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RESUMO

LEMOS, D.E.C.V., Efeito da juliprosopina na bioenergética mitocondrial. Patos,
UFCG, 2011.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da Juliprosopina, alcaléide derivado da
planta Prosopis juliflora, bastante comum no nordeste brasileiro que causa intoxica¢ao
em bovinos, na bioenergética mitocondrial utilizando mitocondrias de figado de rato. As
vagens de Algaroba (Prosopis juliflora) foram coletadas no municipio de Patos-PB e, a
juliprosopina foi isolada no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da UFPB
partindo de trinta quilos das vagens da planta. A fracdo de alcaldides totais passou por
uma coluna de Sephadex e foram reunidas e aplicadas em uma placa preparativa de
silica gel 20x20cm para isolamento. O composto foi identificado através da andlise de
Ressonincia Magnética Nuclear H! e C'®. A bioenergética mitocondrial foi avaliada no
Laboratério de Bioquimica da UNESP/Dracena-SP. Foram utilizados ratos Wistar
machos com peso de aproximadamente 200g e para isolamento das mitocondrias os
animais foram eutanasiados por decaptacdo sob anestesia com éter etilico e o figado
retirado, homogeneizado e centrifugado a velocidades diferentes. Na bioenergética
foram avaliados os parametros de respiracdo mitocondrial, potencial de membrana e
sintese de ATP. As concentra¢des de juliprosopina utilizadas foram 5, 10, 25 e 50 uM.
A juliprosopina apresentou um aumento significativo no consumo de oxigénio, no
estado IV da respiracdo mitocondrial a partir da concentracao de 25 uM. O potencial da
membrana mitocondrial sofreu uma reducdo significativa na mesma faixa de
concentracdo. O alcaléide também inibiu significativamente a sintese de ATP, no
entanto, esse efeito foi observado a partir da adicdo de 10 pM. Os resultados indicam
que o alcaléide juliprosopina apresenta a¢dao desacopladora, levando assim a diminui¢do
na sintese de ATP pelas mitocondrias, o que pode estar associado a sua toxicidade.
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ABSTRACT

LEMOS, D.E.C.V., Effect of juliprosopine at mitochondrial bioenergetics. Patos,
UFCG, 2011.

The objective of this work was to evaluate the effect of juliprosopina, an alkaloid from
Prosopis juliflora, common plant from Brazilian Northeast that causes outbreaks in
cattle using rat liver mitochondria for bioenergetics tests. Thirty kilogram of Prosopis
Jjuliflora pods were collected in Patos — PB and the juliprosopina were isolated at
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) from UFPB where a total alkaloid
fraction went through a Sephadex column and fractions were united and put in a silica
card 20X20 cm for extraction. The main compound was identified by Nuclear Magnetic
Resonance H! and C'’. Mitochondrial bioenergetics was assessed at Bioquemistry
Laboratory at UNESP/Dracena-SP. Male, 200g, Wistar rats were used for mitochondrial
isolation. The animals were euthanized by decapitation under ethylic ether anesthesia.
Rat liver were taken, homogenized and centrifuged under different speeds.
Mitochondrial respiration, membrane potential and ATP synthesis were assessed.
Juliprosopine was tested at 5, 10, 25 and 50 uM. The alkaloid raised oxygen
consumption at state IV of mitochondrial respiration in 25 pM. Membrane potential was
decreased at same concentration. The alkaloids inhibit ATP synthesis in 10 pM
concentration. Results show that juliprosopine uncouples and decreases ATP synthesis
which might be connected to its toxicity.
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1 INTRODUCAO

As intoxicagdes por plantas em animais de producdo no Brasil sdo conhecidas
desde que os portugueses introduziram as primeiras cabecas de gado em pastagens
naturais da regido (TOKARNIA et al., 2000). As perdas econdmicas ocasionadas pelas
intoxicacOes por plantas podem ser definidas como diretas ou indiretas. As perdas
diretas sdo causadas pelas mortes de animais, diminui¢cdo dos indices reprodutivos
(abortos, infertilidade, malformagdes), redu¢do da produtividade nos animais
sobreviventes e outras alteragdes devidas a doengas transitorias, enfermidades
subclinicas com diminuicdo da produgdo de leite, carne ou 13, e aumento a
susceptibilidade a outras doencas devido a depressdo imunolédgica. As perdas indiretas
incluem os custos de controlar as plantas téxicas nas pastagens, as medidas de manejo
para evitar as intoxicagcdes como a utilizacdo de cercas e o pastoreio alternativo, a
redugdo do valor da forragem devido ao atraso na sua utilizagdo, a reducdo do valor da
terra, a compra de gado para substituir os animais mortos, e os gastos associados ao
diagndstico das intoxicacdes e ao tratamento dos animais afetados (JAMES, 1994;
RIET-CORREA et al., 1993; RIET-CORREA & MEDEIROS, 2001).

O ndmero de plantas conhecidas como tdxicas para animais de producdo
aumenta anualmente e atualmente somam pelo menos 122 espécies, pertencentes a 71
géneros. Entre elas 15 afetam o sistema nervoso de ruminantes e 4 de equinos. Podemos
citar a Solanum fastigiatum var. fastigiatum, Ipomoea carnea subs. fistulosa, Ipomoea
riedellii, Ipomoea sericophyla, Ipomoea asarifolia, Turbina cordata, Marsdenia spp.,
Ricinus communis e Prosopis juliflora como sendo as mais comuns (RIET-CORREA
et al., 2009).

Na regido semidrida brasileira encontra-se Prosopis juliflora, conhecida
vulgarmente como algaroba ou algarobeira. Devido sua boa aclimagdo, hoje esta
difundida em todos os estados nordestinos onde se adaptou bem ao clima seco. Suas
vagens sdo produzidas durante os meses de Outubro, Novembro e Dezembro que devido
a combinacdo de baixo custo, alta palatabilidade e valor nutricional, sdo usadas na
alimentacdo de bovinos, ovinos, caprinos, suinos, frangos e coelhos. As vagens sdo
utilizadas, também, para consumo humano através de paes, biscoitos, geléias e doces
(RAVIKALA et al., 1995; SILVA et al., 2002a,b; TABOSA et al., 2004; MAHGOUB
et al., 2005a,b; STEIN et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a bioenergética mitocondrial com um
alcaloide isolado da Prosopis juliflora, a juliprosopina, para tentar comprovar a atuagao
deste no processo patoldgico da intoxicagdo ajudando, assim, a esclarecer a lesdo
caracteristica da doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Prosopis juliflora

Introduzida no Brasil na década de 40, a Algaroba é um arbusto da familia
Leguminosae, subfamilia Mimosoideae, que chega atingir de 8 a 12 metros de altura e
comeca a produzir vagens a partir do segundo ano. Foi introduzida no Brasil, no estado
de Pernambuco, proveniente do Peru (AZEVEDO, 1961). Vem sendo usada como
suplemento ou parte integrante de racdes, na alimentacdo de diversas espécies de
animais domésticos (CAMARA, 2009). Concentra seu valor nutritivo nas vagens,
constituindo-se rica fonte de carboidratos e proteinas com valor energético bruto
comparavel ao milho (STEIN, 2005). Silva et al (2002) sugere que a producgao brasileira
de vagem de algaroba seja superior a 1 milhdo de toneladas com rendimento bruto do
produto “in natura” superior a 12 milhdes de ddlares e que toda essa producdo estd
concentrada apenas na regido Nordeste brasileira.

Nobre (1982) atribuiu ao uso de vagem de algaroba triturada, a maior producdo de
leite de vacas em substituicdo de até 60% ao farelo de trigo, na dieta de vacas em
lactacdo. Silva et al (1982) observaram desempenho semelhante de ganho de peso de
bovinos de corte em confinamento alimentados com até 100% de vagens de algaroba
triturada em substituicdo ao farelo de trigo. Stein (2005) sugere que o farelo de vagem
de algaroba pode substituir o milho desintegrado com palha e sabugo, em dieta para
equinos em confinamento, sem afetar o consumo de matéria seca e energia digestivel e
os coeficientes de matéria organica, proteina bruta e hemicelulose. J4 Silva (2002a)
avaliando a conversdo alimentar de codornas japonesas com farelo de algaroba sugeriu
que até 15% de inclusao na dieta ndo causa alteragdes no desempenho.

A planta foi extensamente cultivada no semidrido e atualmente estima-se que
uma 4drea de 150 mil hectares esteja ocupada pela algarobeira, e suas vagens podem
resultar toxicas para bovinos e caprinos (TABOSA et al., 2004, 2006) quando os
animais tem acesso a grande quantidade delas. A intoxicagdo por Prosopis juliflora foi
descrita nos Estados Unidos (DOLLAHITE, 1957, 1964) e no Peru (BACA, 1966). No
Brasil foi reportada no Rio Grande do Norte (SILVA et. al., 2006), Pernambuco
(CAMARA et al., 2009) e Paraiba (SILVA et al., 2006; ASSIS et al., 2010). Assis et al
(2010) relatou trés casos de intoxicagdo em bovinos e outros trés em caprinos.

Esta doenca é vulgarmente conhecida como “mau da cara torta”, devido ao
desvio lateral da cabeca, posicdo que o animal adota para manter o alimento na boca
durante a mastigacdo ou ruminagdo. Outros sinais caracteristicos da doenca sdo atrofia
do masseter, protrusdo de lingua, relaxamento da mandibula, salivagdo profusa,
disfagia, lambedura continua das narinas e dificuldade de apreensdao de alimentos.
Observa-se, também, inquietacdo, atonia ruminal, anemia, edema submandibular e
emagrecimento progressivo (KINGSBURY, 1964; FIGUEIREDO et al., 1996; RIET-
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CORREA et al., 2002, 2003; TABOSA et al., 2004, 2006). Assis et al (2010) relata
ruminacdo prolongada, frequente e com um barulho caracteristico ocasionado pela
batidas dos dentes. Coloracdo amarelada ou esbranquicada do musculo masseter é
observada macroscopicamente e atrofia neurogénica e substituicdo de fibras musculares
por tecido fibroso ou gorduroso nos musculos masseter, bucinador, temporal e
pterigéideo medial, sdo observadas microscopicamente (ASSIS et al., 2010). Figueiredo
et al (1996), reproduziu experimentalmente a intoxicacdo em bovinos mediante o
fornecimento, durante seis meses, de racdo que continha 50% e 100% de vagens de
algaroba enquanto Tabosa et al (2006) obtiveram a intoxicacdo em bovinos apoés
ingestdo de dietas com 50% e 75% das vagens durante 45-75 dias. Os caprinos sdo mais
resistentes e t€ém que ingerir concentracdes de 60-90% de vagens na alimentacio por um
periodo de aproximadamente 210 dias para apresentar sinais clinicos (TABOSA et al.,
2000). Ja os ovinos ndo se intoxicaram apds receber vagens de algaroba a 70-100% da
alimentacdo por um ano (LIMA et al., 2004).

Todos esses sinais sdo devidos a disfun¢do dos nervos cranianos, principalmente
devido a degeneracdo e desaparecimento dos neurdnios do nicleo motor do trigémio
(TABOSA et al., 2006). Essa degeneracdo caracteriza-se por fina vacuolizacdo do
pericario dos neur6nios, que assumem aspecto espumoso com dissolucdo da substincia
de Nissl com degeneracao axonal (RIET-CORREA et al., 2003; TABOSA et al., 2006).
Na microscopia eletronica, os neurdnios dos nucleos do trigémeo apresentam marcante
aumento de volume das mitocOndrias, com a crista mitocondrial deslocada
perifericamente, desintegrada e apresentando vacuolos (TABOSA et al., 2006). Tabosa
(2000a) trabalhando experimentalmente com caprinos encontrou uma degeneracdo
Walleriana do nervo trig€mio e atrofia por denervacdo dos musculos da mastigacao.
Nos casos severos de aumento de tamanho, a mitocOndria se transforma em vacuolos
estruturais que contribuem na aparéncia vacuolar dos neurdnios (TABOSA et. al.,
2006). Tabosa et al (2000) isolou da Prosopis juliflora um alcaléide do nucleo
piperidinico que posteriormente foi denominado juliprosopina, sendo este 0 componente
majoritario presente na planta.

2.2 ALCALOIDES

A maioria dos principios ativos encontrados nos extratos vegetais, de modo geral é
proveniente de uma variedade de metabdlitos secunddrios que conferem as plantas,
entre outras fungdes protecdo a herbivoria, infec¢des por microrganismos € aos raios
UV. Podemos destacar nessa classe de metabdlitos secunddrios os alcaldides, que se
encontram distribuidos em plantas Angiospermas.

Os alcaldides desenvolvem miuiltiplas atividades farmacoldgicas em vdrios sistemas
do organismo, como por exemplo, no sistema nervoso pode ter atividade depressiva ou
estimulante, podem ter atividade anestésica, antitumoral, antibacteriana, entre outras
(BRUNETON, 1999).
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Apds o surgimento de técnicas eletrOnicas, ocorreu um avango na elucidacdo das
estruturas, e recentemente foi feito uma analise em um banco de dados NAPRALERT,
indicando 26.900 estruturas de alcaldides conhecidas de fontes variadas, que foram
isoladas a partir de 150.000 produtos naturais caracterizados, onde deste total, 21.120
foram isolados de plantas (CORDELL, et al., 2001).

Quimicamente os alcal6ides tém baixo peso molecular, com carater basico com um
ou mais dtomos de nitrogénio em um sistema ciclico (HARBORNE, 1984). Formam um
grupo heterogénio podendo ser classificado como pirrolizidinicos, piperidinicos,
piridinicos, quinoléicos, isoquinoléicos, indélicos, imidazdlicos, e quinolizidinicos.

Seu metabolismo deriva da glicose onde sdo formados praticamente todos os
metabdlitos primarios e secundarios. Quando a glicose é convertida em moléculas de
acido pirdvico, estas seguem por duas vias diferentes. Uma das vias € através do 4cido
chiquimico onde forma os metabdlitos secundérios aromaticos (alcaldides inddlicos,
quindlicos, isoquindlicos, ligninas, etc.). € a outra por meio das moléculas de piruvato
que continuam sendo oxidadas até a formacdo de Acetil Coenzima A (Acetil Co-A),
onde seguem trés vias diferentes: via do 4cido citrico, via do mevalonato e via da
condensacdo do acetato, formando os chamados derivados de acetato. Entrando na via
do 4cido citrico serdo formados os alcaldides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos,
piperidinicos e quinolizidinicos. A via do mevalonato origina os terpenos e esterdis, ja a
condensacdo do acetato origina as acetogeninas (VICKERY & VICKERY, 1981).

2.3 MITOCONDRIAS

As mitocOndrias ndo tem tamanho fixo mas, geralmente sdo descritas como
estruturas cilindricas e alongadas com dimensdes de 3 a 4 yum de comprimento e
aproximadamente 1 pm de didmetro (SCHEFFLER, 2008). Sdo as organelas mais
presentes nas células dos animais. Contém seu proprio DNA e RNA e estdo diretamente
ligadas a regulacdo de vdrias funcdes celulares dependentes de energia, como
metabolismo intermedidrio, regulacdao idnica, motilidade e proliferacao celular
(PERDESEN, 1999).

Palade em 1952 e Sjostrand em 1956 foram os primeiros a descrever a organiza¢ao
interna da mitocondria em um sistema duplo de membranas onde existem trés classes de
compartimentos: a membrana externa e interna, o espago intermembranar € a matriz
mitocondrial. A membrana externa é permedvel a maior parte dos ions e moléculas
pequenas. J4 a membrana interna € impermedvel a quase todos os fons e moléculas
polares incluindo o hidrogénio e contém uma alta porcentagem de proteina (DAUM,
1985; NICHOLLS, 1982). Esta tem a funcdo de mediar e regular o transporte de
metabodlitos. Na membrana interna também, encontra-se o sistema transportador de
elétrons (cadeia respiratéria), o sistema de fosforilagdio (ATP sintase) e os
transportadores dos intermedidrios das vias metabdlicas, que incluem enzimas
mitocondriais. A matriz mitocondrial contém enzimas, principalmente as pertencentes
ao Ciclo de Krebs, da B-oxidacdo de 4dcidos graxos e o DNA mitocondrial. O espago
intermembranar possui proteinas com funcdes importantes no metabolismo energético
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como o citocromo c, creatina-quinase e a adenilato-quinase (FREY & MANNELLA,
2000).

As células animais utilizam quase 90% de ATP proveniente da cadeia
respiratéria mitocondrial e transforma energia redutora em um potencial de prétons
transmembranar (MITCHELL, 1961). A respiracdo celular ocorre em trés estdgios. No
primeiro as moléculas de carboidratos, proteinas e lipideos, tem seu metabolismo
degradativo convergido em Acetil-CoA. No segundo estdgio, esse grupo acetil é
consumido durante o ciclo de Krebs, sendo oxidados totalmente a CO, acompanhado da
redu¢do de grande quantidade de coenzimas oxidadas NAD* e FAD gerando os
transportadores de elétrons reduzidos NADH e FADH No terceiro estigio a
mitocOndria remove os elétrons oriundos dessas coenzimas reduzidas (NADH e
FADH) e os transfere para oxigénio molecular reduzindo-o a H>O, por meio de
complexos respiratorios especializados I, II, III e IV, localizados nas cristas da
membrana mitocondrial interna. Durante esse processo de transferéncia de elétrons, uma
grande quantidade de energia € liberada e conservada na forma de ATP, por meio da
fosforilagdo oxidativa, que acontece no complexo V.

A fosforilacdo oxidativa pode ser inibida ou desacoplada em alguns estagios do
processo. Quando utilizado um inibidor, a mitocondria nao utiliza algumas coenzimas
reduzidas como substrato, mas o fluxo nio é impedido, mas se mitocondrias respirando
ativamente forem expostas a um inibidor da ATP sintase, cessa de operar a cadeia de
transporte de elétrons, mostrando que o transporte de elétrons e a sintese de ATP estdo
firmemente acoplados (BERG et al., 2004). Esse firme acoplamento pode ser rompido
por substancias que causam desacoplamento. Esses desacopladores estimulam a
respiracdo no estado 4 ou basal minimizando a produ¢do de ATP mitocondrial, agem na
forca préton-motriz que € dissipada na presencga destes compostos mas o transporte de
elétrons segue normalmente pela cadeia respiratoria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE VAGENS DE ALGAROBA

Foram coletados trinta quilos de vagens de Prosopis juliflora no municipio de
Patos — PB, trituradas e colocadas em uma estufa de ar circulante a 50° C por 72 horas
no Centro de Sadde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG).

3.2 EXTRACAO DO ALCALOIDE

As amostras de Prosopis juliflora foram transferidas para o Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), onde foi
realizada a extracdo do alcaldide de P. juliflora de acordo com metodologia descrita por
Tabosa et al (2000).

As vagens secas e trituradas foram maceradas com etanol a 95%, temperatura
ambiente, por 72 horas. Esse processo foi repetido por trés vezes. Em seguida, o
material foi concentrado a vdcuo, em rota-evaporador com temperatura de
aproximadamente 50°C, e obtido uma substincia viscosa castanho-escuro, pesando 1,8
kg, denominada Extrato Etandlico Bruto (EEB).

Uma solugdo de 4cido cloridrico a 3% foi adicionada ao EEB, o qual foi agitado
e filtrado em celite, fornecendo uma parte insolivel que foi descartada por ndo
apresentar positividade para alcaldides no teste de Dragendorff. Posteriormente a
solucdo aquosa dcida foi extraida vérias vezes com cloroférmio, a fase aquosa acida
desengordurada foi alcalinizada, a frio, com uma solu¢do de hidréxido de amonia até
pH 8,0. A fase cloroférmica obtida em pH alcalino depois de seca com Na>SO4 anidro
foi denominada Fracdo dos Alcaldides Totais (FAT), pesando 4g.

Virias tentativas para purificacdo da FAT se mostraram infrutiferas como a
aplicacdo em placas preparativas em gel de silica. Entdo foi feita uma coluna em
Sephadex e as fracOes foram agregadas de acordo com o peso molecular. As fragdes de
nimero 7 a 10 foram reunidas e aplicadas sobre uma coluna preparativa de silica em gel
20 x 20 e eluidas com uma mistura de cloroférmio:metanol:dietilamina (80:20:1), onde
cinco faixas foram separadas e feito teste de C'*> e H'. A terceira faixa se mostrou o
alcaléide principal denominado juliprosopina, semelhante ao descrito por Tabosa et al
2000.

3.3 TESTES NAS MITOCONDRIAS

O teste na bioenergética mitocondrial foi realizado na Universidade Estadual
Paulista (UNESP), na cidade de Dracena — SP.

Para os testes nas mitocOndrias foram utilizados ratos Wistar, machos onde
foram anestesiados com éter e eutanasiados por decaptacdo em guilhotina, o figado foi
retirado, picotado em uma solucdo de 50ml contendo 250mM de sacarose, ImM de
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EGTA e 10mM de HEPES-KOH e pH 7,2. Os fragmentos foram lavados no mesmo
meio e homogeneizado trés vezes por 15 segundos com intervalos de 1 minuto em
homogeneizador tipo Potter-Elvehjen. A suspensao foi centrifugada por 5 minutos a 770
g 2 4°C e o sobrenadante resultante foi centrifugado a 9.800 g por 10 minutos a 4°C. O
sedimento foi ressuspenso com 10ml de meio contendo 250mM de sacarose, 0,3mM de
EGTA e 10mM de HEPES-KOH, pH 7,2 e centrifugado a 4.500 g por 15 minutos a
4°C. O sedimento mitocondrial foi suspenso com 1 ml de meio contendo 250mM de
sacarose ¢ 10mM de HEPES-KOH, pH 7,2. Os ensaios foram realizados dentro de um
periodo méaximo de 3 horas.

A respiracdo mitocondrial foi determinada pelo monitoramento do consumo de
oxigénio utilizando um eletrodo medidor de oxigénio tipo Clark. As mitocondrias (1mg
de proteina/mL) foram incubadas em uma camara termostdtica fechada sob agitagdo em
um meio composto por 125 mM de sacarose, 65 mM de KCI, 10 mM de K,HPOq4, 0,5
mM de EGTA e 10 mM de HEPES-KOH, pH 7,4, volume final de 1 mL a 30°C. Foram
utilizados os substratos glutamato (5 mM) e malato (5 mM) ou succinato (5 mM) e
rotenona (2,5 mM). As velocidades de consumo foram determinadas pelo software
Strahkelvin Oxygen 782 System (versdo 3.0, 2005) e expressas em nmol Oz min™!. mg
de proteina’!

O potencial de membrana mitocondrial (2 mg de proteina/mL) foi determinado
espectrofluorimetricamente no meio contendo 125 mM de sacarose, 65 mM de KCl, 0,5
mM de EGTA, 10 mM de HEPES-KOH, pH 7,4 e volume final de 2 mL, com o
indicador safranina-O (4 uM). As mitocondrias foram energizadas com glutamato (5
mM) e malato (5 mM) ou com succinato (5 mM) e rotenona (2,5 mM) e a variacdo de
fluorescéncia foi avaliada utilizando-se um espectrofluorimetro modelo RFPC 5301
(Shimadzu, Tokyo, Japao), nos comprimentos de onda 505 e 535 nm para excitacdo e
emissdo, respectivamente. Os resultados foram expressos em porcentagem em relagdo a
fluorescéncia das mitocondrias controles.

A sintese de ATP foi determinada pelo método de quimioluminescéncia
utilizando o sistema luciferina-luciferase de vaga-lume por meio de um kit
Bioluminescent Assay Kit Sigma (St. Louis, MO, USA) em um aparelho Luminémetro
modelo Sirius I (Berthold Detection Systems, Pforzheim, Alemanha). Previamente a
suspensdo de mitocondrias foi tratada nas condi¢des de respiragdo com succinato (5
mM) e rotenona (2,5 pM) e centrifugada 9.000 g por 5 minutos, a 4°C. O sedimento
obtido foi tratado com 1 mL de &cido percloracético 1 M gelado e novamente
centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. Foram aliquotados 100 pL de cada
amostra e as mesmas foram neutralizadas com KOH 2 M. Em seguida foi adicionado
Tris-HC1 100 mM, pH 7,8, sendo as amostras centrifugadas a 12.000 g, por 12 minutos
a 4°C, e os sobrenadantes resultantes foram avaliados, em triplicata, no Lumindmetro
seguindo as recomendagdes do fabricante do kit.

A juliprosopina foi utilizada nos testes na concentracdo de 5, 10, 25 e 50 uM.
Cada teste foi realizado trés vezes com diferentes preparacdes mitocondriais.
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Respiracao mitocondrial:
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A juliprosopina induziu um aumento significativo no consumo de oxigénio no

estado IV da respiracdo mitocondrial a partir da concentracio de 25 uM (Fig. 1)
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Fig. 1- Efeito da juliprosopina no estado IV da respiragdo mitocondrial conforme descrito em

Material e Métodos. (*P<0,05; **P<0,01)

O estimulo da respiracdo do estado IV foi comprovado mesmo na presenca da
oligomicina, tanto em mitocondrias energizadas com glutamato e malato como nas

energizadas com succinato (resultados ndo apresentados).

Potencial de Membrana

O potencial de membrana mitocondrial foi reduzido significativamente a partir

da concentragdo de 25 uM (Fig. 2).
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Fig. 2 - Efeito da juliprosopina no potencial de membrana mitocondrial conforme descrito em
Material e Métodos. (**P<0,01)

Ocorreu uma inibicdo do potencial de membrana, ha uma dissipacdo desse
potencial. Os resultados seguem a mesma linha dos obtidos na respiracdo mitocondrial,
quando as concentracdes de 25 e 50 uM apresentatam significancia.

Sintese de ATP:

Os efeitos do alcaldéide na concentragdo mitocondrial de ATP também foram
avaliados. Comprovando os resultados obtidos com a respiragdo mitocondrial e o
potencial de membrana, a juliprosopina inibiu significativamente a sintese de ATP, no
entanto, esse efeito foi observado a partir da adi¢do de 10 uM (Fig. 3).
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Fig. 3- Efeito da juliprosopina na sintese de ATP pelas mitocondrias conforme descrito em
Material e Métodos. (*P<0,05)
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5 DISCUSSAO

A disfungdo mitocondrial € um mecanismo patogénico fundamental de vadrias
toxicidades significantes em mamiferos (AMACHER, 2005). A diminui¢do dos niveis
de ATP € descrito na literatura como uma das formas para desenvolvimento da morte
celular por necrose (NICOTERA et al., 1998; WOJTCZAK, 2002; WALLACE, 2000;
STARKOYV, 2000). Com o objetivo de avaliar a influéncia da mitocondria nos achados
histolégicos e ultraestruturais descritos por Tabosa et al (2006), foram feitos testes na
bioenergética de mitocondrias isoladas de figado de rato. De acordo Tabosa et al (2000),
a juliprosopina € o composto principal da Prosopis juliflora por ser encontrada em
maior quantidade na planta. A partir dai, estudo feito por Tabosa et al (2006), a
mitocondria apresentou uma vacuolizagdo observada microscopicamente e
ultraestruturalmente, sendo esta, a causa desse estudo. A juliprosopina demonstrou ter
significante efeito na respiracdo mitocondrial, estimulando o estado IV nas
concentracdes de 25 e 50 uM. O estimulo da respiracdo no estado IV foi comprovado
mesmo na presenca da oligomicina (composto inibidor da ATP sintase), pois na
presenca da oligomicina as mitocondrias param de fosforilar ADP em ATP e logo apds
a administracao de juliprosopina elas voltam a consumir oxigénio porém, sem realizar o
processo de fosforilagdo, indicando assim a a¢cdo desacopladora da juliprosopina. Esse
estimulo ocorreu tanto em mitocondrias energizadas com glutamato mais malato como
com succinato, substratos para o transporte de elétrons a partir do complexo I e II,
respectivamente. Este alcaldide também ndo inibiu a acdo do CCCP (desacoplador
classico da fosforilacdo oxidativa), indicando que ele ndo atua como inibidor da cadeia
respiratdria.

A dissipagdo do potencial de membrana também ocorreu nas concentracdes de 25 e
50 puM, transportando protons para dentro da matriz mitocondrial sem passar pelo
complexo V da cadeia respiratéria. Achado esse consistente com os encontrados na
sintese de ATP, onde a juliprosopina inibiu a sintese do mesmo a partir da concentracao
de 10 uM, comprovando assim sua ac¢ao desacopladora.

A conservacdo da energia acoplada a respiracdo na forma de ATP é a mais
importante fun¢do mitocondrial (SKULACHEV, 1999). A dissipacdo do potencial de
membrana e a diminuicdo do conteiido de ATP podem resultar em efeitos téxicos (WU
et al., 1990). Além da sintese de ATP ser dependente da integridade da membrana a sua
diminui¢do pode estar envolvida com efeitos téxicos que induzem a um desbalango
funcional.

O presente estudo mostra que a juliprosopina € potencialmente téxica para a
bioenergética mitocondrial, mostrando em particular que a sintese de ATP ¢ afetada por
meio do desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, gerando assim uma permeabilizacdao
da membrana interna mitocondrial aos prétons, que por sua vez dissipa o potencial de
membrana e afeta a respiragdo mitocondrial. Essa permeabilizacdo da membrana interna
mitocondrial afetando o acoplamento do transporte de elétrons com a sintese de ATP
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(onde o produto final do complexo IV € H>0O) e o retorno de prétons para a matriz
mitocondrial sem passar pelo complexo V, podem ser responsdveis pela dilatacdo
mitocondrial que ocorre na intoxicacdo por vagens de Prosopis juliflora.
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6 CONCLUSAO

A juliprosopina é uma substincia desacopladora da fosforilagdo oxidativa
interferindo assim na sintese de ATP e desta forma, desbalanceando o fluxo de entrada e
saida de eletrons pela membrana levando, provavelmente, a uma vacuolizacdao
mitocondrial.
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