¢des de saturacdo e livres de Ca*", respectivamente, sendo Q o coeficiente dos
valores de fluorescéncia a 380 nm para o indicador livre de Ca®" e saturado com Ca*". O
valor de R (2.8 £ 0.2) foi determinado experimentalmente utilizando cardiomidcitos
marcados com Fura-2 e apos adicao de BrAjsig7 (5 pg/ml) ou ionomicina (45 pg/ml),

como agentes permeabilizantes da membrana ao Ca>". De igual modo, apos adigdo de
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10 mM EGTA o valor de Ry, foi estimado em 0.2 + 0.02. Nestas condi¢des
experimentais, e ap0s registo da fluorescéncia a Acxcitagio de 380 da sonda saturada e

livre de Ca®", o valor do pardmetro Q foi determinado em 1.85 + 0.15.

5.2.12. Determinacgao de stresse oxidativo intracelular

Neste trabalho avaliou-se o stresse oxidativo induzido nos miocitos cardiacos por
exposicdo as solucdes de vanadato, com a forma esterificada da sonda fluorescente
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA). A H,DCFDA penetra a membrana
celular, ¢ desacetilada pela accdo das esterases intracelulares e, uma vez no citosol, a
sonda nao fluorescente ¢ oxidada a diclorofluoresceina (DCF). Este produto oxidado
altamente fluorescente ¢ considerado um marcador citosolico sensivel ao stresse
oxidativo. Paralelamente, determinou-se a formacdo do radical anido superdxido (O;")
através do uso de uma sonda fluorescente especifica para a detec¢do deste radical, o

dihidroetidio (DHE).

Uso do indicador fluorescente H;DCFDA para a determinacdo de stresse oxidativo

O stresse oxidativo intracelular foi monitorizado através do uso da sonda fluorescente
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA) [Greenland et al., 1995; Keller et
al., 2004]. Apds 3 DIV, trocou-se o meio de cultivo dos cardiomiocitos para tampao
Locke K5 e 12 ou 24 h apos a adi¢do das respectivas solugdes de vanadato (0-50 uM
vanadio total), incubaram-se as células com 10 uM H,DCFDA durante 10 min, a 37 °C.
A fluorescéncia das células marcadas com H,DCFDA foi monitorizada com uma
camara Hamamatsu Hisca CCD acoplada a um microscopio invertido Nikon Diaphot

300. A sonda fluorescente foi excitada a 470 nm e a emissio da fluorescéncia
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seleccionada através de um espelho dicroico DM510 e filtro. As imagens adquiridas

foram analisadas com recurso ao programa Hamamatsu Argus/Hisca.

Uso de indicador fluorescente especifico para a detec¢do de O, (DHE)
A formagdo do radical anido superoxido (O,”) foi determinada através do uso de uma
sonda fluorescente especifica para a detec¢ao deste radical, o dihidroetidio (DHE)
[Budd et al., 1997]. Apds incubagdo com diferentes concentracdes de vanadato (0-50
uM vanadio total) durante 12 ou 24 h, as células foram marcadas com 10 uM DHE (em
DMSO) durante 10 min, a 37 °C, em tampao Locke, apds o que, foram lavadas com
PBS. As imagens de fluorescéncia dos cardiomiocitos tratados com vanadato, foram
adquiridas por uma camara Hamamatsu Hisca CCD acoplada a um microscopio
invertido Nikon Diaphot 300, com um filtro de excitagdo a 470 nm, e espelho dicrdico
DM3580, e um filtro de emissdo a 490 nm e, posteriormente, analisadas com recurso ao
programa Hamamatsu Argus/Hisca.

Note-se que todos os ensaios decorreram a 37 °C e a intensidade de
fluorescéncia foi calculada através da determinag¢ao da média das intensidades das areas
de, pelo menos, 100 células. Para cada condigdo descrita, foram adquiridas, pelo menos,

3 imagens de células diferentes e os ensaios foram realizados, no minimo, em triplicado.

5.2.13. Determinacio do potencial da membrana mitocondrial com os indicadores
fluorescentes JC-1 e TMRE

O potencial da membrana mitocondrial, apds exposicao dos cardiomidcitos a diferentes
concentragdes das espécies decaméricas € monoméricas de vanadato, foi monitorizado
com duas sondas fluorescentes: (i) 1odeto de 5,5°,6,6-tetracloro-1,1°,3,3’-

tetraetilbenzimidazolcarbocianeto (JC-1) e (i1) éster de etil tetrametilrodamina (TMRE).
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Monitorizagdo do potencial da membrana mitocondrial com a sonda JC-1

Apos marcagdo dos cardiomioécitos com 2 uM JC-1 durante 30 min, a 37 °C, as células
foram lavadas som solucdo PBS e foi-lhes adicionado tampao Locke K5 [Mathur et al.,
2000]. As imagens de fluorescéncia das células tratadas com vanadato, foram adquiridas
por uma camara Hamamatsu Hisca CCD acoplada a um microscopio invertido Nikon
Diaphot 300 e, posteriormente, analisadas com o programa Hamamatsu Argus/Hisca.

A distribui¢@o do JC-1 nos seus estados monomeérico e agregado foi quantificada
através de imagens da intensidade da fluorescéncia verde e vermelha, adquiridas com
um filtro de excitacdo de 470 nm e uma programacao para o espelho dicroico e filtro de
510/520 nm e 580/590 nm, respectivamente. Determinou-se a razao entre as
intensidades do JC-1 agregado e monomérico, interpretando-se um decréscimo na razao
como uma perda de potencial de membrana, enquanto que um aumento no valor
estimado foi interpretado como uma subida do potencial de membrana [Xu ef al., 2001].

Todos os ensaios foram realizados em triplicado com, no minimo, trés cultivos
primarios de cardiomidcitos e os tratamentos foram efectuados com diferentes solugdes
de vanadato. Os valores apresentados resultam da média das intensidades registadas

para n >100 células.

Monitorizacdo do potencial da membrana mitocondrial com a sonda TMRE

Adicionalmente, marcaram-se os cardiomiécitos com TMRE, por incubacdo com 5 uM
TMRE e 0.01% de plurénico durante 15 min. As imagens foram adquiridas como
anteriormente referido para a fluorescéncia vermelha do JC-1 (filtro de excitacdao a 470

nm; espelho dicroico a 580; e, filtro de emissdao a 590 nm).
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5.2.14. Analise estatistica

Todos os dados apresentados nesta sec¢do foram obtidos, no minimo, em trés ensaios
independentes com trés ou mais replicados de cada condigdo experimental. Os
resultados estdo expressos como média + desvio padrao (desvio). A analise estatistica
foi efectuada com recurso ao teste nao-paramétrico Mann-Whitney, com um nivel de

significancia de p <0.05.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer da optimizagdao das condi¢des de cultivo primario de midcitos cardiacos,
apurou-se que na presenca de 1% gelatina os cardiomidcitos apresentam maior taxa de
viabilidade do que quando cultivados em placas tratadas com 20% poli-r-lisina.
Relativamente a inibi¢do da proliferacao de células nao musculares, constatou-se que o

pré-plaqueamento devera ter uma duracdo de 2 h e que a utilizacdo de 20 uM Ara-C

(versus 10 uM) induz uma reduzida taxa de contaminagao de fibroblastos.

5.3.1. Cultivo primario de cardiomidcitos de ratos recém-nascidos

Por cada preparagdo de cardiomidcitos utilizaram-se em média 13 + 2 ratos com 2-3
dias, tendo-se obtido por cada preparacio 38.2 x10° + 8.5 x 10° células (rendimento:
3.1 x 10° + 0.6 x 10° células/rato). Sempre que o numero de individuos por preparacio
era inferior a 10, teve-se o cuidado de reduzir a concentragao da solucao enzimatica
proporcionalmente afim de evitar uma digestao excessiva do tecido.

Nos cardiomiodcitos, o método de exclusdo de células ndo viaveis com azul de
tripano (Sec¢do 5.2.2.) ndo se mostrou eficaz. No presente estudo, consideraram-se as
maiores células individualizadas observadas (arredondadas) como cardiomiocitos
vidveis, excluindo-se as que se apresentavam fragmentadas, agrupadas ou sem a sua
forma arredondada caracteristica. Apos o pré-plaqueamento, a percentagem de
cardiomidcitos estimada em cada preparagao foi de 86 + 8 %, a partir do niimero total

de células isoladas (contagem realizada antes do pré-plaqueamento).

5.3.2. Coloracao de cardiomiocitos com hematoxilina e eosina
Os cardiomiocitos foram facilmente identificados microscopicamente pela sua

caracteristica capacidade de contrairem espontanea e sincronizadamente (observavel

216



Efeito de decavanadato no musculo cardiaco

ap6s 1 DIV) e pela sua morfologia. Por outro lado, as células cardiacas cultivadas
tendem a formar monocamadas, ainda que alguns midcitos permanegam isolados
quando a densidade celular do cultivo ¢ baixa. Os miocitos cardiacos (Fig. 5.3)
apresentam nucleos esféricos centralmente localizados e rodeados por miofibrilhas bem

delineadas [Lascano et al., 1988].

Figura 5.3 — Cardiomiocitos de ratos recém-nascidos (3 DIV) corados com

hematoxilina-eosina, que cora nucleo e citoplasma, respectivamente (ampliacao 400x).

5.3.3. Imunodeteccio da cadeia pesada de miosina em culturas de cardiomiocitos

As células isoladas no presente estudo foram caracterizadas como midcitos cardiacos
através da detec¢do de uma proteina caracteristica do musculo cardiaco, a miosina. A
presenca da cadeia pesada de miosina (200 kDa), no lisado celular da cultura primaria
de midcitos cardiacos, € a sua auséncia (fibroblastos isolados durante o pré-
plaqueamento) foi determinada por Western blotting. A banda correspondente a cadeia
pesada de miosina do citoplasma das células musculares esqueléticas (200 kDa)
presente no padrao de alta massa molecular (HMW), foi também detectada nos lisados
celulares de cardiomidcitos (CM) e em amostras de vesiculas do reticulo
sarcoplasmatico de musculo esquelético (SR) — controlo positivo (Fig. 5.4). No lisado

de fibroblastos (FB) quase nao se detectou a referida banda a 200 kDa, indicando que se
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perde um reduzido nimero de cardiomidcitos aquando do pré-plaqueamento para

eliminacgao de fibroblastos (Fig. 5.4).

HMW CM FB SR

Lo B .

Figura 5.4 — Detec¢do da banda correspondente a cadeia pesada de miosina (200 kDa)
por imunodetec¢do em: marcador de elevada massa molecular (HMW) da Bio-Rad,
lisados de cardiomiocitos (CM) e fibroblastos isolados (FB). Anticorpo anti-cadeia
pesada da miosina sarcomérica (diluicao 1:100) foi usado como anticorpo primario e

peroxidase IgG anti-rato (dilui¢ao 1:10000), como anticorpo secundario.

As intensidades registadas foram de 3251, 1142, 128 e 903 para o padrao
(HMW), CM, FB e SR, respectivamente. Correspondendo os sinais dos CM ¢ FB a

126% e 14% do sinal do controlo positivo (SR), respectivamente.

5.3.4. Detec¢ao imunocitoquimica de fibroblastos em culturas de cardiomiocitos

Com o objectivo de se determinar a possivel taxa de contaminacdo das culturas de
cardiomiocitos com fibroblastos, procedeu-se a detec¢do das mesmas por
imunocitoquimica com um anticorpo anti-Vimentina. Na coluna A da figura 6.3
observam-se imagens adquiridas em contraste de fase de 4 campos de cultivo, onde se
podem identificar as células existentes no campo de observagdo, ndao sendo possivel
proceder a discriminacdo entre cardiomidcitos e células ndo musculares; na coluna B
mostram-se imagens dos mesmos campos (apresentados na coluna A), onde se observa
a presenca de pequenas zonas que apresentam fluorescéncia, correspondendo ao
citoplasma celular marcado com anticorpo anti-Vimentina, indicando a presenca de
fibroblastos na cultura; a coloragdo com DAPI (coluna C) permite identificar todos os

nucleos celulares presentes neste campo de imagem; gracas a dupla coloragao realizada
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e por sobreposicao de ambas as imagens (coluna D), ¢ possivel determinar quais dos
nucleos celulares assinalados com DAPI correspondem a fibroblastos. Com base nesta
observagdo, e apds contagem do numero de células assinadas em cada condi¢ao de

marcagao, ¢ possivel referir que 90% das células isoladas sdao cardiomiocitos.

Figura 5.5 — Imunodeteccdo de fibroblastos em cultivos de cardiomidcitos com
anticorpo anti-Vimentina. Imagens de contraste de fase (A); coloragdo com anti-
-Vimentina realizada na presenga de 10% soro de cabra (agente bloqueador), Vimentina
Ab-2 (clone V9), numa dilui¢ao 1:50, como anticorpo primario e IgG-FITC de cabra
anti-rato, numa dilui¢do 1:25, como anticorpo secundario (B); coloragdo de nucleos com
DAPI (C); na coluna D apresentam-se as imagens resultantes da sobreposi¢do das
imagens das colunas B e C (ampliacdo 400x). Aproximadamente 90% das células,
identificadas através de coloracdo nuclear com DAPI (C) correspondem a
cardiomidcitos (D). Todos os campos registados sdo representativos de 3 campos

tomados em 3 preparacdes diferentes de cardiomidcitos.
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Os fibroblastos contaminantes, para além de identificados
imunohistoquimicamente com o anticorpo Vimentina Ab-2 (testado previamente em
fibroblastos Swiss 3T3), foram também facilmente detectados devido aos seus nucleos

fusiformes, assim como pela auséncia de miofibrilhas.

5.3.5. Toxicidade das solucdes de decavanadato e metavanadato nas culturas de
cardiomidcitos

Determinou-se a toxicidade induzida pelas solu¢des de decavanadato ou metavanadato
nas culturas primarias de cardiomidcitos de ratos recém-nascidos, monitorizando-se a
viabilidade celular ap6s 12 ou 24 h de exposicao as respectivas espécies oligoméricas de
vanadato.

O método de exclusdo de células ndo vidaveis com azul de tripano ndo mostrou
ser o mais adequado para a monitorizagdo dos efeitos dos vanadatos na viabilidade
celular em miocitos cardiacos. Este tipo de células, ndo so cresce a superficie da matriz
utilizada para a sua maturacao (1% gelatina), como tem a capacidade de se desenvolver
no interior da matriz. Por este motivo, o corante azul de tripano apresentou dificuldade
em penetrar na matriz de gelatina, corando deficientemente as células ndo viaveis que se
encontravam no seu interior. Verificou-se portanto, que os dados de viabilidade
baseados na contagem de células pelo método de azul de tripano subestimavam a real
perda de viabilidade induzida pelo vanadato nesta culturas celulares e que foram,
posteriormente, determinadas através do ensaio de MTT e pela fluorescéncia do iodeto

de propidio, tal como referido nos Materiais ¢ Métodos (Seccao 5.2.7.).
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Ensaio de MTT

Através da avaliacdo da viabilidade celular, pelo ensaio de MTT, em cardiomidcitos
tratados com espécies decaméricas e monoméricas de vanadato, verificou-se que ambas
as solucdes de vanadato induziram uma diminui¢do da viabilidade celular (Fig. 5.6). A
espécie decamérica de vanadato revelou ser apenas ligeiramente mais potente na
indugdo de morte celular (LDsyp = 10 uM vanadio total, 24 h apds tratamento), do que a
monomérica (10 uM vanadio total induz 30% de morte celular apos 24 h de exposigdo a
solucao de metavanadato) (Fig. 5.6B). Uma vez que, 1 mole de espécies decaméricas de
vanadato contém 10 moles de vanadio total, isto significa que 1 uM vanadato

decamérico produz morte celular em cerca de 50% dos cardiomidcitos.
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Figura 5.6 — Viabilidade celular estimada pelo ensaio de MTT, em cardiomidcitos
(3 DIV) ap6s 12 (A) e 24 h (B) de exposicdo a espécies decaméricas (Vi) e
monoméricas (V;) de vanadato numa gama de concentragdes de 0-50 uM vanadio total

(média * desvio).
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No entanto, as diferengas observadas na diminui¢ao de viabilidade celular, apos
24 h de tratamento, com as solugdes de decavanadato e metavanadato (Fig. 5.6B) nao
parecem ser significativas. Esta conclusdo baseia-se ndo apenas no resultado da anélise
estatistica (p >0.05), mas também no facto da diminuicdo de viabilidade celular
registada apds 12 h de exposi¢ao dos cardiomidcitos a ambas as solugdes de vanadato
ser semelhante para a mesma concentracao de vanadio total (Fig. 5.6).

Uma vez que a ciclosporina A (CsA), bloqueia a abertura do poro de transi¢ao
da membrana mitocondrial (MMTP), responsavel pela libertagio de citocromo ¢ e Ca*"
[Ganote e Armstrong, 2003; Sharov et al, 2005], conferindo proteccdo contra
despolarizagdo da mitocondria, avaliou-se o efeito deste antibidtico na viabilidade
celular de cardiomiocitos expostos as solu¢des de vanadato. No entanto, I uM CsA nao
conferiu proteccdo contra a morte celular induzida pelas diferentes espécies
oligoméricas de vanadato, registando-se valores de viabilidade celular semelhantes na
auséncia (Fig. 5.6) e na presenca de CsA (dados ndo apresentados). O facto do bloqueio
do MMTP nao afectar a perda de viabilidade celular indicia a ocorréncia de morte

apoptotica e ndo necrotica (dependente da estabilidade do MTPP).

Coloracdo com bis-benzimida (Hoechst 33258) e iodeto de propidio

Como se pode observar, a capacidade redutora das células tratadas com vanadato
apresentou uma ligeira diminuic¢do, reflectida na concentragdo de formazan detectada,
relativamente as células controlo, possivelmente devido ao stresse provocado pela
presenca de vanadio no meio extracelular. Para confirmar os efeitos observados na
viabilidade com o método indirecto da redu¢ao de MTT, assegurando que os resultados
observados nao se devem a uma redugdo do MTT pelo vanadato, facto que iria falsear a

interpretagdo dos resultados, foi necessario aplicar um método de medida de viabilidade
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directo como ¢ o de marcacao dupla descrito por Abu-Shakra ef al. [1997] em que se
utiliza Hoechst 33258 e iodeto de propidio como sondas marcadoras de células. Como
se pode observar no cultivo de cardiomiocitos controlo (24 h em meio sem soro), a
relagdo entre células vivas (coradas de azul) e mortas (marcadas com iodeto de propidio,
por isso coradas de cor vermelha) — os resultados de viabilidade obtidos mediante o
método de coloracao dupla com fluorocromo apresenta uma elevada correlagdo com os

dados de viabilidade determinados pelo método de reducao do MTT (Fig. 5.7).

Figura 5.7 — Imagens pseudocoloridas representativas de cardiomiocitos marcados com
Hoechst 33258, representando células controlo (A) e tratadas durante 24 h com 20 uM

(vanadio total) com espécies decaméricas (B) e monoméricas (C) de vanadato.

A coloragdo com Hoechst 33258 revelou uma grande variabilidade na
quantidade de ADN extraido dos cardiomiocitos tratados com vanadato. Esta
variabilidade de densidade celular, registada entre células tratadas e ndo tratadas, deve-
-se ao facto dos cardiomiocitos mortos se destacarem das placas aquando da eliminagao
do meio de cultivo ou da lavagem das células com PBS, ou outra solugdao tampao. Por
este motivo, todos os resultados serdo normalizados, tendo em conta a concentragao de
proteina presente em cada placa de cultivo.

A perda de viabilidade induzida por exposicao as solu¢des de decavanadato e

metavanadato, monitorizada por marcacao com iodeto de propidio (Fig. 5.8), revelou
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que tanto o vanadato decamérico como o monomérico induzem morte celular por
necrose. As alteragdes na viabilidade celular, ocorridas apos exposicao as solucdes de
decavanadato e metavanadato numa gama de concentragdes de 0-50 uM de vanadio
total, indicam que ambos os oligovanadatos promovem uma extensdo de morte celular
semelhante: 24 h apos tratamento com 1 uM de espécies decaméricas (10 uM vanadio
total) 62% dos cardiomiodcitos permaneceram vidveis, enquanto que apenas 43% de
células vivas foram observadas apos tratamento com a mesma concentragcdo de espécies

monome¢éricas de vanadato (Fig. 5.8).
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Figura 5.8 — Viabilidade celular estimada por coloragdo com iodeto de propidio, em
cardiomiodcitos (3 DIV) apds 24 h de exposigdo a espécies decaméricas (Vig) ¢
monoméricas (V;) de vanadato numa gama de concentragdes de 0-50 uM vanadio total

(média * desvio). *Significativamente diferente do Controlo (p <0.05).

Comprovou-se também que, a exposi¢cdo dos cardiomidcitos a diferentes formas
oligoméricas de vanadato (monomérica e decamérica) apresenta efeitos toOXicos
semelhantes, apresentando a morte celular induzida por exposicdo a solucao de

decavanadato um valor de ICsy aproximadamente 20% superior que o obtido com as
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solucdes de metavanadato, contendo maioritariamente espécies monoméricas de
vanadato.

Devido aos potenciais efeitos toxicos dos compostos de vanadio, ndo se
recomenda o seu uso como suplemento nas dietas de atletas [Gerrard et al., 1993;
Fawcett ef al., 1996; 1997], apesar deste metal estar presente na maioria dos produtos
alimentares que compdem a dieta humana [Harland e Harden-Williams, 1994;
Barceloux, 1999]. Note-se que, o vanddio uma vez incorporado intracelularmente nos
mamiferos apresenta uma taxa de eliminagdo muito lenta, levando a uma progressiva
acumulagdo ao longo da vida [Thompson et al., 1998; Anke et al., 2000].

O vanadato ¢ normalmente reduzido a vanadilo sob condigdes fisiologicas
[Rehder, 1995] e uma vez que o vanadato parece ser mais toxico para os sistemas
biologicos, a conversao a vanadilo tem sido proposta como mecanismo de

desintoxicacao [Sabbioni et al., 1991; 1993].

5.3.6. Acumulacao de vanadio nos extractos celulares

No presente trabalho, avaliou-se se a acumulacdo de vanadio pelos cardiomiocitos era
dependente do estado de oligomerizacdo do vanadato quantificando, por EAA, a
quantidade de metal acumulada nos extractos celulares.

Com este objectivo, apos incubacdo dos midcitos cardiacos com solugdes de
decavanadato e metavanadato, nas concentragdes em que se registou uma perda
significativa de viabilidade celular (10-50 uM vanadio total) (Sec¢do 5.3.5.), o meio
extracelular foi removido e as células lavadas com Locke K5 para eliminar o vanadio
que eventualmente se encontrasse aderido a membrana celular dos cardiomiodcitos. No
entanto, como nao se pode excluir a possibilidade de parte do vanadio quantificado por

EAA corresponder a uma eventual por¢ao de vanadio que possa ter ficado aderido a
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membrana celular, mesmo apods a realizagdo das lavagens das culturas, atribui-se a
designacao de “vanddio no extracto celular” a quantidade de metal maioritariamente
acumulada intracelularmente e a eventual contribui¢ao de vanadio extracelular.

Registou-se um valor basal de vanadio na ordem dos 4.341 £ 0.297 ppb/mg
proteina no extracto celular dos cardiomiocitos de ratos recém-nascidos dos grupos
Controlo (sem tratamento com vanadato). A acumula¢do de vanddio nos extractos
celulares aumentou com o aumento da concentracdo de vanadato total presente no meio
de crescimento (Fig. 5.9). Apdés 24 h de tratamento com 10 uM (vanadio total) de
solugdes de decavanadato ou metavanadato, o conteiddo em vanadio nos cardiomidcitos
aumentou significativamente para 45 = 4 ¢ 60 + 6 ppb/mg proteina, respectivamente.
Este resultado sugere que a espécie monomérica de vanadato (semelhante ao fosfato) ¢
acumulada nos extractos celulares. Também se observou que acima de 10 pM, a
acumulag¢do de vanadio ndo depende do estado de oligomerizagdo do vanadio em
solucdo: apos 24 h de tratamento com ambas as solugdes de vanadato, os extractos
celulares dos cardiomiocitos acumularam igualmente ambas as espécies oligoméricas de
vanadato (Fig. 5.9). Tratamentos com 20 uM (vanadio total) induziram um aumento do
conteudo em vanddio de cerca de +1400%, enquanto que se verificou um aumento de
aproximadamente +2000% na quantidade de vanddio detectada em cardiomidcitos
tratados com 50 uM vanadato, com respeito as células Controlo (ndo tratadas com
vanadio) (Fig. 5.9).

Apesar da diferenga estrutural entre as espécies decamérica (a espécie
oligomérica de vanadio predominante nas solugdes de decavanadato usadas no presente
estudo) e monomérica de vanadato (espécie de vanadio predominante nas solucdes de
metavanadato, nas concentragdoes de vanadato usadas no presente estudo), a quantidade

de vanadio incorporado nos extractos celulares foi semelhante ap6s 24 h de incubagao
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dos cardiomiocitos com as solu¢des de decavanadato ¢ metavanadato. Devido a
decomposic¢do lenta das espécies decaméricas no meio de cultivo usado (DMEM), com
um tempo de meia-vida de aproximadamente 2 h (Seccao 2.3.2.), e tendo em conta que
se desconhece a existéncia de sistemas de transporte na membrana plasmatica para o
vanadato decamérico, a explicagao mais plausivel para os semelhantes niveis de vanadio
acumulado pelos cardiomiocitos apds 24 h de incubagdo com as solucdes de
decavanadato e metavanadato, ¢ que a incorporacao de vanadio nas células ocorre por
transporte do vanadato monomérico através da membrana plasmatica, uma vez que este
oligovanadato apresenta a capacidade de atravessar a membrana das células de

mamiferos através dos sistemas de transporte do fosfato [Rehder, 1995].
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Figura 5.9 — Concentracao de vanadio (ppb/mg proteina) em cardiomiocitos de ratos
recém-nascidos, 24 h apoOs tratamento com solucdes de decavanadato (Vi) e
metavanadato (V) numa gama de concentracdes de 10-50 uM vanadio total (média *
desvio). **Significativamente diferente do Controlo (p <0.01). *** Significativamente

diferente do Controlo (p <0.001).

227



Efeito de decavanadato em cardiomiocitos

5.3.7. Determinacio de morte celular por exposicio ao vanadato

No presente estudo, utilizaram-se dois métodos universalmente aceites — ensaio de MTT
e marcacao com iodeto de propidio — para a monitorizagdo da perda de viabilidade
celular registada nas culturas de cardiomiocitos, apds exposicdo a solugdes de
decavanadato e metavanadato. No entanto, visto o uso do iodeto de propidio ser
amplamente aceite como marcador para a morte celular por necrose, esta possibilidade
foi confirmada pela determinagdo da perda de carga energética celular apds exposi¢ao
dos cardiomiocitos a solucdes de decavanadato.

Deste modo, no presente estudo, caracterizou-se a natureza da diminui¢dao de
viabilidade celular registada apos exposicdo a solu¢des de vanadato. Neste sentido,
procedeu-se a monitorizacdo da activacdo da caspase-3 e a determinagdo do estado
bioenergético dos midcitos cardiacos com o objectivo de caracterizar a morte celular

registada como sendo desencadeada por um processo apoptdtico ou necrético,

respectivamente.

Actividade da caspase-3
Apesar de se ter observado que tratamentos com vanadato, em cardiomiocitos de rato,
inibem a activagdo da caspase-3 por isquemia, inibindo consequentemente a apoptose
[Takada et al., 2004], ndo se deve excluir a hipétese de uma eventual contribuicio de
processos apoptdticos para a morte celular registada apds exposicao dos cardiomidcitos
a solucdes de decavanadato ¢ metavanadato (Secgao 5.3.5.).

No entanto, na presenca de espécies decaméricas ou monoméricas de vanadato
(20 uM vanadio total), ndo se observou uma activacdo significativa da caspase-3,

indicando que estes oligovanadatos nao induzem morte celular por apoptose (Fig. 5.10).
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Figura 5.10 — Efeito da exposi¢do a 2 pM espécies decaméricas de vanadato (20 uM
vanadio total) na actividade da caspase-3 dos cardiomiécitos, 24 h apds tratamento com
solu¢do de decavanadato (média £ desvio). *Significativamente diferente do Controlo

(p <0.05).

Estado bioenergético celular

Adicionalmente, registou-se uma diminui¢do significativa da carga energética (C.E.)
dos miocitos cardiacos, apds 24 h de exposi¢do as espécies decaméricas de vanadato: 10
e 20 uM (vanddio total) reduzem a C.E. celular em -36% e -39%, respectivamente;
enquanto que, 24 h de exposicdo a mesma concentragao de vanadio total na forma de
vanadato monomérico induz uma diminui¢do um pouco menor: -(10-15)% e -(15-20)%,
respectivamente (Fig. 5.11). Desta forma, a morte celular monitorizada com iodeto de
propidio (Fig. 5.8) — caracteristica de estados necroticos — € o decréscimo registado na
C.E. dos cardiomidcitos, permitem afirmar que a perda de viabilidade celular observada
apos exposicao a solugdo de decavanadato deve-se maioritariamente a morte celular por

necrose [Soares et al., 2007d].
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Figura 5.11 — Efeito da exposi¢do a espécies decaméricas e monoméricas de vanadato
nas variagdes da carga energética dos cardiomidcitos, 24 h apoOs tratamento com
concentragdes de vanadato decamérico (Vi) € monomérico (Vi) de 0-20 uM vanadio

total (média + desvio). *Significativamente diferente do Controlo (p <0.05).

5.3.8. Efeitos de vanadato decamérico e monomérico na homeostasia de Ca’"
intracelular em cardiomidcitos

Verificou-se que os cardiomidcitos Controlo (células ndo tratadas com vanadio)
apresentaram uma [Ca”']; normalmente baixa na gama de 60 + 10 nM (razio 340/380
nm: ~0.5) e que ¢ alternada com picos de [Ca"]; associados as contrac¢des espontineas
(Fig. 5.12A). Observou-se também que, os cardiomidcitos tratados com ambas as
solugdes de vanadato (10 uM vanadio total; LDso) apresentam uma elevada [Ca”]; basal
(cerca de 4x superior a das células Controlo), entre 200 e 250 nM (razao 340/380: ~1.2),
sendo a amplitude dos seus picos de [Ca®'];, associados as contrac¢des espontineas,
amplamente reduzidas quando comparadas com cardiomiodcitos Controlo (ndo tratados

com vanadio) (Fig. 5.12A). Estes resultados evidenciam que a exposi¢do a ambas as
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solugdes de vanadato afecta o balango entre a acumulag¢dao e a libertacado de calcio,
favorecendo o esvaziamento parcial das reservas intracelulares de calcio.

A concentracio basal de Ca’" citosélico das células sobreviventes (aquelas que
exibiram contrac¢des espontaneas) subiu de 60 +£10 nM a 200-250 nM apds 24h de
incubacdo com 10 uM (vanadio total) de vanadato decamérico ou monomérico, um
valor que se encontra proximo das concentracdes de Ca’" citosolico alcancado durante
as contracgoes espontaneas dos cardiomidcitos Controlo (25-300 nM) (Fig. 5.12). Tal
como esperado, nos cardiomiocitos incubados com as solu¢des de decavanadato ou
metavanadato a amplitude das ondas de Ca’" sofreu uma forte atenuacio. A elevada
sensibilidade da bomba de Ca>" da membrana ao monovanadato estd bem documentada
(Ki = 0.5 £ 0.1 uM) [Caroni e Carafoli, 1981] e justifica o aumento sustentado da
concentragdo basal de Ca®" intracelular apds incubagdo com as solugdes de vanadato.
Estes resultados estdo também de acordo com estudos mais recentes que demonstraram
que o vanadato aumenta o Ca®" intracelular nas culturas de células de musculo liso da
aorta, afectando consequentemente o tonus vascular [Sandirasegarane e Gopalakrishnan,
1995]. Foi também descrito que o vanadato activa a ciclase de adenilato em diferentes
tipos de células. No coracdo, o aumento da concentracdo de monofosfato de adenosina
3’-5’-ciclico (cAMP) provoca a libertacdo das reservas de Ca®" intracelular, levando a
um aumento da taxa cardiaca e do inotropismo cardiaco [Carmignani et al., 1996;
Nechay et al., 1986; Willenbucher et al., 1992; Braunwald, 1994].

A suposic¢ao de um esvaziamento parcial das reservas intracelulares induzido por
vanadato sdo uma conclusdo légica dos resultados observados, nomeadamente o
aumento de Ca’" intracelular ¢ a despolarizacdo da membrana mitocondrial (Seccao
5.3.10.), no entanto merece especial atengdo a avaliacdo dos efeitos promovidos pelas

diferentes espécies oligoméricas de vanadato nos mecanismo de libertagao de calcio.

231



Efeito de decavanadato em cardiomiocitos

Figura 5.12 — Efeito da exposicdo dos cardiomiocitos as solugdes de decavanadato e
metavanadato (10 pM vanadio total) na homeostasia de Ca’" citosélico (A) e na
descarga, induzida por EGTA, das reservas intracelulares de Ca*" (B). Os resultados
apresentados (média + desvio) representam a média de ensaios em triplicado (n >20

células).
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~ +
Uma vez que ambas as solugdes de vanadato promovem um aumento da [Ca®™);

¢ de se supor que as espécies oligoméricas de vanadato estejam (i) a inibir a acumulagdo
de Ca®" pelas reservas intracelulares (reticulo sarcoplasmatico, RS, e mitocondria),
inibindo a bomba de Ca®" ou (ii) a induzir o esvaziamento parcial das reservas
intracelulares Ca’", tendo capacidade para estimular canais de Ca®" sensiveis 4 rianodina
e ao inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Deste modo pretendeu-se avaliar o efeito dos
oligovanadatos nas descargas de Ca’" das reservas intracelulares, na presenca de EGTA
(Fig. 5.12B).

Saliente-se que, s6 na presenga de monovanadato se produz-se uma descarga de
[Ca®]; associada & adicio de EGTA e plurénico F-127 ao meio extracelular (Fig.
5.12B), resultante do esvaziamento das reservas intracelulares de Ca*" [Diaz et al.,
2001]. A accdo do monovanadato, inibindo a acumulacdo de Ca*’ pelas reservas
intracelulares foi também comprovada com recurso a inibidores da acumulagdo de Ca®".
Provou-se deste modo, com 2 puM de tapsigargina (TG) e 10 uM de 4&cido
ciclopiazénico de Penicillium cyclopium (CPA) — inibidor especifico da Ca’’-ATPase
do RS — que o vanadato monomérico tem um efeito inotrdpico, relacionado com a
hiperpolarizacdo das mitocondrias, enquanto que a espécie decamérica pode estar a
inibir essa saida através dos canais de Ca’" sensiveis a rianodina € ao IP5, sendo que a
hipdtese mais provavel ¢ a da inibi¢do da descarga de Ca’" induzida por IPs, visto o
vanadato decamérico ser um polianido, tal como o IP;. Esta possibilidade podera ser
futuramente confirmada em células permeabilizadas com digitonina. No entanto,
estudos anteriores demonstraram que a espécie decamérica de vanadato induz um
inibicao reversivel (ICsp ~0.5 uM) da sensibilidade do canal de Ca’" ao IP5, revelando
que a ligagdo do IP; ao local de elevada afinidade do receptor de células acinar

pancreaticas (Kd ~1.2 nM) e de microssomas do cortex adrenal (Kd ~1.4 nM) pode ser
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bloqueada pelo vanadato decamérico e nao por outros oligovanadatos [Fohr et al., 1989;
1991]. Estes resultados sugerem que o aumento da [Ca®']; registada no presente estudo
resulta da ac¢do inibitéria da espécie decamérica de vanadato no canal sensivel ao P,
sendo uma consequéncia do seu efeito na ligacao do IP; ao seu receptor. Deste modo, o
vanadato decamérico parece actuar como a heparina: ndo tem efeito directo na
acumulagdo de calcio pelo RS, mas afecta a sua libertagao inibindo o receptor IP; e
activando o receptor de rianodina [Ehrlich ez al., 1994].

Bloqueando, por sua vez, 0o MMTP com 1 mM CsA [Ganote ¢ Armstrong, 2003;
Sharov et al., 2005] sera possivel analisar em profundidade a descarga de Ca>" induzida
na presenca de EGTA. Na presenga de CsA, verificou-se uma alteracdo completa no
padrao da dinamica de Ca’": atenuacdo das oscilacdes e inibi¢do das descargas
induzidas por EGTA. Ao bloquear a libertagio de Ca*" pelo MMTP, a CsA indica que é
a mitocondria que desempenha a principal funcdo na libertagio de Ca®’, no entanto,
para excluir a ac¢do inibidora da fosfatase calcineurina ha que comparar estes resultados
com outros bloquedores do MMTP, nomeadamente 1 puM de NIMS8I11 (analogo nao
imunossupressivo da CsA). Note-se que, nestes ensaios a libertagcdo de Ca®" do RS nio
foi induzida, facto que podera ser realizada futuramente, por ac¢ao de cafeina.

Regra geral, a descarga de Ca’" das reservas intracelulares dos midcitos
cardiacos ocorreu em duas descargas parciais de Ca>" que parecem estar relacionadas
com duas reservas de Ca®" distintas (RS e mitocondria) e nio com dois momentos de
libertagdo de Ca®". Este resultados sugerem que a exposi¢do dos midcitos cardiacos a
ambas as solucdes de vanadato — decavanadato ¢ metavanadato — afectam o balango
entre a acumulacdo de Ca’’ e a sua libertacdo pelas reservas intracelulares de Ca™",

~ + .
favorecendo a acumulacdo de Ca®" no citosol.
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~ . + . 7

O estudo das alteragdes da homeostasia de Ca®" induzidas por vanadato, podera

ser aprofundado futuramente com um fluorimetro de monitorizagdo unicelular, que
permitird detectar os efeitos induzidos célula a célula para periodos de exposi¢cdo na

ordem dos 50 ms.

5.3.9. Efeitos do tratamento com decavanadato ou metavanadato no stresse
oxidativo intracelular

O anido superoxido (O;”) pode ser considerado um produto paralelo da respiragao
mitocondrial [Budd ef al., 1997; Boveris e Cadenas, 1975] e o DHE tem se apresentado
como uma sonda fluorescente adequada para a determinacdo da producao mitocondrial

de 0,” [Budd et al., 1997].
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Figura 5.13 — Cinética de oxida¢ao do DHE (A) por cardiomiécitos Controlo (®) e apos
24 h de tratamento com vanadato decamérico, Vio (®) ¢ monomérico, V; (A). Os dados
cinéticos representam a média de ensaios em triplicado (n =100 células, média +

desvio).
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Apo6s exposicao das culturas de cardiomiocitos a ambas as solugdes de vanadato,
registou-se uma atenuagao do stresse oxidativo intracelular, determinado por marcacao
com DHE (Fig. 5.13). O DHE tem mostrado ser mais sensivel ao O,” do que a outras
espécies reactivas de oxigénio (ROS) [Budd et al, 1997]. No geral, 24 h apds
tratamento dos miocitos cardiacos com ambas as solucdes de vanadato (20 uM vanadio
total) verificou-se uma diminui¢do na producdo de O," de cerca de 70 £ 5%, ndo se
registando diferencas significativas entre os tratamentos com a solu¢do de decavanadato
ou metavanadato.

No entanto, tem sido descrito que a mitocondria desempenha um importante
papel na producao de ROS em cardiomidcitos viaveis [Aon et al., 2003]. Confirmou-se
esta hipodtese, marcando as culturas de cardiomiocitos com H,DCFDA, uma sonda para
ROS com menor especificidade que o DHE [Keller et al., 2004]. O padriao de
fluorescéncia intracelular observado apds oxidagao da H,DCFDA nos cultivos de
cardiomiocitos demonstrou inequivocamente a implicagdo da mitocondria na producao
de ROS, devido a sobreposicao da localizacdo da fluorescéncia intracelular da sonda
com a localizagdo espacial da fluorescéncia do marcador de potencial da membrana
mitocondrial, JC-1 (Fig. 5.14). Esta constatacdo corrobora os resultados obtidos por
Swift e Sarvazyan [2006], com o marcador mitocondrial MitoTracker Red, que
demostraram que, como sonda para detec¢ao de stresse oxidativo no musculo cardiaco,
a H,DCFDA apresenta uma localizacdo preferencial na fluorescéncia da oxidagdo do
marcador na mitocondria. Comprovou-se também que, o tratamento dos cardiomidcitos
com 5 uM FCCP, um agente eficaz na despolarizacdo da mitocondria de cardiomiodcitos
[Brennan et al., 2006], induz um bloqueio de aproximadamente 90% na taxa de

oxidacdo da H,DCFDA intracelular.
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Figura 5.14 — Localizacdo da produgdao de peroxido de hidrogénio (H,O,) em
cardiomidcitos marcados com 10 uM H,DCFDA (A), 2 uM JC-1 (B) e sobreposi¢ao
das duas imagens (C), denotando producao de ROS (maioritariamente perdxidos de

hidrogénio) na mitocondria.

O O;" ¢ um produto da redugdo de um electrao do oxigénio molecular, € como
tal, este efeito antioxidante observado na presenca das espécies decaméricas e
monoméricas de vanadato estd de acordo com a inibicdo do consumo de oxigénio
induzida por ambos os oligovanadatos previamente registada na mitocondria hepatica e
cardiaca [Soares et al. 2007b; 2007¢]. Deste modo, € uma vez que se observa 0 mesmo
“anel” de fluorescéncia em torno do nucleo (Fig.5.14) que o registado nos estudos de
despolarizagdo da membrana mitocondrial, pode-se sugerir que a diminuicao da
producdo de ROS ¢ devida a inibigdo da respiracdo mitocondrial promovida pelas
solucdes de vanadato, tal como anteriormente referido (Secgdo 4.3.4.) [Soares et al.,
2007b; 2007¢). Um decréscimo na quantidade de O, formado ira por sua vez diminuir

a producao de H,O,, visto o O, ser considerado o seu precursor metabolico [Chance et

al., 1979].
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5.3.10. Determina¢ao do potencial da membrana mitocondrial de cardiomiocitos
tratados com vanadato

A manutencao do potencial da membrana mitocondrial ¢ essencial para a manutengao e
sobrevivéncia de células com elevados requerimentos energéticos, tais como o0s
cardiomiocitos. O potencial da membrana mitocondrial desempenha uma fungao
principal na modulagdao da acumulagdo e libertagdo de calcio pela mitocondria em
miocitos de ventriculo de rato [Saotome et al., 2005]. Adicionalmente, a despolarizacao
mitocondrial, com o protonoforo FCCP, resultou numa elevada diminui¢do na produgao
de ROS pelos cardiomiocitos (Secgdo 5.3.9.).

Neste estudo, o potencial da membrana mitocondrial foi inicialmente
determinado em midcitos ventriculares marcados com o indicador fluorescente JC-1. As
imagens de cardiomidcitos marcados com JC-1 (Fig. 5.15) mostraram uma
heterogeneidade na marcacao das células Controlo, com zonas do citoplasma exibindo
fluorescéncia  vermelha (mitocondrias polarizadas) e verde (mitocondrias
despolarizadas), em simultdneo na mesma célula (Fig. 5.15A). Note-se que, a
fluorescéncia vermelha foi detectada maioritariamente em estruturas granulares de
aspecto arredondado distribuidas pelo citoplasma, facto consistente com a localiza¢ao
das mitocondrias. A fluorescéncia verde apresentou o mesmo padrao de distribuigao,
ainda que, no geral, exibisse uma imagem mais difusa, sugerindo também uma
distribuicdo extra-mitocondrial. A sobreposi¢do das imagens de fluorescéncia vermelha
e verde revelou uma elevada extensdo coincidente (coloragdo amarelo-alaranjada). Um
reduzido nimero de mitocondrias exibiu unicamente fluorescéncia verde, sendo mais
visivel nas areas de citoplasma em redor do nucleo. O tratamento dos cardiomidcitos;
durante 24 h, com 1 uM espécies decaméricas (10 uM vanadio total) induziu um efeito

drastico na fluorescéncia vermelha, que se tornou mais ténue (Fig. 5.15B). Ao contrario,
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na fluorescéncia verde registou-se um aumento ligeiro, mas significativo, da intensidade

de fluorescéncia, sem se verificarem alteragdes na sua distribuigao.

F595 F532 Sobreposicao

Figura 5.15 - Efeito das solugdes de decavanadato (B) e metavanadato (C) na
fluorescéncia de cardiomiocitos marcados com JC-1. Os painéis da esquerda e centro
representam imagens de fluorescéncia da sonda agregada (vermelho) e do mondmero
(verde), respectivamente, no mesmo campo de cultivo; os painéis da direita representam
a sobreposi¢do das duas imagens anteriores, nesta situacdo, a coloracao amarelo/laranja-

-avermelhado indica a co-localizagdo dos sinais de fluorescéncia vermelha e verde.

Como resultado, a sobreposicdo das imagens evidenciou que apenas algumas
mitocondrias exibiram fluorescéncia laranja, ap6s o tratamento com espécies

decaméricas de vanadato, apresentando a maioria fluorescéncia amarelo-esverdeada ou
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verde. Obtiveram-se resultados semelhantes com a espécie monomérica de vanadato
(Fig. 5.15C), ainda que com concentragdes superiores de vanadato (20 a 50 uM).
Devido a elevada heterogeneidade observada nos cardiomidcitos marcados com
JC-1 (Fig. 5.16), recorreu-se a marcagdo dos midcitos com TMRE para uma
quantificagdo mais fidvel dos efeitos promovidos pelo vanadato decamérico e

monomeérico na despolarizacdo da membrana mitocondrial.
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Figura 5.16 — Quantificacdo (média + desvio) do nimero de pixels coloridos das
imagens de sobreposi¢ao, tal como apresentado na Fig. 5.15 (n 2100 células, ensaios
realizados em triplicado). Os pixels vermelhos foram seleccionados a partir de
mitocondrias polarizadas, os amarelo-alaranjados de mitocondrias parcialmente
despolarizadas e os pixels verdes de mitocondrias despolarizadas. *Significativamente

diferente do Controlo (p <0.05).

Os cardiomiocitos marcados com TMRE exibiram uma resposta mais
homogénea a solu¢des de decavanadato e metavanadato (Fig. 5.17) e a dependéncia da
média da fluorescéncia do TMRE em fung¢do da concentracao das espécies oligoméricas
de vanadato (Fig. 7.18), demonstraram claramente que ap6s 24 h de incubagdo, ambas

as espécies oligoméricas apresentam uma correlagdo positiva entre a concentracao de
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vanadio e a indugdo de despolarizacdo da mitocondria. A incubagdo dos cardiomidcitos
com as solugdes de decavanadato e metavanadato induz um colapso do potencial da
membrana mitocondrial com o mesmo valor de ICsy (6.5 £1 uM vanadio total) para
ambas as espécies oligoméricas (0.65 £ 0.1 uM vanadato decamérico ou 6.5 £ 1 uM
vanadato monomérico). Deste modo, o valor de ICsy estimado para a despolarizacao da
membrana mitocondrial induzida por vanadato ¢ apenas ligeiramente inferior que o
valor obtido para a perda de 50% de viabilidade celular na presenca de ambas as
solucdes de vanadatos (LDsy = 10 uM vanadio total). Verifica-se também que, para
concentragdes até¢ 2 uM vanadio total, apos 24 h de tratamento, as solugdes de vanadato
utilizadas (decavanadato e metavanadato) ndao produzem uma despolarizagao

significativa das mitocondrias.

Figura 5.17 — Efeito das solugdes de vanadato na fluorescéncia de cardiomiocitos
marcados com TMRE: imagens representativas de cardiomidcitos Controlo (A) e apds
24 h de tratamento com 20 uM (vanadio total) de vanadato decamérico (B) e

monomeérico (C).

Ambas as sondas, TMRE e JC-1, tém sido usadas para monitorizar o colapso do
potencial da membrana mitocondrial em culturas celulares [Mathur et al, 2000;
Lawrence ef al., 2001]. Os resultados obtidos com a marcagdo com JC-1 sugerem que o
vanadato decamérico apresenta ser um agente despolarizador da mitocondria mais

potente que o vanadato monomérico, no entanto, os resultados obtidos com TMRE nao
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indiciam diferencgas significativas entre a exposi¢do a mesma concentracao de vanadio

total, sob a forma de vanadato decamérico ou monomérico [Soares et al., 2007d].
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Figura 5.18 — Variacdo da intensidade de fluorescéncia das células marcadas com
TMRE em cardiomiocitos previamente tratados, durante 24 h, com espécies
decaméricas (®) e monoméricas (O) de vanadato. Os resultados representam a média

(média + desvio) dos ensaios em triplicados (n 2100 células).

Como as disfungdes mitocondriais podem ser letais para células cujos
metabolismos apresentem elevadas exigéncias energéticas — tais como 0s
cardiomiocitos — e foi previamente demonstrado que a despolarizagdo mitocondrial
associada a abertura do poro de transi¢gdo mitocondrial ¢ um evento precoce de morte
celular [Duchen et al., 1993; Ganote e Armstrong, 2003], o efeito da incubacdo com
solucdes de decavanadato e metavanadato no potencial da membrana mitocondrial dos

cardiomiodcitos merece ser avaliado.
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5.4. CONCLUSOES

No decorrer do presente estudo, apuraram-se as condigdes Optimas de cultivo para a
obtengcdo de culturas primdrias de cardiomiodcitos viaveis de ratos recém-nascidos
(1-2 dias) e com uma contaminac¢do reduzida de fibroblastos (aproximadamente 10%),
nomeadamente: uso de gelatina para o tratamento das placas de cultivo, 2 h de pré-
-plaqueamento e a utilizagdo de 20 uM Ara-C, para inibir a proliferacao de células nao
musculares.

Os cultivos primarios de cardiomiocitos de ratos recém-nascidos apresentaram
elevada pureza (aproximadamente 80% de cardiomiocitos na cultura), verificando-se
um consenso na percentagem de miodcitos estimada por contagem celular,
imunodeteccdo da cadeia pesada de miosina e deteccdo imunohistoquimica de
fibroblastos, comprovando que qualquer uma das técnicas ¢ adequada a avaliacdo do
grau de pureza dos cultivos. A percentagem de cardiomidcitos vidveis (apresentando
contrac¢des ritmadas e em sincronismo) das preparacdes utilizadas encontrou-se de
acordo com a gama de valores indicados por outros autores (80-90%) [Chlopcikova et
al., 2001]. No entanto, o método de exclusao de células ndo vidveis com azul de tripano
ndo se mostrou adequado na identificagdio de células ndo vidveis, tendo sido
identificadas como viaveis as células arredondadas de maiores dimensdes.

Os cardiomitcitos foram facilmente identificados pela capacidade de se
contrairem espontdnea e sincronizadamente. Nas condi¢des do presente estudo, tal
caracteristica foi observada a partir das 24 h de cultivo, enquanto que os resultantes
estudo referem o inicio das contrac¢des ritmadas apos 3 DIV [Chlopcikova et al., 2001].
Apesar de se ter confirmado que a proteina dos filamentos intermédios do citoesqueleto,
vimentina, ¢ indicada para a deteccdo imunohistoquimica de fibroblastos (resultados

positivos nos testes realizados com fibroblastos Swiss 3T3), a morfologia caracteristica
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dos midcitos — nucleos esféricos centralmente localizados e rodeados por abundante
citoplasma repleto de miofibrilhas [Lascano ef al., 1988] — permitiu também uma rapida
distingdo entre as células contaminantes observadas (fibroblastos, com nucleos
fusiformes e auséncia de miofibrilhas) e os miocitos cultivados.

Os resultados apresentados nesta sec¢ao, mostram claramente que a exposicao a
concentragdes micramolares de solu¢des de vanadato ¢ prejudicial a sobrevivéncia dos
cardiomiocitos: uma exposi¢ao de 24 h de midcitos cardiacos de ventriculo de rato ¢
suficiente para induzir uma morte celular com um valor de ICsy de aproximadamente
10 uM vanadio total. Verificando-se, no entanto, a indugdo de uma morte celular
relevante para concentragdes submicramolares de vanadato decamérico. Deste modo, os
resultados agora apresentados reforcam o potencial risco inerente ao uso de compostos
de vanadio como suplemento desportivo para atletas [Gerrard et al., 1993; Fawcett et
al., 1997] e também na quimioterapia de tumores multi-resistentes, como sugerido por
alguns autores [Stern et al., 1993; Colin et al., 1994; Cruz et al., 1995].

A auséncia de activacdo da caspase-3 nos cardiomidcitos, durante a morte
celular induzida por vanadato, permite concluir que a morte celular por apoptose nao
contribui significativamente para a morte celular registada. Apurou-se também que a
incubacdo dos cardiomidcitos com solugdes de decavanadato e metavanadato induz
alteracdes nos principais marcadores bioenergéticos desta células: (i) concentragdo basal
de Ca*" citosolico e (ii) produgdo de anido superoxido pela mitocondria.

Neste estudo registou-se, 24 h ap6s incubagdo com qualquer uma das solugdes
de vanadato utilizadas, um aumento na [Ca’'];, resultante do esvaziamento parcial das
principais reservas intracelulares de Ca’" nos cardiomidcitos. Aparentemente, o
vanadato monomérico afecta a acumulacdo de calcio, inibindo a actividade da

N .. -
Ca”*-ATPase, enquanto que adicionalmente o vanadato decamérico parece bloquear os
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canais de libertagdo de calcio sensiveis ao IP3;, exibindo um modo de ac¢ao semelhante
a heparina [Ehrlich et al., 1994]. Estudos anteriores, demonstraram que a acumulagdo de
vanadio na mitocondria € superior a registada noutros organelos subcelulares do tecido
cardiaco e hepatico de animais injectados com solugdes de decavanadato e
metavanadato [Aureliano et al., 2002; Aureliano e Gandara, 2005; Soares et al., 2006;
2007a]. Nos cardiomiocitos, a mitocondria é a principal reserva de Ca" intracelular
[Mackenzie et al., 2004], funcionando também como principal local de producao de
anido superoxido e ROS nestas células [Zorov et al., 2006].

De facto, no presente estudo, descreve-se que 24 h apods incubagdo dos
cardiomiocitos com 20 uM (vanadio total) espécies decaméricas e monoméricas de
vanadato a taxa de produgdo de O, nos miocitos cardiacos ¢ apenas 30 = 5% da
registada nas células Controlo, sendo este resultado consistente com a inibicdo do
consumo de oxigénio, registada em mitocondrias hepaticas de rato e cardiacas de peixe,
ap6s adicdo de solugdes de decavanadato e metavanadato ao tampao de respiragao
[Soares et al., 2007b; 2007c¢].

Os resultados obtidos com a marcacdo com JC-1 sugerem que o vanadato
decamérico apresenta ser um agente despolarizador da mitocondria mais potente que o
vanadato monomérico, apesar dos resultados obtidos com TMRE nao indiciarem
diferencgas significativas entre a exposi¢cdo a mesma concentragao de vanadio total, sob a
forma de vanadato decamérico ou monomérico. No entanto, cré-se a despolarizacdo da
membrana mitocondrial esteja na origem do aumento do Ca’" basal observado no
citosol e na exaustio parcial das reservas intracelulares de Ca’’, nomeadamente
mitocondriais, apos incubacdo dos cardiomidcitos com as solu¢des de decavanadato e
metavanadato, uma vez que a despolarizagdo da membrana mitocondrial leva a uma

libertagio do Ca®" das mitocondrias [O’Reilly ef al., 2004] e também do reticulo
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endoplasmatico dos cardiomidcitos, através do canal de calcio sensivel a IP;
[Poindexter et al., 2001]. Os resultados obtidos, sugerem entdo, que a despolarizacdo da
membrana mitocondrial ¢ um evento fundamental na morte celular induzida por
decavanadato e metavanadato, que se torna mais evidente apds 24 h de incubac¢dao com
10 uM vanadio total (1 uM vanadato decamérico ou 10 uM vanadato monomérico)
[Soares et al., 2007d].

Conclui-se entdo que, a exposi¢do a concentragdes micromolares de vanadato
(na forma de solu¢des de decavanadato ou metavanadato) induz morte celular em
cardiomidcitos de ventriculos de ratos recém-nascidos através de um mecanismo de
toxicidade semelhante, levando a despolarizacio da membrana mitocondrial e

resultando em morte celular necrética.
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Capitulo 6

CONCLUSOES GERAIS

6.1. CONCLUSAO

Sao escassos os estudos biologicos in vivo que consideram a contribui¢do da espécie
decamérica de vanadato para os efeitos biologicos promovidos pelo vanddio. Desde
1999, o nosso grupo de investigacao tem desenvolvido estudos sobre a administracao in
vivo de diferentes solugdes de vanadato (decavanadato e metavanadato) no sentido de
compreender a contribuicdo do vanadato decamérico para os efeitos toxicos promovido
pelo vanadato [Aureliano et al., 2002; Borges et al., 2003; Soares et al., 2003;
Aureliano e Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares e Aureliano, 2007]. No
presente estudo, apresentam-se resultados que evidenciam o facto da espécie
decamérica de vanadato apresentar diferentes vias de ac¢do e induzir efeitos distintos
dos promovidos pelo monovanadato no tecido cardiaco, ndo so in vitro, mas também in
VIvo.

No entanto, o estudo dos efeitos dos oligovanadatos nos sistemas biologicos
pode ser comparado a um iceberg: existe uma parte invisivel, que provavelmente nao ¢
a mais interessante, mas ¢ certamente a mais importante [Aureliano e Gandara, 2005].
Deste modo, ¢ de extrema importdncia a correcta caracterizacdo das espécies de
vanadato presentes nas condigdes experimentais adoptadas e das suas interaccdes com
o sistema em estudo no sentido de se estabelecer uma relacdo entre a(s) espécie(s) de
vanadato presente(s) nas solugdes usadas e os efeitos promovidos por estas nos sistemas

biologicos em estudo.
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6.1.1. A ocorréncia da espécie decamérica de vanadato e a sua estabilidade em
solucio

A ocorréncia em simultaneo de diferentes espécies oligoméricas de vanadato em
equilibrio, nas solugdes aquosas, justifica a importancia de se proceder a uma analise
prévia da composicao oligomérica das solugdes de decavanadato e metavanadato nas
condigdes experimentais dos ensaios a realizar.

Uma andlise por espectroscopia de UV/visivel (UV/vis) e de ressonancia
magnética nuclear de °'V (*'V-RMN) das solucdes de vanadato diluidas nos meios de
ensaio utilizados no presente estudo mostrou claramente que, contrariamente as espécies
orto e metaméricas (Vi, Vo, V4 € Vs), que se interconvertem muito rapidamente (na
ordem dos milissegundos), a espécie decamérica de vanadato (Vjy) apresenta uma
cinética de desoligomerizagao lenta, com um tempo de meia-vida suficientemente longo
(na ordem das horas), permitindo deste modo o estudo dos seus efeitos ndo so in vitro
como também in vivo [Soares et al., 2006; 2007a; 2007b; 2007¢; 2007d]. Esta analise
revelou também, apds diluicdo das solucdes de decavanadato nos respectivos meios de
ensaio, a coexisténcia de espécies monoméricas ¢ decaméricas de vanadato, pelo que os
efeitos putativos da primeira deverdao ser deduzidos e, posteriormente, subtraidos,
sempre que se pretenda monitorizar os efeitos da segunda. No entanto, nas condigdes
experimentais do presente estudo e para o intervalo de concentragdes utilizado, a razio
das espécies decamérica:monomérica aumenta linearmente com a concentracdo de
vanadio total, sendo que a concentragdo de vanadato monomérico permanece
aproximadamente constante [Ramos et al., 2006; Soares et al., 2007a].

Apesar de estar descrito que na presenga de 3 mM de glutationa (GSH) —
aproximadamente a concentragdo de GSH existente na maioria dos tecidos — a

totalidade do vanadato existente a pH fisiologico ¢ reduzido a vanadilo [Macara ef al.,
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1980], os estudos de deteccdo de formas reduzidas de vanadio por ressonancia
paramagnética electronica (RPE), na presenca de 5 mM GSH, falharam na detecgdo e
quantificagdo do conteido em vanadilo, nas condigdes experimentais do presente estudo
(apesar de se ter assinalado a formagao de produtos da redugdo de vanadato decamérico,
por espectroscopia UV/vis, tal como anteriormente descrito por Ramasarma et al.
[1981] e Patole ef al. [1986], indicando que nas condi¢des impostas pelos protocolos
adoptados, a concentracdo da espécie vanadilo ¢ de <10 uM (abaixo do limite de
detec¢do do equipamento de RPE).

De facto, a caracterizagdo da solucdo de decavanadato por S'V-RMN, na
presenga da mesma concentracdo de GSH, demonstrou um decréscimo na intensidade
dos picos dos sinais do vanadato decamérico, devido a decomposicdo das espécies
decaméricas de vanadato (tal como observado por espectroscopia UV/vis), sendo que a
eventual presenga de espécies reduzidas de vanadio em solucdo iria induzir um
alargamento dos sinais de RMN, para além de um aumento da razdo sinal/ruido (ndo

observado).

6.1.2. A contribuicdo da espécie decamérica para os efeitos induzidos in vivo pelo
vanadato

Apesar de a maioria dos estudos bioldgicos ndo ter em consideragdo a contribuicdo da
espécie decamérica de vanadato, provou-se neste estudo que devido a sua longa
estabilidade a pH fisiologico o vanadato decamérico ndo se decompde totalmente em
vanadato monomérico, induzindo alteragdes nos marcadores de stresse oxidativo
distintas das promovidas pelo monovanadato [Soares et al. 2006; 2007a; 2007d; Soares

e Aureliano, 2007].
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Sugere-se no presente estudo que, o stresse oxidativo induzido pela espécie
decamérica de vanadato nao resulta directamente da indugdo da producao de perdxido
de hidrogénio (H,0O,), mas sim da promocao da formagao de anido superoxido (O;”), o
que sugere que a peroxidacao dos lipidos das membranas registada in vivo nao ocorre
por estimulagcdo de reacgdes Fenton, mas através de reaccdes Haber-Weiss [Soares et
al., 2007a; 2007d]. As alteracdes registadas na actividade de enzimas antioxidantes
mitocondriais, na peroxidagao lipidica e actividade pro-oxidante, apos administracao in
vivo da solucdo de decavanadato, sugere que os efeitos da espécie decamérica de
vanadato estejam relacionados com o aumento de vanadio celular registado. De facto,
concluiu-se que a mitocondria cardiaca € um alvo subcelular da acumulagao de vanadio
e que essa acumulagdo parece depender da presencga de espécies decaméricas de vanadio
[Soares et al., 2006; 2007a].

Mais ainda, concluiu-se que as respostas do sistema antioxidante dependem da
concentracdo total de vanadio administrada, da via de exposi¢do e/ou varia entre
diferentes espécies de peixe, para além de depender da composi¢do oligomérica das
solucdes de vanadato [Soares et al., 2007a; 2007d]. O uso de peixes como modelo
biologico em estudos toxicoldgicos parece adequado ao estudo dos efeitos da
administracao de solugdes de vanadato, ndo s6 devido a sua temperatura fisiologica, que
confere estabilidade ao vanadato decamérico, mas também devido a sua elevada
sensibilidade a toxicidade por metais [Palace e Klaverkamp, 1993].

Em virtude dos efeitos de uma exposi¢cdo in vivo ao vanadato decamérico
diferirem dos promovidos pelo monovanadato — devido a diferentes reactividades,
resultantes dos diferentes mecanismos de accdo dos varios oligovanadatos — evidencia-

-se a importancia de ter em aten¢do a contribui¢do da espécie decamérica de vanadato
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para a avaliacdo e interpretacdo dos efeitos da toxicidade in vivo do vanadato nos

sistemas bioldgicos.

6.1.3. A mitocondria como alvo da toxicidade das espécies oligoméricas de
vanadato

Os estudos in vivo realizados anteriormente [Aureliano et al., 2002; Gandara et al.,
2005; Soares et al., 2006; 2007a] haviam sugerido a mitocondria como alvo subcelular
do vanadato, quando este ¢ administrado na forma decamérica. Os estudos in vitro,
realizados em mitocondrias isoladas de coracdo de peixe e figado de rato, confirmaram
estas evidéncias e mostraram que a espécie decamérica de vanadato ¢ cerca de 10 a 100
vezes mais potente que o vanadato monomérico, como agente promotor de
despolarizagdo da membrana mitocondrial € como inibidor do consumo de oxigénio
pela mitocondria cardiaca [Soares et al., 2007b] e hepatica [Soares et al., 2007c].
Verificou-se também que, o antibidtico ciclosporina A (CsA) — inibidor do poro de
transi¢do da membrana mitocondrial (MMTP) [Ganote e Armstrong, 2003; Sharov et
al., 2005] — nao ¢ eficaz na protec¢ao da mitocondria contra a despolarizagdo da
membrana mitocondrial induzida pelas oligoméricas de vanadato, assim como também
nao ¢ capaz de promover a sua repolarizagdo, concluindo-se deste modo que, em
mitocondrias isoladas, a despolarizacio da membrana mitocondrial induzida pelo
vanadato decamérico ndo esté relacionada com a abertura do MMTP.

Para além de induzir a despolarizagdo da membrana mitocondrial, o vanadato
decamérico compromete também a repolarizagio da membrana induzida por
concentragoes fisiologicas de GSH. Uma vez que, a hiperpolarizagdo da membrana
mitocondrial tem sido descrita como uma resposta mitocondrial precoce a apoptose

[Zurgil et al., 2002; Matarrese et al., 2003], os resultados obtidos no presente estudo
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sugerem que de futuro se possa investigar a utilidade do vanadato decamérico como
agente anti-apoptotico.

Concluiu-se que a espécie decamérica de vanadato afecta fortemente a
bioenergética mitocondrial, aparentemente, através de alteracdes no estado oxido-
-reduzido do citocromo b (complexo III da cadeia respiratoria). Resumindo, o vanadato
decamérico bloqueia a cadeia transportadora de electrdes da mitocondria através de
mecanismos de toxicidade diferentes dos utilizados pelo vanadato monomérico e

contribui, pelo menos em parte, para os efeitos biologicos do vanadato na mitocondria.

6.1.4. A inducio de morte necrética em cardiomidcitos por exposicao ao vanadato
As disfungdes mitocondriais podem ser letais para as células cujos metabolismos
apresentem elevadas exigéncias energéticas — tais como os cardiomiocitos — e, uma vez
que foi anteriormente demonstrado que, a despolarizagdo mitocondrial associada a
abertura do MMTP ¢ um evento precoce de morte celular [Duchen et al., 1993; Ganote
e Armstrong, 2003], o efeito dos diferentes oligavanadatos no potencial da membrana
mitocondrial destas células merece ser avaliado.

No presente estudo mostra-se que, a exposi¢ao a concentragcdes micramolares de
vanadato ¢ prejudicial a sobrevivéncia de cardiomiocitos (ICsy de ~10 uM, apds 24 h de
exposicdo), verificando-se, no entanto, a inducdo de uma morte celular relevante para
concentragdes nanomolares de vanadato decamérico. Deste modo, os resultados
apresentados reforcam o potencial risco inerente ao uso de compostos de vanadio como
suplemento desportivo para atletas [Gerrard et al., 1993; Fawcett et al., 1997] e também
na quimioterapia de tumores multi-resistentes, como sugerido por alguns autores [Stern

etal., 1993; Colin et al., 1994; Cruz et al., 1995].
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Devido a ndo se ter registado um efeito protector da CsA nas culturas de
cardiomiocitos tratadas com as solugdes de vanadato, sugere-se que o efeito da espécie
decamérica de vanadato na mitocondria ocorre por ac¢ao directa neste organelo, facto
corroborado por estudos anteriores que referem que a acumulagdo na mitocondria €
superior a registada noutros organelos subcelulares do tecido cardiaco e hepatico
[Aureliano et al., 2002; Aureliano e Gandara, 2005; Gandara et al., 2005; Soares ef al.,
2006; 2007a].

A perda de viabilidade celular, monitorizada com iodeto de propidio, a auséncia
de activagdo da caspase-3 e as alteracdes observadas na carga energética destas células
revelaram que a morte celular registada na presenga de ambas as espécies oligoméricas
de vanadato ¢ de origem necrética. Apurou-se também que, os oligovanadatos induzem
alteragdes nos principais marcadores bioenergéticos dos midcitos cardiacos,
nomeadamente na concentracio de Ca®" intracelular e na producdo de anido superéxido
pela mitocondria. Nos cardiomidcitos, a mitocondria é a principal reserva de Ca’’
intracelular [Mackenzie et al., 2004], funcionando também como principal local de
producao de O, nestas células [Zorov et al., 2006]. De facto, no presente estudo,
descreve-se uma inibicdo da producdo de O,” em midcitos tratados com vanadato,
estando este resultado de acordo com a inibi¢do do consumo de oxigénio registada em
mitocondrias isoladas [Soares et al., 2007b; 2007c]. Para além da j& descrita inibi¢do da
bomba de calcio do RS induzida por vanadato [Aureliano e Madeira, 1994; 1998], a
espécie decamérica de vanadato parece induzir um efeito semelhante a heparina,
inibindo a saida de calcio dos organelos intracelulares através do bloqueio dos canais
sensiveis ao IP; [Ehrlich ef al., 1994].

Conclui-se deste modo que, a exposi¢do a concentracdes micromolares de ambas

as espécies oligoméricas de vanadato (decamérica e monomérica) induz a perda de
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viabilidade celular em cardiomiocitos de ventriculos de ratos recém-nascidos através de
mecanismos de toxicidade semelhantes, levando a despolarizagdo da membrana

mitocondrial e resultando em morte celular necrotica.

6.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

Uma vez que, nos ultimos anos, se conseguiu provar que uma vez formada, em
condigdes acidicas, a espécie decamérica de vanadato em solucdo aquosa apresenta um
tempo de meia-vida suficientemente longo para permitir o estudo dos seus efeitos in
vitro e in vivo nos sistemas biologicos, ¢ de especial interesse ndo descartar a
possibilidade da ocorréncia da formacao de vanadato decamérico no meio intracelular
[Aureliano e Gandara, 2005], apdés a administracdo de compostos de vanadio,
usualmente utilizados para fins terapéuticos (mimetizar a da ac¢do da insulina, no
tratamento da diabetes, ¢ na quimioterapia de tumores multi-resistentes) € como
suplementos desportivos.

No seguimento dos estudos agora apresentados, seria interessante aprofundar os
efeitos inotropicos e hipertroficos dos diferentes oligovanadatos em resultado da
ocorréncia de alteracdes na homeostasia de Ca>" das células cardiacas, através do estudo
de eventuais alteragcdes no seu transporte e, deste modo, tentar relacionar os seus efeitos
com problemas cardiovasculares. Deste modo, sera importante apurar a eventual ligacao
do vanadato decamérico ao canal de Ca®>" sensivel ao IP;, nas condigdes experimentais
dos estudos celulares, tal como sugerido por Fohr et al., [1991]. Uma vez que, o
vanadio tem um longo periodo de permanéncia nos organismos, seria igualmente
interessante, tentar estabelecer uma eventual relagdo entre dietas ricas em vanadio e
incidéncia de distarbios cardiovasculares no Homem. Deste modo, sera igualmente

interessante abordar os efeitos das diferentes espécies oligoméricas de vanadato na
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contrac¢do do musculo cardiaco, quando se sabe que a formacdao de um intermediario
miosinaMgADP 'V, previne a alteracdo conformacional que induz o processo de
transducao de energia, ao impedir a troca de ADP por ATP e consequentemente o inicio
de um novo ciclo contractil [Tiago et al., 2002; 2004a; 2004b].

Com base num estudo recente, em que os oxovanatados sao apresentados como
uma nova sonda para o estudo das interfaces lipido-agua [Crans et al., 2006], surge
também a possibilidade de se administrarem in vivo espécies oligoméricas de vanadato
inseridas em micelas (em ambiente 4cido) e avaliar se o incremento da estabilidade da
espécie decamérica nestas condi¢des (que se cré ser na ordem dos dias) influencia os
efeitos promovidos por esta espécie de vanadato.

O uso do vanadato decamérico, para o estudo da sua contribuicao nos efeitos
biologicos promovidos pelo vanadio, apresenta ainda muitas areas por aprofundar, e a
existéncia de alguns estudos que apresentam uma accdo antioxidante deste
oligovanadato [Soares et al., 2007b; 2007c] nao excluiu uma eventual funcao

terapéutica desta espécie de vanadato ainda por apurar.
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