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RESUMO

A isquémia afecta negativamente a fungéo
mitocondrial através da inducfo da transicio
de permeabilidade mitocondrial (TPM). A
TPM é causada por stress oxidativo, o qual
ocorre na mitocondria durante a isquémia
como resultado de uma diminuigéo nas
defesas antioxidantes e um aumento das
espécies oxidantes. A TPM causa disfun¢ao
mitocondrial e pode mesmo provocar morte
celular. Daqui se infere que farmacos capazes
de minimizar os danos mitocondriais
induzidos pela isquémia, se possam revelar
clinicamente muito eficientes. Analisou-se o
impacto do carvedilol, um bloqueador 8-
adrenérgico com propriedades antioxidantes,
na disfun¢éo mitocondrial. O carvedilol
diminuiu os niveis de TBARS (Thiobarbituric
acid reactive substances), um indicador de
stress oxidativo, o que é consistente com as
suas propriedades antioxidantes. No que diz
respeito & morte celular por apoptose, apesar
da isquémia ter aumentado a actividade
tipica da caspase 8, como néio houve
alteracdes da actividade da caspase 3, a qual
é activada distalmente & caspase 8, verificou-
-se que 60 minutos de isquémia poderdo ndo
ser suficientes para induzir apoptose.
Conclui-se que o carvedilol protege
mitocondrias isquémicas, através da
prevencdo do dano oxidativo mitocondrial, e,
ao fazé-lo, pode inibir a formacéo do poro de

TPM.
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SUMMARY

Carvedilol protects ischemic cardiac
mitochondria by preventing oxidative
stress

Ischemia negatively affects mitochondrial
function by inducing the mitochondrial
permeability transition (MPT). The MPT is
triggered by oxidative stress, which occurs in
mitochondria during ischemia as a result of
diminished antioxidant defenses and

increased reactive oxygen species production.

It causes mitochondrial dysfunction and can
ultimately lead to cell death. Therefore, drugs
able to minimize mitochondrial damage
induced by ischemia may prove to be
clinically effective. We analyzed the effect of
carvedilol, a B-blocker with antioxidant
properties, on mitochondrial dysfunction.
Carvedilol decreased levels of TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances), an
indicator of oxidative stress, which is
consistent with its antioxidant properties.
Regarding cell death by apoptosis, although
ischemia did increase caspase-8-like activity,
there were no changes in caspase-3-like
activity, which is activated downstream of
caspase-8; this may indicate that the
apoptotic cascade is not activated by 60
minutes of ischemia. We conclude that
carvedilol protects ischemic mitochondria by
preventing oxidative mitochondrial damage,
and, by so doing, it may also inhibit the
formation of the MPT pore.
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INTRODUCAO

As alteragdes celulares subjacentes a cardio-
patia isquémica estdo frequentemente as-
sociadas a um fornecimento deficitario de oxi-
génio e nutrientes as células cardfacas devido a
uma insuficiente perfusdo corondria (isquémia),
o que pode provocar disfungdo ou morte dos
cardiomiécitos. A isquémia afecta negativa-
mente a fun¢do mitocondrial através da indugéo
da transicdo de permeabilidade mitocondrial
(TPM), que consiste na formagéo de poros pro-
teicos na membrana mitocondrial interna, os
poros transitérios de permeabilidade mitocon-
drial (PTPM). Durante a isquémia, as defesas
antioxidantes estdo diminuidas e os componen-
tes da cadeia respiratéria encontram-se na
forma reduzida devido a deficiéncia em oxigé-
nio, o que favorece a fuga de electrdes
e, consequentemente, a formacdo de espécies
reactivas de oxigénio (ROS) que conduzem
ao stress oxidativo, o qual por sua vez induz a
TPM®. A TPM causa disfun¢do mitocondrial e
pode mesmo levar & morte celular.

A TPM ¢é um factor decisivo na irreversibili-
dade das lesdes induzidas durante a isqué-
mia/reperfusdo cardiaca, parecendo estar envol-
vida na modulacdo do mecanismo de morte
celular: por necrose ou apoptose. Existem duas
vias principais pelas quais a apoptose pode
ocorrer: uma é a via que implica receptores de
morte e a outra é a via mitocondrial. A primeira
envolve o Fas, o factor de necrose tumoral
(TNF) e os respectivos receptores. A estimula-
cdo destes receptores resulta na activagio da
caspase 8, a qual, por sua vez, activa as caspa-
ses 3, 6 e 7, desencadeando-se assim a cascata
apoptética. A via mitocondrial envolve a liber-
tacdo de factores pro-apoptéticos para o citosol,
entre os quais citocromo ¢, o qual forma um
complexo com Apaf-1 activa a caspase 9 que,
por sua vez, activa as caspases 3, 6 e 7 e outras
caspases que se encontram distalmente ®. Os
estudos que tém vindo a ser realizados sugerem
que a apoptose que ocorre ao nivel dos cardio-
miécitos poderd ser uma das principais causas
dos danos provocados pela isquémia/reperfusdo
ao nivel do miocdrdio, podendo também estar
envolvida na génese da insuficiéncia cardiaca.

O carvedilol ou {1-[carbazolil-(4)-oxi]-3-|2-
metoxifenoxietil)amino|-propanol-(2)} é utili-
zado clinicamente no tratamento de pacientes
com insuficiéncia cardfaca, hipertensio e doen-
¢a corondria.

INTRODUCTION

The cell changes underlying ischemic heart
disease are often associated with deficiencies in
oxygen and nutrient supply to cardiac cells due
to impaired coronary perfusion (ischemia),
which can cause dysfunction or death of cardiac
myocytes. Ischemia negatively affects mito-
chondrial function by inducing the mitochon-
drial permeability transition (MPT), which con-
sists of the formation of protein pores in the
internal mitochondrial membrane, called mito-
chondrial permeability transition pores (MPTP).
During ischemia, antioxidant defenses are di-
minished and the components of the respiratory
chain are in the reduced state due to oxygen de-
ficiency, which favors electron leakage and con-
sequently the formation of reactive oxygen spe-
cies (ROS), leading to oxidative stress, which in
turns induces the MPT®. The MPT causes mi-
tochondrial dysfunction and can ultimately lead
to cell death.

The MPT is a major factor in the irreversibi-
lity of damage caused during cardiac
ischemia/reperfusion, and appears to affect
whether the mechanism of cell death is necrosis
or apoptosis. There are two main pathways by
which apoptosis can occur: one involves death
receptors and the other the mitochondria. The
former involves the Fas ligand, tumor necrosis
factor (TNF) and their respective receptors. Sti-
mulation of these receptors activates caspase 8,
which in turn activates caspase 3, 6 and 7, trig-
gering the apoptotic cascade. The mitochon-
drial pathway involves the release of pro-apop-
totic factors into the cytosol, including
cytochrome c¢; when this forms a complex with
APAF1 it activates caspase 9, which in turn ac-
tivates caspase 3, 6 and 7 and other down-
stream caspases ?. Studies have suggested that
apoptosis of cardiomyocytes may be one of the
principal causes of myocardial damage follow-
ing ischemia/reperfusion, and may also be im-
plicated in the genesis of heart failure.

Carvedilol, or [1-[carbazolyl-(4)-oxy]-3-[(2-
methoxyphenoxyethyl)amino]-propanol-(2)], is
used clinically in the treatment of patients with
heart failure, hypertension and coronary heart
disease. It is an antihypertensive agent and a
non-selective beta-blocker, with vasodilatory
(through blockade of al-adrenergic receptors)
and antioxidant properties. Its antioxidant acti-
vity is attributed to its ability to chelate ions,
break the chain of propagation reactions in-




Trata-se de um agente antihipertensivo e um
bloqueador ndo selectivo de receptores B-adre-
nérgicos, que apresenta propriedades vasodila-
tadoras (devido a bloquear também os recepto-
res O-adrenérgicos) e antioxidantes. A sua
actividade antioxidante é atribuida a capaci-
dade de quelar ides, de quebrar a cadeia
(chain-breaking) de reac¢des de propagagdo en-
volvidas na peroxidacéo lipidica membranar e &
capacidade de captar radicais superéxido e hi-
droxilo®.

Os mecanismos responsdveis pelo efeito car-
dioprotector ainda ndo estdo completamente
elucidados. No entanto, pensa-se que o efeito
protector seja devido também as propriedades
antioxidantes e ndo apenas ao antagonismo [3-
adrenérgico. Com o objectivo de elucidar o me-
canismo de accdo do carvedilol, estuddmos o
seu impacto ao nivel da cascata apoptética e do
stress oxidativo que ocorre na mitocondria du-
rante a isquémica miocdrdica global.

MATERIAL E METODOS

Reagentes: Os reagentes foram adquiridos a
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo) ou a Merck
(Darmstadt, Germany), com a excep¢do do car-
vedilol que foi cedido pela Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim, Germany) e preparado em
dimetilsulféxido.

Perfusdo dos coragoes: Coracdes de ratos da
estirpe Wistar foram rapidamente removidos da
cavidade tordcica e perfundidos com meio de
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volved in membrane lipid peroxidation and
capture superoxide and hydroxyl radicals ®.
The mechanisms behind this cardioprotec-
tive effect are not fully understood. However, it
is thought that the effect is due not only to B-
adrenergic blockade but also to carvedilol’s an-
tioxidant properties. With the aim of clari-
fying the mechanism responsible for its action,
we studied its impact on the apoptotic cascade
and on the oxidative stress that occurs in mito-
chondria following global myocardial ischemia.

METHODS

Reagents: The reagents were obtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo) or from
Merck (Darmstadt, Germany), with the excep-
tion of carvedilol, which was supplied by Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim, Germany) and
prepared in DMSO (dimethysulphoxide).

Perfusion of hearts: Wistar rat hearts were
rapidly removed from the chest cavity and per-
fused in Krebs-Henseleit solution containing
118 mM NaCl, 25 mM NaHCOs, 1.2 mM
KH:PO., 4.7 mM KCI, 1.2 mM MgSO., 1.25 mM
CaCl:, 10 mM glucose and 10 mM HEPES
(pH=7.4, temperature 37 °C) at a pressure of
80-100 mmHg in a Langendorff perfusion
system. The ischemia-inducing solution did not
contain glucose or oxygen. The hearts were di-
vided into the following groups: i) control — 75
minutes perfusion; ii) ischemia — 15 minutes
perfusion followed by 60 minutes ischemia; iii)

300+

200+
150+
100+

TBARS (% Controlo)
TBARS (% control)

Fig. 1 Efeito da isquémia e do car-
vedilol no desenvolvimento de
stress oxidativo. Comparagdo dos
niveis de TBARS de mitocondrias
cardfacas de rato do grupo isqué-
mico (barras vazias) e do grupo em
que a isquémia foi induzida na pre-
senca de carvedilol (barras cheias)
para sete experiéncias distintas. Os
valores sdo apresentados em per-
centagem do controlo. * p<0,05 vs.
Isquémia.

Fig. 1 Effect of ischemia and of
carvedilol in development of ox-
idative stress. Comparison of
TBARS levels in rat heart mito-
chondria in the ischemic group
(white bar) and in the group in
which ischemia was induced in the
presence of carvedilol (black bar),
for seven separate experiments. Va-
lues are presented as percentages of
the control. * p<0.05 vs. ischemia.

1449



1450

Rev Port Cardiol
Vol. 23 Novembro 04/November 04

Krebs-Hanseleit contendo 118 mM NaCl, 25
mM NaHCOs, 1,2 mM KH:PO., 4,7 mM KCI,
1,2 mM MgSOs, 1,25 mM CaClz, 10 mM glicose
e 10mM HEPES (pH=7,4 e a temperatura de
37°C) a uma pressdo de 80-100 mmHg num sis-
tema de perfusdo do tipo Lagendorff. A solucdo
para indu¢do de isquémia ndo continha glicose
nem oxigénio. Os coragdes foram distribuidos
pelos seguintes grupos: 1) controlo — 75 minutos
de perfusio; ii) isquémia — 15 minutos de per-
fusdo seguidos de 60 minutos de isquémia; iii)
isquémia + Carvedilol — 15 minutos de perfusio
seguidos de 60 minutos de isquémia, ambas na
presenca de 40 UM Carvedilol.

Isolamento da frac¢do mitocondrial: A frac-
¢do mitocondrial foi isolada de acordo com o
método descrito por Phaneuf e Leeuwenburgh .
Resumidamente, apés homogeneizac¢do dos co-
ra¢des em 300 mM sacarose, 0,2% BSA desli-
pidada, 10 uM BHT, 100 uM DTPA, pH 7,4
procedeu-se a uma série de centrifugacdes até
se obter a frac¢do mitocondrial.

Avaliacdo do stress oxidativo: O siress oxida-
tivo foi avaliado usando o teste do dcido tiobar-
bitdrico de acordo com o método descrito por
Ernster e Nordenbrand ®, com algumas modifi-
cagdes. Coragdes homogeneizados em 150 mM
KCI, 25 mM Tris-KCl, pH 7,4 foram ressuspen-
sos a uma concentragiio de Img/ml. (concentra-
¢do de protefna avaliada pelo método do biu-
reto) em 118 mM NaCl, 25 mM NaHCO;, 1,2
mM KH:PO., 4,7 mM KCI, 1,2 mM MgSO.,
10mM HEPES, pH 7,4 e fizeram-se reagir com
TCA a 40% e reagente de TBA (4cido tiobarbi-
turico a 0,375% (m/v), dcido tricloroacético a
15% (m/v) e dibutilhidroxitolueno a 0,68 mM)
durante 10 minutos a 100°C, apés o que as
amostras foram colocadas em gelo, transferidas
para tubos cénicos e centrifugadas a 350 x g
durante 10 minutos. O sobrenadante foi decan-
tado e a sua densidade éptica determinada a
530 nm, num espectrofotémetro Spectronic 21.

Avaliagdo da actividade tipica das caspases
1, 3, 8 ¢ 9: A actividade tipica das caspases 1 e
3 foi avaliada de acordo com o método descrito
por Gurtu e colaboradores ©® e a das caspases 8
e 9 de acordo com o protocolo descrito nos res-
pectivos kits da R&D Systems. Cada ensaio
consistiu em adicionar a cada well amostra,
meio de reac¢do (25 mM HEPES, 10% saca-
rose, 0,1% CHAPS, pH 7,5 ¢ 10 mM DTT) e
substrato colorimétrico (substrato IV para a
caspase 1, substrato | para a caspase 3, ambos

ischemia + carvedilol — 15 minutes perfusion
followed by 60 minutes ischemia, both with 40
UM carvedilol.

Isolation of the mitochondrial fraction: The
mitochondrial fraction was isolated following
the method described by Phaneuf and Leeu-
wenburgh @. Briefly, following homogenization
of the hearts in 300 mM sucrose, 0.2% fat-free
BSA, 10 uM BHT, 100 mM DTPA, pH 7.4, a
series of centrifugations were performed until
the mitochondrial fraction was obtained.

Assessment of oxidative stress: Oxidative
stress was assessed using the thiobarbituric
acid test using the method described by Ernster
and Nordenbrand ©, with certain modifications.
Hearts homogenized in 150 mM KCI, 25 mM
Tris-KCl, pH 7.4, were resuspended at a con-
centration of 1 mg/mL (protein concentration
determined by the biuret method) in 118 mM
NaCl, 25 mM NaHCO;, 1.2 mM KH:PO., 4.7
mM KCI, 1.2 mM MgSO., 10 mM HEPES, pH
7.4, and reacted with 40% TCA and TBA rea-
gent (thiobarbituric acid at 0.375% (m/v), tri-
chloroacetic acid at 15% (m/v) and dibutylhy-
droxytoluene at 0.68 mM) for 10 minutes in a
water bath at 100 °C. The samples were then
placed in ice, transferred to conical tubes and
centrifuged at 350 x g for 10 minutes. The su-
pernatant fluid was decanted and its optical
density measured at 530 nm in a Spectronic 21
spectrophotometer.

Assessment of caspase 1, 3, 8 and 9-like acti-
vity: Caspase 1 and 3 activity was assessed
following the method described by Gurtu et al.
©, and caspase 8 and 9 using the protocols in-
cluded in the respective R&D Systems kits. In
each experiment, the reaction medium (25 mM
HEPES, 10% sucrose, 0.1% CHAPS, pH 7.5
and 10 mM DTT) and the colorimetric substrate
(substrate 1V for caspase 1, substrate I for cas-
pase 3, both from Calbiochem, IETD-pNA for
caspase 8 and LEHD-pNA for caspase 9) were
added to each sample well. Following incuba-
tion at 37 °C for 2 hours in the absence of light,
the optical density of each well was determined
at 405 nm using a Mediators PhL reader.

Analysis of results and statistical treatment:
The results of the study are presented as means
+ standard error or as percentages of the control
+ standard error, for the number of experiments
indicated. Statistical analysis of the results was
performed using the one-way ANOVA test
(GraphPad Prism version 4.00, GraphPad Soft-




da Calbiochem, IETD-pNA para a caspase 8 e
LEHD-pNA para a caspase 9). Apé6s incubagio
a 37 °C, durante 2 horas e na auséncia de luz,
determinou-se a densidade 6ptica de cada well
a 405 nm no leitor Mediators PhL.

Andlise dos resultados e tratamento estatis-
tico: Os resultados deste trabalho s@o apresen-
tados como médiaxerro padrdo ou como percen-
tagem do controloterro padrdo, para o nimero
de experiéncias indicadas. O tratamento esta-
tistico dos resultados foi realizado utilizando
o teste One-way ANOVA (GraphPad Prism,
Versdo 4.00, GraphPad Software). O nivel de
significancia utilizado foi p<0,05 obtido pelo
pos-teste de comparagdo miltipla de Student-
Newman-Keuls (GraphPad Prism, Versdo 4.00,
GraphPad Software).

RESULTADOS

Neste trabalho, a anélise quantitativa da pe-
roxidacdo lipidica, tradutora do stress oxidativo
associado a situacdo de isquémia, foi realizada
mediante um ensaio colorimétrico, o teste do
dcido tiobarbitirico, o qual detecta um com-
plexo rosado, resultante da reac¢do do 4dcido
tiobarbitirico (TBA) com o malonildialdeido
(MDA), produto secundério da peroxidacéo lipi-
dica, daf o termo TBARS («thiobarbituric acid
reactive substances»). Os niveis de TBARS no
grupo isquémico foram elevados em compara-
¢lo com os niveis verificados para o grupo con-
trolo (233,2+41,97% no grupo isquémico vs.
100% no grupo controlo; p<0,05) (Fig. I).

Os niveis de TBARS foram significativa-
mente inferiores no grupo em que a isquémia
foi induzida na presenca de carvedilol (233,2+
41,97% no grupo isquémico vs. 123,7+28,82%
no grupo isquémia+carvedilol; p<0,05) (Fig. 1).

Em relagéo a actividade tipica de caspases,
esta foi determinada utilizando um substrato
sintético ligado ao croméforo p-nitroanilide
(PNA). A actividade das caspases é avaliada a
partir da detec¢do de croméforo de livre, visto
que as caspases ao clivarem o substrato, liber-
tam pNA que absorve radiagdo a 405 nm sendo,
por isso, facilmente detectado. A actividade ti-
pica das caspases na isquémia s6 apresentou
um aumento estatisticamente significativo em
rela¢do ao controlo no caso da caspase 8 (Fig.
2). Como a actividade das restantes caspases
ndo aumentou significativamente, (nomeada-
mente a actividade da caspase 3, activada dis-
talmente a caspase 8), estes resultados sugerem
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ware). The level of significance was p<0.05 as
obtained by the Student-Newman-Keuls multi-
ple comparison post-test (GraphPad Prism ver-
sion 4.00, GraphPad Software).

RESULTS

Quantitative analysis of lipid peroxidation,
which reflects the oxidative stress associated
with ischemia, was performed by colorimetry,
the thiobarbituric acid test, which detects the
pink chromogen resulting from the reaction of
thiobarbituric acid with malonyldialdehyde, a
secondary product of lipid peroxidation, hence
the term thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS). TBARS levels in the ischemic group
were higher than those found in the control
group (233.2+41.97% in the ischemic group
vs.100% in the control group; p<0.05) (Fig. I).

These levels were significantly lower in the
group in which ischemia was induced in the
presence of carvedilol (233.2+41.97% in the
ischemic group without carvedilol vs.123.7+
28.82% in the ischemia+carvedilol group;
p<0.05) (Fig. I).

Caspase-like activity was determined using
a synthetic substrate bound to the chromophore
p-nitroanilide (pNA). It was measured by detec-
tion of free chromophores, since as they cleave
the substrate, caspases release pNA, which ab-
sorbs radiation at 405 nm and is therefore ea-
sily detected. Under ischemic conditions only
caspase 8 showed a statistically significant in-
crease in activity compared to the control (Fig.
2). Since the activity of the other caspases did
not increase significantly (particularly caspase
3, which is activated downstream of caspase 8),
these results suggest that this ischemic protocol
did not trigger the apoptotic cascade.

DISCUSSION

The main trigger for the MPT is the ox-
idative stress that occurs in mitochondria dur-
ing ischemia. TBARS levels, indicators of ox-
idative stress, were higher in the ischemic
group than in the control group (Fig. 1), due to
the fact that during ischemia respiratory chain
components are in the reduced state (as a result
of high levels of NADH and FADH: and de-
creased levels of the electron-transport stimulators
ADP and 02), which favors electron leakage and
ROS production ™. If antioxidant defenses are
effective, ROS production does not cause ox-
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que este protocolo de isquémia ndo provocou
indug¢do da cascata apoptética.

DISCUSSAO

O principal indutor de TPM € o stress oxida-
tivo que ocorre na mitocondria durante a isqué-
mia. Os niveis de TBARS, tradutores de stress
oxidativo, sdo superiores no grupo isquémico
em compara¢io com o grupo controlo (Fig. 1)
devido a durante a situacdo de isquémia os
componentes da cadeia respiratéria se encon-
trarem na forma reduzida (como consequéncia
de elevados niveis de NADH e FADH: e aos es-
timuladores do transporte de electrdes, ADP e
02, estarem diminuidos) o que favorece a fuga
de electrdes e a producdo de ROS®. Se as de-
fesas antioxidantes fossem suficientemente efi-
cientes, a produgdo de ROS ndo provocaria dano
oxidativo. Contudo, a isquémia, além de au-
mentar a produc¢éo de ROS, também diminui as
defesas antioxidantes (diminui, por exemplo, a
actividade da MnSOD e da glutationa peroxi-
dase), aumentando a probabilidade de ocorrén-
cia de dano oxidativo ™. O dano oxidativo pode
manifestar-se por indugéio da TPM ou por dano
directo das membranas mitocondriais, com a
consequente perda de integridade membranar.

A diminui¢do dos niveis de TBARS no
grupo em que a isquémia foi induzida na pre-
senca de carvedilol (Fig. 1) estd de acordo com
o facto de este apresentar propriedades antioxi-

idative damage, but ischemia, besides in-
creasing ROS production, also weakens antioxidant
defenses (for example, by decreasing the acti-
vity of MnSOD and glutathione peroxidase),
thus increasing the likelihood of oxidative da-
mage . This can manifest itself by induction of
the MPT or by direct damage to mitochondrial
membranes, with consequent loss of membrane
integrity.

The lower levels of TBARS found in the
group in which ischemia was induced in the
presence of carvedilol (Fig. 1) are in accor-
dance with its antioxidant properties. Carvedi-
lol functions as an ROS scavenger and breaks
the chain of propagation reactions involved in
membrane lipid peroxidation, thereby protec-
ting mitochondria from oxidative damage ®.

Some authors do not believe that carvedilol
functions as an ROS scavenger, suggesting its
antioxidant properties stem from its ability to
sequester Fe*, preventing it from participating
in the Fenton reaction that gives rise to the
hydroxyl radical, one of the most damaging
ROS®.

An additional mechanism that would enable
carvedilol to preserve the functional and struc-
tural integrity of mitochondria under conditions
of oxidative stress, such as those caused by is-
chemia, is the fact that it functions as a proto-
nophore, an ability conferred by the amine
group of the ethylamine group, which has a pKa
value of 7.9¢. Carvedilol may bind to a proton

3754
3004
225
1504

75

Fig. 2 Efeito da isquémia e do car-
vedilol na actividade tipica de cas-
pases. Comparagdo da actividade
tipica de caspases (1, 3, 8 € 9) de
mitocondrias cardfacas de ratos do
grupo isquémico (barras vazias) e
do grupo em que a isquémia foi in-
duzida na presenca de carvedilol
(barras cheias) para cinco expe-
riéncias distintas. Os valores sdo
apresentados em percentagem do
controlo.

Fig. 2 Effect of ischemia and of
carvedilol in caspase-like activity.
Comparison of caspase (1, 3, 8 and

Actividade das caspases (% Controlo)
Caspase activity (% control)

9) activity in rat heart mitochondria
in the ischemic group (white bars)
and in the group in which ischemia
was induced in the presence of car-
vedilol (black bars), for five sepa-
rate experiments. Values are pre-
sented as percentages of the
control.




dantes. O carvedilol funciona como um scaven-
ger de ROS e quebra a cadeia de reaccdes de
propagacdo envolvidas na peroxidacdo lipidica
membranar, protegendo as mitocoéndrias do
dano oxidativo®.

Existem outros autores que defendem que o
carvedilol ndo funciona como um scavenger de
ROS e que as suas propriedades antioxidantes
sdo devidas a sua capacidade de sequestrar
Fe*, impedindo-o de participar na reacc¢io de
Fenton que daria origem ao radical hidroxilo,
uma das ROS que mais danos provoca®.

Um mecanismo adicional que permitird ao
carvedilol preservar a integridade funcional e
estrutural de mitocondrias sob condi¢des de
stress oxidativo, como as provocadas por uma si-
tuacdo de isquémia, poderd ser o facto deste
funcionar como um protonéforo, capacidade
que lhe é conferida pelo grupo aminico do
grupo etilamina que apresenta um valor de pKa
de 7,9“. O carvedilol poder4 ligar um protéo do
lado citosélico da membrana mitocondrial in-
terna, atravessar a membrana na forma carre-
gada a favor do gradiente eléctrico (negativo na
matriz em relagdo ao citosol), libertar o protao
na matriz (pH mais elevado) e retornar ao lado
citosélico da membrana mitocondrial interna na
forma neutra. O resultado deste processo é uma
diminui¢éo do potencial eléctrico transmembra-
nar. Estd demonstrado que uma ligeira redugéo
do potencial eléctrico transmembranar, provo-
cada por baixas concentra¢des de protonéforos,
é um mecanismo eficaz para reduzir a produg¢io
de ROS sem comprometer a energética celular.

A isquémia provoca dano oxidativo dos lipi-
dos e proteinas da membrana. O dano oxidativo
das protefnas, que se manifesta por uma dimi-
nuicéo do conteddo em grupos sulfidrilo (SH) e
por um aumento do contetido em proteinas mo-
dificadas por oxida¢do ™, é particularmente im-
portante, pois estd envolvido na induc¢do da
TPM: para haver formag@o do PTPM é necessa-
rio ocorrer oxida¢do dos grupos tidlicos das pro-
tefnas que constituem o PTPM ®. Sendo que a
TPM parece representar um papel decisivo na
irreversibilidade das lesdes induzidas durante a
isquémia cardiaca e que a sua extensdo parece
estar ainda envolvida na modulacdo do meca-
nismo de morte celular, o facto do carvedilol
impedir a oxida¢do dos grupos tidlicos e a for-
macdo do PTPM na conformacéo de alta condu-
tancia reveste-se de grande importancia. Esta
sua ac¢do ao nivel da TPM poderd ser a base
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on the cytosolic side of the internal mitochon-
drial membrane, cross the membrane in a
charged state in the direction of the electrical
gradient (negative in the matrix in relation to
the cytosol), release the proton in the matrix
(higher pH), and return to the cytosol in a neu-
tral state. This process results in a decrease in
transmembrane electrical potential. It has been
demonstrated that a slight reduction in this po-
tential, caused by low concentrations of proto-
nophores, is effective in reducing ROS pro-
duction without compromising cell energetics.
Ischemia causes oxidative damage to mem-
brane lipids and proteins. Oxidative damage to
proteins, manifested by reduced content of
sulfhydryl groups and by increased content of
proteins altered by oxidation ", is particularly
important since it is involved in induction of
the MPT. For the MPTP to form the protein thiol
groups that constitute it must be oxidized ©.
Since the MPT appears to determine the irre-
versibility of damage caused by cardiac ische-
mia and may also be involved in modulating
cell death, the fact that carvedilol prevents oxi-
dation of thiol groups and MPTP formation in
high-conductance conformation takes on even
greater importance. Carvedilol’s action on the
MPT may be the basis for its protective effect in
cardiac mitochondria subjected to ischemia.
However, the protection that carvedilol af-
fords against the oxidative damage to lipids (li-
pid peroxidation) that occurs during ischemia
should not be ignored, since this can seriously
compromise membrane integrity and hence the
mitochondrial permeability barrier, which can
also lead to serious consequences for the cell.
Since oxidative stress can induce apoptosis,
we also studied whether the ischemia produced
in this experimental protocol led to apoptosis
and whether carvedilol would protect ischemic
mitochondria from apoptotic cell death. It was
found that in ischemia only caspase-8-like acti-
vity presented a statistically significant in-
crease compared to the control (Fig. 2). Since
the activity of the other caspases, particularly
caspase 3 which is activated downstream of
caspase 8, did not increase significantly, these
results suggest that the ischemia induced in
this experimental protocol did not trigger the
apoptotic cascade. Indeed, some authors argue
that ischemia itself is not sufficient to trigger
apoptosis, which only occurs to any significant
extent during reperfusion; others believe that
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dos seus efeitos protectores em mitocondrias
cardiacas sujeitas a isquémia.

Nio é, no entanto, de desprezar a protecgdo
do carvedilol em relacdo ao dano oxidativo dos
lipidos (peroxidacéo lipidica) que ocorre du-
rante a situag¢do de isquémia, uma vez que este
pode comprometer seriamente a integridade
membranar e, consequentemente, a barreira de
permeabilidade mitocondrial, o que também
acarreta graves consequéncias para a célula.

Sendo que o stress oxidativo pode induzir
apoptose, analisou-se também se a isquémia in-
duzida neste protocolo experimental provocava
apoptose e se o carvedilol protegeria ou ndo as
mitocondrias isquémicas de morte celular por
apoptose. Verificdmos que a actividade tipica
das caspases na situagfo de isquémia sé apre-
senta um aumento estatisticamente significativo
em rela¢do ao controlo no caso da caspase 8
(Fig. 2). Como a actividade das restantes caspa-
ses ndio é aumentada significativamente, no-
meadamente, a actividade da caspase 3 que se-
ria activada distalmente a caspase 8, estes
resultados sugerem que a isquémia utilizada
neste protocolo experimental nfio provocou in-
du¢do da cascata apoptética. De facto, existem
autores que referem que a isquémia ndo é sufi-
ciente para provocar apoptose e que esta sé
ocorre de forma significativa durante a fase de
reperfusdo, ou que a apoptose pode ser iniciada
durante a isquémia, mas que ndo pode ocorrer
sem a subsequente reperfusdo, visto que é ne-
cessdrio ATP para a conclusio da apoptose, o
qual ndo se encontra disponivel em quantida-
des suficientes durante a isquémia prolongada,
mas sim apenas na fase de reperfusdo, quando
ocorre reoxigenagdo dos tecidos e reabasteci-
mento das reservas de glucose ™.

A TPM é apontada como podendo ser o
evento inicial no processo de morte celular, de-
signadamente na apoptose, que ocorre numa
variedade de estados patolégicos, como, por
exemplo, a isquémia/reperfusdo. Apesar do
carvedilol ser um inibidor do PTPM, como néo
se verificou a ocorréncia de apoptose durante a
isquémia, nfio seria de esperar que se verifi-
casse uma accdo significativa por parte do car-
vedilol em relacdo a actividade das caspases.
De facto, a actividade das caspases na situagfio
de isquémia e isquémia induzida na presenca
de carvedilol ndo apresentou diferencas signifi-
cativas.

apoptosis may be initiated during ischemia, but
cannot occur without subsequent reperfusion,
since ATP, which is necessary to complete the
process, is not available in sufficient quantities
during prolonged ischemia but only at the re-
perfusion stage, when there is re-oxygenation of
tissues and replenishment of glucose reserves 1.

The MPT has been proposed as the possible
initial event in cell death, particularly in apo-
ptosis, which occurs in a variety of pathologi-
cal states, for example ischemia/reperfusion.
Even though carvedilol is an MPTP inhibitor,
the fact that no apoptosis was found during is-
chemia means that carvedilol would not be ex-
pected to have a significant effect on caspase
activity, and in fact there were no significant
differences in caspase activity between ische-
mia induced in the absence and in the presence
of carvedilol.

CONCLUSIONS

This study proved that prolonged ischemia
has a negative impact on cardiac mitochondrial
function. Carvedilol was shown to have a pro-
tective effect against mitochondrial dysfunction
induced by oxidative stress during ischemia.
The results suggest that carvedilol inhibits the
MPT by preventing the oxidative stress that
would trigger the opening of the MPTP.
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CONCLUSOES

O estudo realizado comprovou que a isqué-
mia prolongada tem um impacto negativo na
func¢éo da mitocondrial cardfaca. O carvedilol
demonstrou ter um efeito protector em relagdo a
disfun¢@o mitocondrial induzida pelo stress oxi-
dativo desenvolvido durante a isquémia. Os re-
sultados obtidos sugerem que o carvedilol inibe
a TPM ao impedir a ocorréncia de stress oxida-
tivo que promoveria a abertura do PTPM.
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