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RESUMO

PEREZ, A.S. Efeitos das radiacoes eletromagnéticas em mitocondrias isoladas. 2022. 140p.
Dissertagdao (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao
Paulo, Sao Carlos, 2022.

O desenvolvimento e a otimizagdo de novas terapias baseadas em radiacao eletromagnética,
como a radio-fototerapia (raio X), fototerapia (luz visivel e infravermelho) e ablagdo por micro-
ondas, estdo direta ou indiretamente ligados as mitocondrias, um dos principais alvos da radiagdo
eletromagnética. Este estudo dedicou-se a andlise sistematica das alteragdes dos estados respi-
ratérios mitocondriais, devido a interacao de mitocondrias isoladas de figado de camundongo
com radiacdes nos intervalos do raio X, ultravioleta e micro-ondas, em doses calculadas para
equivaler as doses das respectivas terapias. Experimentos de respirometria de alta resolucao
e inchamento mitocondrial foram realizados. A condi¢ao de irradiacido no espectro do raio X
deu-se em dois formatos: tecido hepatico e aliquota (’gota’) de mitocondria isolada, devido a
energia do féton suficientemente alta para ionizar o meio de reacio. Diferentemente da condi¢do
de irradiacdo para o ultravioleta e micro-ondas, que se deu em meio de reagdo. MitocOndrias
irradiadas com raios X se mostraram bioenergeticamente estimuladas, em pelo menos 20%,
em baixas doses (0,25 e 0,50 Gy), em ambas as condicdes de irradiacdo, e ndo apresentaram
alteracoes para altas doses, ndo foi observado correlagdo entre dose e efeito. As menores doses
também apresentaram maior sensibilidade ao célcio e consequentemente maior susceptibilidade
ao inchamento mitocondrial. Enquanto mitocondrias irradiadas com UV-A, ndo demonstraram
nenhuma alterag@o no padrdo respiratério, quando irradiadas com UV-C, ocorre inibicdo de suas
fun¢des bioenergéticas, em pelo menos 30%, para a menor dose utilizada neste estudo (22,5
mW/cm?) a variagdo observada no controle respiratério decresce linearmente com a dose, €
também apresentou maior susceptibilidade ao inchamento. Por fim, mitocondrias irradiadas com
micro-ondas apresentaram perda da capacidade bioenergética, em pelo menos 30%, para dose de
0,085 kJ/g, observou-se ainda variagao linear entre dose e efeito foi observado e também apresen-
tou maior susceptibilidade ao inchamento. Devido ao aumento da temperatura em decorréncia
das micro-ondas, investigou-se as alteracdes provocadas, em mitocondrias isoladas, decorrentes
do tratamento térmico, que por sua vez, apresentam efeitos distintos daqueles observados pela
irradiacdo, indicando que as micro-ondas provocam altera¢des intrinsecamente ligadas a sua
natureza, e portanto nao decorrem exclusivamente do aumento de temperatura. Em suma, a partir
deste estudo, foi possivel observar respostas distintas na bioenergética das mitocondrias em

decorréncia de diferentes doses de raio X, ultravioleta e micro-ondas.

Palavras-chave: MitocOndria isolada. Bioenergética. Radiacdo eletromagnética.






ABSTRACT

PEREZ, A.S. Electromganetic radiation effects in isolated mitochondria. 2022. 140p.
Dissertation (Master in Science) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Sao Carlos, 2022.

The development and optimization of new therapies based on electromagnetic radiation, such as
radio-phototherapy (X-ray), phototherapy (visible light and infrared) and microwave ablation,
are directly or indirectly linked to mitochondria, one of the main targets of electromagnetic
radiation. This study was dedicated to the systematic analysis of alterations in mitochondrial
respiratory states, due to the interaction of isolated mouse liver mitochondria with radiation
in the X-ray, ultraviolet and microwave ranges, in doses calculated to match the doses of the
respective therapies. High-resolution respirometry and mitochondrial swelling experiments were
performed. The irradiation conditions in the X-ray spectrum were carried out in two formats:
liver tissue and aliquot ("drop’) of isolated mitochondria, due to the photon energy high enough
to ionize the reaction medium. Unlike the irradiation condition for ultraviolet and microwaves,
which was carried out in a reaction medium. Mitochondria irradiated with X-rays were shown to
be bioenergetically stimulated, at least 20%, at low doses (0.25 and 0.50 Gy), in both irradiation
conditions, and showed no alterations at high doses, no correlation was observed between
dose and effect. The lower doses also showed greater sensitivity to calcium and consequently
greater susceptibility to mitochondrial swelling. While UV-A irradiated mitochondria did not
demonstrate any alteration in the respiratory pattern, but, when it is irradiated with UV-C,
bioenergetic functions were inhibited at least 30%, for the lowest dose used in this study (22.5
mW/ cm?) the observed variation in respiratory control decreases linearly with dose, and also
showed greater susceptibility to swelling. Finally, mitochondria irradiated with microwaves
showed a loss of bioenergetic capacity, at least 30%, for a dose of 0.085 kJ/g, a linear variation
between dose and effect was also observed and also showed greater susceptibility to swelling.
Due to the increase in temperature as a result of microwaves interaction, the changes caused
in isolated mitochondria resulting from heat treatment were investigated, which, in turn, have
different effects from those observed by irradiation, indicating that microwaves cause changes
intrinsically linked to their nature, and therefore do not result exclusively from the increase
in temperature. In short, from this study, it was possible to observe responses in mitochondria

bioenergetics as a result of different doses of X-ray, ultraviolet and microwave.

Keywords: Isolated mitochondria. Bioenergetics. Electromagnetic radiation.
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As mitocondrias possuem dupla membrana lipidica, interna e externa. O
DNA circular mitocondrial, o ciclo do acido citrico (CAC) e a cadeia de
respiragdo sdo encontrados dentro da matriz mitocondrial, regido delimitada

pelamembrana interna. . . . . . .. ... Lo

Representacdo do ciclo do 4cido citrico (CAC) in vivo, também denominado
Ciclo de Krebs. A molécula de Acetil-CoA € convertida em citrato que ao
ser hidratado assume a forma instavel isocitrato, ao perder uma molécula
de gds carbodnico é convertido alfa-cetoglutarato. A alfa-cetoglutarato ao
ser covertida em succinil- CoA tem a formagdo de NADH. A succinil-CoA
€ convertida em succinato que por sua vez forma o fumarato, formando
uma molécula de F'AD H,, finalmente obtém-se malato que é convertido em
oxaloacetato com a formagao de uma molécula de NADH, completando o

CiClo. . . s,

Representacdo da cadeia de transporte de elétrons com base na cristalografia
disponivel no PDB (PDB ID 3M9S CI; PDB ID 1ZOY CII ;PDB ID1BGY
CIIL; PDB ID 10CC - CIV). Complexos enumerados de I a IV formam juntos
a CTE. Enzimas, coenzimas e proteinas menores como Q, () H e citocromo ¢
também fazem parte da cadeia e assumem papel fundamental no carreamento
de elétrons. O CII, também chamado de succinato desidrogenase, ao contrario
dos demais complexos ndo expulsa protons para o espaco intermembrana e é
parte ativado CAC. . . . . . . . . . .

Ilustragao da ATPase com base na cristalografia disponivel no PDB (PDB ID
IBMF e PDB ID 1JNV), sua estrutura € subdividida em duas grandes porcdes:
Iy e F,, a primeira € voltada para o lado N da membrana e a segunda esta
fixada na bicamada lipidica interna da mitocondria, por ser uma membrana
impermedvel a fons permite que a passagem de prétons através da ATPase
gere trabalho positivo. A forga realizada pelos prétons gera um trabalho capaz
de girar a subdivisdo F que por sua vez converte ADP e fosforo inorganico
em ATP. . . . . .

Alteracdes dos componentes mitocondriais podem levar a alteracdes das
atividades mitocondriais normais. 1) Permeabilidade de poro de transicdo. 2)
O sistema de transporte de elétrons. 3) A forca préton-motriz. 4) Translocador
de nucleotideos de adenina. 5) O vazamento de prétons. 6) Desacoplamento
quimico mitocondrial. 7) DNA mitocondrial. 8) Dissipagdo de energia. 9)

Entrada de solutos e 4guanamatriz. . . . . . .. .. ... ... ... ...
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Desenho esquemadtico do respirdmetro de alta resolu¢ao, Oroboros O2k.
As duas camaras, individuais de respiracdo, permitem a obtencao de dados
de amostra irradiada e controle simultaneamente nas mesmas condicdes
EXPEriMeNtalS. . . . . . . v v v it e e e e e e e e e e e
Representagdo dos estados respiratorios mitocondrial. Os substratos de CI
(glutamato e malato) sdo adicionados no meio de reacdo, seguido da titulagdo
de mitocondria isolada e ADP, até a fosforilagio maxima acoplada, P (estado
3 - E3, do inglés phosphorilation), onde ADP + P, sdo convertidos em
moléculas de ATP. Oligomicina € adicionada, bloqueando a fosforilagdo
oxidativa, L (estado 4 - E4, do inglés leaking). Finalmente o desacoplador é
titulado para obtencdo do estado desacoplado, E (estado desacoplado - ED, do
inglés electron transport chain). A partir dos estados respiratorios € possivel
calcular diferentes controles e coeficientes, como P-L, E-L., RC e UCR. Eixo
y1 (linha azul), representa o consumo de oxigénio e y, representa a derivada
segunda do consumo de O, e 0 eixo X marca o tempo em minutos. . . . . .
Esquematizacdo dos estados respiratérios mitocondrial. Estado 3, na presencga
de ADP (em concentracao saturada); Estado 4, na presenca do inibidor da
ATPase, oligomicina; Estado desacoplado, induzido por CCCP. . . . . . ..
Representacao de uma onda eletromagnética, com oscilacdes no campo
elétrico (rosa), E. E no campo magnético (azul), B. A dire¢do de propagacio
¢ indicada na figura. O comprimento de onda, A\ € definido como sendo a
distancia entre duas cristas do campo elétrico. . . . . ... ... ... ...
Espectro eletromagnético. Desde ondas mais energéticas, medidas em eV,
como raios X até as menos energéticas como ondas de radio, apresentado
a direita. A ordem de grandeza do comprimento de onda € apresentado a
esquerda. . ... .. L e e e e e e
Desenho esquematico do protocolo de isolamento de mitocondrias de figado
de camundongo. O figado é rapidamente retirado do animal, pesado e levado
para o meio I em baixa temperatura, apds a homogeneizacdo o material é
levado para a sequéncia de centrifugacdo descrita. Ao final sdo obtidos cerca
de 100 pl de amostrafresca. . . . . . . . .. ...
Esquematizacdo da abordagem experimental adotada neste estudo. Os experi-
mentos sdo realizados sempre com uma amostra tratada (irradiada) e outra
controle (ndo irradiada). Imediatamente depois da irradiacdo as amostras sao
levadas para experimentos de respiracao e inchamento mitocondrial.
Desenho esquematico irradiador XRAD 225 X-ray. A amostra € disposta em
uma placa petri que por sua vez € centralizada abaixo da passagem dos raios
X. O feixe produzido é homogéneo dentro do raio de 90 cm. No painel de

controle € possivel programar a dose absorvida (Gy). . . .. ... .. ...
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Desenho esquematico da cabine de ultravioleta (UV). A amostra é disposta
em uma cubeta de quartzo, a uma distancia, d. O circuito € fechado apenas
quando o nucleo composto pela lampada e a cubeta de quartzo € encaixado
na cabine. O acionamento da lampada é realizado, manualmente, através do

interruptor. A foto do aparato pode ser vista na Figura 45A, apéndice. . . . .

Desenho esquematico do forno micro-ondas utilizado. A amostra € disposta

em uma cubeta de vidro (5 ml) no centro do prato giratorio, de raio R = 12,5

63

cm. No painel a direita o tempo de exposi¢do e a poténcia podem ser ajustados. 64

Desenho esquematico do espectrofotdometro, Thermo Scientific Multiskan GO

Microplate. As amostras sdo dispostas em uma placa de 96 pocos. . . . . .

Estados respiratorios em fungdo da dose (Gy) em meio de reagdo irradiado
sem substratos. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em
pmol s~!mi~!. A) CR. B) E3, na presenca de ADP. C) E4, na presenca
de oligomicina. D) ED induzido por CCCP. Para cada dose pelo menos
3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados. * valores

significativos com p<0,05. . . . . . . .. ..

Estados respiratorios em funcao da dose (Gy) em meio de reacdo irradiado
com substratos, glutamato e malato. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED)
foram medidos em pmol s~ 'mi~!. A) CR. B) E3, na presenga de ADP. C)
E4, na presenga de oligomicina. D) ED induzido por CCCP. Para cada dose
pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados.

* valores significativos com p<0,05. . . . . . . . ..o

Estados respiratorios em funcio da dose (Gy) para mitocondrias isoladas de
figados irradiados. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos
em pmol s~ 'ml~1. A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na
presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para
cada dose pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram

realizados. * valores significativos com p<0,05. . . . ... ... ... ...

A) controle de eficiéncia (P-L), indica menor limitagdo na capacidade de
fosforilagdo oxidativa do sistema pela CTE quando acoplada a ATPase, para
as doses 0,25, 0,50 e 10,00 Gy. B) controle de desacoplamento (UCR), menor
dissipacdo de energia para as duas menores doses. Quanto maior o valor mais
acoplado € o sistema. Os parametros foram calculados a partir dos dados

brutos dos estados respiratorios E3, E4 e ED. * valores significativos com



Figura 21 —

Figura 22 —
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Figura 24 —
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Dados de inchamento mitocondrial. Para cada dose pelo menos 3 experimen-
tos independentes, em duplicatas, foram realizados. Controle (linha tracejada
verde escuro): mitocondria controle ndo irradiada; controle + CsA + Ca?™* (li-
nha tracejada verde claro): mitocOndria controle na presenca do inibidor CsA
e de célcio; controle + Ca®* (linha tracejada laranja): controle na presenca
de célcio sem inibidor; controle irradiado (linha tracejada azul): mitocondria
irradiada com ou sem CsA na auséncia de calcio; controle irradiado (linha

tracejada cinza): mitocondria irradiada com CsA na presenca de célcio (100

Controle respiratorio e estados respiratorios em fungdo da dose (Gy) para
mitocondrias isoladas. Os dados foram obtidos em pmol s~ !m{~!. A) CR. B)
E3 na presenca de ADP. C) E4 na presenga de oligomicina. D) ED induzido
por CCCP. Para cada dose pelo menos 3 experimentos independentes, em

duplicatas, foram realizados. * valores significativos com p<0,05. . . . . . .

A) eficiéncia de acoplamento (E-L), indica maior preserva¢do do acoplamento
da transferéncia de elétrons para a fosforilacio de ADP, B) controle de
desacoplamento (UCR), aponta menor dissipacdo de energia. Quanto maior
o valor mais acoplado € o sistema. Os parametros foram calculados a partir
dos dados brutos dos estados respiratérios E4 e ED. * valores significativos
com p<0,05. . . . .

Dados de inchamento mitocondrial. Para cada dose pelo menos 3 experimen-
tos independentes, em duplicatas, foram realizados. Controle (linha tracejada
verde escuro): mitocondria controle ndo irradiada; controle + CsA + Ca?™* (li-
nha tracejada verde claro): mitocondria controle na presenca do inibidor CsA
e de célcio; controle + Ca®* (linha tracejada laranja): controle na presenca
de célcio sem inibidor; controle irradiado (linha tracejada azul): mitocondria
irradiada com ou sem CsA na auséncia de calcio; controle irradiado (linha tra-
cejada verde militar): mitocOndria irradiada com CsA na presenga de célcio.
(100 pM) o oo e

Estados respiratdrios em fungdo da dose (mW/cm?) para mitocondrias isola-
das (ndo irradiadas) em meio de reacdo controle e irradiado. Os estados E3,
E4 e desacoplado (ED) foram medidos em pmol s~*ml~!. A) CR. B) Estado
3, na presenga de ADP. C) Estado 4 na presenga de oligomicina. D) Estado
desacoplado induzido por CCCP. Para cada dose pelo menos 2 experimentos

independentes, em duplicatas, foram realizados. . . . . ... ... .. ...
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Figura 28 —

Figura 29 —

Figura 30 —

Estados respiratérios em funcdo da dose (mW/cm?) para mitocondrias isola-
das em meio de reagdo. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos
em pmol s~ 'ml~!. A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na
presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para
cada dose pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram
realizados. *valores significativos com p<0,05; **valores significativos com
p<0,001. . . . . .

A) eficiéncia de acoplamento (E-L), indica perda da preservacao de acopla-
mento da transferéncia de elétrons para a fosforilagdo de ADP; B) controle
de eficiéncia (P-L), indica limitagdo do sistema de fosforilagdo oxidativa; C)
controle de desacoplamento (UCR), indica falhas no acoplamento mitocon-
drial, quanto maior o valor mais acoplado € o sistema. Os parametros foram
calculados a partir dos dados brutos dos estados respiratérios E3, E4 e ED.

*valores significativos com p<0,05; **valores significativos com p<0,001.

Ajustes para CR e ED normalizados, irradiado/controle. A) Controle res-
piratério normalizado apresenta decaimento de -0,23+0,03. B) O estado
desacoplado normalizado apresenta decaimento de -0,22+0,03. Os ajustes
apresentam R? (fator de qualidade de ajuste) de 0,97 e 0,99 respectivamente

paraAeB. ...

Dados de inchamento mitocondrial. Para cada dose pelo menos 3 experimen-
tos independentes, em duplicatas, foram realizados. Controle (linha tracejada
verde escuro): mitocondria controle nio irradiada; controle + CsA + Ca?* (li-
nha tracejada verde claro): mitocondria controle na presenca do inibidor CsA
e de célcio; controle + Ca®* (linha tracejada laranja): controle na presenca
de calcio sem inibidor; controle irradiado (linha tracejada azul): mitocondria
irradiada com ou sem CsA na auséncia de calcio; controle irradiado (linha
tracejada verde dgua): mitocondria irradiada com CsA na presenca de cdlcio.
(100 M) . oo

Estados respiratérios em funcdo da dose (mW/cm?) para mitocondrias isola-
das em meio de reagdo. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos
em pmol s~ 'ml~!. A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na
presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para
cada dose pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram
realizados. Nao foram identificadas alteragdes estatisticamente significativas

em nenhuma dose aplicada. Fonte: Elaborada pela autora. . . . . . ... ..
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Figura 35 —

Estados respiratérios em funcao da dose (kJ/g) para mitocondrias isoladas
em meio de reacdo. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos
em pmol s~ 'ml~!. A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na
presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para
cada dose pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram

realizados. *valores significativos com p<0,05. . . . . . ... .. .. ...

A) eficiéncia de acoplamento (E-L), indica perda da preservacao de acopla-
mento da transferéncia de elétrons para a fosforilagdo de ADP; B) controle
de eficiéncia (P-L), indica limitac@o do sistema de fosforilagdo oxidativa; C)
controle de desacoplamento (UCR), indica falhas no acoplamento mitocon-
drial, quanto maior o valor mais acoplado € o sistema. Os parametros foram
calculados a partir dos dados brutos dos estados respiratérios E3, E4 e ED.

*valores significativos com p<0,05; **valores significativos com p<0,001.

Ajustes para CR e ED normalizados, irradiado/controle. A) Controle res-
piratério normalizado apresenta decaimento, aproximadamente linear, com
taxa de -6,3 + 0,6. B) Estado desacoplado apresenta decaimento, aproxima-
damente linear, de -6,5 £ 0,9. O ajuste apresenta R? (fator de qualidade de
ajuste)de 0,98 e 0,95. . . . . . L

A) Dados de inchamento mitocondrial, em unidades arbitrarias. Para cada
temperatura pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram
realizados. Controle (linha tracejada verde escuro): mitocondria controle ndo
irradiada; controle + CsA + Ca?" (linha tracejada verde claro): mitocondria
controle na presenca do inibidor CsA e de célcio; controle + Ca?* (linha
tracejada laranja): controle na presenga de célcio sem inibidor; controle
irradiado (linha tracejada azul): mitocondria irradiada com ou sem CsA na
auséncia de calcio; controle irradiado (linha tracejada cinza): mitocondria
irradiada com CsA na presenca de cdlcio (100 pM). d1=0,056; d2= 0,085,
d3=0,113ed4=0,141 kJ/g . . . . . . . . ..

Estados respiratorios em fungdo da temperatura (°C) para mitocondrias isola-
das em meio de reacdo. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos
em pmol s~ 'ml~1. A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na
presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para
cada dose pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram

realizados. *valores significativos com p<0,05. . . . . . . . ... ... ...

91

92



Figura 36 —

Figura 37 —

Figura 38 —

Figura 39 —

Figura 40 —

Figura 41 —

Figura 42 —

Ajustes para CR, E3 e E4 normalizados, irradiado/controle. A) Controle
respiratorio normalizado apresenta decaimento exponencial. B) Estado 3
apresenta comportamento de descimento e estagnacdo, ajustado por uma
exponencial de crescimento. C) Estado 4 apresenta comportamento de cres-
cimento e seguido de queda, ajustado por polindmio de segundo grau. Os
ajustes apresentam R? (fator de qualidade de ajuste) de 0,94, 0,98 e 0,99

TESPECtIVAMENtE. . . . . . . . . v e e e e e e e e e

A) eficiéncia de acoplamento (E-L), indica perda da preservagao do acopla-
mento da transferéncia de elétrons para a fosforilagdo de ADP; B) controle
de eficiéncia (P-L), indica possiveis limitagdes impostas as reacdes de fos-
forilacao oxidativa, decorrente do sistema de fosforilagao; C) controle de
desacoplamento (UCR), indica falhas no acoplamento mitocondrial, quanto
maior o valor mais acoplado € o sistema. Os pardmetros foram calculados
a partir dos dados brutos dos estados respiratorios E3, E4 e ED. *valores

significativos com p<0,05; **valores significativos com p<0,001. . . . . . .

A) Dados de inchamento mitocondrial, em unidades arbitrarias. Para cada
temperatura pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram
realizados. Controle (linha tracejada verde claro): mitocondria controle nao
irradiada; controle + CsA + Ca®* (linha tracejada verde escuro): mitocondria
controle na presenca do inibidor CsA e de célcio; controle + Ca?™ (linha
tracejada vinho): controle na presenga de calcio sem inibidor; controle tratado

(linha tracejada azul): mitocondria tratada com CsA e Ca2™ (100 pM). . . .

Esquematizacdo da resposta bioenergética mitocondrial (CR, linha verme-
lha), com relagcdo ao controle (linha tracejada verde) em funcao da radiacdo

eletromagnética. . . . . . . . . . ...

Espectros das lampadas de UV. A) Espectro lampada UV-A, Puritec HNS G5
(Itdlia) modelo G4TS/OF RG3. B) Espectro lampada UV-C, UV-BRAVO mo-
delo (F4T5/BL). Intensidade (uni. arbitrarias) por comprimento de onda (nm).
As lampadas apresentam picos que se encontram na regido do azul, verde, e

no infravermelho e vermelho. Os picos de maior intensidade caracterizam as

lampadas, A) UV-A: 371 nme B) UV-C: 255nm. . . . ... ... .. ...
Dados normalizados em funcio da dose. O CR e os estados E3, E4 e desaco-
plado (ED) foram normalizados em relag@o aos respectivos controles. A) CR.

B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D)

Estado desacoplado induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05.

Eficiéncia de acoplamento (E-L) calculado a partir dos dados brutos de ED
e E4. O teste One-Way ANOVA foi aplicado para todos os resultados com
distribuicao normal, e nenhum resultado irradiado apresentou diferencas

estatisticamente significativas quando comparado ao respectivo controle. . .

97

98

118

120

121



Figura 43 —

Figura 44 —

Figura 45 —
Figura 46 —

Figura 47 —

Figura 48 —

Figura 49 —

Figura 50 —

Dados normalizados em fun¢do da dose. O CR e os estados E3, E4 e desaco-
plado (ED) foram normalizados em relacdo aos respectivos controles. A) CR.

B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenga de oligomicina. D)

Estado desacoplado induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05.

Controle de eficiéncia (P-L) calculado a partir dos dados brutos de E4 e ED. O
teste One-Way ANOVA foi aplicado para todos os resultados com distribui¢cao
normal, e nenhum resultado irradiado apresentou diferencas estatisticamente
significativas quando comparado ao respectivo controle. . . . . . . . . . ..
Foto do equipamento (irradiador) de ultravioleta. . . . . . . . . .. .. ...
Estados respiratérios em funcao da dose (mW/cm?) para meio de reacdo irra-
diado. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em (pmol/sml).
A) CR. B) Estado 3, na presenga de ADP. C) Estado 4 na presenga de oli-
gomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para cada dose pelo
menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados. Nao
foram identificadas alteracdes estatisticamente significativas em nenhuma
doseaplicada. . . . . . . . . . ... ..
Valores de absorbancia medidos em 255 nm, em cubeta de quartzo (largura de
1 cm) em meio de reacdo com substratos de CI, o valor absorvido pela cubeta
+ meio de reagdo + substratos (0,2 unidades arbitrarias), foi subtraido dos
dados apresentados. A amostra apresenta um limite de concentragdo para a
qual a luz, praticamente, ndo atravessa mais a amostra, em 1 mg/ml, apontado
pela seta pontilhada no grafico, a partir deste ponto quase toda luz incidente
¢ absorvida ou espalhada pelaamostra. . . . . .. ... ... ........
Dados normalizados em fun¢io da dose. O CR e os estados E3, E4 e desaco-
plado (ED) foram normalizados em relacio aos respectivos controles. A) CR.
B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D)
Estado desacoplado induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05;
** valores significativos com p<0,001. . . . .. ... ... ...
Dados normalizados em func¢do da dose. O CR e os estados E3, E4 e desaco-
plado (ED) foram normalizados em relac@o aos respectivos controles. A) CR.
B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D)
Estado desacoplado induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05;
** valores significativos com p<0,001. . . . . ... ... ... ... ...,
Dados normalizados em fun¢do da temperatura. O CR e os estados E3, E4 e
desacoplado (ED) foram normalizados em relag@o aos respectivos controles.
A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligo-
micina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. * valores significativos

com p<0,05; ** valores significativos com p<0,001. . . . . . ... ... ..

122

123
124

125

126

127

128

129



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5
Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Exemplo: protocolo de respiragdo. G: glutamato, M: malato, Oligo: oli-
gomicina, CCCP: carbonil cianeto P- trifluoro-metoxifenil-hidrazona. CI:
complexol. . . . . . .
Parametros de controles de fluxos adotados no estudo. CR - controle respira-
tério; UCR - controle de desacoplamento; E-L - eficiéncia de acoplamento;
P-L - controle de eficiéncia; FOX - fosforilagdo oxidativa; E3 - estado respi-
ratorio 3; E4 - estado respiratério 4; ED - estado desacoplado; CTE - cadeia
de transporte de elétrons; . . . . . . . ... oL
Relagao dose x temperatura, irradiagdo com micro-ondas. Temperatura inicial
de25+0,5°C.. . . . .

Célculos de dose de UV, integral dos picos do espectro. Doses adotadas no

Célculos de dose de UV, a partir dos dados do medidor de poténcia. . . . . .

Estimativa para doses de micro-ondas. . . . . . . ... ... ... ... ..






LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Intervalos da radiagdo eletromagnética, seguido pela da ordem de grandeza
da frequéncia, comprimento de onda e energia do féton, aplicados para cada
intervalo. . . . ... 52
Quadro 2 — Resumo de resultados obtidos para as radiacdes eletromagnéticas utilizadas
e os parametros de eficiéncia de acoplamento e controles de eficiéncia e de-
sacoplamento. Desempenho da fosforilacdo oxidativa, FOX. +/-: apresentou
uma dose (1,00 Gy) em que o P-L e UCR € menor quando comparado ao
controle. +: maior em relacio ao controle. -: menor em relagdo ao controle.

>: maior inchamento quando comparado ao controle. . . . . . . ... ... 100






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetil- CoA  Acetilcoenzima A

ADP Adenosina difosfato

ATP Adenosina trifosfato

B Campo magnético

BSA Albumina do soro bovino

CAC Ciclo do Acido Citrico

CaCl Cloreto de célcio

CTE Cadeia de Transporte de Elétrons

CI Complexo I, NADH-desidrogenase

Cll Complexo II, succinato-desidrogenase
CIII Complexo 111, citocromo c-oxidorredutase
CVI Complexo VI, citocromo c-oxidase

Cito.c Citocromo ¢

CCCP Carbonil cyanide m-chlorophenyl hydrazone

CEUA-IFSC Comité de ética no uso de animais - Instituto de Fisica de Sdo Carlos

CR Controle respiratorio

CoA Coenzima A

CoA - SH Coenzima A com enxofre e hidrogénio

CsA Ciclosporina A

DNA Deoxyribonucleic Acid (4cido desoxirribonucleico)
E Campo elétrico

E° Potencial de 6xido redugdo

E3 Estado respiratério 3

E4 Estado respiratério 4



ED Estado respiratério desacoplado

E-L Eficiéncia de acoplamento

EGTA etileno glico — bis(-aminoetil éter)-N,N,N "N “-acido tetra-acético
EROs Espécies reativas de oxigénio

F, Componente da ATPase, sensivel a oligomicina

F Componente da ATPase, proteina periférica de membrana
FAD Flavina adenina dinucleotideo

FADH, Flavina adenina dinucleotideo com fons de hidrogénio

FCR Forca Centrifuga Relativa

GTP Trifosfato de guanosina

Gy Gray

HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N “-[2-ethanesulfonic acid])
H,O Molécula de dgua

KyH PO, Fosfato dipotdssico

KCl Cloreto de potéssio

ME Membrana externa

MI Membrana interna

MgCl, Cloreto de magnésio

NAD™ Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada)
NADH Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)
0, Gaés oxigénio

PA. Para andlise

P; Fosfato inorganico

Ph Potencial de hidrogénio

P-L Controle de eficiéncia

Q Coenzima Q



QH, Ubiquinol
SAR Specific absorption rate (razdo de absorcdo especifica)
UCR Controle de desacoplamento

uv Ultravioleta






LISTA DE SIMBOLOS

Complexo proteico da ATPase
Complexo proteico da ATPase
Complexo proteico da ATPase
Comprimento de onda
Frequéncia

Atomo de hidrogénio
Di-hidrogénio

Ton de hidrénio

Perdxido de hidrogénio
Hidroxila

Superéxido






1.1
1.2
1.3

2.1

2.2

23

24

2.5

2.6

2.7
2.7.1
27.1.1
2.7.1.2
27.1.3
2.7.1.4

3.1
3.2
3.3
34
3.5
3.6
3.7
3.7.1
3.7.2
3.8
3.8.1
3.8.2
3.9
39.1
392
393

SUMARIO

INTRODUCAO . . . . oottt it e e e e e e e e e e e 35
Motivacao . . . . . . . . . . . 35
EstadodaArte . . .. ... ... ... ... 37
Organizacdodotrabalho . . . . . . . . .. .. ... ... ... ... 38
ASPECTOSTEORICOS . .. ...t titit it 39
Mitocondrias . . . . . . . ... 39
Ciclo do acido citrico (CAC) . . . . . . . .. .. .. ... ... ...... 40
Cadeia de transporte de elétrons (CTE) . . . ... ... ... ...... 41
Acoplamento: Cadeia de transporte de elétrons e ATPase.. . . . . . . . . 43
Disfun¢oes mitocondriais . . . . . . .. .. ... ... 44
Respirometria de altaresolucdo . . . . . . . ... ... ... ....... 46
Ondas eletromagnéticas . . . . . . .. .. .. ... ... ......... 50
Acido de ondas eletromagnéticas em mitocondrias . . . . . .. ... .. L 53
Raios X . . . . . . . e 53
Ultravioleta . . . . . . . . . . . . e 54
Micro-ondas . . . . . . . ... e e 55
Temperatura . . . . . . . .. 55
MATERIALEMETODOS . . . .ttt it ettt eeeee e 57
Reagentes . . . . . . . . .. ... 57
Animais . . . ... 57
Isolamento de mitocondriasdefigado . . . . . . . . . ... ... ..... 57
Estimativa da concentra¢ao de mitocondrias . . . . . . . ... ... ... 58
Respirometro . . . . . . . . .. . ... ... ... 58
Desenho experimental . . . . . . ... ... ... .. ... ........ 59
Irradiacdo comraioX . . . . .. ... ... L L 60
Equipamento . . . . . . . .. 60
Procedimento de irradiagdo . . . . . . . ... ... 62
Irradiacdo com ultravioleta . . . . . . .. ... ... ..., 62
Aparato experimental . . . . . ... oL Lo 62
Procedimento de irradiagdo . . . . . . . . ... ... ... 63
Irradiacdo com micro-ondas . . . . . . .. ... ..., 64
Aparato experimental . . . . . ... Lo L 64
Procedimento de irradiagdo . . . . . . . . . ... ... L. 64
Tratamento térmico . . . . . . . . . ... Lo 65



3.10
3.10.1
3.10.2
3.11

4.1
4.2

5.1
5.1.1
5.1.2
5.13
5.14
5.1.5
5.1.6
5.1.7
5.1.8
5.1.9
5.1.10
5.2
5.2.1
522
523
5.2.4
5.2.5
5.2.6
5.2.7
5.2.8
5.2.9
5.3
5.3.1
532
5.33
534
5.35
54
54.1
542

Inchamento mitocondrial . . . . ... ... ... ... ..., .. .. 65
Equipamento . . . . . . . .. L 65
Procedimento experimental . . . . . ... ... ... oL 66
Analise estatistica . . . . . .. ... ... ... 66
OBJETIVOS . . . . ittt e et et e ettt et et et ee 67
Objetivos gerais . . . . . . . . . . . .. ... ... 67
Objetivos especificos . . . . . . . ... ... Lo 67
RESULTADOSEDISCUSSAO . . . ..ot v it i ieieeee e 69
Raios X . . . . . . . 69
Resultados - mitocondrias em meiodereacdo . . . . . . . . . .. .. .. .. 69
Discussao - interacdo do meio de reagdo comraios X . . . . . . . . . . . .. 70
Resultados - mitocondrias *figado” . . . . . .. ... ... ... ... ... 71
Discussado - mitocondrias ’figado™ . . . . . . ... ..o oL 72
Resultados -inchamento . . . . . . . ... ... ... ... ... .... 74
Discussdo - inchamento . . . . . . . .. ... L L oL 75
Resultados - mitocondria isolada gota’ . . . . . . . . ... ... .. .... 76
Discussdo - mitocOndria isolada "gota” . . . . . .. .. ... 77
Resultados -inchamento . . . . . . . ... ... ... ... ... ... . 79
Discussdo -inchamento . . . . . . .. ... .. ... .. ... .. ..., 80
Ultravioleta: efeitos em mitocondriasisoladas . . . . . . ... ... ... 81
Resultados - interagdo do meio de reacdo com aradiagdo . . . . . . . . . .. 81
Discussao - interacao do meio de reacdo com aradiagdo . . . .. .. .. .. 82
Capacidade de penetragcdo: Mitocondria- UV-C . . . . . . ... ... ... 82
Resultados - mitocondrias em meio de reacdo (UV-C) . . .. ... ... .. 82
Discussdo - mitocondrias em meio de reagao (UV-C) . . . . . .. .. .. .. 83
Resultados -inchamento . . . . . . . ... ... ... ... ......... 85
Discussdo -inchamento . . . . . ... ... ... .. .. ... .. ..., 86
Resultados - mitocondrias em meio de reacdo (UV-A) . . .. .. ... ... 87
Discussdo - mitocondrias em meio de reagao (UV-A) . . . . . .. .. .. .. 88
Micro-ondas: efeitos em mitocondrias isoladas . . . . . ... ... ... 88
Resultados - mitocondrias em meiodereagdo . . . . . . . . . . ... .. .. 88
Resultados - Micro-ondas . . . . . . ... ... ... ... ......... 89
Discuss@o - Micro-ondas . . . . . . . . . . . .. ... 90
Resultado - Inchamento . . . . . . .. ... ... ... ........... 92
Discussdo - Inchamento . . . . . . .. ... .. ... .. ... .. ..., 93
Temperatura: efeito em mitocondriasisoladas . . . . . . . ... ... .. 94
Resultados - Temperatura . . . . . . . .. ... ... ... ... ... 94

Discussdes - Temperatura . . . . . . . . . . ... ... ... ... 95



SUMARIO 33

543 Resultado - inchamento . . . . . . . .. ... .. ... .. ... ... 97
544 Discussdo -inchamento . . . . . . .. .. ... ... .. ... ... .. 99
5.5 Discussaogeral . . . . .. ... . ... 99
6 CONSIDERACOESFINAIS . ... ...ttt iiiinnnnnnnnn 103
6.1 Conclusdes . . . . . . . . . . 103
6.2 Perspectivas . . . . . . . . . ... 104

REFERENCIAS . .. .. ...ttt ittt iiieeennnn 105

APENDICES 115

APENDICE A —APENDICES . . ... ..........ouuuo... 117
Al Dose: RaioX . . . .. . .. . .. ... 117
A.2 Dose: Ultravioleta . . . . . . . .. ... .. ... ... ... .. ..., 117
A2.1 Irradiancia UV: integragdodacurva . . . . . . . . .. .. .. .. ... ... 117
A2.2 Irradiancia UV: medidor de poténcia . . . . . . . ... ... ... ..... 118
A3 Dose: Micro-ondas . . . . . . . ... ... ... 119
A4 Resultados complementares: Raio X - mitocondrias . . . . . . .. .. .. 120
A4l Raio X -figado. . . . . . . . . . . . . 120
A4.2 Raio X -’gota’ . . . . . . . . . e 122
AS Resultados complementares: UV - mitocondrias . . . . . . ... ... .. 123
AS5.1 Irradiador de Ultravioleta (foto) . . . . . . . . . . . . . ... ... ..... 123
AS5.2 UV-Aemmeiodereacdo . . . . . . . . . . . .o v v v, 124
A.6 UV-C: Absorbancia vs. Concentracio de mitocondria . . . . . . . . . .. 125
A.6.1 UV-Cemmeiodereagdo . . . . . . . . . . .. ..., 127
A7 Resultados complementares: Micro-ondas - mitocondrias . . . . . . . . 127
A7.1 Resultados complementares: Temperatura - mitocondrias . . . . . . . . .. 128
A8 Andlise estatistica . . . . . . . ... ... ... .. L 129
A.8.1 Teste de normalidade dos dados: Shapiro-Wilk . . . ... ... .. .... 129
A.8.2 Teste One-Way ANOVA . . . . . . . . . . i i e i e 130
A.8.3 Teste Mann-Whitney - U . . . . . . . . . .. e 131
A9 Protocolos . . . . . . . ... 131

ANEXOS 137

ANEXO A - AUTORIZACAO - COMITEDEETICA . ........ 139






35

1 INTRODUCAO

1.1 Motivacao

Mitocdndrias sdo organelas, presentes em células eucaridticas, especializadas na pro-
ducdo de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP). Além disso, também desempenham
importante papel na manutencao das células, como por exemplo na regulacio e sinalizagdo de
célcio intracelular. (1) As mitocondrias podem, ainda, atuar nos mecanismos de morte celular,
tanto necrético quanto apoptdtico. (2) S@o as dnicas organelas que possuem DNA préprio, capaz
de sintetizar proteinas exclusivas, independentemente do conteido genético da célula. Estas
caracteristicas fazem das mitocdndrias, entidades chave no desenvolvimento de novas terapias
e na compreensao de doencgas degenerativas, como o Alzheimer. (3) A preservacio da vida é
um equilibrio entre a estrutura e a energia (4), uma vez que a estrutura € alterada, as fungdes
podem ser direta ou indiretamente afetadas. Com as mitocondrias nao é diferente, a preservacao
das fun¢des bioenergéticas mitocondriais estd intimamente ligada a sua estrutura, circunscrita
por duas bicamadas lipidicas de composicdo distintas. A membrana externa, essencial para
a entrada e saida de moléculas importantes como ATP e piruvato, bem como, a existéncia e
manutencdo do potencial eletroquimico. A membrana interna cuja estrutura serve de ancora
para os complexos proteicos responsaveis pela producido de ATP, também apresenta importante
papel no desempenho das fun¢des bioenergéticas da organela. As membranas mitocondriais,
cadenciam juntas, a funcdo de regulacdo de solutos e preservacao de um potencial eletroquimico
diretamente ligado a produc¢do de energia, que ocorre através da fosforilagdo oxidativa. Esta
acdo € de suma importancia, pois, alteragdes ou perda do potencial eletroquimico podem levar a
disfuncdes energéticas, impactando a preservacao da unidade celular. As mitocondrias possuem
vérios dispositivos de autorregulacdo, como as proteinas desacopladoras (do inglés, uncoupling
protein, UCR), transportadores de adenosina difosfato (ADP), denominados translocador de
ADP-ATP (do inglés, Adenine nucleotide translocator, ANT) que sdo responsdveis por trazer
0 ADP do citosol para dentro da matriz mitocondrial. Todos os reguladores mitocondriais, em
geral, sdo responsdveis pela capacidade de adaptacdo a ambientes de estresse, como alteracdes de
temperatura, concentracdo de cdlcio, entre outros. Deste modo, qualquer dano nessas estruturas
proteicas e lipidicas, poderiam levar a perda da capacidade energética, levando a morte celular
via mitocondrial. Fatores externos a célula, como temperatura, pressdo e farmacos, podem levar a
alteragdes significativas nos estados respiratérios mitocondriais. Inclusive a interacdo com ondas
eletromagnéticas pode levar a desregulacao ou alteragdes nos padroes de atividades energéticas
nas mitocondrias. (5) As ondas eletromagnéticas estdo presentes na sociedade moderna em
diversas frentes, no que tange a tecnologia e tratamentos clinicos, a radioterapia e fototerapia
podem ser destacados.

A radiagao no espectro do raio X é amplamente utilizada na medicina, especialmente no diag-
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noéstico por imagem e tratamentos contra o cancer (radioterapia), cujo os tratamentos datam
desde o século XIX. (6) A radioterapia se tornou, desde seu surgimento (1895) até os dias de
hoje, uma opc¢ao de tratamento para diferentes tipos de tumores internos e malignos.(7) Esta
terapia tem se modernizado ao longo do tempo, e hoje apresenta amplas combina¢des com
outras terapias, como a nanoterapia e radio-fototerapia. (8) Os fatores que levam a morte celular
tumoral, ainda apontam para danos irreversiveis do material genético das células, que devido
ao alto potencial ionizante da radiacdo X, ligacdes quimicas do DNA podem ser quebradas.
Os danos causados no DNA podem ser irreversiveis o que levaria a apoptose celular. Contudo,
com o avango dos estudos em tratamentos oncoldgicos, a radio-fototerapia tem oferecido a
possibilidade de tratamento de tumores malignos internos com baixas doses de raio X, aliada
a nanoparticulas fotossenssibilizadoras neste intervalo de energia. Neste caso, a morte celular
nao ocorre, necessariamente, por danos nas fitas de DNA. (9) Os mecanismos de morte celular
podem, neste caso, ser multiplos incluindo danos mitocondriais. Além disso, as mitocondrias
tem sido organelas-alvo de nanoparticulas nesta abordagem terapéutica, devido ao seu papel
central na manutencao da vida celular. (10) A importancia de investigar a agdo da radiacao X,
em mitocondrias isoladas, em doses empregadas na radio-fototerapia (menores que 1 Gy) e
doses, geralmente, aplicadas na radioterapia convencional entre 2 e 10 Gy podem ampliar o
entendimento da acdo global (no organismo vivo) devido a interacdo com essa radiacdo. Além
de contribuir para otimizacao de tratamentos empregados neste espectro da radiacdo. (11)

No espectro do ultravioleta, geralmente, dividido em trés intervalos de comprimento de onda,
UV-A (ondas longas), UV-B (ondas médias) e UV-C (ondas curtas), devido aos diferentes efeitos
biolégicos que cada intervalo causa nos organismos vivos. A radiacao ultravioleta é naturalmente
proveniente do Sol, mas também € gerada artificialmente com diversas finalidades. As ondas
longas de UV sdo fundamentais para formacdo de vitamina D em seres humanos. (12) Além
de serem utilizadas para o tratamento de doengas de pele, como a urticéria (13). Enquanto que
as ondas curtas de ultravioleta sdo amplamente utilizadas na descontaminac¢do de superficies,
alimentos e dgua. (14) Os mecanismos de acdo, tanto das ondas longas quanto das ondas curtas
de ultravioleta, em organismos vivos ainda ndo sao totalmente compreendidos. A acdo do UV
em mitocondrias ainda € pouco explorada, o estudo de Paz el al., indica alteracdes bioenergéticas
de mitocdndrias de queratdcitos decorrente da irradiagdo com UV-B. (15) Apesar dos avangos
no reconhecimento dos efeitos do ultravioleta em mitocOndrias, ainda ndo sdo encontrados na
literatura, estudos sisteméticos do comportamento dos estados respiratorios de mitocondrias
isoladas irradiadas por UV. Assim, para que novas terapias com UV possam ser otimizadas no
futuro, € necessdrio estabelecer possiveis alteracdes na bioenergética mitocondrial.

As micro-ondas, radiacdo eletromagnética amplamente empregada nos meios de comunicagao
modernos, também possuem aplicagdes na medicina. A terapia de ablacdo € empregada em
tratamentos de tumores sélidos e internos. (16) Com grande potencial de tratamento de tumores
hepéticos e baixos riscos e danos para a saide do paciente, a terapia por ablacdo, no micro-ondas,

¢ eficiente e tem sido otimizada. (17) Os principais mecanismos apontados para a morte celular é
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a elevacdo da temperatura da drea tratada, contudo sabe-se que o sucesso do tratamento nao é
resultado exclusivo da variagdo térmica criada pelas micro-ondas. (16, 18) O estudo publicado
por Dutton et al. demonstra que as micro-ondas causam altera¢des na atividade mitocondrial
comprometendo sua viabilidade. (19) E apesar de avancos nos estudos desta drea, pouco se sabe
acerca do seu impacto na respiracdo mitocondrial devido a irradiacdo com micro-ondas e dos

efeitos térmicos induzidos por essa radiagdo.

Uma vez que a interacdo de mitocondrias isoladas e ondas eletromagnéticas nao foi
suficientemente explorada na literatura, até o presente momento, principalmente a interagao
com radiagdes no espectro do raio X, ultravioleta e micro-ondas. A investigacdo sistemdtica
deste topico, pode ampliar o conhecimento acerca das capacidades de adaptacao e regulacio
em vista de efeitos causados por esses agentes. Deste modo, um estudo sistematico acerca do
comportamento dos estados respiratorios mitocondrial, devido a interag¢do de diferentes espectros
do comprimento de onda, foi desenhado. O isolamento de mitocOndrias de suas respectivas
células de origem € amplamente empregado em experimentos in vitro. O figado € um dos tecidos
com maior nimero de mitocondrias, o que permite uma maior reprodugdo experimental. Além
de ser um 6rgdo de ficil extracdo de mitocOndrias frescas com alta atividade bioenergética, o

que garante a reprodutibilidade das medidas.

1.2 Estado da Arte

Em estudos dedicados a interacdo de mitocondrias isoladas e ondas eletromagnéticas,
observa-se que no espectro da radiacao X, realizados desde meados da década de 1960, sao
quase sempre voltados a danos e alteracdes no DNA mitocondrial, devido ao potencial ionizante
desta radiacdo. (20,21) Porém, com o desenvolvimento de nanoparticulas radiossensibilizadoras
aradiacdo X, e novos equipamentos para medir a respiragdo celular (11,22), os estudos acerca
dos efeitos bioenergéticos tem se tornado mais frequentes (23), sendo geralmente, submetidos a
irradiag@o in vivo. Ap6s 1 a 60 dias da irradiacdo a atividade mitocondrial é medida. Mas, estudos
realizados in vitro imediatamente apds a irradiagdo, ainda sdo menos explorados na literatura.
Outro fator importante, se d4 na condicao de irradiagdo das mitocondrias (ex. em tecido vivo, ou

isoladas), que pode mudar, significativamente, o resultado da alteracdo bioenergética.

No espectro da radiac@o no ultravioleta (UV), os efeitos no material genético das mi-
tocOndrias (24) também sdo bastante explorados. Enquanto que estudos relacionados aos efeitos
bioenergéticos mitocondriais (25) sdo mais abundantes para ondas longas de UV (entre 300-370
nm) e comumente exploram a produc¢do de espécies reativas de oxigénio como indicador de pre-
servacdo mitocondrial, especialmente para células epiteliais. Em geral, a condi¢a@o de irradiacdo
se da em cultura celular e consequentemente as interagdes das ondas de UV com a organela sdo
diluidas pelos demais componentes da célula, e devem combinar fatores extracelulares com as

respostas mitocondriais.



38 Capitulo 1 Introdugdo

Menos frequentes na literatura cientifica, estdo os efeitos relacionados a irradiacdo no
espectro das micro-ondas em mitocondrias isoladas. Parte disto ocorre pelas dificuldades em
caracterizar os aparatos experimentais, em geral, sdo adaptacgdes e reutilizacido de equipamentos
que possuem outras finalidades. (26-28) A importancia de estudos dos efeitos de radiagdo no
micro-ondas, em mitocondrias, podem colaborar para um melhor entendimento de novas terapias
médicas neste espectro eletromagnético, como ablacdo por micro-ondas, e seus potenciais de
aplicacdo. (29) O estudo de DUTTON, et al. aplicou doses entre 10 - 100 mW/g de micro-ondas
com frequéncia de 2,45 GHz, e sugere alteracdes da viabilidade mitocondrial mesmo em baixas
doses.(30)

Assim, o presente estudo tem como interesse principal avaliar quantitativamente altera-
coes na bioenergética mitocondrial acerca dos estados respiratdrios e também da preservagdo ou
alteracdes provocadas nas membranas mitocondriais pelas radiacdes acima citadas. Para isso,
um estudo sistemdtico foi desenhado a fim de acumular dados dos estados respiratorios, a partir
de amostras frescas de mitocondrias isoladas de figado de camundongo. As medidas foram
realizadas em oxigrafo de alta resolu¢ao, em paralelo a experimentos de absorcao com célcio,
que podem indicar alteracdes na membrana mitocondrial interna. A anélise do estado respiratério
3, na presenca de ADP, indicador de fosforilagcdo oxidativa; do estado respiratdrio 4, na presenca
de oligomicina, indicador de vazamento de protdns (preservacdo da membrana interna); e do
estado desacoplado induzido por CCCP, indicador da velocidade mdxima da atividade da cadeia
de transporte de elétrons. Esses pardmetros podem oferecer informacdes acerca da eficiéncia de
fosforilagdo oxidativa, controle de efici€ncia e controle de desacoplamento, sempre em relacao
ao controle (populac¢do de mitocondria ndo irradiada). Portanto, combinando informag¢des dos
estados respiratdrios e da preservagdo ou disfun¢do da membrana interna mitocondrial é possivel

construir um panorama dos alvos das radiacdes eletromagnéticas nesta organela.

1.3 Organizacao do trabalho

O Capitulo 2 ¢ dedicado a apresentacdo ao tema, bem como aos fundamentos tedri-
cos bésicos para o desenvolvimento deste estudo. Sao discutidos os principais componentes
mitocondriais, bem como, disfuncdes das atividades bioenergéticas e alteragdes estruturais das
mitocOndrias. Também € introduzida a abordagem experimental da respirometria e sua relevancia
nos estudos de mitocondrias.

O Capitulo 3 é dedicado a apresentacdo das condi¢des experimentais de irradiagao, e
rotina de experimentos de respira¢do e inchamento mitocondrial, adotados neste estudo.

O Capitulo 4 ¢ dedicado a apresentacio dos resultados obtidos neste estudo, seguidos
das respectivas discussdes para cada uma das radiagdes aqui utilizadas e seus principais efeitos
nas mitocondrias isoladas.

O Capitulo 5 € dedicado a apresentagdo das conclusdes que o estudo propiciou, além

das perspectivas de estudos futuros nesta area.
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2 ASPECTOS TEORICOS

2.1 Mitocondrias

Mitocdndrias sdo organelas intracelulares responsaveis pela maior parte da produgdo
energética das células eucaridticas, na forma de adenosina trifosfato, ATP. (31) Sao estruturas
complexas de tamanho e forma variados, em média possuem 1 pm de comprimento, DNA
proprio oriundo exclusivamente do contetido genético materno. Estas organelas consomem cerca
de 90% do oxigénio celular e produzem mais de 80% da energia necessdria para manter a
vida metabdlica das células. (32) Apresentam duas membranas lipidicas: a membrana externa
(ME), com composi¢ao e a membrana interna (MI), formando invagina¢des para aumentar a
superficie, denominadas cristas, Figura 1, onde se concentram os complexos proteicos da cadeia

de transporte de elétrons e a ATPase.

Ciclo do acido citrico

CTE - ATPase Membrana Interna

DNA ‘
mit Membrana Externa

Figura 1 — As mitocondrias possuem dupla membrana lipidica, interna e externa. O DNA circular
mitocondrial, o ciclo do 4cido citrico (CAC) e a cadeia de respiracio sdo encontrados
dentro da matriz mitocondrial, regido delimitada pela membrana interna.

Fonte: Elaborada pela autora.

As bicamadas lipidicas mitocondriais sdo diferentes em forma, estrutura e composicao,
criando um ambiente especifico para o melhor funcionamento das enzimas e proteinas que as
compde. Enquanto que em células de mamifero a ME mitocondrial € rica especialmente em
fosfatidilcolina, e permedvel a moléculas como ATP e ADP, por outro lado a MI € rica em
lipidios cardiolipina, além de mais seletiva e impermedvel, especialmente a ions, apresentando
menos lipidios e mais contetido proteico quando comparada a ME. Além disso, a composicao das
membranas variam substancialmente dependendo da célula de origem. A preservagdo de ambas

membranas mitocondriais € essencial para garantir o funcionamento regular de suas atividades.
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Em caso de danos as membranas (interna ou externa) pode ocorrer desacoplamento das funcdes
mitocondriais, como por exemplo diminuir a producao da ATP sintase devido a perda do potencial
eletroquimico (vazamento de prétons). (33) Agentes externos podem causar disfuncdes de varias

ordens nessas organelas, levando a alteragdes das suas capacidades bioenergéticas, algumas

disfungdes serdo abordadas na se¢do 2.5.

2.2 Ciclo do acido citrico (CAC)
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Figura 2 — Representacdo do ciclo do 4cido citrico (CAC) in vivo, também denominado Ciclo de
Krebs. A molécula de Acetil-CoA € convertida em citrato que ao ser hidratado assume
a forma instdvel isocitrato, ao perder uma molécula de gis carbdnico é convertido
alfa-cetoglutarato. A alfa-cetoglutarato ao ser covertida em succinil- CoA tem a
formacao de NADH. A succinil-CoA € convertida em succinato que por sua vez
forma o fumarato, formando uma molécula de F'AD H,, finalmente obtém-se malato
que é convertido em oxaloacetato com a formacdo de uma molécula de NADH,

completando o ciclo.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tradicionalmente o CAC € introduzido depois do processo de glicélise (em animais),
contudo em estudos in vitro de mitocondrias isoladas nao ha glicélise, e o CAC ¢é parcialmente
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acionado gerando NADH ou F'AD H, que vao diretamente para a cadeia de transporte de elétrons.

O CAC in vivo € apresentado, em nove etapas principais, na Figura 2.

A molécula de piruvato formada fora da mitocdndria, no citosol, entra por um canal
especifico dentro da matriz mitocondrial. Na matriz o piruvato dd origem a molécula de Acetil-
coenzima A que inicia o ciclo, se converte em citrato através da enzima citrato sintase, neste
processo dgua e uma molécula CoA-SH sdo formadas e liberadas. O citrato € convertido em
isocitrato pela aconitase (perde uma molécula de gas carbonico), mas possui uma forma instivel
a cis-Aconitato (uma molécula de dgua € requerida). O isocitrato ao perder uma molécula de
gds carbonico pela enzima isocitrato desidrogenase € convertido em alfa-cetoglutarato. Que por
sua vez se converte em succinil — CoA ao incorporar uma molécula de CoA-SH e liberar gas
carbonico pela enzima alfa-cetoglutarato desidrogenase, formando uma molécula de NADH que
serd oxidada na CTE. Quando mitocondrias sao isoladas e incubadas em solu¢ao tampao rica
em acucar e fésforo inorganico podem ter algumas de suas fungdes manipuladas. Se moléculas
de malato e glutamato (denominado substratos do Complexo I) sdo adicionas na incubagao
mitocondrial, somadas a moléculas de ADP podem agir na CTE através do CI e formar ATP.
Neste caso, o malato € convertido em oxaloacetato gerando uma molécula de NADH, que sera
usada na CTE e o glutamato € convertido em alfa-cetoglutarato. Esses substratos, juntos, irdo
proporcionar uma maior quantidade de NADH que serd oxidado ao longo da CTE. Enquanto
que, o ADP adicionado poderd ser transformado em ATP pela ATPase. Pode-se ainda adicionar
substratos do Complexo II — succinato-rotenona que por sua vez ocorrem no proprio CII. Isto
exemplifica que em modelos de mitocOndrias isoladas (in vitro) hd uma ampla possibilidade
de manipulacdo da cadeira de transporte de elétrons e da ATPase, sendo possivel acoplar ou

desacoplar um ou mais elementos da respiragao.

2.3 Cadeia de transporte de elétrons (CTE)

Formado por uma sequéncia de quatro complexos proteicos principais, Figura 3, denomi-
nados: complexos de I a IV, sendo Complexo I - NADH desidrogenase, Complexo II - succinato
desidrogenase, Complexo III - citocromo bcl e Complexo IV - citocromo ¢ oxidase. A CTE
possui a funcdo de otimizar o uso da energia contida nos elétrons contidos em moléculas de
FADH, e NADH obtidos em grande parte do Ciclo do Acido Citrico. A partir do potencial
de oxirreducdo de cada componente da cadeia, os elétrons, que sao transferidos de estados
com menor potencial (moléculas de F"AD H,; e NADH) para estados com maior potencial de
oxirredu¢do, sendo o O, o ultimo receptor de elétrons da cadeia, assim o potencial de 6xido
reducao (E°), afinidade por elétrons medida em volts, permite que a transferéncia de elétrons
ocorra espontaneamente, ou seja, sao reacdes termodinamicamente favoraveis. Os elétrons sao
transportados por enzimas e complexos proteicos especificos até a reducdo do oxigénio em 4gua,
assim o oxigénio que respiramos € chamado de aceptor final da cadeia de transporte de elétrons.

Contudo, pode ocorrer dissipacao de energia durante a transferéncia de elétrons, de modo que
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elétrons podem sair da CTE capturados por outras molécula, com maior afinidade. (34)

Lado P
Espaco intermembrana

Matriz

2H* + 1/202
H20

NADH + H* NAD"
succinato

fumarato

Figura 3 — Representagdo da cadeia de transporte de elétrons com base na cristalografia disponi-
vel no PDB (PDB ID 3M09S CI; PDB ID 1ZOY CII ;PDB ID1BGY CIII; PDB ID
10CC — CIV). Complexos enumerados de I a IV formam juntos a CTE. Enzimas,
coenzimas e proteinas menores como Q, ()H» e citocromo ¢ também fazem parte
da cadeia e assumem papel fundamental no carreamento de elétrons. O CII, também
chamado de succinato desidrogenase, ao contrario dos demais complexos nao expulsa
prétons para o espaco intermembrana e € parte ativa do CAC.

Fonte: Elaborada pela autora.

As moléculas de NADH formadas no CAC sdo oxidadas pelo Complexo I (CI), que passa
o elétron capturado do NADH através de centros de ferro-enxofre contidos dentro de sua estrutura
proteica, os elétrons sdo entdo transferidos para a Coenzima-Q (também chamada de ubiquinona
Q) que na sua forma totalmente reduzida ()H, (com dois elétrons, chamada de ubiquinol)
€ capaz de caminhar pela bicamada lipidica mitocondrial até o CIII. O complexo I além de
transferir elétrons para a coenzima Q também bombeia prétons para o espago intermembrana. A
ubiquinona é uma coenzima pequena e hidrofébica carreadora de elétrons e prétons, e por possuir
tal capacidade € fundamental no processo de acoplamento do fluxo de elétrons a0 movimento
dos protons e estd presente tanto no CI quanto nos CII e CIII. Os elétrons capturados no CII sdo
origindrios das moléculas de F'AD H, produzidas da conversao do succinato em fumarato, no
CAC. Diferentemente do CI, CIII e CIV o complexo II faz parte do CAC e ndo bombeia prétons
para fora da matriz. A coenzima Q totalmente reduzida € atraida para o CIII e transfere seus
elétrons ao citocromo ¢ que caminha no espago intermembrana, esta enzima € a Unica unidade

da CTE que nao estd contida na matriz ou dentro da membrana interna, mas sim caminha sobre a
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superficie da bicamada lipidica, voltada para o lado P. O citocromo c leva até o CIV os elétrons,
que sdo ligados ao oxigénio e recebem dois dtomos de hidrogénio formando dgua. Em todo esse
processo de oxidorredugdo ocorre o favorecimento termodinamico, de forma que em cada etapa
o elétron caminha para uma enzima/proteina com potencial de 6xido redu¢do maior do que o
anterior, este processo € espontaneo. O lado P, espaco intermembrna, possui pH mais baixo devid
a alta concentra¢do de moléculas de H* enquanto o lado N, matriz, possui pH mais alto, pois
possui poucos cations de hidrogénio. Durante a passagem de elétrons pela CTE ocorre ainda
a formacao de radicais livres, como *H>0,, *O, e *OH. Espécies reativas de oxigénio podem
causar danos significativos, reagindo com os lipidios de membranas, enzimas, proteinas e dcidos
nucleicos. Contudo a célula conta com proteinas e enzimas que atuam na neutralizacao desses

radicais, por exemplo, o superoxido-dismutase que age na neutralizacdo do *O, . (34)

2.4 Acoplamento: Cadeia de transporte de elétrons e ATPase

A ATPase, também chamada de ATP — sintetase ou complexo V, é um grande complexo
proteico especializado em producdo de ATP a partir de ADP e fsforo inorganico, respresentada

na Figura 4.

H Lado P

Sl’tios,de ligagdo - Fo Lado N
de prétons
H* H+
H*
Fi
ADP + P,

ATP -

Figura 4 — Ilustracdo da ATPase com base na cristalografia disponivel no PDB (PDB ID 1BMF
e PDB ID 1JNV), sua estrutura € subdividida em duas grandes porcdes: F e F,, a
primeira € voltada para o lado N da membrana e a segunda esta fixada na bicamada
lipidica interna da mitocondria, por ser uma membrana impermedvel a ions permite
que a passagem de prétons através da ATPase gere trabalho positivo. A forga realizada
pelos prétons gera um trabalho capaz de girar a subdivisdo Fj que por sua vez converte
ADP e fésforo inorganico em ATP.

Fonte: Elaborada pela autora.
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E subdividida em duas partes principais: F, e F}, sendo que a parte F, fica embebida
pela membrana mitocondrial interna, e recebe o subindice "o’ devido a sua sensibilidade ao
antibidtico oligomicina (35), que é capaz de impedir a atividade da ATPase, e consequentemente
parar a producdo de ATP. Enquanto, que a por¢do £’ permanece voltada para o espaco matricial
(Lado N), e possui a capacidade de girar suas subunidades « e (3, de modo que a por¢do v atua
como eixo, que liga a parte F, e o rotor da ATPase composto pelas subunidades « e 3. (36)
O fator de acoplamento entre a CTE e a produgdo de ATP, pelo complexo proteico ATPase,
possui sua origem na teoria quimiosmotica proposta por Peter Mitchell (37), onde a forca préton-
motriz € a chave para seu entendimento. Dois componentes sdao fundamentais: 1) a energia
potencial quimica; e 2) energia potencial elétrica. Ambos componentes ocorrem devido a maior
concentracdo de prétons no espaco intermembrana (Lado P) e a maior concentragdo de elétrons
na matriz (Lado N). Caso a CTE nio funcione, a ATPase podera operar em condi¢des propicias
(solucao tampao com ADP e fésforo inorganico) até o equilibrio entre ADP e ATP dentro da
matriz. Quando o equilibrio estiver alcangado mesmo que exista forca préton-motriz, ndo havera
produgdo de ATP. Com isso, tem-se que em uma mitocondria intacta tanto a CTE, quanto a forga
préton-motriz, precisam estar em acordo para o perfeito acoplamento da ATPase. A equacao
(2.1) mostra a relacdo entre a energia livre de Gibbs para a reacio ADP + Pi = ATP e a forca

préton motriz:

AG.=4,3FAp (2.1)

onde AG, a é a energia livre de Gibbs para a reacdo de transformagdo de ADP em
ATP, F é a constante de Faraday e Ap € a for¢a préton motriz. A for¢a préton motriz completa
dificilmente € determinada, e a maioria dos estudos relatam o componente dominante de Ap,
ou seja, o potencial de membrana, AV, que geralmente muda em paralelo com Ap. O que
isso implica € que o estado de fosforilagdo de ATP no citoplasma € extremamente sensivel a

mudancas relativamente pequenas no potencial de membrana ou Ap. (38)

2.5 Disfuncoes mitocondriais

Efeitos externos podem levar a disfun¢gdes mitocondriais diversas, na Figura 5 sdo
enumerados nove possiveis alteracdes estruturais e/ou bioenergéticas, causadas pela interagao
com agentes externos (ex. ondas eletromagnéticas, temperatura, firmacos, etc). A maioria dos
estudos bioenergéticos em mitocondrias tem se concentrado na capacidade dessas organelas
de gerar ATP através da fosforilagdo oxidativa e controlar o inchago mitocondrial. (39) 1)
Permeabilidade de poro de transicdo podem ocorrer devido a efeitos externos como irradiagao
eletromagnética, temperatura e farmacos. (40) 2) O sistema de transporte de elétrons (Complexos
I, IL, IIT e I'V) fornece uma série de reacdes redox e conduz o transporte de protons da matriz para

o espaco intermembranar. (41) 3) A forca préton-motriz (FPM) € um gradiente eletroquimico
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composto por um gradiente de pH e um componente de potencial elétrico que impulsiona o

movimento de prétons através da membrana mitocondrial interna. (42) 4) Devido ao FPM, a

ATP sintase pode operar, e ATP € produzido, exportado da mitocondria através do translocador

de nucleotideos de adenina (ANT). (43) 5) O vazamento de prétons pode ocorrer devido a

diferentes ineficiéncias que levam a perda de FPM. (44) 6) Experimentalmente € possivel induzir

o desacoplamento quimico mitocondrial, mas também pode ocorrer devido 4 interferéncia

de agentes externos (45). 7) As mitocondrias t€ém seu proprio genoma (DNA circular) que

desempenha um papel importante nas fungdes mitocondriais, pois sintetiza proteinas especificas

que nao podem ser produzidas pelo DNA celular. (46)

Permeabilidade de poro
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Figura 5 — Alteracdes dos componentes mitocondriais podem levar a alteragdes das atividades
mitocondriais normais. 1) Permeabilidade de poro de transi¢do. 2) O sistema de
transporte de elétrons. 3) A for¢a préton-motriz. 4) Translocador de nucleotideos de
adenina. 5) O vazamento de prétons. 6) Desacoplamento quimico mitocondrial. 7)
DNA mitocondrial. 8) Dissipa¢do de energia. 9) Entrada de solutos e 4gua na matriz.

Fonte: Elaborada pela autora.

8) Pode ocorrer perda de energia, dissipacdo, pela CTE devido a perdas de elétrons no

processo de carreamento. (47) 9) Solutos e 4gua podem atravessar a matriz, devido a abertura de

poros que podem ou nio ser especificos, o que levaria a diminui¢do da FPM. (48)
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2.6 Respirometria de alta resoluciao

Atualmente a abordagem experimental mais recorrente, e aceita na comunidade cientifica,
no estudo de respiragdo mitocondrial ou celular, € a respirometria de alta resolu¢gdo. Contudo,
desde a década de 1960 estudos de respiracdo mitocondrial/celular ja eram realizados, com
eletrodo de oxigénio do tipo Clark, que permitia a medi¢ao polarogréfica da taxa de consumo
de oxigénio por mitocOndrias ou células isoladas em uma cimara selada. Porém, o eletrodo
do tipo Clark foi posteriormente substituida por eletrodos mais sensiveis. O funcionamento
se baseia em uma membrana de platina exposta e de uma membrana que reduz o oxigénio
molecular. O compartimento do eletrodo € isolado da camara de reaciao por uma fina membrana
de Teflon. Essa membrana € permedvel ao oxigénio e permite ao gas reagir com o citodo, onde é
eletroliticamente reduzido. A redugdo cria uma corrente elétrica, levando a uma diferenca de
potencial que é medida. Dessa forma a atividade do oxigénio € mensurada. O fluxo de corrente é
proporcional a atividade do O, no meio de reacdo. A equagdo (2.2) mostra a reacao de reducao

do oxigénio:

Os+e +2H,0 - 40H™ (2.2)

O equipamento Oroboros O2k fornece medi¢des do consumo de O, com maior sensibili-
dade e precisdo, em pico mols, e principalmente minimiza ruidos e interferéncias externas. O
equipamento Oroboros 02k, esquematizado na Figura 6, contém duas camaras fechadas (por
stoppers) e herméticas, o que permite medir os estados respiratdrios sem superestimar os valores,
pois ndo ocorrem trocas gasosas com o ambiente, também possui um sistema de controle de
temperatura nas cAmaras. E possivel sempre medir uma amostra controle simultaneamente com
uma amostra tratada, minimizando variabilidades no processo de manipulacdo do experimento.
(49) Além disso, o equipamento pode ser utilizados para analise de bidpsias e homogenatos de

tecidos, o que amplia as condi¢cdes experimentais.
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Figura 6 — Desenho esquematico do respirdmetro de alta resolu¢cdo, Oroboros O2k. As duas
camaras, individuais de respiracdo, permitem a obtencao de dados de amostra irradiada
e controle simultaneamente nas mesmas condi¢des experimentais.

Fonte: Elaborada pela autora.

Amostras de mitocOndrias isoladas, podem ser quantitativamente avaliadas e estudadas
no Obororos, a partir de protocolos de respiracdo. A tabela 1, mostra um exemplo de protocolo
experimental para a avaliacdo bioenergética de amostras de mitocOndrias isoladas. As substancias

seguem na sequéncia de titulagdo nas camaras preenchidas com meio de reacao.

Tabela 1 — Exemplo: protocolo de respiragdo. G: glutamato, M: malato, Oligo: oligomicina,
CCCP: carbonil cianeto P- trifluoro-metoxifenil-hidrazona. CI: complexo .

Protocolo de respiracao

Substancia Funcao Parametro Andlise
GeM Substrato do CI Estado 2 Respiracdo basal
ADP Fosforilacao Estado 3 Producdo de ATP
Oligo. Inibidor ATPase Estado 4 Vazamento de préton

CCCP Desacoplador  Estado desacoplado Maéx.capacidade de respiracao
Fonte: Elaborada pela autora.

O resultado obtido pelo protocolo aplicado no Oroboros, é exemplificado na Figura 7. A
partir disso, pode-se observar no eixo y a esquerda a concentracdo de O, em p M (linha azul) e no
eixo y a direita a normalizacdo do sinal de concentracdo de oxigénio pela massa da amostra (linha
vermelha) em pmol /(s * mL). Ambos os eixos y estdo em fun¢io do tempo, eixo X, em minutos.
A partir desses valores, medidos pelo equipamento, € possivel realizar cdlculos que permitam
indicar alteracdes de vdrios tipos de parametros, alguns deles sdo efici€éncia de acoplamento,

controle de desacoplamento e controle de eficiéncia. O controle respiratério, CR, (do inglés
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respiratory control ratio), ¢ 0 mais recorrente na literatura, e é responsavel por apresentar uma
quantificacdo da viabilidade, e consequentemente da integridade da populacdo de mitocOndrias

i1soladas, pode ser calculado através da razao dos estados respiratorios 3 (E3) e 4 (E4).

250

[(Qurs)/jowd]
‘6au ado|s ‘O

O, Concentracao
[LM]

Tempo (min.)

Figura 7 — Representacdo dos estados respiratdrios mitocondrial. Os substratos de CI (glutamato
e malato) sdo adicionados no meio de reacao, seguido da titulacdo de mitocondria
isolada e ADP, até a fosforilacio maxima acoplada, P (estado 3 - E3, do inglés
phosphorilation), onde ADP + P, sdo convertidos em moléculas de ATP. Oligomi-
cina € adicionada, bloqueando a fosforilagdo oxidativa, L (estado 4 - E4, do inglés
leaking). Finalmente o desacoplador € titulado para obtencdo do estado desacoplado,
E (estado desacoplado - ED, do inglés electron transport chain). A partir dos estados
respiratorios € possivel calcular diferentes controles e coeficientes, como P-L, E-L,
RC e UCR. Eixo y; (linha azul), representa o consumo de oxigénio e y, representa a
derivada segunda do consumo de O e o eixo X marca o tempo em minutos.

Fonte: Elaborada pela autora.

O E3, na presenca de ADP, indica o consumo de oxigénio no estado acoplado, onde
ocorre a formacdo de ATP, e, portanto, mede o consumo de oxigénio na fosforilacdao oxidativa.
Enquanto que no E4, na presenca de oligomicina (inibidor da ATPase), € o estado onde nao ocorre
a producgdo de ATP, mas a CTE opera regularmente. No entanto, no E4 a entrada de prétons para
a matriz ndo ocorre através da ATPase (50,51), A Figura 8 representa, esquematicamente, 0s

principais eventos dos estados respiratorios.
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Figura 8 — Esquematizacdo dos estados respiratérios mitocondrial. Estado 3, na presenga de
ADP (em concentracdo saturada); Estado 4, na presenca do inibidor da ATPase,
oligomicina; Estado desacoplado, induzido por CCCP.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os parametros adotados neste estudos foram calculados a partir dos estados respiratorios,
e sdo: controle de desacoplamento, UCR, (do inglés uncoupling control ratio), capaz de indicar
perdas de energia resultado de um acoplamento imparcial ou imperfeito (52), de modo que quanto
menor o UCR maior € a perda de energia, este parametro pode variar de 6 a 20 (52), nimero
adimensional, contudo depende diretamente das condi¢cdes da amostra e pode ser calculado pela
razdo (Estado Desacoplado/Estado 4); eficiéncia de acoplamento (E-L) indica a preservagao do
acoplamento, ou seja, desde a transferéncia de elétrons até a fosforilagdo de ADP, este parametro
€ normalizado e varia de 0 a 1, sendo 1 totalmente acoplado e 0 ndo acoplado. Pode ser calculado
por (Estado Desacoplado - Estado 4)/Estado Desacoplado. O controle de eficiéncia (P-L) aponta
possiveis limitagdes do sistema de fosforilacao oxidativa (como CTE e ATPase) na fosforilagao
oxidativa, ou seja, na transformacdo de ADP em ATP, este parametro € normalizado e varia de 0
a 1, sendo 1 ndo limitado e O totalmente limitado e pode ser calculado por (Estado 3 - Estado
4)/Estado 3. (53)

A tabela 2 apresenta os controles e seus respectivos cdlculos a partir dos estados respira-

tério, adotados neste trabalho.
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Tabela 2 — Parametros de controles de fluxos adotados no estudo. CR - controle respiratério;
UCR - controle de desacoplamento; E-L - eficiéncia de acoplamento; P-L - controle
de eficiéncia; FOX - fosforilagao oxidativa; E3 - estado respiratério 3; E4 - estado
respiratorio 4; ED - estado desacoplado; CTE - cadeia de transporte de elétrons;

Parametros de controles de fluxos

Parametro Nome Calculo Andlise
CR Controle respiratorio E3/E4 Viabilidade mitocondrial
UCR Controle desacoplado ED/E4 Dissipacdo de energia
E-L Ef. de acoplamento  (ED-E4)/ED Acoplamento-CTE
P-L Controle de eficiéncia  (E3-E4)/E3 Limitacao FOX

Fonte: GNAIGER. (54)

2.7 Ondas eletromagnéticas

Ondas eletromagnéticas sdo compostas pelos campos: magnético B e elétrico E, que

variam senoidalmente no tempo, Figura 10.

E
4 - /\ D1re§ao de
\/U \/U\/ propagacio

Figura 9 — Representacdo de uma onda eletromagnética, com oscilagdes no campo elétrico (rosa),
E. E no campo magnético (azul), B. A direcdo de propagacao € indicada na figura.
O comprimento de onda, A é definido como sendo a distancia entre duas cristas do
campo elétrico.

B

Fonte: Elaborada pela autora.

As ondas eletromagnéticas distinguem-se pelo comprimento de onda A, distancia entre
duas cristas e pela frequéncia, quantidade de ciclos por unidade de tempo. Podem ser apresentadas
em ordem crescente de comprimento de onda, que vao desde ondas no raios X e raios y até ondas
de radio (Figura 10). A radiacdo € energia em transito, e pode ser produzida artificialmente. Uma

vez emitida por uma fonte, as ondas geradas podem percorrer o espaco no vacuo ou em meios
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materiais. A energia atribuida a um dado espectro da radiacdo, é geralmente dada em elétron-volt
(1eV=1,602x107197).

Mm Raios X,’Y eV - ].09 eV
100 nm - 400 nm uv eV -100eV

400 nm - 700 nm leV-3eV

aiien 0.01eV-1eV

700 - 100
o i vermelho

Micro- 10°eV-0.01 eV
ondas

100 mm - 10 cm
m - km Ridio 104eV-10" eV

Figura 10 — Espectro eletromagnético. Desde ondas mais energéticas, medidas em eV, como
raios X até as menos energéticas como ondas de radio, apresentado a direita. A
ordem de grandeza do comprimento de onda € apresentado a esquerda.

Fonte: Elaborada pela autora.

Diferentemente de ondas mecanicas, as ondas eletromagnéticas nao precisam de meio
material para se propagarem. Quando a radiacdo interage com meios biologicos podem ocorrer
diversos tipos de fendmenos fisicos, do ponto de vista cldssico, como espalhamentos, reflexdo,
absorcdo, aquecimento, entre outros, que por outro lado podem levar a danos ao meio bioldgico,
dependendo do material bioldgico e das caracteristicas da radiacdo. (55) As caracteristicas
peculiares das ondas eletromagnéticas geraram, durante varios séculos, grandes discussdes no
meio cientifico. Pois, além da sua natureza ondulatéria, bem descrita pela fisica cldssica, a
radiacdo também apresenta natureza corpuscular, de modo que a radiagdo apenas existe em
pequenos pacotes de energia, denominados fétons. (56) Este desencontro acerca da natureza da
radiacdo, foi melhor compreendido, a partir de 1905 através da contribui¢do de diversos cientistas
(Marx Planck, Albert Einstein, entre outros), e continua sendo objeto de estudos até os dias
atuais. Em suma, as ondas eletromagnéticas também sdo descritas pela teoria quantica, como

ondas de matéria. O espectro eletromagnético mostrado na Figura 10, apresenta o intervalo de
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comprimento de onda (), e o intervalo de energia em eV. A unidade eV ndo pertence ao sistema
internacional de unidades, mas é amplamente utilizado, especialmente em alguns intervalos do
espectro eletromagnético, e possui uma relagdo de facil conversao, por exemplo um f6ton de 255
nm possui energia de 4,87 eV. (57) Essas energias foram calculadas a partir da equag@o proposta

por Albert Einstein, baseada no conceito de quantizagdo de Max Planck, (58):

E=hv=h (2.3)

<
A
Onde,

h € a constante de Planck, v é frequéncia, c € a velocidade da luz e A € o comprimento de onda.

Podemos agora, definir a intensidade de radiacdo eletromagnética monoenergética como
o N, que é o nimero de f6tons multiplicado pela energia individual de cada f6ton, por unidade

de tempo (t) e area (A):

E  Nhv

=— = 24
At At @4

O Quadro 1, a seguir, apresenta algumas aproximacoes de frequéncia, comprimento de
onda e energia do foton, para os trés principiais espectros eletromagnéticos utilizados neste

estudo.

Quadro 1 — Intervalos da radiacdo eletromagnética, seguido pela da ordem de grandeza da
frequéncia, comprimento de onda e energia do féton, aplicados para cada intervalo.

Radiacao eletromagnética Frequéncia (Hz) Comprimento de onda Energia do féton (eV)
Raio X >3x1015 <100 nm >12
uv-C 3x10%5 - 1x1015 100 - 280 nm 12,4 -4,1
UV-A 0,9x10%% - 0,7x10%* 315 - 400 nm 3,9-31
Micro-ondas 300 x10° - 300 x10® 1mm-1m 0,4 x1073 - 0,004 x1073

Fonte: OKUNO (59); YOSHIMURA.(60)

Cada um dos intervalos do espectro eletromagnético apresentado no quadro, possuem
diferentes aplicagcdes, como o raio X, amplamente usado na producdo de imagens e na investi-
gacdo de pequenas estruturas. Na medicina, sdo amplamente empregadas na radioterapia € no
radiodiagndstico; no ultravioleta, geralmente dividida em UV longo (400-315 nm), UV médio

(315-280 nm) e UV curto (280-100 nm), para cada intervalo existe uma aplicacio desde terapia
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para doengas de pele até descontaminacao de superficies e alimentos. (61) As micro-ondas
possuem relativamente menor energia, € sdo empregadas especialmente na comunicagao (62),
mas nas ultimas décadas tem sido aplicadas em terapias clinicas com diferentes finalidades, espe-
cialmente na ablacdo de tumores sélidos internos. (63,64) As radiacdes eletromagnéticas podem,
dependendo da energia, causar excitagdoes de &tomos e moléculas, neste processo pode ocorrer a
quebra de ligacdes quimicas. Moléculas ionizadas ou que tiveram liga¢des quimicas quebradas
pela radiacdo, podem realizar novas liga¢des quimicas dando origem a outras moléculas. Assim,
esses efeitos podem causar danos bioldgico, fisiolégico ou energético em um organismo vivo. Os
efeitos das interacdes da radiacdo com organismos vivos podem ocorrer, € se ddo principalmente
por dois mecanismos: i) 0 mecanismo direto, onde a radiac@o provoca alteracdes diretamente em
atomos, moléculas ou estruturas complexas, desta forma, causa efeitos diretamente ligados a
interagdo do componente citado; i1) 0 mecanismo indireto, ocorre quando a radiacao interage
com elementos secundarios, como dgua e solutos. Que por sua vez podem levar a formagao de

moléculas instaveis como radicais livres.

2.7.1 Acdo de ondas eletromagnéticas em mitocondrias

As mitocdndrias sdo compostas essencialmente de lipidios e proteinas. Caso sofram
alteracdes fundamentais podem acarretar em disfun¢des mitocondriais, que por sua vez levam
a dificuldades para balancear os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs)
produzidas na respiracao celular, disfunc¢des significativas podem levar a apoptose celular via
mitocondrial. Diferentes agentes externos podem causar alteracdes na permeabilidade seletiva da
membrana interna, tais como farmacos, temperatura e radiacOes eletromagnéticas. (65) Uma vez
que a respiracao celular é comprometida, a mitocondria pode responder através das variagdes
nos estados respiratérios, o que poderia levar ao processo de apoptose celular via mitocondrial.
(66) Contudo, a exposi¢do cotidiana a diferentes tipos de radiacdo eletromagnética, tais como
raio X, UV e micro-ondas, é quase inevitdvel. A seguir sdo apresentadas algumas aplicacOes para
estas radiacdes e os principais dados que correlacionam seus efeitos em mitocondrias. Ainda
que grandes avangos tenham ocorrido nesta drea, ainda s@o limitados os estudos que investigam
os estados respiratérios mitocondriais imediatamente apés a irradiacdo com raio X, UV ou

micro-ondas.

2.7.1.1 Raios X

Os danos mais comumente estudados na literatura no que diz respeito a radiagdo ionizante
e mitocondrias estao relacionados a danos no DNA mitocondrial, devido a alta energia depositada
nas ligagdes quimicas nas fitas de DNA, suficientemente alta para quebrd-las. Contudo, pouco se
conhece acerca da interacao do raio X com mitocondrias isoladas. Foram observados outros tipos

de danos e efeitos que essas radiagdes podem desencadear. E, que mesmo baixas doses de raios
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X, podem causar danos irreversiveis e substanciais as mitocondrias cardiacas (67) levando a um
menor desempenho da circulacdo sanguinea e consequentemente causando danos generalizados
no organismo. O estudo de Cohan ef al. indica que as mitocOndrias apresentam resisténcia a
radiacdo X, de modo que doses superiores a 5 Gy em determinadas condicdes de exposicao
ndo afetam significativamente os estados respiratérios das mitocondrias, mas causam danos na
membrana interna levando a entrada de fons na matriz mitocondrial, o que leva a defeitos na
producdo energética, uma vez que o potencial eletroquimico nao esté totalmente preservado,
podem ainda, causar vazamento de citocromo C levando a apoptose celular. (68,69) Entretanto,
cada 6rgdo ou tecido terd mais ou menos susceptibilidade a radiacdo X do que outros, em
diferentes estudos, nota-se que 6rgaos como os olhos apresentam maior dano (70,71), enquanto
a pele ou mesmo os 0ssos demonstram menor susceptibilidade a danos irreversiveis. Para que a
radioterapia e o diagndstico por imagem com raios X possam ser otimizados ou ter ampliados
seus mecanismos de a¢ado, é de suma importancia conhecer os efeitos desta radia¢cdo nio apenas
no nucleo (principal organela afetada pelos raios X), mas também nas mitocondrias cujo os
danos, eventualmente causados pela radiagdo, podem levar a apoptose ou necrose celular via

mitocondrial.

A radiagdo ultravioleta tem sido utilizada como tratamento para algumas doencas croni-
cas de pele, como psoriase e urticéria, devido a sua capacidade de aliviar a inflamagao e controlar
a doenca, estes tratamentos clinicos tem sido bem documentados. (72) Contudo, assim como
a radiacdo X, a exposicado a radiacdo ultravioleta pode ser prejudicial a integridade do DNA
73 e ha varios efeitos colaterais indesejdveis que podem variam de eritema a carcinogénese.
(61) Por outro lado, a falta de exposi¢do em doses adequadas, pode diminuir a transformagao
7-desidrocolesterol em vitamina D a partir da energia captada da radiacdo no UV-B, que ocorre
na pele. (74) O maior ndmero de trabalhos que envolvem a radiacdo ultravioleta e mitocondrias,
estdo relacionados ao seu potencial ionizante, e sdo dedicados as alteracdes genéticas. Outros
investigam a producdo intramitocondrial de espécies reativas de oxigénio (ERO) para diferentes
doses de UV-A. (25) Sabe-se ainda, ndo apenas a luz no UV € capaz de alterar o funcionamento
das mitocondrias, mas também a luz azul € capaz de causar alteracdes na bioenergética mitocon-
drial, levando a maior produc¢do de EROs. (75) Apesar da importancia e utilidade terapéutica da
luz ultravioleta, também € amplamente empregada em sistemas de desinfeccao e esteriliza¢ao
de superficies e alimentos. (76) A inativacdao de micro-organismos tem sido um dos métodos
mais utilizados pelas industrias para preservar alimentos (77), contudo pouco ainda se sabe
sobre os efeitos do UV em mitocOndrias vegetais, além disso uma possivel via de morte de
micro-organismos por fotoinativa¢do pode ter origem nos danos irreversiveis causados em suas

mitocondrias, € ndo apenas por danos nuclear, como indicado geralmente pela literatura. (78)
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A radiacdo micro-ondas t€m um papel importante nas industrias, como comunicagao,
processamento de alimentos e tecnologias de seguranca. Além disso, as micro-ondas tém sido
usadas no desenvolvimento de novos tratamentos médicos como terapia de ablacdo por micro-
ondas e esterilizacao por efeitos térmicos. (64,79) As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas,
portanto obedecem as leis do eletromagnetismo, assim como a luz visivel, as micro-ondas nao
precisam de matéria para propagar sua energia e no viacuo assume a velocidade da luz. Além
disso, como toda onda eletromagnética, possui propriedades de onda e pode sofrer interferéncia,
reflexdo e refracdo, podendo ainda, interagir com materiais biolégicos onde podem ser absorvidos,
refletidos ou espalhados (80), o principal efeito, em materiais bioldgicos, € o aumento da
temperatura. Nos ultimos anos, a energia neste espectro eletromagnético tem sido explorada
com sucesso dentro da medicina para tratar doengas como tumores internos, num método que
consiste na insercdo de uma pequena sonda através da cavidade tordcica do paciente, até o
tumor, geralmente um tumor sélido e interno. (81) Uma vez posicionada a sonda, as micro-ondas
aquecem e danificam as estruturas celulares, uma vez que as células tumorais tém um teor de
dgua maior do que os tecidos sauddveis, a energia de micro-ondas induz o aquecimento através
da interacdo com moléculas de dgua polar dentro das células tumorais. A terapia de ablacio tem
sido usada para tratar tumores de figado, pulmio e rim. (82, 83) E importante ressaltar que as
micro-ondas sao classificadas como energia ndo ionizante (com energia de féton muito baixa,
0,4x1073 eV) que ndo € suficiente para quebrar as ligagdes quimicas (por exemplo, a energia
da ligacdo para o H-OH ¢ 5,2 eV; H-CH3 € 4,5 eV e H-NCHj3; € 4,3 eV. (84) Alguns efeitos
desta radiacao em mitocondrias de figado de rato foram documentados por Dutton, em 1984, e
indicam perda das capacidades bioenergéticas para doses proximas de 100 mW/g, ou seja perda
da viabilidade mitocondrial.(30) Também sdo reportados resultados para mitocondrias de cérebro
de rato, por Sanders et al. em que ocorre a diminui¢do de moléculas de NADH e ATP. (85)
Além disso, ainda € limitado o conhecimento sobre os mecanismos de a¢do das micro-ondas na
bioenergética de mitocondrias, especialmente na frequéncia padrao (2,45 GHz) de equipamentos
(tanto clinico quanto doméstico) e seus efeitos nos estados respiratorios. A radiacdo no espectro
das micro-ondas, possuem ainda, uma caracteristica fundamental relacionada a sua frequéncia,
capaz de agitar moléculas de um meio elevando sua temperatura. Sendo assim, as micro-ondas
ndo apenas podem induzir danos em mitocondria devido a radiacdo, mas também pelo aumento da
temperatura causado por ela. Por isso a importancia de avaliar os efeitos térmicos paralelamente

aos efeitos provocados pelas micro-ondas.

E possivel aumentar a temperatura de um objeto de diferentes formas, como convecgao,
condugio ou radiacdo. Fornos micro-ondas fundamentalmente podem promover aquecimento de

diversos materiais (que sejam considerados absorventes no espectro de micro-ondas), especi-
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almente para liquidos absorventes, a temperatura aumenta principalmente devido a intera¢io
das ondas com a matéria. Basicamente podem ocorrem dois processos principais de interagao,
dependendo das caracteristicas dos fons e solventes na composi¢ao do material: conducao idnica
e rotacao dipolar. Como resultado de ambos os processos, promove-se um movimento molecular
no liquido causando o aquecimento do material. De modo que cada molécula (ou alguma molé-
cula do meio sob aquecimento) € responsavel pelo efeito de aquecimento devido a sua interacao
com as micro-ondas, a dissipac@o de calor é considerada uniforme e localizada, ao contrario do
efeito observado no aquecimento convencional. De maneira oposta, a energia no aquecimento
convencional (por exemplo, em placas de aquecimento e chamas) € transferida para os materiais
por meio de transferéncia de calor por conducdo, conveccao ou radiagdo. Neste caso, o calor é
transferido da fonte de aquecimento através da parede do recipiente, sendo entregue das paredes
para seu conteudo. (86-88) Arocas ef al. demonstraram a partir de termografia infravermelha
realizada durante os processos de descongelamento por micro-ondas e banho-maria, diferengas
nas areas de aquecimento do material bem como um maior aumento da temperatura no centro
da amostra (rica em 4agua) quando aquecidas no forno micro-ondas. Comparativamente, as
amostras aquecidas em banho-maria levam mais tempo para aquecer o centro do objeto, além
de ndo atingirem altas temperaturas (no estudo sdo consideradas altas tempeturaras a partir de
60 °C). (88) Com isso, levando tais diferencas em consideracao ainda podemos considerar os
experimentos propostos neste estudo, onde amostras de mitocondrias isoladas em meio de reagdo
foram aquecidas em banho-maria até atingirem temperaturas equivalentes aquelas obtidas no

experimento com micro-ondas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Sacarose P.A. e cloreto de magnésio P.A. foram adquiridos da Synth (Diadema, SP, BR),
HEPES, EGTA, ADP, glutamato, malato, succinato, rotenona, oligomicina, CCCP e fosfato de
potassio dibdsico trihidratado e reagente Bradford da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA),
hidréxido de potéssio P.A. e cloreto de potassio da Exodo Cientifica (Sumaré, SP, BR).

3.2 Animais

Camundongos fémeas (25+4g) da linhagem C57BL/6 entre 3 e 5 meses foram mantidas
a 22 + 2 °C em ciclo claro-escuro de 12h-12h com livre acesso a dgua filtrada e a racao (Nuvital,
Curitiba, PR, BR) no biotério do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo
Paulo. Os animais foram mantido em gaiolas de plastico para camundongos (ALESCO, SP, BR),
com grade metdlica e tampa pldstica com filtro e serragem de madeira, foram dispostos até 8
camundongos por gaiola. As gaiolas eram dispostas em estantes de armazenamento ventiladas.
Os animais permaneceram pelo menos 4 semanas em ambientacao antes dos experimentos. O
uso de animais neste estudo, bem como o método de eutandsia foram aprovados pelo comité de
ética local (CEUA-IFSC, nimero do processo: 8604100921).

3.3 Isolamento de mitocondrias de figado

Mitocondrias frescas foram isoladas de figado de camundongos pela técnica de centrifu-
gacdo diferencial como descrito em Chweih et al.. (89) Brevemente, o figado € retirado apos
eutandsia por deslocamento servical e lavado em solucd@o de sacarose 250 mM contendo tampao
10 mM de HEPES pH 7,2 e 0,5 mM de EGTA (meio I), em baixa temperatura, picado com
tesoura e homogeneizado com Potter-Elvehjem. O homogeinato € centrifugado 4 800g (800 x g
= For¢a Centrifuga Relativa, FCR) por 10 minutos, o sobrenadante da primeira centrifugacado é
transferido para um novo tubo e submetido a 7750g por 10 minutos, desta vez o sobrenatante
resultante é descartado e o pellet € ressuspenso em novo tubo com 250 mM de sacarose, 5 mM
de HEPES pH 7.2 e 0,3 mM de EGTA (meio II), e centrifugado na mesma condi¢io anterior. A
temperatura durante as centrifugacdes ¢ mantida a 4 °C. O pellet final resultante é diluido em
100 pul em solucdo de sacarose 250 mM e 10 mM de HEPES (meio III) e mantido em gelo. A

Figura 11 apresenta esquematicamente o protocolo descrito.
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Figura 11 — Desenho esquemaético do protocolo de isolamento de mitocondrias de figado de
camundongo. O figado é rapidamente retirado do animal, pesado e levado para o
meio | em baixa temperatura, apds a homogeneizacdo o material é levado para a
sequéncia de centrifugacao descrita. Ao final sdo obtidos cerca de 100 il de amostra
fresca.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.4 Estimativa da concentracio de mitocondrias

A concentracdo de mitocOndrias isoladas € estimada a partir da concentrag@o de proteina
das suspensdes mitocondriais pelo método de biureto. (90) Foram obtidas no espectrofotdmetro
Thermo Scientific Multiskan GO Microplate, em temperatura ambiente. Basicamente, neste
método a absorbancia, em 595 nm, € padronizada com solu¢des de dgua deslitada e BSA (0,125,
0,25, 0,5, 1 e 2 mg/ml) dispostas em uma placa de 96 pogos, no volume de 5.1, em seguida 250
(1 de Bradford sdo adicionados. A absorbancia medida, é considerada diretamente proporcional

a concentracdo de proteina na solugdo.

3.5 Respirometro

Medidas de respiragao mitocondrial foram realizadas norespirdometro OROBOROS 02k
(Innsbruck, Austria), Figura 6, o sistema Peltier acoplado as camaras mantém a solugdo a 37 °C.
Os sensores medem a concentragdo de O, (mM) em funcio do tempo (minutos), os stoppers
1solam as cAmaras do meio externo, ndo havendo, portanto, troca gasosa. As janelas das camaras

possibilitam a visualizacdo do meio em agitagado e a identificagdo de possiveis bolhas. Em 2 ml
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de meio de reacdo (125 mM sacarose, 65 nmM KCI, 10 mM HEPES, 2 mM K, H PO, e 1 mM
MgCl,). A adicdo de substratos de CI, 5 mM glutamato e 2,5 mM malato sdo titulados no meio
de reacdo. A respiragdo estimulada com 500 mM de ADP (estado 3 - E3) € inibida com 1 pg/mL
de oligomicina (estado 4 - E4). Finalmente, 1 pg/mL do desacoplador CCCP (carbonil cyanide
m-chlorophenyl hydrazone) € titulado. A concentragdo final de mitocondria nas camaras € de 0,5
mg/ml. O controle respiratdrio (CR) € calculado pela razdo entre os estados 3 e 4. As amostras

utilizadas em todos os experimentos deste estudo apresentaram CR igual ou superior a 5.

3.6 Desenho experimental

A abordagem experimental adotada neste estudo, visou irradiar amostras de mitocon-
drias frescas isoladas. As vantagens de utilizar mitocondrias isoladas sdo principalmente a f4cil
obtencao a partir do figado (devido a alta concentracao de mitocdndrias), e a conveniéncia de
investigar as organelas separadamente da influéncia celular. (91) Amostras de mitocondrias
frescas sdo capazes de responderem a controlados estimulos artificiais de forma reprodutivel,
mimetizando sua atividade fora da célula. Deste modo, € possivel investigar de modo especifico
determinadas atividade bioenergética desempenhada pela organela. Além disso, o modelo animal
utilizado, C57BL/6, apresenta grande estabilidade e reprodutibilidade do material genético, ideal
para futuros trabalhos de investigacao dos possiveis danos ao material genético mitocondrial.
(92) Somado a esses fatores, a literatura cientifica apresenta um grande volume de trabalhos com
mitocondrias frescas isoladas de figado de camundongo (ou ratos) como ponto de partida para
estudos exploratdrios. (93) As limitagOes desta abordagem residem na auséncia das contribui-
¢oes que as células e o organismo vivo como um todo, poderiam apresentar para a atividade
mitocondrial. Contudo, para este estudo, amostras de mitocondrias frescas isoladas sdo mais
conveniéntes ao objetivos propostos, o que nao exclui a complementarizacdo com cultura de

células e sistema in vivo.

As mitocondrias foram incubadas em meio de reagdo com substratos (glutamato e ma-
lato). Paralelamente, uma amostra controle oriunda da mesma aliquota de amostra € mantida
nas mesmas condi¢cdes da amostra tratada, contudo nao recebe nenhuma dose de radiagao eletro-
magnética. Imediatamente depois sdo utilizadas no oxigrafo e/ou experimento de inchamento

mitocondrial, como esquematiza a Figura 12.
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Figura 12 — Esquematizacio da abordagem experimental adotada neste estudo. Os experimentos
sdo realizados sempre com uma amostra tratada (irradiada) e outra controle (nio
irradiada). Imediatamente depois da irradiacdo as amostras sdo levadas para experi-
mentos de respira¢io e inchamento mitocondrial.

Fonte: Elaborada pela autora.

Excepcionalmente para os experimentos com radia¢do X, cuja interagdo com o meio de
reacdo induziu alteracdes na respiracdo mitocondrial, as amostras tratadas ndo sao incubadas em
meio de reacdo para receberem a radiacdo, mas permanecem concentradas para receber doses de
raio X, e imediatamente depois sdo levadas para experimentos no oxigrafo. Outra condi¢do de
irradiac@o adotada, para este comprimento de onda, € a irradiacdo de metade do tecido hepatico.
O 6rgao € retirado, pesado e imediatamente dividido ao meio, enquanto uma metade ¢é tratada a
outra € usada para controle. Tanto o tecido tratado quanto o controle passam pelo protocolo de
isolamento separadamente e imediatamente depois sdo realizados experimentos no oxigrafo e/ou

de inchamento mitocondrial.

3.7 Irradiacao com raio X

A Figura 13 mostra a esquematizagdo do irradiador XRAD 225 X-ray (Precision X-ray
Inc., USA). Antes de cada experimento o equipamento € ajustado e calibrado em 225 kV e 13.3
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mA, com distancia entre o filtro e a amostra de 33 cm.
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Figura 13 — Desenho esquematico irradiador XRAD 225 X-ray. A amostra € disposta em uma
placa petri que por sua vez € centralizada abaixo da passagem dos raios X. O feixe
produzido é homogéneo dentro do raio de 90 cm. No painel de controle é possivel
programar a dose absorvida (Gy).

Fonte: Elaborada pela autora.

Os experimentos foram realizados a uma distancia de 33 cm do filtro de aluminio (2
mm) utilizado para barrar a passagem de f6tons de baixa energia, numa taxa de dose de 4.0
Gy/min a temperatura ambiente. A fonte do irradiador produz radiacio X a partir de um processo,
denominado bremsstrahlung, ou freamento. Em resumo, a radiacdo emitida ocorre devido a
elétrons acelerados por uma diferenca de potencial, neste caso 225 kV, que colidem com um
material denso (metal com nimero atdmico suficientemente alto para ndo derreter no processo),
gerando um espectro continuo de radiagdo X. A cada colisdo com os atomos ou elétrons do
material, o elétron incidente perde uma parte da sua energia emitindo um f6ton. Por defini¢do,
temos que, o minimo comprimento de onda gerado neste processo, pode ser calculado por:
Am. = hc/kV, onde h é a constante de Planck (4,14 x 10715 eVs), ¢ € a velocidade da luz (8x10%
m/s) e eV € a energia cinética fornecida ao elétron, neste caso € igual a tensao elétrica, 225
kV. Assim, temos que o comprimento de onda minimo é de 5,5 pm (picometro, 1072 m) e a
maxima energia que o féton pode assumir nessas condi¢des € de 225 keV. Chen et al., apresenta
o espectro (contagem de f6ton por energia em eV) calculado a partir do modelo de Monte

Carlo para o equipamento XRAD 225 X-ray. (94) A partir do espectro modelado e da equacao
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(2.1), tem-se que a maior contagem de fétons, com filtro de aluminio, estd entre 40-70 keV, e
consequentemente o intervalo de comprimento de onda mais recorrente estd compreendido entre
0,031-0,018 nm (31-18 pm).

Dois protocolos de irradiagdo sao utilizados: 1) ap6s retirado o figado de um animal,
metade do 6rgdo € exposto a radiacdo (lcm x lcm x 0,2 cm, peso aproximado de 0,5g) e a outra
metade € reservada para medidas do respectivo controle (tecido nao irradiado) e o isolamento
¢ realizado separadamente; 2) uma aliquota (gota) de mitocondria isolada € disposta (0,5cm
de didmetro e 0,1 cm de altura) em uma placa Petri para receber a radiacdo X, logo depois a
amostra € incubada na cdmara do oxigrafo; A Figura 13 mostra a disposi¢cdo da amostra dentro
da cabine de raio X. As doses selecionadas para este estudo foram 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00 e
10,00 Gy para a condi¢do de irradiagcao "figado"e 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00 e 10,00 Gy
para a condi¢@o "gota". A condi¢do "figado"nao possui dose em 0,10 Gy, pois a dose se encontra
no limite de precisdo do equipamento e o tecido hepatico pode apresentar maior disposi¢ao a
flutuagcdes na dose entregue (devido a espessura, geometria, etc). As doses selecionadas sdo

comparaveis a doses aplicadas desde exames de imagem por raio X, até radioterapia.

3.8 Irradiacao com ultravioleta

Lampadas de ultravioleta nos comprimentos de onda 371 e 255 nm, respectivamente
da Puritec HNS G5 (Italia) modelo G4T5/OF RG3, e UV-BRAVO modelo (F4T5/BL), 4W, -
foram utilizadas no experimento. O equipamento, de UV, é composto por uma cdpsula cilindrica
de aluminio (cabine de Al), selada por uma tampa onde a lampada é acoplada. Por motivos de
seguranca, a lampada apenas € ligada quando posicionada dentro do cilindro, assim fechando o
circuito elétrico. Acoplado a essa estrutura, é possivel fixar um porta amostra (cubeta de quartzo,
5 ml), 0,8 cm de distancia da lampada, a Figura 14 apresenta a esquematiza¢do do equipamento

utilizado.
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Figura 14 — Desenho esquematico da cabine de ultravioleta (UV). A amostra é disposta em uma
cubeta de quartzo, a uma distancia, d. O circuito é fechado apenas quando o nicleo
composto pela lampada e a cubeta de quartzo € encaixado na cabine. O acionamento
da lampada € realizado, manualmente, através do interruptor. A foto do aparato pode
ser vista na Figura 45A, apéndice.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para irradiar solucdes de mitocondrias isoladas em meio de reacdo (com glutamato e
malato) dispostas em cubeta de quartzo, a temperatura ambiente e imediatamente depois de
irradiadas foram colocadas nas camaras do oxigrafo. O tempo de exposi¢do da amostra foi
estabelecido de acordo com a precisao de aplicagdo da dose pretendida, assim, como o ligamento
e desligamento da lampada sao realizados manualmente com o auxilio de um cronémetro, o
tempo minimo de exposi¢ao deve ser maior que o tempo de reagdo do operador e de interrup¢ao
do circuito da lampada, somados, estimou-se 1,5 segundos, deste modo o tempo minimo de
exposicao deve ser de 5 segundos para evitar imprecisdes maiores. Assim, com a finalidade de
diminuir os erros nos tempos de exposi¢ao, a minima dose é aquela cujo tempo de exposi¢ao
supere o tempo de reacdo experimental. As irradiancias das lampadas foram calculadas a partir
da integral dos espectros medidos (apresentados na Figura 40A, apéndice). A dose foi calculada
a partir da equagao Dose(t)= Igt, onde I € a irradiancia (W/cm?) e t o tempo (s) de exposi¢ao,

os valores calculados sdo apresentados na tabela 4A (apéndice).
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3.9 Irradiacdo com micro-ondas

Forno micro-ondas Philco (PME22), 20 litros, alimentado por uma tensdo nominal de 127
V, foi utilizado para irradiar mitocondrias isoladas em de meio de reagdo, a temperatura ambiente.
A Figura 15 mostra a esquematizacdo do equipamento. A poténcia nominal do equipamento € de
1200 W, com eficiéncia nominal de 53%, foi ajustado para poténcia total de 10%. O equipamento
opera em frequéncia média padrao de 2450 MHz, resultando em ondas eletromagnéticas de
aproximadamente 12 cm. As micro-ondas sdo produzidas por um magnetron de cavidade, capaz
de acelerar elétrons através de um cétodo circundado por um anodo com imas permanentes na
estrutura. Neste contexto, os elétrons realizam movimentos oscilatérios e perdem velocidade ao

se chocarem contra as paredes do anodo emitem radiacdo no intervalo das micro-ondas. (95, 96)
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Figura 15 — Desenho esquematico do forno micro-ondas utilizado. A amostra € disposta em uma
cubeta de vidro (5 ml) no centro do prato giratério, de raio R = 12,5 cm. No painel a
direita o tempo de exposicao e a poténcia podem ser ajustados.

Fonte: Elaborada pela autora.

Mitocondrias isoladas foram incubadas em 2ml meio de reacao com substratos (glutamato
e malato), e disposto em cubeta de vidro. As doses foram estimadas de acordo com a poténcia
do equipamento, tempo de exposicdo, e parametros de absor¢ao de micro-ondas, ja estimados
na literatura (97), sdo apresentadas na tabela A6 (apéndice). A variacdo de temperatura (T) foi

medida com o termdmetro Minipa MV-363, resolugdo de 0,1 °C.
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Devido ao aumento de temperatura inerente a irradiacdo com micro-ondas utilizada neste
estudo, medidas dos estados respiratdrios e experimento mitocondrial foram realizados a fim de
determinar os efeitos causados apenas pelo tratamento térmico apenas. Muito embora as duas
formas de aquecimento sejam distintas, ainda podemos considerar este experimento. Amostras
de mitocOndrias isoladas foram incubadas em meio de reacdo com substratos do CI, em cubeta
de vidro. A amostra foi termicamente tratada, nas mesmas temperaturas obtidas na irradia¢ao
com micro-ondas, por banho-maria. Imediatamente depois do tratamento térmico, a amostra é
disposta em uma das cadmaras do oxigrafo, que regula e estabiliza a temperatura do experimento
em 37°C.

3.10 Inchamento mitocondrial

3.10.1 Equipamento

Medidas de inchamento mitocondrial foram obtidas no espectrofotometro Thermo Sci-
entific Multiskan GO Microplate, confeccionado com lampada Xenon flash, o intervalo de
comprimento de onda € de 340-850 nm. A Figura 16, mostra a representacdo esquematica do

equipamento e da curva medida em absorbancia (unidades arbitrdrias) pelo tempo (minutos).
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Figura 16 — Desenho esquematico do espectrofotometro, Thermo Scientific Multiskan GO Mi-
croplate. As amostras sao dispostas em uma placa de 96 pocos.

Fonte: Elaborada pela autora.

O equipamento permite ajustar a agitacdo da placa, a temperatura (até 50 °C) e os

intervalos entre as medidas (min. 1 segundo) o protocolo completo do experimento pode ser
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verificado no apéndice.

3.10.2 Procedimento experimental

Basicamente, o experimento de inchamento mitocondrial (também conhecido como
desafio com cdlcio), promove um ambiente desfavordvel para as organelas, devido a concentragdo
de cdlcio na solugdo, conhecido por induzir a abertura de poros na membrana mitocondrial
externa, e uma vez que apresentem disfun¢des bioenergéticas sao facilmente identificadas, pois
acumulam dgua dentro da matriz mitocondrial, que pode ser medida através da absor¢cdo em
540 nm. (98) O inchamento mitocondrial pode indicar, qualitativamente, se ocorreu perda do
potencial de membrana.

Mitocondrias isoladas (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagdo com substratos (SmM
glutamato e 2,5 mM malato) em duplicatas em placa de 96 pogos, 4 temperatura ambiente. 100 p
M de CaCl é titulado nas amostras, diferentes controles foram medidos: 1) mitocondria (controle
e irradiada) em meio de reagdo (com substratos); 2) mitocondria (controle e irradiada) em meio
de reacdo (com substratos), com e sem 1M de ciclosporina A (CsA) e na presenga e na auséncia
de CaCl 100 p M. Intervalos de 15 segundos entre cada medida com agitacdo média. Foram

realizados pelo menos trés experimentos independentes em duplicata.

3.11 Analise estatistica

Todos os dados brutos tiveram sua parametrizacao testada, pelo teste estatistico Shapiro-
Wilk. Para os dados com distribui¢do aproximadamente normal, foi aplicado o teste One-Way
ANOVA, numa comparagdo entre a amostra irradiada e controle. Em caso de dados ndo normais,
foi aplicado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Os dados sdao apresentados em média +
desvio padrdo, para os dados paramétricos e sdo apresentados em média + interquartil para dados
nao paramétricos. Todos os cdlculos estatisticos foram realizados no software PAST (Hammer,
O., Harper, D.A.T., Ryan, P.D.2001). Para valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. S3o apresentados no apéndide deste estudo, as defini¢des matematicas para o
célculo do teste de Shapiro-Wilk, One-Way ANOVA e Mann-Whitney. Para todos os resultados
apresentados, neste estudo, pelo menos 3 experimentos independentes em duplicatas foram

realizados.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Avaliar a bioenergética de mitocondrias isoladas de figado de camundongo e a qualidade
de preservacdo da membrana mitocondrial interna, em decorréncia da irradiacao de raios X,

ultravioleta e micro-ondas.

4.2 Objetivos especificos
* Analisar os efeitos das radiagdes, nos estados da respiragdo mitocondrial acoplado e desaco-

plado e determinar as variagdes no comportamento dos estados em fun¢do da dose imediatamente

apos a irradiagdo;

* Investigar qualitativamente a despolarizacdao do potencial da membrana interna mitocondrial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Raios X

5.1.1 Resultados - mitocondrias em meio de reacao

As condi¢des de irradiacdo das mitocOndrias podem levar a diferentes efeitos, pois, a
radiacdo X pode interagir com o meio que contém as organelas, e causar altera¢des indiretas no

seu funcionamento, através dos mecanismos indiretos da radiacao ionizante. (99)
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Figura 17 — Estados respiratérios em funcdo da dose (Gy) em meio de reagdo irradiado sem
substratos. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em pmol s~ 1ml~1.
A) CR. B) E3, na presenca de ADP. C) E4, na presenca de oligomicina. D) ED
induzido por CCCP. Para cada dose pelo menos 3 experimentos independentes, em
duplicatas, foram realizados. * valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

Assim, devido ao potencial de ionizacdo com as moléculas do meio de incubacdo,

investigamos possiveis interacdes do meio de reacdo (sem mitocOndrias), na auséncia e na
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presenca de substratos do CI (glutamato e malato). Os resultados sao apresentados nas Figuras 17
e 18 apresentam o controle respiratdrio, Estado 3, Estado 4 e o estado acoplado, respectivamente
no painel A, B, C e D. Para amostras irradiadas (barras coloridas) e controles (barras cinzas).
Ap6s a irradiagdo do meio de reagdo, estes foram imediatamente levados ao oxigrafo e medidas

(controle x irradiado) com a mesma amostra de mitocdndria isolada (nfo irradiadas) foram

realizadas.
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Figura 18 — Estados respiratérios em fun¢do da dose (Gy) em meio de reacdo irradiado com
substratos, glutamato e malato. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos
em pmol s~ !ml~!. A) CR. B) E3, na presenca de ADP. C) E4, na presenca de
oligomicina. D) ED induzido por CCCP. Para cada dose pelo menos 3 experimentos
independentes, em duplicatas, foram realizados. * valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.2 Discussao - interacao do meio de reagdo com raios X

A Figura 17, apresenta os resultados para meio irradiado sem substratos, no painel A,
diminui¢do de cerca de 25% do CR em 2 Gy, quando comparado ao controle. O E3 ndo possui

alteracdes significativas em nenhuma dose. O E4, painel C, apresenta, aumento em relacdo ao
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controle de cerda de 30% para as doses 0,50 e 1,00 Gy. Finalmente, o ED, painel D, apresenta
variagdo estatisticamente significativa de pelo menos 25% em 0,50 Gy. A Figura 18 apresenta
os resultados para o meio de reacdo, irradiado, com substratos do CI, no painel A, aumento de
25% do CR em relagdo ao controle, em 0,50 Gy. O mesmo ocorre no E3, painel B, com aumento
de 25% quando comparado ao controle, em 0,50 Gy. O painel C, apresenta o E4 com aumento
de 25% em relacao ao controle para dose de 10 Gy. Enquanto que para o ED néo h4 alteragcdes
significativas em nenhuma dose.

As variagOes significativas apresentadas para o meio de reagdo com e sem substratos, ndo ocorrem
nas mesmas doses. Além disso, o efeito causado no meio de reacdo, seja na presenga ou na
auséncia de substratos, nao possui relacdo direta com a dose. Ou seja, o efeito observado nao
foi aumentado ou diminuido com a varia¢do da dose. Uma possivel explicacdo para este efeito
indireto na respiracdo das mitocondrias, pode ser a ionizacdo das moléculas de 4gua do meio
de reacdo, uma vez que a energia média dos fétons de raio X, aqui utilizados € de 40-70 keV,
que sdo suficientemente altas para ionizar a 4gua e/ou outras moléculas presentes. (100) A
radidlise da dgua devido a radiacdo ionizante resulta na producio de elétrons, dtomos de LH,
fons e moléculas de H3O™" (di-hidrogénio H, e peréxido de hidrogénio H,Os). (101) Essas
espécies possuem tempo de vida muito curto, mas poderiam desencadear danos permanentes
em outras moléculas, como na sacarose (substancia em maior concentracdo do meio de reacdo)
0 que poderia levar as alteracdes observadas na respiragdo mitocondrial. (102) O processo de
ionizagdo da dgua € essencialmente estocdstico e ndo necessariamente o aumento da dose ou
da energia do f6ton levara a radidlise. (103) E a partir desta abordagem, é possivel concluir
que os raios X interferem no meio de reacdo com ou sem substratos. Ao receberem radiagido X
estes sdo utilizados imediatamente apds a irradiacao, no oxigrafo com mitocondrias controles
(ndo irradiadas). Por isso, 0 método de irradiacao adotado (para radiacao X) nao inclui o meio
de reacdo, no momento da entrega das doses, deste modo eliminamos possiveis interferéncias
que a radiacdo possa causar no meio. A partir desses resultados, conclui-se, por tanto, que o
meio irradiado leva a alteracdo indireta na respiracdo mitocondrial na presenca e na auséncia de
substratos, glutamato e malato. Assim, para evitar artefatos nas medidas de respiracao, irradiamos
as mitocondrias em duas condic¢des: 1) no tecido hepatico antes do isolamento das mitocOndrias,
condicdo "figado"e 2) na amostra de mitocondria isolada, diluida apenas em meio 3, condi¢do
"gota". Para ambas as condi¢des, as medidas ocorreram, no oxigrafo, em curto espago de tempo,
como proposto nos objetivos deste estudo, 1) aproximadamente 1 hora depois da irradiacao

(tempo de isolamento) e 2) aproximadamente 5 minutos ap6s a irradiacao.

5.1.3 Resultados - mitocondrias ’figado’

A fim de investigar os efeitos nos estados respiratérios mitocondrial, devido a radiagdo X,
diferentes doses foram aplicadas (0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00 e 10,00 Gy). A dose foi entregue em
metade do 6rgdo, seguido do protocolo de isolamento. Ao final duas aliquotas do mesmo animal
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foram obtidas, irradiada e controle (metade do figado nao irradiado). A Figura 19 apresenta o
controle respiratério, Estado 3, Estado 4 e o estado acoplado, respectivamente no painel A, B, C
e D. Para amostras irradiadas (barras coloridas) e controles (barras cinzas). Complementarmente
a Figura 41 A mostra os dados para o CR, E3, E4 e ED normalizados em relacdo ao controle.
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Figura 19 — Estados respiratdrios em funcdo da dose (Gy) para mitocondrias isoladas de figados
irradiados. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em pmol s~ 1ml~1.
A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenga de oligomicina. D)
Estado desacoplado induzido por CCCP. Para cada dose pelo menos 3 experimentos
independentes, em duplicatas, foram realizados. * valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.4 Discussao - mitocondrias ’figado’

Os controles respiratorios, mostrados na Figura 19, painel A, apresentam diferencas
significativas, em relacdo ao controle, observadas nas menores doses aplicadas (0,25; 0,50 e
1,00 Gy), de modo que o CR para 0,25 e 0,50 Gy, é aproximadamente 20% e 30% superior ao
controle, enquanto que para 1 Gy € 15% menor em relagc@o ao controle, e para doses superiores
(2,5 e 10,00 Gy), ndo sdo identificadas alteracdes significativas.

O estado respiratério 3, painel B, € cerca de 20% menor, quando comparado ao controle, para 0,25
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Gy, enquanto para as doses 0,50 e 10,00 Gy ocorre um aumento do E3 em relagc@o ao controle, de
cerca de 80 e 25% respectivamente. Nas doses 1 e 2 Gy ndo ha alteracdes significativas. Em 5,00
Gy o E3 é aproximadamente 25% menor, em relacdo ao controle. No painel C, estado respiratorio
4, nas doses 0,25 e 5,00 Gy, ocorre diminui¢do de 35 e 15% respectivamente. Enquanto que em
0,50 Gy o E4 é aumentado em 40%. O estado desacoplado, painel D, € aumentado em cerca de
70% em 0,50 Gy. Para estes resultados apresentados, temos variacdes no CR, mas ndo descrevem
nenhum padrio de proporcionalidade com a dose aplicada. De modo geral ndo existe uma relacio
direta ou linear entre dose e efeito nos estados respiratdrios. Para cada dose ocorre uma resposta
distinta. Para as maiores doses de raio X (2, 5 e 10,00 Gy) os estados respiratdrios 3 e 4 se
regulam de modo que o CR permanece praticamente inalterado. O aumento do E3, pode indicar
maior fosforilacdo oxidativa nas mitocondrias, enquanto que a diminuicao pode estar associada a
perda de parte da capacidade de fosforilacdo, ou seja, menos ADP € transformado em ATP. O
E4 alterado pode indicar perda parcial da capacidade de permeabilizacdo seletiva da membrana
interna, e evidenciar potencial vazamento de prétons, que ndo envolve a ATPase, e pode ser
melhor investigada com experimentos de inchamento mitocondrial. Enquanto o ED permite a
investigacdo da mdxima capacidade de atividade da CTE, que € estimulada em 0,50 Gy. Além
disso, outros parametros foram calculados a partir dos resultados de respiragdo mitocondrial para
melhor delinear os efeitos causados em amostras irradiadas, a Figura 20 apresenta o controle de

eficiéncia (P-L) e o controle de desacoplamento (UCR).
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Figura 20 — A) controle de eficiéncia (P-L), indica menor limitacdo na capacidade de fosforilagdo
oxidativa do sistema pela CTE quando acoplada a ATPase, para as doses 0,25, 0,50
e 10,00 Gy. B) controle de desacoplamento (UCR), menor dissipacdo de energia
para as duas menores doses. Quanto maior o valor mais acoplado € o sistema. Os
parametros foram calculados a partir dos dados brutos dos estados respiratorios E3,
E4 e ED. * valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

O controle de eficiéncia, apresentado no painel A, indica alteragdes significativas para
as doses 0,25-1,00 Gy e também para 10,00 Gy. As doses 0,25; 0,50 e 10,00 Gy apresentam
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aumento do coeficiente quando comparado ao controle, indicando aumento da efici€éncia de
acoplamento da transferéncia de elétrons na formacdo de ATP. Enquanto que, para 1,00 Gy o
efeito € oposto, ocorre a diminuicao do acoplamento e possivelmente formando menos ATP,
uma vez que menos ADP ¢é fosforilado (104), em comparagdo com o CR para dose em 1,00 Gy,
que diminui, pode indicar perda da eficiéncia de fosforilagdao do sistema. O painel B, apresenta
menor dissipacdo (UCR) para as doses 0,25 e 0,50 Gy, o que pode indicar mais energia sendo
aplicada para a transformacg@o de ADP em ATP. Contudo, apresenta maior dissipacdo de energia,
estatisticamente significativa, em 1,00 Gy, quando comparado ao controle, indicando que menos
energia fica disponivel para a transformacdo de ADP em ATP, o que é corroborado pelo controle
de eficiéncia. A dose de 10,00 Gy que apresentou maior eficiéncia de acoplamento, apresenta
UCR estatisticamente similar ao controle. Enquanto que o parametro E-L (apéndice), Figura

A42, ndo apresentou alteracdes significativas em nenhuma dose.

5.1.5 Resultados - inchamento

O experimento de inchamento mitocondrial podera fornecer mais informagdes acerca da
preservacdo da MI. A Figura 21 apresenta, primeiramente, diferentes controles (linhas tracejadas)
para obtenc¢do de informagdes acerca do mecanismo pelo qual ocorre a entrada de soluto e na
atuac¢do do inibidor de poro de transi¢cdo CsA. As amostras irradiadas sdo apresentadas para as
doses 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00 e 10,00 Gy (linhas continuas).
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Inchamento mitocondrial - Raio X (figado)
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Figura 21 — Dados de inchamento mitocondrial. Para cada dose pelo menos 3 experimentos
independentes, em duplicatas, foram realizados. Controle (linha tracejada verde
escuro): mitocondria controle ndo irradiada; controle + CsA + Ca®* (linha tracejada
verde claro): mitocOndria controle na presenca do inibidor CsA e de célcio; controle
+ Ca?* (linha tracejada laranja): controle na presenca de cdlcio sem inibidor; controle
irradiado (linha tracejada azul): mitocondria irradiada com ou sem CsA na auséncia
de célcio; controle irradiado (linha tracejada cinza): mitocondria irradiada com CsA
na presenca de célcio (100 pM).

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.6 Discussao - inchamento

A CsA € um inibidor de poros de transi¢ao de permeabilidade mitocondrial (PTPM)
que podem ocorrer na MI. Sua presenca inibe o inchamento tanto para amostras controles, sem
irradiacdo (linhas tracejadas), quanto para as amostras irradiadas (linhas continuas), o que indica
que o inchamento, possivelmente, ocorre pela abertura de PTPM. Observa-se maior decaimento
para as menores doses 0,25-1,00 Gy seguido da maior dose 10,00 Gy, cuja as doses sdo as
mesmas que sofrem alteracoes significativas indicadas pelo parametro de eficiéncia, P-L, e nas
doses 0,25; 0,50 e 1,00 Gy pelo controle de desacoplamento, UCR.

O inchamento mitocondrial apresentado, indica que a MI mitocondrial possui maior abertura de
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poros, e consequentemente tem maior dificultade de manter a concentra¢do de H* fora da matriz,
o que leva a entrada de dgua para dentro da matriz. O inchamento pode levar a diminui¢do do
desempenho das func¢des bioenergéticas. Entretanto, os resultados da respiracao mitocondrial nas
doses de 0,25 e 0,50 Gy, que tiveram seus CR aumentados, além de apresentarem (P-L) maior em
relac@o ao controle, o que indicaria maior eficiéncia de acoplamento das fun¢des mitocondriais.
Contudo, é possivel que danos ocasionados nas organelas, decorrente da irradiacdo, ndo se
apresentem neste roteiro de experimento de respiracao, realizado no oxigrafo devido ao ambiente
favorédvel ao seu funcionamento e os altos niveis de atividade (105), na presenca de ADP. (106)
O elevado grau de acoplamento alcancado entre a CTE e a ATPase, apresentados nos resultados
de respirac¢do, indicam que a mitocondria possui maior capacidade de regulacdo de possiveis
danos a MI (107) nessas condi¢des (de atividade energética). Maior desempenho do controle de
eficiéncia observado (em 0,25; 0,50 e 10,00 Gy), contudo, nao exclui a possibilidade de danos
provocados pela radiacdo X na MI mitocondrial. Apenas apresentam-se controladas no momento
da respiracdo, na presenga de ADP e da fosforilacdo oxidativa. A abertura de poros de transi¢do
(PT) na membrana interna mitocondrial faz com que a ocorra a transi¢ao de permeabilidade de
membrana (TPM) e leva ao inchamento mitocondrial, despolarizacdo da membrana e liberacdo
de solutos intramitocondriais. Os resultados apresentados acima, indicam que quanto menor a
dose, maior € a permeabilidade da M1, devido da presenca de célcio, seguido da maior dose do
estudo (10,00 Gy) que também apresenta maior permeabilidade e, consequentemente, as fungdes
mitocondriais podem ser afetadas. (108) Observa-se ainda, que nio ha correspondéncia linear
entre dose e efeito neste experimento.

Inumeros trabalhos na literatura (109-111), demonstram a importancia do transporte de calcio,
nas mitocondrias, para a fosforilacao oxidativa. Além disso, o cdlcio é capaz de desacoplar
a respiragdo mitocondrial de modo reversivel. (112) Sendo assim, no oxigrafo, em condi¢des
controladas sem a presenca de calcio, as mitocondrias irradiadas (em baixas doses 0,25-0,50
Gy) foram estimuladas bioenergeticamente nessas doses, quando comparadas aos respectivos
controles. O que ndo exclui a possibilidade de danos nas membranas mitocondriais ou outras
estruturas, decorrente da interagdo com a radiacdo X. E uma vez expostas a a¢do do célcio,
demonstraram (a partir do experimento de inchamento mitocondrial) que a capacidade de
regulacdo de cdlcio foi parcialmente danificada, especialmente em baixas doses. Contrariando
uma relacgdo linear entre dose e efeito, ou seja, ndo cresce o inchamento a medida que a dose

aumenta.

5.1.7 Resultados - mitocondria isolada *gota’

A fim de investigar os efeitos nos estados respiratérios, devido a radiacdo X, em aliquotas
de mitocdndrias isoladas. Diferentes doses de raio X (0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00 e 10,00
Gy) foram aplicadas. O experimento de respiracdo ocorreu imediatamente apds a irradiagao,

paralelamente a uma amostra controle (ndo irradiada). A Figura 22 apresenta o controle respi-
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ratério, Estado 3, Estado 4 e o estado acoplado, respectivamente no painel A, B, C e D. Para
amostras irradiadas (barras coloridas) e controles (barras cinzas). Complementarmente a Figura

43 A mostra os dados para o CR, E3, E4 e ED normalizados em relagdo ao controle.
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Figura 22 — Controle respiratorio e estados respiratorios em funcdo da dose (Gy) para mitocOn-
drias isoladas. Os dados foram obtidos em pmol s~ 'ml~!. A) CR. B) E3 na presenga
de ADP. C) E4 na presenga de oligomicina. D) ED induzido por CCCP. Para cada
dose pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados. *
valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.8 Discussao - mitocondria isolada ’gota’

Para a dose de 0,10 Gy o controle respiratorio, painel A, é cerca de 45% maior em relacio
ao controle, aproximadamente 40% maior em relacao ao controle em 0,25 Gy e 35% maior
em 0,50 Gy, quando comparados aos respectivos controles. Nas demais doses ndo ha alteracao
significativa no CR. O E3, painel B, na presenca de ADP niao ha mudancas significativas, em
relacdo ao controle, para nenhuma dose. O E4, painel C, € aproximadamente 30% menor em

relacdo ao controle, para 0,10 e 0,25 Gy, diminui em cerca de 35% enquanto na dose de 0,50



78 Capitulo 5 Resultados e Discussdo

Gy o E4 € cerca de 20% menor quando comparado ao controle. As doses 1,00-10,00 Gy nao
apresentam alteracOes significativas para o E4. O estado desacoplado, painel D, ndo apresenta

mudangas significativas quando comparado ao controle em nenhuma dose.

Os resultados obtidos, neste método de irradiagdo, mostram que ocorreram aumento
significativo em relagdo ao controle apenas em baixas doses (0,10-0,50 Gy), no CR. Enquanto
que o E3, ndo apresenta nenhuma mudanca significativa, em relagdo ao controle, para nenhuma
dose. O estado 3 na presenga de ADP, fornece indicativos da capacidade de fosforilagdo oxidativa
da populagdo de mitocOndria, ou seja, ocorre a passagem de elétrons de espécies com menor
potencial oxidativo para espécies com maior potencial oxidativo pela cadeia de transporte de
elétrons acoplado a producdo de ATP. De acordo com os dados apresentados, a radiacdo X nao
desencadeou nenhuma perturbacao que pudesse alterar a forma ou a velocidade da oxidagao
fosforilativa. Este € um indicativo de que ndo ocorrem alteragdes significativas da produgao de
ATP, uma vez que o E3 apresenta-se preservado em todas as doses aplicadas. O estado respi-
ratério 4, na presenca de oligomicina, responsavel por bloquear a producao de ATP, promove
artificialmente a paralisacdo da ATPase. Os resultados mostram a diminui¢ao significativa do E4
para baixas doses (0,10-0,50 Gy), o que pode ser um indicativo de perda da capacidade seletiva
da membrana interna, com isso pode ocorrer a passagem de dgua e solutos para dentro da matriz.
Os resultados para o estado respiratorio desacoplado, indicam que ndo houveram alteracoes sig-
nificativas em nenhuma dose. Neste estado, a CTE e a ATPase sdo desacoplados, permitindo que
ocorra a passagem de prétons para dentro da matriz sem que eles atravessem a ATPase, levando
a queda do potencial eletroquimico que atua na mitocondria. O ED permite que a CTE opere na
maxima velocidade e, portanto, indica o maximo de consumo de oxigénio nessas condicdes. Os
dados mostram que a velocidade e a capacidade da CTE ndo sofreram perturbacdes significativas

em nenhuma dose, indicando a preservacao da atividade da CTE.

Os valores calculados para a eficiéncia de acoplamento (E-L) e o controle de desacopla-
mento (UCR) sdo apresentados na Figura 23. O parametro E-L, painel A, apresenta variagao,
estatisticamente significativa, apenas nas doses de 0,10 e 0,25 Gy, e indica maior preservacao
do acoplamento entre a transferéncia de elétrons e a fosforilacdo de ADP. O UCR, painel B,
indica perdas de energia ao longo da CTE devido a imperfeicdes no acoplamento (por exemplo,
perda de elétrons para outras moléculas que ndo levem a oxidacdao de NAD) e quanto maior o
valor do controle menor € a perda (113), painel B indica aumento significativo do par@metro
UCR, apenas para baixas doses, 0,10-0,50 Gy, em relagcdo ao controle, o que pode apontar
para uma menor perda de energia, o que por sua vez favoreceria a formagao de ATP. Enquanto
que o parametro P-L (apéndice), Figura A23, ndo sofre alteracdes significativas, portanto o
a capacidade de fosforilagdo oxidativa do sistema ndo € limitada pela CTE quando acoplada
a ATPase, isto também se reflete nos dados do ED, Figura 22, painel D, onde ndo ocorrem

alteragdes significativas entre o estado desacoplado entre controle e irradiado.
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Figura 23 — A) eficiéncia de acoplamento (E-L), indica maior preservagdo do acoplamento da
transferéncia de elétrons para a fosforilacio de ADP, B) controle de desacoplamento
(UCR), aponta menor dissipa¢do de energia. Quanto maior o valor mais acoplado
¢ o sistema. Os pardmetros foram calculados a partir dos dados brutos dos estados
respiratorios E4 e ED. * valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.9 Resultados - inchamento

Medidas de inchamento mitocondrial foram feitas a fim de obter mais informacdes acerca
das condicdes da membrana interna. Os dados de inchamento mitocondrial sdo apresentados na
Figura 24, e diferentes controles sdo medidos na presenca e na auséncia de Ca®>* e CsA (linhas
tracejadas), a fim de constatar se o inchamento ocorre devido a abertura de poros ou nao. Os
resultados indicam que, a partir, do efeito do inibidor de poros, CsA, causado nas amostras
irradiadas, o inchamento ocorre devido a abertura de poros que permitem a passagem de dgua

para a matriz.
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Inchamento - Raio X ('gota’)
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Figura 24 — Dados de inchamento mitocondrial. Para cada dose pelo menos 3 experimentos
independentes, em duplicatas, foram realizados. Controle (linha tracejada verde
escuro): mitocondria controle ndo irradiada; controle + CsA + Ca®* (linha tracejada
verde claro): mitocondria controle na presenca do inibidor CsA e de célcio; controle
+ Ca?* (linha tracejada laranja): controle na presenca de cédlcio sem inibidor; controle
irradiado (linha tracejada azul): mitocondria irradiada com ou sem CsA na auséncia
de calcio; controle irradiado (linha tracejada verde militar): mitocondria irradiada
com CsA na presenga de célcio. (100 pM)

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.10 Discussao - inchamento

Assim como tratado anteriormente, diferentes controles para obtengdo de informacdes
acerca do mecanismo pelo qual ocorre a entrada de soluto. A Figura 24 aponta maior inchamento,
devido a diminuicao da absorbancia (em unidades arbitrarias) para as amostras irradiadas com
doses menores de raio X, na presenca de Ca®". A menor absorbancia, para as doses 0,25-0,50
Gy, pode indicar disfunc¢des na capacidade seletiva da MI. Estes resultados corroboram com as
alteragdes observadas no estado respiratorio 4, Figura 22, painel C. Mostrando que doses menores

possuem maior capacidade de induzir abertura de poros, levando ao inchamento mitocondrial
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observado, e perda das funcdes normais. Contudo, assim como discutido na se¢do anterior,
€ possivel mascarar danos na MI, no momento da respiracdo no oxigrafo em decorréncia do
ambiente favordvel ao seu funcionamento e os altos niveis de atividade e na presenca de ADP.
O grau de acoplamento alcancado entre a CTE e a ATPase, apresentados nos resultados de
respiracdo, indicam que a mitocondria possui maior capacidade de regulacao de possiveis danos
a MI. O resultado de inchamento, porém, nao elimina a possibilidade de danos provocados pela
radiacdo X nas membranas mitocondriais. Mas, € controlada durante a respirag¢do, na presenca

de ADP e da fosforilagdo oxidativa.

5.2 Ultravioleta: efeitos em mitocondrias isoladas

5.2.1 Resultados - interacdo do meio de reacdo com a radiacao

Contole Respiratorio - UV-C - meio de reagdo Estado 3 - UV-C - meio de reagdo
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Figura 25 — Estados respiratérios em funcdo da dose (mW/cm?) para mitocondrias isoladas (ndo
irradiadas) em meio de reacdo controle e irradiado. Os estados E3, E4 e desacoplado
(ED) foram medidos em pmol s~ !ml~!. A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP.
C) Estado 4 na presenga de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP.
Para cada dose pelo menos 2 experimentos independentes, em duplicatas, foram
realizados.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A fim de investigar possiveis efeitos, no meio de reacdo com substratos, devido a
exposicdo a comprimentos de onda no ultravioleta, experimentos de respiracdo com meio
irradiado em comparagdo com controle, foram realizados e sdo apresentados na Figura 25, que
apresenta o controle respiratério, Estado 3, Estado 4 e o estado acoplado, respectivamente no
painel A, B, C e D. Para amostras irradiadas (barras coloridas) e controles (barras cinzas). As
amostras controle sdo compostas pelo meio de reacdo (ndo irradiado) e mesma aliquota de

mitocondria isolada usada na amostra com meio irradiado.

5.2.2 Discussao - interacao do meio de reagdo com a radiagdo

Apesar da radiag¢do no intervalo do UV ser, geralmente, categorizada como ndo ionizante
ha potenciais de ionizacdo, nao apenas de moléculas como o DNA (114) mas, de moléculas
inorganicas, por isso a importancia de investigar possiveis efeitos indiretos em mitocondrias
isoladas devido 4 alteragdes no meio de reagcdo. Os resultados apresentados na Figura 25 para
a lampada de UV-C, foram obtidos a partir da irradiagdo do meio de reacdo com substratos,
(na auséncia de mitocondrias), em paralelo a um meio controle (sem irradiacdo), os dados
demonstraram que niao ha nenhum efeito, estatisticamente significativo, decorrente da irradiacdo
com UV-C no meio de reagdo, em nenhuma dose. Minimas varia¢des no CR, E3, E4 e ED sao
da ordem de 5% dentro da barra de erro. O mesmo experimento foi realizado para o meio de
reacdo com substratos no UV-A, a Figura A46 (apéndice), apresenta os resultados para os estados
respiratérios E3, E4 e ED, e também verificou-se que nao ocorrem alteracdes significativas.
Sendo assim, todos os experimentos com UV foram realizados em meio de reagdo com adi¢ao
de substratos do CI, em temperatura ambiente. Imediatamente apds a irradiacao, a amostra é
disposta no oxigrafo e o protocolo de respiracao mitocondrial € seguido a partir da titulagdo de
ADP.

5.2.3 Capacidade de penetragdo: Mitocondria - UV-C

Com o intuito de avaliar a capacidade de penetracdo do UV-C (255 nm) na amostra
disposta na cubeta de quartzo, medidas de absorbancia em diferentes concentragdes de mitocon-
dria isolada foram realizadas, e sdo apresentadas na Figura A47 (apéndice). Concluimos que
pouca luz € capaz de atravessar a amostra em 0,50 mg/ml (concentragdo utilizada no oxigrafo),
indicando que a luz € absorvida ou espalhada pela amostra. Contudo, os dados de respiracao e
inchamento mitocondrial demonstram que uma quantidade significativa de luz interage com a

populacdo de mitocOndrias da amostra, viabilizando medidas sistematicamente reprodutiveis.

5.2.4 Resultados - mitocondrias em meio de reacao (UV-C)

A Figura 26 apresenta o CR, E3, E4 e o ED, respectivamente no painel A, B, C e D.
Para amostras irradiadas (barras coloridas) e controles (barras cinzas). Imediatamente apds a
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irradiacdo com UV-C as amostras de mitocondrias incubadas em meio de reacdo com substratos
do CI, receberam diferentes doses, 22,5; 45,0; 67,5 e 90,0 mW/cm?. Complementarmente a

Figura 48A mostra os dados para o CR, E3, E4 e ED normalizados em relagdo ao controle.
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Figura 26 — Estados respiratérios em funcdo da dose (mW/cm?) para mitocOndrias isoladas
em meio de reacdo. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em
pmol s~ 'ml~1. A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca
de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para cada dose pelo
menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados. *valores
significativos com p<0,05; **valores significativos com p<0,001.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.5 Discussdo - mitocondrias em meio de reagcdo (UV-C)

O controle respiratdrio, painel A, apresenta diminuig¢ao estatisticamente significativas
em todas as doses, quando comparado ao controle. Apresentando uma diminuicao de cerca de
30, 35, 60 e 75 % respectivamente para as doses 22,5; 45,0; 67,5 e 90,0 mW/cm?. O E3, painel
B, apresenta apenas alteracdo significativa na maior dose, aproximadamente 50% menor em

relacdo ao controle, enquanto as demais doses ndo apresentam mudangas quando comparadas
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ao controle. O E4, painel C, apresenta aumento significativo para as doses 22,5; 67,5 e 90,0
(mW/cm?), aproximadamente 50, 80 e 85% maior em relacdo ao controle, respectivamente. O

ED, painel D, decresce, significativamente, para as duas maiores doses estudadas, 67,5 ¢ 90,0
(mW/cm?).

Assim como calculado anteriormente, o painel A, Figura 27, apresenta a eficiéncia de
acoplamento (E-L), com diminuicao significativa em relacdo ao controle para todas as doses,
indicando que, quando comparadas ao controle, as amostras irradiadas apresentam menor preser-
vacao do acoplamento das fun¢des mitocondriais € com isso pode ocorrer menos fosforilacao
oxidativa, entdo menos moléculas de ATP devem ser formadas. Mesmo o E3 ndo apresentando
alteracdo significativa para as doses 22,5-67,5 mW/cm?2, € indicado pelo calculo do E-L, perda
da preservacao de acoplamento levando a inibi¢do das func¢des bioenergéticas mitocondrial. O
controle de eficiéncia (P-L) apresentado no painel B, possui diminui¢do significativa em todas
as doses, apontando para possiveis limitacdes do sistema de fosforilagdo oxidativa (como CTE
e ATPase) na fosforilacdo oxidativa. O controle de acoplamento (UCR), painel C, € capaz de
indicar perdas de energia, dissipada durante o transporte de elétrons, assim, quanto maior o
valor do controle de desacoplamento menos perdas ocorrem, o resultado mostra diminuicao
do controle para todas as doses, indicativo de perda da capacidade da cadeia de transporte de
elétrons de carrear elétrons de maneira efetiva, a baixa atividade da CTE também ira determinar
a producao de ATP, pois pode haver desbalancos no potencial de membrana devido ao menor
bombeamento de prétons para fora da matriz.
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Figura 27 — A) eficiéncia de acoplamento (E-L), indica perda da preservacdo de acoplamento da
transferéncia de elétrons para a fosforilacdo de ADP; B) controle de eficiéncia (P-L),
indica limitag@o do sistema de fosforilagao oxidativa; C) controle de desacoplamento
(UCR), indica falhas no acoplamento mitocondrial, quanto maior o valor mais
acoplado € o sistema. Os parametros foram calculados a partir dos dados brutos dos
estados respiratérios E3, E4 e ED. *valores significativos com p<0,05; **valores
significativos com p<0,001.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O controle respiratério, normalizado em relagdo ao controle, decai 2 medida em que a
dose aumenta, o decaimento é aproximadamente linear, apresentado na Figura 28, painel A. A
velocidade de decaimento € de -0,23+0,03 neste intervalo de doses. O que pode ser um indicativo
de que a medida em que a dose aumenta os estados E3 e E4 sdo alterados de modo que as
funcOes mitocondriais sejam significativamente prejudicadas. Enquanto o E3 indica inibigdo da
fosforilacao oxidativa, apenas em 90,0 mW/cm?, o E4 apresenta aumento mesmo em menores
doses como 22,5; 67,5 e 90,0 mW/cm?, o que pode indicar vazamento de prétons devido a
danos na membrana interna mitocondrial. O estado desacoplado, normalizado, também decresce
linearmente com a dose, painel B, a velocidade de decaimento € de -0,22+0,03. O ED induzido
pelo CCCP, mostra que quando comparado ao controle decai a uma taxa constante indicando
possivel perda da diferenca de potencial presente entre a matriz e o espaco intermembrana. O

CR e 0 ED decaem, aproximadamente, na mesma taxa a medida em que a dose aumenta.
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Figura 28 — Ajustes para CR e ED normalizados, irradiado/controle. A) Controle respiratorio
normalizado apresenta decaimento de -0,23%+0,03. B) O estado desacoplado nor-
malizado apresenta decaimento de -0,22+0,03. Os ajustes apresentam R2 (fator de
qualidade de ajuste) de 0,97 e 0,99 respectivamente para A e B.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.6 Resultados - inchamento

Medidas de absorbancia para amostras de mitocondrias irradiadas com UV-C, em diferen-
tes doses sdo apresentadas na Figura 29. Os controles estdo representados em linhas tracejadas.
As curvas irradiadas (linhas continuas) apontam maior decaimento em relacao aos controles,
onde d1=22,5; d2= 45,0, d3=67.5 e d4=90,0 mW/cm?.
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Inchamento - UV-C
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Figura 29 — Dados de inchamento mitocondrial. Para cada dose pelo menos 3 experimentos
independentes, em duplicatas, foram realizados. Controle (linha tracejada verde
escuro): mitocondria controle ndo irradiada; controle + CsA + Ca®* (linha tracejada
verde claro): mitocOndria controle na presenca do inibidor CsA e de célcio; controle
+ Ca?* (linha tracejada laranja): controle na presenca de cdlcio sem inibidor; controle
irradiado (linha tracejada azul): mitocondria irradiada com ou sem CsA na auséncia
de célcio; controle irradiado (linha tracejada verde d4gua): mitocondria irradiada com
CsA na presenca de célcio. (100 pM)

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.7 Discussao - inchamento

Diferentemente dos efeitos decorrentes da irradiacdo com raios X, amostras de mitocon-
drias isoladas expostas a UV-C apresentam diminuicdo da absorbancia proporcionalmente a
dose. Ou seja, menores doses possuem absorvidade maior, € doses maiores possuem absorvi-
dade menor quando comparadas aos controles. As curvas irradiadas decaem (linhas continuas),
em todas as doses, para valores de absorbancia, em unidades arbitrdrias, assumindo valores
muito proximos, apontando para danos na MI mitocondrial. (115) De modo que o resultado
do inchamento, pode estar atrelado a despolarizacdo do potencial de membrana, que também

pode estar indicado na Figura 26, painel D, pois o ED ¢ significativamente diminuido nas duas
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maiores doses aplicadas (67,5 e 90,0 mW/cm?). Além do E4, que apresenta crescimento em
22.5; 67,5 e 90,0 mW/cm?, este crescimento pode estar relacionado a perda das funcdes de
permeabilidade seletiva da MI mitocondrial. Além disso, a despolarizacdo devido a abertura de
poros de transicdo estd diretamente ligado a liberagdo de citocromo C, o que em in vivo levaria a

apoptose ou necrose via mitocondrial. (116)

5.2.8 Resultados - mitocondrias em meio de reacdo (UV-A)

A Figura 30 apresenta o controle respiratorio, Estado 3, Estado 4 e o estado acoplado,
respectivamente no painel A, B, C e D. Para amostras irradiadas (barras coloridas) e controles
(barras cinzas), obtidos para a respiracdo mitocondrial depois da irradiagdo com UV-A de
amostras com mitocondrias incubadas em meio de reacdo com substratos de CI, em diferentes
doses, 31,5; 63,0; 94,5; 126,0 € 756,0 mW/cm?.
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Figura 30 — Estados respiratérios em funcdo da dose (mW/cm?) para mitocondrias isoladas
em meio de reacdo. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em
pmol s~'ml~1. A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca
de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para cada dose pelo
menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados. Nao foram
identificadas alteragdes estatisticamente significativas em nenhuma dose aplicada.
Fonte: Elaborada pela autora.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2.9 Discussao - mitocondrias em meio de reacao (UV-A)

Diferentemente dos efeitos observados no UV-C (255 nm), a irradiacdo, em 371 nm, de
mitocondrias incubadas em meio de reacao, na presenca de substratos, ndo levou a alteracao
estatisticamente significativa, imediatamente apds a irradiacdo. Nao ocorrem alteracdo em
nenhum dos estados respiratdrios estudados, mesmo quando a dose chega a 756,0 mW/cm?. Como
nenhuma alteragdo foi verificada, ndo foram realizadas outras andlises e conclui-se que mesmo
para doses altas (quando comparado a literatura) (13), ndo h4 efeitos nos estados respiratérios. Na
literatura cientifica, como indicam Gniadecki et al. e Schauen et al. mitocOndrias de células HeLLa
e queratinocitos, respectivamente, apresentam maior producdo de H,O, e disfuncdes na atividade
da CTE decorrente da irradiacdo com UV-A em doses que variaram de 4 - 65 mW/cm?. (25,117)
Enquanto que, em mitocdndrias de figado de camundongo, ndo foram encontrados dados que
reportem alteracdes dos estados respiratorios nas condicdes experimentais adotadas neste estudo.
Embora a radiacdo no UV-A seja conhecida por causar oxidagdo de lipidios (118), o que poderia
levar a danos indiretos na respira¢cdo mitocondrial os resultados ndo indicam que as doses
oferecidas tenham potencial de oxidagao lipidica. Assim, os efeitos observados em mitocondrias,
de células HeLa e queratdcitos, podem ter relacdo com a diferente composic¢ao lipidica que as
mitocondrias podem apresentar para cada tipo de célula. (119) Além disso, a irradiacdo das
células podem induzir efeitos diversos daqueles observados em mitocondrias isoladas. Uma vez
que o ambiente celular pode oferecer outras condi¢des para a resposta mitocondrial, enquanto a

resposta de mitocondrias isoladas sao limitadas exclusivamente a sua estrutura, como organela.

5.3 Micro-ondas: efeitos em mitocondrias isoladas

5.3.1 Resultados - mitocondrias em meio de reagao

As amostras, de mitocondrias isoladas, foram irradiadas, com micro-ondas, em quatro
doses (0,056; 0,085; 0,113 ¢ 0,141 kJ/g). Sendo que as doses 0,085; 0,113 e 0,141 kJ/g apresentam
aumento da temperatura da amostra tratada, foi realizado também um estudo que investigou as
alteracdes, nos estados respiratérios mitocondriais, devido ao aumento de temperatura apenas por
inducdo térmica, ou seja, as amostras ndo foram irradiadas, mas sim aquecidas em banho-maria
até atingir a temperatura correspondente a dose de micro-ondas. Uma amostra controle, em
temperatura ambiente, foi também utilizada para fins de comparagdo. Assim, serd possivel
avaliar as diferencas das alteracdes causadas pelo efeito das micro-ondas e da temperatura,
separadamente. A Tabela 3 a seguir, apresenta a relagdo dose (micro-ondas, kJ/g) e temperatura
em °C. Complementarmente a Figura 49A mostra os dados para o CR, E3, E4 e ED normalizados

em relacdo ao controle.
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Tabela 3 — Relacdo dose x temperatura, irradiacdo com micro-ondas. Temperatura inicial de 25 +

0,5 °C.
Dose (kJ/g) Temperatura final (°C)
0,056 25,5+0,5
0,085 37,3+0,5
0,113 40,1 £0,5
0,141 443+ 0,5

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.2 Resultados - Micro-ondas
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Figura 31 — Estados respiratorios em funcdo da dose (kJ/g) para mitocondrias isoladas em meio
de reagdo. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em pmol s~ tmi L.
A) CR. B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenga de oligomicina. D)
Estado desacoplado induzido por CCCP. Para cada dose pelo menos 3 experimentos
independentes, em duplicatas, foram realizados. *valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A fim de investigar possiveis efeitos, em mitocondrias isoladas, devido a exposi¢ao ao
intervalo, da radiacdo eletromagnética, no espectro do micro-ondas, experimentos de respiracao
mitocondrial foram realizados. A Figura 31 apresenta o controle respiratdrio, Estado 3, Estado 4
e o estado acoplado, respectivamente no painel A, B, C e D. Para amostras irradiadas (barras

coloridas) e controles (barras cinzas).

5.3.3 Discussao - Micro-ondas

A Figura 31, apresenta alteracdes no controle respiratdrio, painel A, para amostras
irradiadas e controles, sdo observadas para as doses 0,085; 0,113 e 0,141 kJ/g, diminui¢des de
cerca de 30, 50 e 60%, respectivamente. O E3, painel B, apresenta diminuicdo significativa,
cerca de 40%, apenas em 0,141 kJ/g, em relacdo ao controle. O E4, painel C, apresenta aumento
significativo, cerca de 70 e 60% nas duas maiores doses 0,113 e 0,141 kJ/g respectivamente,
enquanto o estado desacoplado, painel D, apresenta diminui¢cao em todas as doses, contudo,
estatisticamente significativa apenas em 0,141 kJ/g, cerca de 70%. Vale destacar que todos
os efeitos apresentados sdo, em comparacdo com uma amostra controle ndo irradiada e que
permaneceu em temperatura constante de 25 °C antes do experimento no oxigrafo. Portanto,
todas as alteragdes se devem, provavelmente, ndo apenas devido irradiagdo com micro-ondas,
mas da combinag@o com o aumento da temperatura, como apresentado na Tabela 3. A diminui¢do
do CR, indica perda da viabilidade das fun¢des mitocondriais, como j4 discutido. Atrelado as
alteracdes do CR, temos que o E3 € menor apenas para a dose 0,141 kJ/g. Que, por sua vez,
pode apontar para a capacidades de fosforilagao oxidativa, em estado acoplado, ou seja tanto
a CTE e a ATPase estdo em atividade. Desta forma, quando o resultado tratado, comparada
ao controle, ndo apresentam valores proximos, pode indicar perda ou ganho da capacidade de
fosforilacdo. Neste caso, o E3 € menor em relagcdo ao controle, o que pode ser um indicativo de
menor capacidade de fosforilagdo oxidativa, que pode estar atrelado ao desacoplamento total
ou parcial dos estados respiratorios, vazamento de prétons, inchamento mitocondrial, entre
outros. Enquanto que o estado E4, € maior em relacdo ao controle, para as duas maiores doses
aplicadas, 0,113 e 0,141 kJ/g. O E4 pode indicar alteracdes no vazamento de prétons, de modo
que se o E4 estiver aumentado pode ser indicativo de perda (parcial) da capacidade de manter a
for¢a préton-motriz (FPM). (120) Os coeficientes de controle e eficiéncia, E-L, P-L. e UCR sao
apresentados na Figura 33. A eficiéncia de acoplamento (E-L), painel A, possui valores alterados
em relacdo ao controle, para as doses 0,085; 0,113 e 0,141 kJ/g. Cujo a diminui¢do da eficiéncia
de acoplamento indica que a amostra possui menor preservacao de acoplamento, o que € refletido
indiretamente no CR, que possui as mesmas trés doses alteradas, sdo todas menores em relacdo
ao controle. O controle de eficiéncia (P-L), pode ser indicativo de limitagdes do sistema de
fosforilagdo, decorrente de disfun¢des na CTE ou na ATPase. Os resultados apresentados no
painel B, mostram menor controle de eficiéncia para as doses 0,085; 0,113 € 0,141 kJ/g, quando

comparado ao controle. Indicando limita¢des no sistema de fosforilagdo oxidativa. O controle
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de desacoplamento, painel C, também apresenta diminui¢do em relagdo ao controle, para as
mesmas trés maiores doses (0,085; 0,113 e 0,141 kJ/g), indicando possiveis dissipacdo de energia
ao logo do sistema de fosforilacao. Estas disfungdes estao ligadas ao possivel desacoplamento
das mitocondrias nesta condicdo. Neste caso, podemos investigar qualitativamente o potencial
de membrana com experimento de inchamento mitocondrial, apresentados mais a frente. Em

resumo, os parametros E-L, P-L e UCR juntos, indicam que menos ATP € formado, e a produ¢do
de EROs € aumentada.
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Figura 32 — A) eficiéncia de acoplamento (E-L), indica perda da preservacdo de acoplamento da
transferéncia de elétrons para a fosforilacdo de ADP; B) controle de eficiéncia (P-L),
indica limitagao do sistema de fosforilagao oxidativa; C) controle de desacoplamento
(UCR), indica falhas no acoplamento mitocondrial, quanto maior o valor mais
acoplado € o sistema. Os parametros foram calculados a partir dos dados brutos dos
estados respiratdrios E3, E4 e ED. *valores significativos com p<0,05; **valores
significativos com p<0,001.

Fonte: Elaborada pela autora.

As taxas de decaimento do CR e do ED sdo apresentados na Figura 33. Em dados
normalizados em relacdo ao respectivo controle, podem indicar a relagdo entre dose e efeito.
Ambos os pardmetros estdo decaindo (quando comparados ao respectivo controle) a medida em
que a dose € aumentada. A taxa de decaimento, aproximadamente linear, para o CR € de -6,3 +
0,6, apresentado no painel A. Enquanto que a taxa de decaimento para o ED, painel B, € de -6,5

+ 0,9, observa-se que tanto o CR quanto o ED decaem, aproximadamente, com a mesma taxa.
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Figura 33 — Ajustes para CR e ED normalizados, irradiado/controle. A) Controle respiratorio
normalizado apresenta decaimento, aproximadamente linear, com taxa de -6,3 + 0,6.
B) Estado desacoplado apresenta decaimento, aproximadamente linear, de -6,5 +
0,9. O ajuste apresenta R? (fator de qualidade de ajuste) de 0,98 e 0,95.

5.3.4 Resultado - Inchamento

Fonte: Elaborada pela autora.

Medidas de absorbancia para amostras de mitocondrias irradiadas com micro-ondas,

em diferentes doses sdo apresentadas na Figura 34. Os controles estdo representados em linhas

tracejadas. As curvas irradiadas, linhas continuas, apontam maior decaimento em relagao aos
controles, onde d1=0,056; d2= 0,085, d3=0,113 e d4=0,141 kl/g.
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Inchamento - Micro-ondas
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Figura 34 — A) Dados de inchamento mitocondrial, em unidades arbitrarias. Para cada tempe-
ratura pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados.
Controle (linha tracejada verde escuro): mitocondria controle ndo irradiada; controle
+ CsA + Ca®* (linha tracejada verde claro): mitocondria controle na presenga do
inibidor CsA e de célcio; controle + Ca?* (linha tracejada laranja): controle na pre-
senca de cdlcio sem inibidor; controle irradiado (linha tracejada azul): mitocondria
irradiada com ou sem CsA na auséncia de célcio; controle irradiado (linha tracejada
cinza): mitocOndria irradiada com CsA na presenca de calcio (100 p ). d1=0,056;
d2= 0,085, d3=0,113 e d4=0,141 kJ/g

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.5 Discussao - Inchamento

O inchamento apresentado na Figura 34 aumenta em funcao da dose, de modo que ocorre
maior inchamento, quando comparado ao controle, especialmente para amostras irradiadas
com as doses d2= 0,085, d3=0,113 e d4=0,141 kJ/g. Quando comparados ao controle, o E4
foi aumentado nas mesmas doses. O aumento do E4 pode ter diferentes razdes (121), mas é
dirigido principalmente pelo vazamento de prétons para dentro da matriz. Enquanto o ED é
significativamente menor, em relacio ao controle, na maior dose 0,141 kJ/g, o que pode indicar

perda da forga protomotriz. Houve maior sensibilidade ao célcio para as maiores doses, enquanto
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que a menor dose, 0,056 kJ/g, possui menor sensibilidade ao cdlcio, também € a mesma dose
que ndo possui aumento da temperatura durante a irradiagdo. Observa-se ainda, correlagdo linear
entre dose e efeito, ou seja, quanto maior a dose maior € o inchamento na populacdo mitocondrial
estudada. O experimento de inchamento visa testar a capacidade, da organela, em regular a
passagem de cdlcio. Estudos demonstram que a passagem de cdlcio pelos canais especificos
dependem da preservagdo do potencial de membrana gerada pela CTE. (109-111) Ao passo que
o excesso de célcio, no meio externo a mitocondria, pode induzir a permeabilidade de transicao
mitocondrial. Como observado nos resultados dos estados respiratorios, a forca préton-motriz e
a preservacao da eficiéncia energética sdo prejudicadas devido a irradiagdo com micro-ondas
para as doses 0,085, 0,113 e 0,141 kJ/g, o que corresponde ao inchamento mitocondrial, na
presenca de cdlcio, observado para as mesmas doses. Os resultados de inchamento indicam,
portanto, que quanto maior a dose de micro-ondas aplicada, maior € a probabilidade da organela
liberar citocromo C, o que em condig¢des fisiologicas levaria a morte celular via mitocondrial,

por apoptose ou necrose. (116)

5.4 Temperatura: efeito em mitocondrias isoladas

5.4.1 Resultados - Temperatura

A fim de investigar efeitos causados na bioenergética mitocondrial, devido a alteracdes
térmicas, correspondentes a variacao de temperatura observada na irradiagdo com micro-ondas,
amostras de mitocondria incubada foram aquecidas e imediatamente depois dispostas no oxigrafo.
Os resultados do controle respiratério, Estado 3, Estado 4 e Estado desacoplado, respectivamente
no painel A, B, C e D, para amostras aquecidas em diferentes temperatura, 37, 44 e 50 °C, sdo
apresentados na Figura 33, com relagdo a amostras controles (sem variagdo de temperatura).
Complementarmente a Figura SOA mostra os dados para o CR, E3, E4 e ED normalizados em

relacdo ao controle.
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Figura 35 — Estados respiratérios em funcdo da temperatura (°C) para mitocondrias isoladas
em meio de reacdo. Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em
pmol s~ 'ml~!. A) CR. B) Estado 3, na presenga de ADP. C) Estado 4 na presenca
de oligomicina. D) Estado desacoplado induzido por CCCP. Para cada dose pelo
menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados. *valores
significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4.2 Discussoes - Temperatura

A Figura 35 apresenta, no painel A, o CR com variagdes significativas para as temperatu-
ras 40, 44 e 50 °C, sendo esta ultima, a temperatura padrdo no tratamento de ablacao hepatica por
micro-ondas (122). O CR decresce cerca de 20, 50 e 40% respectivamente. O E3, painel, B sofre
aumento significativo nas trés maiores temperatura, em cerca de 40, 50 e 48% respectivamente.
O E4, painel C, sofre aumento nas mesmas temperaturas, em cerca de 220, 250 e 300 %, quando
comparados ao controle. Enquanto que o ED, painel D, ndo apresenta variagcdes estatisticamente
significativas para nenhuma temperatura.

Como ja apresentado anteriormente, o E3 alterado estd diretamente relacionado a capacidade de

fosforilagao oxidativa, em alguns casos pode indicar aumento da capacidade de acoplamento.
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Diferentemente do E3, observado nos resultados para mitocondrias irradiadas com micro-ondas,
ndo apresentam aumento, mas sim dininui¢do em 0,141 kJ/g apenas. (123) Contudo, no caso de
mitocOndrias tratadas com calor, todos os estados indicam, que nessas condi¢des experimentais,
o aumento do E3 pode estar atrelado ao aumento das velocidades de reacdo devido a maior

atividade enzimatica do sistema, o que poderia indicar o aumento do E3. (124)

Além disso, o aumento do E3, no caso do tratamento térmico, ndo se deve pela maior
capacidade de acoplamento, mas sim pela perda dessa capacidade, pois O E4 € significativamente
aumentado, indicando possivel perda da forca proton-motriz. Este fato indicaria menor produgdo
energética em forma de ATP, como é mostrado no estudo térmico de mitocondrias de figado
de mamifero, por Muleme et al. com variagdes térmicas de 25-37 °C.(125) O parametro de
eficiéncia de acoplamento apresentado na Figura 37, painel A, apresenta significativa queda da
eficiéncia em fun¢do da temperatura. O controle de eficiéncia, painel B também apresenta queda
em funcdo da temperatura, € 0 mesmo se dd com o controle de desacoplamento. Assim, pode-se
afirmar que o aumento do E3 e do E4 sdo indicativos de perda da capacidade de fosforilagdo e
perda da eficiéncia de acoplamento.

O ED, por outro lado, ndo apresenta alteracdes significativas em nenhuma temperatura. Os
parametros E-L, P-L e UCR sao apresentados, na Figura 37, com o intuito de apresentar mais
informagdes acerca da eficiéncia de acoplamento e desacoplamento, em fun¢iao da temperatura.
No painel A, a eficiéncia de acoplamento diminui significativamente para 40, 44 e 50 °C.
Indicando perda da preservacdo do acoplamento na transferéncia de elétrons pela CTE. Enquanto
que no painel B, o controle de eficiéncia apresenta nas mesmas temperaturas citadas acima,
possivel limitac¢do de fosforilacao oxidativa devido ao préprio sistema de fosforilagao. O controle
de desacoplamento, UCR, apresentado no painel C, mostra possiveis falhas no acoplamento no
sistema de fosforilagdo.

A fim de comparar as taxas de decaimento e crescimento em comparagao com os resultados

apresentado para micro-ondas, a Figura 36 mostra o CR, E3 e E4 normalizados.

A taxa de decaimento do CR, ajustado por uma exponencial de decaimento, em fungao
da temperatura, painel A. Quando comparado ao CR em func¢do das doses de micro-ondas, o CR
normalizado devido a efeitos térmicos decai mais lentamente. O que indica menor impacto no CR
quando amostras sdo apenas aquecidas, nas mesmas temperaturas observadas nos experimentos
com micro-ondas. Diferentemente dos resultados obtidos para amostras irradiadas com micro-
ondas, onde o ED foi afetado e, descrito por uma reta, ndo sdo observadas alteracdes no ED
devido a variagdo térmica. Contudo, ha alteracdes no E3, painel B, de modo que a curva que
melhor ajusta os dados € uma exponencial de crescimento, seguido de uma regido de estagnagao.
E no E4, a curva que melhor ajusta os dados normalizados € uma polinomial de grau 2, onde

observa-se uma regido de crescimento (40 e 44 °C) seguido de um decrescimento (50 °C).
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Figura 36 — Ajustes para CR, E3 e E4 normalizados, irradiado/controle. A) Controle respiratdrio

normalizado apresenta decaimento exponencial. B) Estado 3 apresenta comporta-
mento de descimento e estagnagao, ajustado por uma exponencial de crescimento.
C) Estado 4 apresenta comportamento de crescimento e seguido de queda, ajustado
por polindmio de segundo grau. Os ajustes apresentam R? (fator de qualidade de
ajuste) de 0,94, 0,98 e 0,99 respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 37 — A) eficiéncia de acoplamento (E-L), indica perda da preservacdo do acoplamento da

transferéncia de elétrons para a fosforilacdo de ADP; B) controle de eficiéncia (P-L),
indica possiveis limitacdes impostas as reacdes de fosforilacdo oxidativa, decorrente
do sistema de fosforilagdo; C) controle de desacoplamento (UCR), indica falhas
no acoplamento mitocondrial, quanto maior o valor mais acoplado € o sistema. Os
parametros foram calculados a partir dos dados brutos dos estados respiratérios E3,
E4 e ED. *valores significativos com p<0,05; **valores significativos com p<0,001.

Fonte: Elaborada pela autora.

As alteragdes térmicas induzidas, em mitocOndrias, podem levar a variacdes nas veloci-

dades das reagdes quimicas que nela ocorrem, ex. transformagcdo de ADP em ATP, oxidacdo de

substratos, etc. O aumento da temperatura, pode levar a possiveis desnaturacio de proteinas, que
podem ser degradadas a partir de 40 °C. (126—128)

543

Resultado - inchamento
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Experimentos de inchamento mitocondrial foram realizados para amostras aquecidas
em quatro temperaturas, 37, 40, 44 e 50 °C. As curvas de absorbancia sdo apresentadas na
Figura 38. Os controles estio representados em linhas tracejadas. As curvas em linhas continuas,
indicam amostras em diferentes temperaturas. Observa-se maior decaimento em relacao aos
controles, a amostra aquecida na maior temperatura. Vale ressaltar que as amostras tratadas,
tiveram suas temperaturas elevadas, e ao atingir a variacio térmica desejada o aquecimento
¢ imediatamente cessado. O experimento de inchamento mitocondrial, portanto, € realizado
a temperatura ambiente. As variagdes que a Figura 38 apresenta, referem-se ao aquecimento

prévio, de modo que o experimento € iniciado quando as amostras retornaram a temperatura

ambiente.
Inchamento - Temperatura
1,00
~ R
< RN - T==T=ss ~ _ —=controle
= ~ < I controle + CsA + Ca*
~ N - RN controle + Ca**
g S o
S S~
o =~ = = T50°C+CsA +Ca®
@\l
Ve
(/5 2+
O T37°C + Ca
< T40°C + Ca”"
T44°C +Ca”"
0,80 T50°C + Ca”"
! | ! I ! | ! I ' |
0 200 400 600 800 1000

Tempo (s)

Figura 38 — A) Dados de inchamento mitocondrial, em unidades arbitrarias. Para cada tempe-
ratura pelo menos 3 experimentos independentes, em duplicatas, foram realizados.
Controle (linha tracejada verde claro): mitocondria controle ndo irradiada; controle
+ CsA + Ca?* (linha tracejada verde escuro): mitocdndria controle na presenca
do inibidor CsA e de cilcio; controle + Ca?* (linha tracejada vinho): controle na
presenga de célcio sem inibidor; controle tratado (linha tracejada azul): mitocondria
tratada com CsA e Ca?* (100 pM).

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4.4 Discussao - inchamento

O inchamento apresentado na Figura 38, aumenta em fun¢do da temperatura. De modo
que ocorre maior inchamento, quando comparado ao controle, para a amostra em 50 °C. Dife-
rentemente das alteracdes do ED para amostras irradiadas com micro-ondas, o ED em funcéo
do aumento de temperatura nao apresentou alteracdes significativas, quando comparados ao

controle.

Contudo, o E4, sofre aumento significativo em 40, 44 e 50 °C. Este aumento pode ter
diferentes razdes (121), mas € dirigido principalmente pelo vazamento de prétons para dentro
da matriz, o que parece ser corroborado pelo resultado de inchamento mitocondrial. (129)
Segundo Packer et al. o aumento da temperatura pode afetar diretamente o pH mitocondrial, e
levar a perda do potencial eletroquimico. (130) Os resultados de inchamento mostram maior
sensibilidade ao calcio nas mesmas temperaturas em que o E4 foi aumentado. Como ja discutido
anteriormente a abertura de poros (devido a presenca de cdlcio) estd diretamente ligada ao
processo de necrose ou apoptose celular via mitocondrial, através da liberacao de citocromo C.
Os resultados apresentados indicam que quanto maior a temperatura maior € a disposicao, da

organela, de liberar citocromo C.

5.5 Discussao geral

Em suma, a radiacao X foi capaz de estimular o E3, fosforilacio oxidativa, nas menores
doses aplicadas, apenas na condi¢do de irradiac@o no tecido hepético (figado). Mas nao alterou
0 E3 na condigdo "gota". O parametro de preservagdo de acoplamento (E-L), ndo foi alterado
para a condi¢do de irradiacdo "figado", mas foi estimulado na condicdo "gota". O controle de
eficiéncia (P-L), limitacao do sistema de fosforilagdo oxidativa, foi estimulado na condi¢ao
"figado"e nao apresentou alteracdes na condi¢do "gota". O controle de desacoplamento (UCR),
dissipagdo de energia, foi estimulado em ambas as condic¢des de irradiagdo. Os resultados de
inchamento mitocondrial apresentam que amostras irradiadas com baixas doses (0,10-1,00 Gy)
sa0 mais suscetiveis ao inchamento do que aquelas irradiadas com doses maiores 2,00; 5,00
e 10,00 Gy. O que pode ser um indicativo de perda da capacidade seletiva da MI. Contudo,
este efeito pode ser atenuado durante o experimento de respiragdo mitocondrial, devido a alta
atividade bioenergética que as organelas apresentam.

No ultravioleta, no espectro do UV-A ndo foram observadas alteragdes nos estados respiratorios
mitocondrial. Enquanto no UV-C observou-se inibicao da fosforilacdo oxidativa. A eficiéncia de
acoplamento decai proporcionalmente a dose de irradiagdo. O mesmo ocorre para os controles
de eficiéncia e desacoplamento, decaem linearmente com a dose. Os resultados de inchamento
mitocondrial indicam relagdo linear entre dose e permeabilizacdo da membrana interna, se
tornando mais suscetivel ao inchamento conforme a dose aumenta. O que corrobora com o E4,

de UV-C, que indica possiveis danos a MI em decorréncia da irradiacdo ultravioleta.
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No micro-ondas observa-se inibi¢do da fosforilagdao oxidativa. Enquanto que a eficiéncia de
acoplamento decai proporcionalmente a dose de irradiagc@o. Os controles de eficiéncia e desaco-
plamento também decrescem linearmente conforme a dose aumenta. Os resultados de inchamento
mitocondrial mostram que quanto maior a dose de micro-ondas, mais facilitada € a entrada de
dgua na matriz mitocondrial. Quando tratamos termicamente amostras de mitocondria incubadas,
verificou-se estimulagdo, proporcionalmente a temperatura, da fosforilacdo oxidativa. Mas, tanto
a eficiéncia de acoplamento quanto os controles de eficiéncia e desacoplamento decresceram a
medida que a temperatura aumenta. O Quadro 2 apresenta o resumo dos resultados obtidos para
a fosforilagdo oxidativa, eficiéncia de acoplamento e controles de eficiéncia e desacoplamento e

inchamento mitocondrial, correlacionando a radiacdo e sua respectiva energia média em eV.

Quadro 2 — Resumo de resultados obtidos para as radiacdes eletromagnéticas utilizadas e os
parametros de eficiéncia de acoplamento e controles de eficiéncia e desacoplamento.
Desempenho da fosforilagcdo oxidativa, FOX. +/-: apresentou uma dose (1,00 Gy) em
que o P-L e UCR € menor quando comparado ao controle. +: maior em relacao ao
controle. -: menor em relag@o ao controle. >: maior inchamento quando comparado
ao controle.

VE o e Eficiénciade Controle de Controle de
Radiacao/ Energiamédiado ‘el .
Abin e ats foton (eV) acoplamento eficiéncia desacoplamento FOX Inchamento
(L) ®-1) (UCR)
. . Estimulada/
Raio X (figado) Sem alteragdo +/- +/- inibida >
60 x 107
Raio X (gota) + Sem alteragdo & Sem alteragdo >
UV-A 3 Sem alteragdo Sem alteragdo Sem alteracdo Sem alteragio Sem alteragdo
uv-C 5 - - - Inibida =
Micro-ondas 1x10°5 « - - Inibida >
Temperatura - - - - Estimulada >

Fonte: Elaborada pela autora.

No que diz respeito a viabilidade mitocondrial, os resultados indicaram melhora, em
mitocOndrias irradiadas, para doses menores de 1 Gy, em ambas as condi¢des de irradiagdo com
raios X. Enquanto apresenta queda de 15% apenas na condi¢do de irradiagdo "figado". Para
doses superiores a 1 Gy, ndo ha alteracdes na viabilidade mitocondrial em ambas as condi¢des
de irradiacdo. Mitocondrias irradiadas por ondas longas de ultravioleta, UV-A, ndo apresentaram
alteracdo, em nenhuma dose estudada, para a viabilidade mitocondrial. Enquanto que, para
mitocondrias irradiadas com ondas curtas, UV-C, produziu decrescimento da viabilidade a
medida em que a dose aumentou. O mesmo é observado para mitocondrias isoladas, irradiadas
por micro-ondas ou tratadas termicamente, contudo a uma taxa menor quando comparada ao
decrescimento da viabilidade mitocondrial observada no UV-C. A Figura 39 esquematiza o

comportamento da viabilidade mitocondrial em fun¢ao da radiacdo eletromagnética.
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RaioX Uv-C UV-A Micro-ondas

A\VAVAV/

controle

—
(=]
1

2
=

T

Radiagdo eletromagnética

Viabilidade mitocondrial
(CR)

Figura 39 — Esquematizagdo da resposta bioenergética mitocondrial (CR, linha vermelha), com
relagc@o ao controle (linha tracejada verde) em funcao da radiagdo eletromagnética.

Fonte: Elaborada pela autora.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Conclusoes

Diferentes intervalos da radiacdo eletromagnética apresentam distintos valores de energia
associados ao comprimento de onda, e consequentemente podem levar a diferentes efeitos em
sistemas bioldgicos. Os objetivos deste estudo perpassaram pela andlise dos efeitos bioenergéti-
cos em mitocondrias isoladas de figado de camundongo, referentes aos trés estados respiratdrios
mitocondriais: E3, E4 e ED. A resposta entre dose (tratamento) e efeito (na respira¢cdo) imediata-
mente ap0s a irradiacdo, foram avaliados. Quando mitocondrias foram irradiadas com radiacdo X,
em duas condic¢des distintas, observou-se alteracdes bioenergéticas, especialmente em baixas do-
ses (0,10 - 0,50 Gy). Os parametros de E-L e UCR indicaram, tanto para mitocondrias irradiadas
no figado, quanto para mitocondrias irradiadas apos o isolamento, maior acoplamento € menor
dissipacdo de energia. Além disso, os experimentos de inchamento mitocondrial apresentaram
maior sensibilidade ao célcio em amostras irradiadas nas menores doses. As alteragdes dos
estados respiratdrios estudados nao apresentam relagdo direta entre dose (Gy - de radiagdo X) e

efeito seja no CR, ou nos estados respiratorios.

Para mitocondrias incubadas em meio de reacdo com substratos, irradiadas com UV-C,
observou-se alteragdes significativas nos estados respiratérios, indicando perda da capacidade
bioenergética mitocondrial. Os parametros E-L, P-L e UCR indicaram perda da eficiéncia de
acoplamento, limitacdo da fosforilacdo oxidativa imposta pelo sistema e aumento da dissipacao
de energia. Os experimentos de inchamento mitocondrial indicaram possiveis danos na MI, e
consequentemente perda da permeabilidade seletiva. A resposta entre dose e efeito, nessas condi-
¢oOes, se mostram linearmente relacionadas, especialmente no CR. Diferentemente dos efeitos
observado em UV-C, amostras irradiadas,com UV-A, nas mesmas condi¢des ndo apresentaram

alteragdes estatisticamente significativas em nenhuma dose.

Mitocondrias incubadas nas mesmas condicdes que as apresentadas em UV-C e UV-A,
irradiadas com micro-ondas apresentaram aumento da temperatura nas trés maiores doses (0,085;
0,113 e 0,141 kJ/g). Em decorréncia da radiacdo no micro-ondas e do aumento da temperatura,
observou-se queda expressiva do CR em funcio da dose, bem como perda da eficiéncia de
acoplamento, limitacdo da fosforilacao oxidativa imposta pelo sistema e aumento da dissipacdo
de energia, apresentados pelos parametros (E-L, P-L e UCR, respectivamente). Os experimentos
de inchamento indicaram possiveis danos na MI. A resposta entre dose e efeito, nessas condicdes,
se mostraram linearmente relacionadas. Finalmente, uma breve investigacdo dos efeitos térmicos,
para fins de comparacdo com os dados obtidos em irradiagdo com micro-ondas, indicou que os

efeitos exclusivamente térmicos sdo diferentes daqueles observados em micro-ondas.

Especialmente no ED, onde ndo sofreu alteracao estatisticamente significativa em ne-
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nhuma temperatura. Quando comparadas, as taxas de decaimento do CR normalizado, entre os
efeitos térmicos e efeitos devido a radiacdo no micro-ondas, temos que a taxa devido aos efeitos
térmicos, decaiu muito mais rapidamente que a taxa devido aos efeitos das micro-ondas. Podendo
ser um indicativo de menor perda das capacidades bioenergéticas das amostras irradiadas com
micro-ondas, quando comparadas as amostras aquecidas. Observou-se também uma resposta
linear entre temperatura e efeito, tanto nos estados respiratérios 3 e 4, quanto no CR.

Em resumo, este estudo pode contribuir para a ampliacdo do entendimento acerca dos efeitos
causados pelo raio X, ultravioleta e micro-ondas na bioenergética de mitocondrias isoladas.
Podendo, no futuro, levar a otimizacao da radioterapia, da fototerapia por UV e da terapia de
ablag@o por micro-ondas, uma vez que sdo conhecidas as alteracdes na viabilidade mitocondrial,

determinadas sistematicamente para doses equivalentes aquelas empregadas nas terapias citadas.

6.2 Perspectivas

A partir deste estudo € possivel aplicar diversas abordagens para investigar mais detalha-
damente quais elementos, na organela, sofrem maior interagdo com as radiagcdes eletromagnéticas.
As membranas mitocondriais (interna e externa) podem ser a chave para uma melhor investigaciao
dos efeitos eletromagnéticos. Medidas do potencial de membrana, permitiria calcular a energia
livre contida nas mitocOndrias tratadas em comparacdo com o controle. Além disso, a atividade
enzimdtica de cada um dos complexos, bem como o uso de rotinas de respiragdo mitocondrial
mais completas, por exemplo, com o uso de citocromo c, e/ou substratos do CII poderiam enrique-
cer o estudo e complementé-lo, levando a uma maior compreensao dos efeitos observados nestes
espectros da radiacdo eletromagnética. Outra abordagem possivel € a investigacdo em cultura de
célula ou em bidpsia, cuja condi¢do poderia incluir respostas combinadas, decorrentes do meio
celular e as mitocOndrias. Além disso, a partir dos resultados deste estudo para a interacado de
mitocOndrias e a radiagdo X pode-se avancgar na aplica¢cdo e no entendimento da radio-fototerapia
em baixas doses no tratamento de tumores internos e a importancia das mitocondrias neste tipo

de terapia.
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APENDICE A - APENDICES

A.1 Dose: Raio X

Foi introduzida, em 1950, a grandeza para determinar a dose em radioterapia, medida
em unidades de rad (radiation absorbed dose), sendo que 1 rad equivale a 10~2 J/kg. (131)
E uma grandeza calculada como D = dFE,;,/dm, onde dE,; é a energia média depositada em
um volume elementar de massa dm. Esta grandeza € aplicada para qualquer meio, qualquer
geometria de irradiagc@o e qualquer tipo de radiacdo. Contudo, ocorreu sua substitui¢ao pelo gray
(Gy), de modo que 1 Gy equivale a 100 rad. (132) Deste modo é comum que equipamentos
médicos indiquem doses em cGy, tal como o XRAD precision, que oferece a dose indicada pelo
usudrio baseado na calibracdo realizada, no ar, antes da irradiagdo. E a partir dos dados coletados
na cabibracao, voltagem e amperagem de funcionamento do equipamento a dose absorvida é
calculada. (94)

A.2  Dose: Ultravioleta
A.2.1 Irradiancia UV: integracdo da curva

Nesta dissertacdo adotou-se como subdivisdes da radiagc@o no ultravioleta aquela disposta
pela ICI (International Commission on Illumination) que define o intervalo UV-A entre 315 a
380 nm (onda longa); UV-B entre 280 a 315 nm (onda média) e UV-C entre 100 a 280 nm
(onda curta). (133) Os espectros das lampadas foram medidos, por um espectroradiometro Ocean
Optics, com uma fibra 6ptica da mesma empresa, para comprimentos de onda de 180-890 nm.
A fibra 6ptica foi posicionada fomando-se um angulo de 90° com a superficie da lampada
a uma distancia de 0,8 cm, distancia entre a ldmpada e amostra. Os dados s@o medidos em
intensidade (I, unidades arbitrarias) por comprimento de onda (A, nm). Os espectros obtidos sdo
apresentados na Figura 40, tanto para a lampada caracterizada como UV-A quanto para a lampada
de UV-C sdo observados picos no vermelho e infravermelho, bem como nos comprimentos de
onda que compreendem o verde e o azul. Contudo, nota-se ainda picos caracteristicos, de maior

intensidade, para cada uma das lampadas, painel A, em 371 nm e painel B, em 255 nm.
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Figura 40 — Espectros das lampadas de UV. A) Espectro lampada UV-A, Puritec HNS G5
(Itdlia) modelo G4T5/OF RG3. B) Espectro lampada UV-C, UV-BRAVO modelo
(FATS/BL). Intensidade (uni. arbitrérias) por comprimento de onda (nm). As lampa-
das apresentam picos que se encontram na regido do azul, verde, e no infravermelho
e vermelho. Os picos de maior intensidade caracterizam as lampadas, A) UV-A: 371
nm e B) UV-C: 255 nm.

Fonte: Elaborada pela autora.

A irradiancia de cada lampada foi calculada a partir integracdo dos espectros normali-

zados (area abaixo do grafico em relacao a linha de base construida) foi realizada no software
Origin Lab. A irradiincia total calculada para UV-A foi de 12,6 P/cm? e para UV-C foi de 9,0

P/cm?, assim s@o apresentadas as doses calculadas na tabela 4. Onde P = mW = 1mJ/s.

Tabela 4 — Célculos de dose de UV, integral dos picos do espectro. Doses adotadas no estudo.

Tempo de exposi¢cdo (s) Dose UV-A (mW/cm?2) Dose UV-C (mW/cm?)

5 31,5+0,1 22,5+0,1
10 63,0+ 0,1 45,0+0,1
15 94,5+0,1 67,5+0,1
20 126,0 = 0,1 90,0 £0,1
120 756,0 = 0,1 -

Fonte: Elaborada pela autora.

A.2.2 Irradiancia UV: medidor de poténcia

Além disso, para fim de comparagdo com o método anterior, a fim de determinar a irradi-

ancia das lampadas, a poténcia (mW) emitida pelas lampadas foram medidas, com o medidor de

poténcia LabMax™-TOP LaserPower/Energy Meter usando como input os comprimentos de

onda caracteristicos de cada lampada, UV-A em 371 nm e UV-C em 255 nm. A partir da poténcia

medida pelo power meter, foram calculados os valores para irradidncia em mW/cm?2, a partir da

area do detector, 4,52 cm?, temos, portanto as irradiancias: 12,56 e 10,21 P/cm?2 para UV-A e
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UV-C, respectivamente. Considerou-se ainda que a distancia entre o porta amostra (cubeta de
quartzo) usado no experimento e a fonte de luz, é de 0,8 cm, sendo assim o detector do medidor
de poténcia foi posicionado a mesma distancia da lampada. O valor obtido, de irradiancia, para
UV-A ¢ aproximadamente igual aquele obtido na integracao do espectro. Contudo, o valor
obtido para UV-C € cerca de 13% maior em relacdo ao valor calculado pelo método anterior.
Considerando que nao se trata de um laser (com comprimento de onda pontual e bem definido),
mas sim uma lampada cujo espectro contempla varios picos, com diferentes comprimentos de
onda, o input de comprimeto de onda fornecido ao equipamento nio gerou uma boa aproximagao
para a medida de poténcia. Assim as doses calculadas a partir do método de integracdo foram

adotadas neste estudo.

Tabela 5 — Célculos de dose de UV, a partir dos dados do medidor de poténcia.
Tempo de exposi¢do (s) Dose UV-A (mW/cm?) Dose UV-C (mW/cm?)

5 27,8 +0,3 25,5+0,2
10 55,6 £0,5 51,0+0,5
15 83,4+0,8 76,6 £0,8
20 111 £1 102+1
120 667 £ 1 -

Fonte: Elaborada pela autora.

A.3 Dose: Micro-ondas

Existem na literatura vérios trabalhos voltados para o estudo da interagdo do micro-
ondas com tecidos bioldgicos, e diferentes estimativas de dose, neste espectro da radiacao
eletromagnética, em diferentes tecidos sdo realizadas. (97) Estudos mais recentes investigam
a dose absorvida por usudrios (134) de forno micro-ondas, bem como efeitos biolégicos das
micro-ondas em proteinas. (135) A partir de alguns desses estudos, apresentados na literatura,
optou-se pela estimativa de dose de radiacao de micro-ondas. (136) Estimamos a dose para 2ml
de amostras de mitocondrias isoladas incubadas em cubeta de vidro, posicionada no centro do
forno micro-ondas. Considerando a frequéncia padrao de 2450 MHz de operacdo do equipamento.
Desde modo, calculamos a poténcia de eficiéncia nominal (53%) que resultou em 564 W. Como
ajustamos a poténcia para 10%, temos que a poténcia nominal entregue é de 56,4 W. Finalmente,

podemos usar a relagdo de dose de radiacdo:

D=

P,
(1) (A1)

Onde,
P, € a poténcia nominal, do equipamento
m, massa da amostra em gramas (g)

t, tempo de exposi¢ao em segundos (s)
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Convertendo a poténcia nominal usada para 0,0564 kW, temos as doses calculadas em

funcdo do tempo de exposicdo, apresentada na tabela 6. A dose € dada em kJ/g = kW-s/g

Tabela 6 — Estimativa para doses de micro-ondas.

Tempo de exposicdo (s) Dose Micro-ondas (kJ/g)

2 0,056 + 0,001
3 0,085 + 0,001
4 0,113 + 0,001
5 0,141 + 0,001

Fonte: Elaborada pela autora.

A.4 Resultados complementares: Raio X - mitocondrias
A.4.1 Raio X - figado

Os dados brutos para o CR, E3, E4 e ED podem também ser normalizados pelo respectivo
controle. A Figura 41 apresenta os dados normalizados onde facilmente identifica-se a variacdo

e a tendéncia obtidadas devido a irradiacdo nas diferentes doses apresentadas no eixo x.

A L CR - Figado B Estado 3 - Figado

5
He
i

=}
*
—
ful i

CR normalizado (irrad./controle)
S 2 e
= (=2 o

e
()
L

=2
=)

0,25 0,50 1,00 2,00 500 10,00 0,25 0,50 1,00 2,00 500 10,00
Dose (Gy) Dose (Gy)

C Estado 4 - Figado D Estado Desacoplado - Figado

*

025 050 1,00 2,00 500 10,00 025 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00
Dose (Gy) Dose (Gy)

Figura 41 — Dados normalizados em funcao da dose. O CR e os estados E3, E4 e desacoplado
(ED) foram normalizados em relacio aos respectivos controles. A) CR. B) Estado 3,
na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado
induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A eficiéncia de acoplamento (E-L), Figura 42, calculada ndo apresentou alteracdes
estatisticamente significativas, ou seja, quando o resultado irradiado € comparado ao respectivo

controle ndo sdo observadas alteracdes na preservacao de acoplamento entre a CTE e a ATPase.

Eficiéncia de acoplamento - Raio X (figado)

[ ]Controle

0,95 jp =(E-LYE

Q%?*Iﬁ%l@!ii@-

Eficiéncia de acoplamento (E-L)

0,45 I I I I I I I I I I I I
0,25 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00

Dose (Gy)

Figura 42 — Eficiéncia de acoplamento (E-L) calculado a partir dos dados brutos de ED e E4. O
teste One-Way ANOVA foi aplicado para todos os resultados com distribui¢do normal,
e nenhum resultado irradiado apresentou diferengas estatisticamente significativas
quando comparado ao respectivo controle.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A.4.2 Raio X -’gota’

A Figura 43 apresenta os dados normalizados onde facilmente identifica-se a variacdo e

a tendéncia obtidadas devido a irradiacdo nas diferentes doses apresentadas no €ixo X.

A CR - 'gota' B Estado 3 - 'gota’
1.4
1.8
) o
< 1,64 * ¥ 2
2 * =
£ 144 ]
&1 oy g
2 1.2 k=
o <
=}
'g 1.0 £
o
T 081 %
S 0,61 S
: £
< 0,44 2
o~ cn
T 024 25
0,0 T T T T T T T
0.10 025 0.50 1.00 2.00 5.00 10.00 0.10 025 050 1.00 2.00 500 10.00
Dose (Gy) Dose (Gy)
Estado 4 - 'gota Estado Desacoplado - 'gota’
C D 14

o
1
)
N

=
%
L
=)
N

o
%
L

5
=N
1

b
S
1

E4 normalizado (irrad./controle)
oY
L
£

ED normalizado (irrad./controle)

.
to
L
=
[
1

=2
=)
!
=
=)
I

0.10 025 050 1.00 2.00 5.00 10.00 0.10 025 050 1.00 200 500 10.00
Dose (Gy) Dose (Gy)

Figura 43 — Dados normalizados em fun¢do da dose. O CR e os estados E3, E4 e desacoplado
(ED) foram normalizados em relacdo aos respectivos controles. A) CR. B) Estado 3,
na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado
induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

O controle de eficiéncia (P-L), Figura 44, ndo sofreu alteragdes siginificativas, portanto o
a capacidade de fosforilacao oxidativa do sistema ndo € limitada pela CTE quando acoplada a
ATPase, o que aponta para preservacao das funcdes mitocondriais.
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Controle de eficiéncia - Raio X ('gota’)

[ ]Controle

Jp . =(P-L)/P

: %g? iEI g@!

0,0 I I I I I | I I I I I I | I
0,10 0,25 0,50 1,00 2,00 5,00 10,00

Dose (Gy)

A\
\\

=
(O8]
1

Controle de eficiéncia (P-L)
o =
b ~

=
—
1

Figura 44 — Controle de eficiéncia (P-L) calculado a partir dos dados brutos de E4 e ED. O teste
One-Way ANOVA foi aplicado para todos os resultados com distribui¢ao normal,
e nenhum resultado irradiado apresentou diferengas estatisticamente significativas
quando comparado ao respectivo controle.

Fonte: Elaborada pela autora.

A.5 Resultados complementares: UV - mitocondrias
A.5.1 Irradiador de Ultravioleta (foto)

A Figura 45 mostra a foto do irradiador ultilizado neste estudo. As lampadas de UV-C e
UV-A sao facilmente intercambiaveis, mantendo-se a distincia entre a fonte de luz e a cubeta

que contém a amostra.
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Figura 45 — Foto do equipamento (irradiador) de ultravioleta.

Fonte: Elaborada pela autora.

A.5.2 UV-A em meio de reacdo

A Figura 46A, apresenta o resultado obtido para meio de incubacio irradiado com UV-A,
em diferentes doses (31,5; 126,0 e 756,0 mW/cm?). Nao sdo observadas alteracoes, estatistica-
mente significativas, mesmo em 756,0 mW/cm?2. A energia caracteristica do comprimento de
onda do UV-A (371 nm), € em média aproximadamente 3,3 eV. Diante desses resultados, ha
indicativos de que esta energia foi insuficiente para promover ioniza¢do ou danos nas moléculas
que compde o meio de reacdo. A dgua liquida, molécula mais abundante do meio, possui energia
de ligacdo de aproximadamente 12 ev. Assim, ndo sdo identificados, como indica o resultado,

efeitos indiretos do meio de reacao na respira¢do mitocondrial.
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Figura 46 — Estados respiratérios em funcdo da dose (mW/cm?2) para meio de reacdo irradiado.
Os estados E3, E4 e desacoplado (ED) foram medidos em (pmol/sml). A) CR.
B) Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D)
Estado desacoplado induzido por CCCP. Para cada dose pelo menos 3 experimentos
independentes, em duplicatas, foram realizados. Nao foram identificadas alteragdes
estatisticamente significativas em nenhuma dose aplicada.

Fonte: Elaborada pela autora.

A.6 UV-C: Absorbancia vs. Concentracao de mitocondria

As lampadas de UV utilizadas neste estudo, apresentam um espectro com picos que

variam do azul ao infra-vermelho. Contudo, numa aproximagao, foram realizadas medidas de

absorbancia de solugdes de mitocondrias isoladas (em meio de reacdo com substratos de CI)

em 255 nm (UV-C), para determinarmos a quantidade de luz que € absorvida (ou espalhada)

pela amostra, em temperatura ambiente. A Figura 47A apresenta o resultado de absorbancia em

funcdo da concentracio de mitocondria isolada. E possivel obervar que mesmo em 0,125 mg/ml

pouca luz € capaz de atravessar a amostra. Contudo, os resultados de respiragdo e inchamento

mitocondrial para amostras irradiadas com UV-C demonstram que a luz, neste espectro, € capaz

de interagir com a amostra de modo a causar danos bioenergéticos, proporcionalmente a dose.
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Absorbancia (255 nm) vs. [mt]

—0— Abs./[mt]
12 Ajuste
R?=0,98
~ 10+ °
<
2
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w
w
N
2 67
<
4
2 I I I I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

[mt] (mg/ml)

Figura 47 — Valores de absorbancia medidos em 255 nm, em cubeta de quartzo (largura de 1 cm)
em meio de reacao com substratos de CI, o valor absorvido pela cubeta + meio de
reacdo + substratos (0,2 unidades arbitrarias), foi subtraido dos dados apresentados.
A amostra apresenta um limite de concentracio para a qual a luz, praticamente, niao
atravessa mais a amostra, em 1 mg/ml, apontado pela seta pontilhada no grifico, a
partir deste ponto quase toda luz incidente € absorvida ou espalhada pela amostra.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A.6.1 UV-C em meio de reacdo

A Figura 48 apresenta os dados normalizados onde facilmente identifica-se a variacdo e

a tendéncia obtidadas devido a irradiagdo nas diferentes doses apresentadas no eixo X.
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2,0 * * 1.0

= wn
| L
N o
[=) oo
| L

=g
wn
!

E4 normalizado (irrad./controle)
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Dose (mW/cm?) Dose (mW/cm?)

Figura 48 — Dados normalizados em fun¢ao da dose. O CR e os estados E3, E4 e desacoplado
(ED) foram normalizados em relacdo aos respectivos controles. A) CR. B) Estado 3,
na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado
induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05; ** valores significativos
com p<0,001.

Fonte: Elaborada pela autora.

A.7 Resultados complementares: Micro-ondas - mitocondrias

A Figura 49 apresenta os dados normalizados onde facilmente identifica-se a variacao e

a tendéncia obtidadas devido a irradiac@o nas diferentes doses apresentadas no eixo X.
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Figura 49 — Dados normalizados em funcdo da dose. O CR e os estados E3, E4 e desacoplado
(ED) foram normalizados em relacdo aos respectivos controles. A) CR. B) Estado 3,
na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D) Estado desacoplado
induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05; ** valores significativos
com p<0,001.

Fonte: Elaborada pela autora.

A.7.1 Resultados complementares: Temperatura - mitocondrias

A Figura 50 apresenta os dados normalizados onde facilmente identifica-se a variacdo e
a tendéncia obtidadas devido ao aumento da temperatura nas diferentes doses apresentadas no

eixo X.
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Figura 50 — Dados normalizados em funcao da temperatura. O CR e os estados E3, E4 e desa-
coplado (ED) foram normalizados em relacao aos respectivos controles. A) CR. B)
Estado 3, na presenca de ADP. C) Estado 4 na presenca de oligomicina. D) Estado
desacoplado induzido por CCCP. * valores significativos com p<0,05; ** valores
significativos com p<0,001.

Fonte: Elaborada pela autora.

A.8 Anilise estatistica
A.8.1 Teste de normalidade dos dados: Shapiro - Wilk

A fim de avaliar se uma amostra tem distribui¢io Normal. O teste de Shapiro - Wilk
pode ser utilizado para amostras de qualquer tamanho. Pode ser calculado a partir da igualdade

relacionada abaixo:

W — ( ?:101'%’)2 (A.2)

i (yi — y)?
Onde,
Y1, ---, Yn: ordenamento decrescente do universo amostral

n: tamanho da amostra
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ai, ..., a,: sdo calculados como a solucdo do vetor dos valores esperados das estatisticas de 6rdem
da amostra e V a matriz de covariancias dessas estatisticas. O p-valor deste teste é calculado

exatamente para n = 3.

A.8.2 Teste One-Way ANOVA

A andlise estatistica, para dados com distribui¢do aproximadamente normal, se deu pelo
teste F. O teste F € feito através de uma analise de variancia, que separa a variabilidade devido aos
‘tratamentos’, da variabilidade residual, ou seja, devido ao acaso. (137) Para realizar a andlise de

variancia, primeiramente calculou-se a seguinte sequéncia: 1. Determinac¢do do grau de liberdade

* os graus de liberdade (gl) dos grupos: (k-1)
* ¢l do total: n-1.

* gl dos residuos: (n-1) - (k-1) =n - k.

2.1. Valor de correcdo (c) dado pela razdo do total geral ao quadrado e o numero de

dados, )
by
o= (Z2) (A.3)
n
Onde,
x: média total dos dados
n: nimero de dados
2.2. Soma do quadrado total (SQT)
SQT = Yz% — ¢ (A4)
2.3. Soma do Quadrado do Total de cada repeticao (SQTr)
»(T?)
SQTr = —c (A.5)
r
Onde,
T: total de tratamentos
r: soma das repeti¢cdes
2.4 Soma dos Quadrados dos Residuos (SQR)
SQR =85QT — SQTr (A.6)

2.5 Quadrado médio do Total de cada repeti¢io (QMTr)
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SQTr
k—1

2.6 Quadrado médio do Total do Residuo (QMR)

QMTr = (A7)

SQR

MR =
@ n—=k

(A.8)

2.7 Calcular o valor de F
_ QMTr

- QMR

(A.9)

3. Finalmente, pode-se comparar o F calculado com o valor dado na tabela de F, ao nivel
de significancia estabelecido, observando os k-1 graus de liberdade no numerador e os n-k graus

de liberdade no denominador.

A.8.3 Teste Mann-Whitney - U

O teste U de Mann-Whitney ordena os resultados de todos os sujeitos em ambas as situa-
¢oes como se fossem apenas um conjunto simples de resultados. Apds realizado o ordenamento
global de todos os resultados € apresentado em Ordens; e Ordens,. Sdo adicionados ordens
totais para o grupo, € grupo. separadamente. Quanto menor for U mais significativas serdo as

diferencas entre as ordens das duas situagdes. (138)

Ng(n, +1)

U= n1no 9

- T, (A.10)

Onde,
n1: ndmero de sujeitos do grupo 1
n9: nimero de sujeitos do grupo 2
T,.: maior total de ordens

N_: nimero de sujeitos do grupo com maior total de ordens

A.9 Protocolos
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RECEITA DOS MEIOS

pH ajustadocom KOH

As amostras foram preparadas seguindo este protocolo, em temperatura
ambiente (25°C). Os insumos s&o devidamente pesados e dissolvidos em &gua Milli-Q, e
ficam cerca de 20 minutos em agitacdo magnética ou até a completa homogeneizagdo. O
pH é ajustado com uma solugdo estoque de KOH (0,5M), com auxilio de um phmetro
devidamente calibrado. O meio de reagdo é preparado e fracionado em tubos plasticos 50
ml, que sdo congelados por até 2 meses. Os meios de isolamento (1, 11 e 111) sdo preparados
um dia antes do experimento, colocados em garrafas de vidro devidamente esterilizadas
e refrigerados a4 °C, e mantidos para uso por até 5 dias. Os volumes sdo calculados em
funcdo da frequéncia de experimentos. Vale destacar que toda a vidraria ou objeto que
entre em contato direto com os meios sdo lavados apenas com agua e alcool (70%), e

autoclavados quinzenalmente.

Meiodereagao pH72
Insumo/PM (g/mol)
Sacarose (342,30)
KCI (74,56)
HEPES (238,30)
K2HPO4 (228,22)
MgCl2 (203,30)

Meiol-pH7.2

Insumo/PM (g/mol)
Sacarose (342,30)
HEPES (238,30)
EGTA (380,35)

Meioll - pH7.2
Insumo/PM (g/mol)
Sacarose (342,30)
HEPES (238,30)
EGTA (380,35)

Meiolll - pH7.2
Insumo/PM (g/mol)
Sacarose (342,30)
HEPES (238,30)

[(mM]
125
65
10

[(mM]
250
10
0,5

(mM]
250
10
0,3

[mM]
250
10
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PROTOCOLO DE ISOLAMENTO

Este protocolo contém informagdes para realizar
o isolamento de mitocondrias a partir do figado
de camundongo, sem o uso de anestésicos.

EUTANASIA

Temperatura ambiente: 25°C | Tempo estimado:
1 minuto

Em uma gaiola de apoio, limpa e com pouca
serragem, colocar apenas um animal. Devolver
imediatamente os demais animais para o
alojamento. Na gaiola de apoio, segurar o
camundongo pela base da cauda e aguardar o
momento em que o pescoco estard o mais
esticado possivel, com rapidez readlizar o
deslocamento com o copo ou outra ferramenta,
afastando a cabeca do tronco sem gerar danos
visiveis ou sangramento. A morte do animal deve
ser instant@nea. Verificar se a eutandsia foi
realizada com sucesso para gue o proximo Passo
possa ser executado.

EXTRACAO DO ORGAO

Temperatura dasala: 20 °C | Tempo estimado:
40-60 segundos

Com o auxilio de uma tesoura e uma pinca
regular, segurar a pele e a regido do térax par
acessar a cavidade. Cortar perpendicular
com a tesoura, as costelas, abrindo esp
segurar o figado com a pinca Collin e com a
tesoura desconectar os tfecidos de adesdo com

a cavidade. Uma vez livre o figado pode ser
apoiado em uma superficie limpa para retirada
davesicula,emseguidao orgdo dev e ser pesado—
e imediatamente imerso em 20-25 ml de meio | &
~10 °C para seguir o procedimento de
homogeneizacdo.

HOMOGENEIZACAO
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Temperatura da sala: 20 °C | Tempo estimado: 2
minutos

Apdsimerso em ~ 20-25 ml de meiﬁm

um tubo falcon (limpo), o figado dev e ser picado
com uma tesoura, até que os pedacos tenham
cercade 1-2 milimetros. Neste processo deve-se
frocar o meio |, por 3x, refirando o excesso de
sangue. Depois de picado o figado deve ser
transferido para o tubo de vidro proprio para o
pistdo do homogeneizador, que deve estar em
gelo. O pistdo deve girar a uma velocidade de
30-35 rpm. Subir e descer o tubo de 7-9 vezes e
entdo transferir o homogenato para um tubo

falcon limpo. \

NA CENTRIFUGA

figado homogeneizado em meio |, ~ 20-25l >
10 minutos & 800 g.

2° centif.. Transferir sobrenadante  da
centrifugacdo anterior para umnov o tubo falcon
limpo. Balancear, se necessdriocommeio | - 10
minutos & 7700 g.

3° centkif.: Descartar sobrenadante e com
cuidado (evitando codgulos de sangue) desfazer
o pellet em 100ul de meio Il. Transferir o
concentrado para ~20-25 ml de meio |l disposto
em um novo tubo falcon (limpo)=> 10 minutos &
7700 g.

Coletando a amostra: Apds a  Ultima
centrifugacdo, com cuidado (evitando possiveis
codgulos de sangue), lavar 3x o pellet com meio
[1l. Em seguida, diluir o pelletem 100 pl
e transferir para umeppendorf identificado.
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PROTOCOLO INCHAMAMENTO

Este protocolo contém informagdes para realizar o experimento de inchamento mitocondrial
induzido porcalcio, para duas amostras: tratada e controle. O experimento é realizado em leitor
de placa — espectrofotometro.

1. MATERIAL

Além dasamostras, sdo necessarios: meio de reagdo (ver protocolo de receitas), solugdo de
CacCl, , solugdo estoque de ciclosropina A (CsA), solugdes estoque de glutamato e malato.

2. CONCETRACOES
CaCly: [ lfina = 25a100mM, CsA: [ Jfinar = 1uM, glutamato: [ ]fing; = 5 mM e malato:
[]final =2,5mM

3. QUANTIDADES E VOLUMES

O volume de meio de reagdo, mitocéndriaisolada, célcio e CsA devem ser calculados a partirda
seguinte relacdo de volume, por pogo:

VOlumefinal =200u = Vimeiode reagio — Vint isotada = Vea?+ — Vesa

O meiodereacgdo jacontém5 mM glutamato e 2,5 mM malato.

4. CONTROLES E TRATADOS
Na placa de 96 pogos

A fim de obter resultados compardveis com diferentes controles, as seguintes combinac¢des sdo

utilizadas:
Col.1e2 | Amostra | Ca?* | CsA 1 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 )

controle - - A ......‘...
B controle - + B ..........
© controle + + c ..........
D controle + = D ..........
E | tratado - - E 000000000
F | tratado  + |+ F Q000000000
G | tratadol [ T ¢ 000000000
Al UL * H Q000000000

5. PARAMETROS PARA LEITURA

No software da Thermo Scientific Multiskan GO Microplate, na fungao kinetics, aplicar
intervalos de leituras entre 10-20 segundos, com agitagdo (intensidade média), comprimento
de onda deleituraem 540 nm, a 25 °C. Tempo de leituratotal de 15 minutos.
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1I| > “; BT i COMISSAO DE ETICA

DE SAO PAULO
‘ Instituto de Fisica de Sao Carlos SRl St AN

Sao Carlos, 17 de marco de 2022
CEUA N 8604100921

IImo(a). Sr(a).

Responsavel: Aline Sanches Perez

Area: Grupo De éptica / Fcm

Vanderlei Salvador Bagnato (orientador)

Titulo da proposta: "Efeitos da radiacdo eletromagnética na bioenergética de mitocondrias isoladas de figado de camundongo".

Parecer Consubstanciado da Comisséao de Etica no Uso de Animais IFSC

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Instituto de Fisica de Sao Carlos - Universidade de Sao Paulo, no cumprimento das suas
atribuicdes, analisou e APROVOU a Emenda (versdo de 04/margo/2022) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "No periodo de seis meses, metade dos animais aprovados pelo comité foram utilizados e
geraram resultados satisfatérios. Contudo, devido ao surgimento de novas doses e parametros relevantes a serem analisados no
projeto, serao necessarios mais animais. A quantidade de animais que serdo necessarios para a realizacao da segunda etapa do
projeto estd relacionada aos parametros/doses. Para cada grupo subdividido pelas radiacées eletromagnéticas havera o grupo
irradiado com trés doses distintas e um grupo controle (subgrupos), para cada subgrupo, experimentos de estimativa de
concentracdo, respiracao, inchamento mitocondrial e analise estrutural serdo realizados. Assim, estimasse um ndmero de 12
animais por grupo, e somando-se a repeticdo dos experimentos tem-se que serao necessarios 150 (cento e cinquenta) animais
para o projeto.".

Comentdrio da CEUA: "Apds apreciagdo por parte dos relatores da CEUA/IFSC e na auséncia de objegdes, a solicitagdo foi aprovada
ad referendum pelo Presidente da Comissdo.".

Prof. Dr. Fernando Fernandes Paiva Profa. Dra. Ana Paula Ulian de Araujo
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Fisica de Sao Carlos - Universidade de Sao Paulo Instituto de Fisica de Sao Carlos - Universidade de Sao Paulo

Av. Trabalhador Sao-Carlense, 400 - Pg. Arnold Schimdt, CEP: 13566-590 - Sao Carlos/SP. - tel: 55 (16) 3373-6673 / fax: ---
Horério de atendimento: 22 a 62 das 08h as 12h e 13h30 as 17h30 : e-mail: ceua@ifsc.usp.br
CEUA N 8604100921
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