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INT RODUÇÃO

Os efeitos de compostos fenotiazínicos (PTZ) sôbre as pro­
priedades respiratórias da célula foram investigados, de início, por 
A llenby  e C o llie r (1952), quando verificaram que as referidas 
substâncias deprimem o consumo de oxigênio por tecidos animais 
e homogenados, além de inibirem hexoquinase cerebral e succino- 
xidase de mitocôndria de fígado de rato. Bernsohn, Namajuska 
e Cociirane (1956) e Dawkins, Judah e Rees (1959) atribuíram 
o efeito de compostos de PTZ à sua ação sôbre citocromo-oxidase, 
ATPase e NADíI-citrocromoc-c-reductase. Bacila e Medina (1962), 
por outro lado, verificaram que compostos fenotiazínicos têm a 
propriedade de inibirem o efeito estimulante que o 2,4 dinitrofe- 
nol exerce sôbre a mitocôndria isolada de coração de cobaia. 
Medina, Dmytraczenko e Bacila (1964), estudando o efeito exer­
cido por compostos de PTZ sôbre a estrutura e a atividade meta­
bólica de sarcosoma de coração de cobaia, verificaram que a maio­
ria dos efeitos sôbre a mitocôndria isolada pode ser considerada 
como conseqüência da sua ação sôbre a mitocôndria pròpriamen-
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te dita, já que se observou, por estudos de turbidimetria e micros- 
copia eletrônica, que os PTZ alteram a estrutura fina dessas par­
tículas subcelulares. Foi verificado ainda que os PTZ são capa­
zes de inibirem, de forma indistinta, a fosforilação oxidativa exer­
cida pelo sarcosoma isolado.

Diversas investigações (1958-1961), por outro lado, foram le­
vadas a efeito com a finalidade de verificar a ação que os PTZ 
exercem sôbre membranas biológicas, tendo sido assinaladas va­
riadas ações que se caracterizam, em geral, pela inibição na absor­
ção de determinadas substâncias, tais como a noradrenalina por 
fatias de tecidos e água e sacarose no caso de mitocôndria isola­
da de fígado de rato.

Os dados experimentais disponíveis indicam, pois, a possibili­
dade de ação dos PTZ sôbre a membrana da mitocôndria isolada, 
o que implicaria ainda em provável interação dêsses compostos 
com um ou mais dos seus constituintes. Medina, Dmytrazenko 
e Bacila (1964), haviam já aventado a possibilidade de interação 
dos PTZ com proteínas, em base a experiências preliminares de 
Medina e Bacila (dados não publicados) indicando que PTZ, adi­
cionados à suspensão de actomiosina causam aumento de densi­
dade optica das referidas suspensões, além de impedirem a trans­
formação da actomiosina G em actomiosina F.

Dada a fundamental importância das possíveis interações de 
PTZ com mitocôndria isolada, foi então, o presente trabalho ela­
borado com a finalidade de estabelecer os dados quantitativos ob­
tidos quando concentrações conhecidas de PTZ são adicionadas à 
suspensão de sarcosoma isolado de coração de cobaia, na formação 
de um possível “complexo mitocôndria-PTZ".

m a t e r ia l  e métodos

Sarcosoma isolado de coração de cobaia Cavui porcellm foi ob­
tido segundo a técnica de Medixa e Bacila (1959). Músculo car­
díaco de cobaia era cortado em pequenas peças, lavado e depois ho- 
mogenizado em homogenizador de Potter-Elvehjem. O meio usado 
para lavar e extrair o material continha manitol 0,21 M, sacarose 
0,075 M, TRIS 0,01 M e EDTA (etilenodiamino tetracetato de só­
dio), 0,2 mM, pH final 7,4. O homogenado era centrifugado por 
5 minutos a 1500 x g, o sedimento desprezado e o sobrenadante 
centrifugado 15 minutos a 10.000 x g. O sarcosoma sedimenta­
do era, então, lavado duas vêzes e a suspensão final de sarcosoma 
preparada pela adição ao sedimento de 1 ml de meio de extração 
para cada coração usado.

O efeito da concentração da prometazina sôbre a formação 
de complexo-PTZ-mitocóndria foi estudado em sistema contendo
0,1 ml de suspensão de sarcosoma adicionada de quantidades cres-
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centes de prometazina (50 p.g, 100 ,ug, 200 /tg, 400 /ng), comple­
tando-se o volume para 4,0 ml com meio de manitol. A incuba­
ção foi procedida por 10 minutos à temperatura ambiente e segui­
da de centrifugação, por 15 minutos, a 16.500 rpm em Centrífuga 
Internacional PR2. Alíquota de 2 ml do sobrenadante foi utiliza­
da para determinação colorimétrica da prometazina. Os tubos de 
reação, após o desenvolvimento da reação com PdC12, foram 
conservados à temperatura ambiente por 12 horas e, então, cen­
trifugados a 16.500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante usado 
para determinação espectrofotométrica. Prometazina foi determi­
nada colorimètricamente segundo o método de C o s ta ,  M e d in a  e 
B a c i l a  (em preparação).

Prometazina Rhodia, EDTA Baker’s, TRIS, E. Merck, Manitol, 
E. Merck, foram os reativos usados.

RESU LT ADOS

1. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DA PROMETAZINA 
SÔBRE A FORMAÇÃO DO “COMPLEXO” PROMETAZINA- 
SARCOSOMA. Diferentes concentrações de prometazina foram 
adicionadas a volume idêntico de suspensão de mitocôndria con­
tendo 1,4 mg de proteinas por ml, e a incubação procedida por 10 
minutos. De cada tubo foi retirada alíquota de 2 ml para deter­
minação de prometazina residual do sobrenadante, após centrifu­
gação por 15 minutos a 16.500 rpm. A tabela I mostra os resul­
tados obtidos da determinação procedida logo em seguida e após 
repouso do sistema por 12 horas, quando, então, nova centrifuga­
ção de 15 minutos a 16.500 rpm foi procedida e seguida de leitura 
espectrofotométrica a 480 m/»..

TABELA I —  Efeito da concentração de prometazina sôbre a formação do com­
plexo “prometazina-mitocôndria.

Sistema: Concentração de proteína, 1/4 mg/ml. Sistema contém 0.1 ml de sus­

pensão de mitocôndria, prometazina (50, 100, 200, 400 itg respectivamente) e 
meio de extração de manitol até completar 4 m. de volume final. Absorbãneia 

assinalada corresponde ã da reação de prometazina com cloreto de paládio- 
-sulfato ferroso.

Sistemas
Padrões

Absorbãneia

(mM)

Sobrena­
dante da 
reação 

Absorbãneia 

(m/u)

Absorbãneia
(m/í)

Prometazina
utilizada

(Mg)

Prometazina 
consumida por 
mg de proteina 

( n R )

1 0,053 0,010 0,043 33 23,5
2 0,110 0,025 0,085 68 48,5
3 0,234 0,077 0,157 136 97,14
4 0,446 0,266 0,180 160 114,17
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Verifica-se pelos resultados da Tabela I que na incubação de 
mitocôndria com prometazina ocorre desaparecimento do PTZ, pro­
porcional à sua concentração até que esta atinja a 200 ,u.g, ou 
seja a 50 /-.g/ml do sistema de reação quando então ocorre satu­
ração da mitocôndria, já que o aumento da concentração de pro­
metazina para 100 ,ug ml não determinou desaparecimento pro­
porcional da prometazina da solução, fato que é bem ilustrado 
pela fig. 1.

Fig. 1 — Medida do da concentração da prometazina sóbre a
formação do «complexo prometazina-fenergan». O sistema correspon­
de ao da Tabela I. A et rva A representa a D.O. da reação da pro­
metazina com o reativo de cloreto de paládio-sulíato-terroso, imedia­
tamente após a reação; a curva B foi obtida após 12 horas de repouso 

e centrifugação de precipitado formado.

Verifica-se pelo estudo da fig. 1 que há evidente correlação 
entre a concentração de PTZ e a capacidade de “saturação” da 
suspensão de mitocôndria, já que a partir da concentração inicial 
de 50 /xg/ml, a curva de desaparecimento do PTZ entra em platô.
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3. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA SÕBRE 
A FORMAÇÃO DO COMPLEXO “MITOCÔNDRIA-FENOTTAZI- 
NICO”. A fim de verificar o comportamento da concentração de 
proteína sôbre o desaparecimento de PTZ da solução, foi levada a 
efeito a experiência da fig. 2. Em sistema semelhante ao da Ta­
bela I, 100 p.g de prometazina foram incubados, com 100, 200, 
400, 500 ,al de suspensão de sarcosoma, correspondendo a 140, 280, 
560 e 720 ,ug de proteína, respectivamente. A reação da prome­
tazina com o reativo do cloreto de paládio-sulfato-ferroso foi le­
vada a efeito em aliquota do sobrenadante centrifugado a 16.500 
rpm e o espectro de absorção (fig. 3) de cada um determinado.

Fig. 2 — Kfeito da concentração de sarcosoma sôbre a formação do 
«complexo fenotiazina-sarcosoma». Curva A corresponde ao desapareci­
mento de prometazina frente a diferentes concentrações sarcosoma. Curva 
B corresponde à diferença de absorbãneia da reação prometazina — 

cloreto de paládio nos sobrenadantes de 16.500 rpm.

Verifica-se pela análise da fig. 2 que o desaparecimento de 
prometazina da solução é diretamente proporcional à concentra­
ção da proteína.
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DISCUSSÃO

Experiências anteriores de M e d in a ,  D m y t r a c z e n k o  e Baci-  

l a  (1964) demonstraram que o efeito exercido pelos fenotiazíni- 
cos sôbre a mitocôndria isolada interfere de modo direto com as 
suas propriedades normais e se distingue muito daquele dos de- 
sacopladores. Assim êsses compostos dificilmente poderão ser con­
siderados como desacopladores da fosforilação oxidativa, com o 
mesmo significado que se empresta ao 2,4 dinitrofenol. B a c i l a  e 
M e d in a  (1962) demonstraram, ainda, que a préincubação com sar- 
cosoma isolado de coração de cobaia com concentrações de prome- 
tazina variando de 6,2 x 10"’M a 6,2 x 10‘'M inibe o consumo do 
oxigênio por estas partículas durante o estado ativo de respiração, 
sendo tal efeito proporciona] à concentrações da droga. A ve­
rificação de que a adição de PTZ a uma suspensão de mitocôndria 
causa imediata elevação da densidade óptica da suspensão, como 
conseqüência de aglutinação que ocorre, bem como a demonstra­
ção de que tais compostos atuam de modo muito intenso, alteran­

Fig. 3 —  Espectro do absorção da reação prometazina-doreto de pa- 
ládio-sulfato-ferroso dos sobrenadanles das experiências da Fig. 2 (A) 
corresponde à reação do padrão; (B), do sobrenadante de 140 mg de 

proteína (C), de 280 mg de proteína.



do a estrutura íntima da mitocôndria, leva admitir que ocorre 
possível interação de PTZ com proteínas como conseqüência da 
ação de tais compostos. Outrossim, como os efeitos encontrados 
dizem respeito ao PTZ de modo geral, pode-se atribuir tais fenô­
menos ao núcleo fenotiazínico propriamente dito, e não às cadeias 
laterais que entram na constituição de seus derivados.

A possibilidade de quantificação do fenômeno de interação da 
prometazina com a mitocôndria, como se demonstra no presente 
trabalho, permite analisar o assunto sob aspectos mais concretos. 
Questão de maior interêsse é a da possível natureza das relações 
entre prometazina e mitocôndria, já que, pelo que se demonstra no 
presente trabalho, há desaparecimento de prometazina dos siste­
mas de reação em que ela é incubada em diferentes condições, com 
sarcosoma. Isso leva a crer que a prometazina pode penetrar na 
mitocôndria, permeabilizando a sua membrana; pode se adsorver 
à superfície da mitocôndria, quando o fenômeno teria que se ajus­
tar à equação de Freundlich; ou então combinar-se quimicamente 
com constituintes da região periférica da mitocôndria.

As experiências realizadas por Guth e Spirtes (1958, 1961) 
e por Freeman e Spirtes (1962) demonstravam já que a clorpro- 
mazina exerce nítido e evidente efeito sôbre as membranas bioló­
gicas, enquanto que Axelrod, W hitby e Hertting (1961) e 
Dengler e Titus (1961) demonstraram que a clorpromazina é ca­
paz de inibir a permeabilidade da membrana celular. Êsses efei­
tos de membrana, mais os resultados já indicados de Medina, 
Bacila e Dmytraczenko (1964) e os de Spirtes e Guth (1963) 
que verificaram o efeito aglutinante de clorpromazina sôbre a sus­
pensão de mitocôndria isolada de fígado, levam a admitir que os 
compostos PTZ atuam sôbre a mitocôndria isolada, fixando-se à 
mesma por possível combinação com componentes da região peri­
férica dessas partículas celulares, o que ocorre de modo quantita­
tivo como se demonstra no presente trabalho; resulta dêsse fato, 
então, alteração total das propriedades da membrana mitocondrial, 
e, assim, da própria mitocôndria.

Os dados de Medina , Costa e Bacila (em preparação) demons­
tram que a fenotiazina exerce efeito muito específico sôbre as pro­
priedades da actomiosina, na indicação importante de que ela pode 
agir mediante a formação de um complexo fenotiazina-proteína, 
inespecífico e capaz de ocorrer dadas as peculiaridades estruturais 
do grupo fenotiazínico.
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SUMÁRIO

Pela determinação colorimétrica e espectrofotométrica da pro­
metazina, são estudadas as correlações entre êsse composto e sus­
pensões de sarcosoma isolado de coração de cobaia. Verificou-se
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que em sistemas com concentração conhecida de prometazina e de 
proteína, ocorre o desaparecimento de prometazina, fenômeno que 
é diretamente proporcional à concentração de proteína, já que em 
sistemas com variadas concentrações de prometazina, foi possível 
determinar um efeito de saturação da suspensão de sarcosoma.

SUM M ARY

The uptake of prometazine by sarcosome suspensions of guinea 
pig heart was studied by colorimetric and spectrofotometric 
methods.

It was shown that in systems containing known concentrations 
of prometazine and protein, a disappearance of the former occurs, 
which is directly proportional to the amount of protein; this is 
understandable, since in systems containing varying amounts of 
prometazine it was possible to demonstrate a saturation effect 
of the sarcosome suspension.
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